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Resumo:

O objetivo do estudo foi relacionar a quantidade de
células, a presença de leucócitos e outros elementos no
escarro com a positividade da reação de PCR, para di-
agnóstico de micobacterioses. Trinta e nove amostras
positivas por baciloscopia para bacilos álcool-ácido re-
sistentes (BAAR), ou positivas em cultura em meio de
Löwenstein-Jensen foram analisadas pelo método de
coloração de Gram, para avaliação da biota e quantifi-
cação de células e leucócitos. Foram também submeti-
das à reação de PCR, para identificação de micobactéri-
as. As amostras, de acordo com os resultados do Gram,
foram classificadas como: ótima, boa, aceitável, ruim
ou muito ruim. Do total de amostras analisadas, 26
(66,7%) apresentaram PCR positiva concordando com
a baciloscopia, 12 (30,7%) PCR negativa e baciloscopia
ou cultura positiva e uma (2,6%) amostra não pôde ter
seu resultado avaliado, pois o DNA apresentou-se de-
gradado após sucessivas extrações. Dentre as amostras
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com PCR negativo e baciloscopia ou cultura positiva, 9
(23,0%) apresentaram qualidade muito ruim no Gram,
2 (5,2%) qualidade ruim e 1 (2,6%) apresentou qualida-
de aceitável. Os resultados mostraram que a qualidade
do escarro influencia diretamente na positividade da PCR
e que, quanto mais representativa do trato respiratório
inferior for a amostra, melhor será o rendimento da de-
tecção molecular.

Descritores: 1. Micobactéria;
2. PCR;
3. Coloração de Gram.

Abstract:

The aim of this study was to relate the quantity of
cells, the presence of leukocytes and other elements in
sputum with the polymerase chain reaction (PCR) for
the diagnosis of micobacterioses. Thirty-nine sputum
samples which were positive to alcohol-acid fast bacilli
(AFB) or culture on Löwenstein Jensen (LJ) medium
were investigated by Gram stain for evaluation of the
biota, leukocytes and cells. According to the leukocytes
and cells present on the Gram-stained slides, samples
were classified as excellent, good, acceptable, bad or
very bad. The samples were submitted to PCR with
mycobacterium-specific primers. Twenty-six samples
(66.7%) were positive for both AFB and PCR and 12
(30.7%) were negative for PCR-specific primers, in spi-
te of being AFB-positive or LJ-positive. In one sample
(2.6%), the PCR was not performed due to the DNA
degradation after extraction. Among the negative PCR
and positive AFB or LJ, 9 (23%) samples out of 12 were
classified as very bad according to evaluation by Gram
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staining, 2 (5.2%) were classified as bad, and 1 (2.6%)
was considered to be acceptable. These results indicate
that the quality of the sputum sample is important for
the positivity of PCR and that samples representing the
lower respiratory tract are best for PCR detection.

Keywords: 1. Mycobacterium;
2. PCR
3. Gram staining.

Introdução
A tuberculose é uma das mais antigas doenças da hu-

manidade e permanece, ainda nos dias de hoje, como uma
das principais causas de morte entre as doenças infeccio-
sas, a despeito do uso mundial de vacinas atenuadas e de
diversos antibióticos.1

A Organização Mundial de Saúde estima, em dados
de 2002, que da população mundial de 6 bilhões de pes-
soas, 1,9 bilhões está infectada com M. tuberculosis. A
cada ano 16 milhões de pessoas adoecem, 8,2 milhões de
novos casos são diagnosticados e 1,8 milhões de pessoas
morrem por conseqüência da tuberculose. Dessas mor-
tes, 98% acontecem em países em desenvolvimento.2

No Brasil, a incidência estimada é de 50 a 80 casos/
100.000 habitantes.3 Dados do Ministério da Saúde,
publicados no Anuário Estatístico de Saúde do Brasil,
20014, mostram uma incidência geral de 47,7 casos/
100.000 habitantes. A incidência nas regiões brasileiras
apresenta grande heterogeneidade. O estado do Rio de
Janeiro apresenta incidência de 88,6 casos/100.000 ha-
bitantes, liderando o índice no País.

Os três estados do sul apresentam incidência de 37
casos/100.000 habitantes. Desses, Santa Catarina apre-
senta 29,6 casos/100.000 habitantes, constituindo-se em
um dos estados com menor incidência. Essa incidência,
no entanto, é muito superior a observada em países de-
senvolvidos, como por exemplo, menos de 10 casos/
100.000 habitantes nos Estados Unidos da América.1,3

O Estado de Santa Catarina, mesmo apresentando
uma incidência global inferior a do resto do país, tem
uma distribuição muito irregular do número de casos. O
município de Itajaí apresenta uma incidência de 84,7
casos/100.000 habitantes enquanto São Miguel do Oes-
te apresenta 4,2 casos/100.000 habitantes.5

Medidas urgentes devem ser tomadas no sentido
de intervir diretamente na cadeia de transmissão da
tuberculose para diminuir o número de casos. No
Brasil, o diagnóstico laboratorial dos casos suspei-

tos tem sido realizado com os testes tradicionais de
baciloscopia e cultura.6

Desses testes, a baciloscopia permite um diagnósti-
co rápido, no entanto, por diversos motivos muitos indi-
víduos com tuberculose não eliminam bacilos em nú-
mero suficiente para serem detectados na baciloscopia,
ficando o diagnóstico reservado para a cultura, que em
muitos casos, apresenta positividade apenas na 6ª sema-
na após o cultivo.6

Behr et al7 mostraram que nos episódios em que M.
tuberculosis foi transmitido de indivíduo para indivíduo,
em pelo menos 17% dos casos, o paciente-fonte apre-
sentava baciloscopia negativa.

Os testes moleculares, como a detecção do DNA de
micobactérias pela reação em cadeia da polimerase
(PCR), podem ser uma alternativa para agilizar o diag-
nóstico.8 Esses testes ainda apresentam problemas de
sensibilidade que devem ser solucionados para que efe-
tivamente contribuam para o diagnóstico e a interven-
ção na cadeia de transmissão.8

Estudos com secreções traquiobronquiais revelam a
presença de muitos elementos nesse material, dos quais
destacamos a lisozima e a calicreína. Existem, também,
outras enzimas que provavelmente se originam de célu-
las mortas ou danificadas, como: desidrogenase láctica
(LDH) e deoxiribonucleases (DNAses).9

Muitos trabalhos mostram que há uma tendência de
que o gel de secreções traquiobronquiais se dissolva
durante estocagem. Isso pode ocorrer devido a presença
de enzimas proteolíticas.9

Nossa experiência tem apontado para o fato de que,
o principal problema relacionado com a baixa sensibili-
dade encontrada na PCR para detecção do DNA de mi-
cobactérias, pode estar relacionado com a amostra.

Com o objetivo de relacionar a quantidade de célu-
las, a presença de leucócitos e outros elementos no es-
carro com a positividade da PCR para diagnóstico de
micobacterioses, realizamos este estudo.

Métodos
Foram incluídas no estudo, amostras de escarro, pro-

venientes de todo o Estado de Santa Catarina e rotinei-
ramente enviadas para diagnóstico laboratorial da tu-
berculose no LACEN-SC. Após a realização da baci-
loscopia para bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR)
pela coloração de Ziehl-Nielsen e da cultura para mi-
cobactérias em meio de Löwenstein-Jensen6, 39 amos-
tras positivas foram selecionadas aleatoriamente e en-
viadas para o estudo.
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As características de cada amostra foram avaliadas
pela observação do esfregaço, que foi corado pelo mé-
todo de Gram.10 Foram consideradas: a quantidade de
células epiteliais e leucócitos na amostra e a presença
de aglomerados bacterianos. Como aglomerados defi-
nimos os grumos de bactérias com características mor-
fológicas e tintoriais variáveis, aderidas sobre células
epiteliais ou soltos, típicos de flora oral.

Para o diagnóstico molecular das micobactéiras,
os DNA das amostras foram extraídos segundo
Böddinghaus et al.11

Como controle de qualidade das extrações e da pre-
sença de inibidores, todos os DNA foram submetidos à
reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) tendo sido
utilizado um par de oligonucleotídeos iniciadores (pri-
mers) para eubactérias F285 e ZR 244, gerando um frag-
mento de 349 pares de base.12

Na detecção de micobatérias, pela reação de PCR,
foi utilizado um par de oligonucleotídeos iniciadores
específicos: o F285 e o MYC 264, gerando um frag-
mento de 1030 pares de base.12 Em todas as reações fo-
ram incluídos controles positivos e negativos. Como
controle positivo utilizamos DNA de Bacilo Calmette-
Guérin M.tuberculosis (BCG).

Os produtos das PCR foram separados por eletro-
forese em gel de agarose a 1%, durante 10 minutos,
sob tensão de 200 volts. Após a coloração por brometo
e etídium, os géis foram visualizados em luz ultravio-
leta e fotografados.

Resultados
De acordo com a avaliação pelo Gram, as amostras

foram classificadas como ótima, boa, aceitável, ruim e
muito ruim.

Tabela 1 -  Classificação das amostras de acordo com a ava-
liação da bacterioscopia pelo método de Gram.

Classificação Gram Número de Amostras

Ótima +++leucócitos/+células 7

Boa +++leucócitos/++células 4

Aceitável ++leucócitos/++células/aglomerados 10

Ruim +leucócitos/+++células/aglomerados 9

Muito Ruim +leucócitos/+ou++células/mat. escasso 9

+++ muitos, ++ poucos, + raros.

A Tabela 1 mostra os resultados do Gram e o número
de amostras em cada categoria.

A qualidade das amostras com PCR negativa e bacilos-
copia ou cultura positivas está apresentada na Figura 1.

Figura 1 -  Qualidade das amostras avaliada pelo méto-
do de Gram entre as amostras negativa na
PCR e positivas na baciloscopia ou cultura
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A Figura 2 apresenta alguns resultados de DNA de
amostras amplificadas por PCR com iniciadores para
micobactérias.

Figura 2 -  Eletroforese em gel de agarose (1%) com
os produtos de PCR de DNA amplificados
com primers MYC 264 e F 285. Canaleta
1: BCG = Bacilo Calmette-Guérin
M.tuberculosis,  canaletas de 2 a 7: os nú-
meros 479, 553, 670, 671, 551 e 651 cor-
respondem a amostras clínicas, canaleta 8:
CN = Controle Negativo.

Relação entre a qualidade de amostras de escarro e
o diagnóstico de micobacterioses por PCR



26

2626262626 Arquivos Catarinenses de Medicina V. 33. no. 3 de 2004

Discussão
A comparação dos resultados das PCR para mico-

bactérias, com os resultados das baciloscopias ou cultu-
ras mostraram que em 26 (66,7%) amostras houve con-
cordância dos resultados positivos das PCR com os da
baciloscopia ou cultura. No entanto, em 12 (30,7%)
amostras a PCR se apresentou repetidamente negativa,
contrariando a baciloscopia ou a cultura que se apresen-
taram positivas. Uma (2,6%) amostra não pôde ter seu
resultado avaliado porque o DNA se apresentou degra-
dado mesmo após sucessivas extrações.

Das amostras com resultados concordantes entre a
PCR e a baciloscopia ou cultura, apenas uma apresen-
tou qualidade muito ruim, mas apresentava muitos
(+++) BAAR, fato que pode ter contribuído para a po-
sitividade da PCR.

A Figura 2 apresenta alguns resultados de DNA de
amostras amplificadas por PCR com iniciadores para
micobactérias e como pode ser observado, as amostras
479, 553, 670 e 651 apresentam indícios de degradação
mas podem ainda ser consideradas positivas, já a amos-
tra 555 não pode ter seu resultado avaliado visto que
apresenta o DNA totalmente degradado.

Nossos resultados mostram que escarros que apresen-
tam muitas células, muitas bactérias e muitos restos celu-
lares têm maior probabilidade de apresentarem resulta-
dos negativos na PCR. Esses achados parecem indicar
para o fato de que, a possível presença de enzimas, que
podem ser provenientes dos leucócitos degenerados, pode
contribuir para que ocorra degradação do DNA.

Além disso, o Gram indicou que muitas amostras são
predominantemente de origem oral, não sendo represen-
tativas do trato respiratório inferior.

Segundo Skerret et al.13 uma amostra de escarro com
menos do que 10 células epiteliais escamosas e mais do
que 25 neutrófilos, por pequeno aumento de microscó-
pio, com evidência de um monotipo de bactérias, em
grande aumento de microscópio são indicadores acura-
dos e de confiança para início de antibioticoterapia.

A despeito de todos esses indicadores, os testes tradi-
cionais para diagnóstico de micobactérias têm apresenta-
do positividade superior à da PCR. No entanto, nosso es-
tudo tem sido realizado com amostras estocadas, sujeitas
à degradação e destruição das micobactérias.7

Dentre as diversas observações que fizemos durante
a estocagem do escarro, verificamos que nas bacilosco-
pias que realizamos nas amostras estocadas, imediata-
mente antes da extração do DNA, encontramos sempre

um número de BAAR inferior ao número encontrado na
primeira baciloscopia realizada com a amostra fresca.

Conclusões
Nossos resultados mostraram que a qualidade do

escarro influencia diretamente na positividade da PCR
e que, quanto mais representativa do trato respiratório
inferior for a amostra, melhor será o rendimento da
detecção molecular.

Esses dados sugerem a necessidade de compreender
melhor a participação dos constituintes do escarro na
eficiência da PCR, como também de realizar a reação
em amostra fresca e solicitar uma segunda amostra sem-
pre que a PCR se mostrar negativa.
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