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Artículos originales

Identificação por PCR-multiplex de espécies 
de Mycobacterium
Identification of Mycobacterium species  
by multiplex PCR assay

Abstract
Multiplex polymerase chain reaction (PCR) is a potentially useful diagnostic tool for fast and accurate 
identification of clinically relevant non-tuberculous mycobacteria (NTM) and Mycobacterium tuberculosis 
(TB). This multiprimer system is able to identify the 32-kDa antigen present in most Mycobacterium ge-
nus species, the IS6110 insertion sequence belonging to the TB complex and the species-specific sequen-
ce of the mtp40 gene in TB. One hundred and eight randomly selected sputum and extra-pulmonary 
samples from the Reference Center Laboratory for Public Health in the State of Santa Catarina (LACEN/
SC) were processed and analyzed at the Laboratory of Molecular Biology and Mycobacteria (LMBM), 
Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil, between January and June 2011, representing 
30% of the positive samples received annually at LACEN/SC. Of the 108 isolates, 80% were identified 
as TB and 20% as NTM. The multiplex PCR results were compared with PCR-restriction enzyme analysis 
of the hsp65 gene (PRA-hsp65), demonstrating 100% concordance (Kappa index 1). Multiplex PCR is a 
superior tool to differentiate between TB and NTM when used in combination with biochemical tests and 
culture differentiate between TB and NTM. In addition, it is more cost effective than other molecular bio-
logical assays and has been used as an epidemiological tool in strain classification and in distinguishing 
TB from NTM. Multiplex PCR is fast, sensitive and specific in mycobacteria identification and is, therefore, 
useful for routine clinical laboratory assays.
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Resumo
Reação em Cadeia da (La reacción en cadena de la) Polimerase Multiplex (PCR- multiplex) é um (es un) 
método diagnostico potencialmente útil para identificação rápida e acurada (y exacta) de Mycobacte-
rium tuberculosis (TB) e de micobactérias não-tuberculosas (MNT) clinicamente relevantes. Este sistema 
multi-iniciadores (multiprimers) é capaz de identificar o (el) antígeno alfa de 32-kDa presente na (en la) 
maioria das (de las) espécies do gênero Mycobacterium, a sequência de inserção IS6110 pertencente ao 
complexo (al complejo) TB e as sequências espécie-específicas do (del) gene mtp40 de Mycobacterium 
tuberculosis. Cento e oito amostras (Ciento ocho muestras) (escarro [esputo] e extra-pulmonares) oriun-
das do Setor de Tuberculose do Laboratório Central de Saúde Pública de Santa Catarina (LACEN/SC) foram 
processadas e analisadas no Laboratório de Biologia Molecular e Micobactérias (LBMM) da Universidade 
Federal de Santa Catarina, Florianópolis, Brasil, entre janeiro e junho de 2011, representando 30% das 
amostras (de las muestras) positivas/ano no (al año en el) LACEN/SC. Dos (Entre los) 108 isolados (aisla-
mientos), 80% foram identificados como TB e 20% como MNT. Os resultados da PCR multiplex foram 
comparados com os resultados do PRA-hsp65 (PCR do gene hsp65 seguida por análise de restrição en-
zimática) e demonstraram 100% de concordancia (índice de concordância kappa 1). A PCR multiplex é 
uma ferramenta (es una herramienta) superior para diferenciar TB de MNT quando utilizada em (cuando 
se utiliza en) combinação com testes (análisis) bioquímicos e cultura. Além disso (Además), apresenta 
melhor custo efetividade (presenta mejor costo-eficacia) do que outros ensaios moleculares e tem sido 
(y ha sido) utilizada como uma ferramenta para estudos epidemiológicos para classificação e distinção 
entre TB e MNT. PCR multiplex é um método rápido, sensível e específico para identificação de micobac-
térias e útil na rotina (y de utilidad en la rutina) de laboratórios clínicos.

Palavras chave: tuberculose, PCR multiplex, biologia molecular
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Introdução e objetivos
A (La) identificação do complexo Mycobacterium tu-

berculosis e das (y de las) micobactérias não-tuberculosas 
(MNT) é importante para epidemiologia, controle das 
doenças e da (de las enfermedades y de la) efetividade 
do tratamento.1,2 O controle da tuberculose (TB) requer 
a (requiere la) identificação, o tratamento e as (y las) in-

formações epidemiológicas sobre o controle da infecção, 
assim como as (así como las) infecções com MNT tem 
sido associadas com uma variedade de problemas pul-
monares, em linfonodos, na pele, tecidos moles (en la 
piel, tejidos blandos), esqueleto, infecções disseminadas 
e surtos nosocomiais (brotes hospitalarios) relacionados 
com dificuldades diagnósticas, identificação e tratamen-
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to. Devido ao fato (al hecho) de que a maioria das MNT é 
intrinsicamente resistente aos (a los) tuberculostáticos de 
primeira linha, a identificação das espécies é importante 
para o controle das infecções e efetividade do tratamen-
to.3-5 Em Santa Catarina, a incidência estimada é de (es 
de) 1 500 novos casos de TB por ano (por año); o Estado 
está entre os com (entre aquellos con) menor incidên-
cia no (en el) país (27/100 000 habitantes). Entretanto 
(Sin embargo), alguns municípios apresentam incidên-
cia igual ou maior à do (o más elevada que la de) Brasil  
(45/100 000 habitantes), por exemplo, Itajaí e Joinville, 
com 84.7 casos por 100 000 habitantes, e 46.2 casos por 
100 000 habitantes, respectivamente, e a incidência de 
MNT é de 1.2% dos casos por ano, e têm sido identifica-
das principalmente de sítios extra-pulmonares.6,7

Os métodos convencionais para identificação de mico-
bactérias envolvem o (involucran el) cultivo em meios (en 
medios) sólidos ou líquidos, seguido da observação do 
crescimento e da (y de la) produção de pigmentos. Além 
disso, testes (Además, análisis) bioquímicos como a pro-
dução de niacina, redução de nitrato e o teste da catalase 
(de la catalasa) termo estável, também são necessários.8

Reações de PCR multiplex oferecem identificação rápi-
da e acurada das (y exacta de las) espécies. Esta técnica, 
sensível e específica, está baseada na (basada en la) am-
plificação de sequências hábeis a (con capacidad para) 
diferenciar o complexo Mycobacterium tuberculosis e as 
MNT.9-11 A proteína espécie-específica mtp40 pode ser 
utilizada no diagnostico da TB porque não está presente 
em Mycobacterium bovis BCG, a sequência de inserção 
IS6110 está presente em várias cópias dispersas no geno-
ma dos membros (de los miembros) do complexo Myco-
bacterium tuberculosis e o gene que codifica o antígeno 
alfa de 32-kDa está presente em todas as micobactérias, 
sendo alvo (y es blanco) potencial para triagem diagnós-
tica molecular.12-14

O presente estudo apresenta um teste de PCR multi-
plex útil para discriminar bactérias do complexo M. tu-
berculosis, M. tuberculosis e MNT no (en el) diagnóstico 
molecular de rotina.

Métodos
Isolados (Aislamientos) clínicos

Cento e oito isolados (Ciento ocho aislamientos) clí-
nicos selecionados randomicamente entre amostras de 
escarro e (muestras de esputo y) extra-pulmonares do 
Laboratório Central de Saúde Pública do Estado de San-
ta Catarina (LACEN/SC) foram processados e analisados 
no Laboratório de Biologia Molecular e Micobactérias 
(LBMM) da Universidade Federal de Santa Catarina. Es-
ses isolados obtidos (obtenidos) entre janeiro e junho de 
2011 representam 30% das amostras positivas recebidas 
anualmente pelo (por el) LACEN/SC. 

Baciloscopia e cultura (cultivo)
As baciloscopias foram realizadas no Setor de Tubercu-

lose do LACEN/SC. Cada amostra clínica foi cultivada em 
meio de (en medio de cultivo) Ogawa-Kudoh, incubada a 
37°C por 4 semanas, seguindo rigorosamente as instru-
ções do fabricante do meio (Laborclin®-Brazil). 

Cepas de referência
Para as reações (las reacciones) de padronização foram 

utilizados DNA obtidos das cepas referência M. tuberculo-
sis H37Rv, M. bovis ATCC00020, M. avium ATCC25398, 
M. fortuitum ATCC6841, M. gordonae ATCC00161, M. 
kansasii ATCC12498 e (y) M. bovis BCG ATCC19274. 

Extração de DNA
Os (Los) DNA das culturas (de los cultivos) de micobac-

térias foram extraídos utilizando a metodologia CTAB 
descrita por Van Soolingen e colaboradores.15 

PCR Multiplex
As reações (50 μl) foram feitas (han sido realizadas) 

com a mistura (la mezcla) de 50-100 ng de DNA, 2.5 mM 
de MgCl

2 
(Invitrogen®), 1U de Taq DNA polymerase re-

combinant (Invitrogen®, USA) e 25 pmol de cada primer: 
PT1 ePT2 para amplificar um produto de 395 pares de ba-
ses (pb) da sequência espécie-específica mtp40; IS5 e IS6 
para amplificar 984 pb do elemento de inserção IS6110; 
MT1 e MT2 para amplificar 506 pb do gene que codifica 
o antígeno alfa de 32kDa (Tabela 1). Foram adotadas as 
(Se adoptaron las) seguintes condições para as reações de 
PCR multiplex: 94°C por 1 minuto, pareamento a 71°C 
por 90 segundos, e extensão a 72°C por 2 minutos em 
30 ciclos e extensão final a 72°C por 10 minutos.11 Os 
produtos amplificados foram revelados em (se revelaron 
en) gel de agarose a 1% contendo brometo de etídio e 
visualizados com luz ultravioleta. 

Tabela 1. Sequências dos iniciadores utilizados no presente estudo.
Região alvo Sequência de nucleotídeos (5’-3’) Tamanho (pb)

mtp40 CGGCAACGCGCCGTCGGTGG
CCCCCCACGGCACCGCCGGG 395

32-kDa TTCCTGACCAGCGAGCTGCCG 
CCCCAGTACTCCCAGCTGTGC 506

IS6110 CGGAGACGGTGCGTAAGTGG
GATGGACCGCCAGGGCTTGC 984

Resultados
Do (Del) total de 108 isolados, 80% foram identificados 

como Mycobacterium tuberculosis e 20% como MNT. Os 
resultados da PCR multiplex (Figura 1) foram comparados 
com os resultados do método PRA-hsp65 (PCR - seguida 
de restrição enzimática)16 e apresentaram 100% de con-
cordância (Tabela 2) (índice de concordância kappa 1). 
A PCR multiplex é uma ferramenta (constituye uma he-
rramienta) excelente para diferenciação do complexo M. 
tuberculosis das MNT, especialmente se utilizada em as-
sociação com a cultura e os testes (el cultivo y los análi-
sis) bioquímicos. Além disso (Además), a PCR multiplex 
apresenta maior custo efetividade (mayor rentabilidad) 
se comparada com outros testes moleculares, e tem sido 
empregada (y ha sido utilizada) como uma ferramenta 
epidemiológica para classificação de estirpes e (cepas y) 
distinção entre o complexo M. tuberculosis e as MNT. 

Figura 1. Produtos da amplificação da PCR multiplex em gel de agorase a 
1%.  Canaletas 1 e 6: marcador de tamanho molecular (ladder) 100 pb; Ca-
naleta 2: M. tuberculosis H37Rv; Canaleta 3: sequencia de 32-kDa Canaleta 
4: Sequência IS6110 e Canaleta 5: gene mtp40.
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Discussão
O gênero Mycobacterium é representado por uma am-

pla gama de espécies, que formam um grupo heterogê-
nio em termos de ocorrência em (en términos de) varie-
dade de materiais clínicos, complexos fenotípicos, dados 
(datos) genéticos e associação com doenças (con enfer-
medades).17 Atualmente, a identificação convencional 
das micobactérias isoladas em cultura é obtida por meio 
(se obtiene por medio) de métodos fenotípicos (bioquími-
cos) e aspectos relativos ao crescimento no meio (al cre-
cimiento en el medio de cultivo) (tempo de crescimento 
e pigmentação); pelas (por las) dificuldades desses testes 
(de estos análisis), poucas micobactérias são identificadas 
desta forma.18 A determinação dos achados (de los ha-
llazgos) fenotípicos é demorada (requiere más tiempo), 
extremamente trabalhosa, e dificilmente assimilada como 
um método diagnóstico preciso uma vez que nem sempre 
é (no siempre es) reprodutível.19 Dessa forma, esforços 
para se obter um (los esfuerzos para lograr un) método 
de identificação molecular tem sido empreendidos (han 
sido realizados), a PCR multiplex envolvendo três (invo-
lucrando tres) produtos é um método altamente sensí-
vel, específico e permite identificar e diferenciar os prin-
cipais (los principales) grupos. Este sistema foi baseado 
na (tuvo como base la) amplificação simultânea do gene 
espécie-específica mtp40, sequência de inserção IS6110, 
e o gene do antígeno alfa de32-kDa, em um único passo. 
M. tuberculosis pode ser identificado e diferenciado de 
M. bovis e de outras micobactérias não-tuberculosas. O 
sistema multiplex não deixaria (no dejaría) de detectar a 
micobactéria em uma possível ausência da IS6110 em al-
gumas estirpes, uma vez que fragmentos de DNA corres-

pondentes a amplificação 
do gene espécie-específica 
mtp40 e do gene do antí-
geno alfa de 32-kDa ainda 
estariam (aún estarían) pre-
sentes. PCR Multiplex tem 
sido aplicada no (en el) la-
boratório de biologia mole-
cular e micobactérias como 
triagem para identificação 
e auxílio ao (al) diagnóstico 
convencional. Testes de PCR 
Multiplex são tecnicamente 

mais (son técnicamente más) exigentes do que os (que los) 
protocolos das PCR convencionais. Esses problemas téc-
nicos incluem competição e ou (incluyen competencia u) 
homologia entre os iniciadores escolhidos (elegidos), tem-
peraturas de pareamento e concentração dos iniciadores 
(de los primers). Embora diferentes PCR multiplex tenham 
sido descritas para diferenciação de complexo M. avium 
e M. intracellularae,20 complexo M. tuberculosis e M. bo-
vis,21 complexo M. tuberculosis e complexo M. avium.22 
Os isolados identificados como MNT foram identificados 
com a técnica PRA-hsp65. Os resultados do presente es-
tudo mostraram a capacidade da ferramenta PCR multi-
plex para diferenciar espécies de M. tuberculosis de outras 
espécies de micobactérias, entretanto deve ser associada 
com a cultura e provas (y análisis) bioquímicas para obter 
(lograr) melhores resultados. A PCR Multiplex possibilita a 
amplificação simultânea de dois ou mais loci gênicos em 
uma (dos os más loci génicos en una) única reação.

Infelizmente a padronização de uma reação PCR mul-
tiplex é desafiadora (es desafiante) porque há (existe la) 
necessidade de empregar (utilizar) diferentes pares de ini-
ciadores para cada locus que será amplificado, cada um 
requerendo (cada uno de ellos requiere) diferentes condi-
ções de amplificação e de estringência (y de astringencia). 
A sensibilidade e a (y la) especificidade do método depen-
dem da seleção da sequência alvo, e quando a (y cuando 
la) PCR multiplex é utilizada como auxiliar nas triagens de 
rotina do (en las selecciones de rutina del) LBMM/UFSC, 
tem se mostrado útil para diferenciar M. tuberculosis das 
MNT. A PCR multiplex in house que padronizamos é uma 
ferramenta com relação custo efetividade superior a ou-
tros testes moleculares.
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Tabela 2. Comparação entre análise fenotípica e molecular.

Análise molecular Análise fenotípica 

PCR multiplex (n) PRA-hsp65 (n) Cultura Crescimento Pigmentação PNB Niacina Nitrato
M. tuberculosis (87) M. tuberculosis + lento - - + +

MNT (21)

M. avium (10) + lento - + n/r n/r
M. intracellulare (1) + lento - + n/r n/r

M. kansasii (4) + lento - + n/r n/r
M. abscessus (1) + rápido - + n/r n/r

M. terrae (2) + lento - + n/r n/r
M. bohemicum (1) + lento + + n/r n/r
M. holsaticum (1) + rápido - + n/r n/r

M. nonchromogenicum (1) + lento - + n/r n/r
Total 108

(-) negativo; (+) positivo; (n/r) não realizado

R. Maurici da Silva et al. / Salud(i)Ciencia 20 (2014) 698-701

Cómo citar este artículo/Como citar este artigo 
Maurici da Silva R, Coutinho Liedke S, Daikuara L, 
Gonçalves Senna S, Lourenço Nogueira C, Muraro 

Wildner L, Bazzo ML. Identificação por PCR-multiplex 
de espécies de Mycobacterium. Salud i Ciencia 

20(7):698-701, Ago 2014.

How to cite this article
Maurici da Silva R, Coutinho Liedke S, Daikuara L, 
Gonçalves Senna S, Lourenço Nogueira C, Muraro 
Wildner L, Bazzo ML. Identification of Mycobacterium 
species by multiplex PCR assay. Salud i Ciencia 
20(7):698-701, Ago 2014. 

Lista de abreviaturas y siglas
MNT, micobacterias no tuberculosas; TB, tuberculosis; LACEN/SC, Laboratório Central de Saúde Pública do Estado de Santa 

Catarina; LBMM, Laboratório de Biologia Molecular e Micobactérias; pb, pares de bases.



h
tt

p
:/

/w
w

w
.s

ii
c.

in
fo

701

R. Maurici da Silva et al. / Salud(i)Ciencia 20 (2014) 698-701

Autoevaluación del artículo
La identificación del complejo Mycobacterium tuberculosis y de las micobacterias no tuberculosas resulta fundamental con fines 

epidemiológicos y para la efectividad del tratamiento.

¿Cuál es la razón para identificar las especies de micobacterias no tuberculosas en pacientes infectados?

A, Los motivos son fundamentalmente académicos; B, Para optimizar el conocimiento bacteriológico; C, Estos gérmenes son en 
general resistentes a tuberculostáticos, por lo cual se necesita su identificación; D, Todas son correctas; E, Ninguna es correcta.

Verifique su respuesta en www.siicsalud.com/dato/evaluaciones.php/128772
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