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RESUMO

Entre as doencas causadas por bactérias do género Mycobacterium, a
tuberculose por M. tuberculosis € a mais conhecida. O diagnostico da doenca é feito
utilizando-se um conjunto de exames que possibilitam a identificacdo da mesma
(WATT, 2000). Contudo, sabe-se que o diagnéstico combinado de microscopia direta
e com o posterior isolamento em meio de cultivo é o “padrdo-ouro”. A principal
desvantagem desse método € que tal bactéria possui um crescimento lento (cerca
de 8 semanas). Recentemente, a deteccdo de doencas através da técnica de
reacao em cadeia da polimerase (PCR) tem proporcionado avangos significativos no
diagnostico. O uso da amplificacdo especifica de genes, para identificar a M.
tuberculosis, tais como rDNA 16S, 1S6110 ou a regido intergénica senX3-regX3,
tem apresentado algumas restricées, ao nivel de confiabilidade e sensibilidade, para
a aplicacdo da técnica de PCR. O presente estudo mostra a construcdo e a
aplicacdo de um novo alvo para a aplicagdo da PCR no diagnéstico da tuberculose,
baseado no ensaio da diferenca de organizacdo génica do operon pIcA, B e C
diferenciando a M. tuberculosis das demais micobactérias. Neste trabalho, foram
examinadas 273 amostras de pacientes com suspeita de tuberculose, sendo estas
submetidas ao estudo comparativo da técnica de PCR versus cultivo (padréo ouro).
A PCR amplificou fragmentos de 439pb. Os resultados mostram 93,7% de acuracia
para PCR/Cultivo (p<000,1), 93,1% de sensibilidade com intervalo de confianca de
88,7-96,0 e especificidade de 96,4% com intervalo de confianca de 96,4-99,4. O
valor da estatistica Kappa (k) foi de 0,82 com erro padrédo de 0,041, demonstrando
um alinhamento quase perfeito para a verificagdo do grau de concordancia entre os
testes. Desta forma, 0 uso desta nova regido para a amplificacdo da PCR se mostra
uma importante e confiavel ferramenta no diagnostico especifico da tuberculose.
Outra regido que compreende parte dos genes mbaA e inhA foi utilizada para
diferenciar o Complexo tuberculosis do Complexo avium. Porém, novos
experimentos serdo necessarios para o emprego desta regido como uma ferramenta

de diagndstico.



1 INTRODUCAO

Entre as doencas originadas por bactérias do género Mycobacterium, a

tuberculose é a mais conhecida, sendo causada pelo bacilo da M. tuberculosis.

As primeiras descricbes anatomo-patologicas da doenca aparecem
documentadas em 1679 por Delaboé Sylvius em sua Opera Médica, porém sua
causa permanecia ignorada e ainda ndo se mencionava a possibilidade sobre sua
origem infecciosa (BLOOM & MURRAY, 1992).

Embora a tuberculose ja fosse conhecida pelos médicos da era de Hipdcrates
(460 a.C.), a primeira demonstracdo de que a doenca era de fato de origem
contagiosa foi feita em 1865 por Jean-Antoine Villemin: ele demonstrou que, quando
fluidos de pacientes tuberculosos eram injetados em coelhos, estes desenvolviam
tuberculose (McKINNEY et al.,, 1998 e BROCK, 1999). Até essa época, 0S
conhecimentos sobre a doenga eram muito rudimentares, sendo muito confundida
com outras enfermidades como: doencas do aparelho respiratério, bronquite,
abscessos pulmonares, etc. Este experimento veio a ser confirmado em 1882 por
Robert Koch. Ele isolou e caracterizou o agente etioldgico da tuberculose como uma
bactéria em forma de bastdo chamada de bacilo do tubérculo, revolucionando assim
a ciéncia médica (Figura 1) (BLOOM & MURRAY, 1992 e BARNES, 2000).

Somente, com a descoberta do bacilo, em 1882, por Robert Koch e das
radiografias de térax, em 1895, por Roentgen, a doenca passou a ser melhor

caracterizada e estudada.

Ao longo de sua evolucéo, a tuberculose atingiu primeiro os animais para depois
o homem, provavelmente por uma variante que antecedeu o M.bovis. A infeccédo dos
primeiros humanos, possivelmente, foi através da ingestdo de carne ou leite
contaminados ou por via aérea. Gradualmente, os bacilos de localizacdo
preferencialmente pulmonar e transmissdo aerégena, com uma viruléncia atenuada,

firmaram-se como microorganismos da espécie humana (VERONESI, 1996).



Figura 1: Esfregaco de M. tuberculosis. Lamina feita a partir de um esfregaco de

escarro de um paciente infectado por M. tuberculosis (coloracdo de Ziehl-Nelseen,
1000X).

Com o advento da AIDS, a importancia das micobacterioses vem crescendo
fortemente. Entretanto, ndo s6 a tuberculose causada por M. tuberculosis se
destaca, mas principalmente a causada por micobactérias atipicas, tais como M.
avium, tem sido responsavel por uma grande quantidade de mortes (KRITSKI et al.,
1998).

1.1.1 Micobactérias

As espécies de Mycobacterium pertencem a um grupo de bactérias de
crescimento lento, aerdbicas e alcool-acido resistentes. O género inclui mais de 70
espécies diferentes das quais aproximadamente 30 foram associados com doencgas
humanas (SHINNICK et al., 1994; KRITSKI, 2000). A espécie patogénica mais
importante € a Mycobacterium tuberculosis, responsavel pela tuberculose.
Organismos como os do complexo Mycobacterium avium-intracellulare (MAC), séo
oportunistas e frequentemente infectam pacientes imunossuprimidos (BEGGS et al.,

2000). Existem também outras espécies, chamadas atipicas ou micobactérias nao



tuberculosas, que foram previamente associados com a doenca (WAYNE, 1985;
WITEBSKY et al., 1993; PECHERE, 1996).

O género Mycobacterium possui caracteristicas comuns com 0S géneros
Corynebacterium e Actinomicetos, como por exemplo, a producédo de acido micélico
e o conteudo similar de guanina e citosina (WAYNE & KUBICA, 1986; JOKLIK et al,
1992; COLE et al, 1998).

As micobactéria contém particularidades diversas em relacdo a morfologia das
colénias e as caracteristicas bioquimicas. Entretanto, apresentam algumas

propriedades taxonémicas comuns (KRITSKI et al., 2000):

a) sdo alcool-acido resistentes quando expostas a coloracao tintorial de
Zielh-Neelsen;

b) capacidade de viver em anaerobiose/dorméncia (COLE et al., 1998;
WAYNE & LIN, 1982; WAYNE & HAYES 1996; LIM et al., 1999 e
SMEULDERS et al., 1999);

C) tempo de crescimento muito lento (20 horas ou mais), em contraste com
Escherichia coli (30 minutos) (JOKLIK et al, 1992)
d) as micobactérias possuem uma membrana complexa, rica em &cidos

graxos longos (acidos micolicos), os quais a tornam resistente a
diversos antimicrobianos e ao ataque do sistema imunolégico;

e) sao patodgenos intracelulares;

f) 0 conteudo de guaninas e citosinas no seu acido desoxirribonucléico
(DNA) é, em média, de 65,6% (McKINNEY, 1998; COLE et al., 1998).

As micobactérias podem infectar humanos tanto através dos pulmdes quanto
pelo trato gastrointestinal. O pulmao é o 6rgao preferencial de localizacéo e infec¢céo
quando se trata de M. tuberculosis, mas a infeccdo pode se disseminar por outras
partes do corpo. Quando se trata de micobactérias atipicas, como M. avium e M.
kansasii, a rota de infeccdo é o trato gastrointestinal e o sistema respiratorio
(BODMER et al., 2000; VERONESI, 1996).



A micobacteriose causada por M. avium constitui-se na mais debilitante infeccao
progressiva apresentada por pacientes com AIDS (VERONESI, 1996; DEVALLOIS
et al., 1996; HORSBURGH, 1999; BEGGS et al., 2000).

1.1.2 Epidemiologia

Nas ultimas décadas o controle da tuberculose foi gradativamente negligenciado
pelas politicas publicas, pela sociedade e, até mesmo, pela comunidade cientifica
na falsa ilusdo que o problema estaria resolvido ou sob controle. Acrescenta-se a
esse fato o aumento progressivo de bacilos multirresistentes aos medicamentos
disponiveis no mercado (FIUZA DE MELO, 2002).

O aumento dos indices de tuberculose deve-se as seguintes causas
(McKINNEY, 1998; BRUDNEY, et al., 1992; BLOOM & MURRAY, 1992; KONEMAN
et al., 1997; BARBAGALLO et al., 2002):

e surgimento da epidemia da Aids/HIV no inicio dos anos 80, e
consequente aumento do numero de pessoas com imunodepressao
suscetiveis a tuberculose e outras micobactérias;

e diminuicdo do nivel so6cio-econdbmico e aumento da pobreza e
aglomerados populacionais;

e auséncia de programas efetivos contra a tuberculose e sucateamento dos

sistemas de saude.

Porém, o aspecto mais preocupante no ressurgimento da tuberculose, nao é
somente o aumento do numero de casos, mas O tratamento incorreto que tem
permitido a emergéncia de cepas multirresistentes. Isto se da porque as drogas
empregadas isoladamente no tratamento da tuberculose selecionam bacilos
resistentes, devendo, por isso, ser administradas sempre em associacdo. A
multirresisténcia as drogas é uma ameaca ao tratamento (ESPINAL et al., 2000;
SUAREZ et al., 2002).
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Por outro lado, a imunodepressao causada principalmente pela Aids/HIV, tem
permitido o aparecimento de quadros infecciosos oriundos de bacilos do Complexo
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti) e por
micobactérias atipicas, em especial as do Complexo M. avium (M. avium e M.
intracellulare) (MURRAY et al., 1995; KONEMAN et al., 1997).

O relatério da WHO (2001) sobre o avango da tuberculose aponta que um terco
da populacdo mundial esta contaminada com o bacilo da tuberculose. Das pessoas
contaminadas, 10% desenvolverdo a doenca, o que representa 8 milhdes de novos
casos por ano. Cerca de 2 milhdes de doentes morrem anualmente, 250 mil dos
quais sao criancas. A maior preocupacdo da WHO, no entanto, é que o niumero de
pessoas infectadas e de Obitos estd aumentando muito nos Ultimos anos - inclusive
nos paises ricos - porque o bacilo da M. tuberculosis esta cada vez mais resistente
as drogas conhecidas. Como a tuberculose aproveita a fraqueza do sistema
imunoldgico para atacar o corpo, 0s aidéticos sdo suas vitimas potenciais: eles tém

chances 30 vezes maiores de contrai-la.

Os objetivos propostos para o controle da tuberculose até 2005 sédo de 70% de
todos os casos de infeccdo ativa de tuberculose serem diagnosticados e 85%
tratados com sucesso (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

Atualmente, a situacdo do Brasil nesse quadro néo é satisfatoria. O Pais ocupa
0 13.° lugar, entre as 22 nacdes responsaveis por 80% dos casos de tuberculose no
mundo. A contribuicdo do Brasil para a doenca é de 68 casos para cada 100.000
habitantes (WORLD HEALTH ORGANZATION, 2001).

Os dados da incidéncia de novos casos da doenca no Rio Grande do Sul
apontam para uma taxa de 16,6% (para cada 100.000 habitantes no ano de 2000). A
regido Metropolitana € responsavel por 63% dos casos, referente aos 14 municipios
de maior indice verificado da doenca (KLIEMANN, 2001; RIO GRANDE DO SUL (A),
2001).

11



Em Porto Alegre, a taxa de incidéncia € de 105 casos de tuberculose por
grupo de 100.000 habitantes, destacando que 70% dos infectados possuem idade
entre 20 a 49 anos (CECCON, 2002; RIO GRANDE DO SUL, 2002).

Frente a esse quadro alarmante, a correta identificacdo do agente etiolégico é

de vital importancia para tratamento e controle da doenca.

1.1.3 A doencga

A M. tuberculosis ativa € expelida por pacientes com tuberculose, geralmente
pulmonar, através da fala, espirro e, principalmente pela tosse (JOKLIK et al., 1992).
Os indicios clinicos, em uma primeira etapa sao: perda de peso, tosse e sudorese
noturna. Quando a doenca ndo é tratada, ocorre a formacdo de abscessos
pulmonares e cavidades (LEVINSON & JAWETZ, 2000).

As manifestacbes clinicas causadas pelas micobactérias do Complexo
Mycobacterium avium-intracellulare (MAC), nos pacientes nao infectados por HIV,
geralmente sdo respiratorias e assemelham-se as da tuberculose pulmonar causada
por M. tuberculosis. Porém, em HIV positivos, M. avium geralmente multiplica-se em
linfonodos localizados e dissemina-se sistematicamente podendo causar bacteremia
generalizada (MURRAY et al., 1998). Acredita-se que este microorganismo seja
responsavel pela maioria das diarréias, mau absor¢céo e perda de nutrientes que sao
tipicamente observadas em casos avancados de infeccdo pelo virus HIV
(HORSBURGH et al., 1991; PECHERE, 1996).

J4 a doenca pulmonar causada por M. bovis € semelhante ao da M.
tuberculosis, pois clinicamente, radiologicamente e patologicamente sao
indistinguiveis. Porém M. bovis apresenta uma tendéncia mais amena de reativar

nas pessoas contaminadas e de se propagar (O’'REILLY & DABORN, 1995).

Um estudo feito, em 50 pacientes, analisou portadores de AIDS e com suspeita
de micobacteriose causada por M. tuberculosis disseminada na corrente sanguinea.
Usando a cultura a partir de amostras de sangue, observou-se que 71,4% (36)

pacientes estudados eram portadores de micobacteriose, sendo que 71,8% (25)
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apresentaram M. tuberculosis e 28,2% (11) apresentaram M. avium (GRINSZTEJN
et al., 1997).

1.1.4 Diagnéstico

A reemergéncia da tuberculose, o aumento do niumero de pessoas infectadas
pelo virus do HIV, a semelhanca dos sintomas clinicos com outras micobacterioses e
a demora no diagnéstico (devido ao crescimento lento e a escassa quantidade de
bacilos — paucibacilares) faz com que a correta identificacdo do agente infeccioso,

no menor tempo possivel, seja de grande importancia.

O principal desafio do diagnéstico é ser preciso e agil na identificacdo do agente
etiologico. Os métodos convencionais continuam sendo usados por muitos
laboratorios, entretanto, a rapidez e a sensibilidade das técnicas moleculares para a

identificacdo de Mycobacterium sp estdo sendo cada vez mais utilizadas.

O avanco tecnoldgico no diagnéstico da tuberculose pode ser entendido
conforme a seguinte citacao: “O final da década de 60 representa uma ponte entre o
passado e o futuro no diagnéstico laboratorial da tuberculose. Uma ponte entre a
abordagem morfolégica, fenotipica e bioquimica do passado e as técnicas de
deteccao direta do bacilo através de anticorpos monoclonais e sondas de DNA ou
que utilizam a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)” (KONEMANN et al., 1992).
Esta citacdo esta bem ilustrada na TABELA 1, relativa aos grandes avancos
ocorridos no campo da tuberculose.

O diagnostico da tuberculose esta baseado, além da avaliacdo clinica do
paciente, nos exames de baciloscopia, teste tuberculinico, radiografia, cultivo e
testes bioquimicos (BRASIL, 2000; WATT, 2000). A microscopia direta do BAAR,
combinada com o cultivo, constitui a prova “padréo-ouro” para a identificacdo da M.
tuberculosis. Contudo, o longo tempo despendido para o0 seu crescimento (8
semanas aproximadamente) € a principal desvantagem desta técnica (SAVES et al.,
2002).
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Tabela 1: Cronologia das técnicas de Diagndstico (KONEMANN et al., 1992).
DATA EVENTO
1882  Descoberta do bacilo de Koch
1898  Primeiro teste soroldgico

1924  Meio de cultivo com ovo, Lowenstein-Jensen (LJ)
1939  Padronizacédo do "purified protein derivative" (PPD)
1963  Cultivo em agar — Middlebrook

1965  Deteccgéao de anticorpo (Ac) em gel de precipitacéo
1969  Uso de C** para cultivo de bactérias

1976  ELISA para tuberculose (enzyme-linked immunosorbent assay)
1977  Uso de C* em tuberculose

1978  Deteccéo de adenosinadeaminase (ADA)

1979  Deteccéao de escarro por cromatografia liquida e gasosa (GLC)
1981  Sorologia — Hemoglutinacéo

1982  Deteccéo no cultivo por GLC

1983  Deteccao no liquor por GLC

1983  Deteccéao de antigeno (Ag)

1983  Inibicdo do ELISA

1986  Estudo de campo com ELISA

1987  DNA GenProbe para rRNA

1988  Deteccéo tardia (14 dias de Ag)

1989  Avaliacao clinica dos marcadores ADA

1989 Primeiro PCR para tuberculose

1990 Identificacdo das células secretora Ac anti-BCG
1992  Emprego de luciferase em laboratorio

A baciloscopia por ser de execuc¢do rapida, facil e de baixo custo, favorece
uma ampla cobertura diagnostica, identificando a principal fonte de infeccéo
(doentes baciliferos) e permitindo a pronta atuacdo na interrupcdo da cadeia de
transmissdo (GOTO et al., 1991; KONEMAN et al., 1992; BRASIL, 2000). O teste é
feito a partir de um esfregaco de amostra clinica, em lamina, pelo método de

coloracdo de Ziehl-Neelsen (KRITSKI et al.,, 1998). Para considerarmos uma
14



amostra positiva, é necessario um minimo de 5.000 - 10.000 bacilos por milimetro de
escarro (BRASIL, 1994). Devido a baixa sensibilidade deste método (em torno de 40
a 70%), existem muitos casos falso-negativos (STYBLO & ROUILLO, 1981). Outra
limitacdo, € o fato de ndo podermos distinguir as espécies de micobactéria pelo
microscopio (GORDIN & SLUTKIN, 1990; BROOKS et al., 1995).

Dessa forma, somente a baciloscopia nao contribui para a definicdo do resultado
de diagnostico. Além do limite de sensibilidade e de especificidade da técnica,
existem amostras paucibacilares e nontuberculous mycobacteria (CARMO et al.,
2002).

O isolamento de micobactérias em meios de cultivo é um dos métodos mais
sensiveis, podendo detectar de 10-100 células viaveis por amostra (BRASIL, 1994).
Posteriormente, o cultivo permite posterior identificacdo da micobactéria isolada,
através dos testes bioquimicos padronizados (MURRAY et al., 1998), assim como a
realizacdo do teste de sensibilidade, o que nédo é possivel quando se realiza apenas

a baciloscopia.

A sensibilidade do cultivo microbiano varia consideravelmente (30-96%) com o
material a ser analisado, porém € altamente especifico independente do material
(LEVY et al., 1989; LIBRE et al., 1992; BLOOM, 1994). Essa metodologia também
propicia o diagndstico nos casos onde a eliminagéo bacilar ndo é suficiente para ser
detectada pela baciloscopia (BRASIL, 1994). Yajko (1995) determinou que a
concentragdo minima necessaria para amostras clinicas de escarro serem viaveis €
a partir de 42 UFC (unidade formadoras de colbnias), pois, ap0s 0 processo de
descontaminacdo com NALC-NaOH (N-Acetil-L-Cisteina e hidréxido de sédio) o

namero de UFC viaveis reduz para 8.

O cultivo do bacilo no meio usualmente utilizado (LJ) apresenta maior
sensibilidade, porém seus resultados demandam tempo (4 a 8 semanas) em virtude
das caracteristicas de crescimento lento das micobactérias. Para reduzir o tempo de
crescimento bacteriano, diversos meios de cultivo encontram-se no mercado. O
Septi-Check AFB System (BBL) e o “Mycobacteria Growth Indicador Tube (MGIT)

System” (sistema de tubo indicador de crescimento de micobactéria). Estes meios
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liquidos permitem a visualiza¢do da turvacao através da fluorescéncia, antecipando
com isso a leitura dos resultados quando comparado aos meios de crescimento
tradicionais como Lowenstein-Jensen (LJ). J& a inoculacdo de amostras em meios
de &gar-base, tais como Middlebrook 7H10 e 7H11, permitem a observacao
microscopica de microcol6nias. O crescimento destas pode ser feito 5 a 7 dias apds

a inoculacao do esfregaco positivo da amostra.

A morfologia das microcolénias pode ser também utilizada para fazer uma
“prévia’ da identificacdo de M. tuberculosis e M. avium-intracellulare. Esta

informac&o muitas vezes pode ajudar a guiar o trabalho para o isolamento.

O exame radiolégico € auxiliar no diagndstico da tuberculose, pois permite a
selecdo de portadores de imagens sugestivas de tuberculose. Ja a prova
tuberculinica (Técnica de Mantoux) é um método diagndstico auxiliar nos individuos
com sintomas respiratérios, pois nos casos nao reativos (teste negativo) podem, em

principio, excluir a tuberculose como causa dos sintomas.

Para conduzir diretamente a um reconhecimento das micobactérias, novas
tecnologias estdo sendo introduzidas nas rotinas dos laboratérios, que buscam
auxiliar na rapida identificacdo e determinagdo do perfil do tratamento e da
sensibilidade as drogas. Entre estas podemos citar o sistema automatizado
radiométrico (BACTEC) que, além de realizar os testes de sensibilidade aos
farmacos utilizados no tratamento, faz a diferenciacdo da M. tuberculosis de outras
bactérias (HAWKINS, 1986), através do cultivo de micobactérias. O sistema detecta
a presenca de M. tuberculosis indicando as drogas resistentes, reduzindo o tempo
de crescimento para 7 dias (no minimo) de inocula¢édo, dependendo do numero de
bactérias na amostra (HAVLIR & ELLNER, 1995; MURRAY et al.,, 1998). A
sensibilidade e a especificidade do método é semelhante a obtida pelo cultivo
convencional (ABE et al.,, 1993; BLOOM, 1994). Entretanto, o BACTEC utiliza
compostos radioativos e possui custo elevado, restringindo o seu uso a poucos

laboratoérios.

Tanto a Espectrometria de Massa, a Cromatografia Liquida e Gasosa (GLC) e a

Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) detectam a maioria das espécies
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de micobactérias através de um padrdo Unico de ésteres de acido micdlico,
dispostos nha membrana. A desvantagem é que tais equipamentos possuem um
elevado custo (HEUBNER, et al., 1993).

Apesar dos diferentes métodos diagndsticos, a aplicacdo pratica das técnicas
moleculares vem crescendo consideravelmente, pois estas permitem, conforme a
metodologia utilizada, detectar e identificar tanto a espécie da micobactéria ou
resisténcia as drogas com precisao e rapidez.

Atualmente, diversas sondas estdo sendo comercializadas para a deteccdo das
micobactérias do Complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M bovis, M. africanum,
M. microti), M. avium, M. intracellulare e M. gordonae (Accu-Probe; Roche
Diagnostics, Nutley, NJ; Gen Probe, San Diego, CA. (BODMER et al., 1997;
BERGMANN et al., 1996 e 1999)). Estas sondas de DNA, as quais hibridizam com a
sequéncia do rDNA 16S, tornam a identificagdo mais rapida da micobactéria na
amostra clinica. Entretanto, a aplicacdo desta técnica tem como principal
desvantagem a pouca especificidade, estando aprovada com restricbes pela FDA
(Food and Drug Administration), devendo ser aplicada somente em pacientes

adultos e com BAAR positivo.

A técnica de andlise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricao
de DNA ou RFLP em micobactérias é baseada na fragmentacdo do DNA, por meio
de enzimas de restricdo, e na hibridizagdo desses fragmentos com sequéncias
homélogas de DNA marcadas radioativamente ou compostos que desencadeiam
uma reacdo de luminescéncia. O método pode ser utilizado para distinguir diferentes
espécies de micobactérias, polimorfismos, etc. Entre os diversos autores que
buscam a identificacdo das micobactérias atraves da técnica de RFLP, incluem os
trabalhos de ROTH et al.,, 2000; WILSON et al.,, 1998; TAYLOR et al.,, 1997;
DEVALLOIS et al., 1997; LAPPAYAWICHIT et al., 1996 e TELENTI et al, 1993.

Entre as regides mais utilizadas por essa técnica sdo: as regides 16S e 16S-
23S (ROTH et al., 2000) do rDNA ou o gene hsp65 (TELENTI et al, 1993).
Entretanto, mesmos nos trabalhos mais promissores, observamos que os autores

sugerem, que em alguns casos, se faca o sequenciamento do produto amplificado,
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pois a regido 16S apresenta grande similaridade entre M. bovis e tuberculosis
(DOBNER et al., 1996), ndo sendo possivel diferencid-las somente com o RFLP
(SANSILA et al., 1998).

No trabalho de Roth et al., (2000), foi demonstrado que as enzimas Haelll e
Cfol, sdo capazes de separar algumas espécies de micobactérias, através da
técnica de RFPL. Entretanto, essa digestdo enzimética identifica somente 39 taxons
de micobactérias dos 54 existentes e um de trés ou quatro de sete gendétipos
encontrados em Mycobacterium intracellulare e de Mycobacterium kansasii,
respectivamente. As micobactérias restantes nao identificadas, sdo agrupadas em 5
espécies muito préximas entre si, como por exemplo, o complexo Mycobacterium
avium. A identificacdo final do complexo necessita de outras enzimas de restricdo
como Tagl, Mspl, Ddel, ou Avall, o que torna a técnica extremamente trabalhosa

para ser utilizada em laboratoérios de rotina.

Varios trabalhos buscam a identificacdo de M. tuberculosis através da
amplificacdo especifica de uma regido alvo, contudo ainda ndo se conseguiu uma
regido de consenso na comunidade cientifica. Os trabalhos de KENT et al. (1995),
HELLYER, et al. (1996) e McHUGH et al. (1997), GITHUI et al. (1999), por exemplo,
utilizam a regido 1S6110, porém € preciso se fazer a hibridizagdo com sondas
especificas (RFLP - Restricion Fragment Length Polymorphism) e até mesmo o uso

do sequenciamento para a identificacdo final da M. tuberculosis.

A FDA, aprovou a validade do “kit” de PCR “Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test (Gen-Probe, San Diego CA)” para ser utilizado em
laboratorios de rotina, com as mesmas restricbes descritas para as Sondas de DNA,

pois este método identifica amostras de micobactérias, do sistema respiratorio.

Recentemente o uso de técnicas de sequenciamento para identificacdo de
espécies de bactérias, vem substituindo os métodos convencionais mencionados
acima. A identificacdo de micobactérias, por sequenciamento, consiste na utilizacao,
de no minimo, 3 genes alvo: o 16S gene de rDNA (BEGGS et al., 2000; EL AMIN et
al., 2000; PATEL et al., 2000), o gene de hsp65 (RINGUET et al., 1999), e o0 gene de
recA (BLACKWOOD et al., 2000; SAVES et al.,,, 2002). O gene 16S rDNA é
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altamente conservado, contudo, contém algumas variacbes em sua sequUéncia
espécie-especificas. Ndo existem muitas sequiéncias depositadas nos bancos de
sequéncias dos genes hsp65 e recA, o que dificulta a diferenciacdo das espécies de
micobactérias. (KIRSCHNER et al.,, 1993; TORKKO et al., 1998; CLOUD et al.,
2002).

Atualmente o sequenciamento do gene 16S do RNA (rDNA) é considerado o
método mais satisfatério para identificacdo de micobactérias. A técnica de
sequenciamento, é a forma mais precisa de identificar microbactérias, contudo o
custo para a sua aplicacdo em laboratérios € altamente dispendioso. Esse fato, faz
com que esta técnica seja inaceitavel para uso em geral, principalmente na pratica
da rotina laboratorial (ROTH et al., 2000; TORKKO et al., 1998; KIRSCHNER et al.,
1993).

1.1.5 Aplicacédo da PCR para o diagnéstico da tuberculose

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um meétodo simples, utilizado
para amplificacdo de uma determinada sequéncia nucleotidica de RNA ou DNA a

partir de infimas quantidades de material biolégico.

O uso da PCR, além de apresentar vantagens como rapidez, maior
sensibilidade e ndo necessitar de amostras biologicamente viaveis, pode néo soé
indicar a presenca de micobactérias em amostras clinicas, como também a espécie

em questao.

Este dltimo aspecto, ou seja, a correta caracterizacdo da espécie, tem
assumido um papel de grande importancia para o adequado tratamento da doenca.
Em virtude do aumento de pacientes imunossuprimidos, a incidéncia de infec¢oes

por diversas micobactérias tem sido bastante significativa.

A técnica de PCR, para identificar M. tuberculosis, tendo como alvo a regido
IS6110, é objeto de muitas controvérsias, apesar da sua vasta utilizacdo. KENT et
al., (1995), identificaram esta mesma regido em outras micobactérias. A mesma

conclusao foi encontrada por outros pesquisadores (McHUGH et al., 1997; van
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SOOLINGEN, 1993; DZIADEK et al.,, 2001) que defendem a idéia da falta de
especificidade desta regido. Eles encontraram reacg6es cruzadas entre micobactérias
e a mesma regido em outras bactérias. Por outro lado, FUMOKONG et al., (1994),
encontraram a sequéncia de insercdo 1S6110, também conhecida como 1S986 e
IS987, exclusivamente em membros do Complexo . M. tuberculosis. GITHUI et al.,
(1999), HELLYER et al., (1996), e MULCALHY, (1996) também verificaram que o
produto amplificado desta regiao é especifica para o complexo M. tuberculosis.

Alguns trabalhos demonstram que cepas de M. tuberculosis perdem a
sequéncia de insercdo 1S6110 (van SOOLINGEN, 1993; KENT et al., 1995;
DZIADEK et al., 2001) podendo gerar falsos resultados negativos quando esta
regido é utilizada no diagnéstico.

KENT et al. (1995) amplificaram uma sequéncia de 181 pares de bases (pb)
homdloga a regido 1S6110 do complexo M. tuberculosis por nested-PCR em sete de
oito M. fortuitum, quatro de sete M. avium intracellulare, quatro de cinco M. kansasii,
cinco de cinco M. xenopi, dois de quatro M. malmoense e dois de dois M. chelonei.
Eles concluiram que um cuidadoso desenho das sequéncias iniciadoras (“primers”)
baseados na 1S6110 é necessario para evitar reagfes cruzadas com outras
micobactérias. Desta forma, resultados falso-positivos podem ser obtidos para a
identificacdo de M. tuberculosis quando alguns métodos baseados na amplificacao

da 1S6110 sdo empregados.

As conclusdes obtidas por KENT et al. (1995) foram contestadas por
HELLYER et al.,, (1996). Pois, analisando-se as mesmas amostras do estudo
anterior, porém, amplificando regides diferentes da 1S6110, ndo foi observada
reagdo cruzada com outras micobactérias do complexo M. tuberculosis (HELLYER et
al., 1996). Também MULCALHY (1996) contesta as conclusdes obtidas por KENT,
pois 0 mesmo testou 2 diferentes alvos para a regido 1S6110 (123pb e 317pb), em
culturas de M. tuberculosis e ndo encontrou resultados falso-positivos como o0s
relatados por KENT et al. (1995).

McHUGH et al. (1997) hibridizando uma sonda de 181 pb da 1S6110 (KENT et

al., 1995) com DNAs de micobactérias, demonstraram que esta regido esta presente
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em multiplas cépias em outras micobactérias além do complexo M. tuberculosis.
Estes resultados sugerem que as micobactérias possuem uma familia de elementos

"I1S-like", reforcando assim as conclusdes de KENT et al. (1995).

Porém, GITHUI et al. (1999) em um estudo baseado na técnica de RFLP e
hibridizagdo com sonda derivada da 1S6110, confirmaram a especificidade para o
complexo M. tuberculosis. Além disso, a técnica de PCR com “primers” especificos
para a 1S6110 originaram fragmentos de 181 pb somente para as amostras do
complexo. Eles supdem ainda que, provavelmente, os resultados de hibridizacao
obtidos por McHUGH et al., (1997) possam ser devidos a condicdes de baixa

estringéncia possibilitando hibridiza¢des nao-especificas.

Os métodos que se propdem a identificar e diferenciar a M. tuberculosis séo,
em sua maioria, baseados em RFLP. Essa técnica permite a realizacdo da tipagem
molecular, onde se procura caracterizar diferentes cepas dentro da mesma espécie
para fins epidemiolégicos ou de diagndstico (BURGER et al., 1998). Apesar de
trabalhoso, o método baseia-se na amplificacdo e posterior hibridizacdo de
sequéncias repetidas diretas (DRS) encontradas no gene hsp65 “spoligotyping” de
micobactérias (DEVALLOIS et al., 1997; KAMERBEEK et al., 1997).

Os trabalhos mais promissores neste sentido sdo aqueles que analisam
regides hipervariaveis da regidao promotora do gene da 16S rDNA (DOBNER et al.
1996). A amplificacdo de uma determinada seqiéncia do gene 16S do rDNA é
especifica para todos os membros do género Mycobacterium (DESJARDIM et al.,
1996; NINET et al.,, 1999). Ja a amplificacdo da regido entre os genes 16S-23S
rDNA, (SANSILA et al., 1998), pode variar entre espécies diferentes de

micobactérias, apesar destes genes serem conservados entre elas.

Os protocolos de identificacdo descritos, que utilizam a PCR, séo capazes de
identificar e diferenciar os complexos M. tuberculosis do complexo M. avium. Mas 0s
mesmos nao identificam diretamente a M. tuberculosis e M. avium, por isso
propomos o estudo dos genes fabG e inhA em amostras clinicas para a identificacéo

direta destes patdégenos, devido a diferenca na estrutura génica.
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A mesma analogia podemos utilizar ao tratar de M. tuberculosis e M. bovis.
Os métodos existentes ndo diferenciam as espécies dentro de um mesmo complexo
(como M. bovis e M. tuberculosis). BERH et al.,, (1999) trabalhando com
“microarray”, identificaram nove regides presentes em M. tuberculosis e ausentes em
M. bovis. Analisando os genes presentes nestas regides, escolhnemos o operon do
gene plc (plcA, plcB e plcC), que codifica uma fosfolipase para a construgdo de
“primers”, para diferenciar a M . tuberculosis de M. bovis e das demais espécies.

Estudando os métodos existentes atualmente, e revendo os protocolos na
busca de um teste de diagndstico que alie a agilidade, baixo custo, especificidade e
sensibilidade é que propomos a utilizacdo de uma nova regido de amplificacdo para
a diferenciacdo do Complexo M. tuberculosis do Complexo M. avium e a

identificacdo especifica da M. tuberculosis.

2 OBJETIVO

Considerando-se a importancia da necessidade de um diagnostico laboratorial
especifico para a tuberculose e o fato do principal método molecular de identificacao
estar baseado na regido de insercdo IS6110 € que buscamos um novo alvo, como
uma alternativa na diferenciacdo da Mycobacterium tuberculosis das demais

micobactérias.

Desta forma, 0 nosso obijetivo foi testar a eficiéncia dos “primers”, por meio da
PCR, utilizando parte dos genes fabG e inhA para diferenciar os complexos M.
tuberculosis e M. avium e parte dos genes plcB e plcC, para a identificacdo da M.
tuberculosis das demais micobactérias, em amostras clinicas de pacientes com

suspeita de tuberculose.

3 MATERIAIS & METODOS

3.1.1 Culturas

Um total de 32 micobactérias utilizada neste trabalho foi obtido do

IOC/FIOCRUZ (Rio de Janeiro, Brasil). As espécies das culturas enviadas ja haviam
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sido identificadas pelo cultivo convencional e testes bioquimicos. Estas incluem a
linhagem H37Rv, assim como, outras 31 micobactérias: M. abscessus, M. aichiense,
M. avium, M. asiaticum, M. aurum, M. bovis, M. chitae, M. chubuense, M. duvale, M.
flavescens, M. fortuitum, M. gastri, M. gordonae, M. gordonae uredoticum, M.
intracellulare, M. kansasii, M. leutiflavum, M. mageritense, M. marinum, M.
neoaurum, M. nonchromogenicum, M. parafortuitum, M. peregrinum, M. porcinum, M.
scrofulaceum, M. simiae, M. smegmatis, M. szulgae, M. triviale, M. vaccae e M.
Xenopi.

3.1.2 Amostras clinicas

Foram processadas 273 amostras clinicas de escarro obtidas junto ao
Complexo Hospitalar da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Hospital
Sanatério Partenon e do Nucleo de Doencas Infecciosas do Espirito Santo. Todos os
pacientes com suspeita de M. tuberculosis foram submetidos ao teste de
baciloscopia para a confirmacio do BAAR (Bacilo Alcool Acido Resistente) através
do método de coloracdo de Ziehl-Neelsen com fucsina carbdlica (KRISTSKI et al.,
2000).

ApoOs a confirmagdo do bacilo, uma aliquota era selecionada da amostra
para a realizagdo da PCR e a outra para ser encaminhada ao laboratorio de
referéncia para realizar a prova de cultivo (“padrdo ouro”) e posterior identificacdo
bioquimica da espécie (MURRAY et al., 1998; WATT, 2000).

3.1.3 Isolamento

A amostra foi descontaminada, inoculada, isolada e identificada no
laboratério de referéncia para tuberculose, conforme o Manual de Bacteriologia da
Tuberculose e pelas Normas Técnicas e Operacionais (BRASIL, 1994; RIO
GRANDE DO SUL, 2001).

3.1.4 Extracao de DNA

Antes da extracdo do DNA, as micobactérias foram diluidas em PBS 1X e

inativadas pelo calor a 95°C por 10 minutos. Posteriormente, 200 ul desta suspensao
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foram adicionadas em um tubo de 1,5 ml contendo 200 ul do tampéao de extracdo. A
extracdo de DNA das aliquotas das amostras clinicas foi feita adicionando-se 100yl
da aliquota, 100ul de PBS 1X e 200ul do tampao de extragcdo em tubo de 1,5 ml.
Imediatamente as amostras foram incubadas a 95°C por 10 minutos. Depois do
tratamento térmico, tanto das culturas quanto das amostras clinicas, foi adicionado
proteinase K e a partir desta etapa foi seguido o protocolo de extracdo de DNA do
Kit QuiAmp DNA (Quiagen).

3.1.5 PCR

Os programas Vector NTI version 4.0 (InforMax, Inc.) foram utilizado para
projetar os “primers” descritos abaixo, 0s quais, foram sintetizados pela Invitrogen.

A amplificacdo de parte do DNA dos genes plc foi realizada com os "primers"
BC3 (5 TCGACGGCAGAAAGCGTGCC 3') e BC5 (5 GCGGCTCAATGCGCTTCCG
3’) resultando em um amplicon de 439 pb. As amplificacbes foram feitas com 10 pl

do DNA da amostra processada em 40 ul da mistura contendo 20 mM Tris-HCI (pH
8,4), 50 mM KCl, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),

10 pmol de cada ‘primers”, e 1,5 U/ul de Tag DNA polimerase. As amostras foram
incubadas no termociclador a 94°C por 4 min.; 35 ciclos de 94°C por 30 seg., 65°C

por 30 seg. e 72°C por 30 seg.; e 72°C por 4 min.

A PCR multiplex foi realizada com os “primers” senso INTERS5 (5
TTCCGAGGATGCGAGCTATATCTCC 3) e INTERAVI )
CCAGCACACAAGGACATTAAGGACG 3) e o “primer” antisenso INTER3 (5
TTTGCCGGCAGCCGGTCG 3’). Os amplicons esperados sao de 258 e 194 pb para
a amplificacédo de parte do DNA de M. tuberculosis e M. avium, respectivamente. O
DNA da cultura extraido (10 pl) foi adicionado a 40 ul da mistura contendo 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 2,5 mM de MgCl,, 200uM de dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), 10 pmol de cada ‘primers” senso, 20 pmol do “primer” antisenso e

1,5 U/ul de Taq DNA polimerase. A PCR foi realizada a 94°C por 4 min.; 35 ciclos de
94°C por 30 seg., 65°C por 30 seg. e 72°C por 30 seg.; e 72°C por 4 min.
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Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 2% corado

com solucao de brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta

3.1.6 Eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose.

Cerca de 25% (10 pl) do volume da PCR foi separado por eletroforese em
gel de agarose (2%) com 0,5 ug de brometo de etidio/ml para a verificacdo do
resultado da PCR. Os fragmentos de DNA separados em gel foram visualizados em
um transiluminador de luz ultravioleta. O tampao utilizado para a corrida
eletroforética foi TEB 1X (SAMBROOK et al., 1989).

3.1.7 Alinhamento das sequéncias.

As sequéncias publicadas dos genes dos organismos foram obtidas a partir
do banco de sequéncias GenBank. O programa utilizado para comparar as
sequéncias de nucleotideos foi o0 FASTA desenvolvido por PEARSON & LIPMAN
(1988).

4 ARTIGO

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Propiciar um diagnostico para a tuberculose que seja preciso, rapido e com
baixo custo é o objeto de estudo de muitos pesquisadores. Para M. tuberculosis,
varias técnicas tem sido propostas, entretanto, ainda nao se obteve um denominador

comum para a regido a ser amplificada através da técnica de PCR.

O predominante desafio que nés propusemos neste trabalho foi de buscar
uma nova regido do gene da micobactéria para ser amplificada, que estivesse

presente em todos os individuos e que fosse especifica da espécie em estudo.

A principal dificuldade esta em determinar uma regidao que seja especifica

para M. tuberculosis. A grande maioria dos trabalhos aponta a regido I1IS6110 como o
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alvo principal para ser amplificado. Entretanto, a escolha desta regido implica na
polémica discussdo quanto a especificidade da regido. Alguns trabalhos apontam a
regido como sendo de alta especificidade e outros artigos evidenciam amplificacdes
de DNA inespecificas ou até mesmo demonstram a falta em algumas M. tuberculosis
da regido a ser amplificada (van SOOLINGEN, 1993; FUMOKONG et al.,
1994; KENT et al., 1995; HELLYER et al., 1996; McHUGH et al.,
1997; GITHUI et al., 1999; DZIADEK et al., 2001). Outras regides
também sdo objeto de estudo: a regido 16S do rRNA ou hsp65, entretanto, estas
ainda necessitam de trabalhos posteriores, como técnicas de sequenciamento para
a confirmacéo do diagnéstico. J& a técnica do uso de RFLP, apresentada em muitos
estudos, apesar de especifica e sensivel, se torna inviavel para ser adotada como
rotina nos laboratérios em virtude de ser extremamente ardua (DOBNER et al.
1996; DESJARDIM et al.,, 1996; DEVALLOIS et al., 1997,
KAMERBEEK et al., 1997 SANSILA et al., 1998; NINET et al.,
1999).

Utilizando a regido dos genes fabG e inhA e do gene da fosfolipase C
(plc B e C), construimos “primers” com a intencdo de diferenciar o Complexo M.
tuberculosis do complexo M. avium, mas também identificar a espécie M.

tuberculosis dentro do complexo M. tuberculosis, em uma Unica reacao.

Neste primeiro momento, como foi demonstrado no artigo, optamos por
testar os “primers” BC3 e BC5, construidos a partir do gene da fosfolipase C (pic A,
B e C) em amostras de escarro dos pacientes com suspeita de tuberculose.

De acordo com o trabalho de BEHR et al., (1999) a delecédo de 3 genes da
fosfolipase C (plc A, B e C) em M. bovis (cepa virulenta e cepa BCG) em correlagéo
a M. tuberculoses (H37Rv) mostrou uma importante diferenca entre os genomas,
diferenca essa que possibilitou construir “primers” que permitissem amplificar a
regido e com isso promover a diferenca entre essas duas bactérias pertencentes ao

Complexo M. tuberculosis.

Em outro estudo, baseado nos trabalhos de COLE et al., (1998), de acordo

com a analise do genoma das micobactérias, foram descritas proteinas que
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possivelmente estejam envolvidas na biossintese dos acidos micdlicos, que € o
principal constituinte da parede da membrana de todas as micobactérias. Nas
micobactérias, a enzina enzima 2 enoil ACP (CoA) redutase, produto do gene inhA
parece ser a Unica enoil redutase presente e seu gene € co-transcrito com o0 gene

fabG, que codifica uma 3-oxoacil-ACP redutase.

Conforme os mapas de COLE et al., (1998) para M. tuberculosis e LABO et
al., (1998), para M. avium , existe uma regido intergénica existente entre 0os genes

fabG/G1 e inhA de aproximadamente 19 e 34 pb, respectivamente (Figura 2).

Um estudo mais minucioso desta regido, mostra que existe uma grande
similaridade entre a regido C-terminal dos genes fabG1/G (102 pb terminais) das
duas micobactérias, ao contrario das regides N-terminal dos genes fabG (665 pb) de
M. avium e fabGl (641 pb) de M. tuberculosis que apresentam diferencas
significativas. Por outro lado, o gene inhA de ambas micobactérias € extremamente

conservado.

M. tuberculosis

M. avium

Figura 2: Desenho esquematico da regido intergénica de M. tuberculosis e M. avium.

Em M. tuberculosis a regido intergénica apresenta cerca de 19 pb e em M. avium 34
pb.

Baseando-se na caracteristica destes dois genes, desenhamos trés
“primers” para diferenciarmos o M. tuberculosis de M. avium em uma PCR multiplex.
Devido ao alto nivel de similaridade dos genes inhA das duas micobactérias, um
“primer” antisenso foi desenhado correspondendo a regido N-terminal do gene de M.
tuberculosis. Para amplificar especificamente parte do DNA de M. tuberculosis, um
“primer” senso foi desenhado a partir da regido C-terminal do gene fabG1l de M.
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tuberculosis. Por outro lado, um segundo “primer” senso foi desenhado a partir da
regido intergénica dos genes fabG e inhA de M. avium para amplificar
especificamente parte do DNA de M. avium (Figura 03). A construcdo destes
“primers” foi feita com o cuidado para que seus respectivos amplicons sejam de
tamanhos diferentes (194 e 258 pb para M. avium e M. tuberculosis,
respectivamente), a fim de facilitar a diferenciagdo entre as espécies, em gel de

agarose.
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10 20 30 40 50 60
avium CGCTCGATCTCCCGCGAACTGTCCAAGGCGGTGTGACCGCCAACGTCGTCGCACCCGGTT

tuber CGCTCGATCGCCCGCGAGCTGTCGAAGGC-----— AAACGTGACCG----CGAATGTGGTG
1530 1540 1550 1560 1570 1580
70 80 90 100 110

avium ACATCGACACCGAGATGACCCGCGCGCTGACGAGCG-GATCCA--GGCGGGCGCA-CTGG

| 11 [ R Y O L O L e i

tuber GCCCCG--GGCTACATCGACACCGATATGACCCGCGCGCTGGATGAGCGGATTCAGCAGG
1590 1600 1610 1620 1630

120 130 140 150 160 170
avium AG----TTCATCCCGGCCAAGCGGGTCGGCACCGCCCGGAGGTGCCCGGGGCCGTCAGCT
I | 11 i 11 I il
tuber GGGCGCTGCAATTTATCCCAGCGAAGCGGGTCGGCACCCCCG---CCGAGGTCGCCGGGG
1640 1650 1660 1670 1680 1690

180 190 200 210 220 230

avium TCCTGGCCTCEEACEACEECABTIACATEEEEGGCCGGTGATCCCCGTCGACGGCGGTAT

1 1l | 1l L1
tuber TGGTCAGCTTCCTGGC]HIEE- - - BACEANCEEASE - - IAANSIEEGG TGCGGTCATCCC

1700 1710 1720 1730 1740 1750

240 250 260 270 280 290

avium GGGCATGGGC--CACTGATTCCAACCAGCACACAAGGACATTAAGGACGGACATGGCAGG

i 1 Il i e e e e 1l

tuber GGTCGACGGCGGCATGGGTATGGGCCA-CTGACACA-ACA-CAAGGACGCACATGACAGG
1760 1770 1780 1790 1800

300 310 320 330 340

avium ACTGCTCGACGGCAAACGGATCCTGGTCACCGG-GTCATCACCGACTCGTCGATCGCGTT

PEELLE PERRRRe e e 0 e e e il

tuber ACTGCTGGACGGCAAACGGATTCTGGTTAGCGGAATCATCACCGACTCGTCGATCGCGTT
1810 1820 1830 1840 1850 1860

350 360 370 380 390 400

avium TCACATCGCCAAGGTGGCCCAGGAGGCCGG-GGCGAGCTGGTGCTGACCGGCTTCGACCG

L A N o O O RNy

tuber TCACATCGCACGGGTAGCCCAGGAGCAGGGCGCCCAGCTGGTGCTCACCGGGTTCGACCG
1870 1880 1890 1900 1910 1920

410 420 430 440 450 460

avium GCTGCGGCTGATCCAGCGCATCGTCG-CCGGCTGCCGGAGAAGGCCCCGTTGATCGAGCT

PEEELRRLeenr eeennnenr e el e 1t 1l

tuber GCTGCGGCTGATTCAGCGCATCACEEHACCEEETEECEEOAMAGGCCCCGCTGCTCGAACT
1930 1940 1950 1960 1970 1980

470 480 490 500 510 520

avium CGACGTGCAGAACGAGGAGCACCT-GACACCCTGGCCCAGCGGGTGACCGGCGAGATCGE

PEELLEREE Ceeeennene e 0 e el el 1 il

tuber CGACGTGCAAAACGAGGAGCACCTGGCCAGCTTGGCCGGCCGGGTGACCGAGGCGATCGG
1990 2000 2010 2020 2030 2040

Figura 3: Alinhamento de parte das sequéncias dos genes fabG/G1l e inhA de M.
avium (AF002133) e M. tuberculosis (NC000962). Os nucleotideos sombreados
correspondem ao “primer” INTERAVI, em amarelo, INTER3, em rosa, INTER5 em

vermelho, e a regido provavel de anelamento do “primer” INTER5, em verde.
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Os nucleotideos em azul correspondem a regido intergénica das sequéncias de

ambas bactérias. Abreviaturas: avium (M. avium) e tuber (M. tuberculosis).

Em M. tuberculosis um amplicon esperado de aproximadamente 258 pb foi
amplificado (Figura 4). Porém, amplicons de tamanho aproximado também foram
ampificados em M. aurum, M. bovis, M. chubuense, M. gordonae uredoticum, M.
scrofulaceum e M. triviale. Em M. bovis , a amplificacdo de um produto de 258 pb
nao foi surpresa, porque M. tuberculosis e M. bovis pertencem ao complexo M.
tuberculosis além de possuirem uma grande similaridade nucleotidica. Em M. avium,
foi amplificado um amplicon de aproximadamente 270 pb e um amplicon esperado
de 194 pb. O amplicon de 270 pb também foi observado em M. intracellulare e M.
marinum. Como M. avium e M. intracellulare formam o complexo M. avium,
provavelmente, este amplicon ndo foi o resultado de uma amplificagdo aleatoria. A
regido provavel que o “primer” INTERS esteja anelando ao DNA de M. avium esta

sombreada de verde na Figura 3.
Experimentos foram realizados com novas condicbes de amplificacéo,
porém nao foi possivel amplificar somente os DNAs dos Complexos M. avium e M.

tuberculosis (dados ndo mostrados).

Novos experimentos deverao ser realizados e provavelmente o desenho de

novos “primers” para a otimizacao da técnica da PCR Multiplex.
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Figura 4: Amplificacdo de DNA das culturas de mycobactérias com os “primers”
INTERS, INTERAVI e INTER3. M-marcador de peso molecular 100 pb (Gibco); tub-
M. tuberculosis ; 1-M. abscessus; 2-M. aichiense; 3- M. avium; 4-M. asiaticum; 5- M.
aurum; 6-M. bovis; 7-M. chitae; 8-M. chubuense; 9-M. duvale; 10-M. flavescens 11-
M. fortuitum; 12-M. gastri; 13-M. gordonae; 14-M. gordonae uredoticum; 15-M.
intracellulare; 16-M. kansasii; 17-M. leutiflavum; 18-M. mageritense; 19-M. marinum;
20-M. neoaurum; 21-M. nonchromogenicum; 22-M. parafortuitum; 23-M. peregrinum;
24-M. porcinum; 25-M. scrofulaceum; 26-M. simiae; 27-M. smegmatis; 28-M.

szulgae; 29-M. triviale; 30-M. vaccae; 31-M. xenopi; ca-controle da amplificacao
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6 PERSPECTIVAS

Neste momento, a abordagem visou a amplificacdo de uma regido especifica
dos genes da Fosfolipase C e B; em estudos futuros, tentaremos desenvolver um
sistema PCR multiplex, o qual em apenas uma reagdo de amplificacdo podera
diferenciar o Complexo M. avium do Complexo M. tuberculosis e M. tuberculosis das

demais micobactérias.

7 ABSTRACT

Among the diseases caused by bacteria of the gender Mycobacterium, the
tuberculosis for M.tuberculosis is the more known. The diagnosis of the disease is
made by using a group of exams that make the identification of the same possible
(WATT, 2000). However, it is known that the combined diagnosis of direct
microscopia with the subsequent isolation in middle of cultivation, is constituted of the
"stand-gold". The main disadvantage of this method is that this bacterium possesses
a slow growth (about 8 weeks). Recently, the detection of diseases through the
technique of chain reaction of the polimerase (PCR) has been providing significant
progresses to the diagnosis. The use of the specific amplification of genes, to identify
the M. tuberculosis, such as rRNA 16S, 1S6110 or the intergenic region senX3-
regX3, has been presenting some restrictions, to the reliability and sensibility level,
for the application of the PCR technique. The present study shows the construction
and the application of a new goal for the amplification of PCR in the diagnosis of the
tuberculosis, based on the rehearsal of the difference of genics organization of the
operon pIcA, B and C differentiating the M. tuberculosis of the other micobacterias. In
this work, 273 samples of patients with tuberculosis suspicion were examined, being
these submitted to the comparative study of the technique of PCR versus cultivation
(stand-gold). PCR amplified fragments of 439pb. The results show 93,7% of accuracy
for PCR/Cultivo (p<000,1), 93,1% of sensibility with interval of trust of 88,7-96,0 and
specificity of 96,4% with interval of trust of 96,4-99,4. statistics Kappa value (k) was
of 0,82 with standard mistake of 0,041, demonstrating an alignment closet perfect for
the verification of the agreement degree among the tests. This way, the use of this
new area for the amplification of PCR is shown as an important and reliable tool for

the specific diagnosis of the tuberculosis.
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