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Reacdo em cadeia da polimerase — multiplex para diferenciagéo de

Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium bovis em secrec¢do pulmonar

RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que constitui um grave problema de saude
publica. A TB humana tem como agente etioldgico o Mycobacterium tuberculosis, porém o
Mycobacterium bovis, agente da TB bovina, pode ser importante patégeno humano,
principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde existe maior
prevaléncia de TB no gado. A correta diferenciacdo entre estas espécies de micobactéria na
amostra clinica permite o conhecimento da epidemiologia da TB, o controle da infeccdo
bovina e principalmente a escolha apropriada do tratamento antituberculoso, uma vez que o
M. bovis é intrinsecamente resistente a pirazinamida, um dos farmacos utilizado no tratamento
da TB. A auséncia de informaces da incidéncia da TB bovina em humanos esta relacionada
as dificuldades diagndsticas. O diagnédstico usual da TB consiste na baciloscopia e cultura de
escarro, mas para identificar M. bovis sdo necessarias técnicas direcionadas. Foi objetivo deste
estudo padronizar uma técnica baseada na reacdo em cadeia da polimerase — multiplex (PCR-
Multiplex) para diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis em secrecdo pulmonar, visando o
diagnostico rapido e especifico da TB pulmonar. O resultado da pesquisa esta no artigo:
“Reacdo em Cadeia da Polimerase — Multiplex para diferenciagcdo de M. tuberculosis e M.
bovis em secre¢do pulmonar”, que mostra como a PCR-Multiplex proposta pode contribuir
para o diagnostico da TB pulmonar, permitindo néo s6 a deteccdo da micobactéria na amostra
clinica, mas também a simultanea diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis por uma técnica

répida, sensivel e especifica.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium bovis; PCR-Multiplex;

Diagndstico.



Polymerase chain reaction - multiplex for differentiation of Mycobacterium

tuberculosis e Mycobacterium bovis in pulmonary secretions

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease with serious public health problem. Mycobacterium
tuberculosis is the etiologic agent of human TB, however Mycobacterium bovis, agent of
bovine TB, can also be an important human pathogen, especially in underdeveloped and
developing countries, where there is higher prevalence of TB in cattle. The correct
differentiation between these species of mycobacteria in clinical samples will contribute to
understand the epidemiology of TB, control animals infection and especially the appropriate
choice of treatment to TB, since M. bovis is intrinsically resistant to pyrazinamide, one of drug
used in the treatment of TB. The lack of information in the incidence of bovine TB in humans
is related to diagnostic difficulties. The usual diagnosis of TB is carried out by acid fast smear
and culture, however to identify M. bovis specific techniques are necessary. The objective of
this study was standardize a technique based on polymerase chain reaction - multiplex (PCR-
Multiplex) to differentiate M. tuberculosis and M. bovis in sputum, aimed at rapid and specific
diagnosis of pulmonary TB. The research resulted the article: “Chain Reaction of Polymerase
— Multiplex for the differentiation of M. tuberculosis and M. bovis in sputum”, that shows how
the PCR-Multiplex proposal may contribute to the diagnosis of pulmonary TB, allowing not
only detection of mycobacteria in clinical samples, but also the differentiation of M.
tuberculosis and M. bovis in a fast, sensitive and specific technique.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium bovis; PCR-Multiplex;
Diagnostic.
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CAPITULO |
A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que constitui um grave problema de
salde publica principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. A
doenca acomete principalmente pessoas na faixa etaria correspondente a plena
capacidade produtiva, afetando os setores de mais baixa renda da populagdo, vindo a
acarretar enorme prejuizo econdmico ao pais .

Os fatores que intensificam o crescimento desta doenca sdo os aglomerados
humanos, a desnutricdo, a deterioracdo das condi¢des socio-econdmicas, medidas de
controle ineficazes, o aumento dos casos resistentes as drogas antituberculosas e a co-
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) @. Segundo estimativas da
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), ocorreram 9,2 milhdes de novos casos e 1,32
milhGes de mortes por TB no mundo em 2007, destes 1,37 milhdes de casos e 456.000
mortes foram em pacientes co-infectados com HIV ®. O Brasil ocupa o 14° lugar entre
0s 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de TB no mundo. Estima-se uma
prevaléncia de 50 milhdes de infectados com cerca de 92.000 casos novos e 8.000
6bitos ocorrendo anualmente ©.

O agente etiolégico da TB humana € o Mycobacterium tuberculosis, o qual
pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis, porém outras bactérias
pertencentes a este complexo também podem infectar o homem, entre elas esta o
Mycobacterium bovis, que é responséavel pela TB bovina .

A TB humana causada pelo M. bovis € clinica, patoldgica e radiologicamente
indistinguivel da TB causada pelo M. tuberculosis ®®, por isso em locais onde existe
tanto a TB bovina quanto a humana, a diferenciacdo das duas espécies na amostra
clinica é importante para monitorar a transmissdo do M. bovis entre o gado e destes para
o homem ). Em paises desenvolvidos, a implantacéo de programas de erradicacéo da
TB bovina e a pasteurizacdo do leite tém diminuido a prevaléncia desta doenga no gado
e consequentemente sua transmissdo para 0 homem, porém nos paises em
desenvolvimento, onde a TB bovina ainda esta presente no gado, o M. bovis pode ser
um potencial agente de infeccdo humana ©®.

A maioria dos casos de TB causada pelo M. bovis ocorre em criangas e pessoas
jovens usualmente pelo consumo de leite ndo pasteurizado ou nédo fervido de animais
infectados, sendo as formas extra-pulmonares mais freqiientes © ' . A TB bovina
também é considerada um risco ocupacional para trabalhadores de abatedouros, onde a

transmisséo por inalacdo leva & TB pulmonar ©). Porém ja existem evidéncias da



12

transmisséo pessoa a pessoa do M. bovis, como pode ser observado em estudo realizado
no Reino Unido, onde cinco pacientes apresentaram TB pulmonar e um faleceu devido a
meningite por M. bovis. Todos apresentaram a mesma cepa de M. bovis de acordo com
o perfil molecular obtido por spoligotyping e MIRU-VNTR e relataram nenhum contato
recente com gado ou consumo de leite ndo pasteurizado, 0 que evidenciou a transmissao
entre pessoas 2. Estudos relatam a transmissdo, pessoa a pessoa, de cepas de M. bovis
multidroga resistentes (MDR), o que agrava ainda mais a situacdo da TB humana por
M. bovis ™, uma vez que o tratamento para cepas resistentes é menos efetivo e 0s
medicamentos disponiveis s&o limitados e antigos % ¥,

A presenca de doengas imunossupressoras no paciente € considerada um fator de
risco para o desenvolvimento e evolugdo de TB humana por M. bovis. Entre estas
doencas estd o diabetes mellitus, a desnutricdo, infeccbes concomitantes e
principalmente, a infec¢do pelo HIV, que devido a baixa na resisténcia imunoldgica,
predispde a infecgdo por micobactérias que geralmente ndo causariam doengca no
individuo sadio ¢,

A infeccdo por M. bovis é responsavel por cerca de 2% e 8% de novos casos na
América Latina de TB humana pulmonar e extra-pulmonar, respectivamente ® Nas
Américas, registraram-se 7.000 casos de TB humana por M. bovis no ano de 1992 ®519)
Em estudo realizado em San Diego, Estados Unidos (EUA), cidade que faz fronteira
com o México, onde a TB bovina ainda é comum, evidenciou-se que 10% dos casos de
TB positivos pela cultura eram causados pelo M. bovis “%. Porém, ha estudos que
mostram que o problema ndo estd somente nas regides de fronteira com o México, uma
vez que diagnosticaram 35 casos de TB por M. bovis na cidade de Nova York, entre
2001-2004 7,

No México, varios estudos tém avaliado a incidéncia de M. bovis como agente de
TB humana. Cicero et al. *? evidenciaram que 20% dos pacientes com TB extra-
pulmonar tinham o M. bovis como agente etiologico sendo que um desses pacientes era
HIV positivo e apresentou M. bovis com perfil de M. bovis Bacillus Calmette-Guérin
(BCG), cepa utilizada na vacinagdo contra TB, o que ressalta a importancia de
diferenciar a espécie de micobactéria na amostra clinica, principalmente em pacientes
imunocomprometidos.

No Brasil, entre 1989 e 1998, os dados de notificacdes oficiais indicaram uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados pelo M. bovis *®. Porém
acredita-se que a prevaléncia da TB bovina no Brasil seja subnotificada, pois como esta
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doenca gera grandes prejuizos econdmicos aos pecuaristas, ainda hoje se observa o
abate clandestino de animais tuberculosos *° e o comércio clandestino de leite como
praticas comuns em varias regides do Brasil (. Segundo uma pesquisa realizada em
1998, uma média de 7,1% do rebanho bovino brasileiro estava infectado por M. bovis,

18 Como a

variando de 2,8% no Centro-Oeste para 58,3% nas regides do Norte
vacinacao obrigatoria do gado brasileiro s6 foi implantada em 2001, a infec¢do por M.
bovis ainda € uma importante doenca veterinaria no Brasil e consequentemente um fator
de risco para transmissdo de TB bovina ao homem .

De acordo com estimativas da OMS, em 1993, a infeccdo humana por M. bovis
era responsavel por 4.000 dos 80.000 casos de TB notificados a cada ano no Brasil %,
no entanto atualmente ndo existem dados oficiais sobre a prevaléncia de TB humana por
M. bovis no Brasil, seja pela falta de notificagdo as autoridades sanitarias ou pela ndo
diferenciacio do agente etioldgico da TB humana a nivel de espécie ®©.

A falha na distincdo desses bacilos leva a falsa impressdo de que medidas de
controle da TB em bovinos foram suficientes para considerar a doenca humana por M.
bovis quase extinta em muitos paises desenvolvidos e em desenvolvimento ®V, uma vez
que existe uma correlacdo direta entre prevaléncia de TB de origem bovina em humano
e TB no gado ©.

A auséncia de informagfes da incidéncia da TB bovina em humanos esta
relacionada as dificuldades diagnésticas ). O diagnéstico usual da TB humana consiste
na baciloscopia e cultura de escarro, mas para identificar M. bovis técnicas direcionadas
que atendam as exigéncias nutricionais do microrganismo séo necessarias, como cultura
em meio suplementado com piruvato de sédio e incubacdo sob tensdo de CO,. A
observacdo microscopica de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), € um método
répido e de baixo custo, no entanto, apresenta baixa sensibilidade e ndo diferencia a
espécie de micobactéria presente na amostra. A cultura, apesar de ser o “padrdo ouro”
para confirmacdo diagnostica da TB humana, requer de quatro a oito semanas para um
diagnostico definitivo ®® e o meio de cultura usualmente utilizado nos laboratérios
(Lowestein-Jensen) ndo fornece condic¢Ges nutricionais ideais para o crescimento de M.
bovis ®, além do fato da cultura ter seu uso reservado para situacdes especiais tais
como suspeita de falha no tratamento e recidivas ©.

Outro fator importante para diferenciar M.tuberculosis de M. bovis na amostra de
escarro € a resisténcia intrinseca do M. bovis a pirazinamida (PZA), uma droga de
primeira escolha para o tratamento da TB ®* 2%, além do fato de existir uma maior taxa
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de mortalidade de pacientes com TB bovina tratados com o esquema convencional de
farmacos antituberculosos %29,

Desta forma, a correta diferenciacdo da espécie de micobactéria na amostra clinica
permite a escolha apropriada do tratamento antituberculoso, o que é de grande
importancia no controle da infec¢do, o conhecimento da epidemiologia da TB e o
controle da infeccdo bovina > 2. Consequentemente é importante desenvolver um
método de diagnostico especifico, rapido e de baixo custo para detectar e diferenciar
micobactérias em amostras clinicas @ %,

Novas metodologias s&o empregadas em centros de estudos, com o objetivo de
aumentar a sensibilidade e diminuir o tempo para a deteccdo de micobactérias em
material clinico, bem como para caracterizacdo dos isolados em estudos
epidemioldgicos. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta rapida e
sensivel que pode ser utilizada para detectar regifes especificas de DNA de agentes
infecciosos em amostras clinicas em até 48 horas, mas a presenca de inibidores da DNA
polimerase pode interferir no desempenho da reacdo ™ 2* %) Essa técnica amplifica
sequéncias especificas do DNA de micobactérias, determinada pela escolha adequada
de iniciadores (primers) que tém como alvo marcadores moleculares presentes no
genoma da micobactéria Y. Na PCR convencional utiliza-se um par de iniciadores para
a amplificacdo de uma sequéncia especifica no DNA bacteriano, ja na PCR-Multiplex
utiliza-se mais de um par de iniciadores simultaneamente na reacdo de amplificacdo, o
que permite detectar mais de um marcador molecular em apenas uma reagdo de
amplificagéo.

Vérios marcadores moleculares tém sido utilizados para deteccdo de micobactérias
do complexo M. tuberculosis, entre eles, o mais utilizado é o elemento de insercdo
1S6110, por ser um marcador que apresenta varias copias no genoma das micobactérias
(32,3334 porém este marcador néo é capaz de diferenciar os membros do complexo M.
tuberculosis . Para diferenciar as micobactérias do complexo M. tuberculosis, alguns
estudos tém utilizado marcadores que sdo especificos para determinada espécie de

micobactéria @+ 30

Porém, a falta de sequéncias conservadas no genoma
micobacteriano, que sejam capazes de diferenciar entre os membros do complexo,
dificulta a selecdo de iniciadores especificos para uma espécie de micobactéria ®.

Entre os marcadores capazes de diferenciar M. tuberculosis de M. bovis, esta o
gene pncA. Este gene esta presente no M. bovis e no M. tuberculosis e codifica a enzima

pirazinamidase, que é a enzima responsavel pela ativacdo do pro-farmaco pirazinamida
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(PZA) em acido pirazingico. Porém, o M. bovis possui uma mutagdo pontual no
nucleotideo 169 (G -> C) do gene pncA, que impossibilita a ativacdo do farmaco,
devido a inativacdo da pirazinamidase bacteriana conferindo uma resisténcia intrinseca
do M. bovis a PZA. Este polimorfismo no gene pncA é uma Otima op¢do para o
desenvolvimento de métodos para diferenciacdo entre M. tuberculosis e M. bovis
visando o diagnéstico especifico da TB 429,

Varios estudos tém utilizado a PCR-Multiplex para diferenciacdo de micobactérias
presentes na amostra clinica, porém, na maioria, sdo utilizados isolados clinicos de
cultura para a extracdo de DNA micobacteriano ™ ?®, o que torna a técnica demorada,
uma vez que as micobactérias do complexo M. tuberculosis levam meses para crescer

em meio sélido.

JUSTIFICATIVA

Com a atual situagdo da TB no mundo fica evidente a necessidade de medidas de
controle mais efetivas, tanto para a TB humana quanto para a TB bovina, que levem em
consideracao a complexidade da doenca per se e as limitagdes dos métodos diagnosticos
em diferenciar as espécies de micobactérias na amostra clinica, além da importancia da
escolha de um tratamento apropriado.

N&o se conhece em nossa regido a real importancia do M. bovis como agente de
TB seja de carater profissional ou ndo e sua transmissdo a populacdo atraves do
consumo de leite e seus derivados contaminados.

O uso da PCR-Multiplex para a amplificagdo de sequéncia de DNA especifica
para diferenciar M. tuberculosis de M. bovis permite um diagnéstico rapido, sensivel e
especifico da TB, possibilitando a diferenciacdo entre as espécies diretamente da
amostra de escarro. Esta diferenciacdo levara a reducdo do tempo para o inicio do
tratamento e implantagcdo de medidas de controle da doenga causada pelo M. bovis bem
como o conhecimento da epidemiologia da TB causada por estas espécies em nossa

regiao.

OBJETIVO GERAL
Padronizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase — Multiplex (PCR-Multiplex)
para diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis em secre¢do pulmonar, visando o

diagnostico rapido e especifico da TB pulmonar.
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Objetivos especificos

- Otimizacdo da metodologia de extracdo de DNA micobacteriano em amostras de
escarro;

- Padronizagdo da metodologia PCR-Multiplex para deteccdo e diferenciacdo de
micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis;

- Determinacdo da especificidade da PCR-multiplex para diferenciar isolados
clinicos de M. bovis de M. tuberculosis;

- Determinacéo da sensibilidade da PCR-multiplex para detectar micobactérias do
complexo M. tuberculosis em amostras de escarros experimentalmente contaminados
com M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5;
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Resumo
Foi objetivo deste estudo padronizar uma técnica baseada na reacdo em cadeia da
polimerase — multiplex para diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis em secre¢édo
pulmonar, visando o diagnostico rapido e especifico da TB pulmonar. A amplificacdo
foi realizada com iniciadores especificos para o complexo M. tuberculosis TB1/TB2,
que amplificam um fragmento de 123 pares de bases da seqiiéncia 1S6110 e com
iniciadores especificos para M. bovis pncATB-1.2/pncAMB-2, que amplificam um
fragmento de 185 pb do gene pncA. A PCR-Multiplex ndo apresentou amplificagédo para
as cepas padrdes de micobactérias ndo pertencentes ao Complexo M. tuberculosis
utilizadas no presente estudo. A especificidade da PCR-Multiplex também foi
observada pela amplificacdo com os DNAs obtidos dos isolados clinicos. Todos os 17
isolados clinicos de M. bovis e 30 de M. tuberculosis foram corretamente identificados
pela técnica proposta A PCR-Multiplex se mostrou especifica para diferenciagdo de M.
tuberculosis e M. bovis em amostra clinica e apresentou sensibilidade semelhante a da
cultura (500 bacilos/mL de escarro) quando utilizado DNA de M. bovis extraido
diretamente de amostras de escarro. A PCR-Multiplex proposta pode contribuir para o
diagndstico da TB pulmonar, permitindo ndo s6 a detec¢do da micobactéria na amostra
clinica, mas também a simultanea diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis por uma

técnica rapida, sensivel e especifica.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Mycobacterium bovis; PCR-Multiplex;

Diagnostico.
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Introducao

A TB humana tem como agente etiolégico o Mycobacterium tuberculosis, porém
0 Mycobacterium bovis, agente da TB bovina, também pode ser um importante
patégeno humano, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
onde existe maior prevaléncia de TB no gado [1].

A TB humana causada pelo M. bovis € clinica, patoldgica e radiologicamente
indistinguivel da TB causada pelo M. tuberculosis [2, 3], por isso em locais onde existe
tanto a TB bovina quanto a humana, a diferenciacdo das duas espécies na amostra
clinica é importante para monitorar a transmissdo do M. bovis entre o gado e destes para
0 homem [4]. A maioria dos casos de TB causada pelo M. bovis ocorre em criangas e
pessoas jovens usualmente pelo consumo de leite ndo pasteurizado de animais
infectados, onde as formas extrapulmonares sdao mais frequentes [5-7]. A TB bovina
também é considerada um risco ocupacional para trabalhadores de abatedouros, onde a
transmisséo por inalacdo leva a TB pulmonar [5].

A presenca de doencas imunossupressoras no paciente, principalmente a infeccéo
pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), é considerada um fator de risco para o
desenvolvimento e evolugdo de TB humana por M. bovis [3, 7].

No Brasil, entre 1989 e 1998, os dados de notificacdes oficiais indicaram uma
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados pelo M. bovis [8]. Porém
acredita-se que a prevaléncia da TB bovina no Brasil seja subnotificada, pois como esta
doenca gera grandes prejuizos econdmicos aos pecuaristas, ainda hoje se observa o
abate clandestino de animais tuberculosos [9] e o comércio clandestino de leite como
praticas comuns em varias regides do Brasil [4].

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), em 1993 a
infeccdo humana por M. bovis provavelmente foi responsavel por 4.000 dos 80.000
casos de TB notificados a cada ano no Brasil [10], no entanto atualmente ndo existem
dados oficiais sobre a prevaléncia de TB humana por M. bovis no Brasil, seja pela falta
de notificacdo as autoridades sanitarias ou pela ndo diferenciacdo do agente etioldgico
da TB humana a nivel de espécie [8].

A auséncia de informagfes da incidéncia da TB bovina em humanos esta
relacionada as dificuldades diagnosticas [4]. O diagndstico usual da tuberculose humana
consiste na baciloscopia e cultura de escarro, mas para identificar M. bovis é necessario

cultura direcionada. A baciloscopia é um método répido e de baixo custo, no entanto,
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apresenta baixa sensibilidade e ndo diferencia a espécie de micobactéria presente na
amostra. A cultura, apesar de ser o “padrdo ouro” para confirmacao diagnéstica da TB
humana, requer de 4 a 8 semanas para um diagnostico definitivo [11] e o meio de
cultura usualmente utilizado nos laboratorios (Lowestein-Jensen) nao fornece condicdes
nutricionais ideais para o crescimento de M. bovis [12], além do fato da cultura ter seu
uso reservado para situacdes especiais tais como suspeita de falha no tratamento e
recidivas [5].

Outro fator importante para diferenciar M.tuberculosis de M. bovis na amostra de
escarro € a resisténcia intrinseca do M. bovis a pirazinamida (PZA), uma droga de
primeira escolha para o tratamento da TB [13, 14], além do fato de existir maior taxa de
mortalidade de pacientes com TB bovina tratados com o esquema convencional de
farmacos antituberculosos [6, 15]. A correta diferenciacdo entre estas espécies de
micobactéria na amostra clinica permite o conhecimento da epidemiologia da TB, o
controle da infeccdo bovina e principalmente a escolha apropriada do tratamento
antituberculoso [13].

Entre os métodos moleculares, varios marcadores tém sido utilizados para
deteccdo de micobactérias do complexo M. tuberculosis, e 0 mais utilizado é o elemento
de insercdo 1S6110, por ser um marcador que apresenta varias copias no genoma das
micobacteérias [16, 17, 18, 24, 27]. Porém este marcador ndo € capaz de diferenciar os
membros do complexo M. tuberculosis [19].

Entre os marcadores capazes de diferenciar M. tuberculosis de M. bovis, esta o
gene pncA, que codifica para uma enzima, a pirazinamidase, que é responsavel pela
ativacdo do pro-farmaco pirazinamida em &cido pirazindico. Este gene possui uma
mutacdo pontual no nucleotideo 169 (G - C) em M. bovis que impossibilita a ativacdo
do farmaco. Este polimorfismo é uma 6tima op¢édo para o desenvolvimento de métodos
para diferencia¢do entre M. tuberculosis e M. bovis [13, 14, 20, 21].

Foi objetivo deste estudo padronizar uma técnica baseada na reacdo em cadeia da
polimerase — multiplex para diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis em secre¢édo

pulmonar, visando o diagnostico rapido e especifico da TB pulmonar.

Materiais e Métodos

Cepas de Micobactérias e Extracdo de DNA

Foram utilizadas cepas de referéncia de M. tuberculosis H37Rv, M. bovis AN5, M.
avium (ATCC 13.950), M. smegmatis (Laboratério Central - LACEN/PR), M. kansasii
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(LACEN/PR cc 08.00), M. fortuitum (Laboratério de Ensino e Pesquisa em Anélises
Clinicas — LEPAC), M. szulgai (LACEN/PR cc 13.00), M. massilienses (LACEN/PR),
M. abcessus (LACEN/PR), M. chelonae (LACEN/PR) e 17 amostras de M. bovis
isolados de linfonodos de bovinos e 30 amostras de M. tuberculosis isolados de
pacientes com TB pulmonar, cultivadas em meio de Lowenstein-Jensen (L-J).

O DNA cromossémico micobacteriano foi extraido como descrito por Cardoso et
al., (2004) [22]. Para a extracdo de DNA, foi adicionado solucdo de lise Cloridrato de
Guanidina 6M (Gibco BRL, Life technologies, Germany) a uma al¢cada de
micobactérias crescidas em meio L-J. O DNA foi purificado com uma mistura de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporcdo 25:24:1 (v/v) e precipitado em etanol
absoluto gelado. O DNA foi solubilizado em TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM, pH
8,0) e estocado a -20°C até 0 momento de uso.

Extracdo de DNA de micobactérias em amostras clinicas

A extracdo de DNA micobacteriano em amostras de escarros foi realizada de
acordo com a técnica descrita por Cardoso et al.(2004) [22] com algumas modificaces.
Para isto, aos escarros foram adicionados 250 pL de solucdo de N-Acetil-L-Cisteina-
NaOH (Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany), agitado em vortex e deixado a
temperatura ambiente por 15 minutos [23]. As amostras foram centrifugadas a 12.000g
por 5 minutos. Ao sedimento obtido foram adicionados 300 uL de solucdo de lise
Cloridrato de Guanidina 6M. O DNA foi extraido por choque térmico realizando
fervura por 10 minutos seguido de banho de gelo por 15 minutos. Este procedimento foi
repetido trés vezes e as amostras deixadas a -20°C overnight. A purificacdo do DNA
micobacteriano foi realizada utilizando mistura de Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25/24/1, vIv), precipitada em etanol absoluto gelado e deixado a -20°C overnight. O
DNA foi solubilizado em TE e estocado a -20°C até 0 momento de uso.

Iniciadores e condi¢des da PCR-Multiplex

A amplificacdo foi realizada com iniciadores especificos para o complexo M.
tuberculosis TB1 (5 CCG GCG AGC GTA GGC GTC GG 3’) e TB2 (5’ CTC GTC
CAG CGC CGC TTC GG 3’) [24] que amplificam um fragmento de 123 pares de bases
(pb) da sequéncia 1S6110 e com iniciadores especificos para M. bovis pncATB-1.2 (5’-
ATG CGG GCG TTG ATC ATC GTC-3’) e pncAMB-2 (5’-CGG TGT GCC GGA
GAA GCC G-3’) [20, 14] que amplificam um fragmento de 185 pb do gene pncA.
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Testes individuais de amplificacdo usando separadamente os iniciadores TB1/TB2 e
pncATB-1.2/pncAMB-2 foram realizados como previamente descrito [20, 24].

A PCR-Multiplex foi realizada com 1ul. de DNA em 24 ul. da mistura de reacio
contendo 0,2UM de cada iniciador TB1 e TB2 (Invitrogen - Integrated DNA
Technologies, Inc. Coralville, USA), 0,4 uM de cada iniciador pncATB-1.2 e pncAMB-
2 (Invitrogen - Integrated DNA Technologies, Inc. Coralville, USA) e PCR Master Mix
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) de acordo com as instrugdes do
fabricante. A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador PELKIN-ELMER
Gene Amp PCR System 2400 (Waltham, Massachusetts, USA) utilizando um ciclo
inicial de 5 minutos a 94°C; 35 ciclos (cada um: 1 minuto a 94°C; 1 minuto a 68°C; 1
minuto a 72°C), uma extensao final de 10 minutos a 72°C com posterior permanéncia a
4°C.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Biotools/M&B Laboratories, S. A., Uniscience do Brasil, S&o Paulo, Brasil) 2,0 % a
100 Volts durante 1 hora. A presenca de amplificacdo foi observada em transiluminador
Macrovue (Pharmacia Bioscience, Upsala, Suécia), sob luz UV apdés coloracdo do gel
com solucéo de brometo de etidio 0,5 pg/mL e fotodocumentados com sistema digital
Power Shot S215 (Cannon, NY, USA). Marcador de peso molecular de DNA de 100 pb
(Invitrogen Life Technologies, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado para a leitura da
amplificacéo.

Especificidade e sensibilidade dos ensaios de PCR com DNA micobacteriano

A especificidade dos iniciadores TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2 para
deteccéo e diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis respectivamente foi avaliada
utilizando DNA das cepas de referéncia e dos isolados clinicos previamente descritos.

A sensibilidade de cada par de iniciadores foi avaliada separadamente e por PCR-
Multiplex utilizando dilui¢bes seriadas de DNA de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis
ANS5, na concentracédo de 10ug a 0,01 fg.

Sensibilidade da PCR-Multiplex em amostras clinicas

Para determinar a sensibilidade da PCR-Multiplex, em amostra de escarro, foi
inicialmente preparado dois pools de escarros a partir de amostras clinicas que
apresentavam resultado negativo para bacilos alcool &cido resistentes (BAAR) pela

baciloscopia e cultura em meio L-J. Na sequéncia foram preparadas suspensoes
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micobacterianas com as cepas de referéncia M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5 e
padronizada com a escala de McFarland n® 1 (10" Bacilos/mL). A partir destas
suspensdes micobacterianas padronizadas foram realizadas diluicdes seriadas (10™ a 10°
2% e adicionado 50 pL de cada diluicdo bacteriana a amostras de 450 pL de escarros do
pool previamente preparado.

A partir dos escarros, contaminados com as diluicbes micobacterianas, foi realizado
a extracdo de DNA micobacteriano e em seguida a PCR-Multiplex, de acordo com as
metodologias previamente descritas. Para cada diluicdo do escarro foi realizado um
controle da auséncia de inibidores da PCR adicionando-se 1 ng/pL de DNA de M. bovis
ANS5 a 25uL do extrato obtido.

Anélise dos resultados

A PCR-Multiplex foi considerada positiva para M. tuberculosis pela presenca de
uma Unica banda de DNA de 123 pb, e positiva para M. bovis pela presencga de duas
bandas de DNA, uma de 123 e outra de 185 pb. Em todas as reacdes de amplificacOes
foram incluidos dois controles positivos e um negativo. Nos controles positivos, foram
adicionados a mistura de reacdo 1ng/uL de DNA extraido de M. tuberculosis H37Rv e
M. bovis AN5 e no controle negativo foi acrescido aos reagentes da PCR 1 uL de TE.

Resultados

A amplificagdo utilizando os iniciadores TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2
apresentou especificidade quando empregados separadamente na PCR convencional
resultando produtos de tamanho de 123 pb para M. tuberculosis e 185 pb para M. bovis.
Nenhuma amplificacdo foi observada com DNA das cepas de referéncia de
micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis utilizadas no presente
estudo (dados ndo mostrados).

Como esperado, a PCR-Multiplex apresentou especificidade para diferenciacdo de
M. tuberculosis e M. bovis pela amplificacdo de um fragmento de DNA de 123 pb e de
dois fragmentos de DNA com tamanhos de 123 e 185 pb respectivamente. Para as
outras cepas de referéncia ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis ndo foi
observado produto da PCR dos tamanhos especificos a M. tuberculosis e M. bovis
(Figura 1).

Todos os isolados clinicos de M. tuberculosis apresentaram banda Unica de
tamanho de 123 pb pela PCR-Multiplex. Da mesma forma, com os isolados de M. bovis
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que foram identificados bioquimica e molecularmente (amplificacdo com os iniciadores
JB21 e JB22 [13] e caracterizados por Spoligotyping) todos apresentaram amplificacao
de dois fragmentos de DNA (123 e 185pb) (dados ndo mostrados).

Quando testados separadamente pela PCR convencional, com as dilui¢cGes de
DNA das cepas de referéncia, observou-se amplificacdo com os iniciadores TB1 e TB2
até a concentracdo 0,01 fg de DNA M. tuberculosis H37Rv e com os iniciadores
pncATB-1.2 e pncAMB-2 até a concentracdo de 0,1 fg de DNA de M. bovis AN5 (dados
ndo mostrados).

A sensibilidade analitica da PCR-Multiplex foi determinada usando diluices
seriadas de DNA das cepas de referéncia M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5 como
mostrado nas figuras 2 e 3. A PCR-Multiplex detectou a presenca de DNA
cromossomal maior ou igual a 0,01fg para M. tuberculosis H37Rv e foi capaz de
detectar M. bovis AN5 em concentracGes de DNA maior ou igual a 0,1 fg, no entanto
foi capaz de diferenciar M. bovis quando da utilizacdo de concentragdes de DNA maior
ou igual a 1 ng.

Quando a PCR-Multiplex foi aplicada para deteccdo de M. tuberculosis e M. bovis
em amostras de escarros contaminados com concentracbes conhecidas dos
microrganismos em estudo observou-se deteccdo nas concentracbes de
aproximadamente 500 bacilos/mL de escarro para M. bovis e de 10™ bacilos/mL de
escarro para M. tuberculosis ap6s confirmada a auséncia de inibidores da PCR (Figuras
4eb).

Discusséo

A TB humana, na maioria das vezes, é causada pelo M. tuberculosis, no entanto o
M. bovis, agente da TB bovina, também é um importante patdgeno humano,
principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, onde existe maior
prevaléncia de TB no gado [1]. Outro fator que devemos considerar, principalmente em
imunocomprometidos, € a ocorréncia de infeccdo mista, ou seja, infeccdo por M.
tuberculosis e M. bovis simultaneamente, sendo que esta infeccdo por M. bovis
geralmente é proveniente da cepa BCG utilizada na vacina contra TB [7; 25].

A correta diferenciacdo da espécie de micobactéria na amostra clinica permite a
escolha apropriada do tratamento antituberculoso, o que é de grande importancia no
controle da infecgéo, assim como o conhecimento da epidemiologia da TB e o controle
da infeccdo bovina [13, 26]. Consequentemente € importante desenvolver um método de
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diagnostico especifico, rapido e de baixo custo para detectar e diferenciar micobactérias
do complexo M. tuberculosis em amostras clinicas [14, 27].

A PCR-Multiplex proposta no presente estudo utilizando os iniciadores TB1/TB2
[24] e pncATB-1.2/pncAMB-2 [20] mostrou ser uma técnica especifica para detectar e
também diferenciar duas espécies de micobactérias que podem causar TB. Esta técnica
apresenta vantagens em relacdo aos métodos convencionais de diagnostico da TB, pois
além de detectar M. tuberculosis e M. bovis também €é capaz de diferenciar essas duas
micobactérias, ndo s6 na amostra de escarro, mas também isolados clinicos a partir de
cultura, quando as técnicas de identificacdo bioquimica ndo sdo capazes de fornecer
resultados satisfatorios. Também apresenta a vantagem de ser uma técnica rapida,
permitindo a liberacdo do resultado em dois a trés dias.

A diferenca na concentracdo de DNA de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5
detectavel pela PCR utilizando os iniciadores TB1/TB2 separadamente e na PCR-
Multiplex € explicada considerando o numero de cépias da regido génica alvo dos
iniciadores. Os iniciadores TB1 e TB2 fazem anelamento com a sequéncia 1S6110 que
apresenta até 20 cdpias no genoma do M. tuberculosis H37Rv e até cinco copias no
genoma do M. bovis AN5 [19], o que explica a maior sensibilidade da PCR para
detectar M. tuberculosis H37Rv (0,01fg de DNA) no presente estudo.

Outros estudos, que utilizaram PCR convencional, também evidenciaram que
devido a sequéncia 1S6110 estar presente em mdltiplas cdpias no genoma do M.
tuberculosis H37Rv, ha uma maior sensibilidade da PCR com estes iniciadores em
comparacao com aquelas que utilizam iniciadores no qual o alvo é uma Unica sequéncia
no genoma micobacteriano (oxyR, 65 kDa, 38 kDa, MPB64) [20, 27].

A PCR-Multiplex proposta apresentou excelente sensibilidade para detectar a
sequéncia 1S6110 em M. tuberculosis e M. bovis em amostras de escarros e isolados
clinicos, porém vale ressaltar que esta sequéncia ndo estd presente somente nestas
especies de micobactérias, e sim em todas as pertencentes ao complexo M. tuberculosis
[16, 17, 18], 0 que pode também permitir a deteccdo das outras espécies do complexo
M. tuberculosis na amostra clinica.

J& os iniciadores pncATB-1.2 e pncAMB-2 fazem anelamento com o gene pncA,
que estad presente em uma unica copia no genoma do M. bovis AN5 [14], o que explica
sua menor sensibilidade para detectar e diferenciar M. bovis (1ng de DNA) na PCR-
Multiplex quando comparado com a sensibilidade de deteccdo de M. bovis (0,1 fg de
DNA) utilizando como alvo a sequéncia 1S6110. Porém a seqliéncia alvo dos
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iniciadores pncATB-1.2 e pncAMB-2 tem se mostrado til para diferenciar M.
tuberculosis de M. bovis por métodos de PCR convencionais [14, 29, 30] e também por
PCR-Multiplex [13, 21].

Embora a sensibilidade de diferenciagéo para M. bovis (1ng de DNA) tenha sido
menor que a sensibilidade de detec¢do (0,1fg de DNA) deste microrganismo, a PCR-
Multiplex proposta mostra ser uma oOtima ferramenta para deteccéo e diferenciacdo de
M. bovis na amostra clinica.

Foi observada uma menor sensibilidade da PCR-Multiplex quando aplicada em
DNA extraido diretamente de amostra de escarro, provavelmente devido ao fato das
micobactérias possuirem a capacidade de crescimento em forma de grumos na amostra
clinica (clumping), dificultando assim a homogeneidade do bacilo na amostra como um
todo [31]. Deve ser considerado também que o tratamento necessario para
descontaminacdo inicial das amostras clinicas utiliza substancias que podem inibir a
Tagq DNA Polimerase, como no caso do NALC-NaOH, utilizado no presente estudo no
tratamento prévio a extracdo de DNA nas amostras de escarros [11]. Devemos ter
também em mente que quando trabalhamos com amostras bioldgicas, esta pode conter
inibidores da Tag DNA Polimerase que podem néo ter sido totalmente retirados durante
os procedimentos de extragdo do DNA e levar a resultados falso negativos [21, 32, 33].
A presenca de inibidores na amostra clinica € um dos maiores obstaculos para o sucesso
da reacdo de amplificacdo [21, 34, 35]. Com a finalidade de minimizar esses
interferentes, foi incluido um controle interno da extracdo para cada diluicdo dos
escarros contaminados, para avaliar a presenca de inibidores na reagéo de amplificagao.

Outro fator que devemos considerar é que por se tratar de uma PCR que utiliza
mais de um par de iniciadores simultaneamente, o iniciador que tem como alvo uma
regido de melhor amplificacdo, por exemplo, sequéncia com varias copias no genoma,
pode influenciar negativamente o iniciador que tem como alvo uma Unica copia no
genoma [28, 36]. Isto explica porque quando utilizamos o DNA de M. bovis AN5 a
sensibilidade de identificacdo da PCR convencional, com os iniciadores pncATB-1.2 e
pncAMB-2, é maior (0,1 fg de DNA) comparada com a PCR-Multiplex (1 ng de DNA),
pois nesta Ultima os iniciadores TB1/TB2 podem ter influenciado negativamente o
anelamento do iniciador pncATB-1.2 e pncAMB-2 no DNA de M. bovis [36].

Para avaliar a sensibilidade da PCR-Multiplex que utilizava como um dos
iniciadores 0 pncATB-1.2 e pncAMB-2, Shah et al. (2002) [13] também realizaram
dilui¢bes seriadas de DNA de M. tuberculosis e M. bovis e obtiveram sensibilidade
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maior (20 pg de DNA) que a apresentada neste estudo (1ng de DNA) para M. bovis.
Porém, Shah et al. (2002) [13] ndo utilizaram amostras de escarro para avaliar a
sensibilidade e ambos os iniciadores utilizados possuiam apenas uma seqiiéncia alvo no
genoma micobacteriano, o que pode ter impedido a competicdo entre os iniciadores
durante a reagdo de amplificacdo [36].

Kidane et al. (2002) [21] também realizaram PCR-Multiplex para diferenciacdo de
M. tuberculosis e M. bovis em amostras de pacientes com linfadenite tuberculosa, e um
dos iniciadores utilizados eram direcionados ao gene pncA. Nesse estudo, todos 0s
pacientes infectados por M. bovis foram positivos pela PCR-Multiplex com os
iniciadores pncATB-1.2 e pncAMB-2, porém Kidane et al. (2002) [21] n&o utilizaram a
PCR-Multiplex diretamente em amostras de escarro, como proposto no presente estudo.

A PCR-Multiplex aplicada para deteccdo e diferenciagédo de M. bovis diretamente
em amostras de escarros obteve uma sensibilidade semelhante & da cultura, mas com as
vantagens de ser uma técnica mais rapida (trés dias) do que as usualmente utilizadas na
rotina laboratorial, ndo necessita de 0 microrganismo estar viavel na amostra clinica
para o cultivo uma vez que utiliza somente 0 DNA do microrganismo e relativamente
barata e simples, pois apenas um tubo de reacdo é necessario para simultanea deteccdo e
diferenciacdo das espécies de micobactérias. Embora a cultura seja o padrdo ouro para
diagnostico da TB, o cultivo de M. bovis necessita de um meio de cultura suplementado
com piruvato de sédio que ndo é usualmente empregado na rotina laboratorial, além da
necessidade de um maior periodo de incubacdo (dois a trés meses) e adi¢do de CO, para
crescimento do M. bovis [12].

Outra vantagem da PCR-Multiplex proposta, além de ser uma técnica sensivel e
especifica, pode ser aplicada diretamente na amostra de escarro, pois a maioria dos
estudos que diferenciam micobactérias na amostra clinica, utilizam DNA extraido de
isolados clinicos de cultura [7, 13, 27], o que torna a técnica demorada, devido ao
crescimento lento das micobactérias do complexo M. tuberculosis, e os estudos que
utilizam amostras de escarro para a extracdo de DNA [17, 37, 38], geralmente ndo
fazem a diferenciagéo de M. tuberculosis e M. bovis.

Estes estudos reforgam a utilizagdo dos iniciadores pncATB-1.2 e pncAMB-2 em
PCRs-Multiplex para deteccdo de DNA de M. bovis, poréem ha dificuldade na
comparacdo da sensibilidade da PCR-Multiplex entre os diferentes estudos, devido a
uma variagdo nos métodos de extracdo de DNA e variados tipos de amostras clinicas
utilizadas [32].



33

Em concluséo, a PCR-Multiplex proposta oferece vantagens em relacdo aos
métodos convencionais de diagndstico da TB, pois se mostrou eficaz para diferenciacdo
de M. tuberculosis e M. bovis diretamente na amostra de escarro, além de ser uma
técnica rapida, sensivel e especifica. A PCR-Multiplex proposta é viavel de ser aplicada
na rotina laboratorial especialmente em regides onde a TB bovina e humana coexistem
permitindo assim a correta diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis para o

monitoramento da infeccdo por M. bovis em humanos.
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Figuras
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose. PCR-multiplex com os iniciadores
TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2, com DNA das cepas de referéncia. Linha M:
Marcador de peso molecular de DNA (100 pb); Linha 1: M. tuberculosis H37Rv; Linha
2: M. bovis AN5; Linha 3: M. bovis BCG; Linha 4: M. avium; Linha 5: M. kansasii;
Linha 6: M. abcessus; Linha 7: M. chelonae; Linha 8: M. massiliense; Linha 9: M.
szulgai; Linha 10: M. fortuitum; Linha 11: Branco
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose. PCR-multiplex com os iniciadores
TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2, com dilui¢es de DNA de M. tuberculosis H37Rv.
Linha M: Marcador de peso molecular de DNA (100 pb). Linha 1: Branco; Linhas 2-10

mostram os resultados usando 1ug, 10ng, 1ng, 10pg, 1pg, 10fg, 1fg, 0,1fg, 0,01fg de
DNA respectivamente.
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose. PCR-multiplex com os iniciadores
TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2, com diluicbes de DNA de M. bovis AN5. Linha
M: Marcador de peso molecular de DNA (100 pb). Linhas 1-7 mostram os resultados
usando 1ug, 100ng, 10ng, 1 ng, 100pg, 0,1fg, 0,01 fg de DNA respectivamente.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose. PCR-multiplex com os iniciadores
TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2, com DNA de M. bovis AN5 extraido de escarros
contaminados com concentrac@es conhecidas do microrganismo. Linha M: Marcador de
peso molecular de DNA (100 pb). Linha 1: 50.000 bacilos/mL; Linha 2: 5.000
bacilos/mL; Linha 3: controle de inibidor; Linha 4: 500 bacilos/mL; Linha 5: controle
de inibidor; Linha 6: 50 bacilos/mL; Linha 7: controle de inibidor; Linha 8: 5
bacilos/mL; Linha 9: controle de inibidor; Linha 10: 5x10™" bacilos/mL; Linha 11:

controle de inibidor.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose. PCR-multiplex com os iniciadores
TB1/TB2 e pncATB-1.2/pncAMB-2, com DNA de M. tuberculosis H37Rv extraido de
escarros contaminados com concentracdes conhecidas do microrganismo. Linha M:
Marcador de peso molecular de DNA (100 pb). Linha 1: Branco; Linha 2: 50.000
bacilos/mL; Linha 3: 5.000 bacilos/mL; Linha 4: 500 bacilos/mL; Linha 5: 50
bacilos/mL; Linha 6: controle de inibidor; Linha 7: 5 bacilos/mL; Linha 8: controle de

inibidor; Linha 9: 10 bacilos/mL: Linha 10: controle de inibidor.
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

A PCR-Multiplex mostrou ser um método de diagnostico rapido, sensivel e
especifico para diferenciacdo de M. tuberculosis e M. bovis diretamente de amostras de
escarro, assim como de isolados clinicos.

A correta diferenciacdo destas espécies de micobactérias permite a escolha
apropriada do tratamento antituberculoso, o que é de primeira importancia no controle

da infeccdo, o conhecimento da epidemiologia da TB e o controle da infec¢éo.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante da atual situacdo da TB no mundo fica evidente a necessidade de medidas
de controle mais efetivas, tanto para a TB humana quanto para a TB bovina, que levem
em consideracao a diversidade e as particularidades dos agentes etiologicos da TB, além
das limitacGes das técnicas diagndsticas usualmente utilizadas.

Somado a isto, faz-se necessaria a implantagdo de técnicas rapidas, sensiveis e
especificas para o diagnostico da TB na rotina laboratorial, visando a melhoria do
diagnostico, assim como a qualidade de vida do paciente, que podera assim iniciar um
tratamento direcionado e eficaz da TB.

Para confirmacdo da técnica de PCR-Multiplex proposta como método de
diagnostico e diferenciacdo, estudos adicionais com a aplicacdo da técnica em amostras
clinicas de pacientes suspeitos de TB pulmonar sdo necessarios para o aperfeicoamento
metodologico e para conhecimento da incidéncia e epidemiologia de TB humana

causada por M. bovis na regido de Maringa/PR.



