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RESUMO

O género Mycobacterium € constituido por espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis e outras denominadas micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Nas infeccdes
causadas por micobactérias, o diagnostico precoce é essencial para a implementacdo do
tratamento e cura do paciente. Métodos moleculares tém proporcionado a melhoria
consideravel da velocidade e precisdo de identificagdo das micobactérias. Este estudo teve
como objetivo avaliar um sistema PCR Multiplex em diferentes amostras clinicas de pacientes
com tuberculose e micobacterioses, além de cepas de micobacterias isoladas em meio de
cultura para ser proposta como ferramenta auxiliar no diagndstico diferencial da tuberculose e
doencas causadas por MNT. Foram analisados 40 pacientes com diagndstico de tuberculose
realizado pelo medico assistente do servico de saude, 63,15% do sexo masculino e 36,85% do
feminino. Foram processadas 58 espécimes bioldgicos de origem pulmonar e extrapulmonar e
as amostras clinicas pulmonares baciliferas extraidas com Kit QlAamp DNA Mini and Blood
Mini Handbook foram as que amplificaram pelo menos um alvo especifico quando utilizamos
a PCR multiplex. Em relagdo as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas das 40 cepas de
micobactérias, 55% foram caracterizadas como M. tuberculosis, 22,5% como micobactérias
ndo tuberculosas. Quando comparamos os resultados dos testes fenotipicos e bioquimicos
com a PCR multiplex, observamos 93,3% de concordancia nos resultados. Na comparacao
dos resultados da PCR multiplex com a técnica de PRA- hsp65 e com o diagndstico final dos
pacientes, verificamos que houve concordancia em 100% e 74,28% dos resultados,
respectivamente. Concluimos que a PCR multiplex podera ser utilizada como ferramenta
auxiliar no diagnostico diferencial da tuberculose e das infec¢Ges causadas pelas MNT.
Entretanto é de fundamental importancia que o diagndstico diferencial seja baseado na analise
conjunta de varios parametros que identifiquem as espécies de MNT.

Palavras chave: Mycobacterium tuberculosis, Micobactérias Atipicas, Reacdo em Cadeia da
Polimerase, Diagnostico



LIMA, AS Rapid detection and differentiation of species of mycobacteria by means of a
multiplex PCR system. Dissertation. 2010. Dissertation (Academic Master’s Degree in Public
Health) — Aggeu Magalhdes Research Center, Oswaldo Cruz Foundation, Recife, 2010.

ABSTRACT

The genus Mycobacterium comprises Mycobacterium tuberculosis complex species and
others called nontuberculous mycobacteria (NTM). In infections caused by mycobacteria,
early diagnosis is essential for the implementation of the treatment and cure. Molecular
methods have provided considerable improvement to the speed and accuracy of identification
of mycobacteria. This study aimed to evaluate a multiplex PCR system in different clinical
samples from patients with tuberculosis and mycobacteria, and mycobacteria strains isolated
in culture medium to be proposed as an auxiliary tool in the differential diagnosis of
tuberculosis and diseases caused by NTM. We analyzed 40 patients diagnosed with
tuberculosis conducted by the attending physician of the health service, 63.15% male and
36.85% female. 58 specimens were processed biological origin of pulmonary and
extrapulmonary clinical samples and extracted with smearpositive Kit QlAamp DNA Mini
and Blood Mini Handbook were used to amplify a specific target at least when using the
multiplex PCR. In relation to phenotypic and biochemical characteristics of 40 strains of
mycobacteria, 55% were characterized as M. tuberculosis, 22.5% as nontuberculous
mycobacteria. When comparing the results of phenotypic and biochemical tests with the
multiplex PCR, we observed 93.3% agreement in results. Comparing the results of multiplex
PCR with the technique of PRA-hsp65 and the final diagnosis of patients, we found that there
was agreement in 100% and 74.28% of the results, respectively. We conclude that the
multiplex PCR could be used as an auxiliary tool in the differential diagnosis of tuberculosis
and NTM infections. However it is of fundamental importance that the differential diagnosis
is based on joint analysis of various parameters to identify the species of NTM.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, atypical mycobacteria, Polymerase Chain Reaction,
Diagnosis
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia e epidemiologia das infeccdes por micobactérias

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae, sub-
ordem Corynebacterium, ordem Actinomyces. O género Mycobacterium compreende cerca de
100 espécies, a maioria sapréfitas de vida livre (Fundacdo Nacional de Saude, 2002).
Mycobacterium tuberculosis é a principal espécie causadora de tuberculose do género
Mycobacterium a qual compde um grupo formado pelas espécies: M. tuberculosis, M. bovis,
M. bovis-BCG, M. africanum, M. microti, M. caprae, M. pinnipetti denominado complexo M.
tuberculosis (BRASIL, 2008). Essas bactérias formam junto com o M. tuberculosis o
complexo primario da tuberculose (TB).

A TB, apesar de ser uma das doencas infecciosas mais antigas, bem conhecida ha mais
de meio século, vulneravel ao tratamento medicamentoso, permanece como um dos principais
agravos a saude a ser enfrentado em ambito global (BRASIL, 2007).

A importancia da TB € crescente, particularmente em paises em desenvolvimento. A
incidéncia elevada da doenca se deve a varios fatores, tendo como principais: a co-infeccéo
com HIV; o aparecimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes aos multiplos
quimioterapicos; a ineficiéncia dos programas de controle da doenca e a deteriorizacdo das
condicdes socio-econbmicas da populacdo (Fundacdo Nacional de Saude, 2002).

Em 1993 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou o estado de urgéncia da
tuberculose, conclamando governos, comunidade cientifica e sociedade civil a redobrarem
seus esforcos para o controle da doenga e entdo em 2006 o programa “STOP TB” foi
promovido pela OMS e apoiado por uma rede de organizacdes internacionais, paises,
doadores dos setores publicos e privados, organizacdes governamentais € nao
governamentais. A iniciativa estabeleceu como objetivo para 2015 a reducdo pela metade das
taxas de prevaléncia e de mortalidade de tuberculose, tendo como parametro o ano de 1990
(BARREIRA; GRANGEIRO, 2007; RUFFINO-NETO, 2002;).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) ocorreram 9 a 10 milhdes de casos
novos e 1,7 milhGes de mortes por tuberculose ocorreram em 2008 e deste 16% eram HIV
positivo. A maioria do numero de casos estimado, em 2008 ocorreu na Asia (55%) seguido

da Africa (30%) e em menores proporcdes de casos na regido do mediterraneo Oriental (7%),
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Europa (5%) e Américas (3%). India e China juntas representam 35% dos casos de TB no

mundo (Organiza¢do Mundial de Sadde, 2009).

Estimated new TB
cases (all forms) per
» 100 000 population
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Figura 1. Incidéncia global de TB. NUmero de novos casos de TB por 100.000 habitantes em 2008.
Fonte: Organizagdo Mundial de Salde, 2009.

No contexto nacional, o Brasil € o unico pais da America Latina, incluido entre os 22
paises que concentram 80% dos casos de tuberculose no mundo. Nos ultimos trés anos, o
Brasil passou da 142 para a 18? posicdo em casos da doenga (BRASIL, 2009; Organizacédo
Mundial de Saude, 2007).

O Ministério da saude estima que o numero de casos notificados em 2008 foi de 70.379
mil estando 70% dos casos concentrados em 315 dos 5.565 municipios. As maiores
incidéncias estdo nos estados do Amazonas (68,93 por 100 mil), Rio de Janeiro (66,56 por
100 mil), Pernambuco (47,69 por 100 mil), Para (43,05 por 100 mil) e Ceara (42,60 por 100
mil) (BRASIL, 2009).

A TB acomete principalmente homens em idade produtiva e, apesar do tratamento
predominantemente ambulatorial, é a 42 causa de mortalidade por doencas infecciosas e a 12
em pacientes com AIDS. As populacdes mais vulneraveis sdo as indigenas (incidéncia quatro
vezes maior do que a média nacional); portadores de HIV (30 vezes maior); presidiarios (40
vezes maior); e moradores de rua (60 vezes maior). No entanto, ha ocorréncias em todos 0s

segmentos da sociedade, independente da renda ou da escolaridade (BRASIL, 2009).
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A mortalidade por tuberculose tem apresentado tendéncia de reducdo. Entretanto, a cada
ano é observada a ocorréncia de 5.500 mortes. Essas tendéncias epidemioldgicas estdo
fortemente associadas as desigualdades sociais (BRASIL, 2006).

Inc. 2006

] até 20,00
I:] QU.UU --| 35.':":' ¢ Maiores Incidéncias:

Amazonas — 73,5
- 35.”” "| SD.DD Rio de Janeiro — 73,2

B s000- 7200 Ceara— 50,8
- 72,00 - 300,00 1 Menores Incidéncias:

Tocantins — 18,1
Distrito Federal — 16,7
Goias - 15,3
Fonte: SINAN em 31/12/2007
* Dados parciais.

Figura 2. Incidéncia de TB no Brasil. NUmero de casos por 100.000 habitantes em 2006.
Fonte: BRASIL, 2009.

No Estado de Pernambuco, a tuberculose constitui-se igualmente um grave problema de
salde publica. Em Recife, capital do estado, além da elevada taxa de incidéncia (113.95
casos/100 mil habitantes), também apresenta uma das maiores taxas de mortalidade por
tuberculose no Brasil (9.91/100 mil habitantes). Em 2004, foram registrados 4.583 casos
novos, representando 94,8% dos casos esperados no Brasil. A incidéncia foi de 55,6 casos
para todas as formas de TB e 28,7 para os casos baciliferos por 100 mil habitantes. A coorte
de tratamento, considerando os municipios prioritarios, mostrou uma cura de 69,4%, abaixo
da meta nacional de 85%. O abandono foi de 10,6%, 6bitos de 5,8% e co-infeccdo TB/HIV de
5,4% (BRASIL, 2007).

Em 2007, a taxa de incidéncia em Pernambuco foi de 47,69 casos para cada 100 mil
habitantes sendo o terceiro estado com maior taxa de incidéncia no pais, nimero este acima
da média nacional de 41,7/100 mil habitantes, ficando atrds apenas do Rio de Janeiro e
Amazonas (BRASIL, 2009). Atualmente, o governo brasileiro considera Recife uma das

capitais de prioridade para a execucdo de medidas de controle para a TB.
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1.2 Micobactérias nao tuberculosas (MNT)

Micobactérias ndo tuberculosas (MNT), micobactérias atipicas ou ainda micobactérias
outras que nao M. tuberculosis (MOTT) s&o reconhecidas desde o tempo de Robert Koch. O
isolamento de MNT de amostras de pacientes ou do ambiente é de interesse de
microbiologistas, epidemiologistas e médicos (FERREIRA et al., 2002).

As MNT encontram-se dispersas na natureza e, ao contrario das espécies do complexo
Mycobacterium tuberculosis, apresentam patogenicidade variavel. A capacidade das MNT em
produzir doenca esta claramente documentada na literatura e, sua importancia vem
aumentando progressivamente, com isolamentos de diferentes espécies em laboratorios (ATS,
1997; TORTOLI, 2003). Os primeiros quadros clinicos produzidos pelas MNT foram
descritos na década de 50 e por muitos anos foram considerados ocasionais e quase sempre
ligados a situacdes de imunodeficiéncia. Nos ultimos 20 anos tem se tornado uma infeccao
relativamente mais freqilente, relacionada ou no com quadros de imunodepressdo (GOMEZ,
2009).

A partir da decada de 90, um numero crescente de novas espécies tem sido descritas e,
mais de 125 espécies e 11 subespécies sdo reconhecidas oficialmente (EUZEBY, 2007).

Atualmente sdo conhecidas condi¢ces que aumentam o risco em adquirir doencas
associadas a micobactérias ndo causadoras de tuberculose que incluem: complicacdes por
tuberculose, bronquiectasia, fibrose cistica, doencas obstrutivas pulmonares crénicas e
portadores de imunodeficiéncia. No entanto, este grupo de microrganismo é reconhecido
também como importante em individuos imunocompetentes (JARZEMBOWSKI; YOUNG,
2008).

As doengas causadas pelas MNT aumentaram em todo mundo no periodo pos-AlDS. Os
estudos realizados nos Estados Unidos e na Europa relataram 25% a 60% de infeccBes por
MNT entre pacientes portadores de HIV (ADLE-BASSETTE et al.,, 2003; ATS, 1997;
MARTINEZ-MORAGON et al., 2001).

No Brasil, as espécies mais frequentemente associadas a doenga pulmonar por MNT
sdo: M. kansasii e M. avium. Outras espécies como, M. xenopi, M. malmoense, M.
lentiflavum, M. abscessus e M. szulgai s&o isolados ocasionalmente (BARRETO; CAMPOS,
2000; CHIMARA, 2005).
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Estudos revelaram que doencas atribuidas & MNT estdo aumentando no Brasil, iniciado
pela pandemia HIV/AIDS e associado ao crescente nimero de surtos decorrentes de cirurgias
e procedimentos estéticos com equipamentos esterilizados incorretamente. Em razdo da
gravidade desse fato, o Ministério da Salde classificou essas infec¢bes, decorrentes de
procedimentos cirdrgicos, como doenca de notificacdo compulsoria (BRASIL, 2008).

Casos divulgados pela Rede Nacional de Investigacdo de Surtos em Servigos de Saude
(Reniss), obtidos nos altimos nove anos confirmam a ocorréncia de infecgbes por
micobactéria de crescimento rdpido (MCR) em pessoas submetidas a procedimentos
invasivos, em sua maioria, cirurgias do tipo videolaparoscépicas”, cujos instrumentais
sofreram desinfeccédo de alto nivel em solucéo de glutaraldeido (ANVISA, 2007). De 2000 a
2008, foram notificados 2128 casos de infeccdes pOs-cirdrgicas por micobactéria de
crescimento réapido incluindo M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. massiliense,
distribuidos predominantemente em hospitais privados do pais (ANVISA, 2008). Ha
confirmacdo de casos de infeccdo por MCR nos estados do RJ (1.105), PA (321), ES (293),
RS (101), GO (70), PR (64), MT (47), MG (37), SP (23), DF (23), P1 (09), MS (09), BA (09),
PE (02) (Rede Nacional de Investigacdo de Surtos em Servigos de Saude, 2009).

As doencas causadas pelas MNT ndo sdo de notificacdo compulsdria, apenas em casos
de infeccBes através de procedimentos cirurgicos nos servicos de salde, portanto ndo ha
registros oficiais para que se possa estimar sua incidéncia. Porém, diversos estudos, no Brasil,
tém descrito isolamentos de cepas de micobacterias ndo tuberculosas em amostras pulmonares
e extrapulmonares. O Centro de Referéncia Nacional de micobactérias Professor Hélio Fraga,
no estado do Rio de Janeiro, nos anos de 1994 a 1999 observou o isolamento preponderante
do complexo M. avium intracellurare (MAC) sobre as demais espécies (44,4%), seguidos de
M. kansasii e M. fortuitum. As regibes sul e sudeste contribuiram com 57,6% dos casos de
pacientes com suspeita de micobacteriose. Dentre os 431 pacientes estudados, 106 foram
considerados casos de micobacterioses, e a forma mais frequente foi a pulmonar (BARRETO,;
CAMPOQS, 2000). Em estudo realizado na Bahia por Matos et al, 2004 com pacientes em
tratamento para tuberculose multirresistente no periodo de 1998 a 2003, foram isolados
micobactérias ndo tuberculosas em materiais biologicos de 19(8,2%) dos 231 pacientes
estudados. Sendo identificados os complexos M. chelonae/ M. abscessus (58%), M.
avium/intracelulare (16%) e M. fortuitum (11%). Em estudo feito no Instituto Evandro
Chagas no Para de 2004 a 2007 foram isoladas 44 cepas de micobactérias ndo tuberculosas de
19 pacientes com infeccdo pulmonar e, apds analise genotipica foi identificada a presenca de

quatro diferentes espécies que pertencem aos complexos M. chelonae e M. fortuitum. Todos
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os pacientes infectados por micobactérias ndo tuberculosas, deste estudo, foram detectados
entre 0s casos diagnosticados como tuberculose pulmonar os quais foram tratados com o

esquema antituberculose tradicional, tendo fracasso no tratamento (COSTA et al., 2009).

1.3 Mecanismos de transmissdo, clinica e tratamento das doencas causadas por

micobactérias

A TB é uma doenca infecto-contagiosa causada por um grupo de bacilos resistentes a
coloracdo alcool-acido (BAAR), chamados de micobactérias, que possuem crescimento lento.
Identificado por Robert Koch, em 1882, Mycobacterium tuberculosis, bactéria que afeta
principalmente os pulmdes, mas, também podem ocorrer em outros 6rgdos do corpo, como
0SS0S, rins e meninges.

A transmissao é direta de pessoa a pessoa. O doente expele pequenas gotas de saliva que
contém o agente infeccioso, ao falar, espirrar ou tossir, 0s quais podem ser aspiradas por outro
individuo, contaminando-o. Somente 5% a 10% dos infectados pelo bacilo de Koch (BK)
adquirem a doenca. Pacientes com AIDS, diabetes, insuficiéncia renal cronica, desnutridos,
idosos doentes, alcodlatras, viciados em drogas e fumantes sdo 0s mais propensos a contrair a
TB (BRASIL, 2007).

Na maioria dos doentes com a forma pulmonar da doenca, os sinais e sintomas mais
freqlentemente descritos, no adulto, sdo tosse seca continua no inicio, depois com presenca
de secrecdo por mais de quatro semanas, podendo se transformar em uma tosse com pus ou
sangue, cansaco excessivo, febre baixa geralmente a tarde, sudorese noturna, falta de apetite,
palidez, emagrecimento acentuado, rouquiddo, fraqueza e prostracdo. Os casos graves
apresentam dificuldade na respiracdo, eliminacéo de grande quantidade de sangue, colapso do
pulméo e acumulo de pus na pleura (BRASIL, 2007).

O tratamento deve ser feito por um periodo minimo de seis meses, sem interrupc¢do, com
a utilizacdo de antimicrobianos especificos (BRASIL, 2007).

Em relacdo, as micobactérias ndo tuberculosas, estas ocorrem naturalmente em diversos
reservatorios: agua natural e de sistemas de abastecimento, solo, aerossdis, protozoarios,
animais e humanos (MARTIN-CASABONA, 2004; PRIMM et al., 2004). Existem poucas
evidéncias da possibilidade de transmissdo pessoa a pessoa, mas recentes relatos
demonstraram a contaminacdo de pacientes devido a limpeza e desinfeccdo inadequada de
equipamentos médicos (GRIFFITH et al., 2007; PADOVEZE et al., 2007).
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As MNT apresentam uma grande heterogeneidade em sua forma de apresentacéo clinica
e podem causar doenca pulmonar progressiva, infecgdes de pele e mucosas, linfadenites e
doenga disseminada, especialmente em individuos imunodeficientes (GOMEZ, 2009).

A doenca pulmonar por MNT geralmente ocorre em pacientes com doenga pulmonar
crbnica como pneumoconiose, doenca pulmonar obstrutiva cronica, tuberculose pré-existente,
bronquite crénica, bronquiectasia e doenca esofagica associada a aspiracdo crbnica de
material alimentar pelas vias aéreas. A avaliacdo clinica é frequentemente complicada devido
a similaridade da sintomatologia com as doencas pulmonares pré-existentes. Os sinais e
sintomas das doencas causadas pelas MNT sdo variaveis e inespecificos. Na maioria das
vezes, a sintomatologia clinica se assemelha a evolucdo cronica da tuberculose. Os pacientes
podem apresentar: tosse cronica com expectoracdo e menos frequentemente fadiga, febre,
hemoptise e perda de peso (ATS, 1997; KOH et al., 2002).

N&o existe consenso sobre o tratamento mais adequado para as MNT. O mesmo difere em
funcédo da espécie envolvida, visto que a sensibilidade in vitro a drogas e a eficacia clinica séo
diferentes entre as mesmas (ESTABAN et al., 2006). O tratamento das infeccdes por MNT &
dificil e necessita de longos periodos de multidrogaterapia, com ou sem intervencao cirurgica
(BRASIL, 2008).

Uma vez que o tratamento e a epidemiologia das micobacterioses diferem
significantemente da tuberculose, a identificacdo correta e rapida destes microrganismos é

obrigatdria para o diagnostico e esquema terapéutico correto (SES, 2005).

1.4 O Diagnostico das doencas causadas por micobactérias

O diagnéstico da TB, além da avaliacdo clinica, devera estar fundamentado em métodos
laboratoriais. A pesquisa bacteriologica € o método de importancia fundamental tanto para o
diagndstico quanto para o controle de cura. A baciloscopia direta de escarro e a cultura para
micobactérias sdo 0s métodos bacteriologicos tradicionalmente usados. O exame radiologico é
auxiliar no diagnostico da TB, justificando-se sua utilizacdo nos casos suspeitos. A prova
tuberculinica, avaliada a partir da técnica de Mantoux, € indicada como método auxiliar no
diagnostico da TB (Tabela 1). O resultado positivo para a prova tuberculinica indica infeccdo
prévia pelo Mycobacterium, ndo distinguindo o individuo doente, do infectado. Nos
infectados pelo HIV cujo resultado é a formacdo de uma pépula de diametro >5 mm ¢
considerado reator (BRASIL, 2004).



Lima, A. S. Deteccédo rapida e diferenciacao de espécies... 22

INTERPRETACAO DO PPD EM INDIVIDUOS NAO-VACINADOS

Diametro da papula da reacao
intradérmica NAO REATOR
0A4mm

Individuo néo infectado ou

anérgico.

Vacinado com BCG; infectado
5a9 mm REATOR FRACO pelo M. tuberculosis ou por

micobactérias atipicas.

Individuo infectado pelo M.

tuberculosis doente ou nédo ou

>10 mm REATOR FORTE ) )
vacinado com BCG nos ultimos
2anos.
INTERPRETACAO EM INDIVIDUOS VACINADOS
Vacinado ha mais de 2 anos > 10 mm
Considera-se POSITIVO: }
Vacinado ha menos de 2 anos > 15mm

QUADRO 1. Interpretacdo do resultado do teste tuberculinico em individuos vacinados e ndo-vacinados
Fonte: Fundacédo Nacional de Sadde, 2002.

Em criancgas, o diagndstico laboratorial apresenta inumeras dificuldades: as imagens
radiologicas pulmonares nem sempre sdo conclusivas, a cultura de sangue, de lavado gastrico
como de outros materiais organicos tém sensibilidade limitada e requer muito tempo para
obtencdo do resultado, por serem amostras paucibacilares. (SNIDER et al., 1988). No adulto
com suspeita de TB, a baciloscopia € largamente utilizada no diagndstico preliminar e
acompanhamento do tratamento mesmo possuindo sensibilidade limitada, visto que, séo
necessarios cerca de 10.000 bacilos/mL na amostra para obtencdo de resultado positivo. Por
outro lado, a cultura em meio Lowenstein-Jensen (Lj) apresenta uma sensibilidade maior,
requerendo cerca de 10-100 bacilos, porém necessita de 6 a 8 semanas para a sua
visualizacdo, prolongando o diagnostico definitivo (SMITH et al., 1996). A sensibilidade da
cultura esta comprometida em pacientes paucibacilares, sendo frequente o resultado negativo,
porém quando positiva necessita no minimo de 8 semanas para visualiza¢do do crescimento
do bacilo (PIERRE; OLIVIER, 1993). Embora o quadro clinico permaneca a chave para o
diagndstico da TB, a detec¢dodo M. tuberculosis na cultura permanece o exame padrdo para a
confirmac&o diagndstica (Fundacdo Nacional de Saude, 2002).

Ao longo das altimas décadas, novos métodos moleculares tém sido introduzidos e
proporcionado & melhoria consideravel da velocidade e precisdo de identificacdo das

micobactérias, além da deteccdo de novas espécies de MNT, que ndo tendo sido
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fenotipicamente caracterizadas, ndo puderam, portanto, ser elucidadas pelos métodos
convencionais (UEKI et al., 2005; IOANNIS et al., 2008).

O diagnéstico de doenca por MNT exige muita cautela, pois o seu isolamento a partir
de espécimes clinicos ndo estéreis pode significar colonizagdo transitoria ou contaminacdo. A
American Thoracic Society recomenda que o diagnéstico das micobacterioses seja feito com
base em uma série de critérios bacteriologicos, clinicos e radioldgicos (GRIFFITH et al.,
2007). Por esta razdo, a correlacao clinico-laboratorial € de fundamental importancia para o
estabelecimento do diagnéstico de doenca por MNT e para determinacdo da estratégia
terapéutica (ATS, 2007).

O fato de a baciloscopia detectar apenas a presenca de bacilos alcool acido resistentes
leva, na maioria das vezes, a um diagndstico equivocado das doencas causadas pelas MNT,
sendo muitas vezes esse paciente notificado ao Centro de Vigilancia Epidemiologica (CVE) e
tratado como TB. Portanto, a identificagdo das espécies de micobactérias isoladas em cultura
é fundamental para o tratamento dos pacientes (BRASIL, 2008).

Os laboratorios que realizam cultura para micobactérias devem ser capazes de separar
espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis das MNT, do contrario, terdo que reportar
o resultado das culturas positivas, como Mycobacterium sp (BRASIL, 2008).

Os meios utilizados para cultura de M. tuberculosis e para a maioria das MNT sdo o de
Lowenstein-Jensen e Middlebrook 7H11 (ATS, 1997). A identificacdo da espécie pode ser
feita por métodos fenotipicos, moleculares ou pela combinagdo de ambos.

O metodo fenotipico de identificacdo inclui um conjunto de testes baseados em
caracteristicas macroscopicas das colbnias presentes na cultura e bioquimicas, tais como:
tempo e temperatura de crescimento, que varia de acordo com a espécie de 25° a 45°C,
pigmentacdo, capacidade de crescimento em meios seletivos e testes enzimaticos.

Em 1958, Runyon propds uma classificacdo das MNT em quatro grupos baseados na
pigmentacdo e tempo de crescimento das col6nias. As espécies que apresentam crescimento
em meio sélido apos sete dias sdo classificadas como crescimento lento e aquelas que
apresentam crescimento em menos de sete dias, de crescimento rapido. Essa classificacdo &,

ainda, utilizada para identificacdo das MNT juntamente com outros testes (BRASIL, 2008).
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Grupo Caracteristica da cultura

| Fotocromodgenas-caracteriza-se  pelo crescimento lento das col6nias. As culturas
desenvolvem pigmento amarelo somente quando exposta a luz. Exemplo: M. Kansassi, M.
marinum.

1l Escotocromogenas-caracteriza-se pelo crescimento lento das colnias. As culturas

desenvolvem pigmento tanto na luz como no escuro. Exemplo: M.gorgonae, M.szulgai

1l Acromdgenas-caracteriza-se pelo crescimento lento das colonias. As culturas néo
produzem pigmento. Exemplo: M. avium, M. terrae

\Y} Crescimento rapido-caracteriza-se pelo crescimento rapido das colénias. As col6nias
podem ser pigmentadas ou ndo. Exemplo: M. fortuitum, M.chelonae

QUADRO 2- Classificagdo das micobactérias de acordo com tempo de crescimento e pigmentacgao
das col6nias.
Fonte: BRASIL (2008).

Os meétodos classicos de identificacdo bioquimica para as MNT sdo: tempo de
crescimento, producdo de pigmento, reducdo do nitrato, termoinativacdo da catalase a 68°C,
producdo da niacina, prova da urease, arilsulfatase, hidrolise do tween 80, reducdo do telurito
de potassio, crescimento em presenca de acucares (manitol, inositol, citrato de sddio),
crescimento em presenca de agentes inibidores (acido paranitrobenzoico, hidrazida do acido
tiofeno 2carboxilico, canamicina, cicloserina, ofloxacina, Agar MacConkey, hidroxilamina,
etambutol, cloreto de sodio a 5%) (BARRETO et al., 2000). Contudo, para identificacdo de
micobacterias ao nivel de espécie, baseando-se em testes bioquimicos, é necessario de trés a
seis semanas, sendo realizados a partir de culturas puras e, além disso, espécies geneticamente
distintas podem apresentar resultados fenotipicos similares ou idénticos (BRASIL, 2008).

Nas Gltimas décadas, com base em estudos genotipicos, novas metodologias foram
desenvolvidas para possibilitar a identificacdo rapida e acurada das espécies de micobactérias,
potencialmente patogénicas descritas na literatura. No Brasil, a técnica de PRA-hsp65
proposta por TELENTI et al (1993) e DEVALLOIS et al (1997), tém possibilitado a
identificacdo rapida de diversas espécies de MNT, boa correlagio com os resultados de
identificacdo fenotipica e o reconhecimento de espécies que ndo eram identificadas
anteriormente devido as limitacdes dos métodos fenotipicos. (SILVA et al., 2001; SILVIA &
ROCHA et al., 2002; CHIMARA et al., 2008). O PRA-hsp65 tem se mostrado importante
como método de apoio na identificacdo de micobactérias e caracterizacdo de novas espécies,
sendo utilizado nos centros de referéncias. E importante salientar que nenhuma destas técnicas
isoladamente, é capaz de identificar todas as espécies de micobactérias descritas na literatura.

Existem ocasifes em que a conjugacdo de duas ou mais técnicas se faz necessaria para
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identificacdo definitiva de uma determinada espécie (BRASIL, 2005). Dentre as técnicas
moleculares a PCR por sequenciamento de genes especificos tornou-se o método “padrao
ouro” para identificagdo de MNT (CHEMLAL; PORTAELS, 2003; HERRERA-LEON et al.,
2009). Devido ao seu elevado poder discriminatorio, esta ferramenta vem sendo utilizada por
varios grupos, em estudos epidemioldgicos, para identificacdo de espécies envolvidas em
doencas humanas ou reclassificacdo taxonémica (COSTA et al.,, 2009; DUARTE et al.,
2009).

1.5 A Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica de amplificacdo extremamente sensivel, podendo detectar uma
unica molécula de DNA numa amostra, desde que o alvo esteja presente na mesma. Na reacao
regibes especificas do acido desoxirribonucléico (DNA) sdo amplificadas enzimaticamente.
Durante a PCR, um segmento especifico de DNA de fita dupla ou de fita simples pode ser
amplificado por uma enzima termoestavel através de sucessivos ciclos (SCHEINERT et al.,
2005).

Varios testes para o diagnostico de tuberculose utilizando PCR tém sido descritos, tanto
métodos “in house”, como os comerciais (BOLLELA et al., 1999). Esta tecnologia tem
diminuido o periodo do diagnostico de algumas semanas para um a dois dias. Porém, nenhum
desses métodos é universal, devido a variacbes de regibes especificas no genoma das
micobacterias (YUEN et al., 1993; WEIL et al., 1996). A aplicacdo de rotina desses métodos
requer que as sequéncias alvo sejam altamente especificas e estejam presentes em todas as
cepas de espécies e subespécies de micobactérias (KURABACHEW et al., 2004).

O elemento de insercdo 1S6110 e o 16S rDNA sdo os alvos mais comumente utilizados
(THIERRY et al., 1990; KOX et al., 1994; SPRINGER et al., 1996; KIRSCHNER et al.,
1996, GARCIA - QUINTANILLA et al., 2002; TORTOLI, 2003).0 1S6110 esta presente
apenas nas espécies do complexo M. tuberculosis sendo usado para diferenciar este complexo
das MNT. A principal vantagem do 1S6110 é que ele estd frequentemente presente em
multiplas cépias no genoma de M. tuberculosis (KURABACHEW et al., 2004).

O gene dnal codifica uma proteina de estresse e é altamente conservado entre as
bactérias. Os membros da familia Mycobacteriacea possuem o dnal e esta sequéncia nesses
microrganismos provou ser util na identificacdo de espécies (TAKEWAKI et al., 1993;
MORITA et al., 2004). Outro gene de interesse na identificacdo de micobactérias, que vem

sendo estudado por diferentes grupos de pesquisa é o gene hsp65, comum a todas as bactérias
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do género Mycobacterium que codifica o antigeno de 65kDa é bastante utilizado para
diferenciacdo de espécies de MNT (TELENTI et al., 1993; STEINGRUBE et al., 1995;
RINGUET et al., 1999; MUN et al., 2007; IOANNIS et al., 2008) .

1.6 A PCR multiplex

Nos Ultimos vinte anos tem havido uma evolucdo importante em abordagens moleculares
para estudos de comunidades microbianas e muitos destes avangos devem-se as de novas
aplicacdes da técnica de PCR. A PCR multiplex é uma ferramenta répida, confiavel que
possibilita a amplificacdo simultdnea de mais de uma sequéncia de DNA alvo em uma Unica
reacdo, resultando em economia de tempo e de reagentes (HERNANDEZ et al., 2003;
TANAKA et al., 2003, CORSETT]I, 2007). Este sistema que amplifica dois ou trés diferentes
alvos é capaz de diferenciar M. tuberculosis das MNT (KIM et al., 2006, POROCA et al.,
2009).

Esta abordagem molecular ¢ amplamente empregada na identificacdo e diferenciacao
microbiana por que é capaz de fornecer uma impressdo digital simples de determinadas
comunidades bacterianas quando comparadas com os perfis de padrbes de cepas de referéncia.
No entanto, para a identificacdo, se faz necessario a utilizacdo de mais de um conjunto de
oligonucleotideos alvo especifico, tendo como resultado da amplificagdo um produto que €
uma mistura de amplicons especifico para amostra analisada (CORSETTI, 2007).

A escolha correta da(s) sequéncia(s) alvo no genoma é um dos critérios importantes na
deteccdo e identificacdo de micobactérias por PCR, as quais devem estar presentes em todas
as espécies de micobactérias e ausentes em outros organismos ou presentes em unica espécie
de micobactéria no caso de diferenciacdo entre espécies (BATTACHARYA et al., 2003).

Esta técnica pode ser aplicada a uma variedade de amostras clinicas, tornando este
sistema uma ferramenta Util no diagndstico de doencas micobacterianas. E 0 método de
escolha para o diagnéstico de infec¢bes por micobactérias quando a suspeita é alta, mas a
baciloscopia e/ ou cultura sdo negativas e quando a amostra é positiva por qualquer um dos
testes convencionais, a PCR multiplex permite distincdo entre M. tuberculosis, M. bovis e
outras MNT (BHATTACHARY et al., 2003, POROCA et al., 2009).



Lima, A. S. Deteccédo rapida e diferenciacao de espécies... 27

2 JUSTIFICATIVA

A falta de um diagndstico répido e confiavel das micobacterioses constitui um serio
problema que reflete muitas vezes no insucesso dos programas de controle desta doenca.
Apesar da deteccdo das micobacterioses na fase inicial ser de vital importancia para o inicio
efetivo do tratamento, o diagnostico € complicado, principalmente, nos casos onde a doenca
esta associada com outras enfermidades (infeccdo pelo HIV, neoplasias malignas, doenga
pulmonar subjacente entre outras), ou na tuberculose de natureza paucibacilar (forma
extrapulmonar e TB infantil) onde existe a impossibilidade na maioria dos casos, de se
comprovar bacteriologicamente a doenca.

Assim 0s recursos convencionais tém deixado lacunas importantes no que se refere a
determinacgdo de infec¢bes por Mycobacterium sp em pacientes/ sitios que tém se mostrado
epidemiologicamente cada vez mais relevantes nos casos de tuberculose e demais
micobacterioses.

No Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM) foi otimizada com DNA
genémico de micobactérias, uma PCR multiplex, demonstrando ser sensivel e especifica na
deteccdo répida de M. tuberculosis e na diferenciagdo de micobactérias ndo tuberculosas
(POROCA et al, 2009).

Diante da necessidade do desenvolvimento e avaliacdo de um diagndstico laboratorial
diferencial para as infec¢des causadas por micobactérias, nosso objetivo foi avaliar o sistema
de PCR multiplex, otimizado por Poroca et al (2009), em diferentes amostras clinicas de
pacientes com suspeita de doenca por micobactérias, pudendo ser proposta como ferramenta
auxiliar no diagnostico diferencial da tuberculose e de infeccBes causadas por micobactérias
ndo tuberculosas. Além disso, podera contribuir para um diagnostico de qualidade que possa
auxiliar no manejo clinico e terapéutico do paciente, sobretudo aqueles com dificuldade de

diagnostico.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

O sistema da PCR multiplex proposto serd atil para o diagndstico diferencial entre a
tuberculose e as doencgas causadas por MNT?

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o sistema de PCR multiplex, otimizado por Poroca, et al (2009), na identificacéo e
diferenciagcdo de espécies de micobactérias em diferentes amostras clinicas de pacientes com
suspeita de doenca por micobactérias e em cepas de micobactérias isoladas de espécimes

biologicos crescidos em meio de cultura.

4.2 Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes participantes do estudo;

a) Avaliar a técnica mais eficiente de extracéo e purificacdo de DNA em espécimes bioldgicos
coletados de pacientes com diagnostico de micobacterioses para ser utilizado na PCR
multiplex;

b) Avaliar o padrdo molecular de identificacdo do sistema de PCR multiplex utilizando
diferentes espécimes biologicos coletados de pacientes com suspeita de infeccdo por
micobactérias e em cepas de micobactérias isoladas de espécimes biolégicos crescidos em

meio de cultura;

c) Comparar o resultado do método de PCR multiplex com o teste padrdo ouro (cultura com
testes fenotipicos e bioquimicos) no diagndéstico da tuberculose.

d) Comparar o método de PCR multiplex com a metodologia do PRA-hsp65 no diagndstico
molecular diferencial de infeccdo causada por Mycobacterium tuberculosis e nas infeccGes

por micobactérias ndo tuberculosas (MNT).
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 Local e Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo observacional analitico e prospectivo, desenvolvido no
Laborat6rio de Imunoepidemiologia (Departamento de Imunologia) do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhédes/Fiocruz (CPgAM). Os pacientes do estudo foram provenientes dos
ambulatoérios e enfermarias do Hospital das Clinicas- Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), Hospital Otavio de Freitas (HOF/SUS) que atendem portadores de afeccdes

pulmonares e extrapulmonares.

5.2 Casuistica

Foram selecionados quarenta individuos de ambos 0s sexos, sem restricdo de idade,
provenientes de ambulatorio e enfermaria das unidades de saude supracitadas do estado de
Pernambuco. O diagnédstico confirmatorio para TB e doencas causadas por MNT foi realizado
pelo médico assistente do servico de saude, os individuos selecionados com sinais e sintomas

de infeccdo por micobactérias foram classificados nos seguintes grupos:

Individuos com tuberculose confirmada: pacientes com evidéncia clinica e/ou radioldgica
de TB, historia de contato com adulto portador de tuberculose confirmada laboratorialmente e
isolamento do Mycobacterium tuberculosis em amostra clinica, atraveés de exame direto ou

cultura, ou melhora clinica evidente apds tratamento especifico.

Individuos com micobacterioses ndo tuberculosa confirmada: pacientes com
sintomatologia sugestiva de doenca por micobactérias ndo tuberculosas com baciloscopia
positiva, ou histopatolégico sugestivo com isolamento em cultura e identificacdo fenotipica

através de testes bioguimicos e caracterizacdo genotipica utilizando técnica de PRA-hsp65.

Individuos sem micobacterioses: auséncia de sinais e sintomas sugestivos de infeccdo por

micobactérias, teste tuberculinico ndo reator.
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5.3 Consideracdes éticas

Todos os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido para assinarem, em duas vias, referente a sua participacédo na
pesquisa e responderam a um questionario. As informacgdes clinicas, epidemioldgicas e
laboratoriais relevantes de cada paciente foram registradas em uma ficha e depositadas em um
banco de dados para as analises estatisticas. No caso dos pacientes incapacitados de emitirem sua
opinido e nos menores de idade, os responsaveis deram o consentimento por escrito atraves do
termo de consentimento para a coleta do(s) material (ais) biolégico(s) necessario(s) e para sua
participacdo na pesquisa. Os resultados de todos os exames foram repassados ao médico
responsavel pelo atendimento. O acompanhamento e tratamento destes pacientes foram feitos pelo
profissional médico das unidades de salde, os quais estavam sendo avaliados quanto a existéncia
ou n3o de tuberculose. O projeto teve a aprovacdo do comité de Etica do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes (CPgAM) e as respectivas comissdes de ética dos hospitais participantes,
N°39/2009.

5.4 Critérios de Inclusao

Foram incluidos além dos pacientes com TB e micobacterioses atipicas aqueles com
sorologia positiva para o HIV/AIDS ou que apresentaram condi¢cdes que possam deprimir o
sistema imunoldgico como: pacientes com doencas reumaticas sob terapia imunossupressora,
portadores de doencas hepaticas, renais e transplantados. Sem ter iniciado tratamento

especifico para micobactérias.

5.5 Critérios de Perda

Pacientes que por vontade prépria, desistiram de participar do estudo ou aqueles que nédo
retornaram ao hospital para acompanhamento clinico. Ainda foram excluidos pacientes que

tiveram sua ficha clinica epidemioldgica da pesquisa preenchida de maneira incompleta ou
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cujas amostras coletadas foram contaminadas ou insuficientes para 0 processamento no

laboratorio.

5.6 Analises Estatistica

Foi realizada uma andlise estatistica descritiva da distribuicdo de freqiiéncia das cepas
de micobactérias isoladas em meio de cultura a partir de amostras clinicas de origem
pulmonar e extrapulmonar obtidas de pacientes com suspeita de infeccdo por micobactérias,
comparando os resultados dos diferentes testes com o padrdo ouro (cultura com testes

fenotipicos e bioquimicos) e entre si.

5.7 Coleta e processamento dos espécimes biologicos

O tipo de amostra clinica foi coletado de acordo com a forma da TB que estava sendo

investigada.

a) Sangue: 5,0 mL de sangue por puncdo venosa usando tubos (Vacutainer®, Becton and
Dickson, England) contendo EDTA, mantendo-os a temperatura ambiente (de 25 a 30°C) até
serem processadas no CPgAM (isolamento das células monucleares e extracéo).

b) Urina: 30 mL de urina dividida em 3 coletas consecutivas e diarias em tubos secos estéreis
(10 mL) de cada paciente. As amostras de urina foram coletadas apds higienizacdo pessoal
prévia e descarte do primeiro jato. As amostras poderiam ser armazenadas em geladeira até
serem entregues as trés juntas ao Laboratorio de Imunoepidemiologia. No laboratorio do
CPgAM foram centrifugadas cada amostra de urina, individualmente, em tubo para
centrifuga de 50 mL por 20min a 3000rpm e, em seguida, foram descontaminadas segundo o
protocolo de Petroff (BRASIL,1994).

c) Escarro: Foram coletados 1-5 mL de escarro obtido através eliminagdo espontanea em tubo
seco rosqueado e estéril, em uma Gnica amostra com o0 paciente em jejum, ao acordar.

d) Liguido Pleural: Foram coletados de 2-10 mL do liquido pleural em tubo contendo

anticoagulante EDTA, dos pacientes internados que houvesse necessidade dessa coleta.
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e) Lavado bronco-alveolar: Foram coletados de 2-10 mL de liquido bronco-alveolar seguindo

0 procedimento padréo de coleta do hospital onde o paciente estivesse sendo acompanhado.

Todos os espécimes biolégicos foram coletados antes do inicio

especifico para tuberculose. Apos a coleta, as amostras foram enviadas ao CPgAM num prazo
maximo de 4 horas e estocadas entre 4 a 8° C, por ndo mais que 24 horas e descontaminadas
pelo Método de Petroff (BRASIL, 1994), exceto sangue. ApGs 0 processamento de
descontaminacdo as aliquotas restantes de cada amostra foram congeladas e armazenadas no

laboratorio de Imunoepidemiologia do CPqAM para repeticdo das técnicas, caso necessario

durante o estudo.

Pacientes com suspeita

clinica de infeccan par
Micobactérias

de qualquer tratamento

ultura I

Extracdo de DNA das Amostras clinicas: Badloscopia e ¢
Sangue, Urina, Lav. Gastrico,BAL,
LCR,L. Pleural, Escarro e etc.

Testes Bioguimicos: PME, TCH,

MULTIPLEXPCR Miacina 8 catalase para
diferenciacao fenotipica M.
tuberculosis das MNT

/

M. tuberculosis I

Sp65

T

identificacdo

MULTIPLEXPCR

genotipica da
MNT

Figura 3: Fluxograma da coleta das amostras clinicas, isolamento e identificacdo de cepas d
convencionais e moleculares.

e micobactérias, pelos métodos
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Baciloscopia: O protocolo de coloragdo pelo método de Ziehl-Neelsen para a identificacéo e
a quantificacdo do BAAR foi realizado de acordo com as normas técnicas do Manual de
Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2005).

5.8 Cultura e identificacdo de micobactérias em meio Lowestein-Jensen a partir das
amostras bioldgicas

Apos descontaminacdo das amostras, exceto do sangue, o sedimento foi ressuspendido
em 2 mL de agua esterelizada. Em seguida, com pipeta de Pasteur, foram semeadas de 3 a 4
gotas (0,2 mL) do sedimento em 2 tubos de meio Lowenstein-Jensen, em mais um tubo de
meio LOowenstein-Jensen com acido para-nitrobenzoico (PNB) e num terceiro tubo com meio
Lowenstein-Jensen e hidrazida do acido tiofeno (TCH). Os tubos foram incubados em estufa a
37°C onde foram observados semanalmente até a 8% semana, ou até quando ocorresse
crescimento de colonias em algum tubo. Todos os meios foram preparados no Lab. de
Imunoepidemiologia do CPgAM/FIOCRUZ e passaram por testes de esterilidade (estufa a
37°C sem inoculacdo de amostra) e controle de qualidade do meio (inoculacdo de cepa de
referéncia H37Rv de M. tuberculosis). Foram realizados os testes bioquimicos e de
suscetibilidade ao acido para-nitrobenzdico (PNB) e a Hidrazida do acido tiofeno 2
carboxilico(TCH), acumulacdo de Niacina e catalase termoestavel a 68 °C para identificacdo
das micobactérias (BRASIL, 2005). Considerou-se como padrdo ouro a cultura com testes
fenotipicos e bioquimicos para identificacdo e diferenciacdo das micobactérias, sendo estas

provas realizadas no estudo, capazes de diferencia M. tuberculosis das MNT.

5.9 Cepas de referéncia de micobactérias

As cepas de referéncia: Mycobacterium tuberculosis (H37Rv), Mycobacterium. bovis,
Mycobacterium  avium,  Mycobacterium  smegmatis, = Mycobacterium  fortuitum,
Mycobacterium. chelonae, Mycobacterium. intracelullare, Mycobacterium massiliense foram
cedidas pelo laboratério de micobactérias da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UNIFESP/IMPPG-UFRJ). Estes microrganismos foram utilizados como controle dos
sistemas baseados em PCR.
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6.0 Extracdo de DNA gendmico de micobactérias

O DNA das cepas de referéncia e cepas isoladas de amostras clinicas de pacientes em
meio LOwestein-Jensen foi extraido e purificado através do método convencional utilizando
uma mistura de solventes, fenol-cloroformio (SAMBROOK et al., 1989). Sendo retiradas
duas algas com coldnias de micobactérias do meio de cultura e colocadas em 100uL de agua
destilada e esterelizada. Na primeira etapa da extracdo a suspensdo foi aquecida em bloco
seco a 100°C por 10min, em seguida congelada a -75°C por 20min. Ap6s o descongelamento
da amostra foi adicionado 400uL de uma solugéo de lise composta por (NaCl 100mMl; TrisCl
10mM, pH 8; dodecilsulfato de sddio (SDS) 0,5%) e 6ulL de proteinase K e incubada
novamente a 65°C por 30min. Na segunda etapa da extracdo foi adicionado uma solucédo de
fenol/fenol-cloroformio(1:1)/Cloroformio, utilizando um volume 500uL dos solventes e a
cada etapa a amostra foi centrifugada a 5000rpm por 3min. Em seguida o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspendido com isopropanol absoluto gelado e mantido no
congelador por no minimo 4 horas. Na ultima etapa o alcool foi desprezado e o precipitado
seco em temperatura ambiente por alguns minutos, sendo em seguida ressuspendido com
50uL de agua milli-Q e estocado a -20°C para posterior quantificacdo em espectrofotémetro

Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech) para ser utilizado nas reacdes de PCR.

6.1 Extracdo de DNA das amostras bioldgicas:

Para a extracdo do DNA das amostras bioldgicas foram testados quatro diferentes
protocolos de extracdo:
1- O protocolo “in house” de Rossetti et al (1997) com modificagdes: Uma aliquota de 500ul
da amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 10 min e acrescida de 3 lavagens com tampao
Tris-EDTA (TE). O sedimento foi ressuspendido em 100ul de TE 1x e aquecido em
termobloco a 100°C por 10 min. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo e adicionado 5ul de resina (Sephaglas BandPrep Kit, Amersham Pharmacia
Biotech) mais 2 vezes o volume final de uma solu¢do de lodeto de Sodio (0,9g/mL) e

manualmente agitado por 5 min. Em seguida foi incubado a temperatura ambiente por mais 5
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min. Os tubos foram centrifugados por 1 minuto, descartando o sobrenadante e adicionando
200ul de etanol a 70%, novamente agitando e centrifugando por 1 minuto. O sedimento foi
deixado a temperatura ambiente durante 60 minutos, para a secagem completa e
ressuspendido com 40ul de TE sendo incubado em banho-maria a 50°C por 10 min. Apos
centrifugagcdo por 1 min, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, previamente
numerado e estocado a —20°C, até a ocasido de uso na PCR.
Também foram testados os seguintes kits: 2- O Kit Illustra tissue & cells genomicPrep Mini
Spin Kit ( GE Healthcare) , 3- O Kit QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook (
QIAGEN) e 4- AccuPrep Genomic DNA Extration Kit ( BIONEER), seguindo o protocolos
propostos pelos fabricantes.

Esta etapa foi realizada para comparacdo e identificacdo do metodo de extracdo mais
eficiente que pudesse ser utilizado na Multiplex PCR. Controles negativos contendo apenas
Tris-EDTA (TE) foram incluidos a cada série de extracdo para controle de contaminacgéo

deste processo.

6.2 Caracterizagdo genotipica das cepas de micobactérias ndo tuberculosas:

Para caracterizacdo das cepas micobactérias ndo tuberculosas foi realizado no Laboratorio
de Imunoepidemiologia do CPqAM/Fiocruz a técnica de PRA (polymerase chain reaction and
restriction enzyme analyze) especifica do gene hsp65 que codifica a regido de choque térmico
de 65KD e analise de enzimas de restricio do produto gerado pelo PCR, através da
eletroforese. Foi utilizado o protocolo do laboratério do Depto. Microbiologia Médica do
Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes—UFRJ: 2uL do DNA extraido das cepas pelo
método fenol/cloroférmio foi adicionado a uma mistura contendo: 10mM Tris-HCI (pH 8,3),
50 mM KCI, 2,5mM de MgCl,, 10 mM de dNTP, 1U de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen),
0,5 pL  de formamida e 25pmoles/ pL  de cada oligonucleotideo Tbl1(5’
ACCAACGATGGTGTGTCAT) ¢ Tbl2 (5° CTTGTCGAACCGCATACCCT), perfazendo
um volume final de 50uL. A mistura de reagdo passou por uma desnaturacéo inicial de 94°C
por 5 minutos. A amplificacdo foi realizada no termociclador Mastercycle Gradient

(Eppendorf AG), sendo composta por 45 ciclos, com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
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anelamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, com uma extenséo final a

72°C por 7 min. Tendo como produto final um fragmento de 439 pb.

Os produtos amplificados foram submetidos a digestdo com as enzimas de restri¢do
BstEIl e Haelll , separadamente. As reacOes de digestdo foram feitas em volume final de
10puL, contendo 10U das enzimas de restricdo, tampdo especifico 10 vezes mais concentrado e
10pL do produto de PCR. As temperaturas e tempo de digestdo foram de 60°C e 37°C por
trés horas para as enzimas BstEIl e Haelll, respctivamente. Os produtos digeridos foram
separados em gel de agarose 3% em tampdo TE 1x e o padrdo de digestdo foi visualizado em
transiluminador, apds ser corado com brometo de etidio. Para o célculo do nimero e do
tamanho dos fragmentos, foi utilizado como referéncia marcadores de peso molecular de 50pb
aplicado nas laterais e de 25pb no centro de cada gel e as imagens foram capturadas em
fotodocumentador. A identificacao foi finalizada comparando-se os tamanhos dos fragmentos
com o algoritmo descrito no site PRASITE (HTTP://app.chuv.ch/prasite/index.html)
(CHIMARA et al., 2008).

6.3 Descricéo dos oligonucleotideos que comp6e a PCR multiplex

O primeiro par de oligonucleotideos € especifico para o gene que codifica o antigeno
65KDa do M.tuberculosis, e produz um amplicon de 165pb (SHINNICK, 1987).

Tabela 1. Caracteristicas do 12 par de oligonucleotideos utilizados na PCR Multiplex

NOME SEQUENCIA ALVO ESPECIFICIDADE REFERENCIA
5’ CTA GGT CGG .
] Género o
Oligonucleotideo 1 GAC GGT GAG GCC Gene hsp65 . Shinnick, 1987
Mycobacterium
AGG 3’
] Género o
Oligonucleotideo 2 5° CAT TGC GAA GTG  Gene hsp65 ) Shinnick, 1987
Mycobacterium
ATT CCT CCG GAT 3’

O segundo par de oligonucleotideo é especifico para o gene dnalJ que produz um
amplicon de 365pb, observado em Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium, mas

ndo em outras espécies de micobactérias (TAKEWAKI et al., 1993).


http://app.chuv.ch/prasite/index.html
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Tabela 2. Caracteristicas dos 2° par oligonucleotideos utilizados na PCR Multiplex.

NOME SEQUENCIA ALVO ESPECIFICIDADE REFERENCIA
M. tuberculosis e M. .
Oligonucleotideo 3 5" AAG AGG AAG Gene dnaJ . Takewaki et al.,
avium
GAG AGA GGG G ¥’ 1993
M. tuberculosis e M. .
Oligonucleotideo 4 5’ GTC GTT GAG GTT  Gene dnal . Takewaki et al.,
avium
GAA CTC 3’ 1993

O terceiro par de oligonucleotideos é especifico para o elemento de insercdo 156110 que
estd presente nas cepas do complexo Mycobacterium tuberculosis, gerando um amplicon de
541pb (KOX et al., 1994).

Tabela 3. Caracteristicas do 3° par de oligonucleotideos utilizados na PCR Multiplex.

NOME SEQUENCIA ALVO ESPECIFICIDADE REFERENCIA
. . 5> GTG CGG ATG GTC  Sequéncia de Complexo M.
Oligonucleotideo 5 Kox et al., 1994
(Pt-8) GCA GAG AT 3’ insercdo 156110 tuberculosis
. . Sequiéncia de Complexo M.
Oligonucleotideo 6 5° CTC GAT GCC CTC 3 ) Kox et al., 1994
(Pt-9) insercdo 1S6110 tuberculosis
ACGGITCA®

6.4 Condicdes da PCR multiplex

Na PCR multiplex, os trés pares de oligonucleotideos acima descritos, foram utilizados
em uma unica reacdo com a mistura contendo: 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 2,5mM
de MgCl,, 2 mM de dNTP, 2.5U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 20pmol, 50pmol e
10pmol de cada par de oligonucleotideo, respectivamente. A essa mistura foram adicionados
10uL do produto de extragdo das amostras clinicas e quando realizada com DNA genémico
de cepas de micobactérias foi adicionado 2L de DNA com concentracdo de 20ng/uL de cada
cepa, perfazendo um volume final de 50uL. A mistura de reacdo passou por uma pré-
incubagdo de 85°C por 5 minutos e uma desnaturacdo inicial de 94°C por 10 minutos. A

amplificacdo foi realizada no termociclador Mastercycle Gradient (Eppendorf AG), sendo
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composta por 40 ciclos, com desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1
minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, com uma extensdo final a 72°C por 10 minutos
(POROCA et al., 2009).

6.5 Analise dos produtos da PCR

Dez microlitros dos produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose a 2,0% e corado com brometo de etidio. Os fragmentos de DNA separados através de
eletroforese foram visualizadas em um transluminador de luz ultravioleta e fotografadas com
um sistema de documentacdo Kodak (Gel Logic 100 Imaging System), utilizando o software
Kodak molecular imaging software 4.0.0. O marcador de peso molecular utilizado foi o Low
DNA Mass Ladder sendo 0 mesmo composto por uma mistura equimolar contendo seis
fragmentos de DNA com 2000, 1200, 800, 400, 200 e 100pb cada.

7 RESULTADOS

7.1 Casuistica

No presente estudo foram incluidos 40 pacientes com diagndéstico final de tuberculose
realizado pelo médico assistente do servico de saude, sendo 63,15% do sexo masculino e
36,85% feminino, a idade variou de 27 a 64 anos (mediana de 44 anos), 27,3% foram de
atendimento ambulatorial e 72,7% de enfermaria. A forma clinica predominante da doenca foi
a forma pulmonar 85% e 15% extrapulmonar. Os principais sintomas clinicos apresentados
foram: tosse em 80% dos pacientes, 62,5% apresentou febre e 90% perda de peso. Alguns
pacientes estudados informaram apresentar doenga pré-existente, tais como: tuberculose
anterior (10%), HIV (10%), diabetes (7,5%), hanseniase (2,5%) e hipertensao arterial (2,5%).
No que se refere aos dados laboratoriais do paciente, 82% dos pacientes tinham realizado
radiografia de torax e 21,7% o teste tuberculinico de Mantoux. Do total de pacientes

participantes do estudo ndo houve caso diagnosticado de micobactéria ndo tuberculosas
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(MNT) pelos critérios utilizados nos servicos publicos de salde para o diagnostico de
micobacterioses. As informag6es epidemioldgicas, demogréficas e clinicas estdo descritas na
tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas e demograficas dos 40 pacientes com o diagnostico final de tuberulose realizado
pelo médico assistente do servigo de salde.

Caracteristicas TB pulmonar TB extrapulmonar
Procedéncia
Ambulatério 11 (27,3%) _
Enfermaria 24(60,1%) 5 (12,6%)
Sexo
Masculino 27 (67,5%) 1(2,5%)
Feminino 8 (20%) 4 (10%)
Doenga preexistente
HIV 2 (50%) 2 (50%)
TB Retratamento 4 (100%) _
Diabetes 2 (66,66%) 1(33,34)
Hipertensdo 1 (100%) _
arterial
Hanseniase 1 (100%)

7.2 Espécimes bioldgicos coletados

Foi processado um total de 58 espécimes bioldgicos provenientes dos 40 pacientes
diagnosticados com tuberculose. Dentre os espécimes analisados, 22 (38%) foram de origem
pulmonar e 36 (62%) extrapulmonar, que se dividiram entre: amostras de escarro 20
(34,48%), lavado broncoalveolar 2 (3,44%), amostra sanguinea 23 (39,65%), urina 12 (
20,68%) e aspirado de lesdo de pele 1 (1,76%). Realizaram-se baciloscopia de 18 amostras
sendo destas, 94,4 % positivas para BARR. Foram isoladas em meio de cultura, Léwenstein-
Jensen 40 cepas sendo 23 (57,5%) cepas isoladas de escarro, 3 (7,5%) de Lavado
broncoalveolar, 3 (7,5%) de liquido pleural, 8 (20% ) de urina, 2 (5%) de biopsia e 1 (2,5%)
de leséo de pele.

Em relacdo as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas das 40 cepas de micobacterias
estudadas, 55% foram caracterizadas como M. tuberculosis, 22,5% como micobacterias ndo
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tuberculosas, 15% dos resultados foram inconclusivos e 7,5% ndo poderam ser realizado,

pois ndo obtivemos uma quantidade de cultura suficiente para realizagdo dos testes.

7.3 Avaliacdo de método de extracdo e purificacio de DNA de micobactérias em

espécimes bioldgicos através PCR multiplex

Na pesquisa foram utilizados um total de 65 espécimes biologicos, sendo as 58
amostras descritas no item 7.2 mais 7 amostras que ndo tiveram cepas isoladas em cultura,
porém os pacientes tiveram o diagnéstico de Th confirmado pelo médico do servico de saude,
sendo processadas 12,3% (n=8) das amostras pelo protocolo segundo Rossetti et al (1997),
12,3% (n=8) seguindo o protocolo proposto pelo fabricante dos Kits Illustra tissue & cells
genomicPrep Mini Spin Kit ( GE Healthcare), 4,6% (n=3) AccuPrep Genomic DNA Extration
Kit ( BIONEER) e 70,7% (n=46) QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook (

QIAGEN). Avaliados por meio da técnica de PCR multiplex, como sumarizado na tabela 5.

Tabela 5: Protocolos de extracdo e tipos de amostras clinicas

Protocolo de extracéo Amostras pulmonares Amostras extrapulmonares  Total

Rossetti, 1997 2 (25%) 6 (75%) 8 (100%)
Illustra 2 (25%) 6 (75%) 8 (100%)
Qiagen 19 (41,4%) 27 (58,6%) 46 (100%)
Bionner 1(33,4%) 2 (66,6%) 3 (100%)
Total 24 (52,31%) 31 (47,69%) 65 (100%)

Apos avaliacdo dos diferentes protocolos de extracdo, foi visualizada amplificacdo
especifica do alvo 16110, na amostra do pogo 7, os alvos dnaJ e 1S6110 no po¢o 5 e no poco 9
foi observada a amplificacdo dos alvos 156110 e hsp65 simultaneamente de escarros coletados
de paciente bacilifero,com diagnéstico Th pulmonar, quando utilizado o Kit QlAamp DNA
Mini and Blood Mini Handbook (QIAGEN) como demonstrado na figura 5. Nos métodos de
extracdo “in house” Rossetti, 1997, Illustra tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit ( GE

Healthcare) e AccuPrep Genomic DNA Extration Kit ( BIONEER) n&o houve amplificacdo
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quando utilizadas amostras de escarro coletadas de paciente bacilifero através da técnica de
PCR multiplex.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Figura 4: Gel de agarose com produto da PCR multiplex com escarro baciliferos
Nota: A faixa M representa 0 marcador molecular 50pb DNA Ladder ( New England
BioLabs), as faixas de 1 a 10 representam DNA de micobactérias extraidos de amostras
de escarro utilizando o Kit QlAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook (QIAGEN),
11- Controle positivo (DNA genémico de M. tuberculosis H37RV), 12- controle
negativo da reacdo

7.4 Avaliacdo do padrao molecular de identificacdo estabelecido pelo sistema de PCR

multiplex em cepas de micobactérias isoladas em meio de cultura.

A PCR multiplex foi também testada utilizando DNA gendmico extraido pelo método
fenol cloroformio de 40 cepas isoladas de amostras pulmonares e extrapulmonares em meio
de cultura Lowenstein-Jensen. Destas 40 cepas de micobactérias estudadas, 27 apresentaram
padrdo molecular de M. tuberculosis pela PCR multiplex, com amplificacdo dos trés alvos
1S6110, dnaJ e hsp65 simultaneamente. Nas 13 cepas restantes foi visualizado um padrdo de
amplificacdo inespecifico, ou seja, estas ndo apresentaram padrdo de bandeamento esperado
conforme o obtido no processo de otimizagdo da técnica de PCR multiplex (POROCA et al.,
2009), porém houve a amplificagcdo do fragmento de tamanho 20 a 40 pares de bases menor
que 165pb em algumas cepas de micobactérias, o que as caracterizou como MNT na PCR

multiplex (Figuras 5 e 6).
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Figura 5: PCR multiplex de cepas isoladas de amostras de pacientes

Nota: A faixa M representa 0 marcador de peso molecular Low mass Ladder®, nas faixas
1 a 10 cepas isoladas de pacientes extraidos pelo método fenol/ cloroformio, 11 e 12
Controle positivo (DNA genomico de M. tuberculosis), 13- controle negativo da reacdo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

Figura 6: PCR multiplex de cepas isoladas de amostras de pacientes

Nota: A faixa M representa o marcador de peso molecular 50pb DNA Ladder
(New England BioLabs), nas faixas 1 a 8 cepas isoladas de pacientes extraidos
pelo método fenol cloroformio, 9 e 10 Controle positivo (DNA genomico de M.
tuberculosis), 11- controle negativo da reacdo



Lima, A. S. Deteccédo rapida e diferenciacao de espécies... 43

7.5 Comparagdo do método de PCR multiplex com os métodos laboratoriais

convencionais de diagndstico da tuberculose.

Do total de 40 cepas estudadas 67,5% (n= 27) foram identificadas como
Mycobacterium tuberculosis quando foi realizado a PCR multiplex e 32,5% (n=13)
tiveram um padréo de bandeamento inespecifico.

Quando comparamos os resultados da PCR multiplex realizados nas cepas isoladas de
amostras clinicas com a cultura e os testes fenotipicos e bioquimicos realizados em 31
cepas, total de cepas que foram caracterizadas e identificadas utilizando testes fenotipicos
e bioquimicos verificamos que houve 93,3 % de concordancia dos resultados. Tabela 6

Tabela 6- Concordancia da PCR multiplex com o padrdo-ouro em cepas de micobactérias
isoladas de amostras clinicas.

Cultura e testes fenotipicos e bioquimicos PCR Multiplex
M. tuberculosis 21 (95,4%)
MNT 7 (87,5%)
Total 28 (193,3%)

Nota: MNT Micobactérias ndo tuberculosas

7.6 Comparacédo do metodo de PCR multiplex com a metodologia do PRA-hsp65 na

identificacdo de micobactérias

Nesta etapa do estudo, as 40 cepas de micobactérias isoladas de amostras clinicas
foram identificadas através da analise do padrdo de bandeamento obtido pela técnica do PRA—
hsp65. Destas 72,5%( n= 29) foram identificadas como sendo do complexo Mycobacterium
tuberculosis, 10% (n=4) Mycobacterium fortuitum 2; 2,5% (n=1) da espécie Mycobacterium
abscessus 2/Mycobacterium bolletii/Mycobacterium massiliense, 2,5% (n=1) Mycobacterium.
gastri 2 / Mycobacterium kansasii 6 , 2,5% (n=1) Mycobacterium parmense tipo 1 e 10%
(n=4) ndo foi possivel visualizarmos restricdo. A figura 7 representa algumas das cepas
identificadas em gel de agarose a 3% a partir do produto de restricdo obtido pela técnica do
PRA-hsp65.
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Figura 7: PRA-hp65 de cepas isoladas de amostras clinicas de pacientes

Nota: As faixas 1 a 10 representam o padrdo de restri¢do de cepas isoladas de amostras de pacientes
utilizando as enzimas BstEIl e Haelll respectivamente,11-(cepa de referencia de M. abscessus 1),
12 e 13(cepa de referencia de M. abscessus 2/M. bolletii/M.massiliense) como controles. Os
marcadores de peso molecular utilizados foram de 50pb DNA Ladder nas laterais € o de Low
Molecular Weight DNA ladder no centro do gel de agarose a 3%.

Os resultados da identificacdo de 36 cepas de micobactérias onde foi possivel a
visualizacdo do padrdo de restricdo utilizando a técnica do PRA-hsp65 foram comparados
com os resultados da PCR multiplex e verificamos que houve 100% de concordancia nos

resultados. Tabela 7

Tabela 7: Concordancia da técnica de PCR multiplex utilizando como padréo- ouro 0 PRA-hsp65
em cepas de micobactérias isoladas de amostras clinicas

PRA-hsp65 PCR Multiplex
CMTB 29 (1100%)
MNT 7 (100%)
Total 36 (100%)

Nota: CMTB- Complexo Mycobacterium tubérculos, MNT- Micobactérias ndo tuberculosas
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7.7 Comparacdo da PCR multiplex com o diagnéstico final do paciente

Quando comparamos os resultados obtidos da PCR multiplex realizados em 40 cepas
isoladas de amostras clinicas com o diagnostico final realizado pelos profissionais médicos
dos servicos de saude, verificamos que 67,5% (n=27) dos resultados obtido na PCR multiplex
concordaram com o diagnostico final dos pacientes e 32,5% (n=13) apresentaram padréo
molecular considerado de MNT, ndo concordando com o diagndstico de tuberculose. Dentre
estes treze casos, 23% (n=3) estavam iniciando o0 segundo esquema para O tratamento de
tuberculose (retratamento).

Comparamos os resultados da PCR multiplex, PRA-hsp65 e diagndstico final do
paciente com os resultados do padrdo ouro (cultura e testes fenotipicos e bioquimicos) de 31

cepas, e 0s mesmos estdo sumarizado na tabela 8.

Tabela 8: Concordancia dos resultados da PCR multiplex, PRA-hsp65 e diagndstico final feito pelo médico do servico de
salide com a cultura , testes fenotipicos e bioquimicos em cepas de micobactérias isoladas de amostras clinicas.

Testes fenotipicos e PCR multiplex PRA-hsp65 Diagnostico do médico
bioguimico
CMTB 95,4% 95,45% 5%

MNT 87,5% 87,5% -

Nota: CMTB- Complexo Mycobacterium tuberculosis, MNT- Micobactérias néo tuberculosas
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8. DISCUSSAO

A tuberculose, doenca tdo antiga que quase se confunde com a prépria historia do
homem, mantém-se como importante problema de salde publica (HIJJAR, 2001). A
tuberculose ndo é uma doenga individual, mas sim social que se espalha através do ar e
contamina outros membros da sociedade sem o seu conhecimento ou consentimento. E uma
doenca passivel de prevencdo e cura, desde que diagnosticada e tratada adequadamente
dependendo, portanto, de um adequado e responsavel sistema de saude (SBARBARO, 1997).

O agente causador da tuberculose, considerada uma emergéncia global devido ao
elevado nimero de mortes e novos casos, pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMT). No entanto, outras especies citadas como micobactérias ndo tuberculosas (MNT)
também estdo associadas a doenca humana desde a década de 30 e sua frequéncia tem
aumentado nos ultimos anos em todo o0 mundo (BRANCJ, 1931; PRIMM et al., 2004).

Embora o diagnostico destas doencas ainda seja realizado primeiramente com base
em métodos convencionais, como baciloscopia e cultura, muitos meétodos moleculares estao
sendo introduzidos e incorporados nas rotinas dos laboratérios de micobacteriologia
(CHIMARA, 2009).

O paradoxo entre os avancos no diagndstico e no tratamento da TB e as altas taxas de
incidéncia e mortalidade nos paises em desenvolvimento recai sobre a questdo da
vulnerabilidade. A wvulnerabilidade é o conjunto de fatores de natureza bioldgica,
epidemiologica, social, cultural e politica, cuja interacdo amplia ou reduz o risco ou a
protecdo de um grupo populacional, frente a uma determinada doenca, condi¢do ou dano
(BOMBARDA, 2009).

Em nosso estudo, os casos de tuberculose foram predominantes na populacdo
masculina (63,15%), correspondendo aos dados encontrados na literatura. Segundo Caliari &
Figueiredo (2007) tal fato é justificado na literatura em virtude deste grupo ser mais exposto a
doenca quando comparada a populacdo feminina. Em relacdo a faixa etaria, os nossos dados
(29 a 64 anos, com mediana de 44 anos) se apresentaram acima do padrdo nacional com a
prevaléncia da doenca na faixa entre os 20-49 anos. No entanto, estudos mostram que nos
altimos 20 anos houve uma elevacdo da incidéncia da tuberculose nas faixas etarias de 39-49
anos e de mais de 60 anos, fazendo com que a mediana de idade esteja em torno de 41 anos

(ALVES et al., 2000). A maioria dos pacientes participantes do estudo foi proveniente de
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enfermaria, provavelmente pela conduta clinica de internar os pacientes com baciloscopia
positiva para iniciar o tratamento especifico no servigo de salde de onde tivemos a maior
demanda de pacientes.

No presente trabalho verificamos que 10% dos pacientes estavam coinfectados HIV/
TB, indice abaixo do encontrado no Brasil onde a prevaléncia do HIV nos pacientes com TB é
de 20%, provavelmente os dados do nosso estudo ndo concordam com a prevaléncia brasileira
devido ao nimero reduzido de pacientes coinfectados analisados na pesquisa. No entanto, a
literatura descreve a tuberculose como a primeira causa de morte em pacientes com AIDS
(BARREIRA, 2008). Em nosso estudo 75% dos coinfectados TB/HIV foram ao 6bito durante
o trabalho.

Nesta pesquisa 10% dos pacientes com suspeita de infeccdo por micobactérias
informaram ter tido tuberculose anterior. Além da infeccdo pelo virus HIV e diferentes fatores
que causem imunossupressdo, a literatura descreve outros fatores de risco para as infecgdes
por micobactérias. A doenca pulmonar por MNT geralmente ocorre em pacientes com doenca
pulmonar cronica como pneumoconiose, doenca pulmonar obstrutiva crénica, tuberculose
pré-existente, bronquite crénica, bronquiectasia e doenca esofagica associada a aspiracéo
cronica de material alimentar pelas vias aéreas (ATS, 1997; KOH et al., 2002).

A nocdo de que a diabetes mellitus e a tuberculose estdo associadas € tdo antiga e
prevalente que ha muito tempo é tida como certa. Em nosso estudo, 7,5% dos pacientes com
suspeita de infeccdo por micobactérias tinham diabetes. Contudo, ha poucos estudos
exaustivos que permitam uma avaliagdo quantitativa da incidéncia da tuberculose em
diabéticos, quando comparada com a de controles apropriados. Num grande estudo realizado
na Filadélfia, nos anos 40, a incidéncia foi de 8.4% nos diabéticos e de 4.3% em trabalhadores
industriais ndo diabéticos (BOUCOT et al., 1952). Na Suécia, Silver e Oscarsson, 1958
diagnosticaram tuberculose pulmonar em 3.4% dos seus diabéticos, contra 0.88% num grupo
controle da populacdo geral. Depois de ajustado para a idade e 0 sexo, o risco relativo
estimado foi de 3.6. Opsahl et al (1961), encontraram uma incidéncia da doenca, entre 0s
diabéticos, trés vezes superior a da populacdo geral. Por outro lado, chama-se a atencdo de
que a diabetes se correlaciona positivamente com o aumento do indice de massa corporal,
enquanto que o risco de tuberculose se correlaciona negativamente (PALMER et al., 1957,
WAALER, 1984; TVERDAL,1986), conduzindo a uma potencial subvalorizacdo do risco de
tuberculose nos diabéticos, se ndo for feito o devido ajuste em relacdo ao peso corporal.

A hipertensao arterial e hanseniase também foram citadas por 2,5% dos pacientes com

suspeita de infeccdo por micobactérias participantes da pesquisa, porém ndo encontramos na
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literatura dados que indique nenhuma dessas patologias como fator de risco para infecgdo por
MNT e M. tuberculosis.

Atualmente, com o aumento no numero de co-infeccdo HIV/TB e de cepas
multirresistentes, além de apresentacBes atipicas da doenca, nos deparamos com nimeros
alarmantes e que evidenciam a necessidade de novas abordagens diagndsticas e terapéuticas
(BOLLELA et al., 1999). Tradicionalmente, em laboratérios de saude publica sdo usados
métodos fenotipicos para identificacdo de micobactérias. Porém as condicfes de realizacdo
sdo criticas para a obtencdo de resultados confiaveis e reprodutiveis, pois 0s mesmos variam
de acordo com concentracdo de substrato, tempo da reagdo, composicdo do tampao,
comprimento de onda usado para detectar os produtos, reagentes colorimétricos e qualidade e
quantidade da cultura analisada. Alem da demora para obtencdo dos resultados, levando de
quatro a oito semanas para o crescimento das cepas de micobacterias, podem apresentar
resultados inconclusivos na presenca de culturas mistas (MARTINS 2000, BLANCO et al.,
2002, UEKI et al., 2005).

Avancos nas técnicas de biologia molecular e a informacdo proporcionada pelo
sequenciamento do genoma completo de Mycobacterium tuberculosis estimularam o
desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnéstico rapido da tuberculose, inclusive na
diferenciacdo de M. tuberculosis de outras micobactérias, além da deteccdo rapida de
resisténcia a drogas (COLE, 1998; PALOMINO, 2005).0s testes baseados em PCR tem se
mostrado promissores na deteccdo de micobacterias em amostras clinicas (BRISSON-NOEL,
1991; KHANDERKAR et al., 1994). A PCR multiplex tem como alvo alguns diferentes genes
simultaneamente e tém sido utilizada na deteccdo e identificacdo de micobacterias do
complexo Mycobacterium tuberculosis e micobactérias ndo tuberculosas no diagndstico
laboratorial de rotina (KLEMEN et al., 1998; KIM et al., 2004; BHATTACHARY et al.,
2003; POROCA et al., 2009)

Para 0 bom desempenho de técnicas baseadas em PCR, varios fatores tém que ser
levados em consideracdo. Um deles é o0 método de extracdo de DNA (KRITSKI et al., 1997).
Neste estudo para a escolha do método de extracdo que proporcionasse um melhor
desempenho da PCR Multiplex em amostras clinicas de origem pulmonar e extrapulmonar foi
considerado a observacdo da amplificacdo dos alvos especificos em diferentes espécimes
biol6gicos. As amostras pulmonares de pacientes com bacteorioscopia positiva foram as que
apresentaram pelo menos a amplificagdo de um alvo especifico, este resultado se deve,
provavelmente pelo maior nimero de bacilos presentes neste tipo de amostra clinica. As

amostras extrapulmonares utilizadas sdo paucibacilares, pois foram coletadas de sitios
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distintos do local da infecgdo, além disso, durante as etapas de descontaminacdo e extracdo
das amostras clinicas ocorrem perda de DNA do bacilo. Sendo necesséria a otimizacdo destas
etapas para utilizacdo da PCR em amostras clinicas. A maioria dos estudos avalia sistemas
baseados em PCR multiplex para identificacdo e diferenciagdo utilizando cepas de
micobactérias isoladas em meio de cultura, provavelmente pela dificuldade de se conseguir
validar estes sistemas em espécimes bioldgicas (KURABACHEW et al., 2004; BAKSHI et
al., 2005; AHMAD et al., 2007).Conforme o encontrado na literatura, as amostras
extrapulmonares sdo na maioria das vezes paucibacilares e com maior nimero de inibidores
da PCR. Além disso, a hemoglobina presente no sangue pode inibir a PCR porque 0s ions
Fe++ competem com os ions Mg++, fundamentais na a¢do da enzima DNA polimerase. E
mesmo depois do processo de extracdo do DNA, esses inibidores podem permanecer na
amostra por apresentarem resistentes a fervura, ndo serem destruidos por proteinases e nao
serem dissolvidos em solventes organicos (AN et al., 1991; BAREA et al., 2004). Além de
outros inibidores presentes nas amostras clinicas de origem extrapulmonar, como a
quantidade enorme de componentes de sais presentes na urina, enzimas, outras bactérias que
por ventura poderiam atrapalhar o processo de purificacdo de DNA (LIMA, 2006). Diante dos
resultados obtidos com PCR multiplex em amostras clinicas pulmonares verificamos a
necessidade de este sistema passar por uma etapa de otimizacdo com amostras pulmonares
sabidamente baciliferas para avaliarmos a possibilidade esta ferramenta ser utilizada com este
perfil de amostra na detec¢do de DNA de micobacteérias.

Quando a PCR multiplex foi utilizada na diferenciacdo de cepas de Mycobacterium
tuberculosis das MNT isoladas em meio de cultura foi verificado um bom grau de
concordancia com o padrdo ouro (cultura e testes fenotipicos e bioquimico), 93,3%. Quando
comparamos o grau de concordancia da PCR multiplex e do PRA-hsp65 com o padrdo ouro
observamos que as duas ferramentas moleculares obtiveram o mesmo grau de concordancia
tanto para o complexo Mycobaterium tuberculosis como para as MNT, 95,45% e 87,5%
respectivamente. Porém vale ressaltar que a PCR multiplex devido a amplificacdo de trés
diferentes alvos especificos na mesma reacdo tem a capacidade de, ndo apenas dizer que a
cepa é do complexo Mycobacterium tuberculosis, mas diferenciar as espécies de M.
tuberculosis, M. bovis e M. avium (POROCA et al., 2009; BHATTACHARY et al, 2003).
Enquanto que o PRA-hsp65 ndo diferencia as cepas do complexo Mycobacterium
tuberculosis, mas é capaz de atraves do padrdo de restrigdo, fazer a identificacdo da maioria
das espécies de MNT (CHIMARA, 2005; BRUNELLO et al., 2001).
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O Sistema de PCR multiplex avaliado neste estudo obteve excelente grau de
concordancia, 100%, quando comparado com a técnica do PRA-hsp65 sendo considerado o
padrdo ouro na identificacdo de micobacterias. O PRA-hsp65 € uma técnica molecular
indicada para identificacdo das MNT que vem sendo utilizada nos laboratérios de referéncias
de micobactérias, porém esta ferramenta é indicada nos casos onde o crescimento na cultura e
as caracteristicas fenotipicas e bioquimicas sugerem o crescimento de cepas de MNT, além da
necessidade de ap6s a amplificacdo por PCR ser realizado a digestdo com enzimas restricdo
especifica, o que demanda tempo e custo elevado (CHIMARA, 2005).

Para o diagndstico diferencial da tuberculose com o das doencas causadas por MNT é
preciso muita cautela, pois os sintomas clinicos e as imagens radiolégicas das MNT podem
ser semelhantes ao da tuberculose. A baciloscopia, teste de triagem feito na rotina para o
diagnostico das doengas causadas por micobacterias, tem sensibilidade limitada e ndo tem a
capacidade de diferenciar as espécies de micobactérias. A cultura em meio especifico tem boa
sensibilidade, mas demanda de quatro a oito semanas para 0 crescimento bacteriano
prolongando o diagndstico definitivo (SMITH et al., 1996; BRASIL, 2008)

Quando comparamos o padrdo ouro (cultura e testes fenotipicos e bioquimicos) com o
diagnostico final dos médicos do servico verificamos que apenas 75% dos casos de
tuberculose foram diagnosticados pelos critérios utilizados nos servicos de saude,
concordando com os dados da literatura que demonstram que no Brasil, cerca de 26,7% dos
pacientes sdo tratados sem confirmacgéo da tuberculose pulmonar, baseado apenas no quadro
clinico-radiolégico que muitas vezes é inconclusivo (MELLO, 2001). Metade de todos o0s
novos casos de tuberculose pulmonar apresenta baciloscopia negativa no diagndstico inicial,
assim se este fosse 0 Unico método empregado, metade dos casos ndo seria diagnosticado,
aléem de ndo ser capaz de diferenciar as espécies de bactérias alcool acido resistentes
(MARRONE, 2005).

Para o diagnostico de doencas causadas por MNT é necessario o isolamento destas
micobactérias em uma amostra clinica considerada estéril e para as amostras ndo estéreis é
preciso dois isolamentos e uma baciloscopia positiva para confirmacdo do diagndstico
bacteriolégico, pois o isolamento em uma Unica amostra de sitios ndo-estéries, como escarro,
urina ou fezes, geralmente ndo tem significado clinico, sugerindo contaminagdo transitoria
(RAJU; SCHLUGER, 2000; VAN CREVEL, 2001; UEKI et al., 2005). Estudos demonstram
que a presenca de MNT em uma Unica amostra de origem ndo estéril requer investigacdo
cuidadosa, e novas amostras devem ser examinadas para descartar a possibilidade de

contaminag&o ou colonizag&o transitoria (UEKI et al., 2005).
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Segundo Ueki et al (2005) houve um aumento nas taxas de isolamento das MNT na
década de 1990 quando comparadas com as décadas passadas. No entanto, é dificil a
correlacdo entre os isolamentos e o diagnostico da doenga devido a inexisténcia de uma
regulamentacdo oficial brasileira estabelecendo critérios clinicos e bacterioldgicos e, também
pela falta de integracdo entre a clinica e o laboratorio, de modo a garantir os diversos
isolamentos do mesmo sitio. No nosso estudo, ndo houve nenhum caso diagnosticado pelos
médicos dos servicos de saude como sendo infeccdo por MNT, mostrando a necessidade do
acompanhamento do paciente com a coleta de novos espécimes biol6gicos para a definicdo do
diagndstico de infeccdo causada por MNT. MARTINEZ et al (2007) salientam que a
consideracdo da possibilidade de doencas causada por MNT é o primeiro passo para o
diagndstico correto e a instituicdo do tratamento adequado.

Em estudo feito no Instituto Evandro Chagas no Pard de 2004 a 2007 todos o0s
pacientes infectados por micobactérias ndo tuberculosas foram detectados entre 0s casos
diagnosticados como tuberculose pulmonar os quais foram tratados com 0 esquema
antituberculose tradicional, ocorrendo fracasso no tratamento (COSTA et al., 2009). Em nosso
trabalho houve trés casos de pacientes com diagnéstico de tuberculose pulmonar que estavam
iniciando o segundo esquema de tratamento e em dois destes casos foram isolados em Unica
amostra pulmonar cepas caracterizadas como MNT e em um dos casos tivemos a
possibilidade de identificar como sendo da espécie de M. gastri 2/M. kansassi 6, utilizando o
PRA-hsp65. Estes dados indicam a necessidade de investigacdo de infeccdes causadas por
MNT em doengas pulmonares cronicas, pois diferentes estudos demonstram que as espécies
de MNT mais frequentemente isoladas nos casos de doenca sdo as pertencentes ao complexo
M. avium (MAC) e M. kansassi (GARCIA et al, 2005; GOMEZ, 2009). Ainda em um estudo
feito por Ueki et al (2005) foi demonstrado que a espécie mais prevalente em sitios
pulmonares foi o M. Kansassi e 0 MAC em doencas disseminadas.

O M. fortuitum é uma micobactéria de crescimento rapido de potencial patogénico muito
baixo, mas de importancia clinica crescente, sendo com frequéncia adquirido em hospitais e
podendo infectar pacientes com imunossupressdo (HINRICHSEN, 2007). Extrapolando os
nossos resultados e concordando com o encontrado na literatura, neste estudo, conseguimos
isolar em meio de cultura LJ a mesma cepa de micobactéria em amostra de urina e liquido
pleural, podendo neste caso ser definido o diagnostico bacteriolégico para MNT, segundo 0s
critérios ATS (2007), ja que o liquido pleural é considerado amostra estéril. As cepas foram
caracterizadas através dos testes fenotipicos, PCR multiplex e PRA-hsp65 e entdo identificada

como sendo M. fortuitum. Este paciente era portador do virus HIV e foi diagnosticado como
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sendo um caso de tuberculose pleural pelos médicos do servico de saude, indo a 6bito no
inicio do tratamento especifico para tuberculose. Diferentes trabalhos demonstram a
importancia da infeccdo por M. fortuitum em pacientes portadores de imunossupresséo,
descrevendo que as espécies mais prevalentes, nestes casos, incluem Mycobacterium avium
(MAC, 61%) seguidos do Mycobacterium fortuitum (19%) e Mycobacterium Kasassi (10%)
(PHILLIPS; VON, 2001; GUIDE et al., 2002).

Enfatizamos que os resultados da PCR multiplex ndo foram utilizados como critérios de
definicdo em nenhum dos casos de doencas causadas por micobactérias, sendo o diagnostico
realizado pelos médicos que acompanhava clinicamente o paciente nos servi¢os de salde.
Avaliando o custo e os beneficios da PCR multiplex como exame laboratorial para
diferenciagdo cepas do CMT das MNT, devemos levar em consideracdo principalmente a
rapidez no resultado. Alem de outras caracteristicas importantes como o diagndstico
diferencial da tuberculose para as infec¢bes causadas por MNT, instituicdo do tratamento
adequado precocemente, diminuicdo do tempo de internacdo de pacientes sem confirmacéo
diagnostica, além da reducdo dos indices de mortalidades, principalmente nos casos dos
pacientes com imunodepressdo. A padronizacdo e desenvolvimento de novos sistemas de
PCR tornam seu custo financeiro mais acessivel, ressaltando que essa tecnologia deve ser
utilizada apenas por centros de referéncia nos casos de diagnostico diferencial entre
tuberculose e doencas causadas por MNT que demandem diagndsticos mais rapidos e de
qualidade. Sendo assim, seu custo é factivel com a realidade deste perfil de pacientes.

A PCR multiplex pode ser utilizada como ferramenta auxiliar no diagndstico diferencial
da tuberculose das infec¢bes causadas pelas MNT. Entretanto ela ndo deve ser utilizada como
tnico método laboratorial, sendo de fundamental importancia que o diagnostico diferencial
seja fundamentado na andlise conjunta de varios parametros como 0s testes fenotipicos e o
PRA-hsp65, que identifiqguem as espécies de MNT. Desta forma havera a possibilidade de um
diagndstico rapido e preciso nos casos envolvidos em surtos de infec¢es por micobactérias
ndo tuberculosas e nos casos de doenca pulmonar crénica encaminhados ao centro de

referéncia para o tratamento de tuberculose.
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9. CONCLUSOES

e A PCR multiplex ¢ uma ferramenta auxiliar util para somar-se as outras métodos
no diagndstico diferencial da tuberculose e as doencas causadas por MNT;;

e E necessario uma otimizagdo do sistema PCR multiplex para sua utilizagio em
amostras clinicas pulmonares baciliferas na deteccdo de DNA de micobactérias;

e A PCR multiplex foi capaz de identificar e diferenciar M. tuberculosis das MNT
em cepas isoladas em meio de cultura.

e Comparacdo com o padrdo ouro

e Comparagdo com o PRA-hsp65

e A PCR multiplex pode ser indicada principalmente em caso onde existe suspeita
de infeccdo por micobactérias associada a fatores de risco, tempo prolongado

para o diagnostico diferencial e inicio precoce do tratamento especifico.
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Diferenciacao de micobactérias por PCR multiplex

Differentiation of micobacteria by multiplex PCR

Diogo da Rocha Poroca', Andrea Santos Lima', Juliana Falcio de Aratjo Lima!,
Heidi Lacerda Alves da Cruz!, Rosana de Albuquerque Montenegro',
Fabio Lopes de Melo?, Haiana Charifker Schindler' e Lilian Maria Lapa Montenegro'

RESUMO

0 trabalho visou 2 otimizacio de um método baseado na reacio em cadeia da polimerase multiplex - para diferenciacio de micobactérias de
interesse para a satide publica. A PCR Multiplex baseou-se na amplificagio simultinea do gene hsp65, presente em todo género Mycobacterium, do
gene dnaj, presente apenas em Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium e da sequéncia de insercio 186110 presente no complexo
Mycobacterium tuberculosis, gerando amplicons de 165pb, 365pb e 541pb, respectivamente. O limite de detec¢do foi de 1fg para o alvo hsp65,
100pg para o dnaj e 0,1fg para o 186110. A PCR multiplex detectou até 100pg de DNA de Mycobacterium tuberculosis. O sistema demonstrou ser
especifico e sensivel na detecco de Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium e Mycobacterium smegmatis.
0Os resultados obtidos utilizando cepas de referéncia demonstraram que a PCR multiplex pode ser uma ferramenta rdpida, sensivel e especifica na
diferenciagiio de micobactérias.

Palavras-chaves: Micobactérias. PCR multiplex. IS6110. dnaj. hsp65.

ABSTRACT

This study aimed to optimize 2 method based on the polymerase chain reaction - multiplex PCR - for differentiation of mycobacteria species of interest
for public health. The multiplex PCR was based on simultaneous amplification of the hspG5 gene, which is present in all species of the Mycobacterium
genus, the dna] gene, which is present only in Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium avium and the 186110 insertion sequence, which
is present in the Mycobacterium tuberculosis complex, generating amplicons of 165 bp, 365 bp and 541 bp, respectively. The detection limit was 1
fg for the hsp65 target, 100 pg for dnaf and 0.1 fg for 1S6110. The multiplex PCR detected down to 100 pg of DNA of Mycobacterium tuberculosis.
The system was shown to be specific and sensitive for detection of Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium
and Mycobacterium smegmatis. The results obtained using reference strains of mycobacteria showed that multiplex PCR may be a fast, sensitive and

specific tool for differentiation of mycobacteria.
Key-words: Mycobacteria. Multiplex PCR. 1S6110. dnaj. hsp65.

Identificado por Robert Koch, em 1882, o Mycobacterium
tuberculosis € a principal espécie do género Mycobacterium
que compde um grupo formado pelas espécies: Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium. africanum, Mycobacterium.
bovis, Mycobacterium bovis-BCG, Mycobacterium microti,
Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipetti,
denominado complexo Mycobacterium tuberculosis". Além
das espécies causadoras de tuberculose, existem ainda as
micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT). Atualmente,
a expressao micobactérias ndo causadoras de tuberculose é a
mais comumente utilizada para referir-se as espécies do género
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Mycobacterium, com excecio de Mycobacterium tuberculosis
e Mycobacterium leprae, que podem ser patogénicas para
o ser humano, causando as enfermidades conhecidas como
micobacterioses. As micobactérias nao causadoras de tuberculose
estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, tendo sido
isoladas na dgua, incluindo 4gua canalizada, solo, animais e
inclusive em instrumentos cirtrgicos, por falha no processo
de esterilizacio e solucoes desinfectates’’. Como ainda ndo
foi demonstrado que as micobactérias ndo tuberculosas
sdo transmitidas pessoa a pessoa, com o isolamento destes
microrganismos em amostras de pele, aparato respiratério ou
tubo digestivo de individuos sadios, se supde que a colonizacio
ou infeccfio por estes microorganismos tem origem ambiental*. A
infeccdo ocorre por inalagdo, inoculagio ou ingestio de material
contaminado por micobactérias, sendo excepcional a transmissao
entre humanos*’.

Enquanto as caracteristicas patogénicas cldssicas de
Mycobacterium tuberculosis tém sido mais extensivamente
descritas, pouco se sabe sobre as MNT. Os primeiros quadros
clinicos produzidos pelas MNT foram descritos na década de
50 e por muitos anos foram considerados ocasionais e quase
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sempre ligados a situacdes de imunodeficiéncia. Nos tltimos 20
anos, tem se tornado uma infec¢do relativamente mais frequente,
relacionada ou ndo com quadros de imunodepressao™. Os
grupos que tem o risco aumentado em desenvolver doengas
causadas por micobactérias nfio causadoras de tuberculose
incluem: fibrose cistica, enfisema, bronquectasia, doengas
obstrutivas pulmonares cronicas, neumoconiosis, silicoses
e portadores de imunodeficiéncia’. No entanto, as MNT sdo
reconhecidas, também, como importantes patégenos em
individuos imunocompetentes'®.

Estudos revelam que doengas atribuidas as MNT estdo
aumentando no Brasil, iniciado pela pandemia HIV/AIDS e
associado a0 crescente nimero de surtos decorrentes de cirurgias
e procedimentos estéticos com equipamentos esterilizados
incorretamente. Em razdo da gravidade desse fato, o Ministério
da Satide classificou essas infeccdes como doenca de notificagio
compulséria®. Porém, a notificacio nio estd sendo feita de rotina
em todos os estados brasileiros, incluindo Pernambuco onde nio
se tem dados notificados de casos de infecgiio por micobactérias
ndo causadoras de tuberculose.

0 diagnéstico de tuberculose apresenta intimeras dificuldades:
as imagens radiol6gicas pulmonares nem sempre s3o conclusivas,
a baciloscopia possui sensibilidade limitada, a cultura apesar de
ser considerada padrio ouro, necessita de 6 a 8 semanas para a
visualizacio das colonias, prolongando o diagndstico definitivo.
A sensibilidade do diagnéstico convencional estd comprometida
em pacientes paucibacilares, sendo frequente o resultado
negativo'*’. Um diagndstico final tardio do paciente pode, dessa
forma, resultar em aumento da taxa de mortalidade. Visto que
o estabelecimento do regime terapéutico depende da espécie de
micobactéria, a identificacio apropriada do organismo pode ser
critica para a adogio de uma terapia adequada®.

Nas infecgdes causadas por MNT, para se definir o diagndstico
é necessdrio avaliar os achados clinicos e radiolégicos do
paciente e como os mesmos podem nio diferir clinicamente da
tuberculose, é de fundamental importancia para o estabelecimento
do diagndstico a correlacio clinico-laboratorial®. A baciloscopia
€ 0 exame que se baseia na pesquisa de bacilos dlcool-dcido
resistentes, sendo indicado nos casos onde ocorre suspeita
de micobacterioses, porém apresenta a desvantagem de ndo
diferenciar morfologicamente as espécies de micobactérias,
sendo assim necessdria a realizacio da cultura e identificacio da
espécie que pode ser feita por métodos fenotipicos, moleculares
ou pela combinagfo de ambos. A identificacio das micobactérias
é realizada a partir de culturas puras e as espécies geneticamente
distintas podem apresentar resultados fenotipicos similares ou
idénticos. No Brasil, a técnica de PRA-hsp65, tem possibilitado
a identificagio rdpida de diversas espécies de micobactérias®.
0 diagnéstico diferencial entre a tuberculose e as doencas
causadas pelas micobactérias ndo tuberculosas (MNT) é de
grande importancia, pois apresentam fundamental diferenca em
sua epidemiologia, progndstico e tratamento.

A pesquisa de novos métodos laboratoriais que possibilitem
o diagndstico mais rdpido e preciso torna-se um objetivo
importante a ser alcancado®. Virios testes de diagndstico para a

tuberculose utilizando a reacio em cadeia da polimerase (PCR)
tém sido descritos e propostos, tanto métodos in house como
métodos comerciais'’. A PCR é um método considerado sensivel e
especifico que vem sendo utilizado na deteccio de DNA ou RNA de
micobactérias, diretamente de espécimes clinicos como escarro,
lavado bronquico, liquido cefalorraquidiano, liquido ascitico,
material de bidpsia, entre outros'' 332, A sensibilidade da técnica
de PCR esti relacionada, principalmente, a0 nimero de cdpias
da sequéncia alvo presente no genoma do patdgeno, o tipo de
iniciadores, bem como inibidores presentes na amostra clinica. A
PCR multiplex é uma técnica que possibilita a deteccdo de virias
seqiiéncias de DNA alvo em uma tinica reacdo, apresentando
vantagens como rapidez, especificidade e reprodutibilidade na
deteccdo, contribuindo na identificacio de focos primdrios de
infeccdo por micobactérias de forma mais rdpida’.

As sequéncias alvo exploradas até o momento demonstraram
niveis varidveis de sensibilidade bem como dificuldade de
reprodutibilidade quando utilizadas isoladamente. Os marcadores
moleculares mais comumentemente utilizados sdo o 16S rDNA
e o elemento de insergio 186110' 3.0 186110 estd presente
apenas nas espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis,
sendo usado para diferencid-lo das MNT". O gene dna] codifica
uma proteina de estresse e é altamente conservado entre as
bactérias. Os membros da familia Mycobacteriacea possuem
0 dnaj e esta seqiiéncia nesses organismos provou ser 1til na
identificacio a nivel de espécies®' %°. Outro gene de interesse que
vem sendo estudado por diferentes grupos de pesquisa € o gene
hsp65, comum a todas as bactérias do género Mycobacterium
que codifica o antigeno de 65kDa e bastante utilizado para
diferenciagio de espécies de MNT*. O presente trabalho teve
como objetivo 2 padronizacio de um método baseado em
PCR multiplex, capaz de identificar e diferenciar a espécie
Mycobacterium tuberculosis de outras cepas do complexo
Mycobacterium tuberculosis, o Mycobacterium bovis e das
micobactérias ndo tuberculosas de interesse para a satide publica,
utilizando a amplificacio de diferentes sequéncias moleculares
(1S6110, dnaj, hsp65) numa tinica reacio.

MATERIAL E METODOS

Padronizacdo das técnicas de reacio em cadeia da
polimerase. Para realizacio dos experimentos de padronizagio
da técnica foi utilizado DNA gendmico extraido e purificado de
cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis (H37Rv),
Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium, Mycobacterium
smegmatis e Mycobacterium fortuitum, obtido de cultura em
meio Lowenstein Jensen. As cepas foram cedidas pelo laboratério de
micobactérias da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]).

Extracdo e purificacdo de DNA de micobactérias.
Foi utilizado o kit comercial Genomic PrepTM - Cells and
Tissue DNA Isolation Kit (Amersham Biosciences) seguindo
instrucdes do fabricante, porém com algumas modificagdes:
a) aquecimento prévio da amostra a 90°C por 10 minutos em
solucdo de lise do proprio kit; b) adicio de 3pL de proteinase
K (20mg/ml) e incubac¢io a 55°C por no minimo Gh; ¢) apds
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a adigdo de 3pL da RNAse, foi adicionada a amostra, dlcool
isopropilico (1:1) e armazenada a -20°C, por no minimo 3h,
para posterior centrifugaco. A quantificacio do DNA foi realizada
espectrofometricamente (Ultraspec 3000, Pharmacia Biotech).
0 DNA foi estocado a -20 °C até sua utilizagfo.

Padronizacio das condicdes da técnica de reacdo
em cadeia da polimerase. Para avaliacio das condicoes de
amplificagdo dos alvos moleculares IS6110, dnaJ e hsp65, foram
realizadas trés reagdes simples de amplificacdo, nas seguintes
condictes: I) A mistura de reagdo foi composta de tampio da
Taq DNA polimerase 1X (Invitrogen), 2.5mM MgCl, (Invitrogen)
2mM de dNTP (Invitrogen), 20 pmol de cada iniciador P1 e P2
(Invitrogen) e 2.5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), com
volume final de 50ul. A fase de desnaturacio foi realizada a 94°C
por 20segundos, anelamento a 63°C por 20segundos e extensio
72°C por 1 minuto, em um total de 32 ciclos, com uma etapa de
extensdo final de 72°C por 10 minutos®. Os iniciadores P1: 5’ CTA
GGT CGG GAC GGT GAG GCCAGG 3’ e P2: 5 CAT TGC GAA GTG ATT
CCT CCG GAT 3’) amplificam um fragmento de 165pb do gene
que codifica o antigeno 65KDa de Mycobacterium tuberculosis.
I) A mistura de reagdo foi composta de tampdo da Taq DNA
polimerase 1X (Invitrogen), 2.5mM MgCl, (Invitrogen), 50pmol
de cada iniciador P3 e P4 (Invitrogen), 2mM de dNTP (Invitrogen)
e 2.5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen), com volume final
de 50ul. A fase de desnaturacio foi realizada a 94°C por 30
segundos, anelamento 65°C por 1 minuto e extensio 72°C por 2
minutos, em um total de 38 ciclos, com uma etapa de extensio
final de 72°C por 10 minutos’. Os iniciadores P3: 5’ AAG AGG
AAG GAG AGA GGG G 3’ e P4: 5’ GTC GTT GAG GIT GAA CIC 3’
amplificam um fragmento de 365pb do gene dnaj, presente em
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium e ausente
em outras espécies de micobactérias. III) A mistura de reacio
foi composta de tampio da Taq DNA polimerase 1X (Invitrogen),
2,5mM MgCl, (Invitrogen), 10pmol de cada iniciador P5 e P6
(INVITROGEN), 2mM de dNTP (Invitrogen) e 2.5U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen), com volume final de 50ul. A fase de
desnaturagio foi realizada a 94°C por 1,5 minuto, anelamento
65°C por 2 minutos e extensao 72°C por 3 minutos, em um total
de 40 ciclos, com uma etapa de extensio final de 72°C por 10
minutos®. Os iniciadores P5: 5’ GTG CGG ATG GTC GCA GAT AT 3’
e P6: 5 CTC GAT GCC CTC ACG GTT CA 3°) amplificam o fragmento
de 541pb do elemento de inser¢o IS6110, presente apenas nas
cepas do complexo Mycobacterium tuberculosis.

Avaliacdo da temperatura de anelamento dos
iniciadores na PCR multiplex. Foi avaliada através da
realizacio de um gradiente de temperatura de anelamento,
variando de 54°C a 57,8°C (54°C, 54,8°C, 55,7°C, 56,5°C,
57,2°C, 57,8°C) utilizando o termociclador Mastercycle Gradient
(Eppendorf AG). A reagdo foi desenvolvida nas mesmas condigdes
da PCR multiplex.

Padronizacao das condicdes da técnica de PCR
multiplex. A reagio em cadeia da polimerase multiplex foi
realizada utilizando os trés pares de iniciadores em uma tinica
reacdo, para a amplificacio dos fragmentos alvos descritos
nas reacoes de PCR (I), (I) e (IIT). A reacdo foi composta de
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tampdo da Taq DNA polimerase 1X (Invitrogen), 2,5mM de MgCl,
(Invitrogen), 2mM de dNTP (Invitrogen), 2.5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen) e 20pmol, 50pmol e 10pmol dos iniciadores P1 e P2, P3
e P4, P5 e P6, respectivamente. Em cada mistura de reagio, foram
adicionados 5ul de 1ng de DNA gendmico purificado de cada cepa
de referéncia de micobactéria, perfazendo um volume final de 50l
Os ciclos de amplificacio constaram de uma etapa de pré-incubacio
de 85°C por 5 minutos, desnaturagio inicial de 94°C por 10 minutos,
desnaturagio 294°C por 1 minuto, anelamento a 57,2°C por 1 minuto
e extensao a 72°C por 2 minutos, composta por 40 ciclos, com uma
etapa de extensdio final a 72°C por 10 minutos®. Todas as reagdes de
amplificaio foram realizadas no termociclador Mastercycle Gradient
(Eppendorf AG) e utilizados controles negativos, livre de DNA.

Deteccio dos fragmentos amplificados por PCR.
Dez ul dos produtos de PCR foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose a 2,0% corado com brometo de
etidio. Os fragmentos de DNA separados através de eletroforese
foram visualizados em um transluminador de luz ultravioleta e
fotografados com um sistema de documentacio Kodak (Gel Logic
100 Imaging System), utilizando o software Kodak molecular
imaging software 4.0.0. O marcador de peso molecular utilizado
foi 0 Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Avaliacdo da especificidade e limiar de deteccao
das técnicas de PCR. A especificidade foi avaliada utilizando
quantidades conhecidas (100pg) de DNA gendmico purificado de
cepa de referéncia de micobactérias (Mycobacterium tuberculosis
(H37Rv), Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium fortuitum) e DNA
gendmico humano. O limite de deteccio foi definido utilizando
concentracdes conhecidas de DNA gendmico purificado de
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) e diluidas serialmente, em
4gua ultra pura tipo 1, em fator 10 (1ng a 0,01fg). Nessa fase, foi
dada atencfo particular as condicdes de ciclagem principalmente
temperatura de anelamento, concentracdes de Mg** e de iniciadores,
visando minimizar o aparecimento de bandas inespecificas e
maximizar o limiar de deteccio dos fragmentos especificos.

Andlise da PCR multiplex utilizando amostra clinica.
A PCR multiplex foi avaliada utilizando amostra de sangue total
coletada de paciente com diagndstico confirmado de tuberculose
extrapulmonar através de critérios clinicos, epidemioldgicos
e laboratoriais, realizado pelo médico do servico de satide de
Pernambuco. A amostra de sangue foi submetida 2 extrago e
purificacio de DNA segundo o protocolo de Rossetti, 1997 para
posterior utilizagio no sistema de PCR multiplex.

RESULTADOS

0 teste de especificidade revelou uma amplificagdo especifica
do DNA de Mycobacterium tuberculosis (faixas 1, 2 e 3) nio
havendo amplificacio com DNA humano (faixa 4). Os fragmentos
de 165pb, 365pb e 541pb foram amplificados, respectivamente,
pelos iniciadores P1 e P2, P3 e P4, P5 e P6 (Figura 1).

0 limite de detecgdo nas técnicas de PCR simples utilizando DNA
gendmico de cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis
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com os iniciadores P1 e P2, P3 e P4, P5 e PG foi de 1fg, 100pg
e 0,1fg, respectivamente. Na PCR multiplex, a quantidade
minima de DNA detectado na eletroforese de gel de agarose
foi 100pg.

A temperatura de anelamento ideal na amplificacio especifica
dos fragmentos alvo através da PCR multiplex foi padronizada para
57,2°C, pela observagdo da presenca dos fragmentos especificos
(165pb, 365pb e 541pb) e pela auséncia de formagio de amplicons
inespecificos. A concentracdo do fon magnésio na qual foram
visualizados os trés fragmentos alvo (165pb, 365pb e 541pb)
com maior nitidez foi a de 2,5mM, sendo estabelecida como
concentracio padrio nos experimentos da PCR multiplex.

Na PCR multiplex, para o Mycobacterium tuberculosis,
os trés fragmentos foram amplificados (165pb, 365pb e

541pb). Para o Mycobacterium bovis, foram amplificados os
fragmentos de 165pb e 541pb. Em Mycobacterium smegmatis
e Mycobacterium fortuitum, foi observado um amplicon
menor que o fragmento de 165pb (cerca de 20-40pb),
presente em Mycobacterium bovis ou Mycobacterium
tuberculosis. Nao houve amplificacdo do fragmento de 365pb
em Mycobacterium bovis, Mycobacterium smegmatis
e Mycobacterium fortuitum. Foram amplificados os
fragmentos de 365pb e o menor que 165pb (cerca de
20-40pb) na cepa de Mycobacterium avium, nio sendo
observada a amplificacdo do fragmento de 541pb. A amostra
de sangue testada revelou amplificacdo especifica dos trés
fragmentos (165pb, 365pb e 541pb), indicando o perfil para
Mycobacterium tuberculosis (Figura 2).

541pb ——»
365pb —»
165pb —»

3 4 5 6 7 M

FIGURA 1
Eletroforese em gel de agarose demonstrando os amplicon de 165pb, 365pb e 541pb. Faixas 1,2 e 3
referem-se 2 amplificaciio com os iniciadores P1 e P2; P3 e P4; P5 e P6 com 100pg DNA gendmico de
cepa de referéncia Mycobacterium tuberculosis (H37Rv). As faixa 4, 5 e 6, referem-se a amplificacio de
5ng de DNA gendmico humano com os iniciadores P1 e P2; P3 e P 4; PS5 e P6. Faixa 7, controle negativo
livre de DNA; M, Marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder).

1

541pb ——»>
365pb ———»
165pb ———»

2 3 4 5 6 M

FIGURA 2
Eletroforese em gel de agarose demonstrando a padronizagio da PCR multiplex com diferentes
cepas de referéncia de micobactérias e com amostra de sangue de paciente com tuberculose
extrapulmonar. Faixa 1, Mycobacterium tuberculosis (H37Rv); Faixa 2, Mycobacterium bovis;
Faixa 3, Mycobacterium avium; ¥aixa 4, Mycobacterium smegmatis; Faixa 5, Mycobacterium
tuberculosis (proveniente de sangue de paciente); Faixa 6, controle negativo; M, Marcador

(Low DNA Mass Ladder).
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DISCUSSAO

Muitos ensaios baseados em PCR tém sido desenvolvidos
para o diagndstico da tuberculose. Embora esses ensaios
tenham se mostrado tteis, possuem algumas limita¢des. Quando
oligonucleotideos sdo usados para amplificar uma sequéncia
género-especifica, geralmente necessita-se de sondas individuais
que hibridizam com os amplicons gerados para a diferenciagio
entre as espécies. Na amplificacio de uma regifio especifica
do complexo Mycobacterium tuberculosis, as espécies que
formam o complexo no podem ser diferenciadas. Finalmente,
quando oligonucleotideos sio usados para amplificar sequéncias
especificas de Mycobacterium tuberculosis, as espécies de
Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum nio podem
ser detectadas, sendo também essas espécies causadoras de TB
em humanos®.

A PCR multiplex é um método proposto para uma deteccio
rdpida e diferenciacio de espécies de micobactérias, sendo
considerado sensivel e especifico em relacio aos métodos
convencionais®. Os pares de oligonucleotideos utilizados neste
trabalho demonstraram ser especificos para cada sequéncia
alvo. Pao e cols® testaram os oligonucleotideos usados no
presente trabalho para o gene hsp65 com DNA gendmico
extraido e purificado de cepas de referéncia de Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG (Bacillus Calmette-
Guérin) e em outras nove espécies de MNT (Mycobacterium.
avium, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii,
Mycobacterium paratuberculosis, Mycobacterium phelei,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium xenopi) e obtiveram
os mesmos resultados descritos neste trabalho com a obtencio de
um amplicon de 165pb para as Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium bovis e amplicons com aproximadamente 20 a
40pb menor que o fragmento de 165pb, para as MNT. Testaram
também os oligonucleotideos com 18 espécies de bactérias Gram
positivas e Gram negativas, algumas delas comumente encontradas
no trato respiratério e ndo observaram formagio de nenhum
amplicon, comprovando a especificidade dos oligonucleotideos
para o DNA de micobactérias. O limite de deteccio de DNA de
Mycobacterium tuberculosis obtido em seus experimentos
foi de 0,1pg (100fg). Em contrapartida, o limite de deteccio
encontrado no presente estudo foi de 1fg (0,001pg). O resultado
obtido demonstra uma alta sensibilidade deste sistema na detec¢io
de DNA de Mycobacterium tuberculosis. O sistema usando
oligonucleotideos especificos para o alvo hsp65 demonstrou ser
especifico para DNA de micobactérias ndo ocorrendo amplificacio
quando utilizado com DNA gendmico humano.

Estudos anteriores propuseram a amplificacio da seqiiéncia
de insercio IS1245 para identificaciio do Mycobacterium avium.
Ferreira e cols® demonstraram que a detecgio de Mycobacterium
avium por amplificacio do 1S1245, mostrou-se negativa em
amostras jd identificadas como Mycobacterium avium por
testes bioquimicos. Oliveira e cols® descreveram variabilidades
genéticas em cepas de Mycobacterium avium em estudos com
pacientes aidéticos relatando a auséncia do alvo em trés isolados.
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Estes estudos demonstram a instabilidade da sequéncia 151245
naidentificacio de Mycobacterium avium, abrindo espaco para
0 uso de outros marcadores, visando uma identificacio mais
confidvel deste microrganismo.

0s oligonucleotideos usados por Takewaki e cols®® sdo
género especificos e baseados na sequéncia do gene dnaj de
Mycobacterium tuberculosis dirigidos para a amplificagdo
da regido entre as posicdes 1377-1741 de Mycobacterium
tuberculosis. Em estudo com 19 espécies diferentes de
micobactérias o amplicon, de 365pb foi apenas observado em
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium nio
sendo observado em nenhuma outra espécie de micobactéria.
Ainda em seu estudo, relataram que a amplificacio do fragmento
de 365pb é mais intensa em Mycobacterium tuberculosis do
que em Mycobacterium avium. O gene dna] é mais 1til do que
o gene codificante de rRNAs como alvo para o desenvolvimento
de oligonucleotideos espécie-especificos, pois a seqiiéncia de
nucleotideos do dnaj é altamente varidvel entre as espécies de
MNT. Estes resultados foram levados em consideragio na escolha
deste alvo para o nosso estudo.

No presente estudo, o limite de detec¢io do sistema
utilizando oligonucleotideos para o alvo dnaj foi de 100pg de
DNA de Mycobacterium tuberculosis. O sistema utilizando
oligonucleotideos especificos para o dnaJ também nio
demonstrou amplificagio de DNA humano, somente amplificando
DNA de micobactérias, mais especificamente de Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacterium avium.

Weil e cols* demonstraram que uma PCR multiplex tendo
como alvo a sequéncia de insercao IS6110 pode ser usada para
caracterizacdo do complexo Mycobacterium tuberculosis
em relacio as MNT. A principal vantagem do alvo 186110 é
que estd frequentemente presente em virias cépias dentro
do genoma do Mycobacterium tuberculosis, em média de
6 a 20 cGpias". Este nimero de cGpias aumenta o limite de
deteccdo da técnica, o qual é especialmente importante em
infecgdes paucibacilares.

Estudos demonstraram que a técnica de PCR tendo como base
0 alvo 186110, nfo foi muito especifica para o Mycobacterium
tuberculosis e também apresentaram resultados positivos para
DNA de cepas de MNT tais como Mycobacterium scrofulaceum,
Mycobacterium kansasii e Mycobacterium fortuitum. Yuen e
cols* demonstraram a existéncia de cepas de Mycobacterium
tuberculosis que pareciam possuir apenas uma ou nenhuma
copia do IS6110. A maioria dessas cepas foi isolada de pacientes
de origem asidtica. Devido aisso, 0 uso do 186110 como alvo tinico
para PCR pode, em alguns casos, levar a resultados falso-negativos.
Técnicas de PCR baseadas exclusivamente na sequéncia 1S6110
ndo discriminam entre o Mycobacterium tuberculosis e outras
micobactérias do complexo®. 0 186110 é o alvo mais utilizado
em ensaios baseados em PCR para diagndstico de TB. Como
muitos estudos ainda usam essa sequéncia para identificacio do
complexo Mycobacterium tuberculosis e nenhum estudo relatou
cepa de Mycobacterium tuberculosis com auséncia do elemento
de inser¢do 186110 no Brasil, este alvo foi um dos escolhidos para
a nossa proposta de diagnéstico complementar.
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Em estudos realizados por Kox e cols'®, com os
oligonucleotideos P5 e P6 visando 2 amplificacio do alvo 186110,
o limite de detec¢io alcancado em seus experimentos variou
entre 10fg e 1fg dependendo da cepa de referéncia utilizada
no experimento. No presente estudo, obtivemos uma melhor
sensibilidade, sendo detectado 0,1fg de DNA, o equivalente
20 DNA de menos de uma micobactéria (5fg), utilizando
DNA de cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis
(H37Rv). Também foi encontrada uma alta sensibilidade na
detecciio de DNA de Mycobacterium tuberculosis com a
utilizaclo desse sistema. A PCR utilizando os oligonucleotideos
P5 e P6 amplificou apenas DNA de micobactérias nao havendo
amplificacio com DNA humano. Segundo Battacharya e cols?®,
o limite de detec¢do da PCR multiplex utilizando os mesmos
conjuntos de oligonucleotideos foi de 100fg, em comparagio
a0 valor de 100pg obtido neste trabalho.

No presente estudo, foram observados dois fragmentos
na PCR multiplex utilizando DNA de Mycobacterium bovis, o
primeiro correspondente a amplificacio do hsp65 (165pb)
e o segundo que corresponde 2 amplificacio da sequéncia
de inser¢do 186110 (541pb). Diferentemente do apresentado
por Battacharya e cols® que observou apenas o fragmento
165pb, quando utilizou o DNA de Mycobacterium bovis.
Como membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, a
amplificagdo do fragmento correspondente  sequéncia 186110
em Mycobacterium bovis deveria ser observada como ocorreu
no nosso trabalho.

Diferente do trabalho de Battacharya e cols’, que utilizou a
temperatura de 55°C para a hibridizagio de seus oligonucleotideos,
atemperatura de 57,2°C demonstrou ter melhor desempenho no
anelamento especifico dos oligonucleotideos, simultaneamente.
Foram também realizados ensaios com a PCR multiplex utilizando
diferentes concentracdes de cloreto de magnésio. A concentracio
de 2,5mM demonstrou melhor desempenho, discordando dos
achados de Battacharya e cols® que utilizou 1,5mM.

No experimento realizado para avaliar o desempenho da
PCR multiplex, em amostra de sangue coletada de paciente com
TB extrapulmonar, a técnica mostrou-se eficaz, conseguindo
amplificar os trés alvos moleculares, confirmando o diagndstico de
tuberculose. Negi e cols* compararam a eficiéncia de vérios alvos
moleculares na detec¢iio de TB por PCR e verificou as melhores
sensibilidades nos alvos IS6110 e hsp65, respectivamente. Esses
resultados refor¢am os bons limites de detec¢do encontrados
nas reagdes simples, utilizando os mesmos alvos moleculares
demonstrados no presente trabalho.

0Os resultados apresentados no presente estudo corroboram
para uma avaliacdo da acurdcia do sistema de PCR multiplex em
varios espécimes clinicos isolados de pacientes com tuberculose
pulmonar e extrapulmonar, para propor sua implementagio em
laboratorios de referéncia de micobacterioses. Neste sentido,
acreditamos que tal abordagem, com alta sensibilidade e
especificidade para espécies correspondentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis e as MNT possa ser empregado
como modelo auxiliar no diagndstico da tuberculose e das
micobacterioses.
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ANEXO A - FICHA CLINICA-EPIDEMIOLOGICA

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

IDENTIFICACAO

1. Numero da ficha na pesquisa 2. Data da entrevista
I —
3. Procedéncia: 4. Namero do Prontuério do Hospital

1. Ambulatério [ ] L 1L T 1T LT L1 1

2. Enfermaria

5. Hospital de origem: 6. Nimero do SAME

1. Hospital das Clinicas |:| | | | |
2. Hospital Otavio de Freitas

3. IMIP
4
5

. Hospital Bardo de Lucena
. Outro:

7. Nome Completo do Paciente

8. Nome da Mae ou Responsavel

9. Data de nascimento 10. Idade do paciente 11. Sexo
/ / 1. Feminino
| | |an05 | | | meses 2. Masculino D

12. Enderego

Ponto de referéncia

13. Bairro 14. Cidade 15. UF

[T 1]

18. Zona de localizagdo da moradia

1. Urbana I:l

2. Rural

16. Telefone Res. e Celular

( ) -

31. Raga/Cor

1. Branca

2. Preta |:|
3. Parda

4.  Amarela

5. Indigena




39. Ja teve alguma doenca?
1. Sim
2. Nao
8. Néo sabe informar

40. Qual doenga?

1. Asma 6. Fibrose Cistica

2. Pneumonia 7. HIV/AIDS I:l
3. Bronquite 8. Cancer

4. Tuberculose 9. Ndo sabe

5. Diabetes 10. Outro:

43. Fez PPD anterior?

1. Sim
2. Nao | |
8. Na&o sabe

Data de realizacéo: / / (\Vé no cartéo)

44, Resultado do PPD:

1. Né&o reator (0-4mm)
2. Reator fraco (5-9mm)
3. Reator forte (10-14mm)

4. Reator muito forte (>15mm)
8. Néo sabe informar
9. Inaplicavel I:l

45. Toma algum medicamento atualmente?

1. Sim
2. Nio []
Qual:

46. Ja fez TTO para tuberculose?
1. Sim
2. Néo []

Qual:

Caso sim, quanto tempo?

Caso sim, nimero de TTO anteriores:

Médico Responsavel: Fone:
65. Peso 66. Estatura
Kg m
121. Realizou Baciloscopia? 122. Resultado da baciloscopia: 123. Material da baciloscopia:
1. Escarro
1. Sim 1. Positiva 2. Lavado gastrico
2. Néo I:l 2. Negativa 3. Liquor I:l
9. Inaplicavel I:l 4. Bidpsia
Data: / / 5. Outro material
Cruzes 9. Inaplicavel
Outro

8. Inaplicavel

1. Melhora clinica evidente ap6s 30 dias de inicio do tratamento (Resposta ao tratamento)
2. Nao houve melhora clinica evidente apds 30 dias de inicio do tratamento (N&o houve resposta ao tratamento)

144- Resposta ao tratamento especifico (feita pelo médico acompanhante)

Entrevistador:

Assinatura:

145. Realizou Nested-PCR pré- 146. Resultado

tratamento?
1. Positivo
1. Sim 2. Negativo
2. Nao |:| 9. Néo se aplica

Data: / /

147. Amostra bioldgica:

1.E Sangue total 6.E Lig. Pleural
I:l 2.1 Soro 7.1 Biopsia de ganglio

3] célulasbrancas  8[] Urina

4[] Escarro 9.[] Outros

5] Lav. Gastrico  99]"] Néo se aplica
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148. Realizou Nested-PCR Unico
Tubo pré-tratamento?

1. Si
> Nao L]

Data: / /

149. Resultado

1. Positivo
2. Negativo
9. N&o se aplica

[]

150. Amostra bioldgica:

1.H Sangue total 6.1
2. Soro 7.0
3] Células brancas 8]
4[] Escarro 9.

5] Lav. Gastrico 9]

Lig. Pleural
Biopsia de ganglio
Urina

[ outros

N&o se aplica

151. Realizou PCR colorimétrica
pré-tratamento?

1. Si
> N L]

152. Resultado

1. Positivo
2. Negativo
9. Na&o se aplica

[]

153. Amostra bioldgica:

1.E Sangue total G.E
2. Soro

7.
3] Células brancas 8]

Lig. Pleural
Biopsia de ganglio
Urina

4[] Escarro 9. Outros
Data: / / 5] Lav. Gastrico 99[] Néo se aplica
154. Realizou RT-PCR pré- 155. Resultado 156. Amostra bioldgica:
tratamento?
1. Positivo 1.E Sangue total 6..] Lig. Pleural
1. Sim 2. Negativo 2.L1 Soro 7. Biopsia de ganglio
2. Nao |:| 9. Nio se aplica I:l 3] Célulasbrancas  8.[] Urina
4[] Escarro 9.[] outros
Data: / / 5] Lav. Gastrico 99[] Néo se aplica

Responsavel pelo preenchimento da ficha:

Telefone:

Responsavel pelos exames moleculares:
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO GRUPO

SUSPEITO
PACIENTE: IDADE:
HOSPITAL: Prontuério:
ENDERECO DO PACIENTE: NE
BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntério(a), da pesquisa - “DETECCAO RAPIDA E
DIFERENCIACAO DE ESPECIES DE MICOBACTERIAS ATRAVES DE UM SISTEMA DE PCR
MULTIPLEX.”, apds ser esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé néo sera penalizado (a) de forma alguma.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:

Titulo do Projeto: Detecgdo rapida e diferenciacdo de espécies de micobactérias através de um sistema de PCR
multiplex.

Pesquisador (a) Responsavel: Andrea Santos Lima
Telefones para contato: (81) 2101-2560 ou 2101-2569
Pesquisadores Participantes: Dr? Haiana Charifker Schindler, Lilian Maria Lapa Montenegro

Obijetivos: Avaliar um sistema baseado em PCR multiplex para a identificacdo e diferenciacdo de espécies de
micobactéria em diferentes amostras clinicas de pacientes com suspeita de infec¢do por micobactérias

Procedimentos do estudo: Quando o Sr (a) for atendido pelo médico (a) assistente do hospital, vocé responderd a um
questionario onde irdo constar: nome, endereco, telefone para contato, caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas
principais e tempo de duracdo, se estd tomando algum remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O
preenchimento do questionario sera feito por um estudante de medicina.

O Sr(a) sera acompanhado por uma equipe formada por profissionais de varias areas envolvendo os médico responsaveis
pela Instituicdo com experiéncia reconhecida no diagnostico e tratamento da tuberculose, enfermeiras e técnicos que
coletardo outros exames necessarios e seguirdo os procedimentos adequados e de rotina do hospital para cada caso. O
acompanhamento e tratamento serdo feitos pelo médico assistente do servi¢o de salde que é responsavel por todos o0s
leitos, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou ndo de Tuberculose. Caso for diagnosticada a
doenca serd utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com rifampicina, isonizida e pirazinamida para o
tratamento e se necesséario, um esquema de segunda escolha seré oferecido em casos selecionados. Todo o medicamento
serd fornecido pela rede SUS (seja pelo fornecido pelo Hospital ou pelo Posto de Salde).

Para a nossa pesquisa o tipo de amostra clinica a ser coletada dependera da forma da TB que esta sendo
investigada, entretanto a coleta de sangue e urina serd feita de todos os individuos selecionados para a pesquisa, sendo
5ml de sangue (equivalente a meia colher de sopa), 30ml de urina (equivalente a trés colheres de sopa), 1-5ml de Escarro
(equivalente a meia colher de sopa de catarro), 2-10ml de liquido Pleural (equivalente a uma colher de sopa), 2-10ml
Lavado Bronco Alveolar (equivalente a uma colher de sopa, 2-10ml de Liquor (equivalente a uma colher de sopa de
aspirado da coluna) serdo encaminhadas ao laboratorio de Imunoepidemiologia do departamento de Imunologia do
CPgAM para ser submetida a técnica de identificagdo do DNA do bacilo da tuberculose por profissionais capacitados. Os
resultados de todos os exames serdo repassados ao médico responsavel pelo atendimento para ser encaminhado ao
paciente Os volumes restantes de cada amostra, apds realizagdo dos exames, serdo congelados e armazenadas em nosso
laboratdrio para repeticdo do exame caso seja necessario durante o estudo.
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Participacdo na pesquisa de menores de 18 anos: Caso o individuo selecionado for menor de 18 anos, 0 seu
responsavel legal dard o consentimento por escrito através do termo de consentimento para a coleta do(s) material (ais)
bioldgico(s) necessario(s) e sua participacdo na pesquisa.

Riscos e Beneficios: O Sr(a) ndo sera submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e seguiremos a rotina
estabelecida pelo profissional de salde, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste estudo sera contribuir
para o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, especificas, rapidas e menos dolorosas que possam ser adequadas a
realidade do nosso sistema publico de salde, e a padronizacdo de critérios mais eficazes que irdo beneficiar a
identificacdo rapida da tuberculose pulmonar e extrapulmonar.

Custo/Reembolso para o paciente: Nao havera nenhum gasto com sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos
serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé também nédo recebera
nenhum pagamento com a sua participacéo.

O Sr (a) podera entrar em contato com o responsavel pela amostra no endereco abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ

Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia
Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569
Contato: Andrea Santos Lima, Lilian Maria Lapa Montenegro, Dra. Haiana Charifker Schindler, Rosana de Albuguerque
Montenegro, Fabiana Cristina Fulco Santos.

CONSENTIMENTO

Eu, ,
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter sido pressionado ou
constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer
momento e de que as informagdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser apresentados
em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja divulgado o nome do paciente.

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLAREDICO DO GRUPO

CONTROLE
PACIENTE: IDADE:
HOSPITAL: Prontuério:
ENDERECO DO PACIENTE: Ne;
BAIRRO: CIDADE: ESTADO:

TERMO DE CONSENTIMENTO

O Sr(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a), da pesquisa - “DETECCAO RAPIDA E
DIFERENCIACAO DE ESPECIES DE MICOBACTERIAS ATRAVES DE UM SISTEMA DE PCR
MULTIPLEX.”, apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de
recusa vocé néo sera penalizado (a) de forma alguma.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:

Titulo do Projeto: Deteccdo rapida e diferenciacdo de espécies de micobactérias através de um sistema de PCR
multiplex.

Pesquisador (a) Responsavel: Andrea Santos Lima
Telefones para contato: (81) 2101-2560 ou 2101-2569
Pesquisadores Participantes: Dr? Haiana Charifker Schindler, Lilian Maria Lapa Montenegro

Obijetivos: Avaliar um sistema baseado em PCR multiplex para a identificacdo e diferenciacdo de espécies de
micobactéria em diferentes amostras clinicas de pacientes com suspeita de infec¢do por micobactérias

Procedimentos do estudo: Quando o Sr (a) for atendido pelo médico (a) assistente do hospital, vocé respondera a um
questionario onde irdo constar: nome, endereco, telefone para contato, caracteristica do domicilio, escolaridade, queixas
principais e tempo de duracdo, se estd tomando algum remédio, exames fisico, laboratoriais e tratamento atual. O
preenchimento do questionario sera feito por um estudante de medicina.

O Sr(a) sera acompanhado por uma equipe formada por profissionais de varias areas envolvendo os médico responsaveis
pela Instituicdo com experiéncia reconhecida no diagndstico e tratamento da tuberculose, enfermeiras e técnicos que
coletardo outros exames necessarios e seguirdo os procedimentos adequados e de rotina do hospital para cada caso. O
acompanhamento e tratamento seréo feitos pelo médico assistente do servico de salde que € responsavel por todos o0s
leitos, cujos pacientes estdo sendo investigados quanto a existéncia ou ndo de Tuberculose. Caso for diagnosticada a
doenca serd utilizado como terapia de primeira escolha o esquema com rifampicina, isonizida e pirazinamida para o
tratamento e se necesséario, um esquema de segunda escolha seré oferecido em casos selecionados. Todo 0 medicamento
serd fornecido pela rede SUS (seja pelo fornecido pelo Hospital ou pelo Posto de Salde).

Para a nossa pesquisa 0 tipo de amostra clinica a ser coletada dependerd da forma da TB que esta sendo
investigada, entretanto a coleta de sangue e urina serd feita de todos os individuos selecionados para a pesquisa, sendo
5ml de sangue (equivalente a meia colher de sopa), 30ml de urina (equivalente a trés colheres de sopa), 1-5ml de Escarro
(equivalente a meia colher de sopa de catarro), 2-10ml de liquido Pleural (equivalente a uma colher de sopa), 2-10ml
Lavado Bronco Alveolar (equivalente a uma colher de sopa, 2-10ml de Liquor (equivalente a uma colher de sopa de
aspirado da coluna) serdo encaminhadas ao laborat6rio de Imunoepidemiologia do departamento de Imunologia do
CPgAM para ser submetida a técnica de identificagdo do DNA do bacilo da tuberculose por profissionais capacitados. Os
resultados de todos os exames serdo repassados ao médico responsavel pelo atendimento para ser encaminhado ao
paciente Os volumes restantes de cada amostra, ap0s realizagdo dos exames, serdo congelados e armazenadas em nosso
laboratdrio para repeticdo do exame caso seja necessario durante o estudo.
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Participacdo na pesquisa de menores de 18 anos: Caso o individuo selecionado for menor de 18 anos, o0 seu
responsavel legal dard o consentimento por escrito através do termo de consentimento para a coleta do(s) material (ais)
bioldgico(s) necessario(s) e sua participacdo na pesquisa.

Riscos e Beneficios: O Sr(a) ndo sera submetido a qualquer risco ou desconforto adicional e seguiremos a rotina
estabelecida pelo profissional de sadde, seja a nivel ambulatorial ou enfermaria. O beneficio deste estudo sera contribuir
para o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, especificas, rapidas e menos dolorosas que possam ser adequadas a
realidade do nosso sistema publico de salde, e a padronizacdo de critérios mais eficazes que irdo beneficiar a
identificacdo rapida da tuberculose pulmonar e extrapulmonar.

Custo/Reembolso para o paciente: Nao havera nenhum gasto com sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos
serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranca com o que sera realizado. Vocé também néo recebera
nenhum pagamento com a sua participacéo.

_O Sr (a) podera entrar em contato com o responsavel pela amostra no endereco abaixo:

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ

Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamento de Imunologia
Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria.

Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569
Contato: , Andrea Santos Lima, Lilian Maria Lapa Montenegro, Dra. Haiana Charifker Schindler, Rosana de
Albuguerque Montenegro, Fabiana Cristina Fulco Santos.

CONSENTIMENTO

Eu, ,
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem ter sido pressionado ou
constrangido concordo participar da pesquisa. Tenho consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer
momento e de que as informag@es colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser apresentados
em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja divulgado o nome do paciente.

Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médico/pesquisador
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ANEXO D - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CPgAM/Fiocruz

g e Etic
em Pesquisa
Titulo do Projeto: Detecgao rapida e diferenciagdo de micobactérias através

de um sistema PCR Multiplex.

Pesquisador responsavel: Andrea Santos Lima
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/Fiocruz
Data de apresentagio ao CEP: 17/08/09

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 24/09

Registro no CAAE: 0022.0.000.095-09

PARECER N° 39/2009

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questao estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Codigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto estd aprovado para ser realizado em sua ultima formatacao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 03 de setembro de 2012.
Em caso de necessidade de renovacédo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizacdo do projeto.

Recife, 03 de setembro de 2009,
MM% TP zg( S b

&isells Chmpoaana Gourdid
Farmeacéutica
Coordenadora

Mat. SIAPE 0453376
epaAm / FIOCRUZ

Observacgéo:
Anexos:
e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados:
e Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 03/09/2010.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 (‘:
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639

0 P F - F il
Reczfe PE - Brasil » AGGEU FIOCRUZ
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Saude
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