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RESUMO

A tuberculose (TB) continua a ser um grave problateasalude publica. O Brasil,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude, ocupa lmd&°entre os 22 paises responsaveis
por 80% do total de casos de tuberculose no muddiagnostico definitivo da tuberculose é
dado pela presenca do bacilo através da bacilasapicultura. A cultura apresenta uma
sensibilidade maior comparada a baciloscopia, por€ressita de quatro a oito semanas para
a multiplicacdo do bacilo, retardando o diagnostiedinitivo da doenca, e os resultados
muitas vezes nao informam de maneira adequadacdahamento das decisdes clinicas. Os
métodos moleculares sdo Uteis para diagnostictudassepidemioldgicos da tuberculose. A
tipagem molecular €, assim, uma ferramenta epidégiea importante no controle das
infecgBes. Regibes do genomaldgcobacterium contém informacdes especificas da espécie
ou mesmo de variantes de cepas. As regides espasaglee separam 0s gene codificados
pelo 16S, 23S e 5S caracterizadas por um altodgasariacdo de sequéncia e tamanho, tanto
a nivel de género quanto espécie. Esta diversidade-se, principalmente, a variagdo no
namero e no tipo de seqiéncia do tRNA encontradataoor das regies espagadoras, sendo
exploradas em estudos discriminatorios. O objetieo estudo € identificar as cepas de
Mycobacterium spp. através da técnica de PCR aille como alvo a regido espagadora
16S-23S rDNA (ITS-PCR). Para isso foram utilizadapas de micobactérias isoladas de
meio de cultura especifico, provenientes de an®stitnicas coletadas de pacientes
diagnosticados com tuberculose doenca e infecgdoytias micobactérias, encaminhados de
hospitais publicos do estado de Pernambuco, panéirreacdo diagndstica laboratorial
através dos exames convencionais de baciloscopidtiea. A identificacdo dos bacilos foi
realizada observando a velocidade de crescimerf$) dalonia(s) e pela provas bioquimicas
(niacina, catalase, PNB e TCH). As micobactérias hiberculosas foram identificadas
utilizando a técnica molecular de PRA-hsp65, asale colaboracdo com o Laboratorio de
Micobactérias da Universidade Federal do Rio desidanForam analisados 20 isolados
clinicos confirmados por testes bioquimicos e figmods, a maioria proveniente de
enfermaria (65%). A média de idade dos pacientesldo38,5, estando dentro da média
nacional, entre 20 e 49 anos. A maioria sendo ®o s®sculino, 65% (n=13), que se justifica
por ser 0 grupo mais exposto a doenca. A ITS-PCRA-hsp65 apresentaram concordancia
de 85,7% e 100%, respectivamente. O sistema ded$foi capaz de identificar as cepas
de Mycobacterium spp. isoladas em meio de cultura. A ITS-PCR se mostra terramenta
atil para auxiliar na diferenciacdo das infeccbaasadas por TB e por MNT e pode ser
utilizada como ferramenta molecular complementardiegnostico diferencial quando os
testes convencionais apresentam-se inconclusivos.

Palavras-chave:Mycobacterium spp, 16S-23S rDNA, identificacéo.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains a serious public heattblem. Brazil, according to World Health
Organization, occupies the 18th place among 22 tdesnresponsible for 80% of all
tuberculosis cases worldwide. The definitive disgis@f TB is given by the presence of the
bacillus by smear or culture. The culture may bearsensitive compared to the smear, but it
requires four to eight weeks for the multiplicatiaf the bacillus, delaying definitive
diagnosis of the disease is still arduous and ésealts often do not adequately inform the
targeting of clinical decisions. Molecular methae useful for epidemiological studies of
tuberculosis. Molecular typing is therefore an imgant epidemiological tool in controlling
infections. Regions of the genome of Mycobactericontains information specific to the
species or variant strains. The spacer region agpgrthe gene encoded by the 16S, 23S and
5S characterized by a high degree of sequenceivarend size, both as species of the genus.
This diversity is due mainly to variation in themier and type of sequence found within the
tRNA spacer region, being explored in studies hsicratory. The objective is to identify the
strains of Mycobacterium spp. by using PCR targgtine spacer region 16S-23S rDNA (ITS-
PCR). For such purpose, mycobacterial strains tstl&rom specific culture medium, from
clinical specimens collected from patients diagdos&h tuberculosis disease and infection
with other mycobacteria, referred from public hdalgiin the state of Pernambuco, to confirm
the diagnosis through laboratory tests of conveafismear and culture. The identification of
the bacilli was performed by observing the grovdter(s) of the colony (s) and biochemical
tests (niacin, catalase, PNB and TCH). Nontubet=ulmycobacteria were identified using
molecular techniques, PRA-hsp65, through collalbomatwith the Laboratory of
Mycobacteria of the Federal University of Rio deeleo. We analyzed 20 clinical isolates
confirmed by phenotypic and biochemical tests, nfostn nursing (65%). The average
patient age was 38.5, being within the nationaltaye, between 20 and 49 years. Most were
male, 65% (n = 13), which is justified by being #iup most exposed to the disease. The
ITS-PCR and PRA-hsp65 were concordant for 85.7% 1&t®6 respectively. The ITS-PCR
system was able to identify strains of Mycobactarspp. isolated from the culture medium.
The ITS-PCR proves a useful tool to help differatetinfections caused by TB and NTM and
can be used as additional molecular tool in thieihtial diagnosis when conventional tests
are presented inconclusive.

Palavras-chave:Mycobacterium spp, 16S-23S rDNA, identification
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1. INTRODUCAO
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1.1 HISTORICO

Ha evidéncias que a tuberculose existe desde ogotemre-histéricos tendo sido
encontrada em esqueletos de mumias do antigo E8@00 a.C) e, numa mumia pré-
colombiana no Peru. A doenga disseminou-se na Buagnm a urbanizag&o crescente e no
século XVIII tornou-se conhecida como a peste agBcasil, 2007).

No Brasil, em meados do século XIX, a medicina @asa a tuberculosetigica)
diretamente as condicfes de miséria em que vippalacdo, acreditava-se também que ela
estava intrinsecamente ligada a hereditariedadeédal@o adoecimento de véarias pessoas da
mesma familia. Contudo, a teoria mais correntendefa tuberculose como uma doenca da
“constituicdo”, ou seja, nascia-se com 0 organigremlisposto ou com a moléstia. Talvez
esta idéia tenha-se formado devido ao fato de mugiiancas nascerem doentes ou mortas,
guando a mae sofria do mal. Na época, ndo haviadoetdiagndsticos e nem terapéuticos
eficazes para combate-la e também néo se sabi@ qggnte causador da doenga, nem como
lidar com ele (GONCALVES, 2000).

Em 1882, um dos grandes trabalhos sobre a tubsec(ild) foi realizado por Robert
Koch, que isolou e cultivou dycobacterium tuberculosisle tubérculos macerados,
identificando assim o agente etioldgico da doeBt2DOM & MURRAY, 1992). Em 1890,
Koch anunciou a descoberta de um liquido, nomealer¢ulina, como uma ferramenta Util
na deteccdo da doenca, devido a intensidade daoretsenvolvida por animais doentes
quando inoculados com essa substancia. Este corpaipetuou-se por varios anos até a
observacédo de que tanto animais saudaveis quaetdedopoderiam responder a droga. Como
resultado, ficou estabelecido que animais infecadom oM. tuberculosisreagiriam a
tuberculina, diferentemente dos individuos sauda¥@iteste tuberculinico tornou-se, entdo, a
principal ferramenta diagndstica para os casosféegao pelo bacilo (DUCATI et al., 2006).
No mesmo periodo, Koch desenvolveu métodos de agflor para sua identificagdo. Estas
técnicas foram subsequentemente melhoradas pelmrdeubacteriologista alemdo Paul
Ehrlich, cujo método de deteccédo do bacilo propomii a base para o desenvolvimento da
coloracao de Ziehl-Nielsen, sendo uma das ferraasatiagnostica mais importantes que vem
sendo utilizada até o momento (DUCATI et al, 2006).

A descoberta de Koch permitiu que outros pesqursadoconcentrassem esfor¢cos no

desenvolvimento de novas terapias mais eficazesa pmartratamento de pacientes
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tuberculosos. Em 1916, os jovens cientistas AlGatmette e Camille Guérin conseguiram

isolar uma linhagem avirulenta ddycobacterium bovie a partir de sucessivas repicagens
em meio de cultura, desenvolveram a vacina intraidé; atualmente conhecida como BCG

(Bacilo de Calmette-Guérin), amplamente utilizadeapcombater a tuberculose, de maneira
profilatica em criancas (DUCATI et al, 2006).

Porém, a nocdo de doenca social, de flagelo smgidbencga operaria tornava-se cada
vez mais forte no pais, pois, baseava-se na caucide contaminacédo e nas condicfes de
vida desfavoraveis daqueles que a contraiam endiisgeam: os pobres e os trabalhadores
(GONCALVES, 2000).

Ao final do século XIX, a associacdo da doenca esntondi¢cdes de vida e higiene
trouxe a tona a diferenciacdo e o0 repudio sociatede doentes, rotulando-os como
responsaveis por um tipo de mal social. Tornarapesigosos e contagiosos para a sociedade
saudavel. A tuberculose passou de doenca sociat rasada como doenca individual e a
saude, neste contexto, parecia ser um bem percebialorizado (GONCALVES, 2000).

Como a evolucdo clinica da tuberculose € lentasiobmas ndo eram, de inicio,
atribuidos primeiramente a ela. Além disso, algsmais clinicos ndo eram (nicos da
tuberculose, e os que eram podiam manifestar-senoenor intensidade, levando o doente a
crer que ndo possuia sintomas especificos da ddfeten Isto, particularmente, levava a
demora do diagnéstico, ao agravamento do estao,f@o tratamento mais prolongado e,

em sintese, a maior disseminacdo da doenca (GONEAILY000).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

1.2.1. A tuberculose no mundo

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publica uratéeio anual sobre o controle
global da tuberculose (TB) a cada ano desde 19y principal objetivo € fornecer uma
avaliacdo atualizada da epidemia da TB e os prsggeso controle da doenca em nivel
global, regional e do pais no contexto das metasagg estabelecidas para 2015. O relatério
de 2009 (13 2 da série) foi publicado, como emdauk anos anteriores, em 24 de Marco -
Dia Mundial da Tuberculose (OMS, 2008).

A tuberculose é contagiosa e se propaga atraveés.ddaso nao tratada, cada pessoa

pode contaminar, em média, 10 a 15 individuos por &stima-se que cerca 2 bilhées de
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pessoas estejam infectados com o bacilo da tulesesubu seja, uma em cada 10 pessoas
infectadas torna-se doentes com tuberculose &MS( 2008).

Em 2008 foi notificado 9,4 milhdes de novos casesido 1,4 milhdes coinfectados
com HIV. A mortalidade em 2008 foi de 1,8 milhdesmkssoas, incluindo 500 000 pessoas
com HIV, o equivalente a 4.500 mortes por dia (ORIE)8).

A desigualdade social é o aspecto de maior impoganma vez que essa tem sido a
responsavel pela geracdo de pobreza e ma nutrigimlicdbes precarias de moradia e
educacao entre outros, que influenciam praticamiutes os outros fatores associados ao
desenvolvimento da tuberculose (DUCATI et 2006).

Estimated new TB

cases (all forms) per /
L= 100000 population /% LL )

9’009 0

] o2 P \
] 2549 L/ 1
[ 509 \li/
[ 100-299 ﬂ.
I 2300 & e
[ ] Noestimate (‘//{)

FIGURA 1: Estimativa da taxas de incidéncia de tubercule®NTE: OMS, 2009

Aproximadamente, 95% dos casos de tuberculose ewmornos paises em
desenvolvimento, paises esses que detém 98% dmsdmsnortes mundiais por TB (KHAN
et al., 2005; OMS, 2009). Tais dados referem-secjpalmente a paises como a Africa,
sudeste da Asia e algumas regides do PacificoréFigy onde a TB tem se transformado em
ameaca tanto para a Salde Publica quanto parananeieo E consenso mundial que para o

controle da tuberculose € necessario uma intereezigénivel global (OMS, 2008).



Lima, JFA Identificacdo de Cepas Mg/cobacterium spp. ......... 18

1.2.2. A tuberculose no Brasil

Um novo balangco do Ministério da Saude sobre alémdia de casos de tuberculose
mostra queda na taxa de deteccdo da doenca nd, Brasi passou de 51,44/100 mil
habitantes, em 1999, para 37,12, em 2008. Seguadiosddivulgados em 2009, no Rio de
Janeiro, isto representa uma reducao de 27,58%0esnds. Em numeros absolutos, o Brasil
registrou 82.934 novos casos no final da décadaagdas contra 70.379 no ano de 2009
(BRASIL, 2009).

Segundo a OMS, 22 paises concentram 80% dos cadadelculose no mundo e nos
altimos trés anos, o Brasil passou da 142 para @d€icao no ranking mundial de casos da
doencga, 0 que significa que algumas acOes de ¢erestédo sendo eficazes, sobretudo em
relacdo ao DOTS. Além do que a TB é a 42 causaotie rmpor doencgas infecciosas e a 12 em
pacientes com AIDS (BRASIL, 2009).

Referindo-se a influéncia dos fatores respons@ad crescimento dos casos de TB no
mundo, quando comparado a outros paises 0 Bragteqa uma condicdo intermediéria,
uma prevaléncia pequena quanto ao problema darresi$téncia as drogas, porém existe
uma grande desigualdade social, com grupos popuksi mais vulneraveis a tuberculose
como os indios, os presidiarios e os moradoresa@UCATI et al.2006; BRASIL, 2009).

Além da reducéo de casos (incidéncia e 6bitospvm halangco mostra a expansédo da
cobertura do tratamento supervisionado (DOTS), qaesiste no acompanhamento do
paciente durante 0s seis meses em que ele nedess#nos medicamentos contra a doenca.
Essa medida integra a lista de recomendacdes @gmi@agao Mundial da Saude (OMS) para
aumentar o percentual de cura da tuberculose. Depseldoi adotado no Brasil, a partir de
2001, o percentual de cobertura do tratamento gigpmrado cresceu de 3,5% dos casos
novos para 39,4% (BRASIL, 2009).

1.2.3. A tuberculose em Pernambuco

O Nordeste é a segunda maior regido em taxa dééimgia de tuberculose, com 48.7
caso0s/100.000 habitantes (BRASIL, 2007). No estdeloPernambuco, foram notificados
4.200 novos casos de tuberculose, em 2008, sendaimpdamente 4% em criancas e
adolescentes (0 a 14 anos). Um dos fatores quézainagéncia no combate a doenca no

Estado € a constatacdo de que Pernambuco encerdrdrs os piores no Pais em incidéncia
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de tuberculose, com uma taxa de 47,79 casos pdaal®® mil habitantes, nUmero este acima
da média nacional de 41,7/100 mil habitantes, flcaatras apenas dos estados do Rio de
Janeiro e do Amazonas (BRASIL, 2009).

Pernambuco permanece em primeiro lugar tanto mataxas de incidéncia quanto de
mortalidade. Uma posi¢do nada animadora para umacdomilenar e que disponibiliza de
tratamento ha muito tempo, desde 1849, quando dcoédaquim de Aquino Fonseca,
dirigente do Conselho Geral de Salubridade da Reavide Pernambuco, alertou o governo
para o aumento dos casos de tuberculose. Em 188i®de Freitas voltou-se inteiramente
para o enfrentamento dessa doenca, do qual resutinacéo da Liga Pernambucana contra a
Tuberculose, inaugurada em julho de 1900 no Té&xrda Isabel (FUNDO GLOBAL, 2008).

Atualmente, o Governo Brasileiro considera Recifieaudas cidades brasileiras de
prioridade para a execucdo de medidas de conteoie @ TB. Além disso, a populacéo
carceréria é uma das mais afetadas pela doenchn, $&io registrados em 2008, 826 casos
nos presidios do Estado, tornando-se uma doenga grde amplo espectro dentro do cenério
da Saude Publica do Pais (BRASIL, 2009).

1.3. AGENTE ETIOLOGICO

As micobactérias pertencem ao génédgcobacterium familia Mycobacteriaceae,
subordem Corinebacteriaceae, ordem Actinomycet@egnero Mycobacterium compreende
cerca de 100 espécies, sendo a maioria saproétesia livre (UEKI et al., 2005).

O M. tuberculosis2 uma forma de transicdo entre as eubactériasaetimmicetos.
Mede de 1 a 4um de comprimento por 0,3 a Oyn de largura, além de apresentar um
complexo envelope celular e homogeneidade gendtiata-se de um bacilo imovel que néo
forma esporos, ndo produz toxinas, aerobio esritojo Gnico reservatorio € o ser humano
(KRITSKI et al.,1997).

Sua parede é constituida principalmente por aaiicslicos, formando uma barreira
hidrofobica que confere resisténcia a dessecacateseoloracdo por alcool e acido e a
diversos agentes quimicos e antibiéticos, bem cdmgao de agentes fisicos, como o calor e
a radiacao ultravioleta. Por ser capaz de sobreeivd® se multiplicar no interior de células
fagocitarias, € considerado um parasito intracefatzultativo (BRASIL, 2002).
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Os bacilos crescem lentamente, com tempo de geds;d8 a 48 horas, tanto em meio
artificial quanto em organismos animais, dependeladoferta de oxigénio, de nutrientes e do
pH do meio, sendo necessarias varias semanas parasqcolonias tornem-se visiveis no
meio de cultura (KRITSKI et al.]1997). Algumas vezes formam filamentos e tendem a
crescer em cachos, caracteristica dada por um cwmnfm céreo da célula, o fator de
encordamento (TORTORA et al, 2003).
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Figira 2: Microscopia eletrdnica delycobacterium tuberculosionte:allamericanpatriots.com

1.3.1. ComplexoMycobacterium tuberculosis

A tuberculose, doenca causada pelas espécies daesanM. tuberculosis € a mais
comum infeccdo micobacteriana em paises em desémenito (MOKADDAS & AHMAD,
2007).

As espécies que constituem o compledycobacterium tuberculosissao:
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanunMycobacterium bovis e
Mycobacterium microtgue causam a tuberculose humana e animal (UEXI, &005).

Tradicionalmente, a identificacdo das espécies dmptexo se baseia em suas
caracteristicas morfologicas e sua tolerancia aaloac2-tiofencarboxilico (TCH).
Classicamente, a tolerancia ao TCH é assinaladd.rtaberculosisContudo, Yates e col.
(1982) mostraram que uma grande quantidade das depkadas de pacientes asiaticos
apresentavam sensibilidade ai TCH, o que dividul. tuberculosisem “variedade classica” e
“variedade asiatica’( HERRERA-LEON et al, 2009).
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1.3.2. Micobactérias Nao Tuberculosas (MNTS)

Pertencem ao génektycobacterium sppnais de 100 espécies de micobactérias que ao
longo do tempo tem recebido diversos nomes (atipicéio tuberculosas, ambientais,
oportunistas, entre outros.) que procuram ressaitas diferencas clinico-epidemioldgicas
das espécies do complekb tuberculosifESTEBAN et al, 2006). Varias Micobactérias nao
tuberculosas foram descritas. Essas espécies,mgert@ oportunistas, sdo classificadas,
conforme sua capacidade de causar doenca no horoemo, potencialmente patogénicas e
nao-patogénicas (UEKI et al., 2005).

Algumas espécies pertencentes as MNT sao patogéiaictd para homens como para
animais, causando doenca pulmonar, cutanea, limtade infeccées disseminadas. Estas
espécies sd0 um crescente risco a saude da papulesgecialmente nos individuos
imunodeficiente (CHEMLAL & PORTAELS, 2003; UEK al, 2005).

As MNT’s sdo documentadas como sendo responsaweisnfeccbes pulmonares
humanas tanto nos paises desenvolvidos como nesspain desenvolvimento. A incidéncia
entre 2 — 20% é notificada em varias partes do mutelando a taxas acentuadas de
mortalidade e morbidade (MAWAK et al, 2006). ApedaiM. tubeculosiser a micobactéria
mais importante e isolada com mais frequiéncia, W3 ’Brepresentam, na atualidade, 10% a
30% dos isolamentos em laboratorios de microbialaginica. Sendo um grande numero
delas patdégenas para o0 homem, requer assim, wemaato especifico para cada caso. Por
isso, diante de qualquer isolamento micobacteriseaecomenda realizar uma identificacédo
precisa de espécies, inclusive as do compléxtuberculosifVEGA, 2006).

Sua importancia tem aumentado com a melhora dosdogtdiagnésticos, a descri¢cdo
dos quadros clinicos que produzem, assim como @spEsicdo ao seu desenvolvimento
evidenciado em pacientes imunodeprimidos, prinoipakte pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (GARCIA GARCIA et al, 2005; WANGER &QUNG, 2004).

Clinicamente e radiologicamente as doencas pulmsnaioduzidas por micobactérias
nao tuberculosas sao indistinguiveis da tubercufmdenonar classica, contudo as duas
doencas apresentam fundamental diferenca em sdengipiogia, conduta e prognéstico. E
importante que os clinicos e os bacteriologistadiew que nem todo BAAR encontrado na
baciloscopia é/. tuberculosisMAWAK et al, 2006.
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A maioria das MNTs s&o, em geral, causadoras decdsecutaneas. Nos Estados
Unidos e na Europa a espécie mais comunié marinum O M. ulceransé endémico em 32
paises da Africa, Asia e América do Sul (DODIUK-GADal, 2007). Ja as micobactérias
responsaveis por causar doenca pulmonar sdo @imzpte do complex. aviume oM.
kansassi Existem outros agentes que causam doenca marseate, como as micobactérias
de crescimento rapidd4. fortuitum, M. gordonae, M. abscessus e M. cledoNao se sabe
bem o mecanismo de desenvolvimento dessa enferejidendle pode se encontrar lesdes
granulomatosas indistinguiveis das produzidasvhduberculosisque se presume que tenha
patogenia é similgiESTEBAN et al, 2006

Este grupo de micobactérias apresenta pouco corgagie pessoas, incluindo os casos
com baciloscopia positiva. Isto tem implicacbestipa&, pois se houver um caso de um
paciente com diagndéstico de tuberculose, e posteginte se demonstra uma micobactéria
nao tuberculosa, deve-se suspender tanto o eseudontiatos como o tratamento especifico
para tuberculose latente caso tenha sido inici@d@drCIA GARCIA et al, 2005).

O numero de espécies é muito grande e cresce @angaé os meios de identificacao
melhoram, mas existe um numero limitado de espégiesprovocam doenga com maior ou
menor incidéncia dependendo das diversas areasafieag. Os principais patdogenos que
provocam doenca pulmonar sabt. kansasii complexo M. avium, M. fortuitum, M.
abscessus, M. malmoense, M. xenopi, M. celatumasidticum e M. szulga{GARCIA
GARCIA et al, 2005).

Em paises desenvolvidos, a medida que diminui @&éncia de tuberculose, a
ocorréncia das MNTs nas doencas pulmonares aumirdeseminagdo hematogénica das
MNT’s tem sido descrita com alta frequéncia apésdvento da epidemia da AIDS,
aumentando assim o fator de risco de doenca disadmpor MNT, onde 95% desta é devido
ao complexoMycobacterium avium(MAC). Normalmente a espécie das MNT’s ndo é

identificada, o que n&o deixa claro a real prevaéédestas doencas (FERREIRA et al, 2002).

1.4 METODOS DE DETECCAO DE MYCOBACTERIAS

As técnicas bacterioldgicas tradicionais permanecemo 0s Unicos métodos seguros
para diagnosticar TB, pois demonstram a presengmcio causador da patologia (KRITSKI
et al, 1997). Para a identificacdo do géndfgcobacteriumexistem diversos tipos de

abordagens metodoldgicas: fenotipico convenciomabhmatografico e genotipico ou
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molecular. Os métodos tradicionais se baseiam nderaificacdo preliminar mediante o
tempo de crescimento (lento ou rapido), aspectasohdgicos e producdo de pigmentos nas
colonias, complementado por diferentes provas ogas para uma identificacdo
especifica. Contudo, como os métodos fenotipicosat#riosos e o tempo de crescimento é
lento, a identificacdo demora varias semanas, eneitos casos € impossivel identificar a
espécie (VEGA, 2006)

1.4.1 Baciloscopia

Uma das principais técnicas utilizadas é a baolosc onde a presenca de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) no material biotmisinaliza para o diagnoéstico de
micobacteriose, ndo sendo possivel distinguir eareespécies de micobactérias, 0 que
demanda tipagem posterior. Para que uma amostrg@agijiva a baciloscopia, um minimo de
5.000 a 10.000 bacilos por mililitro deve estarsprae, justificando a negatividade deste
meétodo nas formas paucibacilares (KRITSKI et alf}9® rendimento desta técnica € de
50% a 80% dos casos de TB pulmonar, de acordo c@mewaléncia no local e com os
cuidados metodolégicos empregados na manipulacii@mastras respiratérias (GUIA DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2004).

1.4.2 Cultura e caracteristicas bioquimica

Existem disponiveis varios meios de cultura pataotamento das micobactérias. O
mais utilizado no Brasil e recomendado pelo Mimistéla Saude é o de Léwenstein-Jensen
(LJ), um meio solido a base de ovo. A cultura exiggocessamento do material, inoculacéo
em meios de cultura, incubacdo em temperaturasuadas, identificacdo das diferentes
espécies por métodos bioquimicos convencionaiste tie avaliacdo da sensibilidade aos
antimicrobianos mais frequentes, utilizados noatregnto destas infecgdes. O tempo médio
para esta deteccdo é geralmente longo, e a tasaldeento € inferior aquela obtida com a
utilizacdo de meios liquidos. Apesar de ainda mnéetie um processo automatizado que
realize todas as etapas ja mencionadas, algungaegemtos, meios ou metodologias
desenvolvidas ja melhoraram muito os procedimetritados em termos de tempo e mao-de-
obra empregados na sua realiza¢do (GUIA DE VIGILANEPIDEMIOLOGICA, 2004).
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Vérios estudos foram publicados estabelecendoriostépara o diagndstico das
infeccbes causadas pela MNT, pois estas espéci@smpaolonizar transitoriamente o
homem. Embora exista certa variacao entre esgésiasi todos enfatizam a importancia do
isolamento repetido do mesmo agente a partir destaasobioldgicas ndo-estéreis ou obtidas
de um cultivo puro de bidpsia ou de outros fluidessitios estéreis. Os critérios aplicam-se a
pacientes com sinais clinicos, radioldgico ou Ipiatolégico compativeis com um quadro de
infeccdo (UEKI et al, 2005).

As provas bioquimicas classicas de identificacéd® mé&cobactérias sdo: reducdo do
nitrato, termoinativacdo da catalase a 68°C, pr@duda niacina, prova da urease,
crescimento em presenca de agentes inibidores (cmndmido paranitrobenzoico-PNB,
hidrazida do acido tiofeno-carboxilico-TCH) (BARRE&Et. al, 2000)

Nas ultimas décadas, com a excessiva confiancafet&vigade do controle da
tuberculose, através do uso do esquema terapérmatado, gerou expectativas quanto a
sua possivel erradicacdo. Isso determinou gradisahigresse pela pesquisa em TB, seja para
obtencédo de novos farmacos, seja na avaliacéo e moétodos diagnosticos (KRITSKI et
al,1997). O diagnéstico diferencial entre a tublesel e as doencas causadas pela
micobactérias ndo tuberculosas é de grande immiatipelo fato das duas doencgas
apresentarem diferencas fundamentais em sua epidgmi prognostico e tratamento
(ANDRADE, 1986).

1.4.3 Métodos Moleculares

Os avancos da genética molecular tém causado grapdeto na pesquisa médica. A
descoberta das endonucleases de restricao, jurtaroem os procedimentos de ligacdo e
transformacao do acido desoxirribonucléico (DNA)sgbilitou clonar e propagar sequéncias
génicas de quaisquer organismos em laboratériogchAica de PCR tem sua importancia
baseada na habilidade de replicar o DiNAvitro sem proliferacdo biolégica do organismo
portador de tal genoma. E possivel amplificar sedaé especificas de DNA mais de um

milhdo de vezes em poucas horas (KRITSKI et al 1997
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1.4.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

1.4.3.1.1 PCR convencional

A PCR baseia-se em ciclos que se repetem na foerteéd etapas que ocorrem em
diferentes temperaturas de incubacdo, em um meadnwy ma presenca de reagentes termo-
estaveis, e sequéncias especificas de DNA a semgiifieadas. Os reagentes séo: (1) dois
pequenos iniciadores (primers), sintetizados pam@ns complementares as sequéncias
conhecidas do DNA alvo, (2) grande quantidade daatrq desoxirribonucleotideos
trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e (3) a mraziermoestavel Taq DNA-polimerase,
isolada da bactéria termofiliddermus aquaticus tampéo (EISENSTEIN, 1990). A PCR é
um sistema que envolve 3 etapas: desnaturacdenaergo e extensao. A fita dupla do DNA
alvo é desnaturada através da elevagéo da tempepaita 92/95°C, para quebrar as ligagdes
tipo ponte de hidrogénio que mantém as fitas uniéssa etapa expde a fita de DNA,
denominada “template” ou molde, a qual se anelarhacofita de DNA que contenha
sequéncia complementar a ela (iniciador). Estaida@cndo exige que o DNA esteja puro,
podendo ser detectado em misturas de DNAs ou desteutras substancias. No entanto, ha
maior sensibilidade da deteccdo em amostra contesolmente DNA purificado
(EISENTEIN, 1990; SCHEINERT et al., 2005). Na etajm anelamento, a temperatura é
rapidamente reduzida para 35/60°C, dependendoataiseante do tamanho e seqiéncia dos
iniciadores utilizados, permitindo a hibridizacddNADNA de cada iniciador com as
sequéncias complementares que flanqueiam a rebtiéo @s dois iniciadores ndo podem
anelar-se um ao outro e seus sitios de anelamewm&dser suficientemente distantes um do
outro, para permitir a sintese subsequente de mpogduto (EISENSTEIN, 1990). Em
seguida, a temperatura é elevada para 72°C para gquzima DNA polimerase realize a
extensdo no sentido 5° 3’ (TAYLOR, 1993) a unedoeidade de cerca de 24 nucleotideos
por segundo (SCHEINERT et al., 2003). Este cictepietido por algumas dezenas de vezes.
A medida que os ciclos v&o se repetindo, os iniie&lsdo consumidos e o nimero de novas
fitas de DNA aumentam (EISENSTEIN, 1990). Uma ver @ quantidade de DNA da
sequéncia alvo aumenta exponencialmente a caas aieimplificacdo segue uma progressao
geométrica de maneira que, depois de apenas 2B, cilproduzido mais de um milhdo de

vezes a quantidade inicial de sequéncia alvo. &stala de amplificacdo permite, portanto,
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iniciar com quantidades minimas de DNA (da ordenaldans picogramas ou nanogramas) e
terminar a reagcdo com grandes quantidades de Dpciisamente amplificado, resultando
em moléculas de DNA

com seqUéncia homoéloga ao DNA que serviu de oriéaYLOR, 1993).

1.4.3.1.2 PCR Multiplex

Nessa abordagem, sdo amplificados dois ou maisesggsdiferentes de DNA em uma
Unica reacao, utilizando-se para isso mais de umucto de pares de primers. Essa técnica
permite a co-amplificacdo de mais de um segmentgeshmma. 1SS0 garante praticamente
100% de especificidade para a reacdo, no caso a@difidacdo de microorganismos,
diminuindo os riscos de falso-positivos. Tambémyaireente, sdo incluidos na reacéo
multiplex, iniciadores para controle interno dagade amplificagdo. A inclusdo do controle
interno de amplificacdo visa a eliminacdo dos falsgativos que ocorrem devido a presenca
de inibidores da reacdo de amplificacdo e permaggim, uma analise de materiais como
urina, liquor, liquido amniético e efusdes, ondgrasenca de inibidores da reacdo de
amplificacdo tem sido descrita com frequéncia. pamitir a amplificagdo simultanea de
multiplas regides alvo a PCR multiplex vem sendstd@e Util na deteccdo da delecao de
exon em desordens ligadas ao cromossomo X, tai® eodistrofia muscular de Duchenne
(CHAMBERLEIN et al., 1988) e sindrome de Lesch-Nyki@IBBS et al., 1990).

1.4.3.1.3 Nested-PCR

Para aumentar a sensibilidade de deteccdo, a @aédeicPCR tem sofrido algumas
adaptacbes, como por exemplo, a dupla amplificdb@sted-PCR). Nesta modalidade de
PCR 0 ensaio se realiza em duas etapas consedulivassPCRs simples). Na primeira etapa,
uma sequéncia maior de DNA alvo é amplificada compar de iniciadores externos. Uma
aliquota, do amplicon assim obtido, é entdo sulilaetisegunda etapa, para amplificacdo de
uma sequéncia interna do DNA alvo, usando-se uno @ de iniciadores (internos em
relacdo a posicao de anelamento do primeiro pié&gado). Assim, ao final desta Ultima etapa
tem-se amplificada a sequéncia alvo interna, quie pou ndo se sobrepor a uma das

terminacdes finais da seqiiéncia alvo maior (PIGN@Nal. 1990). E precisamente esta
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segunda etapa de amplificacdo com iniciadores nioser que confere a nested PCR
especificidade e sensibilidade superiores aqueldilas em PCR simples. Sua grande
sensibilidade inclusive torna a nested PCR altaenestomendada para a deteccdo de alvos
com baixo numero de coépias (por exemplo, em anwmsgilimicas, de solo, de agua e
alimentos) (DUPIN et al. 2002). A necessidade dertaba do tubo de reacdo para a
transferéncia dos amplicons, que serve de molda pasegunda etapa de amplificacéo,
aumenta o risco de contaminacéo e o aparecimemnsdiados falso positivos diminuindo a

confiabilidade do método.

1.4.3.1.4 Nested PCR em unico tubo (STNPCR)

A implementacao de duas reacfes de amplificacdoremnico tubo (STNPCR) reduz
consideravelmente o risco de contaminacdo (LLORlet2000; MATHIS et al., 1997;
ABATH et al., 2002) Ha basicamente duas abordabée&as utilizadas no desenvolvimento
da nested PCR em unico tubo. Elas envolvem usmidiadores internos e externos com
distintas temperaturas de anelamento (esta aborddigdta bastante as sequéncias que
poderiam vir a servir de alvo para amplificagdomootambém possibilita 0 aumento do
aparecimento de bandas inespecificas), e a sepafsj@ dos reagentes necessarios a
segunda etapa de amplificagdo. Como exemplo dassgumafisica pode ser citado o recurso
do tip de pipeta modificado para conter e isolangerariamente os reagentes (da segunda
etapa) do conteudo restante do tubo de reacdo. érande tem utilizado resinas ou
componentes estranhos a reacdo para sequestramgonentes da segunda reagdo. No
entanto, isto pode interferir na reacdo enzimdfigeO et al., 2004)

O diagnostico laboratorial de rotina através da Ritlde produz resultados falso-
positivos quando a sequéncia alvo ndo esta unifoente presente em todos os isolados
clinicos. Apesar do desenvolvimento de sondas telharado muito a identificacdo de
micobactérias, em particular o compléMotuberculosigMTC), os sistemas comercialmente
disponiveis AccuProbe e DNA probe system (Gen-Rr8be Diego, Calif., USA) além de
ser caros, oferecem um limitado numero de sondascé&as e os isolados clinicos sao
identificados sobretudo como sendo MTC ou MNT (MAX2AS & AHMAD, 2007).

Na ultima década, avancos dos métodos diagnostisusfacilitado a identificacédo

rapida e especifica de varias espécies de micolzactétravées de recursos moleculares.
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Sondas de &cidos nucléicos, PCR espécie-espetificalizacdo e a sequiéncia 16S do RNAr
tem sido consideradas para aplicacbes em labaratdinicos (YAM et al 2006), sendo esta
ultima sequéncia, utilizada durante varios anoainda €, o principal alvo para estudos de
taxonomia molecular (TORTOLI, 2003; MOHAMED, et 2009).

Os ensaios de sondas de hibridizacdo reversa (INNA-Mycobacteria e Genotype
Mycobacteria) possuem alto custo e seus padrdespleros tornam dificeis sua
implementac&o nos laboratorios de diagnostico tiraoO seqiienciamento dos genes alvos
de micobactérias como o 16S rRNApB, hsp65secAe a regido espacadora 16S-23S rRNA
tem o potencial de identificacdo espécie-especifizajuase todas ddycobacterium spp.
Contudo, o seqiienciamento de todas as culturaadeolem um laboratério de diagndstico
clinico se torna inviavel pelo seu alto custo, ipalairmente em paises em desenvolvimento.
Sendo a TB a infeccdo por micobactéria mais confiarse necessario o desenvolvimento de
um método simples, econbmico e confiavel que palisariminar o MTC das MNT
(MOKADDAS & AHMAD, 2007).

1.4.3.2 Regibes espacadoras 16S-23S rRNA

As regides espacadoras 16S-23S rRNA séo utilizaalesa identificagdo e tipagem de
um grande nimero de espécies de bactérias, inol@spécies de micobactérias (GURTLER
et al, 2006).

Existe, at¢é o momento, dois sistemas comerciaiszag¢os na identificacdo de
Mycobacterium spp.os quais se baseiam na hibridizacdo de sondadNOD-LiPA
Mycobacterium system (Immunogenetics, Ghent, Beilgjjuonde o alvo é a regido
espacadora (ITS) do gene 16S-23S rRNA que idemtifi® espécies de micobactérias, e 0
GenoType Mycobacterium CM/AS System (Hain Life $einNehren, Germany) cujo alvo é
o gene 23S rRNA que identifica 13 espécies (XION&,2006).

Em adicdo as areas altamente conservadas quetgséadas nos relacionamentos entre
linhagens diferentes, a sequéncia 16S contém negses variaveis utilizadas na
diferenciacéo de género e espécie. Esta diferdiw@cealizada através do uso de sondas que
foram geradas utilizando sequéncias conservadesgdio 16S com@rimersuniversais para
a amplificacdo da PCR de determinadas regidesvessi@o 16S (JENSEN et al, 1993). O
gene 16S rRNA (~1550pb) € amplamente aceito eaditi na identificacdo de bactérias, que
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€ universal e apresenta alto grau de conservac@iolod@a sua importdncia como um
componente funcional da célula, além do que é osnralicado na identificagdo de
micobactérias por conter tanto regides conservamaso regides altamente variaveis
(STOHR et. al, 2005).

As regibes espacadoras que separam 0S genes aoofigelo 23S, 16S e 5S
caracterizam-se por um alto grau de variacao dééseip e tamanho tanto no nivel de género
quanto de espécie. Esta diversidade deve-se, painuénte, a variacio no niumero e no tipo
de sequéncia do RNAt encontrada no interior da®esgespacadoras, sendo exploradas em
estudos discriminatérios (ABED et al 1995).

Devido o aumento da incidéncia da infec¢cdo por MBIpossivel que os métodos que
identificam apenas ®1. tuberculosisfalhem em detectar as MNTs. Assim, métodos que
possam detectar e identificar simultaneaméhtéuberculosise as MNTs seriam muito Uteis

no diagndstico precoce e no tratamento adequadéd €hl, 2006).

Operon Ribossomal
168 238 55
e - e — e —
Primer 1 / EPrﬂm-rZ
T WAL

Figura 3: Regibes espacadoras 16S-23S rDNA



2. OBJETIVOS




Lima, JFA Identificacdo de Cepas Mg/cobacterium spp. ......... 31

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as cepas de Mycobacterium spp. atraesécnica de ITS-PCR utilizando

como alvo a regido espacadora 16S-23S rDNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar as condi¢cdes da ITS-PCR utilizando a @g8pacadora do alvo 16S-23S
rDNA,;

Determinar o perfil molecular das espécies de nactiias produzidos pela ITS-PCR;

Comparar o sistema de ITS-PCR utilizando DNA gemronde Mycobacterium spp

com os meétodos convencionais de diagnostico eéxida técnica de PRiAsp65



3. METERIAIS E METODOS
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3.1 InformacBes do estudofoi realizado um estudo observacional analiticaasgectivo,

desenvolvido no Laboratdrio de Imunoepidemiologizeartamento de Imunologia) do

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM/FIOCRN®@)estudo foram utilizadas 30

cepas de micobactérias isoladas de meio de cudispacifico, provenientes de amostras
clinicas coletadas de pacientes com suspeita agctbse doenca ou infec¢cdo por outras
micobactérias, encaminhados de hospitais publicos edtado de Pernambuco, para
confirmacdo diagnoéstica através dos exames coromisi de baciloscopia e cultura. Para
deteccao laboratorial das micobactérias foi utiliza critério estabelecido pelo Ministério da

Saude/Fundacgdo Nacional de Saude, 2002.

3.2 Casuistica foram selecionadas amostras de pacientes de amls@xo0s, sem restricdo de
idade, provenientes de ambulatério e enfermaridddspital das Clinicas - Universidade
Federal de Pernambuco (HC-UFPE), do Hospital Bdeabucena (HBL), do Hospital Geral

Otavio de Freitas (HGOF) e do Instituto Medicindegral Professor Fernando Figueira
(IMIP) do estado de Pernambuco, que depois deatamesm meio de cultura de Lowentein-

Jansen apresentaram crescimento de BAAR .

3.3 Consideracdes Eticastodos os participantes do estudo assinaram um teteno

consentimento livre e esclarecido para coleta dasstras bioldgicas necessarias. No caso do
paciente ser menor de idade, seu responsavel dserdomento por escrito através do termo
de consentimento livre e esclarecido equivalenste rojeto foi aprovado pelo comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeulihdaga(CEP-CPgAM/FIOCRUZ),
apresentada no Anexo I, e teve a anuéncia dostaissgiipracitados participantes da pesquisa

por meio de carta oficial e assinada pelo resp@hsévservico referente.

3.4 Critérios de inclusao pacientes com suspeita de tuberculose, encaminipattosnédico

acompanhante para esclarecimento diagnostico, cacioscopia positiva ou negativa,
historia de contato com adulto bacilifero (valodiaasobretudo nos menores de 15 anos) ou

com recidiva da doenca.

3.5 Critérios de exclusdoforam excluidos os pacientes que haviam iniciagtlatnento antes

da coleta das amostras.
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3.6 _Critérios de perda pacientes que faleceram durante a pesquisa anteefohacao

diagndstica; que, por vontade propria, desistir@npatticipar do estudo ou aqueles que nao
retornaram ao hospital para acompanhamento clidicmla foram excluidos pacientes que

tiveram sua ficha clinico-epidemiolégica da pesguseenchida de maneira incompleta;

cujas amostras coletadas foram contaminadas oficiestes.

3.7 Isolados _micobacterianasforam incluidas cepas de referéncia Me tuberculosise

micobactérias ndo tuberculosad: avium, M. smegmatis, M. intracelulari, M. fotiun,
isoladas através de cultura em meio Lowestein-demsedentificadas utilizando testes
fenotipicos e bioquimicos. As micobactérias naetclosas foram identificadas utilizando a
técnica molecular de PRAsp65,através da colaboracdo com o Laboratério de Miiébias
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, seguinpimtocolo estabelecido por Telenti et
al, 1993 e Devallois et al, 1997.

3.8 Métodos laboratoriais convencionais de diagndsb de micobacterioses:

Todas as 30 amostras clinicas provenientes dosrmasiselecionados para a pesquisa
foram submetidas aos seguintes testes:

3.8.1 Baciloscopia Esfregacos de material crescido em meio de @yltproveniente de

amostras clinica foram fixados na chama e coradtwsrpétodo de Ziehl Neelsen (BRASIL,
2002.

3.8.2 Descontaminacdoap0s a coleta, as amostras clinicas foram demoomadas pelo

Método de Petroff: Adicionar hidroxido de sédio % 4ontendo vermelho de fenol a 0,4%
em volume igual ao do espécime contido no tuboetdrifuga com capacidade para 50mL,
agitar 10 min. Em agitados, em seguida neutratizamaterial gotejando a solucédo de Ac.
sulfurico a 5% até o aparecimento da cor ambartriegar a 3000 G por 20 min. Apos a
centrifugacdo despreza o sobrenadante e ressuspesediémento com 2mL de agua Milli-Q,
podendo, assim, ser semeada em meio de cultura RNEE, 1980; BARRETO, 1994).
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3.8.3 Cultura de bacilos e testes de identificacA@pds descontaminacdo, as amostras

clinicas foram semeadas em meio Lowenstein-Jedserulturas foram incubadas a°g7
por um periodo de 60 dias. A identificacdo dos lbacimicobacterianos foi realizada
observando a velocidade de crescimento da(s) efre pelas provas bioquimicas (niacina,
catalase, PNB e TCH) (BRASIL, 2005).

Para comparacao dos testes considerou-se commpadraas caracteristicas fenotipicas e as

provas bioquimicas realizadas a partir das cultleamicobacterias.

3.9 Métodos Moleculares:

3.9.1 Extracdo e purificacdo de DNA gendmico de nubactérias Para a obtencdo do

DNA gendmico foram retiradas duas alcas com cofdodemicobactérias do meio de cultura
e colocadas em tubo tipo eppendorf de 1,5mL conull@® agua Milli-Q, posteriormente
aquecida em bloco seco a 100°C por 10 min e emdsegongelada a -75°C por 20min. Apés
descongelamento foi adicionado 400de solucédo de lise (NaCl 200mMI; TrisCl 10mM, pH
8; SDS 0,5%), agitado em vortex por 1 min e posterénte adicionou-sgué de proteinase

K e incubada a 65°C por 30 min. Apos a lise celalarapa da extracéo consistiu na utilizacéo
do método de Fenol/Cloroformio, utilizando primeis®QuL dos Fenol e centrifuga a
5000rpm por 3 min, em seguida adiciona-seuhO@e Fenol/Cloroformio (1:1) e centrifuga a
5000rpm por 3 min, posteriormente adiciona-se phO@e Cloroférmio e centrifuga a
5000rpm por 3 min. Em seguida, o sobrenadantenéfelado para novos tubos e adiciona-se
200uL de isopropanol absoluto gelado e mantido no daxge por no minimo 4 horas. Apos
outra centrifugacdo, agora a 5000rpm por 10 minsobrenadante foi completamente
desprezado e o pellet seco a temperatura ambRessuspender em |50 de agua Milli-Q e
estocado a -20°C para posterior quantificacéo dousas reacoes de PCR (SAMBROOK et
al,1989).

3.9.2 Quantificacdo do DNA extraido de micobactérma As amostras extraidas foram

quantificadas utilizando o Espectrofotometro Ulpes 3000 (Pharmacia Biotech). A diluigao
para a quantificacdo do DNA foi feita a partir ddume final de 7QL, sendo 1QL do DNA
extraido e 60L de agua Milli-Q.
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3.9.3 Reacdo de amplificacdo por PCRoram realizadas as técnicas de ITS-PCR segundo
Abed et al, 1995.

3.9.3.1 Reacdo de ITS-PCHoi otimizada utilizando os iniciadores G1 e bt em total de

25 ciclos, com as seguintes etapas: desnaturagdal ia 94 °C por 3 min, seguida de
desnaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 5&°C min e extensao a 72 °C por 2 min e
extensdo final a 72 °C de 10 min. A mistura da&eale amplificacdo foi composta de KCI
50mM, Tris — HCI 10 mM, pH 8,3, 1,5 mM de MgCP mM de dNTP (Invitrogen), 75 pmol
de cada primer e 2,5 unidades de Taq DNA polimemseum volume final de 50 pl. As
temperaturas ideais de anelamento foram definigdagés de experimentos com gradientes de
temperatura. Nos experimentos de otimizacéo féizatia a concentragcdo de 25ng de DNA

deM. avium, M. smegmatis, M. intracelulari, M. fotwmn, M. tuberculosis

Tabela 1: Apresentacgédo dos oligonucleotideos utilizados 1&FCR

NOME SEQUENCIA TIPO DE PCR REFERENCIA
L1 5 -CAAGGCATCCACCGT-3' SIMPLES Abed et al, 1995
G1 5 — AAGTCGTAACAAGG - 3 SIMPLES Abed et al, 1995

3.9.4Eletroforese os amplicons produzidos na reagao de ITS-PCR faraadisados em gel

de agarose a 2%, corados com brometo de etidimglidados em um transluminador de luz
ultravioleta e fotografadas com um sistema de dectatdo Kodak (Gel Logic 100 Imaging

System), utilizando o software Kodak molecular imggoftware 4.0.0.

3.10 Andlise estatisticafoi realizada uma analise estatistica descritivadid&ribuicdo de

frequéncia das cepas micobactérias isoladas em deetoltura a partir de amostras clinicas
de origem pulmonar e extrapulmonar obtidas de ptesecom suspeita de tuberculose doenca
ou infec¢do por micobactérias, comparando os eudtdos diferentes testes com o padrao

ouro e entre si.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Atualmente a tuberculose (TB) representa a oitawsa de morte, a nona causa de
incapacidade nos paises pobres e emergentes éna &h morte prematura, no mundo.
Cerca de 1,86 bilhdes de pessoas apresentam iofelet@nte por Mycobacterium
tuberculosis sendo a principal espécie do compléWo tuberculosisque incluem ainda:
Mycobacterium.  africanum, Mycobacterium. bovis, &hacterium  bovis-BCG,
Mycobacterium microti, Mycobacterium caprae e MyaxbBrium pinnipetti(OMS, 2008;
POROCA et al 2009). Destes, 10% dos imunocompetente)% dos imunocomprometidos
irdo desenvolver TB em algum momento da vida. Oscipais fatores de risco para a
tuberculose sao: pobreza, desnutricao, infeccam I, tabagismo, desigualdade social em
paises pobres e emergentes, diabeigtitus e poluicdo. (ATS, 1997; CUNHA & NEDER,
2009).

Ao contrario das espécies do complekb tuberculosis,as micobactérias nao
tuberculosas (MNT) encontram-se dispersas na rratuee apresentam patogenicidade
variavel. A capacidade das MNT em produzir doengt €laramente documentada na
literatura e sua importancia vem aumentando preg@sente, com isolamentos de
diferentes espécies nos laboratérios de micobast¢fiORTOLI, 2003, ATSD, 2007). O
diagnostico de doenca causada por MNT exige muitdeta, pois o seu isolamento de
espécimes clinicos ndo estéreis do organismo pigphéficar colonizacdo transitoria ou
contaminacgdo. Por isso, a correlacéo clinico-ldbaed € de fundamental importancia para o
estabelecimento do diagndstico preciso da doermga,domo na determinacdo da estratégia
terapéutica (ATSD, 2007).

A identificagdo das micobactérias por métodos lafooiais tradicionais € baseada em
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas e odtaefms sdo obtidos de duas a quatro semanas
apos o seu isolamento em culturas primarias (KHAMlg 2005). Na ultima década os
avancos dos métodos diagndsticos tém facilitadtertificacdo rapida e especifica de varias
espécies de micobactérias através de ferrament@sutazes (YAM et al, 2006). Estas tém
proporcionado um melhor entendimento a respeitcottenizacédo, infec¢do, e transmissao de
organismos, e ultimamente tem contribuido na reslud@ morbidade e mortalidade de
importantes doencas (PATEL & GRAHAM, 2007).

No presente estudo foi utilizada como alvo a reg8pacadora localizada entre as
subunidades 16S e 23S do rDNA, que segundo atlitargado responsaveis por apresentar

variabilidade genética, e promover eficiente ider@cdo de espécies, sendo assim
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considerado um alvo capaz de diferenciar espéntemamente relacionadas, podendo ser
utilizada para distinguir as micobactérias de ®@heia clinica (KHAN et al, 2005;
MOHAMED et al, 2009)

Estas regides sao utilizados para diferenciar sibgetipos de bactérias. A amplificacao
por PCR das regides espacadoras a partir destas eomservadas do DNA produzem
fragmentos, cujo tamanho e namero, podem ser adiiz na identificacdo de uma ampla
diversidade de bactérias (JENSEN et al, 1993).

Devido a ndo obtencdo da reprodutibilidade do patoestabelecido por Abed et al
(1995), no laboratério de imunoepidemiologia do BMHIOCRUZ, foi necessaria a
realizacdo da etapa de otimizacdo da técnica dePOR. Inicialmente, foi avaliada as
concentracbes dos oligonucleotideos, com o objetigouma melhor amplificacdo dos
produtos gerados, produzindo fragmentos de DNA ni@m definidos, utilizando as
concentracbes de 50pMol, 75pMol, 100pMol em cadade onde a concentragao de 75pmol
dos oligonucleotideos foi a que apresentou mellefopnance, diferente das condigbes
propostas por Abed et al (1995).

Além da concentracdo dos oligonucleotideos, foliada também a temperatura ideal
de anelamento dos mesmos, realizada através deadierge de temperatura. O gradiente
realizado variou entre 54.1°C e 59.2°C, tendo ob#s melhores amplificacdes nas
temperaturas de 54.7°C e 55.3°C. Desta forma ms@k padronizar como temperatura 6tima
do teste a mesma proposta por Abed et al (199%¢ejaii de 55°C (vide figura 4).

1 4*5 6 7 8 SBO M

AR

400pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose, demonstrandorézatdo através da temperatura de
anelamento dos oligonucleotideos com a técnicd 8ePICR, utilizando DNA d&lycobacterium
tuberculosis Coluna 1 — 54.1°C; Coluna 2 — 54.3°C; Coluna 34-7°C; Coluna 4 — 55.3°C;
Coluna 5 — 56.1°C; Coluna 6 — 56.9°C; Coluna 7 #°%% Coluna 8 — 58°C; Coluna 9 — 59.2°C;
Coluna 10 — Controle negativo; Coluna M — Marcadmpeso molecular Low Mass Ladder.
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No experimento realizado para determinar o per@iletular de identificacdo produzida
pela ITS-PCR, o padrdao de bandeamento das cepefeléncias dé/lycobacyerium spp.
demonstrou que o DNA gendmico bt aviumproduziu bandas de 500pb e 700pb; o DNA
de M. smegmatigproduziu um fragmento intenso de 650pb, dois memesnsos de 900pb,
1500pb e um fragmento maior que 2000pb; o DNMdatracelulari produziu amplicons de
600pb, 850pb e 1200pb; o DNA dé&. fortuitum produziu duas bandas bem definidas de
600pb e 950pb; o DNA dBl. tuberculosisproduziu bandas de 400pb, 1350pb e 2000pb e
duas menos intensas de 680pb e 780pb. A figurprésenta a analise em gel de agarose
demonstrando o padrédo de bandeamento produziddT&#IBCR. Os resultados do presente
estudo apresentaram um padréo de bandeamentontifel@ que foi encontrado por Abed et
al (1995), provavelmente devido a procedéncia éas< utilizadas em seu estudo, onde as
mesmas foram provenientes dos continentes Eurdxgatico e Africano (GAGNEUX &
SMALL, 2007; LOPEZ et al, 2003).

2000pl
1200pt
800pb

400pb
200pb

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose, demonstrandadré@ae bandeamento produzido
pela ITS-PCR em cepas dycobacterium sppColuna 1: DNA deM. aviumcom bandas de
500pb e 700pb; Coluna 2: DNA #& smegmatisom fragmentos de 650pb, 900pb, 1500pb e
2000pb; Coluna 3: DNA d@. intracelulari com amplicons de 600pb, 850pb e 1200pb;
Coluna 4: DNA deM. fortuitum com bandas de 600pb e 950pb; Coluna 5: DNAVde
tuberculosiscom fragmentos de 400pb, 1350pb e 2000pb; Colurmmirole negativo da
reagéo; Colunas M1 e M2: Marcador de Peso Moletudewr Mass Ladder (Invitrogen).

Katoch et al (2007) utilizando a regido espacadi8&-23S conseguiu distinguir
espécies e subespécies de micobacterias utilizantimos clinicos de pacientes obtidos de

um banco de amostras de varias regiées da india.
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Quando a técnica de ITS-PCR foi avaliada com DNAdg&co extraido de cepas de
Micobactérias spp obtidas de meio de cultura Lowestein-Jensenadssl de amostras
clinicas de pacientes com suspeita de micobacteriobservou-se diferentes padrbes
moleculares para ®1. tuberculosise as MNT's (Figura 6). Os DNAs obtidos através de
extracdo das cepas de pacientes isoladas em meienktein-Jansen produziram padrdes
moleculares semelhantes aos obtidos pelas cepslyabacterium sppde referéncia. Isto
nos permitiu comparar e avaliar a eficiéncia deeteesm o método padrao ouro utilizado na
identificacdo laboratorial de micobactérias (te$éemtipicos e bioquimicos), e também com
a técnica molecular de PR#sp65 Com relacdo aos testes fenotipicos e bioquingtes
apresentam algumas desvantagens como demora mgapt@o resultado final que leva de
guatro a oito semanas para o0 crescimento das asl@eMycobacterium tuberculosie
algumas semanas para as MNT's, podendo ainda afaesesultados inconclusivos na
presenca de culturas com pouco crescimento oust{igieKl et al, 2005).

Vale ressaltar que a ITS-PCR foi capaz de difeegras cepas de referéncia e as obtidas
de amostras clinicas distinguindo-as EmtuberculosigSMTB), M. avium, M. intracelulari,

M. smegmatis e M. fortuitum uma Unica reacdo de PCR, diferentemente do&ado
guando realizamos a técnica do PR#p65 que além de uma reacdo de amplificacdo por
PCR, possui uma etapa que realiza digestdo coraszestricdo especifica, o que aumenta
0 tempo e o custo para o diagnostico. Além disdo,apresenta a capacidade de diferenciar
as espécies do compledd. tuberculosis sendo indicada apenas para a identificacdo das
espécies de MNT (TELENTI et al, 1993 e DEVALLOISa&t1997).

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose demonstrando dl paofecular de cepas de
Mycobacterium sppobtidas de meio de cultura Lowestein-Jenserades de amostras clinicas
de pacientes com diagnéstico de micobacteriosedupido pela ITS-PCR. Coluna 3:
Micobacteria ndo tuberculosa; Colunas 1, 2, 4 d.8uberculosis;Coluna 5: controle negativo
da reacdo; Coluna M: Marcador de Peso Moleculare®GHigh Range DNA Ladder
(invitrogen'
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Quando as técnicas de ITS-PCR e o RRp65foram comparadas com o padrdo ouro
(testes fenotipicos e bioquimicos), foi observade das 21 cepas identificadas como sendo
do complexaV. tuberculosisou micobacterias néo tuberculosas, a ITS-PCR api@s bom
resultado de concordancia em 85,71% (n=18). Quaoagparamos o0 PRAsp65com o
padrdo ouro na identificacdo de MNT, obtivemos kextes resultados apresentando 100%
(n=20) de concordancia (Tabela 2).

Pelo fato de néo encontrarmos na literatura tralsaljue comparem os resultados
obtidos pela ITS-PCR com outros testes moleculaoels,mesmo, com o diagnostico
laboratorial de rotina, os testes fenotipicos eimicos, ndo foi possivel discutir os nossos
resultados com embasamento na literatura, vistp @muegeral, os trabalhos abordam apenas
padrbes obtidos para a identificacdo mostrandoahiliddade da ferramenta molecular na
diferenciacdo da micobactérias (KATOCH et al, 208TOUT et al, 2008; ABED et al,
1995).

Na literatura existem diferentes estudos publicadssndo estabelecer critérios para o
diagnédstico das infeccbes causadas por MNT, dezaldato destas espécies colonizarem
transitoriamente o homem. Embora haja variacdoesestitérios, todos enfatizam a
importancia do isolamento repetido do agente cauwsdd doenca a partir de amostras
bioldgicas néo-estéreis ou obtidas de um cultive mle biépsia ou outros fluidos de sitios
estéreis. Estes critérios podem ser aplicados iemias com sinais clinicos, radiolégicos ou
histopatoldgicos compativeis com um quadro de g#ecpor micobactéria (UEKI et al.,
2005, ATSD, 2007). O diagnostico diferencial entreMTB e as MNT’'s € de grande
importancia visto que ambas apresentam fundamelialenca em sua epidemiologia,
progndstico e tratamento (Andrade, 1986).

Tabela 2: Desempenho da técnica de ITS-PCR e PRp65.

ITS-PCR PRARSpP65
TESTES 18 (85,71%) 20 (100%)
FENOTIPICOS E
21 20

BIOQUIMICOS




Lima, JFA Identificacdo de Cepas Mb/cobacterium spp. .... 43

Neste estudo foram realizadas as analises cliricsnogréficas dos 20 pacientes com
diagnéstico clinico e microbiolégico de micobaaied, onde os isolados clinicos foram
confirmados através de cultura com teste fenotipitdoquimico. Neste grupo de pacientes
com a forma ativa da doenca, a maioria foi proveriele enfermaria, provavelmente pelo
rotina clinica dos servico de referencias em irgempaciente com baciloscopia positiva para
iniciar o tratamento especifico. A média de idads placientes foi de 38,5, estando dentro da
média nacional, entre 20 e 49 anos (SANTO et &19R0A maioria foi do sexo masculino,
65% (n=13), que se justifica por ser o grupo maosto a doenca (SANTO et al, 2009).
Quanto a forma da tuberculose, a pulmonar prevajecem 80% (n=16) dos casos
diagnosticados e a maioria das amostras clinic#s (A515) foram de natureza pulmonares,
tais como escarro e lavado bronco alveolar (TaBelaO estudo demonstrou ainda um caso
clinico com diagnostico final de TB pulmonar, reatio pelo médico do servico de saude e
iniciado o tratamento especifico, porém foi idectiflo como cepa de MNT, através do
exame padrao ouro, pela técnica de ITS-PCR e pefol3p65.Provavelmente este paciente
foi diagnosticado através do exame de baciloscqpesquisa de BAAR), que néo
apresentando a capacidade de distincdo e idegéficanicobacteriana (MS, 2008; MAWAK
et al, 2006). A baciloscopia é uma técnica rapida baixo custo, utilizado no diagnéstico da
tuberculose pulmonar, porém apresenta importargegatitagens, como a néo identificacao
da espécie micobacteriana infectante no pacientlite/atura ressalta que nos ultimos 20
anos, as infec¢cdes causadas por MNT's tem se torradtivamente mais frequente,
relacionada ou ndo com quadros de imunodepreS&wo assim, o diagnostico correto
através da identificacdo adequada das espécieshanievianas torna-se de fundamental
importancia, principalmente nos casos de co-infeegdn o virus HIV e demais doencas que
causam imunodepressdo (GOMEZ, 2009).

Contudo, para o diagnostico laboratorial de doecgasadas por MNT é necessario o
isolamento micobacteriano em uma amostra clinité&ibesEm relacdo as amostras clinicas
ndo estéreis € necessario dois isolamentos e uciladgapia positiva para confirmacao do
diagndstico bacteriologico, pois 0 isolamento emauimica amostra clinica de sitios néo-
estéries, como escarro, urina ou fezes, geralnméiietem significado clinico, podendo ser
considerada contaminacao transitoria (ATSD, 20@&KLet al, 2005).
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Tabela 3 Caracteristicas clinicas e demogréficas dos 2@pi@s estudados

TB pulmonar TB extrapulmonar Total
Procedéncia
Ambulatério 6 (30%) 1 (5%) 7 (35%)
Enfermaria 10 (50%) 3 (15%) 13 (65%)
Sexo
Masculino 12 (60%) 1 (5%) 13 (65%)
Feminino 4 (20%) 3 (15%) 7 (35%)
Total 16 (80%) 4 (20%)

Devido as limitacBes apresentadas pelas técnidemdds como, por exemplo, a ndo
restricdo na técnica de PR#&p65 o crescimento insuficiente de coldnias nos meies
cultura, provenientes de amostras paucibacilaresa pealizar os testes bioquimicos
apresentando muitas vezes resultados inconclusiagalta do diagnostico final dado pelo
médico assistente do servico de saude fez compresemtassemos um numero reduzido de
amostras.

Novas abordagens diagnosticas da tuberculose védo stesenvolvidas devido as
limitacbes dos métodos micobacteriologicos conwarais utilizados de rotina. Avancos nas
técnicas de Biologia Molecular estimularam o desinmento de novas ferramentas para o
diagnostico rapido da tuberculose, inclusive nardiiciacdo déM. tuberculosisde outras
micobactérias, além da deteccao rapida de resiatérdrogas (CAMPOS, 2006). A deteccao
rapida e precisa dbl. tuberculosistem um forte impacto na precocidade da confirmacao
diagnostica e no tratamento adequado da doencdp ssnsiderada uma das principais
estratégias de intervencao, interrompendo o elwagsmissdo e evitando a disseminacdo da
doenca (ROSSETTI et al, 2006). A amplificacdo doAD#é micobactérias através da PCR
tem demonstrado ser uma ferramenta util para ondggo rapido da tuberculose, sobretudo
em criangas e individuos paucibacilares (KOX et #94; PORTILLO-GOMEZ et al.,
2000).

Estudos sdo necessarios com um maior numero deramobtidas de grupos bem
caracterizados clinicamente para se conhecer adesg@mpenho da técnica de ITS-PCR na
diferenciagdo das micobacterioses em pacientes epieves de regides com alta

endemicidade da doenca.



5. CONCLUSAO
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O sistema de ITS-PCR foi capaz de diferenciar gsaseale referéncia dil.
tuberculosis, M. avium, M. intracelulari, M. fortum e M. smegmatisoladas em
meio de cultura;

A ITS-PCR parece ser uma ferramenta Util para @uxiha diferenciacdo das
infeccdes causadas por TB e por MNT em regides atamendemicidade da doenca
de paises em desenvolvimento;

A ITS-PCR pode ser utilizada como ferramenta madégcicomplementar no

diagnéstico diferencial quando os testes convea@oapresentam-se inconclusivos.
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6.1 Anexo 1 Parecer do comité de Etica

Centro de Pesquisas

LAGGEU MAGALHAES Ministéric da Saude

FIOCRUZ

COMISSAO DE ETICA DO CPqAM/FIOCRUZ

Projeto
“Desenvolvimento e validagio de abordagens moleculares e imunologicas para 0 diagnostico de

tuberculose infantil”

Coordenador: Haiana Charifker Schindler

Departamento de Imunologia/CPqgAM

PARECER

A Comissdo considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em questdo 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.
Recife, 05 de margo de 2005.

Nilma Cintra Leal
Coordenador

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
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