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Resumo

Objetivo: Desenvolver um sistema para o diagnostico molecular da tuberculose por reacdo em cadeia da polimerase, do inglés pofyme-
rase chain reaction (PCR), pela construcio de primers baseados na diferenca da organizacio de uma regido intergénica da fosfolipase
(phospholipase) C (regido plcB-plcC), que diferencia Mycobacterium tuberculosis das outras micobactérias. Métodos: Um produto de
PCR com o tamanho esperado (432 pb) foi obtido somente de M. tuberculosis e M. africanum. Um total de 33 isolados micobacterianos
e 273 amostras clinicas de pacientes com suspeita de tuberculose foram examinados. Estes foram submetidos ao estudo comparativo da
técnica de PCR contra o cultivo. Resultados: Os dados mostraram 93,8% de exatiddo para PCR contra o cultivo (p < 0,0001), 93,1% de
sensibilidade (1C: 88,7-96,0) e especificidade de 96,4% (IC: 96,1-99,4). O valor de Kappa foi de 0,82, demonstrando um alinhamento perfeito
para a verificagdo do grau de concordéancia entre os testes. Conclusdes: O uso da regido p/cB-p/cCpara a amplificacdo por PCR é mostrado
como uma ferramenta importante e de confianca para o diagndstico especifico de tuberculose nas amostras clinicas analisadas.
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Introducao

O diagnostico rapido e preciso ¢ importante
elemento das medidas globais de saude, no controle
da tuberculose (TB). Além disso, como 90% dos casos
de TB ocorrem em paises em desenvolvimento,
uma ferramenta custo-efetiva para o diagndstico
da TB que pudesse ser usada rotineiramente seria
de grande beneficio. Diversos métodos baseados
na amplificacdo de acidos nucléicos, incluindo a
reacdo em cadeia da polimerase, do inglés poly-
merase chain reaction (PCR), a analise por enzimas
de restricdo, do inglés restriction enzyme analysis
(REA),® ensaios comerciais de DNA,® tecnologias
de seqilienciamento baseadas na PCR,” e, mais
recentemente, ensaios de PCR em tempo real,”
foram desenvolvidos para utilizacdo na identifi-
cacdo de micobactérias. Uma deficiéncia do método
PCR-REA consiste na sua incapacidade em distin-
guir as pequenas diferencas no tamanho das bandas
entre algumas espécies de micobactérias,” ao passo
que a maior desvantagem dos ensaios comerciais é
seu alto custo. Ademais, relatou-se que um teste
comercial de amplificacdo direta desenhado para a
deteccdo diagnostica in vitro do TRNA do complexo
Mycobacterium tuberculosispode produzirresultados
falso-positivos para M. tuberculosis em pacientes
portadores de AIDS infectados pelo M. kansasii ou
M. avium, bem como em pacientes HIV-negativos
portadores de doenca pulmonar crénica causada
pelo M. avium.® Qutro teste comercial demonstrou
tdo baixa sensibilidade para espécimes negativos
a baciloscopia que a agéncia norte-americana
Administracdo de Alimentos e Medicamentos (Food
and Drug Administration) aprovou-o tdo somente
para a deteccdo direta do M. tuberculosis em
espécimes respiratorios positivos pela pesquisa de
bacilos alcool acido resistentes.”® Além do mais, o
teste da reacdo em cadeia da ligase ndo demons-
trou nivel suficiente de acurdcia com espécimes
negativos a baciloscopia para garantir seu uso roti-
neiramente.®”” Embora o uso de seqiienciamento de
acidos nucléicos seja altamente preciso, ¢ traba-
Thoso e requer equipamento dispendioso. Por isso,
varios laboratdrios usam métodos /n-fouse para a
deteccdo do M. tuberculosis. Estes ensaios tém como
alvo uma ampla variedade de acidos nucléicos, tais
como a seqiiéncia (1S)6770, genes que codificam o
acido ribonucléico ribossomal, antigenos 65-kDa,
e o gene 65 da proteina de choque térmico.
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® Em tais ensaios 7/m7-house, a 1S6110 ¢ provavel-
mente o alvo mais amplamente usado na detecc¢io
molecular do M. tuberculosis.”'® Entretanto,
foram encontradas cepas do M. tuberculosis que
ndo contém 1S6770,>"'? e homdlogos 1S6770
foram encontrados em M. fortuitum, complexo
M. avium-M. intracellulare, M. kansasii, M. xenopi,
M. malmoense, e isolados clinicos M. chelonei'*'¥
bem como em M. bovis!"™ De acordo com dados
da Organizacdo Pan-Americana de Saude e
Organizagdo Mundial de Saude, 7000 casos novo de
TB humana causada pelo M. bovis sdo notificados
na América do Sul a cada ano.'9 A diferenciacio
entre M. tuberculosis e M. bovis é particularmente
importante, ja que este ultimo é resistente a pirazina-
mida, uma droga comumente usada no tratamento
da TB.U” Porém, metodologias atuais tém falhado
na distingdo entre M. tuberculosis e M. bovis em
virtude de sua falta de resoluc¢do,""® bem como da
falta de pessoal habilitado nos laboratérios, além
de os reagentes requeridos serem relativamente
dispendiosos.!'%?

Apos a realizacdo de experimentos de hibridi-
zacdo comparativa, descobriu-se que onze regides
presentes no M. tuberculosis H37Rv estavam
ausentes em uma ou mais cepas virulentas do
M. bovis®); entre elas, o cluster de trés genes fosfo-
lipase C (p/cA, plcB, e plcC).?)

Assim, tentamos desenvolver um método rapido,
de baixo custo, e direto, de PCR baseado na ampli-
ficacdo de um fragmento de DNA, incluindo a
regido intergénica p/cB-p/cCpara a deteccdo do M.
tuberculosis, o que permitird que o M. tuberculosis
possa ser diferenciado do A bovis em amostras
clinicas.

Métodos

Um total de 33 isolados de micobactérias e
273 amostras clinicas foram testados. Todas as
cepas de micobactérias (M. tuberculosis H37Rv, M.
africanum, M. bovis, M. abscessus, M. aichiense,
M. avium, M. asiaticum, M. aurum, M. chitae, M.
chubuense, M. duvalii, M. flavescens, M. fortuitum,
M. gastri, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansasii,
M. lentiflavum, M. mageritense, M. marinum, M.
microti, M. neoaurum, M. nonchromogenicum, M.
parafortuitum, M. peregrinum, M. porcinum, M.
scrofulaceum, M. simiae, M. smegmatis, M. szulgai,
M. triviale, M. vaccae, e M. xenopi) foram identi-
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ficadas mediante cultura convencional e testes
bioquimicos no Laboratério de Biologia Molecular
Aplicada em Micobactérias da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Brasil). As amostras clinicas
foram obtidas em pacientes tratados no Hospital
Sanatdrio Partenon (Porto Alegre, Brasil) ou Centro
de Doencas Infecciosas do Espirito Santo (Vitoria,
Brasil). Foram coletados espécimes de escarro do
trato respiratorio dos pacientes. Uma aliquota
foi inoculada em meio de cultivo de Lowenstein-
Jensen, e 200 pl foram usados para a purificacdo
do DNA e amplificagdo da PCR. Todos os isolados
clinicos deste estudo foram identificados com base
em técnicas convencionais, incluindo a determi-
nacdo de caracteristicas microbioldgicas e testes
bioquimicos.

As cepas de micobactérias e amostras clinicas
foram inativadas a 95 °C por 10 min. O DNA foi
extraido utilizando-se o QIAamp Tissue DNA
Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com
as instrucdes do fabricante. O DNA purificado
(10 i) foi adicionado a 40 pl de mistura reagente
contendo 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM KCl,
2,0 mM MgCl,, 1,0 U Platinum Tagq DNA polime-
rase (Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg,
MD, EUA), e 0,2 mM dNTPs (Invitrogen Life
Technologies), junto com 10 pmol de cada um dos
primers BC3 (5’-TCGACGGCAGAAAGCGTGCC-3’) e
BC5 (5’-GCGGCTCAATGCGCTTCCG-3’). Os primers
BC3 (complementos de bases 200266 a 200285) e
BC5 (bases 200679 a 200697), que se baseiam na
seqiiéncia H37Rv do M. tuberculosis (EMBL, nimero
de acesso BX842579), amplificaram um fragmento
de DNA 432-bp compreendendo o 3’ terminal do
gene p/cB, a regido intergénica, e o 5’ terminal do
gene plcC. A amplificacdo pela PCR foi realizada
como se segue: desnaturacdo inicial a 94 °C por
5 min; 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 s,
anelamento a 65 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por
30 s; e uma etapa de extensdo final a 72 °C por
5 min. Os produtos PCR foram analisados por eletro-
forese em gel de agarose (2% w/v) e corados com
brometo de etideo. As amostras clinicas também
foram amplificadas com primers especificos para os
genes GH20 e PCO4 de B-globina humana,?*?a fim
de detectar amostras inibidoras.

0 seqlienciamento direto de fragmentos de PCR
foi realizado em um laboratério comercial (CATG,
Porto Alegre, Brasil) utilizando o ABI PRISM BigDye
Terminator kit (PE Applied Biosystems, Foster

City, CA, EUA), e o produto foi analisado com um
seqiienciador de DNA ABI 3700. Os primers de ampli-
ficacdo PCR também foram usados como primers de
seqlienciamento, geralmente conseguindo-se pelo
menos uma base de sobreposicdo de duas direcoes
para cada um. O programa FASTA® foi usado para
comparar a seqiiéncia amplificada com a seqiiéncia
de DNA do banco de dados GenBank.

Os dados coletados foram analisados utilizan-
do-se o software SPSS (versdo 1.0 para Windows).
O célculo do qui-quadrado de Pearson foi usado
para avaliar as relacdes entre varidveis categoricas,
e os dados foram interpretados por meio da tabela
Kappa.

Resultados

A fim de otimizar o PCR, testamos amplifi-
cagdes com diferentes concentragdes de MgCl,
(1,5-2,5 mM). A melhor eficiéncia de amplificacdo
foi alcancada com MgCl, a uma concentragdo de
2 mM. Observou-se um produto 432-bp forte, sem
fragmentos inespecificos e sem primer dimers abun-
dantes. Foi obtido um produto PCR de tamanho
esperado para o M. tuberculosis e M. africanum.
A auséncia de qualquer produto PCR observado
para M. bovis (Figura 1) foi particularmente enco-
rajadora. Além disso, ndo se observou nenhuma
amplificacdo usando DNA de outros organismos,
tais como humanos, Escherichia coli, Streptococcus
pneumoniae, e Staphylococcus aureus. Quando
testamos amplificagdo com MgCl, com concen-
tracdo de 2,5 mM, uma fraca banda 445-bp foi
amplificada com M. marinum, enquanto todas as
outras cepas de micobactérias testadas resultaram
ou em produtos PCR com tamanhos diferentes dos
esperados ou em nenhum produto PCR observavel
(dados ndo mostrados). Todas as demais amplifi-
cacbes foram entdo realizadas com 2 mM MgCl,.
0 fragmento de DNA 432-bp foi isolado e seqlien-
ciado. Descobriu-se que era idéntico a seqliéncia de
nucleotideos 200266-200697 do M. tuberculosis
H37Rv depositado no GenBank (BX842579).

Das 273 amostras clinicas analisadas por PCR
(Tabela 1), 93,8% estavam de acordo com os
resultados da cultura (p < 0,001). Apenas 2 das
55 amostras negativas de cultura foram identifi-
cadas como positivas na PCR. Entretanto, 15 das
203 amostras positivas de cultura foram identifi-
cadas como negativas na PCR. Comparando-se
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Figura 1 - Andlise de cepas de micobactérias por PCR
utilizando primers BC3-BC5 - Faixas: M, 100-bp escada
DNA (Invitrogen); T, M. tuberculosis H37Rv; 1, M.
africanum;, 2, M. bovis; 3, M. abscessus;, 4, M. aichiense,
5, M. avium;, 6, M. asiaticurm;, 7, M. aurum;, 8, M. chitae,
9, M. chubuense, 10, M. duvalii, 11, M. flavescens; 12,
M. fortuitum; 13, M. gastri, 14, M. gordonae; 15, M.
intracellulare; 16, M. kansasii, 17, M. lentiflavum; 18,
M. mageritense; 19, M. marinum; 20, M. neoaurum,
21, M. nonchromogenicum; 22, M. parafortuitum; 23,
M. peregrinum; 24, M. porcinum; 25, M. scrofulaceum,
26, M. simiae; 27, M. smegmatis, 28, M. szulgar, 29, M.
triviale; 30, M. vaccae; 31, M. xenopi, e 32, agua.

Tabela 1 - Comparacio entre os resultados da PCR* e de
cultura para amostras clinicas.

Resultados de cultura Total
Positivos ~ Negativos
PCR positiva 203 2 205
PCR negativa 15 53 68
Total 218 55 273

*PCR: polymerase chain reaction (reacdo em cadeia da
polimerase).

os resultados da PCR com os da cultura, a sensi-
bilidade, especificidade, valor preditivo positivo, e
valor preditivo negativo foram, respectivamente,
93,1% (I1C: 88,7-96,0), 96,4% (1C: 96,1-99,4), 99%
(IC: 96,1-99,8), e 77,9% (IC: 65,9-86,7). O valor
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de Kappa (0,82) mostrou que houve concordancia
quase perfeita entre os dois testes. Estes resultados
sdo favoravelmente comparaveis aos compilados em
recente revisdo da literatura.®

Discussédo

A rapida identificacdo do M. tuberculosis
¢ crucial para a otimizacdo da recuperacio do
paciente. A identificacdo de espécies pode levar
varias semanas para ser completada, e durante esse
tempo o paciente pode receber agentes antimico-
bacterianos inapropriados. Isto ¢ particularmente
preocupante se o paciente estiver infectado pelo M.
bovis ao invés de pelo M. tuberculosrs, ja que o M.
Dovis éresistente a pirazinamida, uma droga antitu-
berculose de primeira linha.'” No presente estudo,
desenhamos e testamos os primers BC3 e BC5, que
diferenciam o M. tuberculosis do M. bovis. O frag-
mento gendmico denominado mip40 foi testado
como alvo espécie-especifico de DNA para a iden-
tificacdo do M. tuberculosis.?¥ Porém, a seqiiéncia
mip40mostrou-se ausente em algumas cepas de M.
tuberculosis.'**

0 interessante ¢ que a seqliéncia mip40 reve-
lou-se parte do gene p/cA”»” No presente estudo,
usamos primers ladeando a junc¢do do 3’ terminal do
gene plcB e 5 terminal do gene p/cC. Além disso,
nossas tentativas em amplificar um fragmento de
DNA compreendendo o 3’ terminal do gene p/cA, a
regido intergénica, bem como um compreendendo
o 5 terminal do gene p/cB, falharam (dados nio
mostrados).

A auséncia de qualquer produto PCR observado
para M. bovis era esperada, ja que a delecdo dos trés
genes codificadores de plc (pIcA, plcB, e p/cC) no
M. bovis (cepas virulentas e cepas BCG) ja havia sido
relatada por alguns autores.?"

Nosso ensaio PCR ndo pode diferenciar o M.
tuberculosis do M. Afiicanum; porém, ambos sido
susceptiveis aos mesmos agentes quimioterapicos.
Alguns autores®® desenvolveram um método,
baseado na PCR, para diferenciar as sub-espécies do
complexo M. tuberculosis, com base nas dele¢des
genomicas. Sete pares de primers foram usados a
fim de construir a tipagem PCR do complexo do M.
tuberculosis. No entanto, os autores descobriram que
seu método era incapaz de diferenciar o M. tubercu-
Josisdo M. africanum. O método de PCR descrito no
presente estudo também foi incapaz de diferenciar
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o M. tuberculosis do M. africanum. Porém, usamos
apenas um par de primers, e a interpretacdo dos
resultados foi direta. Ensaios PCR em tempo real para
a deteccdo, diferenciacdo, e quantificacdo do M.
tuberculosis foram desenvolvidos recentemente.®
No entanto, nenhum deles consegue diferenciar o
M. tuberculosis do M. africanum ou do M. bovis.

Os resultados de PCR estdo de acordo com os
dados da cultura, exceto pelas 15 amostras que
foram identificadas como negativas na PCR e posi-
tivas em cultura (dentre as 203 amostras de cultura
positiva) e as 2 amostras que foram identificadas
como positivas na PCR e negativas em cultura
(dentre as 55 amostras de cultura negativa). No
caso dos falso-negativos, a sensibilidade pode ter
aumentado pelo fato de mais de uma amostra ter
sido coletada de cada paciente.'” Em contrapartida,
os falso-positivos podem ser atribuiveis a inclusdo de
pacientes paucibacilares que apresentaram sintomas
indicando infeccdo por TB.

Dentro do complexo M. tuberculosis, genes
codificadores de plc bacterianos foram relatados
como exercendo um papel na patogénese de
muitas bactérias. VariacOes genéticas (insercoes
e delecdes 1S6770) foram observadas nas regides
pIcA-plcB-plcC e pleD.”’* Foram observadas inser-
¢cdes 1S6770 nas posicdes p/cC 19849 e 19668 do
M. tuberculosis,”” bem como nas posicdes 19589,
19645, e 19848.%% Estes achados indicam que este
dominio ¢ uma regido de integracdo preferencial,
definida como dominio cromossémico <500-bp.*”
Um grupo de autores® relatou que, no M. tuber-
culosis, ha uma freqiiéncia mais alta de insercdo e
delecdo 1S6770 no gene p/cD do que nos genes p/cA,
plcB, e plcC. Todavia, estas alteragdes ndo afetaram
a analise das amostras clinicas estudadas. O par de
primers BC3/BC5 amplificou um fragmento 432-bp
do plcB-plcC na posicdo 19384-19403 (GenBank,
numero de acesso Z83860). Portanto, esta fora do
dominio dos cromossomas.

Descrevemos aqui um método de PCR baseado
na amplificacdo da seqliéncia intergénica p/cB-p/cC.
Esta seqiiéncia parece ser um alvo promissor para
utilizacdo na diferenciacido entre M. tuberculosis e
M. bovis em amostras clinicas.
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