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ARTIGO-ARTICLE

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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