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Limitacdes do uso do fragmento mtp40 como marcador
de diferenciacdo entre Mycobacterium tuberculosis e
M. bovis.

CRISTINA VIANA-NIERO, SYLVIA CARDOSO LEAO

Os bacilos que causam a tuberculose estdo
agrupados no complexo Mycobacterium
tuberculosis, composto por: M. tuberculosis, M.
bovis subsp. bovis, M. africanum e M. microti,
além da cepa vacinal M. bovis BCG. Tem sido
proposta a inclusdo de novas espécies neste
complexo, como M. canettii, uma variante de M.
tuberculosis encontrada na regido da Somalia®",
M. caprae, agente etiologico de tuberculose em
caprinos?, e M. pinnipedii, que causa tuberculose
em ledes marinhos, mas que também pode infectar
0 homem®.

Estudos de hibridagcdo DNA-DNA, seqiien-
ciamento de 16SrDNA, das seqiiéncias intergénicas
16S-23S e do gene que codifica para a proteina
de choque térmico hsp65 @ evidenciam que os
membros deste complexo constituem, de fato,
uma Unica espécie. Por razdes essencialmente
ligadas a importancia médica e veterindria do
grupo, tais como poder patogénico e espectro
de hospedeiros de cada espécie, a nomenclatura
permanece.

M. tuberculosis ¢ a principal bactéria deste
complexo patogénica para o homem. Casos de
tuberculose humana devidos a M. africanume M.
canettii foram reportados, principalmente na
AfricaV. M. bovis, agente etioldgico de tuberculose
bovina, também pode infectar o homem e outros
animais. Estudos na Argentina e Inglaterra
reportaram que esta espécie ¢ responsavel por
0,4% a 1% dos casos de tuberculose humana®®.
De acordo com a Organizagdo Panamericana da
Saude”, surgem 7.000 novos casos por ano na
América do Sul. Ndo existem dados sobre a
incidéncia de tuberculose humana causada por M.
bovis no Brasil. Esta espécie é naturalmente
resistente a pirazinamida, droga utilizada no
tratamento da tuberculose humana, o que justifica
a diferenciacdo destas espécies em determinados
casos, principalmente quando houver evidéncia

epidemioldgica que justifique esta suspeita, ou
quando houver falha na resposta ao tratamento
com esquemas que incluem pirazinamida.

O diagndstico da doenca causada por M.
tuberculosis ou por M. bovis pode ser feito pela
analise dos dados clinicos e radioldgicos.
Entretanto, o diagndstico bacterioldgico ¢
necessario para confirmacdo do diagndstico e
identificacdo da espécie. M. tuberculosis e M. bovis
podem ser diferenciados usando-se testes
fenotipicos como os testes de niacina e producéio
de nitratos e as provas de crescimento na presenca
de TCH (hidrazida do acido tio-feno-2-carboxilico)
e pirazinamida (4). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR - polymerase chain reaction) tem
sido introduzida na rotina de muitos laboratdrios
como alternativa para o diagndstico rapido, sensivel
e especifico. Esta técnica permite diferenciar M.
tuberculosis de M. bovis por amplificacdo
diferencial de fragmentos dos genes pncA e oxyR®,
por analise de restricdo enzimdtica do gene gyrB
amplificado por PCR®, por amplificacio multipla
(multiplex-PCR) de regides do fragmento DR, da
sequéncia 1S6770 e do gene hsp65'%, e pela
amplificacdo do fragmento mtp40, exclusivo de
M. tuberculosis (ausente do genoma de M.
bovis),

0 fragmento mtp40, contido no gene plcA, que
codifica para a enzima fosfolipase C de M.
tuberculosis, tem sido amplamente utilizado para
diagndstico especifico de M. tuberculosis a partir
de amostras clinicas ndo cultivadas!' e de cultivos
de cepas de cole¢do"?. A auséncia do fragmento
mtp40 em M. bovis foi confirmada por diferentes
autores, mas sua presenca em todos os isolados
clinicos de M. tuberculosis tem sido
questionada?,

Em nosso laboratdrio analisamos os resultados
de amplificacdo do fragmento mtp40, realizada
usando os primers PT1 (CAACGCGCCGTCGGTGG) e



PT2 (CCCCCCACGGCACCGC) obtidos com 790
isolados de M. tuberculosis no laboratorio de
referéncia da Holanda (RIVM, Bilthoven, Holanda),
e com 105 cepas de M. africanum e 10 de M.
canettii no laboratdrio de referéncia do Instituto
Pasteur (CNRM, Paris, Franca). Resultados positivos
de amplificacdo foram obtidos com 94,6%, 54,6%
e 70% dos isolados de cada espécie,
respectivamente (dados do RIVM, Holanda; 14).

Estudamos detalhadamente um conjunto de 32
cepas, pertencentes a estas duas colecdes. Essas
cepas foram escolhidas por apresentarem
resultados varidveis na PCR-mtp40, sendo que em
17 delas foi amplificado fragmento de tamanho
esperado (396 pb), em 13 ndo houve amplificacdo
e, em duas cepas de M. tuberculosis, foi
amplificado um fragmento de tamanho maior do
que o esperado (1700 pb). Foi avaliada a existéncia
de polimorfismos genéticos envolvendo os genes
de fosfolipase C, que explicassem a auséncia do
fragmento mtp40 nesses isolados. Os resultados
mostraram que a auséncia de amplificacdo do
fragmento mtp40 ¢ resultante, na maioria dos
casos, da delecdo completa do gene plcA e também
de genes adjacentes. Foi observada também a
insercdo de cdpia do elemento 1S6770no fragmento
mtp40 em dois isolados, impedindo a amplificacio
do fragmento de tamanho correto (Figura 1)1,

Nido ha dados disponiveis sobre a relevancia
da utilizacdo deste marcador em cepas brasileiras.
No entanto, a existéncia de isolados de M.
tuberculosis, M. africanum e M. canettii
apresentando polimorfismos genéticos serve de
alerta na escolha de marcadores moleculares
destinados a identificacdo de M. tuberculosis e sua
diferenciacdo dos outros membros do complexo.
E aconselhavel, no momento, a utilizacio conjunta
de diferentes marcadores fenotipicos e/ou
genotipicos para o diagnostico diferencial de M.
tuberculosis e M. bovis.
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Figura 1. Localizagdo do fragmento mtp40 no genoma de
M. tuberculosis: A.: M. tuberculosis H37Rv; B.: inser¢do de
uma copia do elemento 1S6770 dentro do fragmento mtp40;
C.: delecdo do fragmento de 8,6 kb incluindo o fragmento
mtp40. O quadrado preto dentro do gene plcA representa
o fragmento mtp40 e o retdngulo hachurado representa a
seqliéncia de insercdo 1S6770. M. bovis ndo possui esta
regido no genoma.
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