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Abstract

Multiplex polymerase chain reaction (PCR) is a potentially useful diagnostic tool for fast and accurate
identification of clinically relevant non-tuberculous mycobacteria (NTM) and Mycobacterium tuberculosis
(TB). This multiprimer system is able to identify the 32-kDa antigen present in most Mycobacterium ge-
nus species, the IS6110 insertion sequence belonging to the TB complex and the species-specific sequen-
ce of the mtp40 gene in TB. One hundred and eight randomly selected sputum and extra-pulmonary
samples from the Reference Center Laboratory for Public Health in the State of Santa Catarina (LACEN/
SC) were processed and analyzed at the Laboratory of Molecular Biology and Mycobacteria (LMBM),
Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil, between January and June 2011, representing
30% of the positive samples received annually at LACEN/SC. Of the 108 isolates, 80% were identified
as TB and 20% as NTM. The multiplex PCR results were compared with PCR-restriction enzyme analysis
of the hsp65 gene (PRA-hsp65), demonstrating 100% concordance (Kappa index 1). Multiplex PCR is a
superior tool to differentiate between TB and NTM when used in combination with biochemical tests and
culture differentiate between TB and NTM. In addition, it is more cost effective than other molecular bio-
logical assays and has been used as an epidemiological tool in strain classification and in distinguishing
TB from NTM. Multiplex PCR is fast, sensitive and specific in mycobacteria identification and is, therefore,
useful for routine clinical laboratory assays.
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Resumo

Reacao em Cadeia da (La reaccion en cadena de la) Polimerase Multiplex (PCR- multiplex) é um (es un)
método diagnostico potencialmente Gtil para identificacao rapida e acurada (y exacta) de Mycobacte-
rium tuberculosis (TB) e de micobactérias nao-tuberculosas (MNT) clinicamente relevantes. Este sistema
multi-iniciadores (multiprimers) é capaz de identificar o (el) antigeno alfa de 32-kDa presente na (en la)
maioria das (de las) espécies do género Mycobacterium, a sequéncia de inser¢ao 1S6110 pertencente ao
complexo (al complejo) TB e as sequéncias espécie-especificas do (del) gene mtp40 de Mycobacterium
tuberculosis. Cento e oito amostras (Ciento ocho muestras) (escarro [esputo] e extra-pulmonares) oriun-
das do Setor de Tuberculose do Laboratério Central de Saude Publica de Santa Catarina (LACEN/SC) foram
processadas e analisadas no Laboratério de Biologia Molecular e Micobactérias (LBMM) da Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis, Brasil, entre janeiro e junho de 2011, representando 30% das
amostras (de las muestras) positivas/ano no (al ano en el) LACEN/SC. Dos (Entre los) 108 isolados (aisla-
mientos), 80% foram identificados como TB e 20% como MNT. Os resultados da PCR multiplex foram
comparados com os resultados do PRA-hsp65 (PCR do gene hsp65 seguida por analise de restricao en-
zimética) e demonstraram 100% de concordancia (indice de concordancia kappa 1). A PCR multiplex é
uma ferramenta (es una herramienta) superior para diferenciar TB de MNT quando utilizada em (cuando
se utiliza en) combinacdo com testes (andlisis) bioquimicos e cultura. Além disso (Ademds), apresenta
melhor custo efetividade (presenta mejor costo-eficacia) do que outros ensaios moleculares e tem sido
(v ha sido) utilizada como uma ferramenta para estudos epidemioldgicos para classificacdo e distincdo
entre TB e MNT. PCR multiplex é um método rapido, sensivel e especifico para identificacdo de micobac-
térias e Util na rotina (y de utilidad en la rutina) de laboratérios clinicos.

Palavras chave: tuberculose, PCR multiplex, biologia molecular

formacoes epidemioldgicas sobre o controle da infeccao,

A (La) identificacdo do complexo Mycobacterium tu-
berculosis e das (y de las) micobactérias ndo-tuberculosas
(MNT) é importante para epidemiologia, controle das
doencas e da (de las enfermedades y de la) efetividade
do tratamento.”? O controle da tuberculose (TB) requer
a (requiere la) identificacao, o tratamento e as (y /as) in-
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assim como as (asi como las) infeccoes com MNT tem
sido associadas com uma variedade de problemas pul-
monares, em linfonodos, na pele, tecidos moles (en la
piel, tejidos blandos), esqueleto, infeccoes disseminadas
e surtos nosocomiais (brotes hospitalarios) relacionados
com dificuldades diagnésticas, identificacao e tratamen-
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to. Devido ao fato (al hecho) de que a maioria das MNT é
intrinsicamente resistente aos (a /os) tuberculostaticos de
primeira linha, a identificacdo das espécies é importante
para o controle das infeccoes e efetividade do tratamen-
to.>® Em Santa Catarina, a incidéncia estimada é de (es
de) 1 500 novos casos de TB por ano (por ano); o Estado
estd entre os com (entre aquellos con) menor incidén-
cia no (en el) pais (27/100 000 habitantes). Entretanto
(Sin embargo), alguns municipios apresentam incidén-
cia igual ou maior a do (o mas elevada que la de) Brasil
(45/100 000 habitantes), por exemplo, Itajai e Joinville,
com 84.7 casos por 100 000 habitantes, e 46.2 casos por
100 000 habitantes, respectivamente, e a incidéncia de
MNT é de 1.2% dos casos por ano, e tém sido identifica-
das principalmente de sitios extra-pulmonares.®’

Os métodos convencionais para identificacdo de mico-
bactérias envolvem o (involucran el) cultivo em meios (en
medios) solidos ou liquidos, seqguido da observacao do
crescimento e da (y de la) producdo de pigmentos. Além
disso, testes (Ademas, andalisis) bioquimicos como a pro-
ducao de niacina, reducao de nitrato e o teste da catalase
(de la catalasa) termo estavel, também sao necessarios.®

Reacoes de PCR multiplex oferecem identificacao rapi-
da e acurada das (y exacta de las) espécies. Esta técnica,
sensivel e especifica, estd baseada na (basada en la) am-
plificacdo de sequéncias habeis a (con capacidad para)
diferenciar o complexo Mycobacterium tuberculosis e as
MNT.>"" A proteina espécie-especifica mtp40 pode ser
utilizada no diagnostico da TB porgque nao esta presente
em Mycobacterium bovis BCG, a sequéncia de insercao
IS6710 esta presente em varias copias dispersas no geno-
ma dos membros (de los miembros) do complexo Myco-
bacterium tuberculosis e o gene que codifica o antigeno
alfa de 32-kDa esta presente em todas as micobactérias,
sendo alvo (y es blanco) potencial para triagem diagnoés-
tica molecular.'>

O presente estudo apresenta um teste de PCR multi-
plex Util para discriminar bactérias do complexo M. tu-
berculosis, M. tuberculosis e MNT no (en el) diagnostico
molecular de rotina.

Métodos
Isolados (Aislamientos) clinicos

Cento e oito isolados (Ciento ocho aislamientos) cli-
nicos selecionados randomicamente entre amostras de
escarro e (muestras de esputo y) extra-pulmonares do
Laboratério Central de Satude Publica do Estado de San-
ta Catarina (LACEN/SC) foram processados e analisados
no Laboratério de Biologia Molecular e Micobactérias
(LBMM) da Universidade Federal de Santa Catarina. Es-
ses isolados obtidos (obtenidos) entre janeiro e junho de
2011 representam 30% das amostras positivas recebidas
anualmente pelo (por el) LACEN/SC.

Baciloscopia e cultura (cultivo)

As baciloscopias foram realizadas no Setor de Tubercu-
lose do LACEN/SC. Cada amostra clinica foi cultivada em
meio de (en medio de cultivo) Ogawa-Kudoh, incubada a
37°C por 4 semanas, seguindo rigorosamente as instru-
cbes do fabricante do meio (Laborclin®-Brazil).

Cepas de referéncia

Para as reacoes (las reacciones) de padronizacao foram
utilizados DNA obtidos das cepas referéncia M. tuberculo-
sis H37Rv, M. bovis ATCC00020, M. avium ATCC25398,
M. fortuitum ATCC6841, M. gordonae ATCC00161, M.
kansasii ATCC12498 e (y) M. bovis BCG ATCC19274.
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Extracdo de DNA

Os (Los) DNA das culturas (de los cultivos) de micobac-
térias foram extraidos utilizando a metodologia CTAB
descrita por Van Soolingen e colaboradores.'®

PCR Multiplex

As reacoes (50 pl) foram feitas (han sido realizadas)
com a mistura (la mezcla) de 50-100 ng de DNA, 2.5 mM
de MgCl, (Invitrogen®), 1U de Tag DNA polymerase re-
combinant (Invitrogen®, USA) e 25 pmol de cada primer:
PT1 ePT2 para amplificar um produto de 395 pares de ba-
ses (pb) da sequéncia espécie-especifica mtp40; IS5 e 1S6
para amplificar 984 pb do elemento de inser¢do 1S6710;
MT1 e MT2 para amplificar 506 pb do gene que codifica
o antigeno alfa de 32kDa (Tabela 1). Foram adotadas as
(Se adoptaron las) seguintes condicdes para as reacdes de
PCR multiplex: 94°C por 1 minuto, pareamento a 71°C
por 90 segundos, e extensdo a 72°C por 2 minutos em
30 ciclos e extensao final a 72°C por 10 minutos." Os
produtos amplificados foram revelados em (se revelaron
en) gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio e
visualizados com luz ultravioleta.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados no presente estudo.

Regido alvo Sequéncia de nucleotideos (5’-3’) Tamanho (pb)
mipd0 CGGCAACGCGCCGTCGGTGG 395
P CCCCCCACGGCACCGCCGGG
TTCCTGACCAGCGAGCTGCCG
SEHDE CCCCAGTACTCCCAGCTGTGC RS
CGGAGACGGTGCGTAAGTGG
16110 GATGGACCGCCAGGGCTTGC 984
Resultados

Do (Del) total de 108 isolados, 80% foram identificados
como Mycobacterium tuberculosis e 20% como MNT. Os
resultados da PCR multiplex (Figura 1) foram comparados
com os resultados do método PRA-hsp65 (PCR - seguida
de restricdo enzimatica)'® e apresentaram 100% de con-
cordancia (Tabela 2) (indice de concordancia kappa 1).
A PCR multiplex é uma ferramenta (constituye uma he-
rramienta) excelente para diferenciacéo do complexo M.
tuberculosis das MNT, especialmente se utilizada em as-
sociacao com a cultura e os testes (el cultivo y los anéli-
sis) bioquimicos. Além disso (Ademas), a PCR multiplex
apresenta maior custo efetividade (mayor rentabilidad)
se comparada com outros testes moleculares, e tem sido
empregada (y ha sido utilizada) como uma ferramenta
epidemioldgica para classificacao de estirpes e (cepas y)
distincdo entre o complexo M. tuberculosis e as MNT.
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Figura 1. Produtos da amplificagdo da PCR multiplex em gel de agorase a
1%. Canaletas 1 e 6: marcador de tamanho molecular (ladder) 100 pb; Ca-
naleta 2: M. tuberculosis H37Rv; Canaleta 3: sequencia de 32-kDa Canaleta
4: Sequéncia IS6710 e Canaleta 5: gene mtp40.



R. Maurici da Silva et al. / Salud(i)Ciencia 20 (2014) 698-701

Tabela 2. Comparagéo entre analise fenotipica e molecular.

Analise molecular

Analise fenotipica

pondentes a amplificacdo
do gene espécie-especifica

PCR multiplex (n) PRA-hsp65 (n) Cultura| Crescimento | Pigmentagéo | PNB | Niacina |Nitrato mtp40 e do gene do anti-
M. tuberculosis (87) M. tuberculosis + lento - - + + geno alfa de 32-kDa ainda
M. avium (10) + lento = < nir n/r estariam (aun estarian) pre-
M. /ntracellulﬁre(1) i3 lento - i n/r n/r sentes. PCR Multiplex tem
M. kansasii (4) + lento - + n/r n/r . .

MNT (21) M. abscessus (1) + rapido - + n/r n/r sido a’p.llcada no (en el) la-
M. terrae (2) + lento = + nir nir boratério de biologia mole-
M. bohemicum (1) * lento * | i | i cular e micobactérias como

M. holsaticum (1) + rapido - + n/r n/r . . s =
M. nonchromogenicum (1) + lento - + n/r n/r trlage,m para |d§ntlf|§agao
Total 108 e auxilio ao (al) diagnostico

(-) negativo; (+) positivo; (n/r) ndo realizado

Discussao

O género Mycobacterium é representado por uma am-
pla gama de espécies, que formam um grupo heterogé-
nio em termos de ocorréncia em (en términos de) varie-
dade de materiais clinicos, complexos fenotipicos, dados
(datos) genéticos e associacao com doencas (con enfer-
medades).”” Atualmente, a identificacdo convencional
das micobactérias isoladas em cultura é obtida por meio
(se obtiene por medio) de métodos fenotipicos (bioquimi-
cos) e aspectos relativos ao crescimento no meio (al cre-
cimiento en el medio de cultivo) (tempo de crescimento
e pigmentacao); pelas (por las) dificuldades desses testes
(de estos analisis), poucas micobactérias sao identificadas
desta forma.'® A determinacado dos achados (de los ha-
llazgos) fenotipicos é demorada (requiere mdas tiempo),
extremamente trabalhosa, e dificilmente assimilada como
um método diagnostico preciso uma vez que nem sempre
é (no siempre es) reprodutivel.’”® Dessa forma, esforcos
para se obter um (los esfuerzos para lograr un) método
de identificacdo molecular tem sido empreendidos (han
sido realizados), a PCR multiplex envolvendo trés (invo-
lucrando tres) produtos é um método altamente sensi-
vel, especifico e permite identificar e diferenciar os prin-
cipais (los principales) grupos. Este sistema foi baseado
na (tuvo como base la) amplificagdo simultanea do gene
espécie-especifica mtp40, sequéncia de insercdo I1S6770,
e 0 gene do antigeno alfa de32-kDa, em um Unico passo.
M. tuberculosis pode ser identificado e diferenciado de
M. bovis e de outras micobactérias nao-tuberculosas. O
sistema multiplex ndo deixaria (no dejaria) de detectar a
micobactéria em uma possivel auséncia da IS6770 em al-
gumas estirpes, uma vez que fragmentos de DNA corres-

convencional. Testes de PCR
Multiplex sdo tecnicamente
mais (son técnicamente mas) exigentes do que os (que /os)
protocolos das PCR convencionais. Esses problemas téc-
nicos incluem competicdo e ou (incluyen competencia u)
homologia entre os iniciadores escolhidos (elegidos), tem-
peraturas de pareamento e concentracdo dos iniciadores
(de los primers). Embora diferentes PCR multiplex tenham
sido descritas para diferenciacdo de complexo M. avium
e M. intracellularae,®® complexo M. tuberculosis e M. bo-
vis,2" complexo M. tuberculosis e complexo M. avium.?
Os isolados identificados como MNT foram identificados
com a técnica PRA-hsp65. Os resultados do presente es-
tudo mostraram a capacidade da ferramenta PCR multi-
plex para diferenciar espécies de M. tuberculosis de outras
espécies de micobactérias, entretanto deve ser associada
com a cultura e provas (y andlisis) bioquimicas para obter
(lograr) melhores resultados. A PCR Multiplex possibilita a
amplificacdo simultdnea de dois ou mais loci génicos em
uma (dos os mas loci génicos en una) Unica reacao.

Infelizmente a padronizacdo de uma reacao PCR mul-
tiplex é desafiadora (es desafiante) porque ha (existe la)
necessidade de empregar (utilizar) diferentes pares de ini-
ciadores para cada locus que serd amplificado, cada um
requerendo (cada uno de ellos requiere) diferentes condi-
coes de amplificacéo e de estringéncia (y de astringencia).
A sensibilidade e a (y la) especificidade do método depen-
dem da selecao da sequéncia alvo, e quando a (y cuando
la) PCR multiplex é utilizada como auxiliar nas triagens de
rotina do (en las selecciones de rutina del) LBMM/UFSC,
tem se mostrado Util para diferenciar M. tuberculosis das
MNT. A PCR multiplex in house que padronizamos é uma
ferramenta com relacdo custo efetividade superior a ou-
tros testes moleculares.
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Autoevaluacion del articulo

La identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis y de las micobacterias no tuberculosas resulta fundamental con fines

epidemioldgicos y para la efectividad del tratamiento.

&Cual es la razdn para identificar las especies de micobacterias no tuberculosas en pacientes infectados?

A, Los motivos son fundamentalmente académicos; B, Para optimizar el conocimiento bacterioldgico; C, Estos gérmenes son en
general resistentes a tuberculostaticos, por lo cual se necesita su identificacion; D, Todas son correctas; E, Ninguna es correcta.

Verifique su respuesta en www.siicsalud.com/dato/evaluaciones.php/128772
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