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RESUMO

O Complexo Mycobacterium tuberculosis € outras espécies denominadas micobactérias
ndo causadoras de tuberculose (MNT), além do M. leprae constituem o género
Mycobacterium. As espécies de MNT mais isoladas no Brasil sdo as do Complexo M. avium
(44,4%), M. kansasii (13,7%), M. fortuitum (10,8%) e M. abscessus (9,5%). A identificacao
das MNT ¢ realizada através de métodos baseados na avaliacdo de caracteristicas das culturas
e na realizagdo de testes bioquimicos simples, porém demorados, além de alguns testes
moleculares, que sdo na sua maioria caros. Este trabalho teve como objetivo avaliar uma PCR
Multiplex em amostras de MNT isoladas no Laboratério de Referéncia Nacional em
Tuberculose e Outras Micobacterioses do Centro de Referéncia Professor Hélio
Fraga/ENSP/Fiocruz no periodo de 2014 e 2015 e diferencia-las do Complexo M.
tuberculosis. Todas as amostras foram previamente identificadas através da metodologia do
PRA-Asp65 (PCR com Andlise de Enzima de Restricdo). Para avaliar a concordancia entre os
diferentes testes foi utilizada a medida Kappa, que apresentou um excelente grau de
concordancia da PCR multiplex de 100% (Kappa = 1), para todas as espécies que foram
utilizadas.A PCR Multiplex, mostrou ser uma ferramenta facil de executar, rapida, e que
possibilitou a amplificagdo simultanea de mais de uma sequéncia de DNA alvo em uma unica
reacdo, resultando em economia de tempo e de reagentes, na identificagdo das espécies
utilizadas. A PCR multiplex pode representar uma ferramenta alternativa de diagnostico util
para a identificacao laboratorial das micobactérias de interesse médico mais frequentemente

1soladas.

Palavras-chave: Micobactérias ndo causadoras de Tuberculose. Mycobacterium tuberculosis.

Reacdo em Cadeia da Polimerase. Diagnéstico Laboratorial.



ABSTRACT

The Mycobacterium tuberculosis complex and other species named non tuberculous
mycobacteria (NTM), and M. /leprae constitutes the genus Mycobacterium. The most isolated
NTM species in Brazil are the complex M. avium (44.4%), M. kansasii (13.7%), M. fortuitum
(10.8%) and M. abscessus (9.5%). The identification of NTM is carried out by methods based
on evaluation of characteristics of the cultures and carrying out biochemical tests, simple but
time consuming. This study aimed to evaluate a Multiplex PCR in isolated MNT samples at
the National Reference Laboratory for Tuberculosis and Other Mycobacteriosis of Centro
Referéncia Professor Hélio Fraga / ENSP / Fiocruz in 2014 and 2015 period and differentiates
them from complex M. tuberculosis. All samples were identified previously by the hsp65 PRA
methodology (PCR Restriction Enzyme Analysis). To evaluate the correlation between the
different tests we used the Kappa measure, which presented an excellent degree of
concordance of multiplex PCR of 100% (Kappa = 1), for all studied species that were the
used. The Multiplex PCR has proved to be an easy tool to perform, quickly, and which
enabled the simultaneous amplification of more than one target DNA sequence in a single
reaction, resulting in time and economic reagents, identification of the species used. The
multiplex PCR may represent a useful diagnostic alternative tool for laboratory identification

of medical interest of mycobacteria more frequently isolated.

Keywords: Mycobacteria Nontuberculous. Mycobacterium tuberculosis. Polymerase

Chain Reaction. Laboratory Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

As micobactérias ndo causadoras de tuberculose podem ser encontradas em diversas
espécies de animais, no solo, na agua, no ar, nos alimentos e ambientes modificados pelo ser
humano como, por exemplo, tubulacdes de esgoto (FALKINHAM III, 2008; SHAO Y et
al,2015).

As MNT muitas vezes sdo negligenciadas, elas podem ser saprofitas ambientais ubiquas
e considerados como patdogenos humanos oportunistas. Embora algumas espécies sejam
comumente associadas com infec¢do humana, muitas destas espécies descritas ao longo das
ultimas décadas sdo considerados como potencialmente patogénicas (NUNES-COSTA et
al.,2016).Foram primeiramente descritas no final do século XIX, logo apds a identificagao de
M. tuberculosis. Entretanto, o reconhecimento dessas micobactérias como importantes
patdgenos, por causarem enfermidades em pacientes com doencas pulmonares cronicas,
ocorreu somente na década de 50 (KANE; MANI, 2003).

Os primeiros quadros clinicos produzidos foram por muitos anos considerados
ocasionais e quase sempre ligados a situagdes de imunodeficiéncia. Nos ultimos 20 anos tem
se tornado uma infeccdo relativamente frequente, relacionada ou ndo com quadros de
imunodepressdo (GOMEZ, 2009).

As doencas causadas por micobactérias ndo causadoras de tuberculose , em pacientes
com AIDS, vem aumentado desde de 1982 e as mais comumentes associadas com infeccao
pulmonar nestes pacientes sdo: M. kansasii, M. abscessus e M. fortuitum. (JOHNSON;
WALLER; LEVENTHAL, 2008).

Os isolamentos de cepas de micobactérias nao causadoras de tuberculose em amostras
clinicas pulmonares e extrapulmonares de pacientes com suspeita de tuberculose, t€ém sido
descritos em diversos estudos no Brasil ¢ em outros paises (BARRETO; CAMPOS, 2000;
COSTA et al., 2009; MATOS et al, 2004; NUNES-COSTA et al., 2016; SHAO Y et al.,2015).

No Brasil, as espécies mais frequentemente associadas a doenga pulmonar por MNT
sd0: M. kansasii e M. avium. Outras espécies como, M. xenopi, M. malmoense, M.
lentiflavum, M. abscessus e M. szulgai sdo isoladas ocasionalmente (BARRETO; CAMPOS,
2000).

A infeccdo causada pelo M. kansasii muitas vezes apresenta sinais e sintomas
similares a tuberculose pulmonar enquanto que o Complexo M. avium causa doenca
disseminada (BAINOMUGISA et a/.,2015; GOPINATH K,2010).

As doengas causadas pelas MNT ndo sdo de notificacdo compulsoria, sendo apenas
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notificadas quando ocorrem casos de infecgdes hospitalares por procedimentos cirtirgicos
(BRASIL,2009; NUNES-COSTA et al.,2016)

De 1998 a 2009, foram notificados 2.520 casos de infec¢des poOs-cirtrgicas devido a
micobactéria de crescimento rapido incluindo M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus €
M. massiliense, distribuidas predominantemente em hospitais privados do pais. Dos 23
estados do pais, que tiveram casos notificados, dez concentraram 97,8% dos casos. (BRASIL,
2011).

As espécies de MNT mais isoladas no Brasil sdo as principais causadoras de doenca
pulmonar e ganglionar, infecgdes hospitalares, surtos e pseudo-surtos importantes. Essas e
outras microbactérias tem sido encontrada em pacientes soropositivos infectados com o virus
da imunodeficiéncia adquirida, contribuindo com o aumento do numero das micobacterioses
no Brasil (BARRETO; CAMPOS, 2000; BRASIL, 2005; DUARTE et al., 2009; MELLO et
al., 2013; NUNES-COSTA et al.,2016).

A pouca infraestrutura dos laboratdrios para realizar a cultura e identificar as MNT,
tornam dificil o diagnéstico. Portanto, ¢ necessario o desenvolvimento de um método
alternativo que utilize marcadores moleculares que possam detectar e diferenciar o M.
tuberculosis (MTB) e NTM (BAINOMUGISA et al. ,2015).

O diagndstico convencional apresenta inimeras dificuldades, pois as caracteristicas
clinicas das doencas pulmonares causadas por MNT sdo frequentemente similares as da
tuberculose (PEDRO et al., 2008) e a baciloscopia, além de possuir sensibilidade limitada,
também ndo é capaz de diferenciar as espécies de micobactérias (HERNANDEZ ef al.,2016).

A répida identificacdo € um fator determinante para que se forneca ao doente o
tratamento adequado, ja que as patologias provocadas pelas diferentes espécies de
micobactérias envolvem diferentes riscos e regimes terapéuticos especificos (BARRETO et
al., 2000; BROWN-ELLIOTT; WASER; WALLACE,2012; YAM et al., 2006).

Os laboratorios realizam a identificagdo de varios isolados de micobactérias para
definir a sua importancia, classificando-as como verdadeiros patégenos, contaminante
ambiental ou um potencial contaminante, por esta razdo, a atual recomendagdo da ATS
(American Thoracic Society) para estabelecer o diagnostico de doenca pulmonar por NTM ¢
a coleta de pelo menos duas amostras de Escarro pela manha em dias diferentes, ou uma de
Lavado bronquio-alveolar (BARRETO et al., 2000; GRIFFITH et al.,2007; KATOCH et al.,
2007; LEAO et al., 2005; VAN INGEN,2015).

A identificacdo das micobactérias é tradicionalmente realizada utilizando-se métodos

baseados na avaliacdo das caracteristicas das culturas e na realizacao de testes bioquimicos,
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que sdo de execugdo simples, entretanto trabalhosos e muito demorados, pois sdo dependentes
do crescimento bacteriano (BROWN-ELLIOTT; WASER; WALLACE,2012; HERNANDEZ-
TOLOZA et al.,2016; KATOCH et al., 2007; LEAO et al., 2005).

Nas ultimas décadas, com base em estudos genotipicos, novas metodologias vém sendo
desenvolvidas para possibilitar a identificacdo rapida e acurada das espécies de micobactérias.
Estas ferramentas moleculares tém auxiliado na deteccdo de novas espécies de MNT
(IOANNIS et al., 2008; RAMIS et al.2015; UEKI et al., 2005).

Para melhorar a capacidade de identificacio das MNT, torna-se necessario o
desenvolvimento de métodos rapidos, de facil execugdo e também precisos, para aplicagdo na
rotina de identificacdo de micobactérias, em laboratorios equipados para realizagdo de
técnicas de Dbiologia molecular como alternativa aos métodos convencionais.
(BAINOMUGISA et al. , 2015;BRUNELLO et al., 2001.; CADMUS et al.,2016: RAMIS et
al,2015; TORTOLI, 2014).

Atualmente estdo disponiveis no mercado sistemas para diagndstico, tais como
AccuProbe (Gen-Probe, San Diego, CA, EUA), que ¢ baseado na tecnologia de sondas de
DNA para a identificacao de bactérias, a tecnologia de sonda em linha (hibridagao em tiras)
que inclui um PCR (com primers biotinilados), hibridagcdo reversa com diferentes sondas
especificas de DNA imobilizadas em linhas paralelas sobre uma tira e deteccao colorimétrica
em instrumento automatizado: Inno LiPA Mycobacteria v2, (Innogenetics, Ghent, Belgium),
GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience, Nehren, Germany) e o SpeedOligo (Vircell,
Madrid, Spain) (IOANNIS et al.,2008; RAMIS et al.2015).

Existem também outras metodologias, como a analise dos acidos micélicos por HPLC
(High-Performance Liquid Chromatography), o Sequenciamento de genes especificos ou
regides espacgadoras, cujo mais importante gene alvo para a identificagdo de MNT ¢ o que
codifica o 16S rRNA e o MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization— time of
flight), que ¢ um método de espectrometria de massa para laboratorios clinicos e de pesquisa
(BROWN-ELLIOTT; WASER; WALLACE,2012; TORTOLI ,2003).

A técnica de PRA-Asp65 proposta por Telenti et.al. (1993) e Devallois et al. (1997)
possibilita a identificacao de diversas espécies de MNT e seus resultados apresentam uma boa
correlagdo com os resultados de identificagdo bioquimica (CHIMARA et al., 2008; SILVA et
al.,2001; SILVA et al., 2002; VERMA et al.,2015).

A PCR multiplex ¢ uma ferramenta rapida, precisa, capaz de possibilitar a amplificagao
simultanea de mais de uma sequéncia de DNA alvo em apenas uma unica mistura reacional,

resultando em uma economia de tempo e de reagentes (CORSETTI et al., 2007;
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HERNANDEZ et al.,2003; TANAKA et al., 2003,). Esta técnica ¢ uma ferramenta 1til no
diagnostico de doengas micobacterianas. A PCR multiplex permite distingdo entre o
Complexo M. tuberculosis e MNT (BHATTACHARY et al., 2003, POROCA et al., 2009).

Neste trabalho foi utilizado um método molecular “in-house” baseado em um sistema
de PCR multiplex em diferentes alvos genéticos, para a identificacdo de micobactérias nao
causadoras de tuberculosas (MNT) isoladas no Laboratorio de Referéncia Nacional em
Tuberculose e Outras  Micobacterioses do Centro de Referéncia Professor Hélio
Fraga/ENSP/Fiocruz, tendo como comparagdo a identificagdo previamente realizada através
da metodologia do PRA-Asp65 (PCR com Andlise de Enzima de Restri¢ao) (CHIA et al.,
2012;TELENTI et al., 1993).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Mycobacterium

Atualmente, o género Mycobacterium contém aproximadamente 175 espécies e 13
subespécies (EUZEBY, 2016). O género Mycobacterium é o tnico que esta inserido na
familia Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetales e na classe Actinomycetes (JORDAN et
al., 2007; LEAO et al., 2005; SAVIOLA; BISHALI, 2006).

As principais caracteristicas das bactérias do género Mycobacterium sdo a propriedade
de alcool-acido resisténcia (por isso sao denominados de bacilos alcool-acido resistentes ou
BAAR), producao de acidos micolicos, além de uma elevada concentracdo do contedo G+C
(guanina e citosina) no seu DNA (ADEKAMBI; DRANCOURT, 2004; JORDAN et al.,
2007; LEAO et al., 2005; SAVIOLA; BISHAI, 2006; SOLAR et al., 2005).

As micobactérias possuem forma de bacilos retos ou levemente curvos com 0,2 - 0,7um
de didmetro, 1,0 - 10um de comprimento, sdo imdveis, ndo esporulados, sem capsulas e
aerobios, embora algumas espécies sejam capazes de se desenvolverem em condicBes de
microaérofilia. Apresentam crescimento lento ou rapido, podendo produzir colonias laranjas,
amarelas, ou sem pigmento especialmente quando expostas a luz, com superficie grosseira e
rugosa Visiveis ap6s 2 - 20 dias em temperatura 6tima (ADEKAMBI. & DRANCOURT,
2004; LEAO et al., 2005; JORDAN et al., 2007).

O género Mycobacterium ¢ constituido por espécies do Complexo Mycobacterium
tuberculosis e outras denominadas micobactérias ndo causadoras de tuberculosas (MNT),
além de M. leprae. O M. tuberculosis é a espécie de maior importancia médica, por ser o

principal agente etiologico da tuberculose (RAJU ef al.,2016).

2.2 Micobactérias nao causadoras de tuberculose

No passado, as espécies de micobactériasndo pertencentes ao Complexo Mycobacterium
tuberculosis foram descritos como micobactérias "atipicas", como MOTT (mycobacteria other
than tubercle bacilli ) e atualmente sao denominadas de MNT (micobactérias ndo causadoras
de tuberculose), como adotado pela American Thoracic Society (ATS) (KATOCH, 2004;
JORDAN et al., 2007).

A maioria das espécies das chamadas micobactérias ndo causadoras de tuberculose foi

descrita no século passado.No Brasil, Costa Cruz descreveu em 1938, o Mycobacterium
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fortuitum, que foi isolado de um abcesso cutaneo (LEAO et al., 2005; SOLAR et al., 2005).
Mais recentemente, Ramos et al. (2013) descreveram uma nova espécie denominada
Mycobacterium fragae, isolado de 3 espécimes clinicos de um paciente com infeccao
pulmonar.

Esses microrganismos podem ser potencialmente patogénicos, saprofitos, oportunistas e
letais, podendo ser isolados em amostras clinicas, agua, solo, de outras fontes ambientais, objetos
e alimentos, que sdo as fontes presumidas de infec¢do. Ja foram encontrados em material
médico tais como endoscopios e solucdes cirurgicas, € apresentam mais de 50 espécies
associadas com doenca em seres humanos (BONAITI et al.,2015; HERNANDEZ-TOLOZA et
al.,2016; JARZEMBOWSKI; JORDAN et al.,2007; LEAO et al., 2005; WU; LU; LAI, 2009;
YOUNG, 2008).

Apresentam elevada resisténcia aos antibidticos e desinfetantes, além de patogenicidade
intracelular (NUNES-COSTA et al.,2016; PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004).

Virios estudos mostraram que as diferentes espécies de MNT exibem patogenicidade
variada e diferentes padrdes de sensibilidade aos antibioticos (SHAO Y et al.,2015).

A capacidade das MNT em produzir doenga, ¢ amplamente descrita na literatura € vem
aumentando progressivamente a sua importancia com o isolamento de diferentes espécies em
laboratorios (ATS,1997; SHAO Y et al.,2015; TORTOLI, 2003; YEW et al., 2011).

Sdo um grupo diversificado de patdgenos capazes de coletivamente causarem um
consideravel e muitas vezes negligenciado, aumento da carga de doenca a nivel mundial.
Apesar das MNT causarem doenga semelhante as causadas por M. tuberculosis, elas
geralmente ndo respondem aos regimes classicos de tratamento com drogas para
tuberculose,resultando em erros de diagnostico,particularmente em locais com poucos
recursos (KEHRMANN et al.,2016; RAJU et al.,2016; TORTOLI et al., 2014).

A situagdo epidemiolodgica global das doencas causadas por MNT ¢ desconhecida,
porque nao ¢ uma doenga de notificagdo na maioria dos paises, mas diversos relatos de
infeccoes e surtos por NTM publicados sugerem aumento na propor¢ao de casos atribuidos a
estes agentes infecciosos. A maior parte destes dados sdo obtidos de estudos que sdo
realizados no laboratorio, a partir do isolamento de MNT principalmente em paises da
América do Norte, Europa e Japao (GRIFFITH, 2010; HERNANDEZ-TOLOZA et al.,2016;
MOORE et al.,2010; NUNES-COSTA et al.,2016; STOUT; KOH; YEW,2016).

Os levantamentos epidemiologicos recentes, mostram evidéncias sugerindo que as
doengas causadas por NTM s3o muito mais comuns do que se pensava, mais comum do que a

TB no mundo industrializado, possivelmente aumentando a prevaléncia a nivel mundial.



22

Apesar desta evidéncia, estes organismos continuam sendo pouco estudado (RAJU et
al.,2016; STOUT; KOH; YEW,2016).

Varios estudos indicam que a incidéncia de NTM tem aumentando no mundo, e estima-
se que a mortalidade por doenga pulmonar causada por MNT, ¢ de cerca de 30%, devido ao
tratamento inadequado e elevada faléncia no tratamento ( SHAO Y et al.,2015).

Em Ontario, Canad4, em 2010 a prevaléncia da doenca foi estimada em 9,8 por
100.000 habitantes. Em um estudo recentemente a prevaléncia anual de isolamento de MNT
em amostras respiratorias variou de 14,1 a 22,2 por 100 000 habitantes (AL HOUQANI et al.,
2011; MARRAS et al.,2010; PREVOTS,2015; STOUT; KOH; YEW,2016)

Nos EUA (Oregon), a prevaléncia estimada da doenca pulmonar por NTM foi de 8,6
por 100 000 habitantes. Um estudo de base populacional no mesmo estado destacou uma
crescente incidéncia da doenga pulmonar por NTM de 4,8 por 100.000 habitantes em 2007
para 5,6 por 100.000 habitantes em 2012. Em outras partes do pais, a prevaléncia foi
estimada em 1,4 a 6,6 por 100 000 habitantes (PREVOTS et a/.,2010; STOUT; KOH,;
YEW,2016; WINTHROP et al.,2010;).

Na Europa, devido a variagdo metodologicas de estudo e as diferengas populacionais
estudadas, a prevaléncia do isolamento das MNT em amostras respiratérias e a prevaléncia de
tais doencas sdo discrepantes (PREVOTS,2015; STOUT; KOH; YEW,2016 ;VAN INGEN et
al.,2009).

Em um estudo realizado em Taiwan, em 2008 mostrou uma prevaléncia estimada de
7,94 por 100.000 pacientes com a doenca, principalmente em idosos (LAI et al.,2010;
STOUT; KOH; YEW,2016).

Na Australia e na Nova Zelandia, alguns estudos de base populacional para tratar a
epidemiologia do isolamento de MNT pulmonar e doenga, os dados mais recentes sugerem
um aumento da incidéncia da doenga / prevaléncia de 3 por 100 000, onde o MAC tem sido a
MNT mais comumente isolada associada com a doenga pulmonar (FREEMAN et al.,2004;
THOMSON,2010;PREVOTS,2015;STOUT;KOH; YEW,2016).

Os dados disponiveis de estudos realizados em paises da América do Norte, Europa e
Australia e alguns paises e areas geograficas da Asia oriental, como o Japdo, Coreia do Sul e
Taiwan, t€ém evidenciado um aumento continuo da prevaléncia da doenga nestes continentes
(PREVOTS,2015; STOUT; KOH; YEW,2016) .

No Brasil, um estudo realizado por BARRETO et al. no ano de 2000, mostrou que as
espécies de MNT mais isoladas no Brasil foram as do Complexo M. avium (44,4%), M.

kansasii (13,7%), M. fortuitum (10,8%) e M. abscessus (9,5%).  Estas espécies, em sua
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maioria, foram encontradas na regido sudeste (BARRETO; CAMPOS, 2000; BRASIL, 2005).

Em outro estudo foram analisadas a prevaléncia e as condig¢des associadas a doengas
pulmonares causadas por MNT no estado do Rio de Janeiro, € mostrou que os maiores
percentuais de isolamento foram de M. kansasii (33.9%); ComplexoM. avium, (30.4%); M.
abscessus, (13.2%); e M. fortuitum, (8.0%) (MELLO et al., 2013; NUNES-COSTA et
al.,2016).

Alguns estudos recentes tém citado o M. kansasii como a segunda causa de doenca
pulmonar produzida por MNT, sendo precedido pelo Complexo M. avium-intracellulare
(CHEN et al., 2012; DEL GIUDICE et al., 2011; HOEFSLOOT et al., 2013; MORRIS et al.,
2011; NUNES-COSTA et al.,2016; SEISCENTO et al., 2005; TELLES et al., 2005;
THOMSON, 2010). Ja outros estudos, demonstraram um aumento significativo desta espécie,
sobrepondo o Complexo M.avium-intracellulare em algumas regides de paises como
Inglaterra, Japao, Israel e Brasil (BRAUN et al., 2013; DAVIES et al., 2012; MELLO et al.,
2013; PREVOTS,2015), mostrando a existéncia da variabilidade geografica desta espécie.

A maior diferenca entre a tuberculose e as outras micobacterioses € a transmissdo do
M.tuberculosis de pessoa para pessoa através de aerossois, sendo importante que o
diagnostico da tuberculose, seja realizado o mais rapidamente possivel, para que a interrupgao
da sua propagacao, seja realizada (SOINI; MUSSER, 2001).

Dados recentes parecem revelar a possibilidade de transmissdo de MNT de humano para
humano, em pacientes com fibrose cistica, entretanto os autores ndo puderam demonstrar a
maneira exata da transmissao (BRYANT et al.,2013; HERNANDEZ-TOLOZA et al.,2016;
RAJU et al.,2016).

Em uma recente publicagdo de Ricketts er al. (2014), foi relatado um caso inico no
Reino Unido, que sugere a possibilidade de transmissdo de humano para humano, onde uma
mulher e seu marido foram infectados por cepas idénticas de M. kansasii, sem que nenhuma
fonte comum fosse encontrada.

A divisdo das micobactérias mais comumentes isoladas, proposta por Runyon em 1958,
¢ baseada na observacdo de caracteristicas tais como: a pigmentacdo das colonias e a
velocidade de crescimento, onde as microbactérias consideradas de crescimento lento
apresentam um tempo de geracdo médio de 24 horas e necessitam de mais de uma semana
para formar uma coldnia, enquanto as micobactérias de crescimento rapido apresentam um
tempo de geracdo de 2 a 5 horas e formam coldnias visiveis em meio s6lido em 7 dias ou

menos (BRASIL, 2005). (Tabela-1)



24

Tabelal- Classificagdo das micobactérias proposta por Runyon em 1958

GRUPO DESCRICAO

I. Fotocromogénicas  |Crescimento lento. Colonias ndo pigmentadas que adquirem cor que
pode variar do amarelo para o laranja quando expostas a luz

I1. Escotocromogénicas [Crescimento lento. Colonias adquirem cor que pode variar do amarelo
ao laranja quando cultivadas na auséncia ou presenca da luz.

III. Nao Cromogénicas |Crescimento lento. Coldnias geralmente nao pigmentadas (cor creme).

['V. Crescimento RépidoDesenvolvem colonias nos meios de cultura em sete dias ou menos.
Podem ser pigmentadas ou ndo.

Fonte: BRASIL (2005).

2.3 Complexos de espécies de micobactérias

As espécies que apresentam uma relacdo de antigenos citoplasmaticos, grande
similaridade fenotipica e genética, que causem o mesmo espectro de doenga formam um
complexo, como o Complexo M. tuberculosis, Complexo M.avium-intracellulare, Complexo
M. chelonae-abscessus. Entretanto com a descri¢do de novas espécies, incluidas no Complexo
M. fortuitum, com diferentes espectros de doencas e novos perfis de sensibilidade aos
antibidticos formaram entdo o conceito de Grupo, que tem melhor correlagdo com
apresentacao clinica e o perfil de sensibilidade, sendo este conceito atualmente o mais aceito
para o Complexo M. fortuitum, que foi subdividido em Grupo M. fortuitum e Grupo M.
chelonae- abscessus (BRASIL, 2009; BROWN-ELLIOTT E WALLACE, 2002).

2.3.1. Complexo M. tuberculosis

O complexo M. tuberculosis difere das outras micobactérias patogénicas principalmente
pelos seus habitats e da sua transmissdo, bem como a susceptibilidade aos agentes
quimioterapéuticos padroes (PIERSIMONI; SCARPARO, 2008).

O M. tuberculosis juntamente com o M. bovis, M. africanum, M. microtii, M. caprae,
M. pinipedii, formam o Complexo M .tuberculosis. (BRASIL, 2005). Em estudos recentes
outras espécies como o M. mungi, M. orygis € o M. chimpanzee, tem sido consideradas como
pertencentes ao Complexo M. tuberculosis (PEDRO et al.,2014).

A identificacdo do complexo M. tuberculosis & essencial para o diagndstico da

tuberculose, assim como a diferenciacdo dos seus membros ¢ necessdria para o tratamento
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adequado dos doentes sendo também muito util para fins epidemiologicos (PARSONS et al.,

2002).

2.3.2 Complexo Mycobacteriun avium (MAC)

Segundo Gonzalez-Pérez e colaboradores (2013), tradicionalmente, o MAC é composto
por duas espécies, Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare .

Atualmente, com os avancos na taxonomia molecular foram incluidas novas espécies
neste complexo: Mycobacterium chimaera, Mycobacterium colombiense, Mycobacterium
arosiense, Mycobacterium vulneris, Mycobacterium marseillense, Mycobacterium timonense
e Mpycobacterium bouchedurhonense (CAYROU et al., 2010; PARK et al., 2010; VAN
INGEN et al.,2009).

Até recentemente, o M. avium era subdividido em trés subespécies diferentes: M.avium
subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis € M. avium subsp. silvaticum. Estas trés
subespécies apresentam entre si diferencas fenotipicas, genotipicas e epidemiologicas
(LEVY-FREBAULT,1990; RASTOGI; LEGRAND; SOLA,2001; THOREL;
KRICHEVSKY,1990). Mais recentemente, estirpes de M. avium isoladas a partir de amostras
humanas, foram classificadas numa nova subespécie: M. avium subsp.hominissuis,uma

importante causadora de doenca pulmonar (IAKHIAEVA et al.,2016;M1JS et al.,2002).

2.3.3 Grupo Mycobacterium chelonae — abscessus

Este grupo é composto por 3 espécies: M.chelonae, M.abscessus e M.immunogenum. O
nome Grupo M. chelonae-abscessus ¢ usado para casos quando as espécies especificas nao
puderem ser identificadas pela metodologia utilizada. Sao associados com uma variedade de
doencas diferentes. A mais comum ¢, provavelmente, doenga pulmonar cronica, que
geralmente ocorre em mulheres idosas com bronquiectasia ou pacientes com fibrose cistica
(FC),e responsaveis por aproximadamente 95% das infecgdes cutaneas disseminadas
provocadas por Micobactérias de crescimento rapido (BROWN-ELLIOTT E WALLACE,
2002).

O grupo M. chelonae-abscessus esta envolvido em varios surtos associadas a doengas,
tais como infecgdes em ferida pos-cirurgia cardiaca (DE GROOTE; HUITT,2006; NUNES-
COSTA et al.,2016; WALLACE et al.,1989). Outros surtos de infeccdo envolveram cirurgia

pléastica, hemodialise e surtos diversos incluindo infec¢des de feridas de laparoscopia,
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lipoaspiracio (DE GROOTE; HUITT,2006; MEYERS et al.,2002; NUNES-COSTA et
al.,2016).

2.3.4 Grupo Mycobacterium fortuitum

O grupo M. fortuitum historicamente ¢ constituido por trés espécies: M. fortuitum, M.
peregrinum, ¢ o Complexo terceira biovariante. Atualmente este grupo compreende as
espécies M. fortuitum, M. senegalense, M. margeritense, M. septicum, M. houstonense, M.
bonickei, e M. conceptionense. M.peregrinum,M.brisbanense, M.neworleansense (SCHINSKY
et al.,2004).Devido a falta de precisdo na separacio das espécies deste grupo, eles sdo muitas
vezes referidas apenas como "M. fortuitum", como se fossem uma unica espécie (BROWN-
ELLIOTT E WALLACE, 2002).

Doenca ocular (ceratite,ulceras da cornea) apos trauma e
Infec¢des cirargicas devido ao M. fortuitum estdo bem documentados, especialmente em
associacdo com cirurgia cardiotordcica. A fonte ¢, frequentemente, a contaminag¢do da
ferida,diretamente ou indiretamente, com agua da torneira (HO et al.,2012; KHOSRAVI et
al.,2015).

Este grupo ¢ responsavel por 60% dos casos de infec¢des cutaneas localizadas, causadas
por RGM, mas raramente causam doenca pulmonar cronica (NUNES-COSTA et al., 2016;
WALLACE et al.,1983).

Outras infecgdes hospitalares com este microrganismo incluem infecgdes por
dispositivos implantados (por exemplo, cateteres) e abscessos em local da inje¢do. Pseudo-
surtos tém sido associados com endoscopios contaminados (HO et al.,2012; KHOSRAVI et

al., 2015).

2.4 Mycobacterium kansasii

Foi descrito pela primeira vez em 1953 por Buhler e Pollack e eventualmente apresenta-
se como um agente colonizador, sendo geralmente considerado um patdégeno oportunista
virulento em doengas humanas. No pulmao, pode desencadear doenga com caracteristicas
clinicas e aspectos de imagem semelhantes a tuberculose (GRIFFITH et al., 2007).

Semelhante a outras NTM, supdem-se que infec¢des por M. kansasii sdo adquiridas a
partir do ambiente em vez da transmissdo de humano para humano (STRAPAGIEL,2016
;ZHANG et al., 2004).
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Embora o seu reservatorio natural definitivo ndo tenha sido identificado, este
microrganismo tem sido frequentemente isolado a partir da dgua de torneira, que ¢
considerada como sendo o seu principal ambiente (STRAPAGIEL, 2016 ;ZHANG et al.,
2004).

Mycobacterium kansasii ¢ a segunda espécie mais freqlientemente isolada de amostras
respiratorias no Brasil, sendo a espécie mais prevalente em pacientes com sintomas de doenga
pulmonar. Apesar de ser uma espécie de MNT clinicamente relevante e uma causa comum de
infeccdo pulmonar, o M. kansasii ¢ muitas vezes considerado o patdégeno mais facilmente
tratavel, pois é geralmente suscetivel as drogas antituberculose comuns, mostrando uma boa
correlacdo entre os testes de sensibilidade e a resposta clinica (NUNES-COSTA et al.,2016).

E uma micobactéria reconhecida por suas caracteristicas fotocromogénicas (produz
pigmento amarelo quando exposto a luz), e crescimento lento (duas a quatro semanas)

(ZHANG et al., 2004).
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3 IDENTIFICACAO DE MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

3.1 Identificacao Fenotipica das MNT

A identificacdo fenotipica das MNT é baseada nas caracteristicas do crescimento
bacteriano e pelos testes bioquimicos, realizados a partir de um cultivo recente (crescimento
ativo) (BARRETO et al., 2008).

Os testes bioquimicos classicos usados para determinar as caracteristicas fenotipicas de
algumas espécies de micobactérias mais comuns sdo: a velocidade de crescimento, producao
de pigmento, reducdo do nitrato, producdo da niacina, producdo de catalase, inativagdo da
catalase a 68°C, hidrélise do Tween 80, redugdo do telurito de potassio, absor¢do de ferro,
arilsulfatase , produ¢do de urease , crescimento em presenga de agucares (manitol, inositol,
citrato de sodio) e crescimento em presenca de agentes inibidores (acido paranitrobenzdico,
hidrazida do 4cido tiofeno 2carboxilico, canamicina, cicloserina, ofloxacina, Agar
MacConkey, hidroxilamina, etambutol, cloreto de sodio a 5%) (BARRETO et al.,
2008;JARZEMBOWSKI : YOUNG, 2008).

Para identificagdo de micobacterias a nivel de espécie, com estes testes, sdo necessarios
de trés a seis semanas, pois sdo realizados a partir de culturas puras e além disso, algumas
espécies geneticamente distintas podem apresentar resultados fenotipicos e perfis bioquimicos
indistinguiveis, similares ou idénticos (BRASIL, 2005). Varias espécies de micobactérias, em
particular as mais recentemente descritas, ndao podem ser identificadas utilizando apenas os

testes bioquimicos (BRASIL, 2005).

3.1.1 Identificacdo pelo HPLC

O estudo dos acidos micodlicos que se encontram na parede celular de todas as
micobactérias destaca-se entre os métodos baseados em caracteristicas fenotipicas. E uma
metodologia alternativa para a identificacdo tradicional das micobactérias, que compreende a
analise qualitativa da composicao lipidica da parede celular destes microrganismos, que
corresponde até 40% do seu peso seco (BARRETO et al.,2006; BUTLER; GUTHERTZ,
2001; KELLOGG et al.,2001; TORTOLI, 2003; VAN INGEN,2015).

A analise desses acidos ¢ realizada através de cromatografia: cromatografia de camada
fina (TLC), cromatografia gasosa (GLC) e a cromatografia liquida de alta performance

(HPLC). Elas sao baseadas nas diferentes solubilidades dos componentes entre duas fases
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que se misturam: uma fase estaciondria (liquida ou s6lida) e uma mével (gas ou liquido), que
podem variar de acordo com o método de cromatografia utilizado (BUTLER ; GUTHERTZ,
2001; KELLOGG et al.,2001).

Dentre as diferentes metodologias, a analise de 4cidos micolicos pela HPLC foi a que
mostrou ser mais rapida, reprodutivel, espécie especifica e de aplicacdo universal na
identificagdo micobacteriana, possuindo uma base de dados com varios perfis de acidos
micolicos de espécies de micobactérias bem caracterizados. Em 1989, foi incorporada na
rotina de testes de identificacdao, sendo mais tarde em 1990, o teste padrao para identificacao
do CDC (Centers for Disease Control and Prevention) dos Estados Unidos (BARRETO et
al.,2006; BUTLER; GUTHERTZ, 2001; KELLOGG et al.,2001;).

A HPLC ¢ um método complexo que requer uma infra-estrutura cara, sendo utilizada

apenas em centros com pessoal treinado e com grande experiéncia (KELLOGG et al.,2001).

3.1.2 Identificagéo pelo MALDI-TOF

As metodologias de espectrometria de Massas tém sido utilizado na caracterizagao
bacteriana a algum tempo. (ANHALT;FENSELAU,1975). Entretando, o progresso
significativo nesta area foi devido a introducdo recente da desor¢do por ionizagdo por laser
assistido por matriz (MALDI-TOF) espectrometria de massa.Esta metodologia oferece uma
impressao digital espectral caracteristica,baseada em ions de massa adsorvida a superficie da
célula. (HILLENKAMP et al.,1991; KARAS et al.,1988; MAZZEO et al.,2006).

As células sao colhidas a partir de coldnias bacterianas sdo aplicadas em uma placa de,
depois cobertas com uma solu¢do matriz sendo entdo colocadas em um espectrometro de
massa ¢ mediante a irradiagdao por laser, as moléculas da amostra sdo ionizados e adsorvidas
como ions gasosos. O software do aparelho quando termina o processo de aquisicao e andlise
de dados usa automaticamente algoritmos estatisticos para gerar um perfil, baseado na razio
entre o peso molecular e a carga. Para uma correta identificagdo de espécies ¢ fundamental um
banco de dados (BALADA-LLASAT;KAMBOJ;PANCHOLI,2013;MAZZEO et
al.,2006;PIGNONE et al,2006).Esta metodolgia permite a rapida identificagdo de
micobactérias mais frequentemente isoladas, cultivadas em meio solido, com a identificacao
dos perfis especificos das espécies, obtidas a partir de colonias isoladas.( BALADA-LLASAT;
KAMBOJ; PANCHOLI, 2013; KEHRMANN et al.,2016; MAZZEO et al.,2006;
RODRIGUEZ-SANCHEZ et al.,2015).
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Estao disponiveis comercialmente trés sistemas MALDI-TOF MS para a identificacao
de bactérias: Maldi Biotyper (Bruker Daltronics, Bremen, Alemanha), Vitek MS (BioM¢érieux,
Marcy 1'Etoile, Franga), e Andromas MALDI-TOF MS (Andromas, Paris, Franga). Os bancos
de dados diferem entre os sistemas de MALDI-TOF (KEHRMANN et al.,2016).

3.2 Identifica¢do Genotipica das MNT

Os métodos convencionais para a identificagdo de micobactérias sao baseados em testes
que levam varias semanas para um crescimento adequado, alem do que muitas vezes ndo ¢
possivel a identificacdo exata, podendo levar a resultados ambiguos ou errados. Nas tltimas
décadas novas metodologias tém sido desenvolvidas utilizando ferramentas de biologia
molecular. Estas técnicas sao baseadas em PCR e na hibridizagao de DNA
(DEVULDER;PEROUSE DE MONTCLOS;FLANDROIS,2005;ESCOBAR-ESCAMILLA et
al.,2014; HANCE et al.,1989; LEBRUN et al.;1992; RUSSO; TORTOLI; MENICHELLA
,2006; SPRINGER et al.,1996).

Outras técnicas como o PRA-hsp65, envolvem a visualizagdo de padrdoes dos
fragmentos obtidos pelo corte da sequéncia amplificada por PCR com enzimas de restri¢cao
adequadas (TORTOLI,2003).

Existem outros sistemas que permitem identificacdo de todas as micobactérias a nivel
de espécie,sendo baseados no sequenciamento dos genes hsp65, ITS,16S rRNA, entretanto
sdo limitados aos laboratorios especializados, devido ao alto custo dos equipamentos e

também requerem pessoal especializado ( JAGIELSKI et al.,2016; LOTZ et al.,2010).

3.2.1 PCR ( Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase)

Nesta metodologia as moléculas de DNA sdo amplificadas através da reacdo em cadeia
da polimerase ou PCR, (polymerase chain reaction) que é uma técnica que permite a
amplificacdo in vitro do DNA, num processo extremamente rapido. E basicamente uma série
de reacOes enzimaticas catalisadas por uma DNA polimerase termoestavel, que ocorre em 3
etapas que em conjunto formam um ciclo, o qual se repete um numero especifico de vezes
(EISENSTEIN ,1990).

Os reagentes que frequentemente irdo compor a PCR sdo: dois pequenos iniciadores
(primers), sintetizados para serem complementares as sequencias especificas, grande
guantidade dos quatro desoxirribonucleotideos trifosfatos (dATP,dCTP,dGTP,dTTP),a
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enzimaTag DNA-polimerase ,Cloreto de magnésio (MgCl,) para permitir a ativacdo da Taq
DNA-polimerase, o0 Tampao para manter o pH constante e 0 DNA com a sequéncia alvo de
interesse, sdo colocados em um tubo de polipropileno (Tubo de PCR). (EISENSTEIN, 1990).

O tubo de PCR é colocado em uma maquina de PCR (Termociclador) que aumenta e
diminui a temperatura de acordo com um programa. Os passos seguintes, de aquecimento e
resfriamento, acontecem dentro da maquina e sdo controlados pelo programa (EISENSTEIN
,1990). Assim, o ciclo da PCR engloba a desnaturacdo, o anelamento e a extensdo. A
desnaturacdo consiste na separacao da cadeia dupla do DNA em duas cadeias simples através
do aumento da temperatura (geralmente superior a 90°C). O anelamento baseia-se na ligacéo
dos oligonucleotideos iniciadores ou “primers” a sequéncia alvo do DNA (hibridizando com a
sequéncia complementar) a ser amplificada. A extensdo consiste na polimerizacao
propriamente dita, onde ocorre a incorporacao dos nucleotideos complementares a sequéncia
alvo, utilizando os dNTPs em solucéo, pela Tag DNA-polimerase. (EISENSTEIN ,1990)

O resultado da reagdo de amplificacdo é verificado através da eletroforese dos produtos
resultantes em gel de agarose, corado com brometo de etidio ou similar e visualizado em luz
ultravioleta através de um equipamento de Fotodocumentacao. Para determinar o tamanho dos
produtos de amplificacdo utiliza-se um marcador de peso molecular (DNA Ladder).
(EISENSTEIN,1990)

Uma das vantagens da PCR sobre os métodos convencionais ¢ a rapidez e a
simplicidade da técnica permitindo a detec¢do de uma Unica molécula de DNA na amostra
(EISENSTEIN,1990; SILVA-PEREIRA, 2003).

A partir dos anos 90, foram descritos diversos ensaios de PCR in-house, para a
deteccao de micobactérias em amostras clinicas, onde cada laboratdrio usava seu proprio
protocolo para extragcdo de DNA e detec¢do dos produtos amplificados. Os alvos mais
comumente usados foram o elemento de insercao IS 6110 e 16S rDNA (IOANNIS et al.,2008;
TORTOLIL,2003).

Um dos critérios mais importantes na deteccdo e identificagdo de micobactérias por
PCR, ¢ a escolha certa das sequéncias alvo no genoma. Estes alvos devem estar presentes em
todas as espécies de micobactérias e ausentes em outros organismos, ou entdo presentes em
unica espécie de micobactéria, no caso de diferenciagao entre espécies (BATTACHARYA et

al., 2003).

3.2.2 O gene 16S rRNA
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E o gene que codifica a subunidade menor do ribossomo denominado 16S rRNA, esta
presente em todas a espécies bacterianas, e por conter regides altamente conservadas e
variaveis, onde as mutagdes ocorrem em ritmo lento e constante, ¢ um alvo ideal para
caracterizacao taxondmica (JAGIELSKI et a/.,2016; SOINI; MUSSER, 2001).

Assim como a molécula de 16S rRNA ¢ muito conservada, e apresenta mudangas na
sequéncia em determinadas posicdes, estas possuem significado filogenético, podendo ser
especificas para os microrganismos a nivel da espécie (DVORSKA et al., 2001; LEAO et al.,
2005; NEONAKIS et al.,2008). E constituido por mais do que 1500 pb, mas normalmente os
primeiros 500 pb sdo adequados para a identificagio de espécie mais comuns de

micobacterias (NEONAKIS,2008).

3.2.3 O gene hsp65

O hsp65 é uma proteina de choque térmico de 65 kDa, pertencente a familia ssp.Nas
micobactérias, ¢ uma proteina bem conservada que apresenta um nimero limitado de
polimorfismos especificos da espécie, representando um alvo util para a identificacdo de
espécies geneticamente relacionadas.

As variacgdes na sequéncia do gene isp65 podem ser usadas para a identificacdo a nivel
de espécie tanto de micobactérias de crescimento lento como de espécies de crescimento
rapido, porque elas exibem mais polimorfismo do que o 16S tDNA (HAFNER et al., 2004;
JAGIELSKI et al.,2016; KWOK et al .1999; RINGUET et al.,1999; ROTH et al.,1998).

3.2.4 Aregiao ITS

E uma regido DNA situado entre entre o 16S rRNA ¢ o 23S rRNA no cromossomo das
bactérias. As sequéncias espagadoras podem diferenciar micobactérias de crescimento lento
que sdo idénticas ou estreitamente relacionadas com base nas suas sequéncias de 16S rADN,
porém a pouca variabilidade destas sequéncias , fizeram com que elas tivessem pouca
utilidade na diferenciacdo das espécies de micobactérias, embora sejam muito mais variaveis
do que o gene hsp65 para as RGM.

A regido que separa estes genes, a regido do ITS (Internal Transcribed Spacer), por ter
uma sequéncia mais variavel, e relativamente conservada dentro da mesma espécie ou um
conjunto de espécies indica a sua utilidade potencial na identicacdo e diferenciagdo das

espécies micobactérianas (HAFNER et al., 2004; JAGIELSKI et al.,2016; KATOCH et al.,
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2007; ROTH et al., 1998).
As micobactérias de crescimento lento mostram uma variagdo elevada na sequéncia do
ITS. Esta variagdo pode ser um alvo molecular apropriado para o desenvolvimento de sondas

para identificagdo de micobactérias (ROTH et al.,1998).

3.3 Sistemas que utilizam Hibridiza¢ao de acidos nucleicos

3.3.1 AccuProbe (Gen-Probe, San Diego, CA, EUA)

O AccuProbe (Gen-Probe, San Diego, CA, EUA), ¢ baseado na tecnologia de sondas
de DNA para a identifica¢do de bactérias, onde um numero consideravel de colonias deve ser
utilizada em cada teste e expostas a um processo de lise, utilizando reagentes especificos que
estao disponiveis no Kkit, para a extraccdo de material genético e um dispositivo emissor de
ondas sonoras, chamado sonicador.(JAGIELSKI et a/.,2016)

Apds a extracdo, realiza-se a hibridacdo utilizando a sonda que ja estda marcado com
¢éster de acridina e fixada na superficie interna de um tubo especifico no kit. A hibridizagdo ¢
realizada utilizando um termobloco, a uma temperatura que varia entre 59,5 © C a 61° C.

A leitura e interpretacdo € realizadas a temperatura ambiente usando um dispositivo
conhecido como um lumindmetro. A leitura ¢ expressa como unidades relativas de luz (RLU)
e interpretado como: 20.000 RLU = negativo; de 20.000 a 29.999 RLU = inconclusivos;
acima de 30.000 = positivo (LEBRUN et al,1992; MIDDLETON; CHADWICK;
GAYA,1997; SPADA et al.,2005).

3.3.2 INNO-Lipa Mycobacteria V2, (Innogenetics, Ghent, Belgium)

E uma metodologia baseada no principio da hibridizagdo reversa, onde o material de
DNA biotinilado ¢ hibridizado com sondas especificas imobilizadas como linhas paralelas em
uma membrana em forma de tiras. A metodologia inclui uma etapa de PCR, utilizando
primers biotinilados, para amplificar a regido espacadora 16S - 23S RNA ribossomal (rRNA)
de espécies de Mycobacterium.A identificacao ¢ feita com base nas diferengas de nucleo6tidos
da regido espacadora 16S-23S ribossomal(rRNA).

Apos a hibridizagdo, ¢ adicionada a estreptavidina marcada com fosfatase alcalina que
se liga a qualquer hibrido biotinilado formado. A adi¢cao de um substrato cromoégeno , resulta
em um precipitado roxo / marrom nas linhas hibridizadas. O material amplificado usado no

INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 INNOGENETICS® detecta o genero Mycobacterium
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,seguido das espécies Mycobacterium: Complexo M. tuberculosis, M. kansasii, M. xenopi, M.
gordonae, M. genavense, M. simiae, M. marinum and M. ulcerans, M. celatum, Complexo
MAIS, M. avium, M. intracellulare, M. rofulaceum, M. haemophilum, Complexo M. chelonae
—M.abscessus, Complexo M. fortuitum and M. smegmatis.

Para a detecgdo e identificagdo do género Mycobacterium e 16 diferentes espécies de
micobactérias podem ser utilizados culturas em meios liquidos e sélidos (JAGIELSKI et

al.,2016; PADILLA et al.,2004; SUFFYS et al.,2001; TORTOLI et a/.,2001).

3.3.3 GenoType Mycobacterium (Hain Lifescience, Nehren, Germany)

E um teste comercial, que também utiliza a tecnologia da hibridizagdo reversa em tiras
horizontais dos produtos de PCR, para as suas sondas complementares, sendo utilizada para a
deteccao e identificacdo simultdnea de micobactérias a nivel de espécie, obtidas a partir de
culturas liquidas ou solidas.

E composto por dois kits: GenoType Mycobacterium CM (para micobactérias mais
comuns) ¢ GenoType Mycobacterium AS (para outras espécies) , com sondas para 14 ¢ 16
espécies, respectivamente.

O método consiste na extragdo do DNA por ultrassom ,seguida por amplificacdo por
PCR de parte do gene 23S rRNA. A hibridizacdo reversa e deteccdo ocorrem em uma
incubadora com agitagao (TwinCubator; Hain). A identificacao final ¢ obtida por comparagao
de padrdes da sonda de linha com a folha de avaliagao .

A hibridizacdo pode ser realizada com o mesmo produto de PCR nos dois sistemas
separadamente, permitindo a detec¢do e diferenciagdo do complexo M. tuberculosis e 40
espécies de MNT clinicamente relevantes (GITTI et al.2006; JAGIELSKI et al.,2016;
RUSSO; TORTOLI; MENICHELLA;2006).

3.3.4 SpeedOligo (Vircell, Granada, Spain)

O SpeedOligo um teste baseado na PCR, que amplifica a regido ITS contida entre os
genes da regido espacadora 16S - 23S RNA ribossomal (rRNA) de diferentes espécies
micobacterianas, permitindo a identificacdo posterior por hibridizagdo do produto
amplificado com sondas especificas ligadas a ouro coloidal e a um suporte sélido de
nitrocelulose em forma de tira. A técnica € realizada em trés passos principais:

1) Extracao de DNA a partir de material cultivado
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2) Amplificagdo por PCR do gene alvo e um controle interno
3) Hibridizacao dos produtos de PCR com sondas especificas por meio de uma tira de
nitrocelulose com sondas especificas ligadas a ouro coloidal.

Os fragmentos amplificados na PCR reagem com os oligonucledtidos especificos
ligados a uma suspensdo coloidal de particulas de ouro presentes na parte inferior da tira. O
complexo formado pelos produtos de PCR e o ouro coloidal flui através da membrana para
encontrar sondas especificas. Nas posigoes em que elas reagem com o ouro, aparecem como
linhas vermelhas.

Ele detecta até¢ 14 diferentes espécies: Complexo M. tuberculosis , M. abscessus, M.
avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M. interjectum, M.intracellulare, M.
kansasii, M. malmoense, M. marinum/M. ulcerans, M. peregrinum, M. scrofulaceum e M.
Xenopi, representadas por 13 sondas especificas sobre uma faixa que abrange um espectro
menor do que outros ensaios com sondas em linha (DE TORO-PEINADO, et al., 2013;
JAGIELSKI et al.,2016;RAMIS, et al., 2015).

3.4 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento do gene 16S rDNA ¢ considerado o padrdo ouro para a identificagao
de espécies de Micobacterias JOAO et al.2014).

Esta metodologia consiste inicialmente em uma amplificagdo do DNA por PCR, seguida
de sequenciamento destes amplicons, em seqiienciador automatico.

A identicacdo ¢ realizada por comparagdo da sequéncia dos nucleotideos com uma
biblioteca de sequéncias conhecidas disponiveis na internet,sendo o mais utilizado para esse
fim,0 GenBank (JAGIELSKI et al.,2016; ROTH et al.,1998).

Sao utilizados para identificagdo de micobactérias varios genes alvo, porém os alvos
mais comuns sdo o asp65, ITS, o rpoB e 0 16S rIRNA (ADEKAMBI et al., 2003; KATOCH et
al.,2007; ROTH et al.,1998; TORTOLI, 2003).

Um sistema de sequenciamento de DNA, disponivel comercialmente para uso na rotina
de laboratérios de micobacteriologia, tendo como alvo genético o 16S ribossomal,
denominado Sistema MicroSeq (Applied Biosystems, CA) oferece a possibilidade de
identificar a maioria das micobactérias, mais recentemente descritas.Este sistema foi avaliado

por Cloud ef al.(2002) e Hall et al. (2003), apresentando bons resultados.

3.5 PRA- hsp65 (Restriction fragment length polymorphism analysis of the hsp65 gene)
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O PRA ¢ um método diagndstico capaz de diferenciar as microbactérias, e se baseia na
amplificacdo do fragmento de 440 pb do gene hsp65 por PCR e andlise de restricdo do
produto amplificado com as enzimas Bstell ¢ HAE III. Os produtos da digestdao (amplicons)
pelas duas enzimas, s3o subsequentemente analisados por electroforese em gel e
comparados com padrdes conhecidos disponiveis, com a ajuda de um algoritmos ou através
de sites proprios na internet: PRASITE (http//app.chuv.ch/prasite) ( BROWN-ELLIOTT et
al,2012; TELENTI et al,1993: VERMA et al.,2015). (Anexo)

A identificagdo das micobactérias pode ser realizada de forma rapida e simples pelo
PRA, mas identificacdo errada pode ocorrer devido a semelhangas nos tamanhos das bandas
que sdo essenciais para discriminacao entre as espécies (HADIFAR et al.,2015). Entretanto a
metodologia do PRA-hsp65 fornece identificagdo de espécies de micobactérias
suficientemente confiaveis,e ¢ largamente utilizada como a metodologia de rotina em
laboratoérios de referéncia (CHIMARA et al.,2008).

Chimara et al.(2008),realizaram um estudo utilizando 434 MNT,identificando as
espécies por métodos fenotipicos convencionais € PRA-hsp65. O PRA-hsp65, identificou 392
espécies (90,3%), sendo significativamente mais preciso do que os métodos fenotipicos.

Em um estudo realizado por Héifner, e colaboradores, (2004), que seqiienciaram o
gene 16S rDNA de 126 amostras selecionadas aleatoriamente de uma cole¢do,o0 método do
PRA-hsp65 identificou corretamente 120 (95,2%) destas amostras (CHIMARA et al.,2008;
HAFNER, et al.,2004).

Para validagdo do método de PRA-hsp65, um estudo multicéntrico foi realizado em oito
laboratorios da Argentina, Brasil, Colombia, Chile, Guadalupe e Franca, onde cada
laboratdrio recebeu 18 isolados provenientes da colegao do Instituto de Medicina Tropical da
Bélgica, que corresponderam a duplicatas de cepas: M. terrae, M.scrofulaceum, M. flavescens,
M. triviale, M. nonchromogenicum, M. chitae, M.abscessus, M. kansasii, M. peregrinum. A
identificacdo pelo PRA-hsp65 mostrou que o método ¢ bastante util na identificacdo
molecular destes patogenos (LEAO et al. 2005).

Estudos recentes outros métodos de PCR-PRA utilizando outros genes como 16S-23S
rRNA, rpoB ou outras enzimas de restricao, Nrul , BamHI, Sau96I , Cfol, demonstraram um
alto poder discriminatorio para a identificagdo e tipagem de espécies de micobactérias sendo
capaz de identificar 96,6% de todos os isolados (HADIFAR et al.,2015; VARMA-BASIL et
al.,2013). O PRA hsp65 ¢ uma ferramenta util para diferenciagdo das espécies de

Mycobacterium bem como, para complementar o diagnostico e também a vigilancia
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epidemioldgica das NTM (ESCOBAR-ESCAMILLA et al.,2014).

3.6 PCR multiplex

Atualmente outras metodologias baseadas em métodos moleculares como a PCR
multiplex, PCR-hibridiza¢do foram avaliadas com sucesso para a identificagdo de MNT e
CMTB (CHIA, et al.,2012; TORTOLI, et al.,2003).

Esta técnica permite a distingdo entre o Complexo M.tuberculosis e outras MNT,
amplificando dois ou trés diferentes alvos sendo util no diagndstico de doencas
micobacterianas (BHATTACHARY et al., 2003; CHIA et al., 2012; KIM et al., 2006;
POROCA et al., 2009).

E uma técnica molecular amplamente empregada na identificacdo e diferenciagdo
microbiana sendo capaz de fornecer uma identidade simples de determinadas bactérias
quando comparadas com os perfis de padrdes de cepas de referéncia, necessitando a utilizacao
de mais de um conjunto de oligonucleotideos alvo especifico para a amostra analisada
(CORSETTIL, 2007).

E uma ferramenta rapida e precisa, onde a amplificagdo simultdnea de mais de uma
sequéncia de DNA alvo reduz o nimero de reagdes necessarias para testar uma amostra para
diferentes alvos, ajudando na economia de tempo e custos com reagentes, tornando os
sistemas de multiplex especialmente util quando um grande niimero de amostras tem que ser
analisadas,para identificacao molecular de espécies bacterianas
(CORSETTL2007;HERNANDEZ et al.,2003; SINT; RASO TRAUGOTT,2012; TANAKA 11
et al.,2003;).

Em comparacdo com a PCR tradicional, em que apenas um par de iniciadores esta
presente em uma reacao, na PCR multiplex sao utilizados mais de um par de primers.
Portanto alguns fatores adicionais devem ser considerados, como os amplicons que sio
gerados devem mostrar diferencas de tamanho capazes de permitirem diferenciar
inequivocamente os fragmentos através da corrida de eletroforese em gel de agarose, o
numero de pares de primers que podem ser incluidos no sistema multiplex deve ser limitado
para evitar o risco de reagdo cruzada entre eles e a amplificacdo dos fragmentos de DNA
indesejaveis. As concentragdes dos primers t€m de ser ajustadas para assegurar a amplificagao
de todos os fragmentos do DNA alvo. Portanto ¢ um processo que precisa ser otimizado

cuidadosamente para se alcangar resultados significativos (SINT, RASO ;

TRAUGOTT,2012).
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4 JUSTIFICATIVA

O isolamento de diferentes espécies de MNT em laboratérios, em aumentado
progressivamente a sua importancia devido a sua capacidade em produzir doenga, como tem
sido amplamente descrita na literatura. No Brasil as espécies de MNT mais isoladas sdo as
que frequentemente causam doenga pulmonar e ganglionar, infecgdes hospitalares, surtos e
pseudo-surtos importantes.

Diversos estudos descrevem isolamentos de cepas de MNT em amostras clinicas
pulmonares e extrapulmonares de pacientes com suspeita de tuberculose. A dificuldade no
diagnostico ¢ devida as caracteristicas clinicas das doengas pulmonares causadas por MNT
serem frequentemente similares as da tuberculose.

A identificacdo das micobactérias ¢ rotineiramente realizada através de métodos
baseados na avaliacdo das caracteristicas das culturas e na realizacdo de testes bioquimicos,
que sdo considerados trabalhosos e muito demorados.

Sendo a rapida identificagdo um fator importante para se fornecer ao doente o
tratamento adequado, uma vez que as diferentes espécies de micobactérias envolvem
diferentes riscos e regimes terapéuticos especificos.

O desenvolvimento de métodos de identificagdo rapidos, faceis de executar, com uma
boa relacdo custo-eficacia para serem aplicados na rotina da identificagdo de micobactérias,
em laboratorios, como alternativa aos métodos convencionais € comerciais sS40 necessarios.

A PCR multiplex proposta neste estudo ¢ uma ferramenta rapida, que possibilita a
amplificacdo simultdnea de mais de uma sequéncia de DNA alvo em uma unica reagdo,
resultando em economia de tempo e de reagentes, além do que permite distingdo entre o

Complexo M.tuberculosis e MNT no diagnéstico de doencas micobacterianas.



39

5 OBJETIVO GERAL

Avaliar uma metodologia baseada no sistema de PCR multiplex para a identificacdo das
micobactérias de interesse médico mais frequentemente isoladas, previamente identificadas

pela metodologia do PRA—Asp65.

5.1 Objetivos especificos

e Otimizar as condigdes de um sistema PCR multiplex utilizando conjuntos de primers alvo
especificos para a diferenciagdo de MNT mais frequentemente isoladas de importancia

médica das micobactérias do Complexo M. tuberculosis.

e Determinar o padrdo molecular de identificacdo de micobactérias através do sistema da
PCR multiplex utilizando culturas de cepas de micobactérias armazenadas no Laboratdrio
do Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga, comparado com as cepas de referéncia de

micobactérias (ATCC).

e Comparar o resultado do método da PCR multiplex com os obtidos previamente com a
metodologia do PRA-Asp65 no diagndstico molecular diferencial do Complexo M.

tuberculosis e as MNT de interesse médico mais frequentemente isoladas.
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6 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de validacao de método diagndstico fase III, caracterizada por
SACKETT e HAYNES (2002) e HAYNES e JOHN (2009), que consiste na analise estatistica
da concordancia dos resultados dos novos testes com resultados de testes consagrados pela
literatura em amostras de campo.

O estudo permitiu comparar a concordancia dos resultados do teste proposto “PCR
multiplex” com os resultados do teste do PRA—Asp65, na identificacio de espécies de
micobactérias, utilizando a medida Kappa que ¢ baseada no numero de resultados
concordantes entre os testes.

No presente estudo, foi avaliado um sistema da PCR multiplex para a deteccdo de
espécies de micobactérias nao causadoras de tuberculose de importancia médica mais
frequentemente isoladas e diferencia-las das do Complexo M. tuberculosis. O procedimento
utilizado foi o descrito por Chia et al. (2012) utilizando DNA de culturas armazenadas no
Laboratério de Referéncia Nacional em Tuberculose e Outras Micobacterioses do Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga/ENSP/Fiocruz no periodo de 2014 a 2015, previamente
identificadas através do PRA—Asp65 (PCR com Analise de Enzima de Restri¢ao).

6.1 Amostras do Estudo

Foram utilizadas cepas de micobactérias isoladas de culturas armazenadas no
Laboratorio de Referéncia Nacional em Tuberculose e Outras Micobacterioses do Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga/ENSP/Fiocruz no periodo de 2014 a 2015, previamente
identificadas através do PRA—Asp65 (PCR com Anélise de Enzima de Restricdo), além de
cepas de referéncia que correspondem as espécies mais frequentemente isoladas de interesse
clinico: Complexo M. avium-intracellulare, M.kansasii, Grupo M. chelonae-M.abscessus, €
Grupo M. fortuitum, além de uma cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis, obtidas

na institui¢do internacional American Type Culture Colletion (ATCC).

6.2 Calculo Amostral

Foram considerados os seguintes dados para a analise do calculo amostral, realizado no
programa EPITABLE do software Epi-Info 6.04:

- Erro: a = 5%;
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- Intervalo de confianca de 95%;
- Sensibilidade estimada de 90%.

Dessa forma, foi calculada uma amostragem de 100 cepas de cada espécie de
Micobactérias a serem analisadas. As amostras foram escolhidas aleatoriamente, através de

um Plano Amostral Aleatdrio Simples, utilizando o software Excell®.

6.3 Selecao das Amostras

Foi criada uma Planilha do Excel® com todas as amostras de MNT a serem testadas,
que estdo estocadas no Laboratério de Tuberculose e Micobacteriose do CRPHF. Na coluna
A, foi colocada uma numeragdo sequencial do primeiro até o ultimo registro (referente a
ultima amostra) na coluna B, foram colocados os registros (nimero de cada amostra),
pareados com a numeragdo sequencial da coluna A, para servir de referéncia. (Figura 1). As
amostras foram escolhidas aleatoriamente, utilizando um aplicativo encontrado no Link:
http://www.winepi.net/winepi2/f204.php . Apds o sorteio dos numeros as amostras foram

identificadas utilizando a planilha inicial, correlacionando a coluna A com a B.

PA 107815

PR 106042
PR 118581
MS 111859
5|HF 97840

PA 107518 —1
RS 112840
GO 103415
PA 107520
DF 108086
GO 124900
PE 113141
PA 107519
MS 107231
15 15| RO 117501
16 16| RJ 108624
17 17|RJ 112403
18 13 RN 123341
19 19| RS 122556
20 20/MS 103204
21 21 DF 108084
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Figural. Planilha do Excel® para servir de referéncia na geragao de nimeros Aleatorios


http://www.winepi.net/winepi2/f204.php
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Sampling method: Simple random sampling

Simple random sampling
Sistematic sampling
Estimate population size

Adjust loss of participants

Basic help
Available data The simple or pure random sampling is the selection of individuals in
2 population using a lottery system (or random number tables) applied
introduce the following data in order to establish needed parameters to o the complete list of the individuals in the population (census).
carry out a simple random sampling and to generate a list of individuals to
select:

Population size: 510

Sample size: 100

Results
Select as sample the individuals included in the following list
Sampling fraction: 19.6% %) (T[4
List of individuals to sample:
5,7,8,19,31, 33, 36, 37, 39, 40, 42, 43, 48, 57, 58, 71, 76, 81, 88, 89,
90,92, 115,117,119, 124, 135,139, 146, 155, 159, 170,173, 180,
183,187, 189, 195, 196, 203, 209, 211, 216, 233, 235, 236, 252, 256,

258, 280, 294, 298, 300, 304, 312, 313, 323, 325, 341, 345, 347, 353,
355, 359, 361, 362, 363, 367, 369, 373, 382, 383, 385, 387, 396, 398,
399,404, 412,419,421, 429, 430, 434, 436, 439, 443, 445, 453, 454,
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Figura 2- Sele¢do das amostras usando um sistema de sorteio de nimeros aleatorios aplicado a lista completa
amostras estocadas .Fonte: http://www.winepi.net/winepi2/f204.php

6.4 Critérios de Inclusiao

Foram incluidas todas as amostras com crescimento apds o repique (inoculacdo) em

meio de cultura de Lowenstein-Jensen (L-J) de cepas do Complexo M. avium-intracellulare,

M. kansasii, Grupo M. chelonae-M. abscessus, Grupo M. fortuitum e de Mycobacterium

tuberculosis,

6.5 Critérios de Exclusao

Foram excluidas deste estudo todas as amostras (Culturas) que apds o repique

(inoculagdo) no meio de cultura de Lowenstein-Jensen (L-J) ndo apresentarem crescimento

bacteriano.

6.6 Procedimentos de Coleta de Dados

Os dados relativos aos resultados obtidos através da metodologia do PRA—Asp65 (PCR

com Analise de Enzima de Restricdo) foram coletados de uma planilha de controle de

armazenamento das amostras identificadas no Laboratéorio de Referéncia Nacional em

Tuberculose e OQOutras Micobacterioses do Centro de Referéncia Professor Hélio

Fraga/ENSP/Fiocruz, onde constam campos tais como Identificacdo da Amostra, a Caixa onde


http://www.winepi.net/winepi2/f204.php
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ela se encontra, sua posicao dentro desta caixa, data da identificagdo, a espécie identificada e
a metodologia empregada na identificagdo, e foram comparados na analise dos resultados

obtidos com a PCR multiplex, registrados em uma Planilha do Excell® .(Figura 3)

E Tabela o B R
AMOSTRAS » | CAIXA - PDSICIN\O + | ESPECIEIDENTIFICADA - TIPO - METODO + DATA 0BS: e
PE42306 68 pil M. abscessus subsp. bolletii PRA 10/07/2014
CEA1631 68 /] M. bovis BCG PRA 10/07{2014
MT43925 68 7 M. abscassus subsp. bolletii PRA 10/07/2014
PE42806 f8 30 M. abscessus subsp. bolletii PRA 10/07/2014
(CE41631 08 i1 M. bovis BCG PRA 10/07/2014
MT43925 68 £ M. abscessus subsp. bolletii PRA 10/07/2014 |
RS46010 68 39 M. abscessus subsp. abscessus PRA 10/07/2014 I
RS46011 68 40 M. abscessus subsp. abscessus PRA 10/07/2014
CEATO23 68 43 M. abscessus subsp. bolletii PRA 10/07/2014
MG46860 68 4 M. sherrisii PRA 10/07/2014
CEATO24 68 45 M. abscessus subsp. bolletii PRA 10/07/2014

Figura 3. Planilha de controle de armazenamento das amostras identificadas no Laboratorio de
Referéncia Nacional em Tuberculose e Outras Micobacterioses do Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga/ENSP/Fiocruz



44

7 PLANO DE ANALISE

7.1 Analise Estatistica

Foi realizada uma andlise estatistica utilizando o aplicativo WinEpiscope 2.0.
(TRUSFIELD et al.,2001) para avaliar grau de concordancia entre os diferentes testes
utilizando a medida Kappa que ¢ baseada no numero de resultados concordantes entre os
testes. O Kappa mede o grau de concordancia além do que seria esperado tdo somente pelo
acaso. Esta medida de concordancia tem como valor méximo o 1, onde este valor 1 representa
total concordancia e os valores proximos e até abaixo de 0, indicam nenhuma concordancia,
ou a concordancia foi exatamente a esperada pelo acaso.

A interpretagdo do Kappa foi realizada da seguinte forma: se menor que 0, ndo ha
concordancia, entre 0 e 0,2 concordancia insignificante, entre 0,21e 0,4, razoavel, entre 0,41 e
0,6, moderado, entre 0,61 e 0,8, substancial e entre 0,81 e 1 quase perfeito. Um eventual valor
de Kappa menor que zero, negativo, sugere que a concordancia encontrada foi menor do que
aquela esperada por acaso. Sugere, portanto, discordancia, mas seu valor nao tem intensidade

de discordancia.
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8 ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho ndo necessitou de apreciagdo em comités de ética uma vez que
objetivo ¢ o desenvolvimento de uma metodologia de diagnostico rapido de micobactérias em
amostras de Mycobacterium tuberculosis e Micobactérias ndo causadoras de Tuberculose,
utilizando para isto cepas de bactérias armazenadas no Laboratorio de Referéncia Nacional de
Tuberculose e Micobacterioses (CRPHF/ENSP/FIOCRUZ). Desta forma, por ndo utilizar
seres humanos em nenhuma dimensdo, este trabalho ndo apresenta os requisitos para
apreciagdo em Comité de Etica em Pesquisa (Conselho Nacional de Satide; Resolugio N° 466,
de 12 de Dezembro de 2012 e Carta Circular n® 004/2016-CEP/ENSP de 18 de Abril de 2016).
Além disso, por nao envolver a utilizagao de vertebrados (apenas bactérias), este trabalho nao
é aplicavel para apreciacio junto a Comissdo de Etica no Uso de Animais (Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal; Orientagcdo Técnica N° 3, de 22 de Outubro de 2013).
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9 MATERIAS E METODOS

9.1 Cultivo Micobacteriano

Foram repicadas (semeadas) 510 amostras de micobactérias previamente selecionadas
em meio solido de Lowenstein-Jensen (LJ-Difco, Sao Paulo, Brasil) e incubadas a 35-37°C,
das quais 474 apresentaram crescimento,sendo 100 do Complexo M.avium,100 do Complexo
M.tuberculosis, 100 do Grupo M.chelonae-abscessus, 100 de M.kansasii e apenas 74 do Grupo

M. fortuitum (s6 foram recuperadas apenas 74 amostras desta espécie no periodo estudado).

9.2 Extracao do DNA Genémico

A extracao de DNA das cepas de referéncia e das amostras selecionadas foi realizada a
partir dos diferentes isolados de microbactérias apds o seu crescimento em meio de cultura
solido (Lowenstein-Jensen).

O protocolo in house de extragdo de DNA utilizado neste trabalho foi desenvolvido em
nosso laboratdrio, descrito por Campos ef al. (2012). Brevemente, uma alca cheia de bactérias
cultivadas em meio de Lowenstein-Jensen foi misturada em 100 pL de pérolas de vidro
lavadas com acido com um didmetro de 106pum em 300 pL de Triton X-100 1%. A mistura foi
agitada vigorosamente num agitador Vortex durante 1 minuto e incubada a temperatura
ambiente durante 8§ min. Apods esta incubagdo, 50 pL da mistura foram colocadas em um
micro tubo com 100 pL de tampao de lise (quantidades iguais de Chelex 100 a 15%, Tween
20 a 5% e Tris-EDTA). A mistura foi aquecida a 100 °C durante 20 min e agitada
vigorosamente num misturador (vortex) durante 1 minuto, seguido por centrifugacdo a 13.000
x g durante 8 min. O sobrenadante foi entdo transferido para um micro tubo e armazenado em
freezer a 4 °C.

Todo o processo de cultivo bacteriano e parte da extragdo do DNA gendémico foi
realizado em cabine de seguranga biologica classe II B2, em ambiente de Nivel de

Biosseguranca 3, no Laboratério de Referéncia Nacional do CRPHF.
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10 PCR MULTIPLEX

As moléculas de DNA foram amplificadas através da reacdo em cadeia da polimerase
ou PCR (SINT; RASO; TRAUGOTT,2012).

A PCR multiplex foi realizada a partir de 2 conjuntos de “primers” (iniciadores)
independentes, desenhados especificamente para identificar micobactérias de crescimento
lento e micobactérias de crescimento rapido, clinicamente importantes e mais frequentemente
isoladas (CHIA et. al ., 2012).

Foram utilizados 6 pares de iniciadores para identificar 5 espécies mais frequentemente
isoladas.Para a detec¢do de micobactérias de crescimento lento foram 4 pares de iniciadores,
para as de crescimento rapido 2 pares (CHIA et. al ., 2012;KLEMEN et al., 1998; PARK et
al.,2000).

O primeiro par de oligonucleotideos ¢ especifico para a identificagdo do Complexo
M.tuberculosis,cujo alvo ¢ o ITS 1, que produz um produto de PCR com 119 pb (CHIA et al
2012;PARK ef al.,2000). (Tabela 2)

Tabela2-Caracteristicas do primeiro par de primers utilizados na PCR multiplex

Produtos da PCR
Espécie Alvo Primers  Sequencia (5'a 3" Alvo (pb)
Complexo M.tuberculosis TBF GTGGGGCGTAGGCCGTGA ITS 119

TBR ACCTGGAACAAGTCCGAGTG

O segundo par de primers ¢ derivado da Clonagem de uma sonda de DNA especifica,
isolada de um fragmento do plasmideo p6123, para a identificagdo do Mycobacterium
kansasii, incluindo as subespécies genéticas e o produto de PCR produzido tem 286 pb

(CHIA et al 2012; KLEMEN et al., 1998; PARK ef al.,2000). (Tabela3).

Tabela 3-Caracteristicas do segundo par de primers utilizados na PCR multiplex

Produtos da PCR

Espécie Alvo Primers Sequencia (5" a 3') Alvo (pb)
M .kansasii MKF TCGGGCGCCCACCAGGAAT DNA 286
MKR CGGCCCCGGACTTCTTTCGT

Na identificagdo das espécies do Complexo M. avium (MAC), os primers utilizados tem
como alvo o ITS1, cujo produto produz uma banda de 145 pb, (CHIA et al 2012; PARK et
al.,2000) (Tabela 4).
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Tabela 4-Caracteristicas do terceiro par de primers utilizados na PCR multiplex

Produtos da PCR
Espécie Alvo Primers Sequencia (5" a 3') Alvo (pb)

Complexo M.avium MACF GAAATTACACATTTCGATGAAC ITS 145
MACR CGACAACAAGCTAAGCCAGA

Também foi utilizado um par de iniciadores (primers) para a detec¢do de um fragmento
do gene que codifica o antigeno ESAT-6 (early secretory antigen), especifico para o
Complexo M. tuberculosis e também presente no M. Kansasii, produzindo um produto de 217

pb (AREND et al.,2005; CHIA et al 2012; PARK et a/.,2000). (Tabela 5)

Tabela 5-Caracteristicas do quarto par de primers utilizados na PCR multiplex

Produtos da PCR
Espécie Alvo Primers Sequencia (5" a 3') Alvo (pb)
CMTB/M .kansasii ESAT-F GATCCCATGACAGAGCAGCAGT ESAT-6 217

ESAT-R  TCTGCAGCGCGTTGTTCAGCT

CMTB:Complexo M.tuberculosis

Para a identifica¢do das micobactérias de crescimento rapido foram utilizados 2 pares de
primers. O primeiro par de oligonucleotideos tem como alvo o gene Asp65, para identificacdo
das espécies do Grupo M. fortuitum, que produz um produto de PCR com 204 pb (CHIA et al
2012; PARK et al.,2000). (Tabela6)

Tabela 6-Caracteristicas dos primers para identificagdo do Grupo M. fortuitum

Produtos da PCR
Espécie Alvo Primers Sequencia (5" a 3') Alvo (pb)
Grupo M.fortuitum MFOR-F  GCTGAGCTCGTCAAAGAGGTC hsp65 204

MFOR-R  CACCTCCTTGGCGGACTTCAGG

A identificagdo do Grupo M.chelonae-abscessus ¢é realizada pelo segundo par de
primers, que produz um produto de PCR com 97pb, cujo alvo ¢ o ITS1 (CHIA et al
2012;PARK et al.,2000). (Tabela?7).

Tabela 7-Caracteristicas dos primers para identificagdo do Grupo M.chelonae- abscessus

Produtos da PCR
Espécie Alvo Primers Sequencia (5" a 3') Alvo (pb)

Grupo M.chelonae-abscessus CHEF TGGTTACTCGCTTGGTGAATAT ITS 97
CHER CCAGCGTTTCAATTCTATTGA
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10.1 Amplificacio dos Fragmentos Especificos Pela PCR Multiplex

Foram realizadas duas reacdes PCR multiplex: para identificar as SGM, os quatro pares
de oligonucleotideos descritos anteriormente foram utilizados em uma Unica reagdo com uma
mistura contendo dgua ultrapura, PCR Master Mix 2X (solucdo de Taq ADN polimerase 2X
concentrada, dNTP e todos os componentes necessarios para a PCR) , 5 pmol/uL de cada
iniciador e 2uLL. de DNA, em um volume final de 25 pL.Para as RGM,utilizou-se os outros
dois pares de oligonucleotideos, em uma mistura reacional semelhante. As misturas de reacdao
foram entdo preparadas num local separado, onde ndo ocorreu manipulagdo de DNA, para
evitar possiveis contaminagdes. Para o controle de qualidade da experiéncia, cada PCR foi
testado com um controle positivo (DNA de micobactérias de Referéncia da ATCC) e um
controle negativo (agua ultrapura).

A amplificacdo do DNA foi realizada no termociclador Biocycler MJ96+e as condigdes
de ciclagem foram: uma desnaturacdo inicial a 95°C durante 5 minutos depois 35 ciclos de
desnaturagdo a 95°C durante 1 min, anelamento dos primers a 60°C (para SGM) e 55°C (para
RGM) durante 1 min, e extensdo a 72°C por 1 min e extensao final a 72°C durante 10 min.

O resultado da reacdo de amplificacdo foi verificado através da eletroforese em gel de
agarose (Sigma-Aldrich Co., Sao Paulo, Brasil) a 3%, preparado em 100mL de tampao TBE
1X (tampao tris-borato EDTA) e corados com uma solugdo de SYBR® Safe, adicionado ao gel.

Cinco microlitros dos produtos da reagao foram misturados com 3uL do tampdo de
carregamento (Loading Buffer) para dar cor e aumentar a densidade das amostras. A duragao
da corrida foi de 50 minutos a 5V/cm. Ao término da corrida eletroforética, as bandas de
DNA foram visualizadas sob luz Ultravioleta e digitalizadas no equipamento de
fotodocumentacao (DNR MiniBis Pro,Kiryat Anavim Jerusalem,Israel).

A andlise foi realizada comparando-se os resultados obtidos com os da tabela onde sdo
descritos os tamanhos dos fragmentos dos produtos de amplificagdo, como descrito por Chia

et.al (2012). (Tabela 8 ¢ 9)

Tabela 8- Tamanhos esperados dos fragmentos da PCR Multiplex em pb para SGM

Micobactérias de Crescimento Lento

Micobactérias Tamanhos dos produtos da PCR Multiplex
(pb)
Complexo M.tuberculosis 217, 119

M kansasii 286,217



Complexo M.avium-intracellulare 145

SGM: Micobactérias de Crescimento Lento; pb : pares de bases

Fonte:Chia et al.,2012

Tabela 9- Tamanhos esperados dos fragmentos da PCR Multiplex em pb para RGM

Micobactérias de Crescimento Rapido

Micobactérias Tamanhos dos produtos da PCR Multiplex
(pb)

Grupo M.chelonae-abscessus 97

Grupo M. fortuitum 204

50

RGM: Micobactérias de Crescimento Rapido; pb: pares de bases
Fonte:Chia et al.,2012
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11 RESULTADOS

11.1 Otimizacao das Condicoes da PCR Multiplex

O protocolo de amplificagdo em que foram executadas as reacdes de PCR, bem como as
condicdes de ciclagem, foi o definido por chia et al. (2012).

A padronizagdo foi realizada com DNA gendmico de micobactérias de Referéncia do
Complexo M. avium-intracellulare, M.kansasii, Grupo M. chelonae-M.abscessus, e Grupo M.
Fortuitum, além de uma cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis, obtidas na
institui¢do internacional American Type Culture Colletion (ATCC).

Antes de realizar a reagdo de PCR multiplex, todos os pares de iniciadores foram
testados por PCR simples, para verificar se houve a correta amplifica¢do dos fragmentos.

Também foram testadas com os dois conjuntos de iniciadores, tanto com amostras de

crescimento lento quanto de crescimento rapido.(figura 4)

Figura 4. Padrfes de bandeamento obtidos na PCR multiplex utilizando amostras de Crescimento Lento
(A) e amostras de Crescimento Répido (B).

Linhas: 1,M.kansasii;2,Complexo M.tuberculosis;3, Complexo M.avium;4,Grupo
M.fortutitum;5,Grupo M.chelonae-abscessus,6,Misturas de todas as amostras;CN,Controle
Negativo;Pm,Ladder 50pb (A).

Linhas: 1, Grupo M.fortutitum;2, Grupo M.chelonae-abscessos;3, M.kansasii;4, Complexo
M.tuberculosis;5, Complexo M.avium;6,Misturas de todas as amostras;7,CN;Pm,Ladder 50pb (B).
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11.2 Determina¢io do Padrao Molecular pela PCR Multiplex

Foram analizadas 474 cepas de micobacterias (100 do Complexo M.avium, 100 do
Complexo M.tuberculosis, 100 do Grupo M.chelonae-abscessus, 100 de M.kansasii e 74 do
Grupo M.fortuitum) e todas apresentaram padriao de bandas esperado com a amplificagdo dos
seus respectivos alvos, simultaneamente pela PCR multiplex, conforme o obtido no processo
de padronizacdo desta técnica, utilizando micobactérias de Referéncia, ndo sendo

apresentados padrao de bandeamento de amplificacdo inespecificos. (Figura 4)

Figura 5. Padrao molecular (padréo de bandas) das Cepas de Referéncia obtidas pela PCR multiplex.
Linha 1; Ladder 50pb; 2, M.kansasii; 3, ComplexoM.tuberculosis, 4, M.intracellulare;5, M.avium;
6, Grupo M.fortuitum;7, Grupo M.chelonae-abscessus; 8, Controle Negativo

11.3 Comparacao dos Resultados da Pcr Multiplex e do Pra—hsp65

O sistema da PCR multiplex utilizado neste estudo, através da combinacdo dos
“primers”, permitiu uma rapida deteccdo das cepas da espécie M. kansasii e do Complexo M.
avium, (que sdo espécies de micobactérias que apresentam crescimento lento - SGM) e as do
Grupo M. fortuitum e Grupo M. chelonae-abscessus (micobactérias que apresentam
crescimento rapido - RGM), distinguindo-as do Complexo M.tuberculosis, apresentando cada
uma das espécies, um padrio de amplificacdo esperado, com os respectivos “primers”

espécie-especificos (CHIA et. al., 2012). (Tabela 10)

Tabela 10- Deteccdo das Espécies estudadas através da PCR multiplex com os primers espécie-especificos

PRA hsp65 N° de Amostras identificadas pelo PCR multiplex

CMTB MAC M.kansasii ~ Grupo M.fortuitum  Grupo M.chelonae-abscessus
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TBR, TRF MACF,MACR MKFMKR MFOR-F,MFOR-R CHEF,CHER
ESTAF,ESATR ESATF,ESATR

CMTB 100(100%) 0 0 0 0
MAC 0 100(100%) 0 0 0
M.kansasii 0 0 100(100%) 0 0
Grupo M.fortuitum 0 0 0 74(100%) 0
Grupo M.chelonae-abscessus 0 0 0 0 100(100%)
Total 100 100 100 74 100

Nota: CMTB — Complexo M.tuberculosis;, MAC- Complexo M. avium.

Os resultados deste estudo apresentaram um excelente grau de concordancia da PCR
multiplex (100% para todas as espécies que foram utilizadas), quando comparado com os
resultados previamente obtidos pela técnica do PRA-hsp65, considerado o padrdo ouro na

identificacao de micobacterias. (Tabela 11)

Tabela 11- Concordéncia da técnica de PCR multiplex utilizando como padrido-ouro o PRA-hsp65em cepas de
micobactérias isoladas de amostras clinicas

PRA-hsp65 PCR Multiplex
M.kansasii 100 (100%)
Complexo M. avium 100 (100%)
Complexo Mycobacterium tuberculosis 100 (100%)
Grupo M. fortuitum 74 (100%)
Grupo M. chelonae-M.abscessus 100 (100%)

Total 474 (100%)
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12 DISCUSSAO

O isolamento de diferentes espécies de MNT em laboratorios tem aumentado de forma
progressiva como demonstram varios estudos descritos na literatura (ATS,1997; SHAO Y et
al.,2015; TORTOLI, 2003; YEW, SOTGIU, MIGLIORI 2010). As espécies mais
frequentemente associadas a doenca pulmonar por MNT sdo: M. kansasii e M. avium.
(BARRETO; CAMPOS, 2000). Os casos de infecgdes pos-cirurgicas devido a micobactéria
de crescimento rapido incluem o M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus subsp. bolleti
(BRASIL, 2011).

Segundo Pedro et al. (2008), as caracteristicas clinicas das doengas pulmonares
causadas por MNT sdo frequentemente similares as da tuberculose o que tem levado a
diagnostico de tuberculose, bem como a um tratamento erréneo. Uma rapida e inequivoca
identificacdo ¢ um fator determinante para se fornecer ao doente o tratamento adequado, com
regimes terapéuticos especificos (BARRETO et al., 2000; YAM et al., 2006).

O diagnéstico laboratorial das micobactérias utiliza métodos baseados na avaliagdao das
caracteristicas das culturas e na realizacdo de testes bioquimicos, que sdo considerados
demorados ¢ dependem do crescimento bacteriano (GARIMA et al,2012; HERNANDEZ-
TOLOZA et al.,2015; KATOCH et al., 2007; LEAO et al., 2005).

O sequenciamento de DNA ¢ considerado o método padrdo ouro para a identificacdo da
espécie de micobactéria (TORTOLI, 2003; NEONAKIS et al,2008). O 16S rRNA ¢
universalmente utilizado para a identificagdo de bactérias. No entanto, tem varias limitagdes e
o seu custo ainda ¢ muito alto. A analise das sequéncias ndo permite distinguir entre as
seguintes espécies de MNT: M. abscessus / M. chelonae;M. avium / M. intracellulare; M.
peregrinum / M. septicum; M. kansasii /M. gastri e M. marinum / M. ulcerans. Esta
diferenciagdo se torna dificil de conseguir na andlise, devido a pequena variacdo nas
seqiiéncias (JOAO et al,2014).

Os métodos que incluem a PCR em tempo real, sequenciamento de DNA, sdo de custo
elevado nao sendo acessivel aos Laboratorios Clinicos na maioria dos paises em
desenvolvimento. Algumas metodologias baseadas em hibridizacdo reversa disponiveis
comercialmente, como INNO-LiPA Micobactérias (Innogenetics, Gent, Bélgica), e
Genotyping Micobacterias CM e AS (Hain Diagnostika, Nehren, Alemanha) também sdo
métodos rapidos e confiaveis para a identificacao de espécies de micobactérias. No entanto, os
precos destes 2 kits sdo ainda muito caros para uso na rotina laboratorial (IOANNIS et

al.,2008; RAMIS et al.2015).
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O PRA-hsp65, tem sido largamente utilizado como metodologia de rotina em
laboratorios de referéncia e ¢ suficientemente confidvel para fornecer identificagdo de
espécies de micobactérias. (CHIMARA et al.,2008).

Para determinar se um metodo proposto ¢ capaz de produzir resultados corretos, ele
deve ser comparado com os produzidos por um teste de referéncia, que deve ser o mais
confidvel método de diagnodstico disponivel.(MATTOCKS et al., 2010). Testes em avaliacao
devem ser comparados com uma referéncia (padrdo ouro), sempre que for possivel (BANOO,
et al.2010), entretanto métodos reconhecidos internacionalmente podem ser utilizados como
referéncia (FREITAS et al., 2006), dessa forma, utilizamos, neste trabalho, a metodologia do
PRA-hsp65, como referéncia, para comparagdo com os resultados da PCR Multiplex.

A PCR multiplex promove a amplificagdo de diferentes alvos espécie-especificos
simultanecamente na mesma reacao tendo a capacidade de ndo apenas dizer que a cepa
identificada pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis, mas diferenciar as espécies
de MNT, além de apresentar como vantagens a reducdo do tempo de liberagdo do resultado.
(BHATTACHARY et al.,2003; ;CHIA et al.,2012;KIM et al., 2004; POROCA et al., 2009)

Neste estudo foram comparados dois métodos moleculares para a identificagdo de MNT.
Um deles baseado na andlise de restri¢ao enzimatica pos-amplificacdo do gene Asp65(PRA), e
o outro uma PCR multiplex. Foram testadas 474 amostras de micobacterias, sendo 100 do
Complexo M.avium,100 M.kansasii, 100 M.tubercuslosis,100 do Grupo M.chelonae-
abscessus e 74 do Grupo M. fortuitum. O resultado foi uma concordancia de 100% entre os
métodos.

Bensi et al. (2013) avaliaram 476 isolados por PCR multiplex e os resultados da
identificacdo das espécies, mostrou uma concordancia de 100% com os do PRA, utilizado
como padrdo-ouro. Em outro estudo, Lima (2010), comparando resultados obtidos pela PCR
multiplex com a técnica do PRA- hsp65 ,também verificou que houve concordancia em
100% dos resultados. Em um estudo realizado na Colombia, um total de 100 amostras foram
analisadas de forma independente, através de cada metodologia. O PRA foi capaz de
identificar 83 amostras como Complexo M. tuberculosis, das quais 82 foram concordantes
com os resultados da PCR multiplex. Das 17 outras restantes 13 eram MNT e 4 os resultados
foram inconclusivos. O total dos resultados obtidos pelas duas metodologias mostrou uma
concordancia de 100% (HERNANDEZ-TOLOZA et al.,2016).

Em Taiwan, Chia ef al. (2012), desenvolveram e validaram a metodologia que serviu de
base para este estudo. Como a maioria dos estudos avaliam sistemas baseados na PCR

multiplex para identificag¢do e diferenciagdo de micobactérias utilizam cepas isoladas em meio
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de cultura, eles procuraram identificar as espécies diretamente de espécimes bioldgicos. No
entanto na otimizacao do sistema utilizando amostras de referéncia da ATCC, os padrdes de
bandeamento foram idénticos aos encontrados nas espécies analisadas neste estudo.

Tanto o estudo conduzido na Colémbia como o de Taiwan mostraram que os resultados
deste estudo, apresentaram uma grande similaridade com os resultados obtidos por eles.

A PCR multiplex tem algumas vantagens: em primeiro lugar, o tempo para a
identificacao das espécies ¢ muito mais curto, aproximadamente 4 h, em relagdo a 1 dia de
trabalho, requeridos para os resultados do PRA /Zsp65. Enquanto que para o PRA /Asp63, sdao
necessarias uma PCR seguida de digestdo com enzimas de restricdo, a PCR multiplex , requer
apenas uma unica reacdo de PCR com vérios primers em uma unica mistura reacional.
Portanto o custo necessario para cada uma das reagdes ¢ mais baixo para a PCR multiplex,
uma vez que nao ha gasto com a aquisi¢do de enzimas. A interpretagdo da posicao das bandas
geradas pelas diferentes enzimas de restricao no PRA Asp65 ¢ uma tarefa delicada, que sofre
influencia de diversos fatores tais como a qualidade das imagens do gel, as condi¢des de
execucdo da eletroforese, onde o tempo de execu¢do mais curto do que o recomendado pode
apresentar bandas ndo tdo bem separadas, alem de uma interpretagdo subjetiva que pode
acarretar em uma interpretacao errada. Outra desvantagem € que o PRA hsp65, necessita da
utilizagdo de um banco de dados disponivel na internet para a analise e interpretagdo de seus
resultados. O PCR multiplex tem a andlise das bandas amplificadas,bem mais simples de
interpretar.

A metodologia da PCR multiplex utilizada neste estudo, apresentou um grau de
concordancia excelente de 100% (Kappa = 1) para todas as espécies que foram utilizadas,
quando comparado com os resultados previamente obtidos pela técnica do PRA-hsp65, sendo
capaz de identificar as micobactérias de importancia médica mais frequentemente isoladas,
além de diferencia-las do Complexo M. tuberculosis .

Com base neste estudo esta metodologia poderia ser incorporada no diagndstico de

rotina,conforme o fluxograma abaixo.(figura 6)
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13 CONCLUSAO

A concordancia obtida foi de 100% (Kappa = 1), entre os métodos comparados entre
todas as amostras de diferentes espécies testadas,uma vez que todas as cepas testadas
apresentaram o mesmo padrdo de bandas previamente relatado em estudos anteriores.

A metodologia da PCR multiplex mostrou ser de realizacdo rapida, facil e de simples
interpretacao.

O custo necessario para a realizagdo da PCR multiplex ¢ mais baixo do que o do PRA-
hsp65, uma metodologia amplamente utilizada na identificagdo de micobactérias, ¢ menor
ainda quando comparada com outras metodologias, como a PCR em tempo real e o
sequenciamento de DNA. Estas tltimas, sdo de custo muito elevado, ndo sendo acessivel a
maioria dos Laboratorios Clinicos dos paises em desenvolvimento.

A PCR multiplex mostrou ser uma ferramenta importante no diagnostico diferencial da
tuberculose das infeccdes causadas por MNT, além de identificar algumas espécies de

interesse médico.
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APENDICE - Metodologia utilizada no PRA-hsp65 para identificacio das espécies

As amostras foram identificadas pelo método de PRA-Asp65, onde o fragmento de 440
pb da sequéncia do gene hsp65, foi submetido a amplificagdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tendo como alvo o gene Asp635.

A reagdo ¢ realizada adicionado 3ul. do DNA extraido das amostras a uma mistura
contendo: 10mM Tris-HCI (pH 8,3),50 mM KCI, 1,5mM de MgCI2, 10 mM de dNTP, 1U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,Califérnia,USA), 5 pL de
glicerol e 25pmoles/ pL de cada oligonucleotideo Tb11 e Tb12 (Tabela 12) totalizando um
volume final de 50 pL e colocados no termociclador (Biocycler,MJ96+).

Para o controle de qualidade foi testado um controle positivo (DNA de micobactéria H37Rv)
e um controle negativo (dgua ultrapura).

As reagdes ocorrem nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 95°C por 1 minuto,

seguido de 45 ciclos de: desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 65°C por 1 minuto e

extensdo a 72°C por 1minuto, seguido de extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Tabela 12. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados na PCR PRA-Asp65

Primers Sequencia(5' a 3") Alvo Referéncia

TB11  ACAAACGATGGTGTGTCAT hsp65 Telenti,1993
TB12 CTTGTCGAACCGCATACCCT

Cinco microlitros dos produtos da reacdo sdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Sigma-Aldrich Co., Sao Paulo, Brasil) a 1%, preparado em 100mL de tampao TBE
1X (tampao tris-borato EDTA) e corados com uma solu¢do de SYBR® Safe, adicionado ao
gel. Os produtos sdo misturados com 3uL do tampao de carregamento (Loading Buffer) para
dar cor e aumentar a densidade das amostras. A duragao da corrida ¢ de 50 minutos a 5V/cm.
Ao término da corrida eletroforética, as bandas de DNA de 440 pb sdo visualizadas sob luz
Ultravioleta e digitalizadas no equipamento de foto documentacdo (DNR MiniBis Pro,Kiryat
Anavim Jerusalem,Israel).

Os produtos da PCR sdao posteriormente digeridos, separadamente com as enzimas
BstEIl (New England Biolabs, Ipswich, EUA) e Haelll (New England Biolabs, Ipswich,
EUA). Para a reacdo com as enzimas sao aliquotados dois volumes de 20uL do produto de
PCR de cada amostra, para cada uma das duas enzimas a serem utilizadas. A eles sdo

adicionados 3uL do tampao especifico (buffer 10x para Haelll e buffer 10x para BstE II) para
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cada enzima, 1pL da enzima de digestao e 7ul de agua ultrapura esterilizada, para um volume
final de 11pL. As amostras a serem digeridas pela Haelll sdo incubadas a 37°C e as serem
digeridas pela BstEII incubadas a 60°C, ambas por 3h.

A digestao ¢ avaliada em gel de agarose a 3,5%, preparado em 100mL de tampao TBE
1X (tampdo tris-borato EDTA) e corado com SYBR® Safe adicionado ao gel.Uma mistura de
3uL do tampao de carregamento Loading Buffer e 7 uL de cada produto digerido ¢ aplicada
em cada canaleta, separando os produtos produzidos por cada enzima com um marcador de
peso molecular de 50 e 25pb (New England Biolabs, Ipswich, EUA) . A corrida eletroforética
¢ realizada a 5v/cm por 3 horas. O gel é observado sob luz UV e a imagem capturada por
dispositivo de fotodocumetacdo (DNR MiniBis Pro,Kiryat Anavim Jerusalem,Israel).

A determinagdo do tamanho dos fragmentos ¢ feita por compara¢do com a altura das
bandas em relagdo as do Ladder 50 e 25 pb e a identificagdo da espécie micobacteriana
utilizando-se o site na internet, PRASITE (http//app.chuv.ch/prasite) (BRASIL,2005;
TORTOLI, 2003; TELENTI et al.,1993).

Analises

As andlises dos perfis de PRA sdo realizadas por simples comparagdo visual com o
marcador de peso molecular, sendo sua interpretacao realizada utilizando o banco de dados
disponivel na internet. A figura abaixo ilustra os perfis de PRA resultantes da digestao dos

produtos amplificados, pelas enzimas utilizadas. (Figura 5)
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Figura 7- Fragmentos resultantes da Digestdo om as Enzimas BstEII (A) e HAEIII (B).
Linhal, Ladder 50pb; 2, M.abscessus,3, M.chelonae;4, Grupo M. fortuitum,
5.M.intracellulare/M.chimaerae; 6, M.avium; 7, M.kansasii; 8, Complexo M.tuberculosis



