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RESUMO

Neste estudo avaliou-se a prevaléncia da infeccao disseminada por M.
avium e M. tuberculosis em 80 pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, linfécitos T CD4" < 100cels/ul e suspeita clinica de infecgao por
micobactérias. Testou-se a sensibilidade e a especificidade da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para detectar micobactérias diretamente do sangue periférico
guando comparados com os resultados obtidos da hemocultura. Foram realizadas
também PCR para identificacdo das espécies de micobactérias diretamente dos
frascos de hemoculturas. Para aumentar a eficacia desta identificagao foi necessario
aprimorar um método de extracao e purificacdo do DNA das hemoculturas que
possibilitou a eliminacéo de inibidores da reagdo de amplificagdo como o polianetol
sulfoneto de sodio (SPS) e componentes da heme presentes nos frascos de
hemocultura. O método desenvolvido promoveu o aumento da sensibilidade da PCR,
permitindo a identificagcdo de micobactérias em 100% dos frascos de hemoculturas
positivas. Entre os 80 pacientes analisados, 12 (15%) apresentaram hemoculturas
positivas para micobactérias, sendo 7 (8,8%) positivas para M avium e 5 (6,2%)
positivas para M. tuberculosis. A PCR realizada diretamente das amostras de
sangue periférico foi positiva para M. avium em 3/7 amostras, e negativa para M.
tuberculosis. A sensibilidade e a especificidade da PCR do sangue periférico para
deteccéo do M. avium quando comparadas com cultura em Léwenstein-Jensen foi
de 42,9 e 100%, respectivamente. Estes resultados demonstram que a hemocultura
é um método mais sensivel do que a PCR quando realizada diretamente de
amostras de sangue periférico para detec¢do das micobactérias, porém a PCR
permitiu a identificacdo precoce das espécies de micobactérias dos frascos de
hemoculturas. Nos métodos tradicionais a identificacdo das espécies de
micobactérias a partir dos frascos de hemocultura leva em torno de 40 dias, no
presente trabalho levou-se em média 3 dias para esta identificagdo, com um ganho
de 37 dias. Pelo fato de que a escolha da terapia, assim como outros cuidados
clinicos sdo dependentes da espécie da micobactéria isolada, a identificacdo
precoce destas espécies através da PCR pode contribuir para um melhor manejo
destes pacientes.
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ABSTRACT

In this study we evaluated the prevalence of disseminated mycobacterial disease
caused by M. avium and M. tuberculosis in eighty AIDS patients with clinical
symptoms and CD4 cells < 100 cells/ul. We tested the sensitivity and specificity of
Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect mycobacteria directly from peripheral
blood, when compared with blood culture results as the gold standard. For
optimization of PCR detection from blood culture, an efficient DNA extraction method
was developed to eliminate the presence of inhibitory substances such as heme
compounds and sodium polyanethossulfonate (SPS). A total of 12/80 (15%) patients
were positive for mycobacteria in blood culture: seven (8,8%) patients had positive
blood culture for M. avium and five (6,2%) for M. tuberculosis. Only 3/12 of the
patients with positive blood culture had a positive PCR in the peripheral blood for
Mycobacterium avium. None of 5 patients with positive blood culture for M.
tuberculosis had a positive PCR in the peripheral blood. The sensitivity and specificity
of the PCR method for detection of M. avium in peripheral blood when compared to
the results of Léwenstein-densen cultures were 42,8% and 100%, respectively. The
identification of mycobacteria species using classical methods requires about 40
days. In the present study, the identification of mycobacteria from blood culture fluid
by PCR took about 3 days, with an improvement of 37 days in the detection time.
These results suggest that blood culture is more sensitive than PCR to detect
bacteremia in the peripheral blood, but PCR has improved the turnaround time
identification of mycobacterial species from blood cultures fluids. Since the choice of
therapy and other medical care are dependent on isolated mycobacteria, an early
species identification by PCR might improve the management of these patients.

Xix



INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) causada pelo virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), foi primeiramente descrita na década de 80,
caracterizada pela imunossupressao e diferentes manifestagoes clinicas, entre as
quais incluem-se: os processos malignos, a perda da massa muscular, a
degeneracdo do sistema nervoso e principalmente as infecgdes oportunistas, que
sdo muitas vezes de dificil diagnéstico pelos métodos laboratoriais classicos
(ABBAS,1999).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e o Programa
para HIV/AIDS da Organizagédo das Nag¢des Unidas, calcula-se que 34,3 milhdes de
pessoas no mundo estejam contaminados pelo HIV (estimativa feita no final de
1999) e que a cada dia, 15.000 novas pessoas séo infectadas (GAYLE, 2001). No
Brasil, ha 540 mil pessoas infectadas pelo HIV (DETONI, 2001).

O grau de morbidade e de mortalidade causado pelo HIV e o impacto
global da infec¢do sobre os recursos da saude publica e da economia sdo enormes
e continuam em estégio crescente de evolugéo.

As micobactérias sdo consideradas como importantes patdgenos
responsaveis pelas infecgbes oportunistas nos pacientes com SIDA. Diferentes
estudos tém sugerido que o Mycobacterium tuberculosis e o Mycobacterium avium
representam cerca de 80% das micobactérias isoladas de pacientes aidéticos (SION
et al.,1999). Apesar da infeccéo por M.avium ser detectada em 50% das necropsias
de pacientes com SIDA (NIGHTINGALE, 1992), sua identificacdo "in vivo" nestes
pacientes com SIDA esta em torno de 3%, sugerindo que a maioria das infecgdes
por M. avium n&o estd sendo detectada (WALLACE, 1998). O diagndstico da
bacteriemia por M. avium é realizado freqlientemente por sinais e sintomas

sugestivos como febre, perda de peso, linfoadenopatia.
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Tem sido demonstrado que somente 12% dos pacientes suspeitos de
infeccdo por M. avium tém culturas de sangue positivas. Considerando que a
identificacdo de micobactérias, a partir de hemoculturas, leva em torno de quatro
semanas apos a inoculagdo, existe necessidade de desenvolver técnicas mais
rapidas na identificacao de micobactérias (MCGREGOR, 1999).

Em contraste com a extensa bibliografia sobre a bacteriemia por M. avium
em pacientes com o HIV, a bacteriemia causada por M. tuberculosis é raramente
descrita (CLARK,1991). Mais recentemente, a bacteriemia por M. tuberculosis
demonstrou ser relativamente freqiente em pacientes infectados com o HIV
(MONTESSORI,1996).

As técnicas de biologia molecular, ou seja, a analise e caracterizagéo do
material genético, representam um recurso extremamente importante no diagndstico
laboratorial rapido e eficaz de uma série de patologias, sobretudo nas doencgas
infecciosas e genéticas. Desde a sua descricdo em 1985, a reagao em cadeia pela
polimerase (PCR) é uma das técnicas mais difundidas para o diagnéstico precoce

das infec¢des oportunistas em pacientes imunodeprimidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 O VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA E A SINDROME DA
IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA.

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) foi primeiramente
descrita na década de 80, caracterizada por imunossupressdao com diversas
manifesta¢des clinicas, incluindo infecgdes oportunistas, processos malignos, perda
de massa muscular e degeneragdo do sistema nervoso central. A Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida é causado por um retrovirus, o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), descrito por MONTAGNIER, et al. (1984), como um novo tipo de
retrovirus, semelhante aos virus linfotropicos humanos HTLV-l e HTLV-Il, mas com
caracteristicas morfolégicas, biolégicas e imunoldgicas préprias. Foi denominado
como HTLV-Ill pela equipe de pesquisa americana (GALLO, 1984) e LAV (virus
associado a linfoadenopatia) pelo grupo de pesquisa francés, liderado pelo
pesquisador Montagnier. Posteriormente, uniformizou-se a nomenclatura
internacional denominando-o como HIV, isto é, virus da imunodeficiéncia humana
(LEVY, et al.,1984).

2.1.1 Caracteristicas moleculares e biolégicas do HIV

Os virus HIV sdo membros do género Lentivirinae da familia Retroviridae.
A variabilidade do HIV deve-se a sua alta taxa de mutagbes e recombinacdes,
ocorrendo uma grande variacdo da distribuicdo geografica dos diferentes grupos e
subtipos. Até o momento foram identificados dois tipos relacionados de HIV,
designados HIV-1 e HIV-2. Esses dois tipos diferem quanto a estrutura genémica e
antigenicidade, apresentando apenas 40% de homologia na seqiiéncia de &cidos

nucléicos. O HIV-2 é endémico na Africa Ocidental e menos virulento que o HIV-1
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(CLAVEL, 1998). O HiV-1 é classificado em trés grupos: M, O e N. O grupo M do
HIV-1 é dividido em 10 subtipos (de A até J). Para o HIV-2 foram descritos 5
subtipos (de A até E) (SCHUPBACH e GALLO, 2000).

2.1.2 Epidemiologia

As infecgbes pelo HIV ja existiam na Africa Central ha varias décadas onde
a prevaléncia entre homens e mulheres era igual. No entanto, o primeiro relato de
SIDA ocorreu no Estados Unidos em junho de 1981, iniciaimente 'prevalente em
homossexuais e pacientes com hemofilia (SCHUPBACH e GALLO, 2000).

Atualmente sabe-se que a transmissao do HIV ocorre através do contato
com fluidos corporais infectados, tais como: sangue, sémen, secregcdes vaginais e
leite materno. Sendo estes fluidos mais efetivos na transmissédo do HIV do que os
fluidos corporais que apresentam baixa celularidade como: saliva, lagrima e urina. A
transmiss@o ocorre através da mucosa ou da pele lesada, quer durante a relagédo
sexual (heterossexual ou homossexual), ou através da inoculagdo de sangue
contaminado no uso de drogas intravenosas, transfusdo sanguinea ou acidente
pérfuro-cortante (SCHWARTZ, 1999).

A transmissao materno-fetal do HIV é estimada em 15 a 35% e pode
ocorrer intra-utero, intra-parto, ou pés-parto (aleitamento materno). Mdltiplos fatores
influenciam a transmissao vertical do HIV, tais como: gestante com alta carga viral,
baixo numero de linfécitos CD4" (diminuigdo da imunidade mediada por células),
ruptura prematura das membranas amnidticas, parto prematuro, recém nato de baixo
peso, co-infecgdes principalmente devido a doengas sexualmente transmissiveis nao
tratadas e trabalho de parto prolongado (GAYLE, 2001).

2.1.3 Estrutura e genes do HIV

O HIV-1 tem um didmetro de aproximadamente 1,000 A. O genoma
consiste em 2 fitas simples idénticas nao complementares, de &cido ribonucléico
(RNA), cada uma com aproximadamente 9,2 kb, localizada dentro de um capsideo

protéico, circundado por um envelope lipoprotéico (Figura 1).
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FIGURA 1: ESTRUTURA DO HIV
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FONTE: www media.clarkson Edu/ health_topica/aises12/page3.htm

Todos os retrovirus, inclusive o HIV-1, possuem trés genes principais: gag,
pol, e env. O gene gag (grupo antigeno especifico) € o gene que codifica as
proteinas estruturais do core, enquanto que o gene env (envelope) codifica o
precursor da glicoproteina do envelope viral, gp 160. Esta é clivada em gp120 e gp
41, que sao duas glicoproteinas importantes na ligagéo do virus com os linfécitos
CD4*. O gene pol (polimerase) codifica varias enzimas: protease, integrase,
ribonuclease, incluindo a transcriptase reversa (RT), as quais estdo envolvidas na
integracdo e na replicagéo viral. As demais proteinas séo codificadas por outros seis
genes: tat, rev, vif, vpr, vpu, e nef, importantes na replicagdo viral (SCHWARTZ e
NAIR, 1999).

As particulas do HIV contém a enzima transcriptase reversa (RT) que &
clivada e ativada por um precursor da protease viral (PR). A enzima RT tem trés
distintas fungbes enzimaticas: atua como DNA polimerase RNA dependente,
atividade de RnaseH e DNA polimerase DNA dependente. Apds a infecgéo da
célula hospedeira, as diferentes fungdes da RT comegam a agir, primeiramente
sintetizando o cDNA a partir da fita de RNA. Entdo a Rnase H degrada o RNA do
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hibrido cDNA-RNA e em seguida duplica a fita de cDNA. A fita dupla de DNA ainda
associada com alguma proteina viral no complexo da pré-integragéo, migra para
dentro do nicleo onde é integrada ao genoma do hospedeiro por uma enzima
retroviral especifica, a integrase. O retrovirus integrado ao genoma do hospedeiro é
denominado de pré-virus (SCHUPBACH e GALLO, 2000).

FIGURA 2 - CICLO DA REPLICAGAO DO HIV
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FONTE: FURTADO, 1999

2.1.4 Ciclo de infecgao do HIV

As moléculas CD4 sao expressas primariamente nos linfocitos T,
macréfagos, células dendriticas e outras células apresentadoras de antigenos. O
HIV penetra na célula pela ligagao da glicoproteina 120 (gp120) ao receptor CD4 da
célula hospedeira levando a uma mudang¢a conformacional e interagdo do complexo
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CD4 e gp 120 com receptores de quimiocinas (ALKHATIB, 1996; DENG, 1996;
FENG, 1996).

Em seguida, a glicoproteina 41 (gp 41) se insere dentro da membrana da
célula hospedeira, levando a fusdo das membranas celular hospedeira e viral
(Figura 3). Participam dessas ligagoes co-receptores que se ligam a quimiocinas, as
quais estdo envolvidas no controle da ativagao e migracao de varios leucécitos aos
sitios de infec¢ao. As células de Langerhans ou mondcitos/ macréfagos expressam o
receptor CCR5 de quimiocinas que permitem a infecg@o por cepas com tropismo por
mondcitos (M. Tropic). Estas cepas se replicam em mondcitos, mas ndo em células
de linhagem T ativadas, presentes no inicio da infecgao (FAUCI, 1996). Esta
interacdo € inibida pelos ligantes do CCR5 as B-quimiocinas RANTES, MIP-1q,
receptor MIP-1, descritas como fatores de supressdo para o HIV (ALKAHATIB,
1996). O co-receptor para os linfécitos T CD4" ¢ o CXCR4, o qual se liga somente
em cepas com tropismo para células T (T-Tropic) que infectam linfécitos T, mas nao
macréfagos ou mondcitos. O receptor CXCR4 possui um ligante natural derivado do
fator do estroma (SDF-1). As células primarias T CD4" exibem os co-receptores
CCR5 e CXCR4 e podem ser infectadas por ambas cepas, M e T (FAUCI, 1996). A
afinidade do HIV-1 a co-receptores especificos € um fator determinante para o
tropismo celular das diferentes cepas do virus. A importancia fisiolégica destes dois
receptores é demonstrada em relatos de que individuos que possuem mutac¢des nos
genes ccrb e cxcrd sao resistentes a infecgcéo pelo HIV-1 (HAROUSE, 1991).

Nem todas as células infectadas pelo HIV, como os astrocitos, expressam
moléculas CD4. Nestas células, o receptor para a gp 120 é a galactosil ceramida .
Também as células epiteliais do intestino e vagina ndo possuem receptor CD4*,

porém expressam galactosil ceramida (HAROUSE, 1991).
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FIGURA 3 - SEQUENCIAS DAS INTERAGOES ENTRE AS MOLECULAS DE SUPERFICIE DOS

LINFOCITOS T CD4' E O HIV.

FONTE: LEVY et al., 1996
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2.1.5 Imunologia da infecgéo pelo HIV

A infecgdo causada pelo HIV-1 resulta no comprometimento das fungdes
do sistema imunolégico inato e adquirido. Os defeitos mais proeminentes sao os da
imunidade mediada por células e podem ser atribuidos a duas principais causas: a
deficiéncia de linfécitos T CD4" e a outros distlrbios do sistema imunoldgico. A
maioria das manifesta¢gdes da imunodeficiéncia, incluindo infecgoes e tumores, é
devida a uma deficiéncia de células T CD4". O marco da progressdo da doenca
induzida pelo HIV-1 é a diminuicdo do numero de células T CD4" no sangue
periférico, as quais estdo presentes normalmente numa concentracao de 1000
céls/mm® e diminuem para menos de 100 céls/mm® nos pacientes com SIDA
completamente desenvolvida (ABBAS et al., 1999).

Na infeccdo pelo HIV o sistema imunolégico é cronicamente ativado,
através de multiplos eventos tais como: proliferagdo dos linfécitos, aumento da
secregdo de citocinas, ativagdo dos mondcitos e ativagdo das células T CD4" e
CD8". Nos estdgios iniciais da doenca ha hiperplasia dos linfonodos (FAUCI, 1993).

A imunodeficiéncia nos individuos infectados pelo HIV-1 é, em parte,
resultado de disturbios funcionais do sistema imunolégico, independentemente da
deplegéo'de linfécitos. As replicagdes do virus HIV sédo influenciadas por inimeras
citocinas que regulam o sistema imunoldgico, tais como o fator de necrose tumoral
(TNF-o) e a interleucina 6 (IL-6). Baixos niveis de citocinas sdo continuamente
secretados mesmo quando o sistema imunoldgico esta quiescente e esta quantidade
aumenta quando ocorre um aumento da replicacao do virus. O HIV se replica melhor
em células ativadas e o nivel de carga viral aumenta quando o sistema imunolégico
é ativado, tanto através de infecgdes oportunistas como pela imunizagédo através de
antigenos vacinais (FAUCI, 1996).

Sub-populagdes de linfécitos T CD4" auxiliares (Th) como Th-1 e Th-2
influenciam na produgdo de certas citocinas. Quando ativadas, as células Th-1
produzem citocinas como: interferon gama (y-IF), IL.-2 e IL-12 que induzem a
imunidade mediada por células, enquanto que as citocinas produzidas por Th-2
como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 induzem a resposta humoral. Recentes estudos tém
sugerido que a mudanca de sub populagdes Th-1 para Th-2 esta associada com a
progressao da doenga (SCHUPBACH e GALLO, 2000).

O sistema imunoldgico também é constantemente ativado pela expressao
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do HIV. A infecgao crdnica pelo HIV leva a uma constante produgcédo dos antigenos
virais, como a gp 120, que é capaz de ativar as células CD4" pela sua ligagédo a
molécula CD4. O efeito dessa permanente estimulacéo é a hiperativagao crénica do
sistema imunolégico (FAUCI, 1996).

2.1.6 Curso da infecgcao pelo HIV

Apesar do curso da infeccao pelo HIV poder variar de individuo para
~individuo, ha um modelo comum a todos (Figura 4).

Cerca de 50-70% dos pacientes desenvolvem uma sindrome aguda, como
uma mononucleose 3 a 6 semanas apés a infec¢ao primaria, caracterizada por uma
alta viremia e uma queda do numero de células CD4" no sangue periférico. A viremia
aguda é seguida pela ativagdo das células CD8", que sdo responsaveis pelo
controle da replicagdo viral, através da citotoxicidade e da produgao de citocinas.
Durante este estdgio, o HIV dissemina-se nos linfonodos (SCHWARTZ, 1999), onde
ocorre a resposta imunoldgica especifica com um declinio da viremia. Entretanto,
esta resposta € inadequada para suprimir a replicacao viral completamente e a
expressdo do HIV persiste nos linfonodos durante a fase de laténcia da doenca
(PANTALEO, 1999).

Apds a infeccdo primaria, a disseminagao viral, o aparecimento da
imunidade especifica e o aparente declinio da replicagdo viral, a maioria dos
pacientes tem um periodo de laténcia clinica que pode ser de varios anos (10-12
anos). Entretanto, o termo laténcia é errdbneo pois nesta fase ocorre uma gradual
deterioragao do sistema imunoldgico, manifestado por uma deple¢do das células
CD4*. Embora, a diminuicdo do numero de células CD4" ocorra sem aumento da
concentracao da carga viral plasmatica, a taxa de replicagdo viral continua alta nos
linfonodos (PANTALEO, 1993).

A replicagao viral continua nos linfonodos resulta na ruptura dos centros

germinativos e das células dendriticas dos linfonodos e na liberagao de virions para
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a circulagdo. Nesta fase ocorre uma maciga produgao de citocinas, como o fator de
necrose tumoral (TNF), fator estimulador de coldénias de granulécitos-macréfagos
(GM-CSF) e IL-6, com uma mudanga de predominio de linfécitos Th-2 sobre Th-1 e
declinio das células CD4" para menos de 50céls/pl .

Este declinio esta associado com a deterioragdo do sistema imunolégico
e o aparecimento das manifestagdes clinicas da doenga, ou seja, a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida ou SIDA constituida de sinais e sintomas, como
infeccbes oportunistas, neoplasias, caquexia e deméncia (SCHWARTZ; NAIR
1999).

FIGURA 4 - CURSO DA INFECGAO DO HIV
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2.2 MICOBACTERIAS

2.2.1 CLASSIFICACAO

O género Mycobacterium é o unico da familia Mycobacteriaceae, sendo
constituido pelo complexo Mycobacterium tuberculosis e mais de 80 espécies de
micobactérias atipicas, incluindo espécies patogénicas, oportunistas e espécies nao
patogénicas (SOINI e MUSSER, 2001).

As espécies mais conhecidas sdao o Mycobacterium tuberculosis e o
Mycobacterium leprae. A partir da década de 80, com o advento da SIDA, as
micobactérias atipicas comecaram a ser isoladas de um grande numero de
pacientes. Entre as micobactérias atipicas, a espécie mais comum é o
Mycobacterium avium (EISENSTADT et al.,1995).

O complexo M. tuberculosis inclui também as espécies M. bovis, M. microti
e M. africanum. M. bovis-BCG ou bacilo de Calmette-Guerin foi o nome dado em
1856 a variante bovina que apresenta uma viruléncia menor e é utilizado como
vacina contra a tuberculose em muitos paises. O M. africanum e o M. microti
representam espécies fenotipicas intermedidrias entre o M. tuberculosis e o M. bovis
(METCHOCK; NOLTE; WALLACE,1999).

O complexo M. avium (MAC) também conhecido como complexo M.
avium-intracellulare (MAIl) consiste de 28 sorotipos de duas espécies distintas, M.
avium e M. intracellulare. Os sorotipos de 1 a 6, 8 a 11 e 21 sdo M. avium, enquanto
que os sorotipos 7, 12 a 20 , 22 a 28 sao M. intracellulare. Existem trés sub-espécies
de M. avium classificadas de acordo com caracteristicas fenotipicas e genéticas: M.
avium subspp. avium, paratuberculosis e silvaticum (METCHOCK; NOLTE;
WALLACE,1999).
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2.2.2 Caracteristicas gerais das micobactérias

As bactérias do género Mycobacterium séao representadas por bacilos retos
ou ligeiramente curvos, com 0.2 a 0.7 um de largura por 1.0 a 10.0 um de
comprimento, imoveis, nao esporulados, sem conidios ou capsulas, aerobios e
quimiorgandétréfico (Figura 5) (HOLT et al.,1994)

FIGURA 5 - PRESENGA DE Mycobacterium avium NO INTERIOR DOS MACROFAGOS -
COLORAGAO DE ZIEHL-NEELSEN

FONTE: www.medlib.med.utah.Edu/webpath/tutorial/aids030.html

As micobactérias ndo sdo coradas faciimente pelo método de Gram,
porém, sdo consideradas gram-positivas. Apesar de todas as bactérias gram-
positivas possuirem peptidoglicano (um heteropolimero formado por dois tipos de
aminoagucares e de alguns aminodacidos) que determina a forma da célula
bacteriana, nas micobactérias, as moléculas associadas a este polimero sao
predominantemente lipidios em vez de polissacarideos como nas demais bactérias
gram positivas. Os envelopes das micobactérias sdo constituidos de uma variedade
de proteinas soluveis, carboidratos, lipidios e trés macromoléculas insoluveis:
arabinogalactano, peptidoglicano e acidos micélicos. Esta caracteristica confere as
micobactérias propriedades singulares, como a resisténcia alcool-acido, isto &,
resistem a descoloragao com alcool-acido ou acido mineral forte ap6s coloragéo com
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fucsina (McNEIL e BRENANN,1991). O conhecimento da estrutura da parede celular
das micobactérias é fundamental para o entendimento de diferentes mecanismos
tais como: resisténcia as drogas, antigenicidade e imunoreatividade, especialmente
do processo de apresentagdo de antigenos pelas células acessdrias, deposi¢édo de
imunocomplexos, seqlelas e de outros aspectos imunopatogénicos como a
formacdo de granulomas na tuberculose e persisténcia e reativagao da doencga na
lepra e tuberculose (INDERLIED; KEMPER;BERMUDEZ,1993).

As micobactérias exibem crescimento lento ou muito lento em cultura
dependendo da espécie. As colbnias se tornam visiveis apods 2 dias a 8 semanas de
incubacdo em temperatura 6tima, que pode variar de 30 a 45°C. A maioria das
especies cresce em substratos simples, utilizando aménia ou amino acidos como
fonte de nitrogénio e glicerol como fonte de carbono. Na presencga de sais minerais,
podem apresentar coloragdao amarela, laranja ou résea. Algumas espécies requerem
luz para formar pigmentos (fotocromogénicas) e outras formam pigmentos tanto na
luz como no escuro (escotocromogénicas). A morfologia colonial varia entre as
espécies, o M. tuberculosis forma colénias rugosas com os bacilos compactados em
forma de cordas, enquanto que o M. avium forma colbnias lisas que crescem sem
um modelo definido no cultivo primario ( HOLT et al.,1994).

2.2.3 Epidemiologia da infecgcao pelo M. avium em pacientes com Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida

O M. avium é ubiquo na natureza podendo ser isolado de fontes naturais
como a agua, solo, plantas e animais (FRY,1986). A fonte de infec¢@o por M. avium
nos pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida ainda é desconhecida.
Nao existem evidéncias que ocorra transmissao pessoa.a pessoa, € hem tampouco
que fatores como idade, raga ou regides geograficas exergam influéncia sobre a
infeccdo disseminada pelo M. avium Provavelmente a infecgao é adquirida via trato
gastrointestinal ou respiratério, uma vez que a colonizagdo destas regides
anatdbmicas precede a infecgdo disseminada (HORSBURGH, 1991;McFADDEN,
1992; JACOBSON,1997).

Aparentemente a infec¢do disseminada resulta de uma infecgdo primaria e

néo da reativagdo de uma infecgao latente. Esta hipétese baseia-se no fato de que
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se a aquisicdo do M. avium fosse por reativagao da infecgao latente, a sua incidéncia
aumentaria com a idade, como ocorre com a tuberculose. Outro dado que favorece
esta hipotese é a auséncia de resposta humoral contra o M. avium em pacientes HIV
positivos com infec¢éo disseminada, sugerindo uma infecgcao primaria recente, uma
vez que estes pacientes perdem a capacidade de apresentar resposta humoral as
infecgoes primarias (JACOBSON,1997, McFADDEN, 1992, HORSBURGH, 1991).
A bacteriemia por M. avium ocorre em mais de 90% dos pacientes com doenca
disseminada (KONEMAN et al.,1997).

De uma forma geral, as infecgdes por M. avium ocorrem tardiamente no
curso da infecgé@o pelo HIV, estando correlacionadas com a contagem de linfécitos
CD4" menor do que 100celS/ul. Estima-se que mais que 50% dos pacientes com
SIDA desenvolverao a infecgéo por M. avium no decorrer de sua vida sendo que em
20 a 25% dos casos a infeccdo acontece dentro de 24 meses apods detectada a
imunossupressao, isto é, contagem de linfécitos CD4* < 200celS/ul (MAC.GREGOR
et al.,1999). A infec¢do por M. avium em humanos, até o advento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida, era raramente descrita. Apesar da alta exposicdo a
bactéria, a incidéncia da doenga clinica era muito baixa (< 10 casos/100.000
habitantes). Iniciaimente, a infecgcdo pulmonar era a principal manifestagdo da
doencga (INDERLIED et al.,1993). Antes da terapia anti-retroviral potente a infecgéo
disseminada por M. avium costumava ocorrer em 15 a 24% do pacientes com SIDA
(HORSBURGH, 1991).

No Brasil, séo poucos os relatos referentes ao isolamento de M. avium em
bacteriemia. AILY et al. (1999) analisaram 1521 amostras de sangue provenientes
de pacientes com SIDA, no periodo de 1994 a 1997 no Instituto Adolfo Lutz, em Sao
Paulo e encontraram uma prevaléncia de 9,9% de positividade para micobactérias.
BARRETO et al. (1993) observaram uma prevaléncia de 18,4% para M. avium e de
7,2% para M. tuberculosis em aspirado de medula 6ssea. Esta pesquisa foi realizada
de maio de 1990 a abril de 1992, no Instituto de Infectologia Emilio Ribas, no Estado
de Sao Paulo. Outro relato se refere a um estudo retrospectivo em varios tipos de
amostras clinicas, onde se observou uma prevaléncia de 5% para M. tuberculosis e

17% para M. avium em amostras de sangue (RAMOS et al., 2000).
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2.2.4 Patogénese e sintomatologia clinica da infecgao pelo M. avium em pacientes

com Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida.

As infecgbes causadas por micobactérias sdo exemplo classico de doenca
controlada quase que inteiramente pela imunidade celular, envolvendo macréfagos e
linfécitos T como células efetoras. A fagocitose e o processamento de antigenos
pelos macréfagos e linfécitos B induz a reposta imunoldgica celular especifica,
incluindo a ativacéo de linfécitos T auxiliares (CD4"), macréfagos e de linfécitos T
citotoxicos (CD 8*)(COLLINS, 1982).

A fagocitose do M. avium por mondcitos e macréfagos ocorre
principalmente através do receptor de complemento CR3. O receptor Fc também é
utilizado para a invasdo do microorganismo, sendo esta fagocitose associada com a
producdo de anions superéxidos pelas células fagocitarias (WRIGHT e SILVER,
1983). Assim como o M. tuberculosis, 0 M. avium sintetiza a enzima superéxido
dismutase, resultando numa inativacdo e menor produgdo do anion superdxido
(BERMUDEZ, ENKEL, YOUNG, 1989). A sobrevivéncia do M. avium dentro dos
macrofagos esta relacionada com a capacidade de inibir a fusdo do fagossomo com
o lisossomo, prevenindo assim o contato com enzimas proteoliticas. Na auséncia da
formacéo do fagolisossomo, o ambiente intracelular dos macréfagos permanece
neutro ou alcalino, favorecendo a sobrevivéncia do patdgeno e a diminuicdo da
efetividade terapéutica (BACK, et al. 1990). Tem-se demonstrado que macréfagos
de pacientes com SIDA sao mais permissivos para o crescimento do M. avium do
que macréfagos de individuos saudaveis. O plasma de pacientes com SIDA contém
produtos virais e citocinas que influenciam negativamente o controle da infecgao por
M. avium. Além disto varias citocinas secretadas por macréfagos apds a infecgao por
micobactérias sdo responsaveis pelo aumento da replicagdo viral do HIV
(HOFFNER,KALLENIUS, SVENSON, 1992).

Apesar dos linfécitos T CD4" e CD8", além das células natural killer (NK),
terem uma participagé@o importante na resposta imunoldgica contra as micobactérias,
pouco se sabe sobre o mecanismo envolvendo as micobactérias atipicas . Algumas
cepas de M. avium induzem doenca crénica por infecgdes pulmonares em
camundongos, enquanto que outras cepas causam doenca disseminada com aita
taxa de mortalidade (GANGADHARAM, 1986).

A infecgéo disseminada pelo M. avium em pacientes com SIDA causa uma
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doenca progressiva, caracterizada por febre intermitente, calafrios, fraqueza,
anorexia e perda de peso, sendo a maior causa da sindrome do "Wasting," ou
caquexia isto é, a perda gradual acima de 10% do peso corpdreo. Setenta e sete
por cento (77%) dos pacientes tém sinais e sintomas relacionados com o sistema
gastrointestinal, como dor abdominal, diarréia, hepatomegalia e fosfatase alcalina
elevada (HORSBURGH,1994; HAVLIK,1992; KEMPER, et al.,1992). Como o M.
avium tem predilecdo pelos macréfagos, ocorre um envolvimento dos &rgaos
linféides. Estudos anatomo patolégicos demonstraram a preseng¢a do M. avium em
linfonodos, figado, bago, medula déssea e trato gastrointestinal, além de outros
orgaos como tiredide, pancreas, glandula adrenal, rins, musculo e cérebro (ELLNER
et al.,1991).

A bacteriemia pelo M. avium ocorre em 86 a 98% dos pacientes com
doenca disseminada, com contagens de colénias na faixa de 10" a 10° CFU/m|,
podendo chegar a 10° CFU/ml. As cargas bacterianas nos tecidos costumam ser de
102 a 10° mais altos do que no sangue. Altos nlimeros de bactérias encontrados no
interior de mondcitos e macréfagos, depois de prolongado tratamento, evidenciam a
deficiéncia do sistema imunolégico em debelar o crescimento intracelular das
micobactérias. A diminuicdo do numero de bactérias circulantes esta diretamente
relacionada com a eficacia da terapéutica (CHIU et al., 1990). A utilizagcdo da
quantificacdo da bacteriemia nas triagens clinicas é baseada no pressuposto que a
bacteriemia ndo diminui e nem desaparece espontaneamente, e que seu nivel
aumenta nos pacientes que nao receberam tratamento (DAUTZENBERG et al.,
1991). Alguns autores tém sugerido que a relacdo entre bacteriemia e o grau de
infeccdo nos tecidos pode ser baixa (WILEY et al.,1990). Outros ainda sugerem
que pacientes com doenca disseminada pelo M. avium tem flutuagdoes de
bacteriemia com baixos niveis de micobacteriemia e culturas negativas intermitentes
(INDERLEID et al., 1993; KEMPER, 1992).

O M. avium quando isolado em escarro e fezes de pacientes com SIDA,
constitui-se em fator de risco para a doenca disseminada, entretanto 64 - 75% dos
pacientes que desenvolvem bacteriemia nao apresentavam evidéncias de

colonizagao prévia (CHIN, et al.,1992).
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2.2.5 Epidemiologia da infecg@o pelo M. tuberculosis em pacientes HIV positivos

A frequéncia com que a infeccdo pelo HIV e o M. tuberculosis ocorrem
simultaneamente é determinada pela epidemiologia de cada doenca em uma
determinada populagdo. Altas taxas desta co-infecgdo sao encontradas em
desabrigados, usuarios de drogas, populagdao nao branca, imigrante e refugiada. As
primeiras observagbes da co-infeccdo tuberculose-HIV foram demonstradas na
Africa (COCK, et al.,1992). Nos paises desenvolvidos a tuberculose estava
controlada até os meados dos anos 80, quando entéo a infecgdo pelo HIV mudou a
sua epidemiologia em todo o mundo (SEPKOWITZ et al. ,1995). Enquanto que a
tuberculose é a doenga oportunista mais comum em pacientes infectados pelo HIV
nos paises em desenvolvimento; nos paises industrializados a doenc¢a oportunista
que mais causa morbidade entre os pacientes com SIDA é o Pneumocystis carinii.
Em estudos realizados na Uganda, a tuberculose contribuiu em 30-40% sobre as
mortes das pessoas infectadas com o HIV (GAYLE, 2001).

Assim, a bacteriemia por M. tuberculosis em pacientes HIV positivos tem
sido descrita com maior incidéncia nos paises em desenvolvimento, enquanto que
nos paises desenvolvidos ocorre uma prevaléncia maior de bacteriemia por M.
avium (Tabela 1).

Estudos prospectivos no Estados Unidos e Franga encontraram taxas de
bacteriemia por M. tuberculosis de 7/27 e 4/165, respectivamente, em pacientes HIV
positivos (CLARK et al.,1991). Contudo, a maioria dos estudos se referem a um
pequeno numero de casos (SALTZMAN, et al.,1986; BARBER, CRAVEN,
McCABE,1990). Em estudo realizado no Instituto de Pesquisas Médicas em
Johannesburg na Africa do Sul, encontrou-se uma prevaléncia de 22% de M.
tuberculosis e de 10% para M. avium em pacientes HIV positivos (GOTTBERG, et al.
2001).
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TABELA 1: PREVALENCIA DE INFECCAO POR MICOBACTERIAS EM PACIENTES HIV
POSITIVOS EM DIFERENTES REGIOES GEOGRAFICAS

N’ de espécies isoladas/N° total de pacientes

(percentual)
Ano Localizagdo M. avium (%) M. tuberculosis (%)
geografica
Hemocultura
1988 Houston 47/47 (100) 0/47
1988 Madrid’ 1/16 (6) 15/16 (94)
1988 London 13/13(100) 0/13
1989 Los Angeles 49/61 (80) 12/61 (20)
1990 New York 69/71 (97) 2/71 (3)
1992 Berlin 7/10 (70) 3/10 (30)
1992 Kampala, Uganda 0/4 4/4 (100)
1995 Canada 190/194 (98) 0/194
1996 Vancouver, Bristish 291/298 (98) 3/298 (1)
Columbia, Canada
2001 Johannesburg 7/71(10) 16/71(22)

FONTE: MONTESSORI , 1996

A infeccdo pelo HIV altera o curso da tuberculose. Entre as pessoas
infectadas pelo HIV, 7-10% desenvolvem tuberculose ativa a cada ano.
Normalmente, 8% das pessoas nao infectadas pelo HIV adoecem de tuberculose ao
longo de sua vida. Dentre os pacientes HIV positivos com infecgao primaria por M.
tuberculosis, 37% desenvolvem doenca ativa nos 6 primeiros meses enquanto
somente 2-5% de pacientes HIV negativos desenvolvem a doengca nos dois
primeiros anos. O HIV também confere anergia em grande numero de pessoas
infectadas, sendo dificil a interpretagcdo do Teste de Mantoux, visto que a anergia
ocorre principalmente entre os pacientes com baixo numero de linfécitos CD4".
Outro fator importante é que a tuberculose evolui rapidamente nos pacientes com
SIDA, visto que a infeccao pelo HIV interfere na absor¢do das drogas anti-
tuberculostaticas (SEPKOWITZ et al.,1995; SELWYN et al., 1989).
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2.2.6 Patogénese e sintomatologia clinica da infeccdo pelo M. tuberculosis em

pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.

A infeccéo pelo M. tuberculosis se da pela inalagédo de aerossoéis contendo
bacilos, sendo a transmissao predominantemente por via aérea. Neste estagio, a
destruicao das micobactérias depende da resposta imunoldgica e fatores intrinsecos
de viruléncia das micobactérias. As micobactérias que sobrevivem a destruicao
inicial podem se proliferar e romper os macréfagos. Nesta fase, os mondcitos e
outras células inflamatérias migram para o pulmao. Estes mondcitos se diferenciam
em macréfagos que novamente podem destruir ou nao estas micobactérias. A
resposta celular especifica pelos linfécitos T aos antigenos das micobactérias se
desenvolve apés 2 a 3 semanas da infecgdo. Apdés a infeccao primaria, o
crescimento bacteriano pode entrar numa fase de laténcia (90% dos casos),
progredir para uma doenga primaria ou disseminada com micobacteriemia,
meningite e tuberculose miliar. Dependendo das condigoes imunolégicas do
paciente, pode ocorrer a reativagdo do M. tuberculosis, meses ou anos apds a
infeccdo primaria (CREVEL; OTTENOHOFF; MEER, 2002).

A tuberculose é uma doenca que é controlada quase que inteiramente pela
imunidade celular, envolvendo macréfagos e linfécitos T como células efetoras. O
M. tuberculosis ativa o sistema complemento. Fragmentos de C3 ativados na
superficie do bacilo mediam a sua entrada nos macréfagos através dos receptores
de compiemento CR1 e CR3, moléculas presentes na superficie dos macréfagos
que fazem parte da familia das integrinas (SCHLESINGER et al., 1993). Esta
ligacéo inicia a internalizacao da bactéria pelos macréfagos que destroem os bacilos
através da agdo de enzimas e citocinas como o interferon gama (IFN-y) ou citocinas
pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF). Os bacilos do
M. tuberculosis nao eliminados por estes mecanismos se instalam nos macréfagos
utilizando-os como sitios de replicacado (ISBERG, 1991). Isto se deve ao fato de que
os componentes da parede celular das micobactérias podem inibir a fusdao dos
lisossomos com vacuolos fagocitarios, bloqueando a atividade das hidrolases acidas
(CREVEL; OTTENOHOFF; MEER, 2002). Outro mecanismo de escape das
micobactérias é a liquefagao, causada pelos macréfagos que liberam proteinases e
lipases, quebrando o granuloma no seu ceniro necrético, o que permite uma

exacerbagdo no crescimento bacteriano. Com o aumento da concentragdo de
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antigenos, as paredes dos pulmdes comegam a sofrer um processo de destruigdo
tecidual , ocorrendo uma disseminacédo para outros sitios anatdbmicos. A doencga
pode progredir rapidamente, com mais liquefacdo e sem uma resposta imunoldgica
efetiva, levando o paciente a 6bito (SCHARER e MCADAM, 1995).

A tuberculose € um exemplo de infecgdo na qual coexistem a imunidade
protetora e a hipersensibilidade patoldgica, sendo as lesdes causadas
principalmente pelas respostas do hospedeiro. Devido a hipersensibilidade celular
tardia, macréfagos e linfécitos sdo rapidamente acumulados e podem tornar-se
ativados onde quer que o bacilo da tuberculose e seus antigenos estejam. A reagao
causa a aceleracao da formacao do granuloma e a formagdo deste possibilita a
destruicdo do bacilo da tuberculose, quando nao destruidos pelos macréfagos. Em
outras palavras, a reagdo granulomatosa pode parar a progressao da reinfecgao
exégena, além de parar a progressao de muitas lesdes do sistema hematogénico
originado dos pulmdes e figado, impedindo a reativagdo enddgena. Quando a
reativacéo enddgena e a reinfecgao exégena ocorrem com um pequeno numero de
bacilos, a hipersensibilidade é inteiramente benéfica ao paciente. Entretanto, se os
macréfagos nao desenvolvem suficiente poder bactericida, os bacilos continuam a
se multiplicar intracelularmente com a progressédo da doenga. Com a presencga de
grande quantidade de bacilos, a reacdo de hipersensibilidade por si sé6 causa morte

celular e destruicao tecidual conhecida como caseificacao (DANNENBERG, 1991).

2.2.7 Co-infecgao HIV- Micobactérias
A marca da infecgao pelo HIV é a progressiva deterioragdo e deplegao
dos linfécitos CD4*, juntamente com o comprometimento dos macréfagos e
mondcitos. O HIV altera as fungbes dos macréfagos e dos linfocitos CD4*, que
participam na formagéo do granuloma e na eliminagdo das micobactérias. Pacientes
com alto nimero de linfécitos CD4* apresentam as formas classicas da tuberculose,
enquanto que pacientes imunossuprimidos com diminuigdo dos linfécitos CD4*
apresentam tuberculose disseminada ou em sitios diferentes tais como: abcessos
cerebrais, meningites, tuberculose ostéo-cutanea (SEPKOWITZ, et al.,1995; SMALL;
JACOBSON, 1994).
Em pacientes HIV positivos ha dificuldade na eliminagdo das bactérias do

sitio de infecgdo permitindo o crescimento e proliferagao indiscriminada dos bacilos,
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podendo ocorrer a reativagdo de uma infecgdo latente ou a reinfecgdo por uma
segunda cepa de micobactéria. Os bacilos podem se difundir pelo tecido necrotizado
sendo uma causa adicional para a disseminagéo das micobactérias. Macréfagos que
nao foram devidamente ativados podem fagocitar os bacilos e estes se replicar
dentro dos macrofagos em alta concentragdo. Individuos imuno-competentes
conseguem inibir a replicagao ou destruir o bacilo, enquanto que pessoas infectadas
pelo HIV ndo conseguem debela-lo devido a deficiéncia (HAVLIR e BARNES, 1999).

As citocinas como o interferon gama (IFN-y) que auxiliam na eliminagao
das micobactérias, podem intensificar a replicagao do HIV. Antes do advento da
SIDA, 85% dos casos de tuberculose eram pulmonares e 15% eram extra-
pulmonares.(FARER et al.,, 1979). Atuaimente, cerca de 38% dos pacientes HIV
positivos com tuberculose tém somente a forma pulmonar, 30% tém a forma
extrapulmonar e 32% tém ambas as formas (SMALL et al. ,1991).

A principal diferenca entre as manifesta¢gdes clinicas das infecgdes
causadas por M. tuberculosis e M. avium esta na viruléncia dos patégenos e na
resposta da imunidade mediada por células. O M. tuberculosis é intrinsecamente
mais virulento, pois causa doengas em individuos imunocompetentes,
diferentemente do M. avium. A tuberculose geralmente precede o diagndstico da
SIDA, enquanto que a infecgao pelo M. avium causa doenca em estagios avangados
da SIDA, quando a imunidade esta severamente afetada, com contagem de
linfécitos CD4™ baixos (MODILESVIKY, SATTLER, BARNES,1989).

Em pacientes com contagem de linfocitos CD4" > 200cel/ul, os achados de
doenga sa@o similares aos observados em pacientes HIV negativos (MODILESVIKY,
SATTLER, BARNES,1989). Aproximadamente 5% dos pacientes HIV positivos com
tuberculose pulmonar apresentam bacilos alcool-acido resistentes no escarro,
mesmo com radiografia normal (HAVLIR e BARNES, 1999).

A maioria dos pacientes com bacteriemia por M. tuberculosis apresentam a
contagem de linfécitos CD4" entre 15 e 114 cel/ul. Os sintomas de bacteriemia por
M. tuberculosis incluem adenopatia e niveis elevados de fosfatase alcalina, no
entanto, REYN (1999) sugere que mais estudos serdao necessarios para uma melhor
avaliagdo desses dados. Sabe-se que a bacteriemia se constitui na primeira
manifestacdo da infeccdo disseminada, sendo que as diferengas observadas

durante a fase de bacteriemia dependem de varios fatores, incluindo o nimero de
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micobactérias, a severidade da infec¢do, a viruléncia do microorganismo e a
variacédo da resposta imunolégica do hospedeiro. Pelo fato que varios pacientes com
bacteriemia geralmente nao apresentam achados radiograficos especificos, o
diagnéstico na maioria das vezes ¢ tardio. Portanto, sempre se deve suspeitar e
investigar a micobacteriemia quando a prevaléncia de tuberculose na populagéo é
alta, o paciente é imunosuprimido e apresenta febre sem foco ou outros sintomas
inespecicicos (CLARK et al.,1991).
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2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS MICOBACTERIAS

2.3.1 Baciloscopia

As micobactérias ndao se coram facilmente através de métodos
convencionais como a coloragdo de Gram. A alta quantidade de lipidios presentes
na parede celular das micobactérias nao permite a fixagdo dos corantes usados na
coloracdo de Gram. Dois tipos de coloragdes sao realizados normalmente:

1- coloragdo de Carbolfucsina (mistura de fucsina com fenol); que incluem
as coloragbes de:

a- Ziehl-Neelsen (coloragao a quente)

b- Kinyoun (coloragao a frio)

c- Ziehl-Gabbet (coloragéao a frio)

2- coloragdo de Fluorocromos: com auramina O. (KONEMANN,1997)

As micobactérias formam complexos estaveis com corantes arilmetanos
como a fucsina e auramina O. Apesar de que o exato mecanismo de alcool-acido
resisténcia nao ter sido completamente elucidado, o fenol age permitindo a
penetracdo do corante primario na parede celular das micobactérias e as altas
concentragcdes de acidos micdlico retém o corante primario, mesmo apos ser
submetido a descorantes combinados de alcool - acido ou acidos minerais fortes
(METCHOCK,2001).

Apesar da baciloscopia ser menos sensivel que a cultura (na baciloscopia
é necessario uma quantidade de 5X 10° a 5x10* UFC/ml enquanto que na cultura é
necessario de 10 a 100 bacilos viaveis), esta permite a detecgdo precoce de
micobactérias e possibilita ao clinico direcionar os procedimentos necessarios, ainda
que ndo possibilite a diferenciagcdo entre as espécies. A coloragcdo deve ser
realizada em todos os materiais de cultura que forem suspeitos de conter
micobactérias (METCHOCK,2001).

2.3.2 Cultura

A cultura é o método bacteriologico de diagndstico mais utilizado, por ser

sensivel e especifico para identificar as micobactérias. E um complemento da
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baciloscopia, que permite o diagndstico ndo s6é dos casos avangados, intensamente
baciliferos, como também dos casos mais recentes com eliminagao bacilar discreta.
A cultura é indicada nas seguintes situagdes: na confirmacao diagndstica de casos
com baciloscopia persistentemente negativa de individuos com sintomas clinicos e
radiologicos de tuberculose pulmonar; no diagnéstico das formas extrapulmonares
nas quais a baciloscopia é quase sempre negativa e no diagnostico diferencial de
outras doengas cujos quadros clinicos sejam semelhantes aos da tuberculose
(BRASIL. Manual de bacteriologia da tuberculose, 1994).

Rotineiramente, o procedimento de cultura utiliza meio solidificado que
podem ser divididos em meio contendo ovo ou base de agar. O meio de cultura mais
utilizado para isolamento de micobactérias é o de Léwenstein-Jdensen (L-J), que é
um meio solidificado a base de ovo e contém glicerol e asparagina como fontes de
carbono e nitrogénio, respectivamente. Este meio permite o crescimento da maioria
das espécies micobacterianas de interesse médico (Figura 6). O meio de
Léwenstein-Jensen é o meio padronizado pelo Ministério da Saude do Brasil para o
uso em laboratérios de referéncia (BRASIL. Manual de bacteriologia da tuberculose,
1994). O meio de cultura liquido Middlebrook 7H9 é comumente utilizado no
subcultivo para estocagem de cepas. E o meio escolhido para o preparo do inéculo
para testes de resisténcia e outros testes "in vitro", sendo utilizado para a
recuperacdo de micobactérias presentes em baixa contagem em materiais como o
liquor (METCHOCK,2001).
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FIGURA 6 - COLONIAS DE M. avium EM MEIO DE LOWENSTEIN-JENSEN

FONTE: BARON;PETERSON;FINEGOLD, 1994

FIGURA 7- COLONIAS DE M. tuberculosis EM MEIO DE LOWENSTEIN-JENSEN

FONTE: BARON;PETERSON;FINEGOLD, 1994
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2.3.3 ldentificacdo bioquimica

As micobactérias devem ser identificadas sempre que possivel até o nivel
de espécie. De acordo com os métodos tradicionais, as micobactérias sao
identificadas inicialmente pelo tempo de crescimento, morfologia colonial e
producdo ou ndo de pigmentos (RUNYON; SELIN e HARRIS,1959). Esta triagem
inicial deve ser realizada para se obter uma identificacao presuntiva e direcionar os
testes bioquimicos necessarios. Os métodos tradicionais estdo bem estabelecidos,
padronizados e sa@o relativamente econdmicos. O problema decorre da lentidao e
limitacdo na identificagdo das espécies. Os principais testes para identificagdo
bioguimica sdo os seguintes: a) Producdo de niacina; b) Reducao de Nitrato; c)
Teste da Pirazinamidase; d) Reacéo da Catalase a 68°C; e) Hidrdlise do Tween 80;
f) Urease; g) Beta Glicosidase( BRASIL, Manual de bacteriologia da tuberculose,
1994).

2.3.4 Métodos alternativos para a identificagcdo de micobactérias

2.3.4.1 Sistemas automatizados de monitoramento continuo

Com o objetivo de permitir que os procedimentos de hemoculturas se
tornassem mais eficientes, varios sistemas automatizados foram desenvolvidos.
Dentre estes o sistema automatizado de monitoramento continuo permite detecgdes
mais rapidas do crescimento bacteriano, diminuicao na mao de obra dos técnicos de
laboratdrio, ndo héa necessidade de repique cego e subcultivo ao final da incubagéo
(REIMER, WILSON, WEINSTEIN, 1997). Este sistema permite monitorar o
crescimento bacteriano de modo continuo, a cada 10 minutos. Os dados coletados
sdo armazenados em um software e pelo sistema de algoritmo permite-se
determinar o crescimento bacteriano. Em um uUnico equipamento estao englobados
a estufa, o sistema de monitoramento e um mecanismo de agitagcdo permanente.

Entre estes sistemas incluem-se os seguintes equipamentos: Sistema BacT/Alert”
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(Organon Teknika Corp. Durham, North Carolina, USA); Bactec 9000 MB System”
(Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems San Jose Calif. USA) e ESP I

System®(AccuMed International, Welake, Ohio, USA)

O Sistema BacT/Alet foi o primeiro sistema automatizado de
monitoramento continuo comercialmente  desenvolvido. Emprega um sensor
colorimétrico e reflete luz para o monitor na presenga e producéo de didxido de
carbono (CO,) dissolvido no meio de cultura. Quando ocorre crescimento bacteriano
produzindo CO,, ha mudanga na coloragao do sensor que muda de azul esverdeado
para amarelo. Quando o sensor muda de coloracdo aumenta a luz refletida e em
consequéncia, aumenta o sinal da voltagem. Estes sinais sdo armazenados e
analisados através de algoritmo que sinaliza como positivo através de um alarme
sonoro (REIMER, WILSON, WEINSATEIN, 1997).

O Bactec 9000 MB System utiliza o caldo Middlebrook 7H9 e silicone
impregnado de ruténio como marcador para o oxigénio para detectar o crescimento
das micobactérias. A grande quantidade de oxigénio presente inicialmente no meio
inibe a fluorescéncia do complexo de ruténio, mas com o crescimento das
micobactérias o oxigénio é depletado do meio e a fluorescéncia aparece quando
exposto a luz ultravioleta a 365 nm.

O ESP Il System é baseado na mudanga de pressdo do espacgo aéreo
acima do meio de cultivo, resultante da formacdo de gas pelo crescimento
bacteriano.

Os trés sistemas tém caracteristicas operacionais similares e oferecem
tempos similares na deteccdo e recuperacédo das micobactérias, sendo superior ao
tempo obtido em meio solidificado(METCHOCK,1999).

2.3.4.2 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O diagndstico acurado e rapido é essencial para o correto tratamento de
pacientes com infec¢gdes. As micobactérias isoladas sdo tradicionalmente
identificadas ao nivel de espécies através de testes fenotipicos e bibquimicos.
Entretanto, as reacdes bioquimicas podem variar dentro de uma mesma espécie e
muitas vezes a identificacédo definitiva ndo é obtida. Em razao dos testes bioquimicos

serem lentos e muitas vezes com resultados ambiguos as técnicas moleculares
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comegaram a ganhar espago dentro dos laboratérios na identificagdo das espécies
de micobactérias (SOINI E MUSSER, 2001). Em 1990, a reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) foi introduzida na identificagdo das micobactérias (ASLANZADEH,
1997).

O diagnéstico através da PCR é feito pela extragdo, amplificagdo e
deteccdo do DNA do microorganismo. Esta técnica permite que se amplifique
milhdes de vezes regides especificas do DNA bacteriano, através de repeticoes
ciclicas de processos que reproduzem o mecanismo que ocorre normalmente nas
células durante a replicagdo do DNA. A PCR constitui-se de um processo
desenvolvido em trés etapas equivalentes a um ciclo, que se repete determinado
nimero de vezes. Um ciclo consiste nas etapas de desnaturagéo, hibridizagao e
extensao do DNA (Figura 8).

FIGURA 8 — MODELO ESQUEMATICO DAS ETAPAS DA REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE

(PCR).
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O processo se realiza em um termociclador, um instrumento que controla e
alterna automaticamente as temperaturas em periodos programados de tempo, por
um numero determinado de ciclos de PCR (geralmente entre 30 a 40 ciclos). A
desnaturacao por aquecimento (94-95°C) separa a fita dupla do DNA em duas fitas
simples. As pontes de hidrogénio, que ligam as bases entre si, sdo fracas e se
rompem a altas temperaturas, enquanto que as ligagées entre a desoxirribose e as
moléculas de fosfato, que sdo ligagdes covalentes e, portanto mais fortes,
permanecem intactas. Na replicacdo do DNA, cada fita serve como molde para a
sintese de outra fita através de um mecanismo semiconservativo. Deste modo existe
um inicializador ("primers") de RNA que é sintetizado e é complementar ao molde,
permitindo que a sintese da nova fita de DNA se inicie. Os "primers" sao orientados
de tal modo que as duas fitas novas de DNA sejam complementares e constituam
uma segunda cdpia da sequéncia alvo original. A hibridizag2o dos "primers" ocorre
em temperaturas mais baixas (45-65°C). A temperatura 6tima de hibridizacdo é
determinada empiricamente e depende de varios fatores, incluindo o numero de
ligagdes citosina-guanina dos primers, que determinam a especificidade da reagao e
delimitam a seqiéncia alvo. Finalmente, a sintese enzimatica do DNA a 72°C pela
Taq polimerase resulta na amplificacao exponencial do DNA alvo.

A Taq polimerase € uma enzima termoestavel recombinante, extraida da
bactéria Thermus aquaticus e por ser termo resistente, permite a automacéao que é
feita com o uso do termociclador, que cicla rapidamente entre diferentes
temperaturas. A Tag DNA polimerase sintetiza exclusivamente na direcdo 5'-3'.
Portanto os nucleotideos livres na solugdo agregam-se somente a extremidade 3'
dos iniciadores, construindo uma fita complementar de sequéncia do DNA-alvo. O
produto amplificado é entdo detectado e documentado. Um dos métodos de
deteccao € pela eletroforese em gel de agarose e corado pelo brometo de etidio,
sendo o produto visualizado pela exposicdo a luz ultravioleta num transiluminador.
Utilizando um marcador de DNA contendo fragmentos com nimero de pares de
bases conhecido, é possivel avaliar se o fragmento amplificado possui o tamanho
esperado (ERLICH, GELFAND, SNINSKY,1991).
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2.3.4.3 Uso da PCR na identificagcdo de micobactérias

Devido a caracteristica de crescimento lento das micobactérias e a
necessidade de um indéculo significativo para identificagdo das espécies, varios
métodos que diminuam o tempo de identificacdo, como métodos moleculares por
amplificagé@o dos &cidos nucléicos foram desenvolvidos (SOINI e MUSSER, 2001)

Para a identificacao molecular do M. tuberculosis, diferentes "primers" para
a amplificacao de diferentes seqléncias estdo descritos. Os "primers" podem ser
espécies-especificos ou género-especificos. Uma vez amplificado o DNA, as
caracteristicas dos &cidos nucléicos das micobactérias podem ser rapidamente
identificadas. Testes de PCR com "primers" espécies especificos sdo os mais
utilizados (SHAWAR, et al.,1993). Incluindo os "primers" para detectar elementos
genéticos que codificam a proteina do choque térmico (65-KDa) (PAO et al., 1990) e
sequéncias de insergdes como IS 6110, que sdo repetitivas de a 1 a 20 vezes nos
cromossomos dos membros do complexo do M. tuberculosis. (EISENACH, et al.,
1990). Um estudo interlaboratorial mostrou que a sensibilidade da PCR para a
identificagdo do M. tuberculosis varia de 50 a 100% e a especificidade é de 95-
100%, dependendo dos diferentes protocolos e métodos de extiracdes utilizados
(NOORDHOCK et al.,1994).

Para a identificagdo molecular do M. avium, diferentes "primers" dirigidos
para as seqliéncias de inser¢do IS 1245 e para os genes mig e hp65 tém sido
utilizados (BEGGS, STEVANOVA e EISENACH, 2000). Porém a amplificacdo do
gene 16S rRNA é uma das mais utilizadas (KIRSCHBER et al.,1993; KULSKI, et
al.,1995; KOX et al.,1997).

A sensibilidade da PCR é dependente de técnicas de extragdo do DNA
gendmico, parametros de ciclagem e dos métodos utilizados para identificar e
detectar os produtos da amplificagdo. Devido a alta quantidade de acidos graxos
presentes na parede celular das micobactérias, estes organismos sao resistentes ao
procedimento de lise. Muitos laboratérios tém utilizado técnicas de hibridizagao, com
sondas marcadas. A sensibilidade da reagdo é proporcional ao tipo de sinal
complexado a sonda. As sondas marcadas com P32 sdo as mais sensiveis, mas
devido aos problemas de mahuseio e descarte desses materiais radioativos, outras
alternativas estdo sendo desenvolvidas, como sondas conjugadas com enzimas,

marcadas com fosfatase alcalina e biotina e detectadas colorimetricamente ou por
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quimiluminescéncia (SEPKOWITZ et al. ,1995).

A sensibilidade da PCR pode ser melhorada pela amplificagdo do produto
de DNA em uma segunda PCR com um segundo par de "primers" desenhado para
amplificar um segmento mais interno ("Nested" PCR). Neste método os cuidados
com a contaminag¢ao devem ser maiores (WILSON et al.,1993).

Os produtos da PCR podem ter uma aplicabilidade variada de usos. Os
elementos repetitivos do DNA presentes nas micobactérias podem ser usados como
marcadores em estudos epidemiolégicos. As cepas podem ser identificadas pelas
técnicas de "fingerprinted" através do crescimento bacteriano, extracdo do DNA,
digestao com enzimas de restricdo, técnicas de "blotting" e sondas dos elementos
repetitivos. Os resuitados podem ser comparados com analises computadorizadas.
Estas andlises sdo uteis nos estudos de transmissao da tuberculose, de cepas multi-
resistentes, ou em estudos de reativag@o ou reinfeccéo da doengca (RAMASWAMY e
MUSSER,1998). .

Existem 2 sistemas comerciais disponiveis para a identificagdo molecular
do M. tuberculosis, diretamente de amostras clinicas, aprovadas pelo FDA (Food
Drugs Administration), E-MTD Gen-Probe (San Diego, Calif.USA), é um teste
baseado na amplificacdo mediada pela transcricdo. A sensibilidade quando
comparado com cultura para amostras respiratorias € em torno de 90.9-95.2% e a
especificidade de 98.4-100%. O outro teste disponivel é através da PCR do gene
16S rRNA do M. tuberculosis (Amplicor MTB assay, Roche Molecular Systems,
Branchburg, N.J USA). A sensibilidade desse teste quando comparada com cultura
para amostras respiratérias é de 79.4-91.9% e a especificidade de 99.6-99.8%. Este
teste estda aprovado pelo FDA somente para amostras respiratérias com
baciloscopias positivas porque a sensibilidade do teste é baixa para amostras
respiratérias com baciloscopia negativas de 40.0-73.1%.

Outro sistema comercial disponivel para identificacdo de espécies de
micobactérias a partir de culturas é o AccuProbe Gen-Probe (San Diego, Calif. USA).
O teste utiliza sondas espécies especificas de DNA que hibridizam com rRBNA
liberado da bactéria. As sondas sdo marcadas com éster de acridina e medidas
através de quimiluminescéncia. A sensibilidade varia de acordo com a espécie em
identificagdo. (SOINI; MUSSER, 2001)
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O HIV-1 infecta primariamente as células T auxiliares que expressam
moléculas CD4+ e os macréfagos. Como os linfécitos T s@o essenciais tanto para a
resposta imunolégica humoral como celular contra diferentes patégenos, a perda
destes linfocitos constitui-se na maior razdo pelo qual os pacientes com SIDA
tornam-se suscetiveis a tantas infeccdes oportunistas e neoplasias (ABBAS, 1999).
Dentre estas infecgdes oportunistas, as micobactérias aparecem na categoria C do
quadro clinico da SIDA, o qual é caracterizado por uma grave deficiéncia de
linfécitos T CD4 e infecgbes graves.

O diagnéstico correto e rapido das infeccoes é essencial para um
direcionamento terapéutico rapido e eficaz nestes pacientes (ASLANZADEH, 1997).

Os métodos tradicionais utilizados para o diagnéstico de infecgdes por
micobactérias sdo a bacterioscopia, a cultura e a identificagcdo bioquimica; sendo a
hemocultura considerada o método padréo ouro.

Como para a realizagao da cultura necessita-se de uma grande quantidade
de micobactérias (minimo de 100 ufc/ml), e ainda o seu crescimento é lento em
meios de cultura, a identificacdo das micobactérias pode levar de dias até semanas
através desta metodologia. Portanto, tém-se investido esforcos no
desenvolvimento de técnicas que permitam uma rapida identificacdo das
micobactérias em amostras clinicas (SEPKOWITZ et al., 1995).

Métodos moleculares como a PCR oferecem uma alta sensibilidade e
especificidade para a detec¢ao de micobactérias em amostras clinicas de pacientes
imunodeprimidos (SEPKOWITZ. et al., 1995). Embora varios estudos tém proposto
diferentes métodos de amplificacao e diferentes métodos de extracdo do DNA para
o diagndstico de micobactérias, a padronizacdo de um método efetivo ainda nao foi
definida (FERRARIO, 2001).
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Sao objetivos deste trabalho:

Padronizar um método de extracdo de acidos nucléicos de micobactérias a
partir de amostras de hemocultura.

Relacionar os resultados da hemocultura com a PCR, para verificar a
sensibilidade e especificidade da PCR na deteccdo de micobactérias em
amostras de sangue periférico

Verificar a prevaléncia da infeccdo causada por M. avium e por
M. tuberculosis em pacientes com SIDA, através da PCR do sangue periférico

e hemocultura.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 PACIENTES

De abril de 2001 a fevereiro de 2002, foram investigados 80 pacientes
com infeccao pelo HIV-1, diagnosticados segundo o Protocolo da Coordenacgéo
Nacional DST/AIDS do Ministério da Saude (CN DST/AIDS-MS), isto é todas as
amostras foram submetidas a dois testes pelo método de ELISA que devem
obrigatoriamente, ser testadas por duas metodologias e antigenos distintos. As
amostras positivas ou nao caracterizadas nos dois testes de triagem foram
submetidas a testes confirmatdrios; (Brasil, Diagndstico soroldgico do HIV- Teste de
Triagem, 1997)

Entre os 80 pacientes estudados, 49 (61,2%) eram homens e 31 (38,7%)
eram mulheres. A idade variou entre 7 a 64 anos, com idade média de 35 anos e
mediana de 32 anos, Grafico 1.

Todos os pacientes foram selecionados com o termo de consentimento
livre e esclarecido, junto ao Servigo de Infectologia dos seguintes hospitais: Hospital
Oswaldo Cruz, Hospital de Clinicas, Hospital do Trabalhador e Hospital Nossa
Senhora das Gracas, todos localizados na cidade de Curitiba, PR. Os recrutamentos
desses pacientes foram realizados a partir do acesso de dados dos numeros de
linfocitos T CD4" dos pacientes em diversas unidades laboratoriais com a triagem
clinica dos médicos infectologistas.

Os critérios de inclusdo foram suspeita clinica de micobacteriemia como

febre persistente e, preferencialmente contagem de linfécitos T CD4+ <100cels/pl.
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GRAFICO -1 FREQUENCIA DE PACIENTES COM SIDA E SUSPEITA DE
MICOBACTERIEMIA EM RELAGAO A IDADE
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4.2 AMOSTRAS DE SANGUE

Foram coletados em média 8 ml de sangue total. Destes, 3 ml foram
adicionados em tubos Vacutainer ®(Becton-Dickinson, Plymouth, United Kingdom),
contendo anticoagulante EDTA (acido etileno diamino tetracético) para a extragéo
do DNA gendmico e realizagcdo da PCR diretamente do sangue periférico. Cinco ml
do sangue total foram adicionados aos frascos de hemocultura (MB/BacT®, Organon
Teknika Corp. Boxtel, Netherlands), especificos para o crescimento de micobactérias
composto por caldo Middlebrock7H9 (0,47%m/v), lisado pancreatico de lisina (0,1%),
glicerol (1,0%m/v),SPS (0,025%m/v) em agua purificada (Figura 9).

4.3 CONTAGEM DE LINFOCITOS TCD4*

As contagens dos linfocitos TCD4" foram realizadas através de citometria
de fluxo na Segao de Imunologia do Laboratério Central do Estado (FACS Count™
Reagents, Becton-Dickinson-San Jose Calif. USA) e na Segao de Imunotipagem do
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Laboratorio do Hospital de Clinicas da UFPR, utilizando-se anticorpos monoclonais
conjugados CD4/CD3 em solugao tampao (Becton-Dickinson Imunotech-Caxter San
Jose Calif. USA).

4.4 CULTURA, BACILOSCOPIA, SUBCULTIVO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA
DAS MICOBACTERIAS

Aos frascos de hemoculturas foi acrescentado 1 ml de caldo de
enriquecimento para crescimento de micobactérias (composto por soro albumina
bovina 14,5% P/V, cloreto de sédio 2,5% P/V, acido oléico 0,174% v/v, saponina
4,4% em agua purificada), logo apdés a coleta do sangue. Os frascos foram
incubados no sistema MB/BacT por 42 dias a 37°C.

Amostras das hemoculturas, identificadas como positivas pelo sistema
BacT/Alert, foram analisadas microscopicamente para visualizagdo dos bacilos
alcool-acido-resistentes.

O método de coloragdo empregado para a baciloscopia foi de Zielhl-
Gabbet, um método a frio, devido a dificuldade em fixar a amostra em lamina, pelo
método a quente (Ziehl- Neelsen). A técnica de Ziehl-Gabbet foi empregada
segundo especificacao da Reunido para Padronizagao dos Exames Baciloscopicos
em Pacientes de Hanseniase (1986), como descrito a seguir; as laminas foram
imersas em fucsina de Gabbet por 20 minutos, lavadas em agua corrente, evitando
que o jato caisse sobre o esfregago, em seguida imersa em azul de Gabbet por 3
minutos e novamente lavada em agua corrente conforme descrito acima.
Finalmente as laminas foram secas ao ar livre ou em estufa a 36°C e examinadas ao
microscépio para visualizagao de bacilos alcool- acido resistentes.

Para a identificacao das espécies de micobactérias, as amostras coletadas
dos frascos de hemoculturas positivas no sistema BacT/Alert foram semeadas em
meio de Lowenstein-dJensen. Apds o crescimento bacteriano, foram realizadas as
seguintes provas bioquimicas: produgédo de niacina, redugdo de nitrato, catalase a
68°C, hidrodlise do tween 80, urease, telurito de potassio e -glicosidase (Figura 10).
Foram também considerados para a identificagcdo, o tempo de crescimento e a
producéo de pigmento (BRASIL, Manual de bacteriologia da tuberculose, 1994).

A incubacdo das amostras no Sistema BacT/Alert, a baciloscopia e o
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subcultivo no meio de Léwestein-Jensen foram realizadas na Sec¢ao de Bacteriologia
do Servigo de Analises Clinicas do Laboratério do Hospital de Clinicas da UFPR. As
identificagdes bioquimicas das espécies de micobactérias foram realizadas na Secéao
de Bacteriologia, Servico de Micobactérias do Laboratdério Central do Estado).
Todos os procedimentos foram realizados em Cabine de Segurancga tipo Il, com os

equipamentos de protecédo individuais adequados.
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FIGURA 9 - FLUXOGRAMA DA COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
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FIGURA 10 - IDENTIFICAGAO DE MICOBACTERIAS ATRAVES DE TESTES BIOQUIMICOS
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4.5 EXTRACAO DO DNA

Foi também objetivo deste trabalho a escolha de um melhor método de
extracdo do DNA das micobactérias das amostras de sangue e, principaimente dos
frascos de hemoculturas positivas para micobactérias. Com esta finalidade os
seguintes métodos de extragdo foram utilizados:

Método | - Kit Genomic Prep Blood DNA Isolation, os procedimentos foram
realizados conforme instrugdes do fabricante. Os &cidos nucléicos foram extraidos a
partir de 325 pl do sangue total utilizando os seguintes passos: 1-Lise das células 2-
Precipitacao das proteinas 3-Precipitacdo do DNA 4- Hidratagdo do DNA (Figura 11).

Método Il - Método de Boom (Kit Nuclisens Basic Nasba Diagnostic) foi
realizado de acordo com as instru¢oes do fabricante, como se segue: os acidos
nucléicos foram extraidos a partir de 100 ul do sangue total e foram adicionados a
900ul do tampao de lise O (tiocianato de guanidina 5mol/L, triton X-100, Tris HCI,
pH:7,4) ou tampao de lise R (tiocianato de guanidina 68%, 3% ditiotreitol, Tris-HCI,
<1%glicogénio, pH:7,0). Os tampoes de lise com as amostras, foram mantidos a
temperatura de 4-82C por 12 horas e incubados a 37°C por 30 minutos para
dissolver os cristais formados. Adicionou-se 50ul de silica, que serve como uma fase
sblida onde os 4&cidos nucléicos ficardo aderidos. Realizou-se apés os
procedimentos de purificacdo com tampao de lavagem (tiocianato de guanidina
5mol/L e Tris/HCI), alcool 70% (Merck) e acetona P.A. Os acidos nucléicos foram
ressuspendidos com tampao (Tris/HCI).

Método lIl - Método de Boom modificado consiste na realizagdo do método |l
com a adigdo de mais um passo de lavagem com &lcool benzilico PAR (Merck). Este
foi o método escolhido para a extragdo do DNA dos frascos de Hemocultura deste
estudo (Figura 12).

Método IV - Extragéo Organica pelo Alcool Benzilico-Tiocianato de Guanidina,
desenvolvido por FREDERICKS e RELMAN (1998), foi testado neste trabalho para a
extracdo do DNA dos frascos de hemocultura. Em um tubo Eppendorf foram
adicionados 100ul do contetdo do frasco de hemocultura mais 100yl de tampao de
lise (tiocianato de guanidina 5 mol/L, triton X-100, tris HCI, 400ul de dgua destilada,
e 800ul de alcool benzilico 99% (MercK)). Apés homogeneizacdo, foi realizada

centrifugagéo a 7000 g por 5 minutos. Um total de 400ul do sobrenadante aquoso foi
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transferido para um novo tubo de Eppendorf, sendo adicionado 40ul de acetato de
sodio 3M e 440ul de isopropanol. A amostra foi centrifugada a 16.000g por 15 min a
4°C. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% e secado ao ar. O DNA foi

ressuspenso com 100l de tampéo de eluicéo.
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FIGURA 11 - PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DO DNA DE AMOSTRAS DE SANGUE
PERIFERICO UTILIZANDO O KIT GENOMIC-PREP DNA ISOLATION (METODO 1)

RBC LYSIS SOLUTION

SANGUE TOTAL
CONM EDTA
32501 |
I- LISE DAS CELULAS —— ‘
L. 8 l3_V‘_u-m®'_'é-r.mmm;!f~ .F{Jv_H |
] & U

H 4 ‘EL_V‘_ m@_q RESFRIAR A TA
i CELLS LYSIS SOLUTTON
I - m"m‘c:g H V'_E_@:mm;ﬁm
|
| PROTEIN PRECIPETATION

|
| HI-PRECIPITACAO ) REMOVER 0
DE DNA q 20, .ELV'_ »_Jmfn“""""” SOBRENADANTE
|

|

ISOPROPANOL PA I
IV-PROCEDIMENTO
DE LAVAGEM q 3001 H_ V' ( ‘1min, (13.000 RPM ) ﬁ. @_‘[{
: ETANOL 70% PA I w
| V- HIDRATACAO
’ DO DNA
i 10_% t{ . HIDRATACAO 1 HORA PCR
| \/ TERMO BLOCOS6°C
? DNA HIDRATATION )

SOLUTION




CASUISTICA E METODOS 44

FIGURA 12 - PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DO DNA DE AMOSTRAS DE HEMOCULTURA
UTILIZANDO O METODO DE BOOM MODIFICADO (METODO 1)
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4.6 LEITURA DAS CONCENTRAGCOES DE DNA.

Para verificar analiticamente a concentracdo do DNA obtido através dos
dois métodos de extracdo que ofereceram os melhores resultados (Boom e Boom
modificado), foram realizadas leituras das amostras de DNA em biofotometro Ultra
Violeta (UV) 1101 WPA (Linton Cambridge,UK). As amostras foram diluidas 1:100
em agua ultrapura (gibco-BRL®Life Technologies) e as leituras realizadas em 260
nm, utilizando-se cubetas de quartzo e o branco com Aagua ultrapura (gibco-
BRL®Life Technologies).

4.7 PROCEDIMENTOS PARA A REALIZACAO DA PCR.

Todos os procedimentos da PCR foram realizados na Segéo de Biologia
Molecular do Laboratério Central do Estado. Para evitar contaminagéo, todos os
procedimentos (preparagcdo do master mix, extracdo do DNA, amplificacdo e
deteccdo) foram realizados em salas separadas. Os procedimentos referentes ao
preparo do "master mix' e extragdo do DNA foram realizados em Cabines de
Seguranca tipo Il, em suas respectivas salas. Para validar os resultados da PCR,
todas as andlises foram realizadas com controles negativos e positivos. Os controles
positivos para micobactérias foram provenientes de culturas de Léwenstein-Jensen
jd identificadas bioquimicamente. As coldnias foram adicionadas a tubos de
Eppendorf contendo 500ul de soro fisiolodgico estéril, homogeneizadas e o DNA
extraido através do choque térmico. O controle negativo utilizado foi agua ultrapura
mili -Q. Todos os ‘primers", assim como os demais componentes do Master Mix
foram sintetizados pela gibco-BRL Life Technologies, Sao Paulo, Brasil. As
amplificagbes foram realizadas no termociclador Perkin EImer 9600 (Perkin Elmer,
Cetus, Norwalk, EUA).
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4.7.1 PCR do sangue periférico

A extracao do DNA das amostras de sangue periférico foi realizada
conforme o método | (Kit Genomic Prep Blood DNA Isolation). Foram realizadas
PCR para o M. avium, o M. tuberculosis e para o gene da B-globina, conforme

descritos nos itens 4.7.3, 4.7.6 e 4.7.8, respectivamente.

4.7.2 PCR do frasco de hemocultura

A extracdo do DNA das amostras obtidas dos frascos de hemoculturas foi
realizada conforme o Método de Boom modificado. Foram realizadas PCR de todos
os 80 frascos de hemocultura positivos e negativos para M. aviume M.tuberculosis,
conforme descrito nos itens 4.7.3 e 4.7.6. Também as amostras que foram
detectadas como positivas no sistema BacT/alert, porém com baciloscopia negativa
foram testados por PCR. Foram também realizadas PCR para Mycobacterium sp,
conforme o item 4.7.5 (TABELA 2).

TABELA 2 PCR REALIZADAS NO PRESENTE ESTUDO

AMOSTRAS M. avium M. tuberculosis __ Mycobacterium sp Beta-globina
Sangue Periférico (SP) X X X
Hemocultura positiva X X

Hemocultura Falso X X X

Positiva*

Hemocultura Negativa X X

NOTA: * Falso positiva: hemoculturas detectadas como positivas no sistema BacT/alert com
baciloscopia negativa.
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4.7.3 Amplificacdo da Regiao 1S1245 para detecgdo do M. avium (Protocolo de
HAAS)

A reacdo foi realizada em um volume total de 100 ul, sendo 10ul do
tampao PCR concentrado 10X 200mM Tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI, 3ul de
Cloreto de Magnésio (MgCI2) 50mM, 8ul de dNTPs (200mM), 10ul de cada
"primer" (100pmol), 0,5ul de Tag DNA polimerase 2,5 Unidades e 10ul do DNA
extraido. As amplificacdes foram realizadas no termociclador com 1 ciclo de 94°C
por 5 min, 40 ciclos de 94° C por 30 s, 60° C por 30s e 72° C por 1 min, 72°C por 10
min e 4°C indefinidamente.

Os "primers" utilizados na identificacdo do M. avium foram desenhados
conforme trabalho de pesquisa desenvolvido no Laboratério de Investigacdao de
Micobactérias da Universidade de Heidelberg, Alemanha, coordenado pelo Prof. Dr.
Walter HAAS, em 1997 (comunicagdo pessoal, dados nao publicados). As
seqliéncias destes “primers" sao: noah-3 5'-ACT TCC TGC GCAACGTGCT-3
noah-5: 5-ATG CCG GCG ATG GTG TCG-3' gerando um produto de amplificagdo
de 140 pb. Esta PCR para M. avium foi realizada nas 80 amostras de sangue

periférico e nos 80 frascos de hemocultura.

4.7.4 Amplificacéo da Regidao 16S rRNA para detec¢do do M. avium.

Para analisar a eficacia dos diferentes métodos de extragcao do DNA das
hemoculturas, realizou-se a PCR para M. avium também com um par de "primers"
da regido 16S rRNA.

A reacédo foi realizada em um volume total de 100 pl, sendo 10ul do
tampao PCR concentrado 10X (200mM tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI), 3ul de
Cloreto de Magnésio (MgCl,) 50mM, 8ul de dNTPS (200mM), 10ul de cada primer
100pmol, 0,5ul de Tag DNA polimerase (2,5 Unidades) e 10ul DNA extraido. As
amplificacdes foram realizadas no termociclador com 1 ciclo de 94°C por 10 min,
62°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94° C por 30 s, 62° C por 1
min, 722 C por 1 min. Apés, um novo 1 ciclo de 94°C por 30 s, 622C por 1 min, 72°C
por 10 min e 4°C indefinidamente finalizou a reagdo de amplificagcéo.

Os "primers" utilizados nesta deteccdo do M. avium foram sintetizados
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como descritos por KULSKI et al. (1995). As sequéncias destes "primers" séo
mycav-R: 5'-ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG-3' e mycgene-F: 5-AGA GTT TGA
TCC

TGG CTC AG-3', com um produto de amplificagdo de 180pb. Esta PCR para
M.avium foi realizada em todos os frascos de hemocultura positiva para M. avium
pelo Protocolo de HAAS.

4.7.5 Amplificacdo da Regido 16S rRNA para pesquisa de Mycobacterium sp

Para verificar a possivel presenca de outras micobactérias além do
M.tuberculosis e do M. avium foram realizadas PCR para Mycobacterium sp, de
todos os frascos de hemoculturas detectados como positivos no sistema BacT/Alert
e com baciloscopia negativa.

A reacédo foi realizada em um volume total de 100 pl, sendo 10ul do
tampéo PCR concentrado 10X 200mM tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI, 3ul de Cloreto
de Magnésio (MgCl,) 50mM, 8ul de dNTPS (200mM), 10wl de cada primer 100pmol,
0,5yl de Taq DNA polimerase (2,5 Unidades) e 10ul DNA extraido. As amplificacoes
foram realizadas no termociclador com 1 ciclo de 94°C por 10 min, 62°C por 1 min e
72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94° C por 30 s, 62° C por 1 min, 722 C por 1
min. Apds, um novo 1 ciclo de 94°C por 30 s, 62°C por 1 min, 72°C por 10 min e 4°C
indefinidamente finalizou a reacéo de amplificagéo.

Os "primers" utilizados foram descritos por KULSKI, et al. (1995). As
sequéncias destes "primers" sdo mycgen-R: 5'-TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA-
3. mycgen-F:5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3', com um produto de
amplificacdo de 1030 pb.

4.7.6 Amplificacao da Regiao IS 6110 para deteccao de M. tuberculosis.

A reacgéo foi realizada em um volume total de 100 pl, sendo 10ul do
tampéo PCR concentrado 10X (200mM tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI), 3ul de
Cloreto de Magnésio (MgCl,) 50mM, 8ul de dNTPS (200mM), 10l de cada primer
100pmol, 0,5ul de Taqg DNA polimerase (2,5 Unidades) e 10ul DNA extraido. As
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amplificacoes foram realizadas no termociclador Perkin Eimer 9600 com um ciclo de
94°C por 5 min, 40 ciclos de 942 C por 30s, 68° C por 45s e 722 C por 1 min e 72°C
por 7 min e 4°C indefinidamente.

OS ‘"primers" utilizados na identificacdo do M. tuberculosis, foram
desenhados conforme descrito por EISENACH et al. (1990). As sequéncias destes
"primers" sd@o : 1S-1: 5 -CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG-3' e /1S-2:5-CTC GTC
CAG CGC CGC TTC GG-3' com um produto de amplificagdo de 123 pb. Esta PCR
para M. tuberculosis foi realizada das 80 amostras de sangue periférico e dos 80

frascos de hemocultura positivos e negativos.

4.7.7 Detecgcao do Mycobacterium tuberculosis pelo Kit AMPLICOR (Mycobacterium
tuberculosis - MTB - Test Roche).

Este protocolo foi utilizado para confirmar a pesquisa do M. tuberculosis em
cinco amostras do sangue periférico que apresentaram hemocultura positiva para
M.tuberculosis (n=5), porém detectadas como negativas pelo protocolo de
EISENACH Os testes foram realizados conforme as instrugées do fabricante, do Kit
Amplicor Mycobacterium tuberculosis (MTB) Test roche (F. Hoffmann-La roche Ltd,
Basel, Switzerland). A regidao do gene 16S rRNA do M. tuberculosis é a regiao alvo a
ser amplificada com os "primers" biotinilados KY18 e KY75, gerando um produto de
584pb. As extracdes do DNA das amostras de sangue foram realizadas de acordo
com o Método | - Kit Genomic prep DNA Blood Isolation. Para a amplificacdo das
amostras, 50ul do DNA extraido foram adicionados ao master mix (tampao tris-HCI,
glicerol Taq DNA polimerase (<0.01%), dNTPs (<0.01%), "primers" KY18 e KY75
(0,05%), 100 pl de MYCO IC e 100ul de Amperase LD). A amplificacdo foi realizada
no aparelho Perkin Elmer 9600 (Perkin-Eimer Cetus, Norwalk, Conn) com os
seguintes ciclos: 1 ciclo de 10 min 50°C; 2 ciclos de 20s 98°C, 20s 62°C, 45s 72°C;
41 ciclos de 20s 94°C, 20s 62°C, 45s 72°C; 1 ciclo de 5min 72°C (ndo exceder 24
horas). A deteccéo foi realizada pela técnica de enzima imunoensaio com um
conjugado de avidina-peroxidase de cavalo e tetrametilbenzidina - dimetilamida. A
reacdo foi finalizada com a adicé@o de acido sulfurico 4.9%. A absorbéancia foi lida no
comprimento de onda de 450 nm. As amostras com valor de absorbancia maior que

0.350 foram consideradas positivas.
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4.7.8 Amplificagédo do gene da B-globina

Para exciuir a possivel presenca de inibidores da PCR, a perda do DNA
precipitados durante a extracao ou ambos foi realizada a amplificacdo concomitante
do gene da -globina nas amostras de sangue periférico, como controle interno.

A reacédo foi realizada em um volume total de 100 ul, sendo 10ul do
tampado PCR concentrado 10X (200mM tris-HCI (pH 8.4), 500mM KCI), 3ul de
Cloreto de Magnésio (MgClz) 50mM, 8ul de dNTPS (200mM), 10ul de cada primer
100pmol, 0,5ul de Tag DNA polimerase (2,5 Unidades) e 10ul DNA extraido. As
amplificagoes foram realizadas no termociclador com 1 ciclo de 94°C por 10 min,
62°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94° C por 30 s, 62° C por 1
min, 722 C por 1 min. Apdés, um novo 1 ciclo de 94°C por 30 s, 62°C por 1 min, 72°C
por 10 min e 4°C indefinidamente finalizou a reagdo de amplificagao.

Os "primers" do gene da [B-globina, foram descritos por KULSKI et al.
(1995), cujas sequéncias sao: rs 42 5-GCT CAC TCA GTG TGG CAA AG-3', e km
295-GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG G-3. O produto de amplificacdo
constituiu um fragmento de 536 pb.

Com o objetivo de verificar a presenca do DNA da f3- globinas nos frascos
de hemocultura, apos 40 dias de incubagao no sistema BacT/ Alert, foram coletados
5 ml de sangue total em duplicata, de pacientes soro negativos para o HIV e sem
suspeita de micobacteriemia. O sangue foi adicionado ao frasco de hemocultura MB/
BacT nas mesmas condicdes dos testes, sendo incubado por 40 dias no sistema
BacT/Alert. Foram retiradas amostras de 1,5 ml do frasco de hemocultura no tempo
zero (imediatamente apés a adi¢do do sangue no frasco), 10 dias, 20 dias, 30 dias e
40 dias de incubacgédo. Foi realizada a extracdo de DNA conforme o método de
extracao Ill (Método de Boom modificado) e realizada PCR para pesquisa do gene

da B-globina .
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4.8 DETECCAO E ANALISE DO PRODUTO DA PCR.

A deteccdo dos produtos das PCRs foi feita através de eletroforese em gel
de agarose tipo |l eletroendosmose 0.09-0.13 mr 1,5%(Gibco BRL® Life
Technologies), sendo corado com brometo de etideo numa concentragao final de
0,5ug/ml em tampao TBE (tris-borato EDTA). Para cada poc¢o do gel de agarose
foram colocadas as respectivas amostras com 10ul do DNA amplificado com 2l de
corante azul de bromofenol 0,2% e o marcador de peso molecular foi preparado da
seguinte forma: 4ul do marcador de peso molecular, 6ul de agua milli-Q e 2ul do
corante azul de bromofenol. A eletroforese foi corrida a 170 volts, por 30 minutos.

A visualizag@o das bandas foi realizada em um transiluminador ultravioleta
(Uniscience, Brasil). Foi utilizado como marcador de peso molecular o DNA ladder
100pb com bandas de 100-200-300-400-500-600-700-800 pb (gibco-BRL®,Life
Technologies). A visualizagcdo de bandas correspondentes aos respectivos
fragmentos amplificados que possuiam o tamanho esperado e igual ao controle
positivo foi critério para diagnosticar os resultados da PCR das amostras. A
fotodocumentacgéao foi realizada através de camara digital (Kodak Digital Science —

Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120 Rochester, NY USA).
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5 RESULTADOS

5.1 HEMOCULTURAS

Das 80 amostras analisadas, 12 hemoculturas foram positivas para
micobactérias (15%), sendo que em 7 amostras foi identificado o M. avium e em 5
amostras o M. tuberculosis. As hemoculturas foram detectadas como positivas pelo
sistema BacT/Alert em média apods 9,5 dias de incubagao para M. avium, enquanto
que as hemoculturas positivas para M. tuberculosis levaram em média 16,7 dias
(Tabela 3). Todas as 12 hemoculturas positivas foram confirmadas através da
baciloscopia de Ziehl-Gabbet e cultura em meio sdlido de Léwenstein-Jensen, com
as devidas identificagdes bioquimicas como descrito no item 4.3. Duas hemoculturas
(2,5%) foram positivas para Cryptococcus sp e uma hemocultura (1,25%) foi positiva
para Candida sp.

TABELA 3: TEMPO DE DETECQAO (EM DIAS) DAS HEMOCULTURAS POSITIVAS PARA M.
avium E M. tuberculosis ATRAVES DO SISTEMA BacT/Alert

Micobactéria isolada Hemocuitura (ldentificacdo) Tempo (dias

M. avium
583 4
513 5
505 9,2
539 9,3
582 10
521 14
515 15

M. tuberculosis
519 11,3
569 14,8
522 16,5
541 18

509 23,3
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Oito hemoculturas (10%) foram consideradas falso positivas, pois apesar
de terem sido detectadas positivas pelo sistema BacT/Alert, todas apresentavam
baciloscopia (Zielhl-Gabbet) negativa. Os frascos destas hemoculturas foram
reincubadas a 37°C em estufa comum e submetidos a baciloscopia por Zielhl-
Gabbet semanalmente. Estas amostras foram entdo confirmadas como negativas,
posteriormente, pela cultura em meio sélido de Léwenstein-Jensen e por PCR.
Nestas hemoculturas falso-positivas foi realizada PCR para M. avium,
Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium sp,com resultado negativo para todas
as oito amostras.

5.2 CONTAGEM DE LINFOCITOS TCD4".

Setenta e quatro pacientes (92,5%) apresentavam contagem de linfocitos T
CD4" < 100 cel/ul e seis pacientes (7,5%) apresentavam contagem de linfécitos
CD4" > 100 cel/ul em ordem crescente : 104, 108, 112, 116, 125 e 311 cel/ul
(Grafico 2).

A bacteriemia por M. avium foi detectada em pacientes com contagem de
linfocitos TCD4™ > 7 cel/lul, sendo a média de 48,5 cel//ul; enquanto que a
bacteriemia por M. tuberculosis foi detectada em pacientes com contagem de
linfécitos TCD4" > 50 cel/ul, com média de 80 cel/ul (Tabela 4).

GRAFICO 2: FREQUENCIA DE PACIENTES COM SIDA E SUSPEITA DE MICOBACTERIEMIA EM
RELAGAO A CONTAGEM DOS LINFOCITOS CD4*
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TABELA 4: CARACTERISTICAS DOS PACIENTES COM MICOBACTERIEMIA QUANTO A IDADE,
SEXO, CONTAGEM DE LINFOCITOS T CD4" E MICOBACTERIA IDENTIFICADA.

IDENTIFICAGAO IDADE SEXO N LINFOCITOS TCD4* MICOBACTERIA
AMOSTRAS (anos) cels/uL IDENTIFICADA
515 34 M 7 M. avium

583 46 F 25 M. avium

539 41 M 34 M. avium

505 39 F 38 M. avium

513 12 F 82 M. avium

582 31 M 112 M. avium

521 40 M 311 M. avium

519 23 F 50 M. tuberculosis
522 33 M 55 M. tuberculosis
509 32 M 94 M. tuberculosis
541 25 F 95 M. tuberculosis
569 27 M 108 M. tuberculosis

5.3 METODO DE EXTRAGAO DE DNA A PARTIR DE HEMOCULTURAS MB/BACT

Foi também objetivo deste trabalho a escolha do melhor método de
extracdo do DNA a partir dos frascos positivos de hemocultura MB/Bact .

Inicialmente utilizou-se o Kit Genomic Prep Blood DNA Isolation
(Amersham Pharmacia Biotech). Apos a realizacdo da PCR, nao foi visualizada
nenhuma banda nos frascos positivos para micobactérias (Figura 13). O segundo
método de extracdo testado foi baseado na descricao de FREDERICKS e RELMAN
(1998), que utilizaram a extragdo organica pelo alcool benzilico em frascos de
hemocultura (BacT/alert anaerobic media: Organon Teknika). A utilizacao deste
método na extracdo do DNA das micobactérias também nao foi satisfatéria (Figura
13).

Quando se utilizou o método de Boom a amplificagdo ocorreu, mas sem
uma boa reprodutibilidade, algumas amostras apresentaram amplificacao adequada,
contudo em outras amostras as bandas foram fracas ou negativas (Figura 14).
Apesar disto, o método 1l (Método de Boom) apresentou melhores resultados,

quando comparado com os outros dois métodos acima descritos.
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Na tentativa de melhorar a extracdo e purificagdo do DNA a partir do
método de Boom, adicionou-se a este mais um passo de lavagem com o alcool
benzilico, conforme descrito por FREDERICKS e RELMAN (1998). Este método foi
designado de método de Boom modificado e se apresentou como a melhor técnica
para a extracdo do DNA das micobactérias a partir dos frascos de hemocultura
MB/BACT, ocorrendo a amplificagdo em 100% dos frascos positivos de hemocultura.
O método de Boom modificado se apresentou com bandas de amplificagdo maiores
quando comparadas com o método de Boom utilizando tampao de lise (R) nas
mesmas amostras (Figura 15). O método de Boom modificado nao apresentou
diferenca nas bandas amplificadas, mesmo utilizando diferentes tampdes. Enquanto
que o método de Boom apresentou diferengas na amplificagdo dependendo do
tampado utilizado. O tampao R apresentou qualidade superior das bandas
amplificadas em relacao ao tampao O, onde muitas amostras nao foram

amplificadas quando se utilizou este ultimo tampao (Figuras 16).
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FIGURA 13 - PCR POSITIVA PARA M. avium DE HEMOCULTURA (MB/BACT) COMPARANDO 0OS
DIFERENTES METODOS DE EXTRACAO DE DNA

1 2 3 4 5

1 - Marcador de Peso Molecular 100 bp (gibco-BRLI®, Life Technologies)
2 - Extragao pelo Kit Genomic Prep (Amersham Pharmacia Biotech)

3 - Extragao organica pelo alcool benzilico-tiocianato de guanidina

4 - Extragao pelo Método de Boom modificado

5 -Controle Positivo

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. avium realizada segundo Protocolo de KULSKI (1995).

FIGURA 14 - PCR POSITIVAS PARA M. avium DE HEMOCULTURAS (MB/BACT) UTILIZANDO O
METODO DE EXTRAGAO DE DNA DESCRITO POR BOOM.

1 2 3 4 5 6 7 8 8 10
505 513 515 521 539 582 583 C+ C-

1 e 5 - PCR positiva

3,4 e 6 - PCR fracamente positiva

2 e 7 - PCR negativa (bandas ausentes)

8 - controle paositivo de cultura de M. avium

9 - controle negativo
10 - Marcador de peso molecular 100 bp (Gibco-BRL®, Life Technologies).

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. avium, realizada segundo Protocolo de KULSKI (1995)
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FIGURA 15 - PCR POSITIVAS PARA M. avium DE HEMOCULTURAS (MB/BACT) UTILIZANDO OS
METODOS DE EXTRAGAO DE DNA DE BOOM E BOOM MODIFICADO (TAMPAO

DE LISE R)
1 2 3 4 5 6 7
M 583 583 513 513 582 582

1- Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-bri®,Life Technologies)

2,4 e 6 - PCR positiva utilizando o Método de Extragdo de Boom modificado

3,5 e 7 - PCR positiva utilizando o Método de Extracao de Boom

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. avium, realizada segundo Protocolo de KULSKI,(1995), as demais
segundo HAAS, (1997).

FIGURA 16 - PCR POSITIVAS PARA M. avium DE HEMOCULTURAS (MB/BACT) UTILIZANDO OS
METODOs DE EXTRAGCAO DE DNA DE BOOM E BOOM MODIFICADO (TAMPAO

DE LISE O)
1 2 3 4 5 6 7
M 505 505 515 515 583 583

1- Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-bri®,Life Technologies)
2, 4 e 6 - PCR positiva utilizando o Método de extragdo Boom modificado
3 - PCR positiva utilizando o Método de extragao Boom
5 e 7 - PCR negativa utilizando o Método de extragao de Boom
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. Avium segundo Protocolo de KULSKI (1995).



RESULTADOS 58

5.4 LEITURA DAS CONCENTRACOES DE DNA

Em sete amostras de hemoculturas positivas foi realizada a medida da
concentracdo de DNA obtida através de dois métodos de extragdo (Boom e Boom
modificado). A média da concentracdo de DNA obtida através do método de Boom
modificado foi 356 ug/ml, sendo esta significativamente maior do que a concentracgao
do DNA obtida pelo método de Boom, com média de 54 ug/ml (p=0,027 utilizando o
teste t de "Student").

5.5 PCR DAS AMOSTRAS DOS FRASCOS DE  HEMOCULTURA (MB/BACT)

Apds ter padronizado o melhor método de extragcao do DNA a partir dos
frascos de hemocultura (método de Boom modificado ou método IlI) obteve-se 100%
de positividade para as PCRs realizadas das amostras dos frascos de hemoculturas
positivas. Dentre as 80 hemoculturas analisadas, 12 amostras foram positivas,
sendo que em 7 amostras a PCR foi positiva para M. avium e em 5 amostras a PCR
foi positiva para M. tuberculosis. A PCR portanto correlacionou se 100% com a
cultura. A prevaléncia de micobactérias observada foi de 15% sendo 8,8% para
M. avium e 6,2 % para M. tuberculosis. A sensibilidade e a especificidade da PCR
para detec¢do de M. avium e M. tuberculosis a partir dos frascos de hemoculturas
foram ambas de 100% (Tabelas 5 e 6). Nenhumas das amostras foi positiva
concomitantemente para M. tuberculosis e M. avium. Nas figuras 19 e 20 séo
apresentados os resultados da PCR para M. avium e M. tuberculosis das amostras
positivas para M. avium. Nas figuras 21 e 22 estao demonstrados os resultados das

PCR positivas para M. tuberculosis.
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TABELA 5: TAXA DE ACURACIA DA PCR PARA DETECGAO DE M. tuberculosis E M. avium DE
FRASCOS DE HEMOCULTURA E SANGUE PERIFERICO EM RELACAO AO
ISOLAMENTO EM CULTURA

RESULTADOS PCR para M. tuberculosise PCR Para M. tuberculosis  PCR para M. avium do
M. avium da hemocultura do sangue periférico sangue periférico
Mb/Bact

Verdadeiro negativo 68 75 73

Verdadeiro positivo 12 0 3

Falso negativo 0 5 4

Falso positivo 0 0 0

Total 80 80 80

NOTA: Resultados obtidos quando comparados com cultura em meio de Léwenstein-Jensen

TABELA 6: SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, PREVALENCIA E TAXA DE ERRO FALSO
POSITIVO E FALSO NEGATIVO DA PCR PARA M. tuberculosis E M. avium DE

FRASCOS DE

HEMOCULTURA E SANGUE

ISOLAMENTO EM CULTURA

PERIFERICO EM RELACAO AO

VARIAVEIS

PCR para M. tuberculosis
e M. avium da hemocultura*

PCR para M. tuberculosis*
sangue periférico

PCR para M. avium*
sangue periférico

MB/BACT
Sensibilidade (S) 100,0 0.0 42,9
Especificidade (e) 100,0 0,0 100,0
Prevaléncia (P) 15,0 6,2 8,8
Taxa de erro falso 0,0 0,0 0,0
positivo (TEFP)
Taxa de erro falso 0,0 100,0 57,1

negativo (TEFN)

NOTA: * Resultados obtidos quando comparados com cultura em meio de Léwenstein-Jensen
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FIGURA 17 — PCR POSITIVA PARA M. avium ENEGATIVA PARA M. tuberculosis DOS FRASCOS
DE HEMOCULTURA (MB/BACT)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
h 508 505 513 513 515 515 C+ C-

1 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®, Life Technologies)
2,4 e 6 -PCR positiva para M. avium

3, 5 e 7 - PCR negativa para M. tubérculos

8 - controle positivo para M. avium

9 - controle negativo

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%

PCR para M. avium segundo Protocolo de HAAS (1997) e para M. tuberculosis segundo Protocolo de
EISENACH (1990)

FIGURA 18 — PCR POSITIVA PARA M. avium E NEGATIVA M. tuberculosis DOS FRASCOS DE
HEMOCULTURA (MB/BACT)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
M 529 521 539 539 582 582 583 583 C+ C-

1 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®, Life Technologies)
2,4 ,6 e 8-PCR positiva para M. avium (fragmento 140pb)

3, 5, 7 - PCR negativas para M. tuberculosis

10 -controle positivo para M. avium

11 - controle negativo.

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%

PCR para M. avium segundo Protocolo de HAAS (1997) e para M. tuberculosis segundo Protocolo de
EISENACH (1990)
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FIGURA 19 — PCR PARA POSITIVA M. tuberculosis E NEGATIVA PARA M. avium DOS FRASCOS
DE HEMOCULTURA (MB/BACT)

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
506 504G 518 6% ®2» 522 541 541 O+ M

1, 3, 5 e 7- PCR positiva para M. tuberculosis (fragmento 123pb)

2, 4, 6 e 8 - PCR negativas para M. avium

9 - controle positivo para M. tuberculosis

10 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®, Life Technologies)
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%

PCR para M. avium segundo Protocolo de HAAS (1997) e para M. tuberculosis segundo Protocolo de
EISENACH (1990)

FIGURA 20 — PCR POSITIVA PARA M. tuberculosis E NEGATIVA PARA M.avium DOS FRASCOS
DE HEMOCULTURA (MB/BACT)

1 2 3 < 5
] 565 569 C+ C-

1 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®. Life Technologies)
2 - PCR positiva para M. tuberculosis (fragmento 123pb)

3 - PCR negativa para M. avium

4 - controle positivo para M. tuberculosis

5 - controle negativo.

NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%

PCR para M. avium segundo Protocolo de HAAS (1997) e para M. tuberculosis segundo Protocolo de
EISENACH (1990)
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5.6 PCR PARA M. avium DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO

Das oitenta amostras de sangue periférico testados por PCR para detecgéo
de M. avium, somente trés apresentaram-se como positivas. Portanto das 7
amostras positivas para M. avium nas hemoculturas, somente 3 foram positivas na
PCR do sangue periférico, sendo 4 amostras falso-negativas (Figuras 21 e 22). A
sensibilidade e a especificidade da PCR realizada diretamente do sangue periférico
foi de 42,9% e 100% respectivamente (Tabelas 5 e 6)

Nas figuras 23 e 24 sédo apresentados os resultados das eletroforeses gel
das PCRs obtidas dos frascos de hemocultura positiva e do sangue periférico para

M. avium.

5.7 PCR PARA M. tuberculosis DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO

Das oitenta amostras de sangue periférico testadas por PCR para detecgéo
de M. tuberculosis nenhuma se mostrou positiva. Portanto as 5 amostras positivas
para Mycobacterium tuberculosis nas hemoculturas foram negativas para a PCR,
quando esta foi realizada diretamente em amostras do sangue periférico. Cinco
amostras de sangue deram resultados falso-negativos (Tabelas 5 e 6). Nas figuras
23 e 24 sao apresentados os resultados das eletroforeses da PCR realizada para M.
tuberculosis dos frascos de hemoculturas positivas e do sangue periférico.

Para confirmar estes resultados, estas mesmas amostras foram
submetidas em paralelo a outro método de PCR (Kit Amplicor® Mycobacterium
tuberculosis (MTB) Test Roche). Todas as amostras testadas apresentaram uma
absorbancia inferior a 0.350 e foram consideradas negativas (Figura 25).

Os resultados obtidos confirmaram que as amostras de sangue testadas

foram negativas para a presenca de DNA do Mpycobacterium tuberculosis.
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FIGURA 21 - PCR PARA M. avium DOS FRASCOS DE HEMOCULTURA MB/BACT (h) E DO
SANGUE PERIFERICO (sp)

1 2 03 4 5 & 1 g8 9 0 1
M 5050 508sp 5130 513sp 521h &21sp 5H3Gh 53%sp O -

1- Marcador de peso molecular 100 Bp (Gibco-BRL®.Life Technologies)
2, 4, 6 e 8 - PCR positiva para M. avium das hemoculturas
3 e 5 - PCR positiva para M. avium do sangue periférico
7 e 9 - PCR negativa para M. avium do sangue periférico
10 - controle positivo para M. avium
11 - controle negativo
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR PARA M. avium SEGUNDO PROTOCOLO DE HAAS (1997)

FIGURA 22 — PCR PARA M. avium DOS FRACOS DE HEMOCULTURA MB/BACT (h) E DO
SANGUE PERIFERICO (sp)

—
1 2 3 4 5 7 & 9
M 515 582h 582

1- Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®.Life Technologies)
2,4 e 6-PCR positiva para M. avium da hemocultura
3 e 5 - PCR negativa para M. avium nos sangue periférico
7- PCR positiva para M. avium do sangue periférico
8 -controle positivo para M. avium
9 - controle negativo.
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. avium segundo Protocolo de HAAS (1997)
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FIGURA 23 - PCR PARA M. tuberculosis DOS FRASCOS DE HEMOCULTURA MB/BACT (h) E DO
SANGUE PERIFERICO (sp)

1 3 4 5 (] 7
508H 2 518k 51950 C+ C- (]

12306

1, 3 PCR - positiva M. tuberculosis dos frascos de hemocultura
2 e 4 - PCR negativa para M. tuberculosis do sangue periférico;
5 - controle positivo para M. tuberculosis
6 - controle negativo
7 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®, Life Technologies)
NOTA: : Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. tuberculosis segundo Protocolo de EISENACH (1990)

FIGURA 24 - PCR PARA M. tuberculosis DOS FRASCOS DE HEMOCULTURA MB/BACT (h) E DO
SANGUE PERIFERICO (sp)

1 2 3 4 8 6 7 8 9
522h 52xp 541h  541sp  569h  569sp C c- M

123phue

1, 3 e 5 -PCR positiva para M. tuberculosis dos frascos de hemocultura
2, 4 e 6 - PCR negativa para M. tuberculosis de amostras de sangue periférico
7- controle positivo para M. tuberculosis
8 -controle negativo
9 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®Life Technologies)
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%

PCR para M. tuberculosis segundo Protocolo de EISENACH (1990)
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FIGURA 25 — RESULTADO DA PCR PARA M. tuberculosis DAS AMOSTRAS DO SANGUE
PERIFERICO, QUE TIVERAM HEMOCULTURA POSITIVA, UTILIZANDO O KIT
AMPLICOR MTB - ROCHE - DETECCAO POR ELISA

SP- sangue periférico; CP- controle positivo; CN- controle negativo.
absorbancias observadas: controle negativo: 0.02; controle positivo:0.572;
amostra 509:0.024; amostra519:0.017; amostra 522:0.018; amostra 541:0.043; amostra 569:0.034

5.8 PCR PARA B-GLOBINA

Todas as PCRs do sangue periférico foram realizadas utilizando-se
também os “primers” especificos para o0 gene da p-globina, a fim de verificar se
houve ou nao perda de DNA nos procedimentos de extragdo ou inibigdo da reagédo
de amplificagdo das amostras. Os resultados demonstraram uma boa resolugéo,
com a presenga do gene da [-globina em todas as amostras testadas, ndo havendo
perda do DNA nem inibicdes da reacdo da PCR nas amostras de sangue periférico
(Figura 26).

A PCR para o gene da pB-globina foi também realizada nas amostras dos
frascos de hemoculturas negativas como controle interno para verificar se nao houve
perda do DNA extraido. Contudo, apds varias tentativas frustradas, foram realizados
experimentos para verificar a possivel perda de integridade do DNA da p-globina nas

amostras de hemoculturas incubadas por periodos longos. Os resultados destes
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frascos de hemocultura MB/BacT apos 40 dias de incubacgao no sistema BacT/Alert.
A PCR do gene da B-globina realizada nos diferentes tempos de incubag¢do foram
positivas somente no tempo zero de incubacao e fracamente positiva no tempo de

10 dias, enquanto que nos tempos 20, 30 e 40 dias de incubacao a PCR se
apresentou negativa (Figura 27).
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FIGURA 26 - PCR PARA B-GLOBINA DO SANGUE PERIFERICO

i 2 3 4 &5 6 7 8 9
M

1 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®.Life Technologies)
2 a9 - PCR positiva para p-globina
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para M. avium e B-globina segundo Protocolo de KULSKI (1995)

FIGURA 27- PCR PARA B-GLOBINA DOS FRASCOS DE HEMOCULTURA (MB/BACT)

1 2 3 4 5 8

500 s
400 momipe
300 =i
200 mmmp

100w

1 - Marcador de peso molecular 100 bp (gibco-BRL®, Life Technologies);
2 - PCR positiva para B-globina no tempo 0 de incubagao
3 - PCR fracamente positiva no tempo 10 dias de incubagao
4,5 e 6 - PCR negativa para B-globina nos tempos 20,30 e 40 dias de incubagéo.
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 1,5%
PCR para -globina segundo Protocolo de KULSKI (1995)



DISCUSSAO

6 DISCUSSAO

As infeccdes por micobactérias sao frequentes em individuos com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida(MONTESSORI et al., 1996), sendo o M.
avium e o M. tuberculosis os agentes etiolégicos mais comumente identificados
(MODIVELSKY et al., 1989). A forma disseminada da infecgcdo por micobactérias em
pacientes com SIDA ¢ descrita em diferentes estudos. Uma investigacédo feita no
Canadd, sobre a prevaléncia de micobactérias em amostras de sangue de
pacientes HIV positivos de varias cidades, demonstrou o predominio de M. avium e
de M. tuberculosis, sendo a prevaléncia do M. avium mais elevada na maioria dos
estudos (MONTESSORI et al.,1996).

Diferentes trabalhos relatam que infecgdes por M. avium ocorrem em média
em 15-25% dos pacientes com SIDA (CLARK et al.,1991; HORSBURGH, 1991;
NIGHTINGALE et al., 1992). A analise de achados de necrdpsias comprovou que 47
a 50% dos pacientes com SIDA estavam infectados por M. avium (WALLACE e
HANNAH, 1985). Entretanto, NIGHTINGALE,(1992) encontrou somente 12% de
hemoculturas positivas para micobactérias em pacientes com SIDA.

A deteccdo de M. tuberculosis em amostras de sangue é menos frequente,
sendo sua pesquisa indicada apenas nos pacientes com SIDA, imunossupressao
grave, sintomas clinicos sugestivos, ou ambos (SALTZMAN et al. 1986;
BARBER,CRAVEN, McCABE, 1990; REIMER et al, 1997). Nos paises
industrializados, a micobacteriemia & causada principalmente por M. avium,
enquanto que nos paises em desenvolvimento a micobacteriemia é causada por M.
tuberculosis (REYN, 1999). Nos paises da Africa, a micobacteriemia pelo M.
tuberculosis € muito alta (28-46%), enquanto que a causada por M. avium é em
média de 10% (ARCHIBALD et. al. 1998; GOTTEBERG, et al., 2000). As causas
destas diferengas néo estdo totalmente esclarecidas, embora a alta prevaléncia na
populagdo e consequentemente maior exposicdo a tuberculose em paises em
desenvolvimento seja um dos principais fatores, enquanto que nos paises

industrializados, a tuberculose esta confinada a grupos restritos. Ao contrario, o M.



DISCUSSAO 69

avium é ubiquo na natureza e infecta somente pacientes imunocomprometidos,
como os pacientes portadores do HIV (REYN, et al.,1996).

Ha poucos estudos no Brasil referentes a prevaléncia de micobacteriemia
em pacientes com SIDA e todos eles utilizaram a cultura como método padrao para
deteccdo de micobactérias. Alguns destes se referem a estudos retrospectivos
analisando diferentes tipos de amostras clinicas. RAMOS et al. (2000) do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (Sao Paulo), em 1996 analisaram
retrospectivamente, a positividade para micobactérias em 51 pacientes com SIDA
através de cultura em varios tipos de amostras clinicas, incluindo sangue. Estes
autores observaram a presenca de M. tuberculosis em 5% e de M. avium em 17%
das amostras de sangue. BARRETO et al. (1993) realizaram estudo em cultura de
aspirados de medula éssea de pacientes HIV positivos, de maio de 1990 a abril de
1992, no Instituto de Infectologia Emilio Ribas (Sao Paulo) e encontraram uma
prevaléncia de 18,4% para M. avium e de 7,2% para M. tuberculosis. Em outro
trabalho realizado ﬁo Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo), no periodo de 1994 a 1997,
AILY et al. (1999) analisaram 1521 amostras de sangue de pacientes com SIDA e
namero de linfécitos CD4<100cel/ul e encontraram uma positividade de 9,9% para
micobactérias, utilizando o sistema bifasico de hemocultura.

No presente trabalho, a prevaléncia de hemoculturas positivas para
micobactérias foi de 15% (12/80), tendo-se utilizado sistema BacT/Alert. Esta
prevaléncia foi inferior as observadas por RAMOS et al. (2000) de 22% e por
BARRETO et al. (1993) de 25,6%. No entanto, deve-se considerar que os estudos
realizados por Ramos foram antes do advento da terapia anti-retroviral combinada
potente, iniciada em 1997(coquetel anti-HIV) com base em uma combinacgao de anti-
retrovirais que incluem um inibidor de protease e inibidores da transcriptase reversa
ndo-nucleosideos e nucleosideos. Todos os pacientes incluidos no presente estudo
estavam sob uso da terapia anti-retroviral combinada potente. Além disso, deve-se
considerar que BARRETO et al. (1993) analisaram a prevaléncia de micobactérias
em amostras de aspirado de medula éssea. A menor prevaléncia de micobactérias
observada por AILY et al. (1999) provavelmente deve-se a sensibilidade da
metodologia utilizada. Enquanto esses autores utilizaram o sistema bifasico de
hemocultura que consiste de um meio sélido de Lowenstein-Jensen e meio liquido

de Middlebrook 7H9, no presente trabalho utilizou-se o sistema automatizado de
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monitoramento continuo. Varios estudos tém demonstrado que a utilizacdo de
sistemas automatizados de monitoramento continuo aumenta a sensibilidade e
reduz o tempo para a deteccdo de micobactérias em amostras de sangue
(METCHOCK, NOLTE e WALLACE, 1999).

Neste estudo, a prevaléncia do M. avium foi de 8,8% (7/12) e do M.
tuberculosis de 6,2% (5/12) das amostras. Apesar de a prevaléncia de
micobacteriemia por M. avium ser inferior as relatadas em estudos anteriores, de 15
a 24% (HORSBURGH, 1991), esta foi superior aos resultados recentemente
descritos por JACOMO et al. (1998) no qual apenas 5% das amostras de sangue
foram positivas para M. avium. Esta diferenca na prevaléncia de micobacteriemia
entre os estudos publicados anterior e recentemente deve estar relacionada a
utilizacdo da terapia anti-retroviral combinada potente. Isto porque estudos
realizados até 1997, nao estavam associados ao emprego da terapia anti-retroviral
combinada potente. Apds a introducdo deste esquema terapéutico, diferentes
estudos indicaram que houve uma diminui¢cdo significativa (>50%) das infec¢des
oportunistas no periodo de 1992 a 1997, principalmente em relagdo a prevaléncia de
M. avium e Cytomegalovirus (KOVACS, 2000). Além disso, a utilizacao desta terapia
anti-retroviral causou grande impacto na queda do indice de mortalidade, que caiu
de 21,9/100 pessoas com SIDA em 1994 para 3,7/ 100 pessoas com SIDA em
1997 (PALELLA et al.,1998). Dados referentes ao risco de adoecimento por
tuberculose em individuos HIV positivos sugerem que este reduziu em
aproximadamente 10 vezes e que a incidéncia da tuberculose nestes pacientes
diminuiu em até 75 vezes quando comparada as taxas encontradas antes do
advento da terapia anti-retroviral combinada potente (BRASIL, Comité Assessor para
Co-infecgcéo HIV/Tuberculose, 2000).

Enquanto varios estudos relatam dados sobre a micobacteriemia causada
por M. avium, os relatos de micobacteriemia por M. tuberculosis sédo escassos. A
bacteriemia por M. tuberculosis era incomum até o advento da SIDA, e a maioria dos
estudos se baseou em uma casuistica pequena. A prevaléncia de 6,2% encontrada
neste trabalho para M. tuberculosis é similar & observada para M. avium (8,8%),
diferindo de outros estudos de paises industrializados onde o M. avium é mais
frequente e de paises em desenvolvimento onde o M. tuberculosis tem maior

prevaléncia. Porém, como ja mencionado anteriormente a baixa prevaléncia de
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micobactérias para M. avium e M. tuberculosis nos pacientes aqui estudados deve
estar relacionada a utilizagdo da terapia anti-retroviral. Entretanto, estudos
epidemioldgicos com maior nimero de amostras deverdo ser realizados para
confirmar a real prevaléncia de M. avium e M. tuberculosis nos pacientes com SIDA
no nosso meio, apos a introducéo da terapia anti-retroviral.

As freqiéncias dos isolados de M. avium 7/12 (58,3%) e de
M. tuberculosis 5/12 (41,6%) encontradas no presente estudo diferem daquelas
publicadas por RAMOS et al. (2000), que foram de 45% para M. avium e 55% para
M. tuberculosis. Esta diferenga provavelmente esta relacionada ao tipo de amostra
analisada, pois nesta pesquisa analisou-se somente amostras de sangue, onde o
M. avium é mais frequente, enquanto que no trabalho de Ramos, as micobactérias
foram isoladas de diferentes amostras clinicas como escarro, sangue, bidpsias e
liquor. A diferenca relacionada ao tipo de amostras analisadas pode ser confirmada
pela concordancia dos resultados encontrados neste estudo e os obtidos por AILY
et al. (1999), que também utilizaram amostras de sangue e demonstraram uma
freqiéncia de 53,8% de culturas positivas para M. avium. Portanto, o uso de
diferentes amostras clinicas também pode influenciar a detecgdao do M. avium e do
M. tuberculosis.

A susceptibilidade a infeccbes oportunistas aumenta quando a
imunodeficiéncia se torna mais severa. Nos pacientes com SIDA, o nimero de
linfocitos CD4* é o valor preditivo mais fidedigno para infecgdes oportunistas
(KOVACS,2000). Isto porque, a principal resposta protetora contra os
microorganismos intracelulares & a imunidade celular mediada pelas células T, onde
os linfécitos CD4* tém um papel fundamental. Assim, individuos com imunidade
celular deficiente como os pacientes com SIDA, tornam-se suscetiveis a infecgoes
por bactérias intracelulares como as micobactérias(CREVEL, OTTENHOFF, MEER,
2002).

O principal fator de risco para infecgdes oportunistas pelo M. avium esta
relacionado com o ndmero de linfécitos CD4*, e nao com a idade, sexo ou raga
(NIGHTINGALE et al., 1992).

Enquanto que, a freqiéncia da co-infecgéo pelo HIV e pelo M. tuberculosis
é determinada pela epidemiologia de cada destas doengas em uma determinada

populagdo. Altas taxas desta co-infeccdo sdo encontradas em individuos



DISCUSSAO 72

desabrigados, usuarios de drogas, populagao nao branca, imigrante e refugiada de
paises em desenvolvimento (COCK et al.,1996).

Em estudos conduzidos antes da terapia anti-retroviral potente, observou-
se que pacientes com linfécitos CD4" acima de 200 cel/ul tinham baixo risco para
infecgdes oportunistas, e que o risco dos pacientes adquirirem infecgbes
oportunistas aumenta com a diminuicdo do nimero de células CD4 (KOVACS,2000).
Apesar da carga viral do HIV fornecer um prognéstico para o risco de SIDA, esta
nao se correlaciona com o risco especifico de infecgbes oportunistas
(KOVACS,2000). Em um estudo onde se relacionou a incidéncia do M. avium com o
numero de células CD4, evidenciou-se a infeccao em 39% * 6% dos pacientes com
células CD4<10cel/ul e em 3% = 1% dos pacientes com células CD4 100-199cel/ul
(NIGHTINGALE et al.,1992). As infeccbes por M. tuberculosis costumam ocorrer
quando o paciente apresenta contagem de linfécitos CD4 entre 200 a 300 cel/ul
(COCK et al.,1996), porém as formas extrapulmonares costumam aparecer quando
os linfécitos CD4 estdao mais baixos, entre 15 a 114 cel/ul (REYN, 1999).

No presente trabalho, um dos critérios de inclusdo dos pacientes foi a
contagem de linfécitos CD4<100cel/ul. A micobacteriemia pelo M. avium foi
detectada em pacientes com contagem de linfécitos TCD4™ a partir de 7cel/ul, sendo
a média de linfécitos TCD4* de 48,5cel/ul nestes pacientes. Esta média, no entanto
ndo inclui um paciente com contagem de linfécitos CD4 de 311cel/ul, o qual
apresentou infecgao pelo M. avium. Por outro lado, as infecgdes por M. tuberculosis
ocorreram em pacientes com linfécitos TCD4* acima de 50cel/ul, em média de 80,0
cel/ul. Estes dados corroboram o fato de que individuos com imunossupresséao mais
grave estdo suscetiveis a infecgdes por M. avium, e que a infeccao por
M.tuberculosis em formas extra pulmonares também costumam aparecer com
contagens mais baixas de linfécitos TCD4".

Apesar de seis pacientes apresentarem contagem de CD4> 100cel/pul,
foram incluidos no presente estudo por manifestarem sintomas clinicos sugestivos
de micobacteriemia. Dois destes pacienties apresentaram hemocultura positiva para
M. avium, com contagem de células CD4 de 112 cel/ul e de 311cel/ul,
respectivamente. Esse ultimo paciente apresentava o M. avium ha dois anos, com

linfoadenopatia e fosfatase alcalina elevada, sugerindo que apesar da reconstituicao
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imunolégica, o sistema imunoldgico nao foi capaz de debelar o microorganismo, ou
uma provavel resisténcia aos tratamentos preconizados. Também ha limitacOes
quanto a terapia anti-retroviral, pois apesar de muitos pacientes receberem terapia
anti-retroviral nem todos acabam aderindo totalmente a terapéutica. Além disso,
muitos pacientes podem apresentar intolerancia a medicagao ou mesmo aderindo ao
tratamento, a imunidade nao é restaurada a niveis que reduzam os riscos as
infeccoes oportunistas (KOVACS, 2000).

O diagnéstico laboratorial classico das micobactérias é realizado pelo
isolamento e identificacdo das espécies. Os métodos de escolha para a
identificagdo definitiva das espécies na maioria dos laboratérios sdo: a baciloscopia,
a cultura em meio sélido e os testes bioquimicos (POONPILAS, 2001). O cultivo em
meio solidificado costuma levar 4 semanas para se obter um indculo suficiente para
realizar os testes bioguimicos (KOX et al.,1995). No presente trabalho, todos os
frascos de hemoculturas positivos foram semeados em meios de Léwenstein-Jensen
e realizada a identificagdo bioquimica de acordo com o Manual de Bacteriologia da
Tuberculose, (1994). Nao houve discrepancia nos resultados de identificagdo das
espécies. Oito frascos (8/80) foram detectados como positivos no sistema BacT/
Alert. Apos os procedimentos de baciloscopia, sub cultivo em meio de Lowenstein-
Jensen e PCR para M. avium, M. tuberculosis e Mycobacterium sp todos os
resultados se apresentaram como negativos. Portanto, essas amostras forneceram
um sinal falso positivo nos frascos de hemocultura, pelo sistema BacT/Alert. Uma
desta causas como descrito pelo fabricante pode ser a alta concentragdo de
leucécitos nessas amostras (ORGANON TEKNIKA, 2000). Contudo, apés
investigacdo dos prontudrios desses pacientes, sete pacientes apresentavam
leucopenia na época da coleta das hemoculturas com contagem de leucécitos de
2.400/ul, 2.400/ul, 2.800/ul, 2.900/ul, 3.200/ul, 4.000/ul e 4.200/ul e somente 1
paciente apresentou leucécitos de 12.000/ul. Portanto, o sinal positivo detectado
pelo sistema BacT/ Alert nessas amostras nao ¢ justificado por um alto numero de
leucdcitos, sendo provavelmente devido a outros fatores no sistema de
monitoramento.

O diagnodstico inicial da infeccédo por micobactérias é freqlientemente
baseado em sinais e sintomas clinicos. A correta e rapida identificacao das espécies

de micobactérias é importante para o direcionamento correto da terapéutica que se
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pode iniciar com a terapia tripla ou quadrupla dependendo da micobactéria isolada
(HORSBURGH,1991), havendo portanto uma necessidade de se diminuir o tempo
para a sua identificacdo. O Mycobacterium tuberculosis nao pode ser distinguido das
micobactérias atipicas pela baciloscopia, e os métodos tradicionais descritos acima
exigem um tempo prolongado para a sua identificagdo. O tratamento para M.
tuberculosis difere daquele utilizado para a infeccao por M. avium, que costuma ser
mais resistente ao tratamento preconizado (ELLNER, GOLDBERGER,
PARENTI,1991). Pacientes com micobacteriemia disseminada por M. tuberculosis
podem ter uma sobrevida maior se comecarem precocemente o tratamento
adequado. Além disso, ha necessidade de isolamento do paciente quando este for
infectado por M. tuberculosis (BARBER; CRAVEN; MCCABE, 1990; KOX et al.,
1995).

Para se reduzir o tempo de identificacdo e aumentar a sensibilidade e
especificidade dos métodos de identificacdo das micobactérias, varias alternativas
tém sido estudadas. O uso de sondas de A&cidos nucléicos marcados
radioativamente ou nao, oferecem uma alternativa rapida e reprodutivel para
identificacdo precoce das espécies de micobactérias. Porém, estas sondas
comerciais sdo de alto custo e muitas vezes apresentam problemas de
especificidade (SION et al., 1999). Estudos realizados por LOURO et al. (2001) com
sondas comerciais Accu-Probe (Gene-Probe, San Diego, Calif. USA) sugerem que a
sua utilizacdo é adequada para deteccao do M. tuberculosis, porém é restrita para
outras micobactérias. A sensibilidade na identificagdo do M. gordonae e do M.
avium foi de 50% e 24,2%, respectivamente, com resultados falsos negativos com o
“cut off' de 30,000 (RLU) recomendado pelo fabricante, demonstrando que este
teste ndo possui a sensibilidade necessaria para uso em diagnéstico laboratorial
para identificagcao de micobactérias atipicas.

As técnicas de biologia molecular, ou seja, a andlise e caracterizagéo do
material genético, representam um recurso extremamente importante no diagnédstico
laboratorial rapido e eficaz de uma série de doencgas, sobretudo as doengas
infecciosas e de carater genético. A PCR é uma das técnicas mais difundidas para o
diagndstico precoce das infecgOes oportunistas em pacientes imunodeprimidos.
Varios investigadores tém descrito a PCR como uma técnica rapida e sensivel para

a deteccdao do DNA das micobactérias em espécimes clinicos e isolados de cultura
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(KULSKI et al.,1995; FOLGUEIRA et al.,1996; FRANCESCO et al.,1996; SION et
al.,1999;).

No presente trabalho, as micobactérias foram detectadas diretamente do
sangue periférico e a partir dos frascos de hemocultura através da PCR utilizando-se
diferentes protocolos. Com isto obteve-se bons resultados na identificagcdo precoce
das micobactérias a partir dos frascos positivos de hemocultura, com menor custo
que as sondas comerciais.

Os procedimentos para a PCR devem levar em conta os cuidados para
evitar resultados falsos positivos pela contaminagao entre amostras ou carreamento
de amplicons. Resultados falsos negativos podem ocorrer devido a presenca de
Rnases ou Dnases que degradam os acidos nucléicos e inibidores na amostra
clinica, que podem ser substédncias como o fenol, heparina, heme, poliaminas,
polissacarideos de plantas, urina e alginato de calcio. O mecanismo mais conhecido
para a inibicdo da PCR, é através da inibicdo direta da enzima DNA polimerase
(WIEDBRAUK, WERNER, DREVON,1995).

Foi demonstrado que a inibicdo da PCR pode ocorrer em mais de 40% das
andlises em amostras de sangue (BOGNER et al.,1997). No presente estudo, a
presencga de inibidores no sangue periférico foi investigada pela deteccédo do gene
da B-globina através da PCR, com "primers" especificos que serviram de controle
para a PCR. Através deste controle verificou-se que nao ocorreram inibicoes da
PCR, durante a extragédo e a purificagcdo do DNA através da metodologia utilizada
(Kit Genomic Prep). O uso deste sistema apresentou portanto bons resultados na
deteccao do DNA nas amostras de sangue periférico.

Entretanto, a deteccdo do gene f-globina a partir dos frascos de
hemoculturas negativas, apos 42 dias de incubacéo, foram realizadas sem sucesso.
Apés a elaborac@o de um experimento para verificar se a integridade do DNA da B-
globina nao foi comprometida apds 42 dias de incubagdo com agitagciao constante e
temperatura de 37°C, observou-se que so € possivel amplificar o gene da B-globina
de frascos de hemoculturas até no maximo 10 dias de incubagédo. Apds 42 dias de
incubag&o, que € o tempo preconizado para incubagéo dos frascos de MB/BacT no
Sistema BacT/Alert, o DNA da B-giobina presente nos frascos se degrada, ndo

possibilitando a amplificagdo da B-globina destas amostras apds o tempo total de
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incubagao.

O impedimento para o uso rotineiro da PCR na identificagdo de
micobactérias, se deve a dificuldade na extracédo do DNA gendmico, pela complexa
estrutura da parede celular das micobactérias que possuem uma alta quantidade de
lipidios e acidos micdlicos, resistentes ao simples processo de lise com alcalis fortes
ou acidos.

Varios métodos de extracido do DNA de micobactérias foram testados,
como: a utilizacdo de enzimas (proteinase K ou lisozimas) e desnaturantes de
proteina (fenol e cloroférmio). Porém esses métodos se mostraram ineficazes em
razao da lise insuficiente das células, perda do DNA durante o processo de
purificacdo ou da presenca de inibidores da PCR (KULSKI e PRYCE,1996).

Neste trabalho, a primeira tentativa de extracdo de DNA das micobactérias
do frasco de hemocultura positiva (MB BacT/Organon) foi utilizando-se o Kit
Genomic Prep Blood DNA Isolation (Amersham Pharmacia Biotech). Contudo, este
método se apresentou totalmente ineficaz na amplificagao do DNA gendémico das
micobactérias, provavelmente por inadequada lise da parede celular das
micobactérias ou pela falha na remog¢ao dos inibidores da PCR.

Em seguida, foi utilizada a metodologia descrita por FREDERICKS e
RELMAN (1998), que obtiveram sucesso na amplificagdo do DNA de bactérias a
partir de frascos de hemoculturas (BacT/Alert anaerobic media, Organon Teknika),
através do método de extracdo organica com alcool benzilico e guanidina
hidrocloridrica. No presente estudo, este método também néo possibilitou ampilificar
o DNA das micobactérias. Uma possivel causa foi a utilizacdo de quantidade
insuficiente de tampao de lise, na proporgao de 1:1 da amostra com o tampé&o de
lise, quantidade esta que foi provaveimente insuficiente para lisar a parede celular
das micobactérias. Além disso, os experimentos de FREDERICKS e RELMAN foram
realizados com Escherichia coli e Bordetella pertussis, bactérias que n@o possuem
as caracteristicas da parede celular das micobactérias.

O método de extracao descrito por BOOM, et al. (1990) foi a terceira
tentativa utilizada nesta pesquisa. Este método baseia-se na liberagdo de acidos
nucléicos pela acao do tiocianato de guanidina e TritonX-100, reagentes que lisam
qualquer particula viral e células presentes na amostra, enquanto as Rnases e

Dnases presentes na amostras sdo inativadas pela alta concentracdo de sal. Em
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seguida, todos os acidos nucléicos presentes na amostra ligam-se as particulas de
silica adicionadas a reacao. Estas particulas, agindo como fase sélida, sdo lavadas
varias vezes, e finalmente os acidos nucléicos sado eluidos da fase sélida (BOOM et
al.,1990). Este método porém apresentou baixa reprodutibilidade nos experimentos
conduzidos, algumas vezes apresentado amplificacéo e outras néo.

FREDERICKS E RELMAN (1998), através de varios experimentos,
demonstraram que um dos produtos que inibia a amplificagdo na PCR era o
polianetol sulfato de sédio (SPS), um dos componentes dos frascos de hemocultura
MB/Bact. SPS é um anticoagulante que participa também na inibicdo da fagocitose,
inativa a cascata do sistema complemento, participa na remocdo de certos
antibiéticos como os aminoglicosideos-aminocitol, polimixinas e de proteinas
catidbnicas, aumentando assim a taxa de crescimento bacteriano (EDBERG e
EDBERG,1993). '

Assim como as moléculas de DNA, o SPS é um polidnion de alto peso
molecular, soluvel em agua e insoluvel em alcool, por isso se Iigé as particulas de
silica na presenca de caotropicos, sendo eluido junto com o DNA e age inibindo a
reacao da PCR. FREDERICKS e RELMAN (1998) utilizaram o alcool benzilico no
processo de purificagdo do DNA bacteriano, a fim de eliminar o SPS. Na
metodologia apresentada pelos autores o tampao de lise utilizado foi guanidina
hidrocloridrica (5.0M guanidina hidrocloridrica,-100mM Tris, pH 8,0) enquanto no
presente trabalho foi utilizado o tampao de lise (5 mol/L tiocianato de guanidina,
Triton-X-100 e Tris/HCI), que faz a quebra do SPS em A&lcool benzilico. A partir
desses dados, incluiu-se no método de extracdo de Boom mais um passo de
lavagem utilizando o alcool benzilico, visando eliminar o SPS presente na
hemocultura. Com esse novo método de extracao (método de Boom modificado)
obteve-se 100% de amplificagdo das amostras de hemoculturas positivas,
demonstrando 6tima reprodutibilidade.

A utilizacdo de diferentes tampdes de lise (O e R) teve influencia na
amplificagdo do DNA das micobactérias de acordo com o método de extragao
utilizado. A composi¢ao do tampao O (tiocianato de guanidina 5 mol/l, Triton X-100,
Tris/HCI) difere do tampao R (tiocianato de guanidina 68%, 3% ditiotreitol, Tris-HCI
<1%glicogénio). O tampao de lise R apresentou superior qualidade ao tampao de

lise O quando se utilizou 0 método de Boom. Quando se utilizou o tampao de lise O,
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ndo ocorreram amplificacdes do DNA das micobactérias de muitos frascos de
hemoculturas positivas. Uma das causas pode estar relacionada a composi¢cao do
tampao de lise; no tampéao "R" tem-se o glicogénio que ajuda a precipitar o DNA das
amostras. O método de Boom modificado por outro lado, ndo apresentou diferenga
nas bandas amplificadas, utilizando os diferentes tampdes, demonstrando ser efetivo
independente do tampao de lise utilizado.

Em relagdo a concentracdo do DNA extraido dos frascos de hemocultura,
observou-se diferenca significativa entre as concentragcdes obtidas através dos
métodos de Boom e Boom modificado (p=0.027). Apesar destas medidas terem sido
realizadas em somente 7 amostras, o método de Boom modificado apresentou uma
concentracao de DNA de micobactérias significativamente maior do que aquela
obtida pelo método de Boom, demonstrando ser mais eficaz na extragdo do DNA.

Para deteccdao do M. avium utilizou-se neste estudo dois diferentes
protocolos de PCR. O primeiro protocolo seguiu a orientagdo das pesquisas
realizadas no laboratério de Biologia Molecular do Instituto da Crianga da
Universidade de Heidelberg, Alemanha, coordenado pelo Dr. Walter HAAS, em 1997
(comunicacéo pessoal, dados nao publicados). Os “primers" utilizados nesse
protocolo sdo sequéncias de insercao 1S1245. As seqléncias de insercao
apresentam varias caracteristicas e sdo utilizadas em avaliagées epidemioldgicas e
em estudos de taxonomia e filogenética (GUERRERO et al., 1995). As sequéncias
de insercdo IS 1245 sdo especificas para o M. avium (M. avium subsp. avium,
M.avium subsp, paratuberculosis e M. avium subsp. silvaticum).

Uma pesquisa conduzida por BEGGS, STENANOVA e EISENACH (1999),
mostrou que em pacientes HIV positivos, 85% dos isolados de micobactérias eram
M. avium e em pacientes HIV negativos 86% dos isolados eram M. intracellulare. Um
total de 15% dos isolados de M. avium dos pacientes com HIV nado possuia as
sequéncias de insercdo 151245, enquanto 7% dos isolados de M. intracellulare
possuiam as insercoes 1S1245. Em razéo disso, outro protocolo de PCR para M.
avium foi utilizado nas amostras dos frascos de hemocultura que foram positivas
para M. avium, a fim de verificar possiveis diferencas na amplificacdo com
“primers" direcionados para diferentes regides do DNA desta micobactéria. A regiao
escolhida para ser amplificada foi 16S rRNA do M. avium segundo KULSKI et al.

(1995). Os resultados obtidos ndo demonstraram diferengas de amplificacdo das
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amostras de hemoculturas positivas para M. avium com "primers" da regido 16S
rRNA, com relagao ao "primers" da regiao 1S1245.

A PCR para M. tuberculosis foi realizada conforme descrito por EISENACH
et al., (1990), utilizando-se "primers" da sequéncia de inser¢do IS 6110, especificos
para o complexo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M.
microti). As seqiéncias de insercdo IS 6110 estédo repetidas no DNA varias vezes
(10 a 20 copias) na maioria das cepas de M. tuberculosis, enquanto no M. bovis o
numero de copias da IS 6110 € menor (1 a 5 cdpias). A especificidade e a natureza
repetitiva dos IS 6110 faz com que seja o alvo ideal para a amplificagcdo do DNA do
M. tuberculosis pela PCR.

As PCRs realizadas dos frascos positivos de hemoculturas evidenciaram
uma sensibilidade e especificidade de 100% na detecgé@o de micobactérias. As taxas
de erro falso positivo, isto é, taxa que indica falsamente a presenga quando
negativo, assim como as taxas de erro falso negativo, isto é, a falha em detectar
presenca quando verdadeiro (JEKEL, ELMORE, KATZ, 1999), foram ambas de
0,0%. Uma das amostras de hemocultura foi detectada como positiva apds 9,3 dias
no sistema BacT/Alert, porém apresentou baciloscopia negativa na coloragdo de
Zielhl-Gabbet. Apos a realizacédo da PCR, esta amostra foi positiva para a presencga
de M. avium. O crescimento bacteriano em meio de Loéwenstein-Jensen desta
amostra so ocorreu apoés 40 dias de incubacao, sendo entdao confirmado como M.
avium através de testes bioquimicos. Este caso demonstra a utilidade da PCR na
confirmacdao e identificacdo precoce das micobactérias quando realizada de
amostras de hemoculturas positivas.

A PCR realizada do DNA extraido diretamente do sangue periférico dos
80 pacientes, somente demonstrou positividade para M. avium em 3 amostras, as
quais também apresentaram hemocultura positiva. Os outros 4 pacientes que
apresentaram hemocuitura positiva para M. avium, tiveram PCR negativa no sangue
periférico. Portanto, a PCR para deteccdo de M. avium do sangue periférico
apresentou uma sensibilidade de 42,9%, especificidade de 100%, taxa de erro falso
positivo de 0,0% e taxa de erro falso negativo de 57,1% quando comparada a
hemocultura. As hemoculturas dos trés pacientes que apresentaram PCR positiva
para M. avium foram detectadas como positivas no sistema BacT/Alert em média em

6 dias de incubacdo, revelando amostras com alta densidade de bactérias.
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Enquanto que, as 4 amostras que apresentaram PCR negativa no sangue periférico,
foram detectadas como positivas no Sistema BacT/Alert, em média apos 12 dias de
incubac@o. Estes dados sugerem que estas amostras possuiam uma densidade
menor de bactérias.

Nenhum dos pacientes estudados apresentou PCR positiva para
M.tuberculosis no DNA extraido a partir do sangue periférico. Portanto, o
M.tuberculosis s6 foi detectado através da PCR, a partir do DNA extraido dos
frascos de cultura. Assim, tanto a sensibilidade como a especificidade da PCR para
deteccao do M. tuberculosis do sangue periférico foi de 0,0% e a taxa de erro falso
negativo de 100,0%, quando comparados com a hemocultura. Estes resultados
foram confirmados através de outra PCR, utilizando o Kit Amplicor Mycobacterium
tuberculosis (MTB) Test Roche, onde todas as 5 amostras de sangue periférico dos
pacientes com hemocultura positiva para M. tuberculosis mostraram-se negativas,
confirmando os dados obtidos pela PCR conforme o protocolo descrito por
EISENACH (1990).

Os resultados negativos da PCR do sangue periférico para M. tuberculosis
devem estar relacionados com a baixa densidade de micobactérias presentes no
sangue durante a micobacteriemia por M. tuberculosis.

Estudos realizados por KIEHN e CAMMARATA (1986) mostraram o
comportamento de hemoculturas de 38 pacientes em relacdao ao nimero de
unidades formadoras de colbnias para M. avium. 14 culturas apresentavam < 1
UFC/ml, 114 culturas apresentavam entre 1 a 100 UFC/ml, 30 culturas entre 101 a
1000 UFC/ml e 19 culturas > 1000 UFC/ml. As hemoculturas positivas para
M.tuberculosis apresentavam um menor numero de UFC: 2 culturas < 1 UFC/ml, 1
cultura com valor entre 1 a 100 UFC/ml e 1 cultura >1000 UFC/ml. Este estudo
demonstra que a micobacteriemia por M. tuberculosis aparece em menor nimero e
em menor densidade de bactérias quando comparada com a bacteriemia por
M.avium. No presente trabalho as hemocuituras levaram em média 16,8 dias para
serem detectadas como positivas para M. tuberculosis no Sistema BacT/Aler,
demonstrando baixa densidade de micobactérias nas amostras. Portanto, estes
resultados confirmam a hemocultura como um método mais sensivel na detecgéo de
micobactérias em amostras de sangue.

A baixa sensibilidade obtida através da PCR para a detecgdo de
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micobactérias diretamente do sangue periférico sugere 3 hipéteses: tanto o M. avium
como o M. tuberculosis circulam no sangue em baixo numero, em bacteriemias
intermitentes e em baixa densidade, ndao permitindo a sua detecgdo em todo o
tempo e em todas as amostras. As hemoculturas para micobactérias, requerem em
média 12 dias para serem detectadas como positivas em sistemas automatizados,
demonstrando a alta prevaléncia de pacientes com baixa densidade de bacteriemia
(BOGNER, 1997) .

Além disso, este problema deve estar relacionado com a pequena
quantidade de amostra processada nos meétodos moleculares. A deteccdao de
hemoculturas positivas esta diretamente relacionada com a quantidade de volume
sanguineo utilizado, sendo esta a variavel mais importante para otimizagcao do
crescimento bacteriano. O nimero de microorganismos presentes no sangue de
adultos é pequeno, menor que 10 UFC/ml e muitas vezes até menor que 1 UFC/ml.
Em adultos, cada mililitro de sangue adicionado nas hemoculturas aumenta a
possibilidade de recuperacao bacteriana em 3% (REIMER, 1997). Enquanto que,
nas hemoculturas utilizou-se em média 5 ml de sangue, na PCR, o processamento
ocorreu com amostras aproximadamente 20 vezes menores, de 325 ul de sangue
total.

Um dos objetivos deste trabalho foi também a andlise de um método
sensivel para o diagndstico precoce de micobacteriemia em pacientes
imunocomprometidos.

A identificacdo precoce das espécies de micobactérias, permite um
direcionamento clinico mais rapido tanto na instituicdo da terapéutica como no
manejo desses pacientes.

A PCR realizada diretamente do sangue periférico possibilitaria detecgao
rapida, especifica e com um custo menor de micobacteriemia. Porém, se mostrou
menos sensivel que a hemocultura.

Por outro lado, a utilizacdo da PCR permitiu a identificagdo precoce das
micobactérias dos frascos de hemoculturas enquanto que nos métodos tradicionais
leva-se em torno de 40 dias para a identificacdo da espécie de micobactérias no
presente trabalho levou-se em média trés dias com um ganho de 37 dias. A
sensibilidade e especificidade foram de 100% e com menor custo do que as sondas

comerciais comumente utilizadas. O método de extragdo do DNA dos frascos de
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hemocultura tem um papel preponderante na sensibilidade da PCR. O método de
Boom modificado, desenvolvido neste estudo, possibilitou uma amplificacéo eficaz
de todas as amostras positivas dos frascos de hemoculturas.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que varios fatores
influenciam a detec¢éao de micobacteriemia através de PCR, tanto em amostras de
sangue periférico, como a partir dos frascos de hemoculturas. O método de extracao
do DNA empregado, quando realizado diretamente dos frascos de hemocultura tem
influéncia direta sobre a sensibilidade da PCR e quando realizado do sangue
periférico apresentou-se relacionado a densidade de bactérias presentes nas
amostras.

Através de revisdo bibliografica ndo foram encontrados relatos no Brasil
sobre a investigacao de micobacteriemia em pacientes com SIDA, utilizando-se a
PCR “in house" em amostras de sangue periférico e nos frascos de hemocultura de

sistemas automatizados, sendo este um estudo pioneiro no nosso meio.
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7 CONCLUSOES

O método de Boom modificado para extracdo e purificagcdo do DNA das
micobactérias desenvolvido no presente trabalho, mostrou-se eficaz para
amplificacdo e identificacdo das micobactérias dos frascos de hemocultura através

da PCR, apresentando uma sensibilidade e especificidade de 100%

Quando comparada com a hemocultura, a PCR diretamente do sangue
periférico, apresentou sensibilidade de 42,9% e especificidade de 100% na detecgao
do Mycobacterium avium. Na deteccdo de Mycobacterium tuberculosis tanto a

sensibilidade como a especificidade foi de 0%.

A prevaléncia de micobacteriemia em pacientes com SIDA, detectada através
de hemocultura foi de 15%, sendo 8,8% para o Mycobacterium aviume 6.2 % para o

Mycobacterium tuberculosis.

A PCR realizada a partir do DNA extraido dos frascos de hemocultura
permite uma identificacdo precoce das micobactérias, trazendo beneficios para um

melhor direcionamento terapéutico e manejo dos pacientes.
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ANEXO 1 - TERMO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Curiiba, 30 de maio de 2.001.

imo (&) {s) Sr. (a){ s)
Sueli Massumi Nakatani
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de pesquisa intitulade ™ DETECCAO
MOLECULAR DO MYCOBACTERIUM AVIUM EM AMOSTRAS DE SANGUE DE PACIENTES
PORTADORES DE HivV-1" esid de acordo com as normas élicas estabelecidas pela
Resolugdo n® 196/96 do Ministério da Satde.

Protocolo CEP-HC n® 031EXT.013/2001-05

O referido projeto foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parang,
em reuniao realizada no dia 29 de maio de 2.001

Sendo o que se apresenta para 0 momento, subscrevo-me,

Atenciosamente
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§ ~ ;

Prof:-Br.-Rénato Tambara Filho
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Seres Humanos do Hospital de Clinicas - UFPR
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

a) O objetivo desta pesquisa é:

Detecgao Molecular do Mycobacterium avium em amostras de sangue de
pacientes com HIV-1.

Correlacao entre Hemocultura e a pesquisa através da técnica da Reacéo
em Cadeia da Polimerase

Caso vocé participe da pesquisa, serd necessario coletar amostras de
sangue total.

Vocé podera sentir algum desconforto no momento da coleta do sangue
que podera ser através de pungao venosa ou arterial.

e) Se houver necessidade de tratamento os possiveis riscos serao
avaliados pelo seu médico

g) Contudo os beneficios esperados sdo: a identificacdo correta do
microrganismo, e o correto direcionamento da terapéutica

h) Os médicos ( nome e telefone ) poderdao ser contatados (local, hora),
sdo os responsaveis pelo seu tratamento e fardo o acompanhamento conforme
consta no padréo ético Vigente no Brasil.

i) Esta garantido todas as informacdOes que vocé queira, antes durante e
depois do estudo.

h) A sua participagado neste estudo € voluntaria. Vocé tem a liberdade de
recusar participar do estudo, ou se aceitar a participar, retirar seu consentimento a
qualquer momento. Este fato ndo implicara na interrupgao de seu atendimento, que
esta assegurado.

j) As informacdes relacionadas ao estudo poderao ser inspecionadas pelos
médicos que executam a pesquisa e pelas autoridades legais. No entanto , se
qualquer informagéo for divulgada em relatério ou publicacéo, isto serad feito sob

forma codificada, para que a confidencialidade seja mantida.
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k) Todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ( como
exames, etc...) ndo sédo de responsabilidade do paciente.

l) Pela sua participagdo no estudo, vocé nao recebera qualquer valor em
dinheiro.

m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera meu nome, e
sim um caédigo.
Eu, li o texto

acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a

participar. A explicagcao que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacao no estudo a qualquer
momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisao afete meu tratamento
com o meu médico. Eu entendi que qualquer problema relacionado ao tratamento
sera tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data [/

Assinatura do paciente

Nome do pesquisador
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ANEXO 3 - PROTOCOLOS DE PCR
Protocolo de PCR para Mycobacterium avium (HAAS)

Exame n° Data: /1
1.
2.
3.
4,
S.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
12.
PCR Master Mix : I“. PCR
e 10 x tampdo PCR com MgCl, 10 ulx = ul
o dNTPs Sulx = ul
e Primer ( NOAH-3 ) 10 ulx = ul
e Primer ( NOAH-5 ) 10 ul x = ul
e Taq polym. ( ) 0,5 ul x = ul
e A. dest. 51,5 pl x = ul
e aliquotar em tubinhos de PCR 90 ul / tubinho
° 10 ul de cada amostra (5 ul contr. posit.)
Magquina de PCR : Método ,, Nr.11 ,,
¢« 94°C : 45 seg
94°C : 30 seg
60°C : 30 seg
72°C : 1 min
« 40 ciclos

« 72°C : 10 min
« 4°C : indef.

Gel horizontal de agarose a 1 % (10 ul amplificado, 1 pl solucdo tampio, 5 ul marcador molecular)
e Fragmento de DNA : 140 bp

Sequéncia dos Primers :

® Primer NOAH-3 : 5 -ACTTCC TGC GCAACGTGCT-3’ (19 bases)
e Primer NOAH-5 : 5’ - ATG CCG GCG ATG GTGTCG -3’ (18 bases)
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Protocolo de PCR para Mycobacterium avium (Kulski)

Exame n° Data: /1

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

PCR Master Mix : 1% PCR
e 10 x tampdo PCR com MgCl, 10 ul x = ul
e dNTPs Sulx = ul
® Primer ( mycav-R ) 10 ul x = ul
e Primer (mycgen-F) 10 ul x = ul
e Taq polym. ( ) 0,5 ul x = ul
* A dest. 51,5 ul x = ul
® aliquotar em tubinhos de PCR 90 ul / tubinho
. 10 ul de cada amostra (5 ul contr. posit.)

Mdgquina de PCR : Método

“— 94°C : 10 min
«— 94°C : 30 seg

64°C : 45 seg
72°C : 45seg
30 ciclos

«— 72°C : 10 min
«— 4°C : indef.

Gel horizontal de agarose a 1 % (10 pl amplificado, 1 ul solucio tampaio, 5 pul marcador molecular)
e Fragmento de DNA : 180 bp

Sequéncia dos Primers :
e Primer mycav-R : 5'—ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG - 3’ (20 bases)
e Primer mycgen-F : 5’ —AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG - 3’ (20 bases)
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Protocolo de PCR para Mycobacterium avium (KULSKI)

Exame n° Data: ___ /__ [/
1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
9.
10.
PCR Master Mix : I“. PCR
e 10 x tampdo PCR sem MgCl. 10 ulx = ul
o MgCl 50 mM Julx = ul
o dNTPs Sulx__ = ul
® Primer ( Mycav-R ) 10 ulx = ul
e Primer (Mycgen-F ) 10 ulx = ul
e Taq polym. ( ) 0,5 pl x = ul
o A dest. 48,5 ul x = ul
e aliquotar em tubinhos de PCR 90 ul/ tubinho
. 10 ul de cada amostra (5 ul contr. posit.)
Madgquina de PCR : Método avium N° 44
94°C : 10:00
62°C: 1min
72 °C: Imin
1 ciclo
94°C : 30 seg
62°C : Imin
72°C : Imin
35 ciclos
. 94°C:  30Seg
. 62°C: I min
72°C : 10 min
1 ciclo

— 4°C : indef.

Gel horizontal de agarose a 1,5 % (10 ul amplificado, 1 ul solucio tampéo, 5 pl marcador molecular)
e Fragmento de DNA 180 bp (M.avium) 592bp (beta globina)
Sequéncia dos Primers :
e Primer mycav-R: 5‘- ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG-3¢
e Primer mycgen-F: 5‘- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3¢



