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IDENTIFICACAO ESPECIFICA DO M.Leprae
PELA TECNICA DA REACAO EM CADEIA
DA POLIMERASE(PCR)

Cristine HACKEL *

RESUMO - A autora descreve a metodologia baseada na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para identificacdo especifica do DNA de Mycobacterium leprae e apresenta uma
revisdo das estratégias relacionadas a escolha dos oligonucleotfdios iniciadores de
sintese do DNA ("primers") e dos critérios de especificidade e sensibilidade necessarios a
utilizacdo desse método em estudos clinicos e experimentais
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Os métodos moleculares atualmente
utilizados para a deteccdo de microorganismos
patogénicos baseiam-se no emprego de son-
das de DNA e/ou RNA espécie especificas e
na reacdo em cadeia de uma polimerase de
DNA para aumento de sequéncias nucleotidicas
especificas presentes em amostras clinicas.
Esse ultimo método, que vem revolucionan-
do a pratica da Biologia Molecular, foi inicial-
mente descrito por Saiki e cols®® em 1985 na
revista Science, muito embora o principio
original ja tivesse sido enunciado por Kleppe®
em 1971.

O principio da reacdo PCR ( de
"polymerase chain reaction") se baseia na
sintese enzimatica dirigida por segmentos
iniciadores de DNA, oligonucleotfdios sintéti-
cos também chamados de "primers", numa
reacao ciclica que envolve trés etapas.

A primeira delas consiste na
desnaturagdo térmica da dupla fita de DNA
que sirvird como molde, o que é obtido por
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incubacéo rapida (de 30 segundos a 1 minu-
to) & 952 C.

A segunda consiste em permitir a
hibridacdo dos "primers" ( ochamado"annealing)
com a sequéncia alvo, o que se obtem com o
abaixamento da temperatura para valores
entre 37° C e 6°" C, onde a reacdo é mantida
durante cerca de um minuto. Nessa etapa, a
temperatura de hibridacéo é calculada levan-
do-se em consideragcdo o tamanho e a com-
posicdo de bases dos oligonucleotfdios utili-
zados como iniciadores de cépia de DNA.

Finalmente, a terceira etapa € a etapa
de extensdo (ou polimerizacdo) dos
oligonucleotfdios com o auxilio da enzima
polimerase do DNA, o que se faz usualmente
em temperatura em torno de 70° a 72° C,
durante o intervalo de tempo de um a trés
minutos.

A cada ciclo, ambas as fitas de DNA
servem de molde para a geracdo de duas
novas moléculas de DNA dupla fita que pas-
sam também a servir como sequéncia alvo
na préxima etapa de polimerizacdo. Isto con-
duz, teoricamente, a duplicagdo do namero
de sequéncias alvo a cada ciclo, conduzindo
a um acumulo exponencial do nimero de
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copias sintetizadas. Assim, a partir de um
unico gene de aproximadamente 1pg pode-
se obter cerca de 200ng de DNA ampliado
apo6s 20 ciclos de reacao. Tal quantidade de
DNA pode ser diretamente visualizada sob
luz ultra-violeta apos eletroforese em gel de
agarose e coloragdo com brometo de etidio.
A existéncia do produto de ampliacdo teste-
munhaapresencade sequéncia de interesse
no material.

A reacdo PCR passou a ser ampla-
mente utilizada desde que Kogan e cols™,
em 1987, introduziram o uso de urna enzima
termoestavel, a Taq DNA polimerase,
identificada em um microorganismo termofflico
(Thermus aquaticus)® capaz de crescer em
temperatura de 70 a 75° C. A resisténcia
dessa enzima a temperaturas elevadas, as-
sociada a uma alta fidelidade de copia e a sua
atividade de sintese mesmo em temperatu-
ras inferiores a temperaturede polimerizacao,
permitem a sua edi¢cdo a cada ciclo.

Uma reacdo tipica é realizada num
volume de 50 a 100 microlitros contendo,
entre outros reagentes, 0s quatros
desoxiribonuclsotfdios dATP, dTTP,
dGTP,dCTP os "primers" (10° 10** molécu-
las de cada nucleotidio) e cerca de 1 a 2,5
unidades de enzima. Os ciclos podem ser
realizados manualmente em banho-maria com
temperaturas ajustadas a cada etapa, ou em
incubadores termociclicos programaveis ja
comercializados no mercado internacional.

Sé&o inlmeras as aplicagdes dessatécnica
de amplificacdo de DNA. Por seu intermédio,
pode-se, por exemplo: 1) estudar variagdes
de sequéncias nucleotidicas e rearranjos
cromossémicos, 2) realizar o sequenciamento
direto de DNA gendmico ou mitocondrial, 3)
caracterizar as variagdes alélicas da regiao
HLA a fim de esclarecer a sua relacdo com a
suscetibilidade a determinadas doencas e 4)
oferecer novas possibilidades para o diag-
nostico pré-natal de algumas anomalias he-
reditarias, tais como as hemoglobinopatias,
as distrofias musculares do tipo Duchenne e
do tipo Beker e as deficiéncias de alfa 1
antitripsina e de hipoxantina fosforribosil-
transferase, entre outras®>*’.

Ao nivel diagndstico, uma grande van-
tagem da reacdo PCR é a de poder ser
realizada sobre um lisado celular bhruto. dis-
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pensando-se assim a extracdo e purificacdo
do DNA. Os mais diversos tipos de tecido
podem ser utilizados: bulbo capilar, muco
nasal, biopsias de pele ou de vilosidades
coridnicas e até de espécimes preservados
em museus, tomando-se o cuidado apenas
de eliminar os fatores inibidores da Tag DNA
polimerase (tais como SDS, (reia e etanol)
na preparacao do material.

A sensibilidade dessa reacdo é tdo
grande que permite detectar a presenca de
uma Unica sequéncia alvo em 10° células:°
ou mesmo analisar o genétipo hapléide de
um Unico espermatozdide humano=. N&o se
deve esquecer, contudo, que essa grande
sensibilidade da reacdo pode levar a resulta-
dos falsamente positivos., pois quantidades
infimas de contaminacdo de DNA podem ser
detectadas. Recomenda-se assim, que a
manipulacdo dos reagentes e o preparo das
solugbes sejam realizados em ambientes
separado daquele em que se manipulam as
amostras de DNA, devendo-se sempre in-
cluir um controle negativo (todos os reagentes,
menos 0 DNA "molde") em todas as séries
experimentais™’.

E feita uma selecéo dos oligonucleot idios
destinados ao diagnéstico de M.leprae. Nos
ultimos dois anos, varios artigos foram publi-
cados com o objetivo de avaliar as potenciais
aplicacbes de técnicas de PCR no diagnosti-
co de micobactérias patogéncias, com o
emprego de oligonucleotidios especificos que
foram selecionados com base na compara-
¢do das sequéncias de DNA ja descritas para
organismmos relacionados. Atualmente existem
3 grandes bancos de dados que podem ser
consultados, via computador: EMBL, GENBANK
e NBRF. Esses bancos de dados contém
tanto as sequéncias nucleotidicas quanto as
polipeptidicas mapeadas em procariotos e
eucariotos. Evidentemente, a cada ano no-
vas sequéncias sao introduzidas, na medida
em que os pesquisadores identificam novas
proteinas e clonam e seqiiénciam novos genes
ou mesmo partes de genes. Em relacdo aos
genes do M.leprae, de M.tuberculosis e de
M.bovis , descreveram-se, até o momento,
as sequéncias correspondentes aos produ-

tos énicos discriminados na tabela
1,2,3,5,8,13,14,22,24,29,34,35



HACKEL, C. - Identificagdo Especifica do M. leprae pela técnica da reagéo em cadela de Polimerase 69
TABELA - SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS IDENTIFICADAS EM M.leprae, M. tuberculosis e

M.bovis-BCG

ORGANISMO PRODUTO AUTORES

M.leprae 12KDa Hartskeeri e col. 1990 (8)
18KDa Booth e col. 1988 (3)
28KDa Thangaraj e col. (27)
36KDa Thole e col. 1990 (29)
65KDa Mehra e col. 1986 (14)
70KDa Garsia e col, 1989 (5)
16sANA Stackenbrandt e col, 1989 (25)

M.tuberculosis 10KDa Baird e col. 1989 (2)
12KDa Shinnick e col. 1989 (24)
19KDa Young e col. 1988 (35)
38KDa Andersen & Hansen 1989 (1)
65KDa Shinnick 1987 (22)
71KDa Garsia e col. 1989 (5)

M.bovis-BCG 22KDa Yamaguchi e col, 1989 (34)
64KDa Thole e col. 1987 (28)
70KDa Garsia e col, 1989 (5)
antigeno Mitsuo e col. 1988 (13)
16sANA Suzuki e col. 1988 (26)

Algumas das proteinas codificadas por
esses genes, como por exemplo os antigenos
de 65KDa, de 70KDa e de 18 KDa asseme-
Iham-se as proteinas do tipo "heat shock” ou
proteinas de estresse, de ampla distribuicdo
no reino animal e vegetal. Anticorpos contra
essas proteinas micobacterianas sdo encon-
trados em pacientes com tuberculose e
hanseniase e podem ser produzidos mediante
inoculacdo de lisados micobacterianos em
camundongos™.

Nos paragrafos que se seguem, pre-
tende-se fazer uma breve revisdo da estraté-
gia de selegdo dos oligonucleotidios utiliza-
dos na reacdo PCR para a deteccdo de
Mycobacterium leprae, bem como um bre-
ve resumo dos trabalhos publicados nessa
area, entre os quaia se situa o da autora’,
realizado em colaboragdo com os pesquisa-
dores do Servico de Genética Aplicada da
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Universidade Livre de Bruxelas e do Depar-
tamento de Microbiologiado Instituto de
Medicina Tropical de Antuérpia, Bélgica.
Nesse trabalho, os oligonucleotideos
especificos destinados ao diagnostico de
M.leprae foram escolhidos a partir de analise
comparativa das seqiiéncias nucleotideas dos
genes que codificam os antigenos de 65KDa
de M.leprae, M.tuberculosis e de M.bovis
. Como se pode visualizar na Figura 1, as
sequéncias nucleotidicas da regido central
desses gene sdo praticamente idénticas no
bacilo de Koch e no BCG, sendo que ambas
apresentam cerca de 87% de homologia com
a regido correspondente do gene de
M.leprae. As sequéncias de M.tuberculosis
e de M.bovis BCG das regifes situadas
acima ("upstream”) e abaixo ("downstream")
dessa regido central também apresentam 99%
de homologia. Entretanto, quando com-
paradas as de M.leprae, essas sequéncias
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divergem rapidamente, observando-se cerca de
80% de homologia entre as regides acima da
regido central do gene e apenas 45% de
homologia entre as regifes situadas abaixo
dessa regido central.®

Escolheram-se assim, dois
oligonucleotidios situados na regido de menor
homologia (Figura 2), que foram entédo
guimicamente sintetizados “In vitro”. Esses dois
"primers"”, denominados PLpl e PLp2, foram
utilizados como indicadores de sintese de DNA
na reacdo PCR, determinando a formacédo de
um fragmento de DNA de 386 pb. Esse
fragmento foi visualizado em gel de agarose
guando a reacdo foi realizada em amostras
contendo DNA de M. leprae e de um controle
positivo, o plasmidio pIL161. Esse Ultimo é um
plasmidio recombinante que contém a
sequéncia completa do gene do antigeno de 65
KDa do M.leprae (gentiimente cedido pelos Drs.
Lamb e Colston do National Institute for Medical
Research de Londres). Como esperado, ndo
foram observadas bandas de amplificacdo
gquando os DNAs de M.tuberculosis e de
M.bovis BCG eram colocados em reagéo.

Considerando-se que outras espécies

de micobactérias podem colonizar a pele
REGIOES “UPSTREAM”
M. Tuberculosis XXXXXXXXXXX
90%
M. bovis BCG XXX -XXXXXX
80%
M. leprae XXX-XXX-XXX

(66)

XXXXXX-XXXXXXX

humana®®* e que as sequéncias do gene de

proteina de 65 KDA dessas outras espécies
ainda ndo sdo conhecidas, tornava-se ne-
cessario entdo demonstrar, com razoavel
margem de seguranca, que nenhuma outra
micobactéria poderia ter seu DNA amplificado
com os oligonucleotidios  supostamente
especificos para M.leprae. Assim, a reacdo PCR
foi realizada em presenca do DNA de outras 17
espécies de micobactérias (Figura 3). Ao mesmo
tempo, dever-se-ia excluir a possibilidade de um
resultado falso negativo, qual seja, auséncia da
formacdo do fragmento de 386 pb por inibicdo
da enzima Taq polimerase, em virtude de algum
contaminante residual na preparacdo do DNA.
Isto foi solucionado mediante a escolha de dois
oligonucleotidios dentro da regido de maior
homologia do gene. Teoricamente, espera- se
gue uma regido de grande homologia tenha sido
bastante conservada durante 0 processo
evolutivo, devendo estar presente em todas
micobactérias. Esses dois novos “primers",
denominados PMpl e PMp2, se mostraram
eficientes na producéo de um fragmento de DNA
de 154 pb nas diversas espécies de
micobactérias testadas, confirmando o esperado
tedrico.

CENTRAL (ORF?*) °DOWNSTREAM®
XXXXXXXXXXXX XXX XXXXXXXXXXXXX
100% 99%
XXXXXXXXXX XX XXX XXXXXXXXXXXXX
98% 45%

X-X-X-X-X-X-X

(1830) **

FIGURA 1 - Porcentagem de homologia entre as sequéncias nuleotidicas dos genes das
proteinas de 65, 64 e 65 KDa de M.tuberculosis, Mbovis-BCG e M.leprae (adaptado de

Shinnick e cols.)

*ORF de "open reading frame", por¢éo codificadora do gene
**QOs digitos entre parénteses correspondem a posigdo das bases que delimitam a ORF,

segundo numeracao utilizada por Mehra e col.

Hansen. Int. 15(1.2):67.075,1990
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5I ________________________ 3|
— _GCAGGTTAGAGTAGGCTGA 5'
DNA PLp1 . T3 pLp2
> 5 1GCACGGTATAACTATTCG 3 "
3IT2;5T—~ . (2920 )

FIGURA 2 - Localizacao dos "primers" especificos na por¢cédo terminal do gene da proteina
de 65 Kda de M.leprae

FIGURA 3 - Ampliacao especifica do DNA de M.leprae com o auxilio dos "primers" PLpl e
PLp2. A ampliacdo dos produtos ndo especificos dos DNAs micobacterianos foi realizada
com o auxilio dos "primers" PMpl e PMp2.

Visualizacdo dos produtos ampliados corados com o brometo de etidio: 1 e 15 marcadores
de peso molecular, 123 bp (Gibco-BRL)

2 - sistema sem DNA 11-M.chelonae (*) 21 - MAIS 8 (*)

3 - DNA humano 12 - M.malmoense (*) 22 - M.noncromogenicum (*)
4 - DNA de tatu 13- M.avium (ATCC) 23 - M.shimodei (*)
5-M.leprae (*) 14 - M.scrofulaceum (*) 24 -M.fortuitum (CI PT)

6 - M.tuberculosis (**) 16 - MAIS 3 (*) 25 - M.smegmatis (***)

7 - M.bovis-BCG(CIPT) 17 - MAIS 4 (%) 26 - Plasmidio plL161

8- M.terrae (¥ 18 - MAIS 5 (*) 27 - E.coli

9-M.marium (*) 19 - MAIS 6 (*) 28 - DNA de arenque

10 - M.gordonae (*) 20 - MAIS 7 (*)

MAIS = complexo M.avium = intracellulare = scrofulaceum

(*) isolados de tatu, Inst. de Medicina Tropical de Antuérpia

(**) isolado de "sputum" humano, Inst. de Medicina tropical, Antuérpia
(***) 607 Montreal

CI PT = Collection Institut Pasteur

ATCC = American Type Culture Collection

Hansen. Int 15(1-2): 67 - 075 ,1990
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Os resultados de todos esses experi-
mentos podem ser vistos nos gels de agarose
reproduzidos na Figura 3. 0 fragmento de
154 pb é observado em todas as amostras de
DNA micobacteriano (n°® s 5 a 25), ao passo
que a banda de 386 pb s6 é visualizada em
M.leprae (n° 5) o no plasmidio pIL161 (n°26).
Como controle de reagdes, além do controle
negativo preconizado, foram incluidos os DNAs
humano, do E.coll, de tatu ndo infectado e de
arenque (n°s 3,4,27 e 28).

Demonstrada a especificidade da rea-
¢do, necessitava-se verificar a sua sensibili-
dade, e a possibilidade de realiza-la direta-
mente em células do M.leprae, sem extracédo
do DNA. Para tanto dever-se-ia procurar um
procedimento simples para lise da parede
celular que dispensasse a utilizagdo de subs-
tancias inibidoras da Taq polimerase e que
minimizasse a perda de material que ocorre
quando se purifica o DNA. com base nas
observacdes de Portaels e col*®, de que
ciclos sucessivos de congelamento e aqueci-
mento causam lesdes de parede celular visi-
veis em microscopia eletrénica. Adotou-se o
procedimento proposto por Woods e Cole*,
onde os bacilos sdo submetidos a, pelo me-
nos, 5 choques térmicos sucessivos ( por
exemplo, 5'a 95° C, 1' a 80°C), para permitir
0 acesso dos "primers" e da enzima Taq
polimerase ao DNA de M.leprae durante a
reacdo PCR.

Mediante tal procedimento, pode-se
estimar a sensibilidade da reacéo por inter-
médio de diluicBes seriadas realizadas a partir
de uma suspenséo bacilar contendo 2x 1 OEG
M. leprae/ml, purificada de coxim plantar de
camundongos segundo o protocolo TDR/
IMMLEP da Organizacao Mundial de Sau-
de=. Os resultados revelaram-se positivos
até a diluicdo 10E™, correspondente a pre-
senca de aproximadamente 100 bacilos no
tubo de reacao.

O mesmo nivel de sensibilidade foi
declarado por Woods e Cole®, que também
utilizaram “primers" derivados da sequéncia
nucleotidica do antigeno de 65KDa de
M. leprae. Esses produtos testaram a efici-
éncia da reacdo PCR em suspengdes bacilares
ndo-purificadas obtidas do coxim plantar do
camundongo e de 4 biépsias de pacientes
com hanseniase virchoviana. Contudo, esses

Hans. Int 15(1-2): 67 - 076,1990

autores ndo verificaram a especificidade dos
"primers" selecionados.

Hartskeerl e colaboradores' obtiveram
excelentes resultados com a utilizacdo de
"primers" derivados da sequéncia do antigeno
de 36 KDa de M.leprae. Os experimentos
desses autores foram realizados em DNAs
isolados de 17 espécies de micobactérias e
de 7 bactérias comumente encontradas em
amostras clinicas. Os oligonucleotidios utilizados
se mostram especificos para o diagnéstico
do bacilo de Hansen e permitem, segundo os
autores, a deteccdo de 100 fg de DNA, o que
corresponde a aproximadamente, 20 bacté-
rias. Essa estimativa é valida quando a rea-
céo se processa na presenca do DNA puri-
ficado, mas observa-se uma menor sensibi-
lidade quando lisados celulares brutos séo
utilizados.

Williams e colaboradores® realizaram
experiment o0s semelhantes utilizando
oligonucleotidios derivados da sequéncia do
gene da proteina de 18 KDa, obtendo resul-
tados positivos e especificos para M.leprae
isolados de biépsias de pele de pacientes
com hanseniase virchoviana e de animais
naturalmente infectados de diferentes regi-
O0es geograficas do planeta. Para verificar a
sensibilidade da reacdo, esses autores se-
mearam diferentes aliquotas de M.leprae
em homogenados de bidpsia de pele humana
ndo infectada, para simular as condi¢cdes
presentes em pacientes paucibacilares. Es-
ses autores observaram resultados positivos
para amostras contendo 100 bacilos e nega-
tivos para amostras contendo 10 bacilos ou
menos, concluindo, assim, que o limite infe-
rior para a deteccdo do M.leprae na presen-
¢a de DNA humano é de 100 organismos.

Com o objetivo de melhorar a sensibi-
lidade do método em suspens@es nao purificadas
de M.leprae, Plikaytis e colaboradores™ de-
senvolveram o que poderia ser traduzido por
PCR em ninho (nested PCR), com o auxilio
de dois pares de "primers" derivados do gene
do antigeno de 65 KDa. O procedimento
consiste em promover a amplificacdo do DNA
com dois oligonucleotidios "externos" que
dirigem a sintese de um segmento de 714 bp
nos primeiros 25 ciclos,e mais de 15 ciclos
adicionais, introduzir dois oligonucleotidios
"internos” que utilizam o segmento amplifica-
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do como molde. Esse 2° par de "primers" da
origem entdo a um fragmento de 347 pb. Além
do evidente aumento de especificidade, esses
autores conseguiram detectar a presenca de
até 20 organismos em lisados celulares brutos
de tecidos infectados de camundongo.
Tendo-se em mente todas as conside-
racOes feitas acima, pode-se concluir que o
aumento especifico do ADN de M.leprae

constitui uma técnica promissora para a rapida
identificacdo dessa micobactéria em amostras
clinicas e experimentais. Gragas a sua maior
sensibilidade, a aplicacdo dessa técnica pode
vir a facilitar o diagnostico de quadros clinicos
paucibacilares de hanseniase, como é o caso
dos pacientes com hanseniase indeterminada
ou com o tipo tubercul6ide da doenca.

ABSTRACT - The author describes the methodology based on the polymerase chain reaction
(PCR) for the specific detection of Mycobacterium leprae DNA, by reviewing the approaches
concerning the choice of oligonucleotide primers and the criteria of specificity and sensitivity
required for a useful tool in clinical and experimental studies.

Key words: Polymerase, chain reaction, M.leprae DNA. Identification.
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