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SUMMARY



If a man will begin with certaintics, he shall end in doubts;

but if he will be content to begin with doubts, he shall end in certainties.

l‘rancis Bacon
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1 - INTRODUCAO

O aumento do namero de pacientes portadores da sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) tem sido responsavel por uma ocorréncia cada
vez maior de infecgdes oportunistas no pulmdo, especialmente as causadas por

micobactérias ou por Preumocystis carinii.

Este ultimo agente, considerado por muito tempo como um
protozoario e agora classificado pela maioria dos autores como um fungo,
especialmente devido a sua constituigdo cromossdmica, ndo ¢ cultivado em meios
de cultura in vitro e cora-se com dificuldade com os corantes habitualmente
empregados na identificagdo de outros microorganismos, tornando muitas vezes

dificil a sua identificagdo em espécimes clinicos.

A clevada e crescente prevaléncia de pneumonia por Prneumocystis
carinii, a dificuldade na identificagdo do fungo, a gravidade desta infecgdo, bem
como sua resposta a um tratamento adequado e especifico estavam a exigir o
estabelecimento de um método diagnostico que associasse alta sensibilidade, alta

especificidade ¢ rapidez na execugao.

Na scgunda metade da década passada, Mullis (70) juntamente com
um grupo de pesquisadores da Cetus Corporation (33, 90, 91, 92, 93, 94) desen-
volveram um método de amplificagdo de DNA com possibilidades de aplicagdo em
varias drcas da medicina, mas com especial interesse no diagnostico de doengas
infecciosas cujos agentes etiologicos fossem de dificil identificagdo. O método foi
denominado de reagio em cadeia pela polimerase e hoje ¢ internacionalmente

conhecido pela sigla PCR.



A aplicagdo da PCR na identificagdo do Preumocystis carinii foi
desenvolvida no Instituto de Medicina Molecular de Oxford por Ann Wakefield e

colaboradores (111), com excelentes resultados.

Em 1992, tivemos a oportunidade de trabalhar com esse grupo de
pesquisadores ingleses com quem aprendemos a técnica. De volta ao Brasil,
introduzimos, em nosso meio, 0 método da PCR na identificagdo de Pneumocystis

carinii, valendo-nos da infra-estrutura do Centro de Biotecnologia do Estado do Rio

Grande do Sul.
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2 - OBJETIVOS

1 - Aplicar o método da reagdo em cadeia pela polimerase na pesquisa
de Pneumocystis carinii no lavado broncoalveolar e compara-lo com as técnicas
convencionais utilizadas em nosso meio, que sdo: coloragdo de Leishman,

Papanicolaou e prata de Grocott.

2 - Avaliar a prevaléncia de pneumonia por Pheumocystis carinii,
através da reagdo em cadeia pela polimerase, em pacientes portadores da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida que apresentem sintomas respiratorios e necessitem

realizar broncofibroscopia com coleta de lavado broncoalveolar para esclarecimento

diagnostico.
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3- REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE

3.1 -0 METODO

O método da reagdo em cadeia pela polimerase consiste na amplificagdo in
vitro de fragmentos de DNA e foi desenvolvido por um grupo de pesquisadores da
Cetus Corporation a partir de 1985 (33, 90, 91, 92, 93, 94), ap6s a invengdo de
Mullis (70).

A amplificagdo do DNA ¢ bascada em ciclos repetitivos de trés reagdes
simples, realizadas em seqiiéncia e com diferentes temperaturas. Estas reagdes
ocorrem em um pequeno tubo, com reagentes termo-estaveis, colocado em um
aparelho termo-ciclador, e o processo é complctamente automatizado.

Além do DNA que sera amplificado (DNA alvo), os reagentes importantes
sdo: a) dois oligonucleotideos também chamados de primers ou iniciadores,
sintetizados para serem complementares a seqiiéncias conhecidas do DNA alvo,
b) quantidades suficientes dos quatro deoxirribonucleosideos, e ¢) a Taq DNA
polimerase termo-estavel, isolada da bactéria termofilica Thermus aquaticus.

A primeira etapa do procedimento ¢ a desnaturagdo térmica da cadeia
dupla de DNA, a qual pode ser oriunda de qualquer espécime clinico. Em
temperatura proxima a 100° C, as ligagdes de hidrogénio se rompem, separando as
cadeias de DNA e liberando, entdo, cadeias simples que podem, subseqiientemente,
anelar-se a qualquer outro DNA que tenha uma seqiiéncia complementar.

Na segunda etapa do ciclo, realizada em temperatura reduzida, dois
pequenos  oligonucleotideos iniciadores sao anclados em  seqiiéncias comple-
mentares de cadceias opostas do DNA alvo. Esses iniciadores sdo escolhidos de
acordo com o material genético que esta sendo procurado e definem as duas
extremidades terminais de uma seqiiéncia de DNA a ser amplificado. Eles nio

podem anelar-se um ao outro, ¢ suas zonas de anclamento que indicardo o tamanho



dos fragmentos a serem ampliados devem ser suficientemente distantes uma da

outra de modo a permitir a subseqiiente sintese de novos produtos.

A terceira etapa consiste na sintese de uma segunda cadeia complementar
de um novo DNA, a qual ocorre pela extensdo de cada iniciador, por agdo da Taq
polimerase, na presenga de grandes quantidades de trifosfatos deoxirribonucleosi-
deos. Uma nova cadeia simples de DNA ¢ sintetizada para cada iniciador a ele liga-
do. Cada nova cadeia consiste no iniciador em seu 5 final, ladeado por uma seqiién-

cia de nucleotideos que sdo complementares a seqiiéncia do DNA alvo (figura 1).
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Apos a extensdo dos iniciadores o ciclo € repetido, inicialmente

aumentando-se a temperatura de tal forma que as cadeias duplas do DNA sejam

convertidas em cadeias simples ¢ deixando-se entdo baixar a temperatura para

permitir os passos de anelamento e extensdo. Inicia-se a formagdo de fragmentos

curtos de DNA (figura 2).
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Repete-se novamente o processo e, com isso, inicia-se a multiplicagdo de
fragamentos curtos de DNA (figura 3). Os ciclos sdo, a seguir, repetidos por trinta a

quarenta vezes.
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Fig. 3 - Terceiro ciclo completo da reacao em cadeia pela polimerase.

Comecga a ocorrer a amplificagao geométrica dos fragmentos
curtos do DNA,

Uma caracteristica essencial da PCR ¢ que todos os produtos previamente
sintetizados (final da terceira etapa) atuam como um modelo para novas reagdes de
extensdo dos oligonucleotideos iniciadores em cada ciclo subseqiiente. O resultado
desta adequadamente denominada reagdo em cadeia ¢ a amplificagdo geométrica do
DNA alvo. O material amplificado ¢ entdo submetido a eletroforese, e a presenga de
uma banda especifica do DNA alvo ¢ identificada por visualizagdo com luz
ultravioleta apos coloragdo com brometo de ctidio. A particular forma de anela-
mento (segunda etapa do ciclo) ¢ a amplificagdo geométrica (determinada por
multiplos ciclos) conferem ao método, respectivamente, altissima especificidade e
sensibilidade na detecgdo do DNA alvo.



3.2 - APLICACAO DA PCR NO DIAGNOSTICO DE DOENCAS INFECCIOSAS

A aplicagdo da reagdo em cadeia pela polimerase no diagnéstico de
doengas causadas por microorganismos inicia com a extragdo do DNA do agente
infectante e seu posterior seqiienciamento. A proxima etapa consiste na elaboragdo
dos oligonucleotideos iniciadores ou primers cuja seqiiéncia deve ser especifica
para o DNA alvo, isto €, ndo pode hibridizar-se ao DNA humano ou de outros
patégenos - especialmente daqueles que possam provocar uma sindrome clinica
semelhante a ocasionada pelo microbio em questio - nem ao DNA de
microorganismos ndo patdgenos que cventualmente possam estar presentes no

espécime clinico que estd sendo investigado. Finalmente, se realizam os

experimentos clinicos.

A grande capacidade de ampliagdo do método torna possivel uma eventual
contaminagdo durante seu processamento no laboratdrio, seja por aerossol, seja por
intermédio de pipetas, o que poderia levar a resultados falso-positivos. Este fato,
entretanto, € superavel pelo uso concomitante de controles negativos. Resultados

falso-negativos, por sua vez, podem ser conferidos com a realizagido concomitante

de controles positivos.

Alta sensibilidade e alta especificidade, associadas a relativa simplicidade
de execugdo, qualificam a reagdo em cadeia pela polimerase como um método de
diagnostico microbiologico verdadeiramente promissor, e sua aplicagdo sera
particularmente importante quando os microorganismos causadores forem dificeis

de identificar por microscopia ou meios de cultivo convencionais.

Um importante exemplo do uso da rcagdo em cadeia pela polimerase com

propositos diagndsticos estd na detecgdo do virus da imunodeficiéncia humana
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(HIV) em pessoas que ndo podem ser facilmente diagnosticadas como portadoras da
infecgdo pelos métodos convencionais, tais como recém-nascidos de maées
infectadas com HIV ou pessoas que permanecem soronegativas, mas com alta

probabilidade de serem portadoras do virus.

Na area pneumolégica, o primeiro grande exemplo da aplicagdo do método
surgiu na identificagdo do Preumocystis carinii feita pelo Molecular Infectious

Disease Group da Universidade de Oxford, coordenado por Ann Wakefield (111).

O quadro 1 mostra uma série de microorganismos que ja podem ser

identificados pela PCR.

QUADRO 1
DETECCAO DIAGNOSTICA POR PCR DE MICROORGANISMOS
PATOGENICOS DE IMPORTANCIA CLiNICA

VIRUS
HIV (6, 76) Rubéola (29)
Hepatite A (47) Citomegalovirus (17, 38)
Hepatite B (45, 51, 61) Rotavirus (30, 37)
Hepatite C (25) Adenovirus (2)
Herpes simples (5, 52, 73, 82) Coxsackie (113)

Papiloma (99, 105, 114)
Epstein-Barr (54, 102)

Poliomelite (117)

PROTOZOARIO, RICKETTSIA, BACTERIA E FUNGO

Pneumocystis carinii (111)

Plasmodium falciparum (46)

Mycobacterium tuberculosis (15, 42, 98)
Mycobacterium leprae (85)

Chlamydia trachomatis (72, 75, 86)
Legionella pneumophila (9, 100)
Toxoplasma gondii (3, 49)

Treponema pallidum (19)
Escherichia coli (77)
Listeria monocytogenes (10)
Isntamoeba histolytica (69)
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3.3 - APLICACAO DA PCR EM DOENCAS GENETICAS

Além do diagnéstico de moléstias infecciosas, a PCR tem se mostrado de
alto valor na identificagdo de doengas de transmissdo genética. Na area
pneumologica, o método ja pode ser empregado no reconhecimento de importantes

patologias, como fibrose cistica (07) e deficiéncia de alfa 1 - antitripsina (1),

permitindo, inclusive, o diagnostico pré-natal.

Em outras doengas de transmissdo genética, como, por exemplo, anemia
falciforme (32, 91), doenga de Huntington (64), hemofilia (27, 55, 116) e distrofia

muscular de Duchenne (23), a PCR igualmente permite o diagnéstico intra-utero.

3.4 - APLICAGAO DA PCR EM MEDICINA FORENSE

Na area da Medicina Forense, a PCR também tem sua aplicagdo,

especialmente nos casos de identificagdo de paternidade ou de suspeita de autoria de

crime.

Muitas vezes, os unicos materiais disponiveis no local do crime sdo
pequeno volume de sangue ou de esperma, ou alguns poucos fios de cabelo. O DNA

contido nesse material pode ser entdo amplificado e comparado com o DNA do

suspeito (43, 48, 58, 59, 89).

Resumindo, o progresso na aplicagdo da reagdo em cadeia pela polimerase
como uma ferramenta molecular, especialmente nas areas aqui comentadas, tem
sido extremamente rapido, ¢ os altos graus de sensibilidade e especificidade

conferem ao método uma confiabilidade impar no momento.
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4 - PNEUMONIA POR PNEUMOCYSTIS CARINII

O Pneumocystis carinii foi identificado pela primeira vez em 1909, em
pulmdes de cobaias por Carlos Chagas (22) que, ao descrevé-lo, imaginou tratar-se
de uma fase do tripanossoma. Em 1910, Antonio Carini (20) demonstrou 0 mesmo
organismo em pulmdes de ratos e, alguns anos apds, Delanoe e Delanoe (26), em

homenagem a este tltimo pesquisador, denominaram-no de Preumocystis carinii.

O microorganismo, que ndo foi isolado em meios de cultivo
acelulares até o momento, foi durante muito tempo classificado como protozoario
devido a suas caracteristicas morfologicas e resposta terapéutica a drogas
antiprotozoarios. Estudos de microscopia eletronica (40) e de biologia molecular
evidenciaram a natureza fungica do Pneumocystis carinii (28, 84, 110, 118). Os

critérios para classifica-lo como protozoario sdo facilmente refutaveis.

No final da década de 30, Ammich (4) descreveu uma pneumonia que
afetava criangas entre 2 e 4 meses de idade, de inicio insidioso e caracterizada por
febre muito alta, pobres sinais auscultatorios, mas com tosse intensa, dificuldade
respiratoria ¢ marcado infiltrado pulmonar difuso. A progressdo para a morte devido
a insuficiéncia respiratoria ocorria em metade dos casos. As criangas avaliadas eram
prematuras, sofriam de desnutrigio e¢ viviam em orfanatos. A etiologia desta

infecgdo era desconhecida.

No inicio da década de 40, van der Meer e Brug (106) associaram esta
forma de pneumonia com o Pneumocystis carinii, e Vanec (107), usando a
coloragdo de Giemsa, encontrou esse fungo nos pulmdes de criangas portadoras

dessa enfermidade. Desde entdo, inimeras publicagdes, especialmente sobre surtos



epidémicos em varias regides da Europa, foram publicadas e muito bem revisadas

por Hopkin (44).

Nos Estados Unidos a doenga foi reconhecida mais tarde,
especialmente como um fenomeno esporadico em pacientes de alguma forma
imunossuprimidos. Burke e colaboradores (18), em 1961, Gentry e Remington (35),
em 1970, a descreveram em pacientes com hipogamaglobulinemia, enquanto
Hendry e Patrick (41), em 1962, a haviam identificado em individuos tratados para
cancer. Em 1964, Rifkind e colaboradores (88) relataram a doenga em pacientes que
haviam sido transplantados e, dez anos mais tarde, Walzer e colaboradores (112)
observaram  pneumocistose em pacientes com diversas situa¢des de
imunossupressdo, especialmente leucemias e linfomas. A experiéncia da Clinica
Mayo de 1976 e 1983 foi publicada por Peters e Prakash (80) que mostraram 53
casos de pneumonia por Preumocystis carinii, a maioria ocorrendo em portadores
de leucemia submetidos a quimioterapia, ou em portadores de uma série de doengas

inflamatorias tratadas com drogas imunossupressoras.

A epidemiologia desta enfermidade tomou outro rumo a partir de 1981
quando dois diferentes grupos de pesquisadores coordenados por Gottlieb (36) e
Masur (62) descreveram episodios de pneumonia por Preumocystis carinii
associados a candidiase oral ¢ sarcoma de Kaposi em homens jovens previamente
sadios, aditos a drogas e/ou homossexuais. Esses achados levaram posteriormente
ao reconhecimento da sindrome de imunodeficiéncia adquirida. Dois anos apos,
2.000 casos de SIDA ja haviam sido comunicados ao Centro de Controle de
Doengas de Atlanta, Estados Unidos, ¢ 40% deles haviam apresentado infecgdo

pulmonar por Prneumocystis carinii,

Hoje, estima-s¢ que 65% a 80% dos pacientes portadores de SIDA

venham a desenvolver pelo menos um episodio de pneumocistose. No Rio Grande
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do Sul, nos Wltimos anos, aproximadamente 2.000 casos de SIDA foram
notificados (13) e, portanto, cerca de 1.500 episodios desta pneumonia devem ter
ocorrido. Somente em 1992, 555 novos casos de SIDA foram notificados em nosso

Estado (13), com uma estimativa de 400 casos novos de pneumocistose.

Nos Estados Unidos, o numero de episédios de pneumonia por
Pneumocystis carinii reconhecidos por ano aumentou de 65, em 1967, para um

namero estimado de 20.000 a 60.000 no inicio da década de 90 (63).

Esse aumento deve-se principalmente a epidemia de SIDA, mas
também a outros fatores, como um maior nimero de pacientes submetidos a

transplantes € o uso de quimioterapia mais agressiva para tumores malignos,

doengas inflamatorias e imunologicas.

Aceita-se que o Pneumocystis carinii chega ao organismo por via
inalatoria, e estudos sorologicos sugerem que a maioria das pessoas ja tenha sido
infectada antes dos 10 anos de idade (65, 81). A infecgdo primaria ¢ provavelmente
assintomatica, ¢ a doen¢a somente ocorre em imunossuprimidos. Ndo esta ainda
esclarecido se a doenga se deve a reinfecgdo enddgena ou exdgena, mas ha alguns
indicios favorecendo esta {ltima hipotese (66). Acreditamos que, a semelhanga do
que ocorre com a tuberculose, por exemplo, reativagdo endogena ou reinfecgdo
exogena podem ocorrer, dependendo do momento epidemiologico a maior

prevaléncia de uma ou de outra forma de infecgdo.

Os sintomas mais comuns sdo dispnéia, tosse improdutiva e
hipertermia. O radiograma do torax mostra, na maioria das vezes, um infiltrado
pulmonar difuso, mas apresentagdes atipicas podem ocorrer, especialmente em

pacientes que fazem uso de profilaxia com pentamidina inalatoria.
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O tratamento de escolha da pneumocistose consiste no uso da
associagdo de trimetoprim (20 mg/kg/dia) com sulfametoxazol (100 mg/kg/dia)
durante 21 dias, enquanto a pentamidina parenteral (4 mg/kg/dia) tem sido a
alternativa para os pacientes que ndo toleram a associagdo referida acima. O uso
precoce de corticosterdides nos pacientes hipoxémicos aumenta a sobrevida, mas o

progndstico continua sendo reservado.

A profilaxia € especialmente indicada nos portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida que apresentem: contagem CD4 abaixo de 200 células
por milimetro ciibico; febre persistente inexplicavel por mais de duas semanas;
candidiase oral ndo associada ao uso de antibidticos ou corticosterdides, ou

naqueles que tenham se recuperado de um episddio de pneumonia por Pneumocystis

carinii.
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5- MATERIAL E METODOS

O lavado broncoalveolar de pacientes portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida com sintomas respiratorios e que foram submetidos a
broncofibroscopia diagndstica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo
de 21 de agosto de 1992 a 28 de maio de 1993, foi avaliado quanto a presenga de
Prneumocystis carinii utilizando-se a reagdo em cadeia pela polimerase e as
coloragdes da Leishman, Papanicolaou e prata-metenamina de Grocott. Trata-se de

um estudo prospectivo cego.

Ao todo 78 amostras de lavado broncoalveolar foram analisadas. O
grupo era constituido de 61 pacientes do sexo masculino e 17 do sexo feminino. As

1dades variavam de 23 a 68 anos, com uma idade média de 34 anos.

O lavado broncoalveolar foi realizado de acordo com o método
previamente descrito por Crystal, Reynolds e Kalica (24). Basicamente o bronco-
fibroscopio era introduzido até um segmento do lobo médio ou lingula e um total de

120ml de solugdo salina era injetado, com imediata reaspiragdo do liquido.

Metade do material recuperado era enviado para a Unidade de
Microbiologia do Hospital para realizagdo de coloragdes (inclusive Grocott) e

culturas de rotina do Laboratorio para bactérias piogénicas, micobactérias e fungos.

A outra metade era encaminhada para o Laboratorio de Citologia onde
eram exccutadas as téenicas de Leishman ¢ Papanicolaou e imunofluorecéncia para
citomegalovirus, sendo que 2ml desta metade eram separados para realizagdo da

reagao em cadeia pela polimerase.



A reagdo em cadeia pela polimerase foi realizada da seguinte forma:

I - Extragdo do DNA

a) Rompimento da membrana celular e digestdo das proteinas:
Ap6s homogeneizagdo da amostra adicionava-se para cada 0,5 ml do lavado
broncoalveolar, 10ul de 0,5M Na2 EDTA (acido etilenodiaminotetracético, sal

dissodico pH 8.0 - SIGMA), 50ul de SDS (dodecil sulfato de sddio - SIGMA) 10%
e 15ul de Proteinase K (20mg/ml - SIGMA).

O material era entdo incubado a 50°C durante 16 horas.

b) Extragdo pelo fenol/cloroformio:

A seguir, o material digerido era extraido, uma vez com fenol
redestilado e tamponado com Tris (hidroximetilaminometano) 10mM e Na2 EDTA -

ImM pH 8.0 e outra vez com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).
¢) Precipitagdo do DNA:

O DNA contido na amostra era entdo precipitado, adicionando-se
50ul de acetato de sodio 3M pH 5.6, 3ul de tRNA (5mg/ml) e 600ul de isopropanol
e incubando-se durante 4 horas a 20°C negativos. Apés, o DNA era sedimentado
por centrifigagdo, 10Krev/minuto, ¢ o sedimento era lavado uma vez com etanol

70% a 4°C. Posteriormente ressuspendia-se o DNA em 10pl de agua bidestilada

estéril.

Il - Amplificacdo do DNA

O termociclador usado para amplificagdo de DNA era da marca

Perkin-Elmer/Cetus.
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O DNA do Pneumocystis carinii for amplificado, empregando-se
os oligonucleotideos iniciadores pAZ 102-E e pAZ 102-H sintetizados e cedidos por
Ann Wakefield, do Instituto de Medicina Molecular da Universidade de Oxford, e
que apresentavam, respectivamente, as seqiiéncias: - 5' - GAT GGC TGT TTC CAA
GCCCA-3'-¢e -5-GTCTAC GTT GCA AAG TAC TC - 3'-. Os produtos da
amplificagdo constituiam-se de fragmentos curtos de DNA, com uma seqiiéncia de

346 pares de bases. Utilizou-se a técnica de Saiki e colaboradores (92) modificada,

descrita a seguir:

a) Preparagdo da mistura-mestre:

A solugdo necessaria para amplificagdo chamou-se de mistura

mestre e era preparada em multiplos de 48l como segue:

« Soro Albumina Bovina (BSA, Sigma) 8mg/ml: 3pl.
« Agua Tridestilada estéril: 30,5ul.

« Tampdo especifico para a Taq polimerase (10X KCl, 500nM;
MgCl, 15 mM; Tris - HCI pH 8.13; gelatina 0,1%): Spl.

« Polimerase da bacteria Thermus aquaticus (Taq-polimerase

Cenbiot) - 5 u/pl: 0,5ul.

« Mistura equimolar dos nucleotideos trifosfatados: dATP,

dTTP, dCTP e dGTP, solugdo a 2,5 mM: Sul.
« Oligonucleotideo iniciador pAZ 102-E: 2ul

« Oligonucleotideo miciador pAZ 102-H: 2ul
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b) Preparagdo da amostra a ser amplificada e dos controles negativo

€ positivo:

Misturavam-se 2ul do DNA extraido com 48ul da mistura-mes-
tre usando-se tubo capilar descartavel para evitar contaminagdo.

Como controle negativo utilizavam-se 2ul de agua bidestilada
adicionada a 48l da mistura-mestre em outro tubo de PCR.

Como controle positivo utilizavam-se 2ul de uma solugdo com
DNA clonado de Pneumocystis carinii de rato, adicionada a 48ul da mistura-mestre
em outro tubo de PCR, como ultima amostra da série, de modo a evitar
contaminag3o.

Apos, em cada tubo de PCR adicionavam-se 50pl de oéleo

mineral para cobrir as solugdes e evitar evaporagdo durante os ciclos de

amplificagio.

¢) Ciclos de amplificagio:

As amostras preparadas com os respectivos controles negativo e
positivo eram colocadas no termociclador ¢ submetidas a 40 ciclos. Cada ciclo
consistia de desnaturagdo a 94°C durante 60 segundos, anelamento a 55°C durante

60 segundos e extensdo dos primers pela Taq polimerase a 72°C durante 120

segundos.

Apos término do ultimo ciclo, as amostras eram refrigeradas e os

tubos retirados do termociclador.

A seguir colocavam-se 10ul do produto final da reagdo em tubos
com 2pl de tampao (0,002% glicerol 20% + Tris 10mM - EDTA 1mM pH 8.0) com

bromofenol.
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d) Eletroforese:

Separavam-se 10ul da solugéo resultante que eram colocadas nas
respectivas canaletas do gel de agarose (SIGMA) 1%, contendo 2ug/ml de brometo

de etidio (SIGMA).

O tampdo de corrida era o TBE (Tris - HCl 89mM, acido bérico
89mM Na2 EDTA - 2mM - pH 8.3).

Adicionavam-se 5pl de marcador de peso molecular (DNA do
bacteridfago lambda clivado com as enzimas de restrigdo Eco-RI e Hind III) nas

cavidades do gel em ambos os lados das amostras a serem testadas.

A eletroforese era realizada em 100 volts e 60 mA com duragio

de aproximadamente 30 minutos.

Finalmente o gel era fotografado sob luz ultravioleta, utilizando-

-se filme polaroide tipo 667 de alta resolugio (3.000 asa/36 DIN)

As amostras positivas produziam uma banda visivel na altura

correspondente a 346 pares de bases.

As coloragdes de |.eishman, Papanicolaou e Grocott ndo serdo
detalhadas por serem por demais conhecidas. Para maiores informagdes sugerimos o

"Manual de Rotinas" na Unidade de Citologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre.

Com os resultados obtidos se construiram tabelas de
contingéncia 2x2, para determinagdo da scnsibilidade, especificidade, acurécia,
valores preditivos, teste de x2 com corregdo de Yates e intervalos de confianga.

Escolheu-se um nivel de significancia p < 0,05.

31



6 - RESULTADOS




6 - RESULTADOS

De um total de 78 amostras de lavado broncoalveolar colhido com
finalidade diagndstica de pacientes portadores da sindrome de imunodeficiéncia
adquirida com sintomas respiratorios, 17 foram positivas e 61 negativas para

Prneumocystis carinii através da amplificagdo de fragmentos de DNA pela técnica da

PCR.

Considerando-se  como  critério  diagnostico de pneumonia por
Pneumocystis carinii uma reagdo positiva de amplificagdo de DNA pela PCR, a

prevaléncia dessa enfermidade no grupo estudado foi de 21,8%.

As reagdes de amplificagdo do DNA de Pneumocystis carinii sdo
mostradas nas figuras de 4 a 13. As amostras de nimeros 32 e 56 foram,
inicialmente, duvidosas quanto a amplificagdo, e por isso foram repetidas, fazendo-
-se nova extragdo de DNA ¢ novo processo de amplificagdo. A amostra do paciente

namero 32 teve amplificagdo confirmada como positiva, e a do paciente namero 56

teve amplificagdo negativa.



Fig. 4 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-
tos de amplificagdo pcla PCR

CANALETAS

AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular
B controle negativo amplificagdo negativa
ke paciente n© | amplificagdo negativa
D paciente n° 2 amplificagdo negativa
1 paciente n° 3 amplificagdo positiva
F paciente n° 4 amplificagdo negativa

3 paciente n® 5 amplificagdo negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
I paciente n° 6 amplificagdo positiva
J paciente n° 12 amplificagdo negativa
L paciente n° 13 amplificagdo positiva
M paciente n° 14 amplifica¢do negativa
N paciente n° 15 amplificagdo negativa
O controle negativo amplificagdo negativa
P controle positivo amplificagdo positiva
Q marcador de peso molecular
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Fig. § - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO
A marcador de peso molecular
B controle negativo amplificagdo negativa
C paciente n° 16 amplificagdo positiva
D paciente n® 17 amplificagdo negativa
E paciente n° 18 amplifica¢do negativa
F paciente n® 28 amplificagdo negativa
3 paciente n° 29 amplificagdo negativa
H controle negativo ampsificagdo negativa
l paciente n° 30 amplificagdo negativa
J paciente n° 31 amplificagdo negativa
L paciente n© 32 amplificagdo duvidosa
M paciente n° 33 amplificagdo negativa
N controle ncgativo amplificagdo negativa
O controle negativo amplificagdo negativa
P controle positivo amplificag@o positiva
Q marcador de peso molecular
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Fig. 6 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-
tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS

AMOSTRAS

RESULTADO

OmgzgrreTommpoaes

marcador de peso molecular

controle negativo
controle negativo
paciente n° 34
paciente n° 35
paciente n° 36
paciente n° 37
controle negativo
paciente n° 38
paciente n° 39
paciente n° 40
paciente n® 41
paciente n° 42
controle negativo
controle negativo

marcador de peso molecular

amplificag@o negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo positiva
amplificag@o positiva
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagido negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo negativa
amplificagdo positiva
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Fig. 7 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular

B controle negativo amplificag@o negativa
C paciente n® 7 amplificagdo negativa
D paciente n° 8 amplificagdo negativa
E paciente n° 9 amplificagdo negativa
F paciente n° 10 amplificagdo negativa
G paciente n° 11 amplificagdo negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
I paciente n® 19 amplificagdo negativa
J paciente n° 20 amplificagdo negativa
L paciente n° 21 amplificagdo negativa
M paciente n° 22 amplificagdo negativa
N paciente n° 23 amplificagdo positiva
0O controle negativo amplificagdo negativa
P controle positivo amplificagdo positiva
Q marcador de peso molecular

37




Fig. 8 -

Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO
A marcador de peso molecular
B controle negativo amplificagdo negativa
B controle positivo amplificagdo positiva
D paciente n° 24 amplificagdo negativa
E paciente n° 25 amplificagdo negativa
F paciente n° 26 amplificagdo positiva
3 paciente n° 27 amplifica¢do negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
1 paciente n© 43 amplificagdo positiva
J paciente n© 44 amplificagdo negativa
L, paciente n® 45 amplificagdo negativa
M paciente n° 46 amplificagdo negativa
N paciente n° 47 amplificagdo negativa
O controle negativo amplificagao negativa
P controle positivo amplificagdo positiva
Q

marcador de peso molecular




Fig. 9 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-
tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular

B controle negativo amplificagdo negativa

C paciente n© 48 amplificagdo negativa
D paciente n° 49 amplificag@o negativa
E paciente n° 50 amplificagdo negativa
F paciente n® 51 amplificagdo negativa
G paciente n° 52 amplificagdo negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
I paciente n® 53 amplificagdo positiva

J paciente n° 54 amplificagdo negativa
L paciente n® 55 amplificagdo positiva

M paciente n® 56 amplificagdo duvidosa
N paciente n® 57 amplificagdo positiva

O controle negativo amplificagdo negativa
I controle positivo amplifica¢do positiva

Q marcador de peso molecular
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Fig. 10 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular

B controle negativo amplificagdo negativa
C paciente n° 58 amplificagdo positiva
D paciente n® 59 amplificagdo negativa
E paciente n° 71 amplificagdo negativa
F paciente n® 72 amplificagdo negativa
G paciente n© 73 amplificagdo negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
I paciente n° 74 amplificagdo negativa
J paciente n© 75 amplificagdo negativa
L paciente n® 76 amplificagdo negativa
M paciente n° 77 amplificagdo positiva
N paciente n° 78 amplificagdo negativa
0 controle negativo amplificagdo negativa
P controle positivo amplificagdo positiva
Q marcador de peso molecular
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Fig. 11 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS

marcador de peso molecular

AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular

B controle negativo amplificagdo negativa
C paciente n° 60 amplificagdo negativa
D paciente n° 61 amplificagdo negativa
E controle negativo amplificagdo negativa
3 paciente n° 62 amplificagdo negativa
G controle negativo n° 63 amplificagdo negativa
H controle negativo amplificagdo negativa
I paciente n° 64 amplificagdo negativa
J paciente n® 65 amplificagdo negativa
L controle negativo amplificagdo negativa
M controle positivo amplificagdo positiva
N
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Fig. 12 -Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-

tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS

marcador de peso molecular

AMOSTRAS RESULTADO

A marcador de peso molecular

B controle negativo amplificagdo negativa
# paciente n° 66 amplificagdo negativa
D paciente n° 67 amplificagdo negativa
E controle negativo amplificagdo negativa
F paciente n° 68 amplificagdo negativa
G paciente n° 69 amplificagdo positiva
H controle negativo amplifica¢do negativa
| paciente n° 70 amplificagdo positiva
J paciente n° 56 amplificagdo negativa
L controle negativo amplificagdo negativa
M controle positivo amplificagdo positiva
N
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Fig. 13 - Analise eletroforética em gel de agarose dos produ-
tos de amplificagdo pela PCR

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO
A marcador de peso molecular
B paciente n° 56 amplificagdo negativa
C paciente n° 32 amplificagdo positiva
D marcador de peso molecular
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As coloragdes citologicas de Leishman e Papanicolaou foram positivas
em 13 amostras e negativas em 65 (tabela I). As 13 amostras positivas pelas
coloragdes citologicas também foram positivas pela PCR. Houve, portanto, 4

amostras negativas pelas coloragdes citologicas € positivas pela PCR.

A concordancia entre os métodos citologicos e PCR foi de 94,9% (74 de

78 casos).

A sensibilidade das coloragdes citologicas fo1 de 76,5% (13 de 17 casos),

e a especificidade, de 100%.

TABELA 1

CORRELACAO ENTRE AS COLORACOES CITOLOGICAS DE LEISHMAN E
PAPANICOLAOU E A PCR NA IDENTIFICACAOQ DE PNEUMOCYSTIS CARINII

PCR
COLORACOES
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Leishman e Papanicolaou positivas 13 00 13
Leishman e Papanicolaou negativas 04 61 65
TOTAL 17 61 78
Sensibilidade: 76,5% Intervalo de confianga (95%): 68% a 84%

Especificidade: 100%

Valor preditivo positivo: 100%
Valor preditivo negativo: 78,2%
Acuracia: 94,9%

X2 corrigido: 50,6 p < 0,001
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A coloragdo pela prata de Grocott foi positiva em 9 amostras e negativa

em 69 (tabela II).

A concordancia entre a coloragdc de Grocott e a PCR foi de 89,7%

(70/78 casos).

A sensibilidade da coloragdo de Grocott foi de 52,9% (09/17 casos), e a

especificidade, de 100%.

TABELA 11

CORRELACAO ENTRE A COLORACAO PELA PRATA DE GROCOTT E A PCR

PCR
COLORACAO
POSITIVA NEGATIVA TOTAL
Prata de Grocott positiva 09 00 09
Prata de Grocott negativa 08 61 69
TOTAL 17 61 78
Sensibilidade: 52,9% Intervalo de confianga (95%): 42% a 64%

Especificidade: 100%

Valor preditivo positivo: 100%
Valor preditivo negativo: 87,1%
Acuracia: 89,7%

X% =315 p <0,001
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7 - DISCUSSAO

A pneumonia por Pneumocystis carinii pode ser considerada como
um indicador de imunossupressio, e sua prevaléncia tem aumentado
significativamente na Gltima década, acompanhando o aumento na prevaléncia de
portadores da sindrome de imunodeficiéncia adquirida. Existem evidéncias de que
65% a 80% dos pacientes com SIDA apresentardo durante sua vida pelo menos um

episodio de pneumonia por Pneumocystis carinii (21, 71).

No Rio Grande do Sul, o nimero de notificagdes de casos de SIDA no
periodo compreendido entre janeiro de 1983 e margo de 1993 foi de 1.931 casos.
Nesse mesmo periodo, o total de dbitos conhecidos devido a essa sindrome foi de

1.137 casos, 0 que representa uma taxa de letalidade de 59,15% (13).

Com base nesses dados, estima-se que aproximadamente 1.500
episédios de pneumonia por Pneumocystis carinii tenham ocorrido em nosso
Estado, nos altimos 10 anos, em pacientes com SIDA, sem considerar-se um grande

nimero de doentes ndo notificados.

E possivel que o aumento na prevaléncia de pneumonia por
Pneumocystis carinii venha a sofrer uma desaceleragdo devido ao uso mais
freqiiente de profilaxia com pentamidina ou associagdo trimetoprim-sulfametoxazol,
mas a maior sobrevida dos pacientes imunossuprimidos, bem como o continuo

aumento do namero de casos de SIDA indicam tendéncia contraria.



Escolhemos como espécime clinico, em nosso estudo, o lavado
broncoalveolar colhido por broncofibroscopia devido a seu 6timo rendimento em

pacientes imunossuprimidos, associado a baixos indices de morbidez (16, 39).

A bidpsia pulmonar a céu aberto pouco acrescenta aos resultados das
broncofibroscopias quando se trata de doenga infecciosa em imunodeficientes e

aumenta consideravelmente a morbidez (115).

Além disso, a broncofibroscopia é capaz de identificar uma afecgio
relativamente freqiiente no pulméo de pacientes portadores de SIDA - o sarcoma de
Kaposi - que muitas vezes se assemelha ao quadro clinico e radiologico de algumas

doengas infecciosas, e que ndo pode ser identificada pelo exame de escarro.

O escarro como espécime clinico, embora ndo implique qualquer
morbidez, apresenta duas desvantagens: baixa sensibilidade quando se utilizam as
técnicas convencionais e dificuldade de ser obtido nos casos de pneumonias
intersticiais. A indugdo na obtengdo de escarro utilizando nebulizagdes com cloreto
de soédio hipertonico tem ajudado a minimizar a segunda desvantagem. Usando
coloragdo de Giemsa no escarro obtido por indugdo com nebulizagdes com cloreto
de sodio hipertdnico em pacientes com SIDA, Bigby e colaboradores (11)
encontraram o Pneumocystis carinii em 56% dos casos com pneumonia
comprovadamente devida a essc¢ fungo e deixaram de incluir no estudo 9 de 43

pacientes nos quais ndo foi possivel obter o espécime clinico.

Sensibilidade semelhante no escarro (55%), colhido apés indugdo com
cloreto de sodio a 5% pelas técnicas de Grocott e Papanicolaou na identificagdo de
Pneumocystis carinii foi obtida por Pitchenik ¢ colaboradores (83). N&o ocorreram

exames falso-positivos.
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Em nossa pesquisa, avaliamos 78 pacientes com sintomas respiraté-
rios, portadores de SIDA, que necessitaram ser submetidos a broncoscopia diagnés-
tica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo de 21 de agosto de 1992 a
28 de maio de 1993.

O lavado broncoalveolar destes pacientes foi avaliado quanto a
presenga de Pneumocystis carinii, usando-se as coloragdes rotineiras de Leishman,
Papanicolaou e Grocott e comparando-as com a reagdo em cadeia pela polimerase.
Nio tinhamos conhecimento do quadro clinico dos pacientes nem dos resultados das

coloragdes rotineiras quando da realizagdo da PCR.

Na amostra estudada encontramos uma amplificagdo positiva para
DNA de Pneumocystis carinii em 17 casos (21,8%), ao passo que os resultados

obtidos com pelo menos uma das coloragdes rotineiras foram positivos em 13 desses

€ negativos nos demais.

As reagdes de amplificagdo de DNA que foram positivas mostraram,
exceto uma, forte banda no gel de agarose na altura correspondente a 346 pares de
bases, conforme estd reproduzido nas figuras de 4 a 12. Apenas 1 caso de
amplificagdo positiva, o de nimero 32, apresentou uma banda fraca na mesma altura
(figura 5). Este paciente estava recebendo tratamento com associagdo trimetoprim-
-sulfametoxazol ja ha 7 dias quando da colhcita do lavado broncoalveolar. Muito
provavelmente, portanto, restava ainda uma quantidade muito pequena de
Pneumocystis carinii em seus pulmdes, mas suficiente para ser detectada pela PCR.
A analise desta amostra foi repetida e confirmou sua positividade com uma banda

de fraca intensidade (figura 13).

Entre as amostras cujas amplificagdes foram negativas houve apenas

uma que inicialmente produziu uma banda de fraca intensidade ao ser fotografado o
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gel de agarose sob luz ultra-violeta (amostra niimero 56, figura 9). A analise desta
amostra foi realizada novamente e mostrou-se negativa. Provavelmente ocorreu, de
inicio, uma contaminagio no momento da realiza¢do da eletroforese, uma vez que as
amostras de nimero 55 e niimero 57 que a antecediam e a sucediam respectivamente

eram reagdes de amplificagdo positiva.

Inicialmente, quando os resultados foram descodificados e compara-
dos, havia 12 casos positivos pelas coloragdes rotineiras e 17 positivos pela PCR.
Os S5 casos discordantes foram repetidos pela PCR e confirmados, enquanto as
laminas das coloragdes rotineiras foram revisadas e em um caso o diagnostico foi

modificado de negativo para positivo (erro de leitura na avaliagdo inicial).

A concordancia, portanto, da PCR com as coloragdes rotineiras foi de
94,9% (74 de 78 casos) e, se considerarmos todos os casos de PCR positivos como

verdadeiramente positivos ou padrio-aureo, a sensibilidade das coloragdes rotineiras

foi de 76,5%, conforme tabela I.

Os prontuarios dos 4 pacientes cujos resultados divergiram foram

minuciosamente examinados, e serdo discutidos a seguir.

Os casos nimeros 43 ¢ 55 tinham evidéncias clinicas e radiologicas
altamente sugestivas de pneumonia por Preumocystis carinii: tosse, dispnéia,
hipertermia e infiltrado pulmonar difuso. Receberam tratamento com trimeto-
prim-sulfametoxazol e evoluiram favoravelmente, pelo que concluimos como sendo

verdadeiros os resultados positivos da PCR.

O caso numero 32, que apresentava infiltrado no pulmio direito e
sintomas de tosse, dispnéia e hipertemia, recebeu tratamento por 21 dias com

associagdo trimetoprim-sulfametoxazol mas evoluiu para 6bito. O lavado broncoal-
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veolar realizado no 7° dia desse tratamento tinha mostrado Mycobacterium
tuberculosis na cultura. A necropsia revelou granulomas com pesquisa de BAAR
positiva no bago e figado, e no pulmido encontraram-se células de inclusdo
citomegalica. A pesquisa de Pneumocystis carinii pela coloragdo de Grocott foi
negativa. Como o paciente havia sido tratado adequadamente para pneumocistose,
concluimos que no momento da broncoscopia o paciente muito provavelmente
apresentava as duas infecgdes, tuberculose e pneumocistose. Ressalta-se que esse
paciente é 0 mesmo que apresentou a unica amplificagdo positiva com banda fraca

cOmo ja comentamos previamente.

Finalmente, o caso de niimero 53 apresentava na ocasido da realizagdo
da broncoscopia tosse, e radiograma de térax com infiltrado pulmonar difuso e foi
tratado com tuberculostaticos, sem comprovagdo bacteriologica de tuberculose.
Teve alta hospitalar, recebeu dose profilatica de trimetoprim-sulfametoxazol por 21
dias, mas ndo evoluiu bem, vindo a falecer cinco meses apos devido a hemorragia
digestiva. Proximo ao Obito, apresentava comprovadamente histoplasmose,
toxoplasmose e criptococose. Provavelmente a quantidade de quimioterapicos
recebida, embora em doses consideradas profilaticas, tenha sido suficiente para
interromper a evolugdo clinica da infecgdo pulmonar por Pneumocystis carinii,
detectada pela PCR. Nao dispomos, no entanto, de elementos suficientes para
concluir com seguranga que se tratava de pneumonia por Pneumocystis carinii no

momento da realizagdo da broncofibroscopia.

As amostras que tiveram amplificagdo positiva do DNA de
Pneumocystis carinii foram encaminhadas ao Instituto de Medicina Molecular da
Universidade de Oxford para que o sequenciamento deste DNA fosse obtido.
Segundo informagdes pessoais fornecidas por Ann Wakefield, que realizou o

processo, o DNA por nds identificado mostrou seqiiéncia semelhante ao DNA do
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Pneumocystis carinii encontrado na Inglaterra e na Africa. Estes achados serdo em

breve motivo de uma publicagdo conjunta.

Em nosso estudo, os resultados obtidos com a coloragdo de Grocott
foram aquém do esperado. Como possivel explicagdo apontamos o fato de que a
rotina deste método no Laboratorio de Microbiologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre sofreu varias alteragdes, inclusive com mudangas dos técnicos
responsaveis. Além disso, sabemos que a sensibilidade desse método diminui
quando a apresentagdo dos sintomas € precoce (39) ou quando os pacientes fazem
uso prévio de profilaxia da pneumonia por Pneumocystis carinii com pentamidina
ou associagdo trimetropim-sulfametoxazol (50). No trabalho realizado por
Tregnago (103) a coloragdo de Grocott foi feita artesanalmente pelo Laboratorio de
Citologia do HCPA e houve concordincia de 100% dessa coloragdo com as
coloragdes citologicas de Leishman e de Papanicolaou. A sensibilidade dos métodos
rotineiros encontrada por esse autor no diagnéstico de pneumonia por Preumocystis
carinii no lavado broncoalveolar foi de 90%, a mesma registrada por Broaddus e
colaboradores (16). Por motivos alheios ao nosso controle, o Laboratério de

Citologia niio pode realizar a técnica de Grocott em nossa série.

Muitas vezes, devido a falta de procedimento diagndstico
suficientemente sensivel e especifico, a decisdo de iniciar-se a terapéutica para uma
pneumonia cujo agente etiologico suspeita-se ser o Pneumocystis carinii, ¢ baseada
apenas na apresentagdo clinica e radiologica. Tal conduta leva, com freqiiéncia, ao
emprego exagerado de drogas potencialmente toxicas, como trimetoprim-sulfa-
metoxazol ou pentamidina. Isso é particularmente importante no caso de pneumonia
intersticial ndo especifica ou de pneumonia linfocitica que ocorrem nos imunodefi-
cientes e que tém apresentagdo clinica e radiologica idéntica a da pneumonia por
Pneumocystis carinii, exceto pelo fato de regredirem sem terapéutica especifica

(101), ou no caso da pneumonia por citomegalovirus, que clinica e radiologicamente
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pode ser indistinguivel da pneumocistose pulmonar. Esta mesma falta de um método
diagnostico totalmente confiavel faz com que se deixe de diagnosticar a pneumonia
por Pneumocystis carinii quando ela se apresenta com aspectos radioldgicos
atipicos, como pode acontecer em pacientes que fazem uso profilatico de
pentamidina (50), ou quando ela simula outras enfermidades também freqiientes no
imunodeprimido, como, por exemplo, a tuberculose (68). Miller e colaboradores
(67) descreveram 21 pacientes portadores de SIDA com estudos radioldgicos
considerados ndo tipicos de infecgdo pulmonar por Preumocystis carinii, nos quais

esse agente etiologico foi comprovadamente identificado.

Como ja mencionado previamente, a PCR associa duas qualidades
importantissimas para um método diagnostico: alta sensibilidade e alta especifici-
dade. A alta sensibilidade é obtida devido & amplificagdo geométrica de fragmentos
de DNA contidos na amostra clinica apos 30 a 40 ciclos de duplicagio, enquanto a
alta especificidade se deve ao fato de a ampliagdo s6 acontecer quando estiver
presente uma determinada seqiiéncia de nucleotideos que € exclusiva da espécie do

microorganismo que esta sendo pesquisado.

O uso da reagdo em cadeia pela polimerase, como método de
diagnostico de pneumonia por Pneumocystis carinii, iniciou com a clonagem do
DNA desse fungo e subseqiiente sintese de oligonucleotideos iniciadores por
Wakefield e colaboradores (109). Estes oligonucleotideos se mostraram eficientes
para amplificagdo de DNA do Preumocystis carinii de pulmdes de ratos infectados
com o fungo, sem amplificar outros microorganismos presentes, como Aspergillus
nidulans, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Mycobacterium tubercu-
losis e Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, estes oligonucleotideos,
denominados pAZ 102-E e pAZ 102-H, foram testados como iniciadores da
reagdo de amplificagdo de DNA no lavado broncoalveolar de 47 broncofibroscopias

diagnosticas (111). Destes 47 exames, 10 foram realizados em pacientes
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imunocompetentes como controle, € foram negativos na tentativa de amplificar
DNA do Preumocystis carinii. As outras 37 broncofibroscopias foram realizadas
em pacientes imunodeficientes. Os autores encontraram coloragdo da prata positiva
em 16 pacientes que responderam ao tratamento com pentamidina ou associagdo
trimetoprim-sulfametoxazol. Esses mesmos pacientes tiveram reagdo positiva pela
PCR. A coloragdo pela prata foi negativa, em outros 6 pacientes, que também
responderam ao tratamento, € em 4 desses a PCR foi positiva. Finalmente em 15
pacientes ndo houve resposta ao tratamento, ¢ ambos os métodos de diagnostico
foram negativos. Portanto, em 20 casos com suspeita clinica de pneumonia por
Pneumocystis carinii, com resposta terapé€utica favoravel e positivos pela PCR, 16
foram positivos pela coloragdo da prata, o que conferiu a este ultimo método uma
sensibilidade de 80%. Os dois casos com suspeita clinica e resposta terapéutica
favoravel, mas negativos por ambos os métodos, foram considerados pelos autores
como tendo outra etiologia, fazendo referéncias a entidades como pneumonia nio

especifica ou pneumonia linfocitica, que sdo discutidas por Suffredini e

colaboradores (101).

Os estudos de Wakefield e colaboradores (111) mostraram, pela
primeira vez, que a amplificagdo de DNA pela PCR é um método altamente sensivel
e especifico na identificagdo de Preumocystis carinii quando empregado em

amostras de lavado broncoalveolar.

Posteriormente, o mesmo grupo de pesquisadores do Instituto de
Medicina Molecular da Universidade de Oxford publicou sua expcriéncia com a
utilizagdo da PCR no diagndstico de pneumonia por Preumocystis carinii em
pacientes portadores de SIDA, tendo como espécime clinico o escarro (108). De um
total de 20 pacientes com diagndstico clinico de pneumocistose pulmonar, 18
tiveram PCR positiva, ao passo que, de 44 pacientes com outros diagndsticos

clinicos, a PCR foi positiva em apenas um deles. Esse paciente estava recebendo
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profilaxia com dapsona e 10 semanas mais tarde apresentou episdédio bem
documentado de pneumonia por Pneumocystis carinii. No mesmo estudo a
coloragdo pela prata foi positiva, no escarro, em apenas 7 dos 20 casos. Esta grande
sensibilidade verificada com a PCR no escarro anula uma das desvantagens com
este espécime clinico e podera talvez fazer com que o escarro venha a ser usado
antes da colheita do lavado broncoalveolar. A broncofibroscopia, embora de grande
utilidade e baixo risco, pode ser causadora de desconforto ao paciente, além de ser

um procedimento de custo relativamente elevado.

Em trabalho mais recente, Peters, Wakefield e colaboradores (79)
empregaram a técnica da PCR em pulmdes de individuos ndo imunodeficientes com
idade entre 15 e 70 anos e submetidos a necropsia. Prneumocystis carinii ndo foi
detectado em nenhuma das 45 reagdes de amplificagdio de DNA, o que, uma vez

mais, comprovou a alta especificidade do método.

A reagdo em cadeia pela polimerase foi também analisada pelo
mesmo grupo (57) no escarro de pacientes que haviam sido submetidos a trans-
plantes de rim ou de coragdo-pulmio e comparada com a técnica de imunofluores-
céncia, com anticorpos monoclonais contra Pneumocystis carinii, tendo se mostrado
mais sensivel. Nesse mesmo estudo verificou-se que infecgdo subclinica ou
colonizagdo de Pneumocystis carinii pode ocorrer em pacientes imunodeficientes,
oOrganotransplantados assintomaticos, isto porque o Preumocystis carinii foi
detectado no escarro de alguns desses individuos sem evidéncias clinicas de
infecgdo por esse fungo no momento do exame, mas que vieram a desenvolver a
pneumonia semanas apos. Estes achados de Pneumocystis carinii, precedendo
doenga clinica, colonizantes nunca ocorreram no grupo controle que consistia de

pacientes imunocompetentes.
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Na seqiiéncia das investigagdes, a PCR foi estudada quanto a sua
capacidade quantitativa de detecgdo. Peters e colaboradores (78) constataram que
100 microorganismos em uma amostra sdo suficientes para serem identificados
quando o DNA é amplificado pela PCR e visualizado por eletroforese em gel de

agarose ¢ corado por brometo de etidio, como realizamos em nosso estudo.

O poder de detecgdo do método pode ser ainda aumentado quando se
acrescenta outro oligonucleotideo apos a realizagdo de amplificagdo do DNA, o que
constitui a técnica conhecida como hibridizagdo de Southern. Por esse método,
quantidades tdo pequenas quanto um ou dois microorganismos na amostra podem

ser detectadas (78).

Reddy e colaboradores (87), por sua vez, mostraram que a
amplificagdo do DNA do Preumocystis carinii ¢ sua detecgdio por eletroforese em
gel de agarose com brometo de etidio pode detectar 200 microorganismos e, quando
a hibridizagdo de Southern ¢ acrescentada, 20 microorganismos sio suficientes para

tornar a reagdo positiva.

Esta maior capacidade de detec¢do quando se acrescenta o Southern
permitiria, inclusive, a identificagdo de colonizagdes ou de infecgdes subclinicas em

pacientes imunossuprimidos (57, 111).

A PCR tem sido comparada com métodos convencionais de
identificag@o de Pneumocystis carinii - Grocott, Giemsa, Leishman, Papanicolaou -
€ com uma técnica mais recente, a imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais,
sintetizados contra antigenos do Prneumocystis carinii. A seguir discutiremos alguns

desses trabalhos.
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Em estudo recente com 28 pacientes portadores de SIDA, com sinto-
mas respiratorios, a PCR mostrou-se 104 a 106 vezes mais sensivel em relagdo ao

niimero de microorganismos detectados do que a imunofluorescéncia (56).

Olson e colaboradores (74) também verificaram ser a PCR clinica-
mente mais sensivel que a imunofluorescéncia tanto na analise do escarro como na

do lavado broncoalveolar.

A imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais, por sua vez,
conforme estudo de Elvin e colaboradores (31) mostrou-se mais sensivel que a
coloragdo pela prata na identificagdo de Pneumocystis carinii tanto no lavado

broncoalveolar como no escarro.

Blumenfeld e colaboradores (12) compararam a PCR com coloragdes
citomorfologicas convencionais no lavado broncoalveolar. Os resultados foram
concordantes em 33 de 37 casos (89%). Nove amostras foram positivas e 24
negativas por ambas as técnicas. As discordancias foram 3 casos positivos pela PCR

e negativos pela citomorfologia e 1 caso negativo pela PCR e positivo pela

citomorfologia.

Em nosso estudo, a concordiancia ocorreu em 74 de 78 casos
(94,87%), sendo que os 4 casos discordantes foram de PCR positiva com as

coloragdes citomorfologicas negativas.

Galan e colaboradores (34) compararam a PCR na detecgdo de
Preumocystis carinii no lavado broncoalveolar de 71 pacientes portadores de
SIDA, com microscopia de iluminagio convencional por algumas colora¢des usuais
- Giemsa, azul de toluidina e prata - € com a microscopia por imunofluorescéncia. A

amplificagio do DNA foi positiva em 32 casos, sendo que, destes, 31 foram
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positivos pela imunofluorescéncia e 30 pelas coloragdes convencionais. Por outro
lado, houve 6 casos positivos pela imunofluorescéncia e negativos pela PCR. Na
interpretagdo desses pesquisadores, a imunofluorescéncia detectaria a parede
externa do Pneumocystis carinii, havendo ou ndo conteudo celular, enquanto a PCR
amplificaria 0 DNA, que é exclusivamente intracelular. Muitos dos resultados
discrepantes ocorreram em pacientes que estavam sob quimioprofilaxia para
Pneumocystis carinii, e os autores inferem a possibilidade de que, nesses casos, a
amostra clinica poderia conter apenas restos de parede celular e, portanto, ser
negativa quanto a amplificagdo do DNA, mas os trabalhos com microscopia
eletronica dos moldes alveolares sempre revelam alguns elementos fingicos
intactos. Outra inferéncia dos autores para explicar os resultados foi de que os casos |
positivos pela imunofluorescéncia e negativos pela PCR seriam devidos a espécimes
mutantes de Pneumocystis carinii. Ndo ha, no entanto, qualquer referéncia, no
trabalho, a quadro clinico, radiologia ou evolugdo dos casos discrepantes para

sabermos se poderia se tratar de falsos positivos de um método ou falsos negativos

do outro.

Becker-Hapak e colaboradores (8) desenvolveram seus proprios
oligonucleotideos iniciadores e, em analise que teve como espécime clinico o
escarro, o Pneumocystis carinii foi detectado em todas as amostras que haviam sido

positivas por imunofluorescéncia ¢ ainda identificado em algumas outras negativas

pela imunofluorescéncia.

Lipschik € colaboradores (60) analisaram 71 amostras de escarro, das
quais 17 provinham de pacientes com confirmagdo microbioldgica de Pneumocystis
carinii por métodos convencionais. A PCR foi positiva nos 17 casos e em mais 10
ndo confirmados pelos outros métodos. Nesse estudo, a amplificagdo do DNA foi
realizada com dois conjuntos diferentes de oligonucleotideos iniciadores oriundos

de genes ndo relacionados, € 0s exames positivos somente pela PCR, em sua
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maioria, foram positivos com os dois tipos de oligonucleotideos, sugerindo que a
técnica de amplificagdo de DNA ¢ realmente mais sensivel e que, em algumas
situagdes, pode, inclusive, detectar a existéncia de uma infecgdo latente ou

subclinica.

Pesquisadores da Universidade de Toquio (53) também desenvol-
veram seus proprios oligonucleotideos iniciadores com 6timos resultados e foram os
primeiros a monitorizar o escarro de pacientes imunossuprimidos portadores de
pneumonia por Prneumocystis carinii. Verificaram que a PCR em amostra de escarro
tornava-se negativa num periodo de 3 a 10 dias ap6s o inicio do tratamento com

pentamidina ou associagdo trimetoprim-sulfametoxazol.

Leigh e colaboradores (56) encontraram uma negativagdo da PCR para
Pneumocystis carinii apoés nove dias de tratamento com trimetoprim-sulfa-

metoxazol em um caso comprovado de pneumonia por esse fungo.

Os resultados desses dois trabalhos e a alta sensibilidade da PCR
podem sugerir que a lesdo pneumdnica possa ser esterilizada com tratamento
adequado mais cedo do que se supunha e que talvez a duragdo total da terapéutica

possa ser reduzida.

A detecgdo de Pneumocystis carinii no soro de individuos com

pneumonta por este fungo também tem sido objeto de estudo com a PCR.

Schluger e colaboradores (96) detectaram DNA de Preumocystis
carinni no soro de 7 de 18 pacientes imunodeficientes que apresentavam pneumonia

por aquele agente etiologico, e no soro de 5 de 14 ratos infectados experimental-

mente.
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O mesmo grupo (95) publicou posteriormente outro estudo que
detectava Pneumocystis carinii no soro de 12 de 14 pacientes com pneumonia por

aquele microorganismo.

Lipschik e colaboradores (60) obtiveram uma amplificagdo do DNA
de Pneumocystis carinii positiva no soro de 2 de 3 pacientes com pneumocistose
disseminada ¢ em somente 1 de 12 casos com evidéncia clinica de infecgdo restrita

ao pulmao.

Estes achados reforgam as evidéncias da grande sensibilidade da PCR,
bem como demonstram a possibilidade de disseminagdo hematica de Pneumocystis’
carinii a partir de um foco pulmonar, a semelhanga do que ocorre com outras
micoses profundas, permitindo um maior entendimento da patogenia desta infecgio.
Além disso, o achado de Prneumocystis carinii no soro poderia ser um indicativo de

maior gravidade da moléstia.

Com a finalidade de tornar mais rapida a PCR, Borensltein e
colaboradores (14) utilizaram uma técnica de filtragdo do espécime clinico que
substitui a extragdo convencional do DNA com fenol e obtiveram uma amplificagdo
positiva em todas as 18 amostras que sabidamente continham Preumocystis carinii.

O espécime clinico utilizado foi o lavado broncoalveolar.

A revisdo da literatura bem como os nossos resultados permitem dizer
que a maior sensibilidade da PCR em comparagdo com as coloragdes convencionais

e com a imunofluorescéncia ¢é real e ndo artefatual.

A PCR apresenta outras propriedades além de alta sensibilidade e alta
especificidade que a qualificam a tornar-se um método indispensavel no diagndstico

de inimeras doengas infecciosas: requer pequenas quantidades de espécime clinico
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(geralmente 0,5 ml de amostra ¢ suficiente); o espécime clinico que sera submetido
a analise pode ser colhido pelo menos 1 a 2 dias apos o inicio da terapéutica sem
alteragdo do resultado; é de rapida execugdo (24 a 48 horas sdo suficientes para
fornecer-se o resultado); o DNA da amostra a ser amplificado pode ser conservado

por longos periodos.

Resta ainda esclarecer alguns poucos casos na literatura em que a PCR
¢ capaz de identificar o Pneumocystis carinii em espécime clinico de paciente
imunossuprimido sem que haja evidéncia clinica ou radiologica de infecgdo por este
fungo. Possivelmente trata-se de casos de colonizagdes ou de pacientes com

infecgdo subclinica.

A comprovagdo de tal hipotese estd a exigir maiores investigagdes,
ndo havendo ainda uma conduta estabelecida frente a tais resultados. Deveriamos
tratar esses pacientes, fazer profilaxia, ou simplesmente observa-los? Tais questdes,

porém, ndo foram objeto desta tese € com certeza serdo respondidas com novos

estudos.

Provavelmente a estratégia mais adequada para se chegar ao
diagndstico definitivo de pneumonia por Preumocystis carinii em pacientes
imunodeficientes seja o uso seqilencial da PCR no escarro induzido, seguido do
lavado broncoalveolar nos pacientes cujo escarro foi negativo ou impossivel de
colher. Isso, pelo menos, até que um método de cultivo rapido e simples para este

fungo venha a se tornar disponivel.
A introdugdo da PCR em nosso meio como método de identificagdo do

Preumocystis carinii facilitara e antecipara a utilizagdo da técnica para diagnostico

etiologico de outras doengas infecciosas que sdo de dificil identificagdo
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microbiologica como, por exemplo, meningite tuberculosa, tuberculose pleural,

pneumonia por legionela ¢ por citomegalovirus, entre outras.

Existe ainda a possibilidade de este método vir a identificar microor-
ganismos resistentes quando a resisténcia estiver relacionada a alteragGes na prépria
estrutura do DNA. Isto ja ¢ uma realidade, por exemplo, na identificagdo de

estirpes de estafilococos resistentes a meticilina (97, 104).

Além disso, visualiza-se a perspectiva de utilizagdo de multiplos pares
de primers para amplificagdo de DNA de diferentes agentes etiologicos em uma
mesma reagio, bem como a possibilidade de redugdo do custo da reagdo quando o

método estiver amplamente difundido.
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8 - CONCLUSOES

1°- A reagdo em cadeia pela polimerase permitiu amplificar e detectar
DNA de Pneumocystis carinii no lavado broncoalveolar de pacientes portadores de

pneumonia por esse microorganismo.

20 - A concordancia da reagdo em cadeia pela polimerase com os
métodos rotineiros de Leishmann, Papanicolaou e prata de Grocott em conjunto, na

identificagdo de Pneumocystis carinii, foi de 94,9%.

30 - Os métodos rotinciros em conjunto apresentaram uma sensibili-
dade de 76,5% e especificidade de 100%, considerando-se a reagdo em cadeia pela

polimerase como padrdo-aureo.

40 - A prevaléncia de pneumonia por Pneumocystis carinii deter-
minada por meio da reagdo em cadeia pela polimerase, em pacientes sintomaticos

respiratorios portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida foi de 21,8%.
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RESUMO




RESUMO

Amostras do lavado broncoalveolar de 78 pacientes internados no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre com sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
sintomas respiratorios e submetidos a broncofibroscopia diagnostica foram
analisadas quanto a presenga de Pneumocystis carinii, utilizando-se a técnica de
reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) e os métodos de coloragdo rotineiros de
Leishman, Papanicolaou ¢ prata de Grocott. A PCR foi realizada utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores pAZ 102-E: -5'- GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA
-3'-e pAZ 102-H: 5' - GTC TAC GTT GCA AAG TAC TC - 3' -. Os produtos da
amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, e banda especifica
de Pneumocystis carinii (346 pares de bases) corada com brometo de etidio foi

identificada com luz ultravioleta e fotografada.

A PCR amplificou o DNA de Pneumocystis carinii em 17 amostras,
enquanto os métodos rotineiros mostraram resultados positivos em 13 dessas

mesmas amostras e resultados negativos nas 65 restantes.

A concordancia dos resultados entre a PCR ¢ os métodos rotineiros foi

de 94,9% (74/78 casos).

A sensibilidade dos métodos rotineiros, considerando-se a PCR como

padrao-aureo, foi de 76,5% (13/17 casos).



A prevaléncia de infecg¢do pulmonar por Pneumocystis carinii avaliada

pela PCR, nesta populagao, foi de 21,8% (17/78 casos).

Nossos resultados bem como os dados da literatura sugerem que a
maior sensibilidade da PCR, em comparagdo com as coloragdes convencionais, é
real e que este novo método deve ser considerado como padrdo-aureo para o

diagnostico da infecgdo pulmonar por Pneumocystis carinii.
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SUMMARY




SUMMARY

Bronchoalveolar lavage samples from 78 patients admitted to the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre with acquired immunodeficiency syndrome,
respiratory symptoms and submitted to diagnostic bronchoscopy were analysed in
order to detect Pneumocystis carinii by polimerase chain reaction (PCR) and

routine Leishman, Papanicolaou and Grocott's silver stains.

PCR was performed with the oligonucleotide primers pAZ 102-E: -5'-
GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA -3'-e pAZ 102-H: §' - GTC TAC GTT GCA
AAG TAC TC - 3' -. The amplification products were subjected to eletrophoresis in
agarose gels, and the Preumocystis carinii specific band (346 base pairs) was tested
by visualisation with ultraviolet light after ethidium bromide staining and

photographed.

Pneumocystis carinii DNA was amplified by PCR in 17 samples.
Using the routine methods the microorganism was found in 13 samples from PCR-

positive patients and not identified in all the remaining 65.

The concordance between PCR and the routine methods were 94.9%

(74/78 samples).

The sensitivity of the routine methods considering PCR as the gold

standard was 76.5% (13/17 samples).



The prevalence of Prneumocystis carinii lung infections analysed b
p 3% g y y

PCR, in this population, was 21.8% (17/78 samples).

Our results and the review of the literature suggest that the PCR's
larger sensitivity, comparing with the conventional stains, is real and that this new
method should be considered the gold standard to the diagnosis of Preumocystis

carinii pneumonia.
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