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RESUMO 

SUMMARY 



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

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

Francis Hacon 



1 - INTRODU(AO 



1 - INTRODU(:AO 

0 aumento do numero de pacientes portadores da sindrome de 

imunodeficiencia adquirida (SIDA) tern sido responsavel por uma ocorrencia cada 

vez maior de infec~oes oportunistas no pulmao, especiahnente as causadas por 

micobacterias ou por Pneumocystis carinii . 

Estc ultimo agcnte, considcrado por muito tempo como urn 

protozoario e agora classificado pcla maioria dos autores como urn fungo, 

especialmente devido a sua constitui~ao cromossomica, nao e cultivado em meios 

de cultura in vitro e cora-se com dificuldade com os c01·antes habitualmente 

empregados na identifica~ao de outros microorganismos, tornando muitas vezes 

dit1cil a sua identifica9ao em especimes clinicos. 

A elevada e cresccnte prevalcncia de pneumoma por Pneumocystis 

carinii, a dificuldade na idcntifica~ao do fungo, a gravidade desta infec~ao, bern 

como sua resposta a um tratamento adcquado e especifico estavam a exigir o 

estabelecimento de um mctodo diagn6stico que associasse alta sensibilidade, alta 

especificidadc e rapidez na cxccuc;ao. 

Na scgunda mctade da dccada passada, Mullis (70) juntamente com 

um grupo de pesquisadorcs da Cetus Corporation (33, 90, 91 , 92, 93, 94) desen­

volvcram Lllll mctodo de amplitlcac;ao de DNA com possibilidades de aplica~ao em 

varias {ueas da mcdicina, mas com especial interesse no diagn6stico de doen~as 

infccciosas cujos agcntcs ctiol<')gicos fosscm de dificil identifica<;ao. 0 metodo foi 

denominado de rcac;;\o em cadcia pcla polimcrase e hoje e internacionalmente 

conhccido pel a sight PC 'R . 



A aplica~ao da PCR na identifica~ao do Pneumocystis 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 tecnica. De volta ao Brasil, 

introduzimos, em nosso meio, o metodo da PCR na identifica~ao 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 metodo da rea9ao em cadeia pela polimerase na pesqmsa 

de PneumoGystis carinii no lavado broncoalveolar e compani-lo com as tecnicas 

convencionais utilizadas em nosso meio, que sao: colora9ao de Leishman, 

Papanicolaou e prata de Grocott. 

2 - Avaliar a prevalencia de pneumoma por J>neumoGystis carinii, 

atraves da rea9ao em cadeia pcla polimerase, em pacientes portadores da sindrome 

da imunodeficiencia adquirida que apresentem sintomas respirat6rios e necessitem 

realizar broncofibroscopia com coleta de lavado broncoalveolar para esclarecimento 

diagn6stico. 
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3- REA<;AO EM CADEIA PELA POLIMERASE 

3.1-0 METODO 

0 metodo da rea<;:ao em cadeia pela polimcrase consiste na amplifica<;:ao in 

vitro de fragmentos de DNA c foi dcsenvolvido por urn grupo de pesquisadores da 

Cetus Corporation a partir de 1985 (33, 90, 91, 92, 93, 94), ap6s a inven<;:ao de 

Mullis (70). 

A amplifica<;:ao do DNA e baseada em ciclos repetitivos de tres rea<;:oes 

simples, realizadas em seqUencia c com difcrentes temperaturas. Estas rea<;:oes 

ocorrem em urn pequeno tubo, com rcagentcs termo-cstaveis, colocado em urn 

aparelho termo-ciclador, eo processo e complctamente autornatizado. 

Alem do DNA que sera amplificado (DNA alvo), os reagentes irnportantes 

sao: a) dois oligonucleotidcos tambem chamados de primers ou iniciadores, 

sintetizados para serem complernentares a seqliencias conhecidas do DNA alvo, 

b) quantidadcs suficicntes dos quatro dcoxinibonucleosideos, e c) a Taq DNA 

polimerase tenno-estavel, isolada da bacteria tcrrnofilica Thermus aquaticus. 

A prirneira etapa do procedimcnto e a desnatura<;:ao termica da cadeia 

dupla de DNA, a qual pode scr oriunda de qualquer especirne clinico. Em 

temperatura proxima a 100° C, as liga<;:6cs de hidrogenio se rompem, separando as 

cadcias de DNA c libcrando, cntao, cadcias simples que podem, subseqlientemente, 

anelar-sc a qualqucr outro DNA que tcnha uma scqticncia complcmentar. 

Na scgunda ctapa do ciclo, rcalizada em temperatura reduzida, dois 

pequcnos oligonuclcotidcos iniciadorcs sao anclados em seqliencias comple­

mcntarcs de cadcias opostas do DNA alvo. Esses iniciadores sao escolhidos de 

acordo com o material gcnctico que esta sendo procurado e definern as duas 

extremidades tenninais de uma seqUencia de DNA a ser arnplificado. Eles nao 

podem anelar-sc um ao outro, c suas zonas de anclamcnto que indicarao o tarnanho 



dos fragmentos a serem ampliados dcvcm scr suficientemente distantes uma da 

outra de modo a permitir a subseqi.iente sintesc de novos produtos. 

A terceira etapa consiste na sintesc de uma segunda cadeia complementar 

de wn novo DNA, a qual ocorre pela extensao de cada iniciador, por a9ao da Taq 

polimerase, na presen9a de grandes quantidades de trifosfatos deoxirribonucleosi­

deos. Uma nova cadeia simples de DNA c sintctizada para cada iniciador a ele liga­

do. Cada nova cadeia consiste no iniciador em seu 5 final , ladeado por uma sequen­

cia de nucleotideos que sao complcmentares a seqilencia do DNA alvo (figura 1). 
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Ap6s a extensao dos iniciadores o ciclo e repetido, inicialmente 

awnentando-se a temperatura de tal fonna que as cadeias duplas do DNA sejam 

convertidas em cadeias simples e dcixando-se entao baixar a temperatura para 

permitir os passos de anelamento e extensao. Inicia-se a formayao de fragmentos 

curtos de DNA (figura 2). 
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Repete-se novamente o processo e, com isso, inicia-se a multiplica~ao de 

fragamentos cmtos de DNA (figura 3). Os ciclos sao, a seguir, repetidos por trinta a 

quarenta vezes. 
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Fig. 3 - Tercciro ciclo completo da rca~<'io ern cadeia pela polimerase. 

Comc~a a ocorrcr a amplifica~ao geometrica dos fragmentos 
curtos do DNA. 

Urna caracteristica esscncial da PCR e que todos os produtos previamente 

sintetizados (final da tcrceira etapa) atuam como urn rnodelo para novas rea~oes de 

extensao dos oligonucleotideos iniciadorcs ern cada ciclo subseqtiente. 0 resultado 

dcsta adcquadamcntc dcnominada rea<;ao em cadcia c a arnplifica~ao geornetrica do 

DNA alvo. 0 material amplificado e cntao submetido a eletroforesc, e a presen~a de 

uma banda cspccifica do DNA alvo c identificada por visualiza~ao com luz 

ultraviolcta apos colora~ao corn brorncto de etidio . A particular fonna de anela­

mento (segunda ctapa do ciclo) c a arnplifica<;ao geometrica (detenninada por 

multiples ciclos) confcrern ao mctodo, rcspcctivamcnte, altissima especificidade e 

sensibilidade na dctec9ao do DNA alvo . 
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3.2- APLICA<:;:AO DA PCR NO DIAGNOSTICO DE DOEN<;AS INFECCIOSAS 

A aplica~ao da rea~ao em cadeia pela polimerase no diagn6stico de 

doen~as causadas por rnicroorganismos inicia com a extra~ao do DNA do agente 

infectante e seu posterior seqtienciamento. A proxima etapa consiste na elabora~ao 

dos oligonucleotideos iniciadores ou primers cuja sequencia deve ser especifica 

para o DNA alvo, isto e, nao pode hibridizar-se ao DNA humano ou de outros 

pat6genos - especialmente daqueles que possam provocar uma sindrome clinica 

semelhante a ocasionada pelo micr6bio em questao - nem ao DNA de 

microorganismos nao pat6genos que cvcntualmcnte possam estar presentes no 

especime clinico que esta sendo investigado. Finalmente, se realizam os 

experimentos clinicos. 

A grande capacidade de amplia~ao do metodo toma possivel uma eventual 

contamina~ao durante seu processamento no Iaborat6rio, seja por aerossol, seja por 

intermedio de pipctas, o que poderia levar a resultados falso-positivos. Este fato, 

entretanto, e superavel pclo uso concomitante de controles negativos. Resultados 

falso-ncgativos, por sua vcz, podcm ser conferidos com a realiza~ao concomitante 

de controles positivos. 

Alta sensibilidadc e alta cspccificidade, associadas a relativa simplicidade 

de exccu~ao, qualificarn a rcayilo em cadcia pcla polimerase como urn metodo de 

diagn6stico microbio)()gico vcrdadciramcnte promissor, c sua aplica~ao sera 

particulanncntc imp01tantc quando os microorganismos causadores forem diftceis 

de identificar por microscopia ou meios de cultivo convencionais. 

Urn importante cxcmplo do uso da n:ayao em cadeia pela polimerase com 

prop6sitos diagn6sticos cst{t na dctcc<;ao do virus da imunodeficiencia humana 
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(HIV) em pessoas que nao podem ser facilmente diagnosticadas como portadoras da 

infec~ao pelos metodos convencionais, tais como recem-nascidos de maes 

infectadas com HIV ou pessoas que permanecem soronegativas, mas com alta 

probabilidade de serem portadoras do virus. 

Na area pneumol6gica, o primeiro grande exemplo da aplica~ao do metodo 

surgiu na identifica~ao do Pneumocystis carinii feita pelo Molecular Infectious 

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

0 quadro 1 mostra uma serie de microorganismos que ja podem ser 

identificados pela PCR. 

QUADRO 1 

DETECC:AO DIAGNOSTICA POR PCR DE MICROORGANISMOS 

PATOGENICOS DE IMPORTANCIA CLiNICA 

HIV (6, 76) 
Hepatite A ( 4 7) 
Hepatite B ( 45, 51, 61) 
Hepatite C (25) 
Herpes simples (5, 52, 73, 82) 
Papiloma (99, 105, 114) 
Epstein-Barr (54, 1 02) 

ViRUS 

Rubeola (29) 
Citomegalovirus (17, 38) 
Rotavirus (30, 37) 
Adenovirus (2) 
Coxsackie ( 113) 
Poliomelite ( 117) 

PROTOZOARIO, RICKETTSIA, BACTERIA E FUNGO 

Pneumo<.-ystis carinii (Ill) 
Mycobacterium tuberculosis ( 15, 42, 98) 
Mycobacterium /eprae (85) 
Chlamydia trachoma/is (72, 75, 86) 
Legionella pneumophila (9, l 00) 
Toxoplasma g(mdii (3 , 49) 

Plasmodiumfalciparum (46) 
Treponema pallidum ( 19) 
E~'lcherichia coli (77) 
Usteria monocytogenes (I 0) 
l~nlamoeha histolytica (69) 
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3.3- APLICA(AO DA PCR EM DOEN(AS GENETICAS 

Alem do diagn6stico de molestias infecciosas, a PCR tern se mostrado de 

alto valor na identifica~ao de doen~as de transmissao genetica. Na area 

pneumol6gica, o metodo ja pode ser empregado no reconhecimento de importantes 

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

permitindo, inclusive, o diagn6stico pre-natal. 

Em outras doen~as de transmissao gem!tica, como, por exemplo, anemta 

falcifonne (32, 91), doen~a de Huntington (64), hemoftlia (27, 55, 116) e distrofia 

muscular de Duchenne (23), a PCR igualmente permite o diagn6stico intra-utero. 

3.4- APLICA(AO DA PCR EM MEDICINA FORENSE 

Na area da Medicina Forense, a PCR tambem tern sua aplica~ao, 

especialmente nos casos de identiftca~ao de patemidade ou de suspeita de autoria de 

cnme. 

Muitas vezes, os unicos materiais disponiveis no local do cnme sao 

pequeno volume de sangue ou de espcnna, ou alguns poucos fios de cabelo. 0 DNA 

contido nessc material pode scr cntao ampliftcado e comparado com o DNA do 

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

Resumindo, o progrcsso na aplical.(ao da reayao em cadeia pela polimerase 

como uma ferramenta molecular, espccialmcnte nas areas aqui comentadas, tern 

sido extremamentc ntpido, c os altos graus de scnsibilidade e especiftcidade 

confcrem ao metodo uma confiabilidade impar no momcnto. 
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4- PNEUMONIA POR PNEU!YIOCY.\'TIS CAR/Nil 

0 Pneumocystis carinii foi identiftcado pela primeira vez em 1909, em 

pulmoes de cobaias por Carlos Chagas (22) que, ao descreve-lo, imaginou tratar-se 

de uma fase do tripanossoma. Em 1910, Antonio Carini (20) demonstrou o mesmo 

organismo em pulmoes de ratos e, alguns anos ap6s, Delanoe e Delanoe (26), em 

homenagem a este ultimo pesquisador, denominaram-no de Pneumocystis carinii. 

0 microorganismo, que nao foi isolado em me10s de cultivo 

acelulares ate o momento, foi durante muito tempo classificado como protozmirio 

devido a suas caracteristicas morfol6gicas e resposta terapeutica a drogas 

antiprotozoarios. Estudos de microscopia eletronica ( 40) e de biologia molecular 

evidenciaram a natureza fungica do Pneumocystis carinii (28, 84, 110, 118). Os 

criterios para classifica-lo como protozoario sao facilmente refutaveis. 

No final da decada de 30, Ammich (4) descreveu uma pneumonia que 

afetava crian<yas entre 2 e 4 mcses de idade, de inicio insidioso e caracterizada por 

febre muito alta, pobres sinais auscultat6rios, mas com tosse intensa, dificuldade 

respirat6ria e marcado inftltrado pulmonar difuso. A progressao para a morte devido 

a insuficiencia respirat6ria ocorria em metade dos casos. As crian<yas avaliadas eram 

prematuras, sofriam de desnutri<yao e viviam em orfanatos. A etiologia desta 

infec<yao era dcsconhecida. 

No inicio da decada de 40, van dcr Meer e Brug ( 1 06) associaram esta 

forma de pneumonia com o l'neunw(ystis carinii, e Vanec (I 07), usando a 

colora<yao de Giemsa, encontrou esse fungo nos pulmoes de crian<yas portadoras 

dessa enfermidade. Desde entao, int'uneras publica<yoes, especialmente sobre surtos 



epidemicos em varias regioes da Europa, foram publicadas e muito bern revisadas 

por Hopkin ( 44 ). 

Nos Estados Unidos a doenya foi reconhecida mats tarde, 

especialmente como urn 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, Rifl<ind e colaboradores (88) relataram a doenya em pacientes que 

haviam sido transplantados e, dez anos mais tarde, Walzer e colaboradores (112) 

observaram pneumocistose em pacientes com diversas situayoes de 

imunossupressao, especialmente leucemias e linfomas. A experiencia da Clinica 

Mayo de 1976 e 1983 foi publicada por Peters e Prakash (80) que mostraram 53 

casos de pneumonia por Pneumocystis carinii, a maioria ocorrendo em portadores 

de leucemia submetidos a quimioterapia, ou em portadores de uma serie de doenyas 

inflamat6rias 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 epis6dios de pneumonia por Pneumocystis carinii 

associados a candidiase oral e sarcoma de Kaposi em homens jovens previamente 

sadios, aditos a drogas e/ou homosscxuais. Esses achados levaram posteriormente 

ao reconhecimento da sindromc de imunodeficiencia adquirida. Dois anos ap6s, 

2.000 casos de SIDA ja haviam sido comunicados ao Centro de Controle de 

Doen<;as de Atlanta, Estados Unidos, c 40% dclcs haviam aprcsentado infecyao 

pulmonar por J>neunu)(ystis carinii. 

Hoje, estima-se que ()5% a 80% dos pacientes portadores de SIDA 

venharn a dcsenvolvcr pelo mcnos urn cpis<'ldio de pneumocistose. No Rio Grande 
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do Sui, nos ultimos anos, aproximadamente 2.000 casos de SIDA foram 

notificados (13) e, portanto, cerca de 1.500 epis6dios 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 epis6dios de pneumoma por 

Pneumocystis carinii reconhccidos por ano aumentou de 65, em 1967, para urn 

numero estimado de 20.000 a 60.000 no inicio da decada de 90 (63). 

Esse aumento deve-se principalmente a epidemia de SIDA, mas 

tambem a outros fatores, como urn maior numero de pacientes submetidos a 

transplantes e o uso de quimioterapia rnais agrcssiva para tumores malignos, 

doen~as inflamat6rias e imunol6gicas. 

Aceita-se que o Pneumocystis carinii chega ao orgamsmo por vta 

inalat6ria, e estudos sorol6gicos sugerem que a maioria das pessoas ja tenha sido 

infectada antes dos 10 anos de idade ( 65, 81 ). A infec~ao prim aria e provavelmente 

assintomatica, e a doen~a somente ocorre em imunossuprimidos. Nao esta ainda 

esclarecido se a doen~a se deve a reinfec~ao end6gena ou ex6gena, mas ha alguns 

indicios favorecendo esta ultima hip6tese (66). Acreditamos que, a semelhan~a do 

que ocorre com a tuberculose, por exemplo, reativa~ao end6gena ou reinfec~ao 

ex6gena podcm ocorrer, dependendo do rnomento epidcmiol6gico a maior 

prevalcncia de uma ou de outra forma de infecc;ao. 

Os sintomas mats comuns sao dispneia, tosse improdutiva e 

hipertennia. 0 radiograma do t6rax rnostra, na maioria das vezes, um infiltrado 

pulmonar difuso, mas aprescntac;ocs atipicas podcm ocorTer, espccialmente em 

pacientes que fazcm uso de profilaxia com pcntamidina inalat6ria. 
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0 tratamento de escolha da pneumocistose consiste no uso da 

associa~ao de trimetoprim (20 mglkg/dia) com sulfametoxazol (100 mglkg/dia) 

durante 21 dias, enquanto a pentamidina parenteral ( 4 mglkg/dia) tern sido a 

altemativa para os pacientes que nao toleram a associa~ao referida acima. 0 uso 

precoce de corticoster6ides nos pacientes hipoxemicos aumenta a sobrevida, mas o 

progn6stico continua sendo reservado. 

A profilaxia e especialmente indicada nos portadores da sindrome da 

imunodeficiencia adquirida que apresentem: contagem CD4 abaixo de 200 celulas 

por milimetro cubico; febre persistente inexplicavel por mais de duas semanas; 

candidiase oral nao associada ao uso de antibi6ticos ou corticoster6ides, ou 

naqueles que tenham se recuperado de urn epis6dio de pneumonia por Pneumocystis 

carinii. 
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5- MATERIAL E METODOS 

0 lavado broncoalveolar de pacientes portadores da sindrome da 

imlUlodeficiencia adquirida com sintomas respirat6rios e que foram submetidos a 

broncofibroscopia diagn6stica 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 presen~a de 

Pneumocystis carinii utilizando-sc a rca<;ao em cadeia pela polimerase e as 

colora~oes da Leishman, Papanicolaou e prata-metcnamina de Grocott. Trata-se de 

urn estudo prospectivo cego. 

Ao todo 78 amostras de lavado broncoalveolar foram analisadas. 0 

grupo era constituido de 61 pacientes do sexo masculino e 17 do sexo feminino. As 

idades variavam de 23 a 68 anos, com uma idade media de 34 anos. 

0 lavado broncoalvcolar foi realizado de acordo com o metodo 

previamente descrito por Crystal, Reynolds c Kalica (24). Basicamente o bronco­

fibrosc6pio era introduzido ate urn segmento do lobo medio ou lingula e urn total de 

120ml de solw;ao salina era injctado, com imcdiata reaspira<;ao do liquido. 

Metade do material rccuperado era enviado para a Unidade de 

Microbiologia do Hospital para rcaliza<;ao de colora<;oes (inclusive Grocott) e 

culturas de rotina do Laborat(nio para bactcrias piogenicas, micobactcrias e fungos. 

A outra mctadc era cncaminhada para o Laborat6rio de Citologia onde 

eram exccutadas as tccnicas de Leishman c Papanicolaou e imunofluorecencia para 

citomegalovirus, scndo que 2ml dcsta mctadc cram separados para realiza<;ao da 

rcay<1o em cadcia pela polimcrasc. 



A rea~ao em cadeia pela polimerase foi realizada da seguinte forma: 

I- Extracao do DNA 

a) Rompimento da membrana celular e digestao das proteinas: 

Ap6s homogeneiza~ao da amostra adicionava-se para cada 0,5 ml do lavado 

broncoalveolar, 1 OJ.! I de 0,5M Na2 EDT A (acido etilenodiaminotetracetico, sal 

diss6dico pH 8.0- SIGMA), 50Jll de SDS (dodecil sulfato de s6dio- SIGMA) lOo/o 

e l5Jll de Proteinase K (20mg/ml -SIGMA). 

0 material era entao incubado a 50<>C durante 16 horas. 

b) Extra~ao pelo fenol/clorof6nnio: 

A seguir, o material digerido era extraido, uma vez com fenol 

redestilado e tamponado com Tris (hidroximetilaminometano) lOmM e Na2 EDTA­

lmM pH 8.0 e outra vez com clorof6rmio/alcool isoamilico (24: 1). 

c) Precipita~ao do DNA: 

0 DNA contido na amostra era entao precipitado, adicionando-se 

50Jll de acetato de s6dio 3M pH 5.6, 3J.!l de tRNA (5mg/ml) e 600J.!l de isopropanol 

e incubando-se durante 4 horas a 20°C negativos. Ap6s, o DNA era sedimentado 

por centrifiga~ao, I OKrev/minuto, e o sedimento era lavado uma vez com etanol 

70o/o a 4°C. Posterionncntc rcssuspcndia-sc o DNA em lOJll de agua bidestilada 

esteril. 

II - .Ampliticacao do DNA 

0 tcnnociclador usado para arnplifica~ao de DNA era da marca 

Perkin-Elmer/Cetus. 
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0 DNA do Pneumocystis carinii foi 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 seqiiencias: - 5' - GAT GGC TGT TTC CAA 

GCC CA - 3' - e - 5' - GTC T AC GTT GCA AAG T AC TC - 3' -. Os produtos da 

amplifica~ao constituiam-se de fragmentos curtos de DNA, com uma sequencia de 

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

descrita a seguir: 

a) Prepara~ao da mistura-mestre: 

A solu~ao necessaria para ampliftca~ao chamou-se de mistura 

mestre e era preparada em multiplos de 48~1 como segue: 

• Soro Albumina Bovina (BSA, Sigma) 8mg/ml: 3~1. 

• Agua Tridcstilada esteril: 30,5~1. 

• Tampao especiftco para a Taq polimerase (lOX KCI, 500nM; 

MgCl2, 15 mM; Tris- HCI pH 8.13; gelatina 0, 1%): 5~1. 

• Polimerase da bacteria J'hermus aquaticus (Taq-polimerase 

Cenbiot)- 5 u/~1 : 0,5~tl . 

• Mistura cquimolar dos nucleotideos trifosfatados: dATP, 

dTTP, dCTP e dGTP, soluc;ao a 2,5 mM: 5~d. 

• Oligonucleotidco iniciador pAZ I 02-E: 2~1 

• Oligonuclcotidco iniciador pAZ 102-H: 2~tl 
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b) Prepara~ao da amostra a ser amplificada e dos controles negativo 

e positivo: 

Misturavam-se 2f.ll do DNA extraido com 48J.ll da mistura-mes­

tre usando-se tubo capilar descartavel para evitar contamina~ao. 

Como controle negativo utilizavam-se 2f.ll de agua bidestilada 

adicionada a 48J.ll da mistura-mestre em outro tubo de PCR. 

Como controlc positivo utilizavam-se 2f.ll de uma solu~ao com 

DNA clonado de Pneumo(ystis carinii de rato, adicionada a 48J.ll da mistura-mestre 

em outro tubo de PCR, como ultima amostra da serie, de modo a evitar 

contamina~ao. 

Ap6s, em cada tubo de PCR adicionavam-se 50J.ll de 6leo 

mineral para cobrir as solu~oes e evitar evapora~ao durante os ciclos de 

amplifica~ao. 

c) Ciclos de amplifica<;ao: 

As amostras prcparadas corn os respectivos controles negativo e 

positivo cram colocadas no terrnociclador e subrnctidas a 40 ciclos. Cada ciclo 

consistia de desnatura~ao a 94"C durante 60 scgundos, anelamento a 55°C durante 

60 segundos e extcnsao dos primers pcla Taq polirnerase a 72°C durante 120 

segundos. 

Ap()s terrnino do tlltimo ciclo, as amostras cram refrigeradas e os 

tubos retirados do tennociclador. 

A seguir colocavam-sc I O~d do produto final da rea~ao em tubos 

com 2f.ll de tampao (0,002% gliccrol 20% + Tri s I OrnM - EDT A 1 mM pH 8.0) com 

bromofcnol. 
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d) Eletroforese: 

Separavam-se 10111 da solu<;:ao resultante que cram colocadas nas 

respectivas canaletas do gel de agarose (SIGMA) 1%, con tendo 211g/ml de brometo 

de etidio (SIGMA). 

0 tampao de corrida era o TBE (Tris - HCI 89mM, acido b6rico 

89mM Na2 EDTA- 2mM- pH 8.3). 

Adicionavam-se 5111 de marcador de peso molecular (DNA do 

bacteri6fago lambda clivado com as enzimas de restri<;:ao Eco-RI e Hind III) nas 

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

A eletroforese era realizada em I 00 volts e 60 rnA com dura9ao 

de aproximadamente 30 minutos. 

Finalmcnte o gel era fotografado sob luz ultravioleta, utilizando­

-se filme polaroide tipo 667 de alta rcsolu<;:ao (3 .000 asa/36 DIN) 

As amostras positivas produziam uma banda visivel na altura 

correspondente a 346 pares de bases . 

As colora<;:oes de I ,cishman, Papanicolaou e Grocott nao serao 

detalhadas por screm por demais conhecidas. Para maiores informa<;:oes sugerimos o 

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

Alegre. 

Com os resultados obtidos sc construiram tabelas de 

contingcncia 2x2, para dctennina<;:ao da scnsibilidade, especificidade, acunicia, 

valores prcditivos, teste de X2 com corrcryao de Yates e intervalos de confian~a. 

Escolheu-se urn nivcl de significancia p < 0,05. 
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6- RESULTADOS 

De urn total de 78 amostras de lavado broncoalveolar colhido com 

finalidade diagn6stica de pacientes portadores da sindrome de imunodeficiencia 

adquirida com sintomas respirat6rios, 17 foram positivas e 61 negativas para 

Pneumocystis carinii atraves da amplifica<;ao de fragmentos de DNA pela tecnica da 

PCR. 

Considcrando-se como critcrio diagn6stico de pneumoma por 

Pneumocystis carinii uma rea<;ao positiva de amplifica~ao de DNA pela PCR, a 

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

As rea~oes de amplifica~ao do DNA de Pneumocystis carinii sao 

mostradas nas figuras de 4 a 13. As amostras de numeros 3 2 e 56 foram, 

inicialmente, duvidosas quanto a amplificayao, e por isso foram repetidas, fazendo­

-se nova extra<;ao de DNA c novo processo de amplifica~ao . A amostra do paciente 

numero 32 teve amplifica~ao confinnada como positiva, e a do paciente numero 56 

teve amp I ifica~ao negati va. 
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Fig. 4 - Analise eletrofon!tica em gel de agarose dos produ­
tos de amplificayao pcla PCR 
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amplificayao negativa 
amplificac;ao negativa 
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amplificac;ao negativa 
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Fig. 5- Analise eletroforctica em gel de agarose dos produ-
tos de amplificac;ao pela PCR 

I CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO ! 
A marcador de peso molecular 
B controle negativo amplifica~Vao negativa 
c paciente no 16 arnplifica!Vao positiva 
D paciente n° 17 arnplifica!Vao negativa 
E pacicntc no 18 amplificac;ao negativa 
F pacientc no 28 amplifica~Vao negativa 
G paciente no 29 amplificayao negativa 
H controle negativo amp~ificac;ao negativa 
I pacicnte no 30 amplificayao negativa 
J pacicntc n° 3 I amplificac;ao negativa 
L pacicntc n° 32 amplificayao duvidosa 
M pacicntc n° 31 amplificayao negativa 
N controlc ncgativo amplifica!Vao negativa 
0 controlc negativo amplifica!Vao negativa 
p controlc positivo amplificac;ao positiva 
Q marcador de peso molecular 
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Fig. 6- Analise eletroforetica em gel de agarose dos produ-
tos de amplifica<;ao pela PCR 

I CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO I 
A marcador de peso molecular .. 
B controle negativo amplifica~ao negativa 
c controle negativo amplifica~ao negativa 
D paciente no 34 amplifica~ao negativa 
E paciente no 35 amplifica~ao positiva 
F paciente no 36 amplifica~ao positiva 
G paciente no 3 7 amplifica~ao negativa 
H controlc negativo amplifica~ao negativa 
I pacicnte no 38 amplifica~ao negativa 
J pacicntc no 39 amplifica~ao negativa 
L pacientc no 40 amplifica~ao negativa 
M paciente no 4 I amplifica~ao negativa 
N pacicntc n° 42 amplifica~ao negativa 
() controle negativo amplifica~ao negativa 
p controle negativo amplifica~ao positiva 
Q marcador de peso molecular 
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Fig. 7 - Analise eletroforetica em gel de agarose dos produ­
tos de amplificac;ao pcla PCR 

CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO 
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Fig. 8 - Analise elctroforetica em gel de agarose dos produ­
tos de amplifi.cayao pcla PCR 

CANALF.TAS = AMOSTRAS =~= RESULT ADO 

A marcador de peso molecular 
B controle negativo amplifica~ao negativa 
c controle positivo amplifica~ao positiva 
D pacientc no 24 amplifica<;ao negativa 
E paciente n° 25 amplifica~ao negativa 
F pacientc no 2(J amplifica<;ao positiva 
G pacicnte no 27 amplificayao negativa 
H controk ncgativo amplifica<;ao negativa 
I pacientc no 43 amplifica<;ao positiva 
J pacicntc no 44 amplifica<;ao negativa 
L pacientc no 45 amplifica<(ao ncgativa 
M pacientc no 4(> amplificayao ncgativa 
N pacientc no 4 7 amplificayao negativa 
0 controlc negativo amplificayao negativa 
p controlc positivo amplifica<;ao positiva 
Q marcador de peso molecular 
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Fig. 9- Analise eletroforetica em gel de agarosc dos produ-
tos de amplifica~ao pcla PCR 

I CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO I 
A marcador de peso molecular 
B controle negativo amplificayao negativa 
c paciente no 48 amplifica~ao negativa 
D paciente no 49 amplifica~ao negativa 
E paciente no 50 amplificayao negativa 
F paciente no 5 I amplifica~ao negativa 
G pacientc no 52 amplifica~ao negativa 
H controle negativo amplificayao negativa 
I pacientc n° 53 amplificayao positiva 
J pacicntc n° 54 amplifica~ao negativa 
L pacientc no 55 amplificacyao positiva 
M pacicntc n° 56 amplificacyao duvidosa 
N pacicnte no 57 amplificacyao positiva 
() controlc negativo amp I i ficacyao negati va 
p controle positivo amplificacyao positiva 
Q marcador de peso molecular 
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Fig. 10 -Analise eletroforetica em gel de agarose dos produ­
tos de amplifica<;ao pela PCR 

CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO 

A marcador de peso molecular 
8 controle negativo amplifica<;ao negativa 
c paciente n° 58 amplifica~ao positiva 
D paciente no 59 amplifica<;ao negativa 
E paciente n° 7 I amplifica<;ao negativa 
F paciente n° 72 amplifica<;ao negativa 
G paciente no 71 amplifica'(ao negativa 
H controle negativo amplifica'(ao negativa 
I paciente no 74 amplifica'(ao negativa 
J paciente no 75 amplifica'(ao negativa 
L paciente no 7() amplifica<;ao negativa 
M pacientc no 77 amplifica~ao positiva 
N pacicnte n° 78 amplifica~ao negativa 
0 controle negativo amplifica'(ao negativa 
p controlc positivo amplifica'(ao positiva 
Q marcador de peso molecular 
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Fig. 11 -Analise eletroforetica em gel de agarose dos produ­
tos de amplifica<;ao pcla PCR 

CANALETAS AMOSTRAS RESULTADO 

A marcador de peso molecular 
B controle negativo arnplifica~ao negativa 
c paciente no 60 amplifica~ao negativa 
D pacientc no 61 amplifica~ao negativa 
E controle negativo amplifica<;ao negativa 
F paciente no 62 amplifica~ao negativa 
G controle negativo n° 63 amplifica~ao negativa 
H controle negativo amptifica~ao negativa 
I pacicntc n° 64 amp~.ifica<;ao negativa 
J pacientc n° 65 amplifica~ao ncgativa 
L controle ncgativo amplifica~ao negativa 
M controlc positivo amplifica~ao positiva 
N marcador de peso molecular 
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Fig. 12 -Analise eletroforetica em gel de agarosc dos produ­
tos de amplifica<;ao pela PCR 

CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO 

A marcador de peso molecular 
8 controle negativo amplifica~ao negativa 
c pacientc no 66 amplifica<;ao negativa 
D pacientc no 67 amplifica<;ao negativa 
E controlc ncgativo amplifica<;ao negativa 
F paciente no 68 amplifica<;ao negativa 
G paciente no 69 amplifica<;ao positiva 
H controle negativo amplifica<;ao negativa 
l paciente no 70 amplifica<;ao positiva 
J pacicnte n° 56 amplifica<;ao negativa 
L controle ncgati vo amplifica<;ao negativa 
M controle positivo amplifica<;ao positiva 
N marcador de peso mokcular 
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Fig. 13 -Analise elctroforetica em gel de agarose dos produ­
tos de amplifica~ao pcla PCR 

CANALETAS AMOSTRAS RESULT ADO 
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As colorayoes cito16gicas de Leishman e Papanicolaou foram positivas 

em 13 amostras e negativas em 65 (tabcla 1). As 13 amostras positivas pelas 

colorayoes cito16gicas tambem foram positivas pela PCR. Houve, portanto, 4 

amostras negativas pelas colorayoes citol6gicas e positivas pela PCR. 

A concordancia entre os metodos citol6gicos e PCR foi de 94,9% (74 de 

78 casos). 

A sensibilidade das colorayoes citol6gicas foi de 76,5% ( 13 de 17 casos), 

e a especificidade, de 100%. 

TABELA I 

CORRELAC';AO ENTRE AS COLORAC';QES CITOLOGICAS DE LEISHMAN E 
PAPANICOLAOU E A PCR NA IDENTIFICAC';AO DE PNEUMOCYS11S CAR/Nil 

PCR 
COLORA(:OES 

POSITIYA NEGATIVA TOTAL 

Leishman e Papanicolaou positivas 13 00 13 

Leishman e Papanicolaou ncgativas 04 61 65 

TOTAL 17 61 78 

Sensibilidade: 76,5% Intcrvalo de confianya (95%): 68% a 84% 
Especificidade: 100% 
Valor prcditivo positivo: I 00% 
Valor preditivo ncgativo: 78,2% 
Acun1cia: 94,9% 
X2 corrigido: 50,6 p < 0,00 I 
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A colorayao pela prata de Grocott foi positiva em 9 amostras e negativa 

em 69 (tabela II). 

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

(70/78 casos ). 

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

especificidade, de I 00%. 

TABELA II 

CORRELA(:AO ENTRE A COLORA(:AO J>ELA PRATA DE GROCOTT E A PCR 

COLORA(:AO 

Prata de Grocott positiva 

Prata de Grocott negativa 

TOTAL 

Sensibilidade: 52,9% 
Especificidadc: I 00% 
Valor preditivo positivo: 100% 
Valor preditivo negativo: 87, I% 
Acunicia: 89,7% 
X2 = 3 I ,5 p < 0,00 I 

PCR 

- ---------------·-
POSITIVA NEGATIVA TOTAL 

09 00 09 

08 61 69 

17 61 78 

lntcrvalo de confianya (95%): 42% a 64o/o 
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7- DISCUSSAO 

A pneumonia por Pneumocystis carinii pode ser considerada como 

urn indicador de imunossupressao, e sua prevalencia tern aumentado 

significativamente na ultima decada, acompanhando o aumento na prevalencia de 

portadores da sindrome de imunodeficiencia adquirida. Existem evidencias de que 

65% a 80% dos pacientes com SIDA apresentarao durante sua vida pelo menos urn 

epis6dio de pneumonia por Pneumocystis carinii (21 , 71). 

No Rio Grande do Sui, o numero de notificayoes de casos de SIDA no 

periodo compreendido entre janeiro de 1983 e maryo de 1993 foi de 1. 931 casos. 

Nesse mesmo periodo, o total de 6bitos conhecidos devido a essa sindrome foi de 

1.137 casos, o que representa uma taxa de letalidade de 59, l5o/o (13). 

Com base nesses dados, estirna-se que aproximadamente 1.500 

epis6dios de pneumonia por Pneumoc:ystis carinii tenham ocorrido em nosso 

Estado, nos ultimos I 0 anos, ern pacientes corn SIDA, sem considerar-se urn grande 

nllmero de doentes nao notificados. 

E possivel que o aumento na prevalencia de pneumoma por 

Pneumocystis carinii venha a sofrer uma dcsacelerayao devido ao uso mais 

freqtiente de profilaxia corn pentarnidina ou associayao trimetoprim-sulfametoxazol, 

mas a maior sobrevida dos pacientes irnunossuprimidos, bern como o continuo 

aumento do numero de casos de SIDA indicam tendencia contraria. 



Escolhemos como especime 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 bi6psia pulmonar a ceu aberto pouco acrescenta aos resultados das 

broncofibroscopias quando se trata de doen~a infecciosa em imunodeficientes e 

aumenta consideravelmente a morbidez ( 115). 

Alem disso, a broncofibroscopia e capaz de identificar uma afec~ao 

relativamente frequente no pulmao de pacientes portadores de SIDA - o sarcoma de 

Kaposi - que muitas vezes se assemelha ao quadro clinico e radiol6gico de algumas 

doen~as infecciosas, e que nao pode ser identificada pelo exame de escarro. 

0 escarro como especime clinico, embora nao implique qualquer 

morbidez, apresenta duas desvantagens: baixa sensibilidade quando se utilizam as 

tecnicas convencionais e dificuldade de ser obtido nos casos de pneumonias 

intersticiais. A indu~ao na obten~ao de escarro utilizando nebuliza~oes com cloreto 

de s6dio hipertonico tern ajudado a minirnizar a segunda desvantagem. Usando 

colora~ao de Giemsa no escarro obtido por indu~ao com nebuliza~oes com cloreto 

de s6dio hipertonico em pacientcs com SIDA, Bigby e colaboradores (11) 

encontraram o Pneumoc.ystis carinii em 56% dos casos com pneumonia 

comprovadamente devida a esse fungo e deixaram de incluir no estudo 9 de 43 

pacientes nos quais nao foi possivel obter o cspccime clinico. 

Sensibilidadc scmclhantc no escarro (55%), colhido ap6s indu~ao com 

cloreto de s6dio a 5% pelas tecnicas de Grocott e Papanicolaou na identifica~ao de 

Pnermwcystis carinii foi obtida por Pitchenik c colaboradores (83). Nao ocorreram 

exames falso-positivos . 
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Em nossa pesquisa, avaliamos 78 pacientes com sintomas respirat6-

rios, portadores de SIDA, que necessitaram ser submetidos a broncoscopia diagn6s­

tica no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo de 21 de agosto de 1992 a 

28 de maio de 1993. 

0 lavado broncoalveolar destes pacientes foi avaliado quanto a 
presen¥a de Pneumocystis carinii, usando-se as colora¥5es rotineiras de Leishman, 

Papanicolaou e Grocott e comparando-as com a rea9ao em cadeia pela polimerase. 

Nao tinhamos conhecimento do quadro clinico dos pacientes nem dos resultados das 

colora9oes rotineiras quando da realiza9ao da PCR. 

Na amostra estudada encontramos uma amplifica¥iio positiva para 

DNA de Pneumocystis carinii em 17 casos (21,8%), ao passo que os resultados 

obtidos com pelo menos uma das colora9oes rotineiras foram positives em 13 desses 

e negatives nos demais. 

As rea9oes de amplifica9ao de DNA que foram positivas mostraram, 

exceto uma, forte banda no gel de agarose na altura correspondente a 346 pares de 

bases, conforme esta reproduzido nas figuras de 4 a 12. Apenas 1 caso de 

amplifica¥iio positiva, o de numcro 32, aprcsentou uma banda fraca na mesma altura 

(figura 5). Este paciente estava recebcndo tratamento com associa¥iio trimetoprim­

-sulfametoxazol ja ha 7 dias quando da colhcita do lavado broncoalveolar. Muito 

provavelmente, portanto, restava ainda urna quantidade muito pequena de 

Pneumocystis carinii em seus pulmocs, mas suficiente para ser detectada pela PCR. 

A analise desta amostra foi repctida c confinnou sua positividade com uma banda 

de fraca intensidadc (figura 13). 

Entre as amostras cujas amplifica9oes foram negativas houve apenas 

uma que inicialmentc produziu uma banda de fraca intensidade ao ser fotografado 0 
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gel de agarose sob luz ultra-violeta (amostra numero 56, figura 9). A analise desta 

amostra foi realizada novamente e mostrou-se negativa. Provavelmente ocorreu, de 

inicio, uma contamina~ao no momento da realiza~ao da eletroforese, uma vez que as 

amostras de numero 55 e numero 57 que a antecediam e a sucediam respectivamente 

eram rea~oes de amplifica~ao positiva. 

Inicialmente, quando os resultados foram descodificados e compara­

dos, havia 12 casos positivos pelas colora~oes rotineiras e 17 positivos pela PCR. 

Os 5 casos discordantes foram repetidos pela PCR e confirmados, enquanto as 

laminas das colora~oes rotineiras foram revisadas e em wn caso o diagn6stico foi 

modificado de negativo para positivo ( erro de leitura na avalia~ao inicial). 

A concordancia, portanto, da PCR com as colora~oes rotineiras foi de 

94,9% (74 de 78 casos) e, se considerarmos todos os casos de PCR positivos como 

verdadeiramente positivos ou padrao-aureo, a sensibiJidade das colora~oes rotindras 

foi de 76,5%, conforme tabela I. 

Os prontuarios dos 4 pacientes CUJOS resultados divergiram foram 

minuciosarnente examinados, e serao discutidos a seguir. 

Os casos numeros 43 e 55 tinham evidencias clinicas e radiol6gicas 

altamente sugestivas de pneumonia por Pneumocystis carinii: tosse, dispneia, 

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. 

0 caso n(tmero 32, que apresentava infiltrado no pulmao direito e 

sintomas de tosse, dispneia e hipertemia, recebeu tratamento por 21 dias com 

associa~ao trimetoprim-sulfametoxazol mas evoluiu para 6bito. 0 lavado broncoal-

so 
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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 ba~o e figado, e no pulmao encontraram-se celulas de inclusao 

citomegalica. A pesquisa de Pneumocystis carinii pela colora~ao 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 infec~oes, tuberculose e pneumocistose. Ressalta-se que esse 

paciente e o mesmo que apresentou a tmica amplificayao positiva com banda fraca 

como ja comentamos previamente. 

Finalmente, o caso de numero 53 apresentava na ocasiao da realiza~ao 

da broncoscopia tosse, e radiograma de torax com infiltrado pulmonar difuso e foi 

tratado com tuberculostaticos, sem comprovayao bacteriologica de tuberculose. 

Teve alta hospitalar, recebeu dose profilatica de trimetoprim-sulfametoxazol por 21 

dias, mas nao evoluiu hem, vindo a falecer cinco meses apos devido a hemorragia 

digestiva. Proximo ao obito, apresentava comprovadamente histoplasmose, 

toxoplasmose e criptococose. Provavelmente a quantidade de quimiotenipicos 

recebida, embora em doses consideradas profilaticas, tenha sido suficiente para 

interromper a evoluyao clinica da infecyao pulmonar por Pneumocystis carinii, 

detectada pela PCR. Nao dispomos, no entanto, de elementos suficientes para 

concluir com seguranya que se tratava de pneumonia por Pneumocystis carinii no 

momento da realizayao da broncofibroscopia. 

As amostras que tiveram amplificayao positiva do DNA de 

PneumoGystis carinii foram encaminhadas ao Instituto de Medicina Molecular da 

Universidade de Oxford para que o sequenciamento deste DNA fosse obtido. 

Segundo informayoes pessoais fomecidas por Ann Wakefield, que realizou o 

processo, o DNA por nos identificado mostrou seqUencia semelhante ao DNA do 
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Pneumocystis carinii encontrado na Inglaterra e na Africa. Estes achados serao em 

breve motivo de uma publicayao conjunta. 

Em nosso estudo, os resultados obtidos com a colora9ao de Grocott 

foram aquem do esperado. Como possivel explica9ao apontamos o fato de que a 

rotina deste metodo no Laborat6rio de Microbiologia do Hospital de Clinicas de 

Porto Alegre sofreu varias altera9oes, inclusive com mudan9as dos tecnicos 

responsaveis. Alem disso, sabemos que a sensibilidade desse metodo diminui 

quando a apresentayaO dos sintomas C precoce (39) OU quando OS pacientes fazem 

uso previo de profilaxia da pneumonia por Pneumocystis carinii com pentamidina 

ou associayao trimetropim-sulfametoxazol (50). No trabalho realizado por 

Tregnago (103) a colorayao de Grocott foi feita artesanalmente pelo Laborat6rio de 

Citologia do HCP A e houve concordancia de 100% dessa colora9ao com as 

colorayoes citol6gicas de Leishman e de Papanicolaou. A sensibilidade dos metodos 

rotineiros encontrada por esse autor no diagn6stico de pneumonia por Pneumocystis 

carinii no lavado broncoalveolar foi de 90%, a mesma registrada por Broaddus e 

colaboradores ( 16). Por motivos alheios ao nosso controle, o Laborat6rio de 

Citologia nao pode realizar a tccnica de Grocott em nossa serie. 

Muitas vezes, devido a falta de procedimento diagn6stico 

suficientemcnte sensivel e especifico, a decisao de iniciar-se a terapeutica para uma 

pneumonia cujo agente etiol6gico suspeita-se ser o Pneumocystis carinii, e baseada 

apenas na apresentayao clinica e radiol6gica. Tal conduta leva, com freqtiencia, ao 

emprego exagerado de drogas potencialmente t6xicas, como trimetoprim-sulfa­

metoxazol ou pentamidina. lsso e particularmente importante no caso de pneumonia 

intersticial nao especifica ou de pneumonia linfocitica que ocorrem nos imunodefi­

cicntes e que tern apresentayao clinica e radiol6gica identica a da pneumonia por 

l'ncumocystis carinii, cxceto pelo fato de regredirem scm terapeutica especifica 

( l 01 ), ou no caso da pneumonia por citomegalovirus, que clinica e radiologicamt>nte 
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pode ser indistinguivel da pneumocistose pulmonar. Esta mesma falta de urn metodo 

diagn6stico totalmente confiavel faz com que se deixe de diagnosticar a pneumonia 

por Pneumocystis carinii quando ela se apresenta com aspectos radio16gicos 

atipicos, como pode acontecer em pacientes que fazem uso profilatico de 

pentamidina (50), ou quando eta simula outras enfermidades tambem freqtientes no 

imunodeprimido, como, por exemplo, a tuberculose ( 68). Miller e colaboradores 

(67) dcscreveram 21 pacientes portadores de SIDA com cstudos radio16gicos 

considerados nao tipicos de infecc;ao pulmonar por Pneumocystis carinii, nos quais 

esse agente etiol6gico foi comprovadamente identificado. 

Como ja mencionado previamente, a PCR assocta duas qualidades 

importantissimas para urn metodo diagn6stico: alta sensibilidade e alta especifici­

dade. A alta sensibilidade e obtida devido a amplificac;ao geometrica de fragmentos 

de DNA contidos na amostra clinica ap6s 30 a 40 ciclos de duplicayao, enquanto a 

alta especificidade se deve ao fato de a ampliayao s6 acontecer quando estiver 

presente uma determinada seqUencia de nucleotideos que e exclusiva da especie do 

microorganismo que esta sendo pesquisado. 

0 uso da reac;ao em cadeia pela polimerase, como metodo de 

diagn6stico de pneumonia por Pneumocystis carinii, iniciou com a clonagem do 

DNA desse fungo e subseqtiente sintese de oligonucleotideos iniciadores por 

Wakefield e colaboradores (109). Estes oligonucleotideos se mostraram eficientes 

para amplificayao de DNA do Pneumocystis carinii de pulmoes de ratos infectados 

com o fungo, sem amplificar outros microorganismos presentes, como Aspergillus 

nidulans, Cryptococcus neojhrmans, Candida alhicans, Mycobacterium tubercu­

losis e · Saccharomyces cerevisiae. Posterionnente, estes oligonucleotideos, 

denominados pAZ 102-E e pAZ 102-11, foram testados como iniciadores da 

reayao de amplificayao de DNA no lavado broncoalveolar de 47 broncofibroscopias 

diagn6sticas (111). Destes 47 exames, 10 foram realizados em pacientes 
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imunocompetentes como controle, e foram negativos na tentativa de amplificar 

DNA do Pneumocystis carinii. As outras 37 broncofibroscopias foram realizadas 

em pacientes imunodeficientes. Os autores encontraram colorayao da prata positiva 

em 16 pacientes que responderam ao tratamento com pentamidina ou associayao 

trimetoprim-sulfametoxazol. Esses mesmos pacientes tiveram reayao positiva pela 

PCR. A colorayao pela prata foi negativa, em outros 6 pacientes, que tambem 

responderam ao tratamento, e em 4 desses a PCR foi positiva. Finalmente em 15 

pacientes nao houve resposta ao tratamento, e ambos OS metodos de diagn6stico 

foram negativos. Portanto, em 20 casos com suspeita clinica de pneumonia por 

Pneumocystis carinii, com resposta terapeutica favonivel e positivos pela PCR, 16 

foram positivos pela colora~ao da prata, 0 que conferiu a este ultimo metodo uma 

sensibilidade de 80%. Os dois casos com suspeita clinica e resposta terapeutica 

favonivel, mas negativos por ambos os metodos, foram considerados pelos autores 

como tendo outra ctiologia, fazcndo referencias a entidades como pneumonia nao 

especifica ou pneumonia linfocitica, que sao discutidas por Suffredini e 

colaboradorcs ( 10 I). 

Os cstudos de Wakefield e colaboradores (Ill) mostraram, pela 

prirneira vez, que a arnplificayao de DNA pela PCR e urn metoda altamente sensivel 

e especifico na identificayao de Pneumocystis carinii quando empregado em 

amostras de lavado broncoalveolar. 

Posteriotmente, o mesrno grupo de pesquisadores do Instituto de 

Medicina Molecular da Universidade de Oxford publicou sua exp:.: riencia com a 

utiliza~ao da PCR no diagn6stico de pneumonia por Pneumocystis carinii em 

pacientes pot1adores de SIDA, tendo como especime clinico o escarro (108). De urn 

total de 20 pacientes com diagn6stico clinico de pneumocistose pulmonar, 18 

tiveram PCR positiva, ao passo que, de 44 pacientes com outros diagn6sticos 

clinicos, a PCR foi positiva em apenas um deles. Esse paciente estava recebendo 
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profilaxia com dapsona e 10 semanas mats tarde apresentou epis6dio bern 

documentado de pnewnonia por Pneumocystis carinii. No mesmo estudo a 

colora~ao 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 especime clinico e poden1 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, alem de ser 

urn procedimento de custo relativamente elevado. 

Em trabalho mais recente, Peters, Wakefield e colaboradores (79) 

empregaram a tecnica da PCR em pulmoes de individuos nao imunodeficientes com 

idade entre 15 e 70 anos e submetidos a necr6psia. Pneumocystis carinii nao foi 

detectado em nenhuma das 45 rea~oes de amplifica~ao de DNA, o que, uma vez 

mais, comprovou a alta especificidade do metodo. 

A rea~ao em cadeia pela polimerase foi tambem analisada pelo 

mesmo grupo (57) no cscarro de pacientes que haviam sido submetidos a trans­

plantes de rim ou de cora~ao-pulmao e comparada com a tecnica de imunofluores­

cencia, com anticorpos monoclonais contra l'neunuxystis carinii, tendo se mostrado 

mais sensivel. Ncsse mesmo estudo verificou-se que infec~ao subclinica ou 

coloniza~ao de Pneumocystis carinii pode ocorrer em pacientes imunodeficientes, 

6rganotransplantados assintomaticos, isto porque o Pneumocystis carinii foi 

dctectado no escarro de alguns desses individuos sem evidencias clinicas de 

infec~ao por esse fungo no momento do exame, mas que vieram a desenvolver a 

pneumonia semanas ap6s. Estes achados de Pneumocystis carinii, precedendo 

doen~a clinica, colonizantes nunca ocorreram no grupo controle que consistia de 

pacientes imunocompetentes. 



Na seqiiencia das investigac;oes, a PCR foi estudada quanto a sua 

capacidade quantitativa de detecc;ao. Peters e colaboradores (78) constataram que 

100 microorganismos em uma amostra sao suficientes para serem identificados 

quando o DNA e amplificado pela PCR e visualizado por eletroforese em gel de 

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

0 poder de detecc;ao do metodo pode ser ainda aumentado quando se 

acrescenta outro oligonucleotideo ap6s a realizac;ao de amplificac;ao do DNA, o que 

constitui a tecnica conhecida como hibridizac;ao de Southern. Por esse metodo, 

quantidades tao pequenas quanto urn ou dois microorganismos na amostra podem 

ser detectadas (78). 

Reddy e colaboradores (87), por sua vez, mostraram que a 

amplificac;ao do DNA do Pneumocystis carinii e sua detecc;ao por eletroforese em 

gel de agarose com brometo de etidio pode detectar 200 microorganismos e, quando 

a hibridizac;ao de Southem e acrescentada, 20 microorganismos sao suficientes para 

tomar a reac;ao positiva. 

Esta maior capacidade de detecc;ao quando se acrescenta o Southem 

pennitiria, inclusive, a identificac;ao de colonizac;oes ou de infecc;oes subclinicas em 

pacientes imunossuprimidos (57, Ill). 

A PCR tern sido comparada com metodos convenctOnats de 

identificac;ao de Pneumocystis carinii - Grocott, Giemsa, Leishman, Papanicolaou -

e corn urna tecnica rnais recente, a imunofluorescencia com anticorpos rnonoclonais, 

sintetizados contra antigenos do Pneumocystis carinii. A seguir discutiremos alguns 

desses trabalhos. 
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Em estudo recente com 28 pacientes portadores de SIDA, com sinto­

mas respirat6rios, a PCR mostrou-se 104 a 106 vezes mais sensivel em rela~ao ao 

nfunero de microorganismos detectados do que a imunofluorescencia (56). 

Olson e colaboradores (74) tambem verificaram ser a PCR clinica­

mente mais sensivel que a imunofluorescencia tanto na analise do escarro como na 

do lavado broncoalveolar. 

A imunofluorescencia com anticorpos monoclonais, por sua vez, 

conforme estudo de Elvin e colaboradores (31) mostrou-se mais sensivel que a 

colora~ao pela prata na identifica~ao de Pneumacystis carinii tanto no lavado 

broncoalveolar como no escarro. 

Blumenfeld e colaboradores ( 12) compararam a PCR com colora~oes 

citomorfo16gicas convencionais no Javado broncoalveolar. Os resultados foram 

concordantes em 33 de 37 casos (89%). Nove amostras foram positivas e 24 

negativas por ambas as tecnicas. As discordancias foram 3 casos positivos pela PCR 

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

citomorfologia. 

Em nosso estudo, a concordancia oconeu em 74 de 78 casos 

(94,87%), sendo que os 4 casos discordantcs foram de PCR positiva com as 

colora~oes citomorfo16gicas ncgativas. 

Galan e colaboradores (34) compararam a PCR na detec~ao de 

Pneumocystis carinii no lavado broncoalveolar de 71 pacientes portadores de 

SIDA, com microscopia de iluminayao convencional por algumas colorayoes usuais 

- Giemsa, azul de toluidina e prata- e com a microscopia por imunofluorcscencia. A 

amplificayao do DNA foi positiva em 32 casos, sendo que, destes, 31 foram 
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positivos pela imunofluorescencia e 30 pelas colorayoes convencionais. Por outro 

lado, houve 6 casas positivos pela imunofluorescencia e negativos pela PCR. Na 

interpretayao desses pesquisadores, a imunofluorescencia detectaria a parede 

extema do Pneumocystis carinii, havendo ou nao conteudo celular, enquanto a PCR 

amplificaria o DNA, que e exclusivamente intracelular. Muitos dos resultados 

discrepantes ocorreram em pacientes que estavam sob quimioprofitaxia para 

Pneumocystis carinii, e os autores inferem a possibilidade de que, nesses casos, a 

amostra clinica poderia canter apcnas restos de parede celular e, portanto, ser 

negativa quanta a amplificayao do DNA, mas os trabalhos com 
. . 

mtcroscopta 

eletronica dos moldes alveolares sempre revelam alguns elementos fungicos 

intactos. Outra inferencia dos autores para explicar os resultados foi de que os casas 

positivos pela imunofluorescencia e negativos pela PCR seriam devidos a especimes 

mutantes de J>neumocystis carinii. Nao ha, no entanto, qualquer referencia, no 

trabalho, a quadro clinico, radiologia ou evoluyao dos casas discrepantes para 

sabennos se poderia se tratar de falsos positivos de urn metoda ou falsos negativos 

do outro. 

Becker-Hapak e colaboradores (8) desenvolveram seus pr6prios 

otigonucleotideos iniciadores e, em analise que teve como especime clinico o 

escarro, o Pneumocystis carinii foi detectado em todas as amostras que haviam sido 

positivas por imunofluorescencia e ainda irientificado em algumas outras negativas 

pela imunofluorescencia. 

Lipschik e colaboradores (60) analisaram 71 amostras de escarro, das 

quais 17 provinham de pacientes com confirmayao microbiol6gica de Pneumocystis 

carinii por metodos convencionais. A PCR foi positiva nos 17 casos e em mais 10 

nao confinnados pclos outros mctodos. Ncssc estudo, a ampliticayao do DNA foi 

realizada com dois conjuntos diferentes de oligonucleotideos iniciadores oriundos 

de genes nao relacionados, e os exames positivos somente pela PCR, em sua 
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maioria, foram positivos com os dois tipos de oligonucleotideos, sugerindo que a 

tecnica de amplifica~ao de DNA e realmente mais sensivel e que, em algumas 

situa~oes, pode, inclusive, detectar a existencia de uma infec~ao latente ou 

subclinica. 

Pesquisadores da Universidade de T6quio (53) tambem desenvol­

veram seus pr6prios oligonucleotideos iniciadores com otimos resultados e foram os 

primeiros a monitorizar o escano de pacientes imunossuprimidos portadores de 

pneumonia por Pneumocystis carinii. Verificaram que a PCR em amostra de escano 

tomava-se negativa num periodo de 3 a 10 dias ap6s o inicio do tratamento com 

pentamidina ou associa¥ao trimetoprim-sulfametoxazol. 

Leigh e colaboradores (56) encontraram uma negativa~ao da PCR para 

Pneumocystis carinii ap6s nove dias de tratamento com trimetoprim-sulfa­

metoxazol em urn caso comprovado de pneumonia por esse fungo. 

Os resultados desses dois trabalhos e a alta sensibilidade da PCR 

podem sugerir que a lesao pneumonica possa ser esterilizada com tratamento 

adequado mais cedo do que se supunha e que talvez a dura¥ao total da terapeutica 

possa ser reduzida. 

A detec¥30 de J>neumocystis carinii no soro de individuos com 

pneumonia por este fungo tambem tern sido objeto de estudo com a PCR. 

Schluger e colaboradores (96) detectaram DNA de Pneumocystis 

carinni no soro de 7 de 18 pacientes imunodeficientes que apresentavam pneumonia 

por aquele agente etiol6gico, e no soro de 5 de 14 ratos infectados experimental­

mente. 
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0 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 amplifica~ao do DNA 

de Pneumoc_ystis carinii positiva no soro de 2 de 3 pacientes com pneumocistose 

disseminada e em somente 1 de 12 casos com evidencia clinica de infec~ao restrita 

ao pulmao. 

Estes achados refor~am as evidencias da grande sensibilidade da PCR, 

bern como demonstram a possibilidade de dissemina~ao hematica de Pneumocystis · 

carinii a partir de um foco pulmonar, a semelhan~a do que ocorre com outras 

micoses profundas, permitindo um maior entendimento da patogenia desta infec~ao. 

Alem disso, o achado de Pneumocystis carinii no soro poderia ser urn indicativa de 

maior gravidade da molestia. 

Com a finalidade de tomar mats rapida a PCR, Borensltein e 

colaboradores (14) utilizaram uma tecnica de filtra~ao do especime clinico que 

substitui a extra~ao convencional do DNA com fenol e obtiveram uma amplifica~ao 

positiva em todas as 18 amostras que sabidamente continham Pneumocystis carinii. 

0 especime clinico utilizado foi o lavado broncoalveolar. 

A revisao da literatura bern como os nossos resultados permitem dizer 

que a maior sensibilidade da PCR em compara~ao com as colora~oes convencionais 

e com a imunofluorescencia e real e nao artefatual. 

A PCR aprcsenta outras propriedadcs alem de alta sensibilidade e alta 

cspecificidade que a qualificam a tomar-se um metoda indispensavel no diagn6stico 

de inumeras doen~as infecciosas: requer pequenas quantidades de especime clinico 
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(geralmente 0,5 ml de amostra e suficiente ); 0 especime clinico que sera submetido 

a analise pode ser colhido pelo menos 1 a 2 dias ap6s o inicio da terapeutica sem 

altera~ao do resultado; e de rapida execu~ao (24 a 48 horas sao suficientes para 

fomecer-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 

e capaz de identificar o Pneumo<-ystis carinii em especime clinico de paciente 

imunossuprimido sem que haja evidencia clinica ou radiol6gica de infec~ao por este 

fungo. Possivelmente trata-se de casos de coloniza~oes ou de pacientes com 

infec~ao subclinica. 

A comprova~ao de tal hip6tese esta a exigir maiores investiga~oes, 

nao havendo ainda uma conduta estabelecida frente a tais resultados. Deveriamos 

tratar esses pacientes, fazer profilaxia, ou simplesmente observa-los? Tais questoes, 

porem, nao foram objeto desta tese e com certeza serao respondidas com novos 

estudos. 

Provavelmente a estrategia ma1s adequada para se chegar ao 

diagnostico definitivo de pneumonia por J>neum(xystis carinii em pacientes 

imunodeficientes seja o uso sequencia) da PCR no escarro induzido, seguido do 

lavado broncoalveolar nos pacientes cujo escarro foi negativo ou impossivel de 

colher. Isso, pelo menos, ate que urn metodo de cultivo rapido e simples para este 

fungo venha a se tornar disponivel. 

A introdu~ao da PCR em nosso meio como metodo de identifica~ao do 

Pneununystis carinii facilitara e antecipani a utiliza~ao da tecnica para diagn6stico 

etio16gico de outras doen~as infccciosas que sao de dificil identifica~ao 
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microbiol6gica como, por exemplo, meningite tuberculosa, tubercu1ose pleural, 

pneumonia por legionela e por citomegalovirus, entre outras. 

Existe ainda a possibilidade de este metodo vir a identificar microor­

ganismos resistentes quando a resistencia estiver relacionada a altera~oes na propria 

estrutura do DNA. Isto ja e uma realidade, por exemplo, na identifica~ao de 

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

Alem disso, visualiza-se a perspectiva de utiliza~ao de multiplos pares 

de primers para amplifica~ao de DNA de diferentes agentes etiol6gicos em uma 

mesma rea~ao, bern como a possibilidade de redu~ao do custo da rea~ao quando o 

metodo estiver amplamente difundido. 

62 



8- CONCLlJSOES 

\ FACUL~,;~:~Q: . :toiCINA] 
---·--- ----·-··· .. . - ······-· ··- ··--



8- CONCLUSOES 

l o- A reayao em cadeia pel a polimerase permitiu amplificar e detectar 

DNA de Pneumocystis carinii no lavado broncoalveolar de pacientes portadores de 

pneumonia por esse microorganismo. 

2° - A concordancia da reayao ern cadeia pela polimerase com os 

metodos rotineiros de Leishmann, Papanicolaou e prata de Grocott em conjunto, na 

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

3° - Os metodos rotinciros em conjunto apresentararn uma scnsibili­

dade de 76,5o/o e cspecificidade de 100%, considerando-se a reayao ern cadeia pela 

polimerase como padrao-aureo. 

4° - A prevalencia de pneurnoma por Pneumocystis carinii deter­

minada por meio da reayao ern cadeia pela polimerase, em pacientes sintomaticos 

respirat6rios pmiadores da sindrorne da irnunodcficiencia adquirida foi de 21 ,8%. 
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RESUMO 

Amostras do lavado broncoalveolar de 78 pacientes intemados no 

Hospital de CHnicas de Porto Alegre com sindrome de imunodeficiencia adquirida, 

sintomas respirat6rios e submetidos a broncotibroscopia diagn6stica foram 

analisadas quanto a presen9a de Pneumlxystis carinii, utilizando-se a tecnica de 

rea9ao em cadcia pela polimerase (PCR) e os metodos de colorayao rotineiros de 

Leishman, Papanicolaou c prata de Grocott. A PCR foi realizada utilizando-se 

oligonucleotideos iniciadores pAZ 1 02-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 

amplificayao foram submetidos a elctroforese 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 mctodos rotineiros mostraram resultados positivos em 13 dessas 

mesmas amostras e resultados negativos nas 65 restantes. 

A concordancia dos resultados entre a PCR c os metodos rotineiros foi 

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

A scnsihilidadc dos rnetodos rotineiros, considerando-se a PCR como 

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



A prevalencia de infec¥ao pulmonar por Pneumocystis carinii avaliada 

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

Nossos resultados bern como os dados da literatura sugcrem que a 

maior sensibilidade da PCR, em compara¥ao com as coloray5es convencionais, e 

real e que este novo metodo deve ser considerado como padrao-aureo para o 

diagn6stico da infec¥ao pulmonar por Pneumo(ystis carinii. 
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SUMMARY 



SUMMARY 

llronchoalveolar 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 perfonned with the oligonucleotide primers pAZ 1 02-E: -5'­

GA T GGC TGT TTC CAA GCC CA - 3' - e pAZ 1 02-H: 5' - GTC T AC GTT GCA 

AAG TAC TC - 3' -. The amplification products were subjected to eletrophoresis in 

agarose gels, and the l'neum()(ystis carinii specific band (346 base pairs) was tested 

by visualisation with ultraviolet light after ethidium bromide staining and 

photographed. 

J>neumocystis 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 Pneumocyslis carinii lung infections analysed by 

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 Pneumocyslis 

carinii pneumonia. 
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