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1. INTRODUCAO

H& milhées de anos as doencas infecciosas vém atacando populacdes animais
e vegetais, causando enormes desequilibrios ambientais. O uso de métodos rapidos e
eficientes na deteccdo de patdgenos sdo ferramentas cruciais no controle e/ou
erradicacdao de doencas causadas por virus, bactérias e fungos.

Entretanto, o correto diagnostico de doencas nao é uma tarefa facil, e na
maioria dos casos, a deteccdo de patdgenos sé € possivel através de métodos indiretos.
Os métodos diagnoésticos convencionais incluem: deteccdo indireta através de
soroaglutinagdo, avaliagdo macroscopica de tecidos danificados e/ou sindromes e
observagdo direta do patdgeno, através do uso de meio seletivo ou hospedeiro
diferencial. Esses métodos, embora de enorme valor, podem apresentar grandes
limitacGes devido a dificuldade intrinseca na detec¢do precoce da infecgdo, o que €
critico, uma vez que uma infeccdo pode espalhar-se rapidamente no tempo e no
espaco. Portanto, estratégias de controle eficientes devem incluir a detecgdo de
microrganismos nos estagios iniciais da infec¢do, os quais frequentemente ndo
produzem sintomas e encontram-se em baixas concentragBes, tornando a sua
observagdo e isolamento dificeis. Desta forma, as dificuldades na obtencdo de um
diagnéstico precoce prejudicam o controle e a erradicacdo das doencas, pois
impossibilitam a eliminacdo de novas infecgbes. Considerando portanto, as graves
limitacGes das técnicas de diagnose mais comumente usadas, podemos assumir que,
em muitos casos, varias doengas permanecem indetectaveis, causando subestimacéo
do problema e, ainda mais importante, permanecendo como fonte de infec¢do para
outros organismos.

Técnicas modernas de deteccdo de microrganismos, principalmente aquelas
envolvendo a tecnologia de DNA, tém-se apresentado muito mais especificas, sensiveis
e extremamente rapidas. Atualmente, essas técnicas tém sido usadas sozinhas ou em
combinacdo com outras, proporcionando grande utilidade na diagnose de doencas
através da deteccao direta do agente causai.

Os métodos que utilizam acidos nucléicos na detec¢do de microrganismos
sdo geralmente mais especificos do que os que utilizam anticorpos, ja que evitam
reagdes cruzadas, tdo comuns quando da utilizacdo de técnicas imunoldgicas. Diferente
das reagdes soroldgicas, as técnicas baseadas em biologia molecular permitem a
detecgdo direta do patégeno. Sao particularmente Uteis em casos onde os patdgenos
nao sdo faceis de isolar ou ndo apresentam superficies antigénicas, tais como, 0s
fitoplasmas e os virdides. Em adicdo, estas técnicas permitem nao somente a deteccao
rapida e precisa do patégeno, como também a quantificacdo do mesmo.

As técnicas moleculares e, em particular, a reagdo de polimerizagdd em cadeia
(PCR) vem causando enorme impacto na Ciéncia, sendo um dos métodos de maior
aplicacdo nas diferentes areas da medicina e da agricultura. Esta reacdo possibilita a
amplificacdo exponencial de DNA a partir de quantidades minimas do material alvo.
Através desta técnica, seqiiéncias de acidos nucléicos podém ser facilmente clonadas,
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analisadas ou modificadas, e mesmo seqiiéncias raras podem ser detectadas. Desde
seu desenvolvimento por Mullis & Faloona (1987), a sua especificidade, sensibilidade
e rapidez possibilitaram o desenvolvimento de métodos aplicaveis em diversas areas
da pesquisa biolégica envolvendo indmeras classes de organismos.

Uma das utilizagdes mais importantes da técnica de PCR é na deteccdo de
material genético patogénico, como no caso de infec¢do bacteriana ou viral. Testes
convencionais, que envolvem a cultura de microrganismos ou 0 uso de anticorpos,
podem levar semanas para sua deteccdo ou serem extremamente laboriosos. Ao
contrario, a técnica de PCR é bastante flexivel e de facil execugdo em amostras de
diferentes origens. Tem sido utilizada com sucesso em pesquisas e no diagndéstico de
doengas infecciosas causadas por diferentes agentes patogénicos, tais como, bactérias,
virus, fungos, fitoplasmas, nematoides, protozoarios, ovos ou larvas de insetos, entre
outros.

2. PRINCIPIOS DE PCR

A reacdo de polimerizacdo em cadeia possibilita a multiplicagcdo in vitro de
fragmentos especificos de DNA (Mullis & Faloona, 1987). O método requer um
molde de DNA que contenha a regido “alvo” a ser amplificada, dois oligonucleotideos
iniciadores (primers) que flanqueam a regido “alvo”, e o uso de uma polimerase
termoestavel, como por exemplo a Taq polimerase, isolada de Thermus aquaticus
(Saiki etal., 1988). Todos os componentes do PCR sdo misturados simultaneamente
e 0 procedimento consiste de uma sucessao de trés etapas, as quais sdo determinadas
por diferentes temperaturas: a desnaturacdo do DNA molde, o anelamento dosprimers
e a extensdo do DNA (Figura 1). No primeiro passo, a incubacéo da solucéo de PCR
a altas temperaturas (90-95°C) permite a desnaturacdo do DNA molde (fita dupla)
em duas fitas simples. O resfriamento da solu¢do para uma temperatura de anelamento
(tipicamente 55°C), possibilita que os primers se anelem na posi¢do 5' de cada fita
simples do DNA molde. Para a etapa de extensdo, a temperatura é elevada para 72°C
e 0s pontos de anelamento dos primers servem como pontos iniciadores da sintese
das novas fitas de DNA. O tempo de incubagdo de cada etapa é de cercade | a2
minutos. A seqliéncia das trés etapas constitui um ciclo de reagdo de PCR. No segundo
ciclo, as fitas de DNA recém-sintetizadas sdo separadas das fitas originais através de
desnaturagdo, e cada fita serve novamente como molde nas etapas de anelamento e
extensdo. Teoricamente, como a sequéncia demarcada pelos primers duplica a cada
ciclo, ap6s 30 ciclos, um fator teérico de um bilhdo pode ser alcancado (Figura 1).
Tipicamente, o PCR é efetuado por 30-40 ciclos. Como todos os componentes
estdo presentes na mistura desde o inicio da reagdo, o procedimento pode ser
automatizado e conduzido em um termociclador automatico, programado para
aquecer e resfriar as amostras por periodos especificos.

3. 0OS COMPONENTES E AS CONDICOES DA REACAO DE PCR

Devido a habilidade da reagdo de PCR em amplificar DNA a partir de um
pequeno namero de moléculas, a contaminagao de qualquer componente da mistura
com um DNA exd6geno pode levar a amplificacdo simultanea de mais de uma espécie
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de DNA. Além disso, a presenc¢a do produto

Pesnatuidcao(94°C) de PCR e deprimers de amplificaces anteriores

também podem servir como fontes de

contaminacgéo. Portanto, visando a detecgéo de

Extengaof7rc) contaminacao na reacgdo, é sempre importante

a incluséo de um controle negativo em cada

experimento realizado. Este controle deve
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demais amostras, com exce¢do do DNA

Desnaturagao (34°C) molde. Além deste controle, todo
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negativos em funcédo de problemas com o

termociclador, algum reagente ou a DNA
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tubos e ponteiras estéreis e preparar as

FIGURA 1. Reagdo de polimerizagdo emcadeia amostras em camara de fluxo laminar com
(PCR). luz ultravioleta.

Em uma reacdo de PCR, o DNA
molde, osprimers, a DNA polimerase e os deoxiribonucleotideos trifosfatos (dNTPs)
sao misturados simultaneamente em tampéao apropriado contendo ions magnésio
(MgCI2). O volume da reagdo geralmente varia de 25pl a 100p.1, e as concentracdes
mais comuns para cada componente estdo descritas na Tabela 1. Estas condicfes
possibilitam a amplificagcdo da maioria das amostras, mas podem ser otimizadas
para cada novo experimento de PCR. Da mesma forma, a temperatura de cada
etapa, assim como a duracdo de cada ciclo e o nimero de ciclos devem ser
otimizados. Em geral, a variacdo da temperatura de anelamento determina a
especificidade da reacdo, com temperaturas mais altas elevando a especificidade
primer/Xy"K molde.

Osprimers contém em geral de 10 a 20 pares de bases e sdo complementares
as sequéncias que flanqueam a regido alvo a ser amplificada. A eficiéncia e a
especificidade da amplificagdo devem ser levadas em consideracdo quando do seu
desenho. Além disso, é importante ndo haver complementaridade entre as
extremidades 3' dos primers para evitar a formacéo de dimeros que diminuiriam a
producdo final da seqiiéncia alvo. Algumas variac8es de protocolos incluem a inclusao
de um componente da reacdo somente apos o primeiro ciclo (pot-stari), 0 decréscimo
na temperatura de anelamento a cada ciclo (touchdoum), ou mesmo a utilizaco de
polimerases de alta fidelidade (com atividade exonuclease 3'-5*), visando ao aumento
da producédo ou da especificidade das sequiéncias amplificadas (Edel, 1998).

Anelamento (30-WC)  Giclo |

Ciclo 2
Anelamento (30 1 6(TC)
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TABELA 1. Componentes da reacdo de PCR.

Componente Concentracdo
DNA molde 10-100 ng

Tampédo(KCI(500mM), Tris-HCI(1O0OmM),

MgCI2(15 mM), Triton X-100(0,01 g/mL)) 1/10 do vol. da reagdo (tampdo 10X)

MgCl, 0,5-5 Mm

DNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 20-200 pM

Primers 0,1-0,5 pM cada

Enzima (Tagj 0,5-2,5 unidades

Agua Até completar o volume final

Desde sua primeira descricdo, a rea¢do de polimeriza¢do em cadeia tem sofrido
véarias modificacBes. A sensibilidade e especificidade das amplificagdes tém sido
melhoradas através de técnicas tais como o nested PCR, na qual o produto do PCR é
submetido a uma segunda rodada de amplificacdo com um segundo conjunto de
primers localizados mais internamente que o primeiro par (Dieffenbach etal., 1993).
Ja o quantitative PC7?permite uma estimativa da quantidade de moléculas-alvo iniciais,
através da utilizagdo de um padrdo interno de comparagdo (Cross, 1995), enquanto
que o RT-PCR possibilita a amplificacdo de RNA viral ou mRNA através da utilizacéo
da transcricdo reversa (producdo de uma fita de cDNA a partir de RNA através da
utilizacdo da enzima transcriptase reversa) (Kawasaki, 1990). A utilizacdo deprimers
randémicos (RAPD) na amplificacdo de regides de seqUéncia previamente
desconhecidas tem possibilitado a identificacdo de polimorfismos entre organismos
préximos e o desenvolvimento de marcadores e mapas genéticos (Williams et al.,
1990), enquanto que o PCR insitu (Long etal., 1993) combina a alta sensibilidade
e especificidade do PCR, com a capacidade da hibridizacdo in situ de detectar pequenas
qguantidades de &acidos nucléicos dentro das células, possibilitando a localizagdo de
seqliéncias raras de RNA e DNA.

A versatilidade, praticidade, especificidade e sensibilidade da técnica de
PCR tém possibilitado a sua aplicagdo, sob as mais variadas formas, no estudo de
microrganismos, incluindo a sua genética, sistematica, ecologia, biologia e
fisiologia.

4. ESTRATEGIAS DE DESENVOLVIMENTO DE PRIMERS DE PCR

Embora muitas varidveis necessitem ser otimizadas no desenvolvimento de
protocolos de PCR, normalmente o parametro mais critico € o desenho dos primers,
que frequentemente determina o sucesso da amplificagdo por PCR. Nenhuma regra
absoluta pode garantir a amplificagdo do segmento desejado, mas algumas estratégias
podem ser utilizadas no desenho de pares deprimers, tais como: o comprimento dos
primers deve ser em torno de 15-30 bases e o0 contetido de residuos GC deve ser ao
redor de 50%, sendo que estes nucleotideos devem ser randomicamente distribuidos
dentro do primer. O desenho cuidadoso dos primers leva ainda a uma economia
consideravel de tempo e custos, ja que 0s mesmos representam 0s componentes mais
caros na técnica de PCR. Além da obtencgdo de produtos especificos, o desenho dos
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primers possibilita ainda a introducéo de mutagdes que resultardo em variacGes genéticas
de um produto. Desta forma, produtos de PCR especificos contendo caracteristicas
engenhadas podem ser produzidos.

A especificidade de um teste de PCR pode variar de acordo com o propésito
para o qual o teste esta sendo aplicado. Isto é feito através da selecdo apropriada da
sequiéncia alvo do genoma a ser amplificada. A especificidade é determinada pelo
grau de homologia entre a seqiiéncia alvo e 0 DNA de diferentes géneros e espécies.
Por exemplo, uma regiao altamente conservada de um gene universal entre fungos é
um alvo ideal para o desenvolvimento de um teste de PCR, que poderd indicar se
uma determinada infeccéo é causada por bactéria ou fungo. Esta estratégia tem sido
utilizada por diversos grupos que utilizam seqiiéncias universais, como a do RNA
nbossomal (rRNA) como alvo para amplificagdo.

Além da aplicacao na identificagdo de espécies, a regido espagadora entre 0s
genes ribossomais 16S e 23S do rRNA, também tem sido alvo de muitos estudos
visando a caracterizacdo e o desenvolvimento de marcadores moleculares em
procariotos e eucariotos (Jensen et al., 1993). O grande interesse por esta regido
deve-se principalmente a dois fatores: a) os trés genes que codificam para as
subunidades ribossomais estdo contidos em um Unico loco, o qual ocorre varias vezes
num Unico genoma; b) a existéncia de regides variaveis flanqueadas pelas regifes
codificantes, conhecidas como regido intergénica (IGS) e regido espacgadora transcrita
(ITS). Estas tém sido Uteis na diferenciacdo entre espécies e géneros (Goebel etal.,
1987; Edel, 1998) (Figura 2). O sequienciamento das regides variaveis (ITS) de espécies
afins e a identificacdo de regifes polimdrficas a serem utilizadas no desenvolvimento
de sondas ou oligonucleotideos de PCR especificos é uma estratégia recente que tem
sido aplicada no desenvolvimento de um método extremamente sensivel para o
diagnostico de Clavibacter miebiganensis subsp. sepedonicus em batata (Li & De Boer,
1995), entre outros. Makimura etal. (1994) desenvolveram um teste de PCR baseado
na regido 18S rRNA que é capaz de amplificar varias cepas das 25 espécies de fungos
mais importantes do ponto de vista de clinica médica. Hopfer etal. (1993) utilizaram
um conjunto de oligonucleotideos descrito a partir do rRNA de fungos (White et
al., 1990) para amplificar uma sequiéncia de 306pb a 31 Ipb de 42 espécies de fungos
diferentes. Os amplicons foram submetidos a digestdo enzimatica com a enzima I\ae
111 e separados através de eletroforese. O perfil de DNA (fingerprinl) resultante foi
utilizado para diferenciar diversos fungos patogénicos, incluindo Candida spp. e
Aspergillus spp.

Alternativamente, a utilizacdo de regies altamente varidveis proporciona
uma maior especificidade, possibilitando a identificacdo de um género ou espécie
em particular. Em geral, quanto mais variavel a regido, mais discriminatério o PCR

CNL12
ITS 5 FIGURA 2. Representacéo

esquematica da regiao
codificadora para o RNA
ribossomal em eucariotos e
alguns conjuntos de primers

ITS 4 CNS1 utilizados para amplificagéo
das regides variaveis.



O uso de PCR na diagnose e caracterizacdo de microrganismos 135

(Mitchell etal., 1993). Tang etal. (1993) descreveram um teste de PCR para detectar
0 gene da protease alcalina de Aspergillusfumigatus e A. flavus-, sendo que, a distincdo
da espécie foi possivel através do tamanho do fragmento amplificado. Este reste
possibilitou o0 aumento de sensibilidade em até 100 vezes quando comparado com
metodologias anteriormente utilizadas.

Além do objetivo do teste, as estratégias utilizadas no desenvolvimento deprimers
de PCR dependem das caracteristicas do patégeno e do prévio conhecimento de sua
variabilidade genética e de sua biologia molecular. Uma das estratégias mais utilizadas
no desenvolvimento de oligonucleotideos de PCR especificos é aquela conhecida como
shot-gun ou randémica, na qual pouco ou nenhum conhecimento prévio sobre o genoma
do patdgeno é necessario (Rasmussen & Reeves, 1992). Neste caso, fragmentos de
DNA do organismo clonado sdo avaliados quanto a sua especificidade e, a Unica
informacdo necessaria ao desenvolvimento desta estratégia é o relacionamento
taxondmico do patdgeno com os demais organismos que dividem o mesmo habitat.
No entanto, esta metodologia é muito trabalhosa e demorada pois, geralmente, envolve
a varredura de um grande numero de clones e 0 uso de radiois6topos.

Outra estratégia bastante eficiente é a utilizagdo da propria reagdo de PCR
para produzir fingerprints que revelam polimorfismos de DNA que podem ser
utilizados posteriormente na construcdo de oligonucleotideos especificos a serem
empregados na detecc¢éo e identificacao de varias espécies. O uso de oligonucleotideos
arbitrarios (RAPD) e da reagdo de PCR tém possibilitado a producgao defingerprints
gendmicos para varias espécies de microrganismos (Welsh & McClelland, 1990;
Reeves & Bali, 1991; Gancheva et al., 1999; Toth et al., 1999), possibilitando a
identificacdo de fragmentos especificos para bactérias de importancia fitopatoldgica,
como Erwinia stewartii (Blakemore et al., 1992) e Pseudomonas syringae pv. pisi
(Rasmussen & Wulff, 1990) e Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Toth etal., 1999).

Além de estratégias randdémicas, regides especificas do genoma, como
plasmideos ou genes diretamente ligados ao processo de patogenicidade (Kobayashi
et al., 1989; Xu et al., 1988; Leite Jr. et al., 1994), podem ser utilizadas no
desenvolvimento deprimers especificos. Em alguns casos, o processo de patogenicidade
¢ determinado por um grupo de genes, os quais constituem regifes especificas do
genoma que tém sido utilizadas no desenvolvimento de sondas de DNA (Rasmussen
& Reeves, 1992; Xanthopoulos etal., 1999). Alguns destes genes foram identificados
em bactérias fitoparasitas e utilizados na construcdo de métodos diagndsticos
(Kobayashi etal., 1989; Xu etal., 1988; Leite Jr. etal., 1994). No entanto, a analise
da especificidade e a conservagdo destes genes tém demonstrado que 0s mesmos ndo
sdo subespécie-especificos, o que geralmente se faz necessario. Exemplo disto, foi a
utilizacdo de regides codantes necessarias a interacdo patdégeno-hospedeiro de
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola para construcdo de primers especificos na
identificacdo do patégeno em sementes, e que produziu reagdes inespecificas quando
testadas contra diferentes patovares de P. syringae (Lindgren etal., 1988). Cuppels et
al. (1990) utilizaram um fragmento de DNA que carrega o0 gene para producéo de
coronatina como sonda para detecgdo de P. syringae pv. tomato em sementes de
tomateiro e observaram que esta sonda produziu reagdo inespecifica com outras cepas
de P. syringae produtoras de coronatina, como P. syringae pv. glycinea.
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No entanto, esta mesma estratégia foi aplicada com sucesso no
desenvolvimento de primers de PCR especificos para Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Neste caso, além de se utilizar a regido do DNA relacionada a reagdo de
hipersensibilidade e patogenicidade (hrp) da bactéria, promoveu-se a digestdo da
regido amplificada com diferentes enzimas de restricdo, possibilitando a eficaz
identificacdo do patdgeno (Leite Jr. etal., 1995). Adicionalmente, observou-se que
utilizando diferentes oligonucleotideos dentro desta regido, diferentes niveis de
especificidade poderiam ser obtidos (Leite Jr. et al., 1994; 1995), demonstrando a
possibilidade de se encontrar regides especificas para os diversos grupos de X. vesicatoria
e de se utilizar esta estratégia na identificacdo de outras bactérias.

5. PCR NA DIAGNOSE DE DOENCAS HUMANAS E ANIMAIS

A precisa identificacdo de um patdgeno ao nivel de espécie e/ou cepa tem
grandes implicagGes em varios aspectos da medicina, incluindo diagnoéstico,
tratamento e prevencgdo de doencas. O método de PCR possibilita acessar diretamente
0 genotipo dos microrganismos, e tem sido utilizado de forma crescente na diagnose
e na analise epidemioldgica de diferente espécies (Randles et al., 1996; Sander &
Penno, 1999; Walter et al., 2000). Esta técnica tem possibilitado um aumento
significativo na qualidade do diagnéstico de doencas, devido a sua habilidade
discriminatéria, sua reprodutibilidade e aumento na sensibilidade de detecgdo
(Versalovic etal., 1993). A sensibilidade deste método é muitas ordens de magnitude
maior do que a da hibridizacéo direta com sonda de DNA, de forma que apenas 10
moléculas de DNA sdo capazes de gerar um produto detectavel em gel de agarose
corado com brometo de etidio (Randles etal., 1996; Engelbrecht etal., 2000; Ozbel
etal., 2000).

Grande parte dos métodos tradicionais de identificacdo de microrganismos
patogénicos séo caros, lentos e apresentam baixa sensibilidade quando amostras com
reduzido nimero de microrganismos sdao analisadas. Um caso tipico é a diagnose de
tuberculose que é feita tradicionalmente através da deteccdo do Mycobacterium
tuberculosis em amostras clinicas, ou desenvolvimento de sintomas no hospedeiro. O
desenvolvimento de primers de PCR especificos para deteccao de M. tuberculosis, a
partir de uma seqiiéncia especifica e repetitiva (IS 6110) em isolados do complexo
M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti), possibilitou
um incremento substancial na rapidez, especificidade e sensibilidade do método,
possibilitando a diagnose do patdgeno, diretamente através da saliva (Eisenach etal.,
1993)

Até recentemente, o teste de laboratério mais comumente utilizado no
diagnostico de Ktohmpestis (peste) em pulgas de rato Xenopsylla cheopis (transmissor
da bactéria) incluia o isolamento da bactéria de hospedeiros mortos, seguida da
inoculagdo do organismo em cobaias e o reisolamento do organismo seguido de
testes bacteriolégicos (Hinnebusch & Schawn, 1993). Além de laboriosa, esta
metodologia é de baixa sensibilidade, demorada e sujeita a escapes, principalmente
guando se objetiva a deteccdo no vetor. O desenvolvimento de uma sonda de DNA
para detecgdo do patdgeno em X. cheopis apresentou uma sensibilidade indmeras
vezes maior que a técnica anterior (105 a 106 células da bactéria). Primers de PCR
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especificos desenhados a partir do plasmideo bacteriano (9,5 Kb plasmideo
pesticina), possibilitaram um incremento ainda maior na sensibilidade do
diagnostico, viabilizando a detecgdo de até 10 células da bactéria em vetores
infectados (Hinnebusch & Schawn, 1993).

Pacientes submetidos a terapias imunossupressivas, como no tratamento
do cancer e nos transplantes de 6rgaos e medula, apresentam alta taxa de
contaminacdo por fungos invasivos, como Candida albicans, Aspergillusfumigatus
e Criptococcus neoformans. A taxa de contaminacdo de pacientes transplantados
por estes organismos é de até 50%, sendo que 80% destes ndo sobrevivem. A
diagnose rapida e nos estagios iniciais da infeccao sdo fatores determinantes para o
sucesso do processo terapéutico (Hughes et al., 1998). Até hoje, a diagnose destes
fungos é pouco sensivel e demorada, frequentemente gerando resultados falso-
positivos. Para deteccdo de candidiase, varios conjuntos de primers ja foram
desenvolvidos. Alguns foram desenhados a partir de genes especificos como o que
codifica para o citocromo P#( lanosterol-14p-demetilase (LI1AI) de Candida spp.,
para a sintese da actina, da quitina (CHIS) e a partir de uma regido duplicada do
DNAcromossomal (EO3). Estes protocolos tém apresentado resultados promissores
e, paulatinamente, estdo sendo incorporados a rotina de deteccéo destes organismos
em diferentes amostras (técido infectado, sangue, secrecdo pulmonar) de pacientes
imunossuprimidos (Hughes etal., 1998; Morace et. al, 1999). Além disso, outras
importantes doencas flngicas como aquelas causadas por Cryptococcus neoformans,
Pneumocystis carinii, ja podem ser diagnosticadas de forma rapida e sensivel. Para
isso sdo utilizados primers de PCR construidos a partir de regides semi-conservadas
do gene que codifica para 0 RNA ribossomal (Mitchell etal., 1993; Kawamura et
al.,, 1999).

A deteccdo de inimeras viroses humanas, tais como o virus da hepatite B,
hepatite C, herpes, influenza A, B e C, rubéola e papilomavirus (Persing et al.,
1993), tem sido realizada através da técnica de PCR ou RT-PCR ( no caso de virus
de RNA) com enorme sucesso (Wilber et al., 1993). A utilizacdo desta técnica na
diagnose da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) tem sido
particularmente (til, principalmente em individuos com resultados soroldgicos
indeterminados, como recém-nascidos de maes contaminadas que podem apresentar
anticorpos maternos de 6 a 15 meses apds o parto (Lynch etal., 1992), e individuos
infectados que ainda ndo apresentam reacdo soroldgica. Além disso, possibilita o
estudo da variabilidade do virus e de mutacGes associadas ao tratamento com drogas
especificas (Kwok & Sninsky, 1993).

A técnica de PCR também tem sido amplamente utilizada na deteccéo de
varios patégenos causadores de doencas tropicais, tais como Plasmodiumfalciparum
(Mills et al., 1999; Farnet et al., 1999), virus da dengue (Yamada et al., 1999) e
Leishmania braziliensis (Avilles et al., 1999; Rodriguez etal., 1999).

No caso da doenca de Chagas, a utilizacdo de PCR tem contribuido para a
diagnose precoce da doenca, ja que a técnica é capaz de detectar o Trypanosoma
cruzi em amostras de sangue quando anticorpos especificos contra o patégeno
ainda ndo podem ser detectados através de ELISA (Antas etal., 1999; Chiaramonte
etal., 1999).
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6.PCR NA DIACNOSE DE DOENCAS DE PLANTAS

A necessidade de maior especificidade, seguranca e rapidez na diagnose de
patdgenos de plantas, principalmente em inspec¢des quarentenarias e na certificacao
de sementes, tem estimulado o desenvolvimento e o uso crescente da reacdo de PCR
na deteccdo e identificacio destes organismos.

Um exemplo cléssico é o desenvolvimento de primers de PCR especificos
para deteccdo de Clavibacter sepedonicus subsp. sepedonicus, agente causador da
podriddo anelar da batata, a partir de uma sequéncia de DNA especifica oriunda de
um plasmideo altamente conservado dentro da espécie. Esta tecnologia possibilitou
a deteccdo de até 103 ufc/ml, o que torna o0 método 100 vezes mais sensivel do que
outros até entdo utilizados, tais como sorologia e sondas de DNA (Firrao & Locei,
1994) Da mesma forma, a utilizacdo de primers especificos para deteccdo de
Clavibacter xyli subsp. xyli possibilitou a deteccdo de até 104 ufc/ml, o que constitui
0 método mais sensivel para deteccdo do patdbgeno em mudas de cana-de-agUcar até
hoje desenvolvido (Chung ei zz/.,1994).

O cancro citrico é considerado a doenga mais importante dos citrus no mundo,
causando prejuizos enormes em varias regides produtoras, restringindo o comércio
internacional do produto e causando a erradicagdo de milh8es de arvores. Xanthomonas
axonopodis pv. czirz é o patdgeno causador da doenga, a qual se dissemina a longas
distancias através de mudas infectadas. Hartung etal. (1996) desenvolveramprimers de
PCR especificos a partir de sequéncias isoladas de um plasmideo conservado dentro da
espécie, possibilitando o aumento da sensibilidade de deteccdo do patégeno em até
100 vezes. Uma das doengas mais importantes das rosaceas, incluindo ameixeiras,
pessegueiros, macieiras e pereiras é a escaldadura das rosaceas. Esta é causada pela bactéria
Erwinia amylovora. A detec¢do da bactéria em material de plantio ou em pomares é
tradicionalmente feita através de sorologia (ELISA e imunofluorescéncia). Em alguns
casos esses métodos podem ser pouco sensiveis ou apresentar problemas de falso-
positivos. O desenvolvimento deprimers de DNA especificos para o gene ams envolvido
na sintese de exopolissacarideos pela bactéria, foi capaz de identificar 103 células do
patégeno, enquanto que primers derivados a partir de uma seqiiéncia do plasmideo
pEA29, que ocorre em grande ndmero de cépias no genoma da bactéria, detectou
apenas 50 células do patdgeno (Bereswill etal., 1995). HilbereizzZ (1999) demonstraram
que a utilizacdo de PCR é até quatro vezes mais sensivel na deteccdo de E. amylovoraem
estacas de maca do que o método de isolamento em meio de cultura seletivo.

Vérios outros relatos deprimers de PCR desenvolvidos para diferentes bactérias
fitopatogénicas, como Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (Samac etal., 1998),
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (George et al., 1996), Xanthomonas campestris pv.
phaseoli (Audy etal., 1996), Erwinia stewartii (Blakemore etal., 1992), Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola (Prossen et al., 1991), Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Rademaker etal., 1992) e Curtobacteriumflaccumfacienspv. flaccumfaciens
(Parente etal., 1996), comprovam a praticidade, sensibilidade e eficiéncia do método.

Inimeras espécies de fungos sdo transmitidas através de sementes, tornando-
se esta, a principal fonte de indculo do patégeno no campo. No entanto, sdo
relativamente poucos os métodos baseados em tecnologia de DNA ja desenvolvidos
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visando a detec¢do destes organismos na semente. Smirh etal. (1996) desenvolveram
primers de PCR especificos para a deteccao de Tilletia indica, o agente causador do
carvdo do trigo, a partir de fragmentos do DNA mitocondrial do fungo. Isso
possibilitou a detec¢do de até 5 telibsporos em 50 g de sementes. Outros fungos
transmitidos por sementes como espécies de Pyrenophora, Fusarium moniliforme,
Stenocarpella maydise Phomopsis!Diaporthe, Fusariumpoae (Parry & Nicholson, 1996),
Pyrenopeziza brassicae (Foster et al., 1999), Septoria tritici (Fraajie et al., 1999). e
Phytophtora spp. (Olsson, 1999), também ja podem ser detectados através de PCR
com alta sensibilidade (1% de taxa de contaminacéo), possibilitando ainda, a deteccdo
do patégeno na presenca de outros fungos contaminantes.

Viroses, como a do amarelecimento e enrolamento da folha do tomateiro
(tomato yellow leafcurl virus — TYLCV), podem ser detectadas com alta precisio
através de PCR, os quais passam desapercebidos em testes sorolégicos, possibilitando
uma selecdo muito mais eficaz de mudas sadias (Pico et al., 1999). A deteccéo de
fitoplasmas causadores da doenca conhecida como “amarelo” em estacas de Prunus
salicina, P. domestica e P. armeniaca, € a principal forma de controle de disseminagéo
da doenga. A deteccdo do patdégeno em niveis muito baixos em diferentes partes da
planta é de extrema importancia, principalmente para o diagnostico do patégeno no
inverno, quando a parte aérea da planta é bastante reduzida. A utilizagdo de PCR
possibilitou a detec¢do do fitoplasma com altos niveis de sensibilidade em diferentes
tecidos da planta, inclusive na raiz, apresentando-se como excelente ferramenta para
0 monitoramento de mudas. A mesma estratégia também tem sido utilizada para a
caracterizacdo do fitoplasma causador da black woodAa. videira (Osti &Triolo, 1999).

Outras importantes viroses como a tristeza do citrus (Areddia & Caruso,
1999), o Rupestris stempitting, virus causador da rugose da videira (Meng-BaoZhong
etal., 1999), tém sido diagnosticadas por este mesmo método.

7. VARIACOES DA REACAO DE PCR NA DIAGNOSE DE
MICRORGANISMOS

Desde sua descrigdo, varias modificaces da reacdo original de PCR tém sido
feitas no sentido de aumentar sua sensibilidade e especificidade. Estas variacdes
possibilitaram um aumento consideravel no espectro de aplicagdo desta tecnologia.
Um exemplo classico é o de PCR reverso (RT-PCR ), o qual utiliza RNA como
molécula molde ao invés de DNA, possibilitando a deteccdo de indmeros virus de
RNA, assim como a deteccao de transcritos raros de mRNA. A técnica baseia-se na
transcricdo reversado RNA em cDNA através da acdo da enzima transcriptase reversa,
seguida da amplificagcdo do fragmento recém-sintetizado pela Taq polimerase
(Kawasaki, 1990). Esta técnica tem possibilitado a deteccdo de inUmeras viroses
humanas e de plantas (Wetzel etal., 1991; Lynch etal., 1992; Persing et al., 1993;
Areddia & Caruso, 1999; Pico etal., 1999).

Significativo aumento na sensibilidade e especificidade do PCR pode ser
obtido através da técnica de nestedPCR. Nesta técnica, o produto de PCR amplificado
é submetido a uma segunda rodada de amplificacdo, utilizando-se um segundo par
de oligonucleotideos, localizados mais internamente que os primeiros (Dieffenbach
et al., 1993). Hartung et al. (1996) observaram um aumento significativo na
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sensibilidade de deteccdo  Xanthomonas axonopodis pv. czirz, utilizando esta técnica
associada a técnica de imunocaptura (concentracao das bactérias de amostras diluidas
através de captura eletromagnética).

O PCR competitivo (Hu etal., 1995), por sua vez, consiste na utilizacdo de
um controle interno de DNA, que é amplificado pelo mesmo conjunto de
oligonucleotideos que amplifica o microrganismo alvo, e tem sido utilizado como
controle no sucesso da amplificacdo e na comprovacgdo da auséncia de inibidores na
reacdo. Além disso, este método possibilita uma estimativa da quantidade de DNA
amplificada, ja que a intensidade da banda pode ser comparada com a do controle.
Esta estratégia tem sido largamente utilizada na detecgéo e na estimativa do tamanho
de populagdes de Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus em tubérculos de batata,
e comprovou ser 10 vezes mais sensivel que a técnica tradicionalmente utilizada
(imunofluorescéncia), possibilitando a detecgdo de até 100 células por amostra.

Recentemente, métodos colorimétricos e sorologicos tém sido acoplados a
reacdo de PCR visando aumentar ainda mais a sua sensibilidade, praticidade e
acuidade. Estes métodos ndo s6 aumentam dramaticamente a sensibilidade de
detecgdo, como também possibilitam uma redugéo na estringéncia da reacdo de PCR.
Isso possibilita a deteccdo de microrganismos que apresentam multiplos variantes.
Este é o caso de viroses causadas por virus de RNA em geral e pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida em particular, os quais variam de seqiénciaem um mesmo
individuo e entre individuos diferentes. Nesses casos, é importante utilizar
temperaturas de anelamento de reacdo de PCR de baixa estringéncia (em torno de
37°C), possibilitando a amplificacdo de diferentes variantes do organismo alvo, além
de sequéncias adicionais. A hibridizacdo deste produto com sondas frias ou
isotopicamente marcadas, possibilitara a detecgdo do organismo alvo em baixissimas
concentracdes (White, 1993).

Um método semi-quantitativo baseado em PCR e um ensaio
imunoenzimatico (EIA) tém sido utilizados na detecgdo de Bartonella henselae e
Bartonella quintana (Sander & Penno, 1999). Neste caso, seqgiiéncias nucleotidicas
internas derivadas da amplificacdo da regido do 16S rRNA s8o utilizadas para o
desenvolvimento de sondas especificas para as diferentes espécies. Os produtos de
PCR marcados com biotina sdo imobilizados em placas de ELISA, previamente
sensibilizadas com estreptavidina, hibridizados com uma sonda marcada com
digoxigenina e revelados através da utilizacdo de um conjugado de antidigoxigenina-
peroxidase. Este ensaio mostrou-se tdo sensivel quanto um dot-blot, e cerca de 10
vezes mais sensivel gque a visualizacdo normal em gel de agarose, possibilitando a
detecgdo de até 103 ufc/ml.

Holland etal. (1992) utilizaram a atividade de exonuclease 5'-3" de algumas
polimerases termoestaveis para gerar um sinal a partir de uma sonda sequéncia—
especifica durante a reacdo de PCR. Durante cada ciclo de amplificagdo, a enzima
degrada a sonda e libera um pequeno fragmento fluorescente, o qual é separado da
sonda nédo clivada e detectado através da medigdo de sua fluorescéncia no proprio
tubo em que a reagdo de PCR ocorreu. Este método permite a analise quantitativa da
reacao, além de possibilitar a utilizacdo de varias sondas marcadas, diferencialmente
em cada reacgdo, permitindo a andlise multipla de vérios agentes.
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8.CARACTERIZAGCAO DE MICRORCANI5MO5

Existem uma série de situagdes clinicas e epidemioldgicas onde a discriminacao
entre organismos estreitamente relacionados se faz necessaria. Por exemplo, em surtos
de uma determinada doenca, é importante esclarecer se as varias infec¢des envolvendo
uma mesma espécie de microrganismo séo provenientes de uma Unica fonte ou foram
introduzidas separadamente. Além disso, muito frequentemente faz-se necessario
distinguir entre cepas de um mesmo organismo que podem diferir quanto a sua
disseminacdo, resisténcia a antibidticos, circulo de hospedeiros etc., implicando em
diferentes medidas de controle. A diferenciacdo de individuos muito proximos requer
a utilizacdo de métodos altamente discriminatérios, tais como, seqiienciamento do
genoma, andlise isoenzimatica, perfil de restricdo enzimatico, eletroforese de campo
pulsado oufingerprint genémico através da utilizagdo de primers aleatérios (RAPD),
seqliéncias repetitivas (REP, VNRTSs, SSR), polimorfismo de fragmentos amplificados
(AFLP) etc.

Além do alto polimorfismo, dos varios componentes utilizados na
caracterizagdo de microrganismos, o0 DNA cromossémico é o Unico que nao se
apresenta suscetivel a mudancas devido as condic¢des de crescimento. A quantidade
desta molécula flutua com a taxa de crescimento do organismo, mas a composi¢ao
da mesma se mantera instavel, constituindo a molécula mais estavel através da qual a
maior variedade de microrganismos pode ser comparada e classificada. O cromossomo
pode ser analisado em diferentes niveis: em primeiro lugar quanto a sua composi¢ao
geral, em termos das quatro bases nucleotidicas; em segundo lugar quanto ao grau de
homologia, baseada na taxa de renaturacédo das moléculas de DNA em experimentos
de reassociagdo e pareamento; e, finalmente, através da analise da conservacao desta
homologia (sitios de restricdo ou padrdo de bandas) ou comparando diretamente a
sequéncia de genes de diferentes organismos.

Fingerprints de DNA produzidos através de PCR tém sido largamente
utilizados como marcadores genéticos na medida da diversidade de microrganismos
(Leach etal., 1990; McMillin & Muldrow, 1992; Leach etal., 1992; Barbut et al.,
1993; Jensen etal., 1993; Van Lith & Aarts, 1994; Smith etal., 1995). A utilizacio
de primers arbitrarios de PCR (RAPD — Random Amplified Polimorphic DNA) tem
possibilitado a diferenciacdo de individuos com apenas uma base nucleotidica distinta.
Esta técnica tem sido utilizada na caracterizagéo e identificagdo de bactérias, fungos,
plantas, animais, insetos e humanos (Gancheva etal., 1999;Toth etal, 1999; Adams,
2000; Audisio et al., 2000; Hsiang et al., 2000; Misawa et al., 2000; Wet et al.,
2000).

Outra aplicagdo da técnica de PCR na caracterizagdo de microrganismos é a
analise da dispersdo de sequéncias altamente repetitivas e conservadas no genoma,
tais como, regides que correspondem a minissatélites (VNRTS) e microssatélites
(SSRP). A funcéo destas regides no genoma ainda é um enigma. No entanto, alguns
autores especulam que sua funcéo pode estar relacionada a estabilizagdo de mMRNA,
acoplamento transducional entre genes, recombinacdo homdéloga, organizacao
cromossémica e ligacdo de histonas ao DNA (Brujin, 1992). E importante salientar
no entanto, que nenhuma destas func¢des explica, separadamente, sua conservacao e
freqUiéncia no genoma.
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Considerando que a organizacao destas seqiiéncias no genoma é definida através
de selegdo e que sua dispersdo pode ser um indicativo da sua estrutura e evolucéo,
especula-se que cada linha especializada possua uma tnica distribuigéo e arranjo (Louws
etal., 1994). No caso de bactérias, familias de DNA repetitivo estdo dispersas ao longo
do genoma de diversas espécies (Louws etal, 1994). Trés familias, ndo relacionadas
guanto a seqiiéncia de DNA, tém sido estudadas em mais detalhe, conhecidas como a
sequénciaREP (repetitiveextragenicpalindromicsequence) de35-40pb (Gilsonetal., 1984),
ERIC (enterobacterialrepetitiveintergenicconsensussequence} de 124-127 pb (Hulton etal., 1991),
e 0 elemento BOX de 154 pb (Martin et al., 1992). O uso de PCR com primers
correspondentes a estas sequiéncias tem sido utilizado para gerar perfis de DNA utilizados
tanto na caracterizacdo como no diagndstico de bactérias de importancia médica e
fitopatdgenica tais como Xanthomonase. Pseudomonas (Louws etal, 1994), PJwpbiummeliloti
(Brujin, 1992), Rhodoccoucsgakgae (Nick & Lindstrom, 1994), Salmonella thypbimirium (Hulton
etal., 1991), X. ory*ae pv. orypae (Leach etal., 1992), Palstoma solanacearum (Smith etal.,
1995) e Curtobacteriumflaccumfacienspv.flaccumfaciens (Parente etal., 1996) (Figura 3).

O rRNA é um loco genético de grande interesse evolucionario ja que é encontrado
tanto em organismos eucarioticos como procariéticos. Na realidade, acredita-se haver
conservacdo suficiente neste loco para que o0 mesmo seja utilizado no estudo das relacGes
evolucionarias entre organismos de taxa distantes (Jensen etal., 1993).

O uso destas seqiiéncias como ferramentas taxondmicas tem sido demonstrado
em diferentes espécies, onde a analise da sequiéncia do 16S rRNA tem possibilitado uma
redefinicao das relagdes filogenéticas previamente tdo dependentes do metabolismo
celular. Em adic&o as regides altamente conservadas utilizadas no estudo da variabilidade
entre organismos de taxa distantes, 0 16S rRNA contém regibes variaveis, que sao as
regides espacadoras entre os genes ribossomais, as quais sao extremamente Uteis na
diferenciacdo de géneros e espécies (Miller etal., 1999).

Em procariotos,
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FIGURA 3. Variabilidade genética de diferentes patovares de eda especie (‘]enser_' etal.,
Curtobacteriumflaccumfaciens utilizando REP-PCR. (k/HindIU; 1993). Os primers
1-4 C. f. pv. flaccumfaciens ; 5-8 C. f. pv. poinsettiae-, 9-12 C.f.  desenhados a partir das
pv. oortii-, 13-14 C.f. pv. betae; k/Hind 111). regies conservadas que
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flanqueam regifes variaveis tém sido muito utilizados na identificagdo de géneros e
espécies de bactérias e fungos (Vilgalys & Hester, 1990; Barry etal., 1991; Gardes etal.,
1991; Miller etal, 1999; Hsiang etal, 2000). InformagGes adicionais inerentes ao carater
polimoérfico do produto amplificado podem ser acessadas através da digestdo do
produto de PCR com enzimas de restricdo (Matar etal., 1993).

Esta técnica foi utilizada para diferenciar 300 cepas de bactérias pertencentes a
28 espécies ou sorotipos, incluindo Fisteria, Staphylococcus e Salmonella e espécies adicionais
relacionadas a estes organismos (Jensen etal., 1993). Além disso, 0 método tem sido
utilizado na subtipagem de Kochalimaea (Matar etal., 1993) e na identificacdo de espécies
de Clostridium (Barry etal., 1991). Li & De Boer (1995) amplificaram e seqiiénciaram a
regido entre os genes 16S e 23S do rRNA de diferentes subespécies de Clavibacter
michiganensis, a fim de obter seqiiéncias especificas para C. michiganensis subsp. sepedonicus.
Estas seqliéncias especificas foram utilizadas com sucesso como primers de PCR na

identificacdo e deteccdo do patdgeno.

FIGURA 4. Variabilidade genética de diferentes isolados de
Fusarium utilizando a regi&o ITS do rDNA. (I00pb marker-, 1-2

Fusarium oxysporum-, 3-7 Fusarium solani).

Miller et al. (1999)
utilizaram a regido
espacadora intergénica
(IGS) e as regibes
espacadoras internas (ITS !
e ITS 2) (Figura 2) do
rDNA para estudar a
variabilidade genética
existente entre isolados de
Fusarium spp. Esta técnica
possibilitou a diferenciacéo
entre F. solam e F. oxysporum
e entre isolados de F. solam
causadores de murcha de
eumartiie e de podridao seca
(Figura 4).
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