
42

4242424242 Arquivos Catarinenses de Medicina Vol. 34, no. 4, de 2005

ARTIGO ORIGINAL

Padronização de método molecular para diagnóstico de tuberculose
em decorrência de infecção causada pelo Mycobacterium bovis BCG.

Maria Luiza Bazzo,1 Luiz Alberto Peregrino Ferreira,1 Mariana Chagas2

1806-4280/05/34 - 04/42
Arquivos Catarinenses de Medicina

1. Mestre em Ciências, Professora Assistente do Departamento de Análises
Clínicas da Universidade Federal de Santa Catarina, responsável pelo
Laboratório de Biologia Molecular LAQUAS - ACL - UFSC.

1. Mestre em Ciências, Professor Titular do Departamento de Análise Clíni-
cas da Universidade Federal de Santa Catarina e Coordenador do Labo-
ratório Avançado de Qualidade em Saúde LAQUAS - ACL.

2. Bioquímica do Setor de Imunogenética - HEMOSC - SC.
Inst i tu ições:Inst i tu ições:Inst i tu ições:Inst i tu ições:Inst i tu ições:
1. Laboratório de Biologia Molecular LAQUAS - ACL - CCS, Universidade

Federal de Santa Catarina (UFSC);
2. Centro de Hematologia e Hemoterapia de Santa Catarina - HEMOSC.

Resumo

A única vacina disponível contra a Tuberculose é a
BCG, produzida com o Bacilo de Calmette-Guérin a partir
de cepas atenuadas de Mycobacterium bovis. Diversos
autores têm demonstrado que sua eficiência pode variar
entre 0% e 80%.  Há várias razões para esse fato: dife-
renças genotípicas nas cepas estudadas e utilizadas para
vacina, utilização de diferentes doses da vacina e de-
senvolvimento de tuberculose em indivíduos vacinados
e naqueles que fizeram uso terapêutico da vacina para
tratamento de carcinoma de bexiga. Além disso, grande
número de casos de infecção disseminada tem sido re-
latado em indivíduos imunocomprometidos, infectados ou
não pelo HIV. Indivíduos que desenvolvem tuberculose
em decorrência da vacinação devem ter diagnóstico di-
ferencial em relação à infecção causada por Mycbacte-
rium tuberculosis. Nosso objetivo foi padronizar um mé-
todo molecular rápido para diagnosticar a infecção cau-
sada por M. bovis BCG decorrente da vacinação. A
amplificação do DNA extraído pelo método de hidrólise
alcalina foi feita por PCR multiplex com iniciadores es-
pecíficos para região RD1 presente em cepas do com-
plexo M. tuberculosis e deletada em cepas de M. bovis
BCG. A separação dos produtos de PCR foi feita por

eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e visualiza-
ção em UV após coloração com brometo de etídio. Uma
banda de 200pb indicou amplificação da região flanque-
adora à RD1, evidenciando presença de M. bovis BCG,
e uma banda de 150pb indicou amplificação da região
RD1, presente no complexo M. tuberculosis. A disponi-
bilização de uma técnica rápida para o diagnóstico dife-
rencial entre a infecção decorrente da vacina BCG ou
por M. tuberculosis é de grande interesse para a condu-
ta clínica, uma vez que a baciloscopia negativa não pode
excluir a infecção em presença de sintomatologia, e que
a cultura, por suas características, possibilitará um re-
sultado conclusivo após pelo menos 40 dias. Dessa for-
ma, este teste está disponibilizado no LAQUAS - Labo-
ratório Avançado de Qualidade em Saúde.

Descritores: 1. PCR;
2. M. bovis BCG;
3. M tuberculosis.

Abstract

The only one available vaccine against tuberculosis
is BCG, an attenuated derivative of a virulent strain of
Mycobacterium bovis. It has been demonstrated that the
BCG vaccine efficiency varies between 0% and 80%.
This can be explained by reasons such as: use of diverse
genotypic strains to study and make the vaccine, uses of
different doses, and development of tuberculosis in vac-
cinated patients, as well as in patients that made thera-
peutic uses of the vaccine to treat bladder cancer. Mo-
reover, a great number of cases of tuberculosis occur in
immunodeficient patients after BCG vaccination. Pati-
ents that develop tuberculosis after BCG vaccination
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need to have differential diagnostic for the infection cau-
sed by Mycobacterium tuberculosis. The aim of this work
was to standardize a rapid molecular method to diagno-
sis an infection caused by M. bovis BCG after vaccina-
tion. Amplification of DNA was designed as multiplex-
PCR with specific primers for RD1 region present in
strains of M. tuberculosis complex and deleted in strains
of M. bovis BCG. PCR products were visualized by ethi-
dium bromide staining after 5% polyacrilamide gel elec-
trophoresis. A 200bp product corresponds to the amplifi-
cation of a RD1 flanking region, showing the presence
of M. bovis BCG and a 150bp product indicated the RD1
region amplification, present in M. tuberculosis complex.
The availability of a rapid test to differentiate the infec-
tion after BCG vaccination and the infection by M. tu-
berculosis is important to help in diagnostic, because a
negative acid fast stain sample does not exclude the in-
fection in the presence of clinical symptoms and the cul-
ture, that is very slow, needs at least 40 days for a final
result. The rapid test to differentiate M. bovis BCG in-
fection after vaccination and M. tuberculosis infection is
available in LAQUAS - UFSC.

Keywords: 1. PCR;
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3. M tuberculosis.

Introdução
A tuberculose ainda é uma das doenças com maior

número de óbitos em todo mundo, com aproximadamen-
te 2 milhões de pessoas mortas por ano.1 Um terço da
população mundial está infectada com Mycobacterium
tuberculosis. Estimativas indicam 8 milhões de novos
casos a cada ano.2 Mais de 90% de todos os casos de
tuberculose ocorrem em países em desenvolvimento,
onde os recursos são limitados para pesquisa, diagnósti-
co e tratamento adequado.1

A única vacina disponível contra tuberculose deriva-
da do Mycobacterium bovis, o Bacilo Calmette-Guérin
(BCG), está disponível desde a década de 1920, tendo
sido vacinadas pelo menos 3 bilhões de pessoas em todo
mundo.2 E a cada ano, a vacina é administrada a mais
de 100 milhões de pessoas. A vacina BCG não impede a
infecção e nem o desenvolvimento da tuberculose pul-
monar, mas pode conferir certo grau de proteção para a
meningite tuberculosa e para as formas disseminadas
da doença.3 Embora a vacina induza uma forte resposta

imune humoral e celular, sua eficácia em prevenir tuber-
culose é extremamente baixa, particularmente a tuber-
culose pulmonar em adultos.2

A Portaria no 452 de 06/12/1976, do Ministério da
Saúde, dispõe que a vacinação é obrigatória para crian-
ças menores de um ano e é prioritariamente indicada
para as crianças da faixa etária entre 0 e 4 anos.4

No Brasil, a vacina BCG tem sido administrada
desde 1968. Em 1995, aproximadamente 96% das cri-
anças com idade entre 12 e 23 meses tinham recebi-
do imunização contra BCG. A verificação de efeitos
colaterais causados pela vacinação inclui linfoadeno-
patia ou osteomielite, que resultam da disseminação
generalizada do BCG.4

Além de sua utilização como vacina contra a tuber-
culose, a BCG também é utilizada por urologistas para o
tratamento de carcinoma superficial de bexiga, através
de infusão intravesical do Bacilo Calmette-Guérin. Em
geral, essa terapia é bem tolerada e possui efeitos cola-
terais brandos, localizados e auto-limitados. Complica-
ções em longo prazo, embora tenham uma baixa fre-
qüência, podem ser muito sérias. A utilização dessa te-
rapia tem sido discutida, já que há relatos de casos de
pacientes com carcinoma superficial de bexiga que fo-
ram tratados com BCG, desenvolveram infecção disse-
minada e foram a óbito.5

Algumas complicações como abscesso, formação de
fístula, bacteremia, meningite e até morte, também já
foram relatadas após vacinação com BCG.6 Ainda, um
grande número de casos de infecção disseminada pelo
BCG tem sido relatado, principalmente em pacientes com
HIV e imunodeprimidos por outras causas.7 Kamphius
et al.5 relatam o caso de um paciente com infecção sis-
têmica pelo Mycobacterium bovis que provocou hepati-
te granulomatosa e um aneurisma micótico da aorta ab-
dominal após um ano da terapia intravesical com BCG.
Frickmann et al.8 descreveram um caso de tuberculose
miliar, e Borre et al.9 um caso de infecção disseminada
induzida pelo Bacilo Calmette-Guérin após terapia com
BCG para tratar carcinoma de bexiga.

Kumar et al.10 relatam o caso de uma criança de três
meses de idade que foi a óbito 2 semanas após  iniciar
tratamento antituberculose para tratar infecção disse-
minada por BCG.

A vacina BCG é uma forma mutada do agente cau-
sador da tuberculose bovina, Mycobacteriuym bovis3, que
se tornou atenuado após uma série de subcultivos em
meio ox bile, quando Calmette e Guérin queriam provar
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a hipótese de que o bacilo presente no tubérculo de bo-
vinos infectados poderia transmitir tuberculose pulmo-
nar por administração oral como, por exemplo, ingestão
de carne ou leite de animais infectados. Entretanto, após
o 39o subcultivo, a cepa foi incapaz de matar animais
experimentais, e ainda, depois de 200 subcultivos, a cepa
não mostrou reversão da virulência, fato que permitiu
concluir que a mutação de atenuação é uma deleção.12

Recentemente foi demonstrado que esta atenuação
se dá pela perda da região genômica RD1.3 O lócus
RD1 está deletado em todas as cepas de M. bovis BCG,
mas está presente nas cepas virulentas de M.bovis e M.
tuberculosis.11 A deleção da região RD1 provoca a per-
da da atividade citolítica do M. bovis BCG, o que resulta
numa invasão reduzida dos tecidos.12 Entretanto, outros
estudos têm demonstrado que só a deleção da região
RD1 não seria responsável pela atenuação do M. bovis
e que outros genes estariam envolvidos.11

As vantagens e as desvantagens da vacina BCG têm
sido debatidas, uma vez que seu uso e os níveis de pro-
teção fornecidos pela vacinação contra a doença pul-
monar podem variar de 0% a 80%.2 Assim, nosso obje-
tivo foi padronizar um teste para diagnosticar tuberculo-
se causada pelo Mycobacterium bovis BCG decorrente
do uso da vacina BCG.

Métodos
Nosso estudo foi baseado no artigo publicado por

Talbot et al.13 que descrevem um método para identifi-
cação do Mycobacterium bovis BCG.

O teste baseou-se na presença e ausência da região
RD1.  A extração do DNA foi feita pelo método de hidró-
lise alcalina. E a amplificação do DNA foi realizada por
PCR multiplex com iniciadores específicos para região
RD1 presente em cepas do complexo M. tuberculosis e
deletada em cepas de M. bovis BCG. A visualização dos
produtos de PCR foi feita por fracionamento eletroforéti-
co em gel de poliacrilamida a 5%, coloração com brome-
to de etídio e exposição à luz UV (ultravioleta).

Resultados e Discussão
A presença de uma banda de 200 pares de base (pb)

indicou amplificação da região flanqueadora à RD1, evi-
denciando presença de M. bovis BCG, e uma banda de
150 pb indicou amplificação da região RD1, presente no
complexo M. tuberculosis. A Figura 1 apresenta, nas ca-
naletas 1 e 2, produtos de PCR  com 150 pb amplifica-
dos a partir de DNA extraído de amostras clínicas, tipi-

ficadas como M. tuberculosis e, nas canaletas 3 e 4,
produtos de PCR com 200 pb amplificados a partir de
DNA extraído da vacina BCG.

Figura 1 - Gel de poliacrilamida corado com brometo
de etídio dos produtos de PCR multiplex.
Nas posições 1 e 2 são amostras clínicas
subtipadas para M. tuberculosis  e nas posi-
ções 3 e 4 são amostras de M. bovis BCG
extraídas da vacina.

Mais recentemente, a BCG tem sido utilizada como
um veículo recombinante para vacinas multivalentes
contra outras doenças. A capacidade de diferenciar BCG
de outros membros do complexo Mycobacterium tuber-
culosis é muito importante por duas razões. Primeiro:
embora menos virulenta do que as cepas selvagens, a
BCG pode causar doenças em humanos. Aproximada-
mente 5% dos pacientes submetidos a imunoterapia in-
travesical com BCG para o câncer de bexiga apresen-
taram reações adversas. E segundo, a capacidade de
diferenciar BCG do complexo M. tuberculosis (MTB) é
muito importante, principalmente em áreas onde a MTB
é prevalente e a BCG é utilizada. Assim, pode-se esta-
belecer a taxa de complicação pelo BCG. E isto é espe-
cialmente relevante nos casos de co-infecção pelo HIV.13

O Bacilo Calmette-Guérin é geneticamente e feno-
tipicamente similar às cepas de M. bovis e a outras
espécies do complexo M. tuberculosis (M. tuberculo-
sis, M. africanum e M. microti). Tanto M. bovis como
M. bovis BCG possuem uma deleção no fragmento
genético MTP40, uma mutação específica no gene
pncA, que confere resistência à pirazinamida e uma
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mutação específica no gene oxyR. Algumas dessas
características genéticas têm sido estudadas para dis-
tinguir M. bovis (inclusive BCG) de outras espécies do
complexo M. tuberculosis.13

A disponibilização de uma técnica rápida para o diag-
nóstico diferencial entre a infecção decorrente da vacina
BCG ou de M. tuberculosis é de grande importância para
a conduta clínica, uma vez que a baciloscopia negativa
não pode excluir a infecção em presença de sintomatolo-
gia e que a cultura, por suas características, possibilitará
um resultado conclusivo após pelo menos 40 dias. Dessa
forma, este teste está disponível no LAQUAS - Labora-
tório Avançado de Qualidade em Saúde - CCS - UFSC.

Conclusões
A PCR multiplex para diferenciação da infecção pelo

M. bovis BCG proveniente da vacina BCG ou por M.
tuberculosis se mostrou eficiente tanto nas amostras-
padrão como nas amostras clínicas utilizadas. No entan-
to, estudos adicionais devem ser realizados em indivídu-
os com suspeita clínica de infecção após a utilização de
BCG em vacinação ou no tratamento de câncer de be-
xiga para determinar sua relevância em nosso meio.
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