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 Introdução 

 A tuberculose (TB) é uma doença bacteriana crônica, infecto-contagiosa, que 

tem como agente etiológico o Mycobacterium tuberculosis (Schuster, 1995). Apesar 

de quase 130 anos de pesquisas, desde a descoberta do bacilo, a doença continua 

a ser uma grande ameaça à saúde global e é uma das principais causas de morte, 

particularmente nos países em desenvolvimento (Lew et al, 2011).  

 Estima-se que em 2009, foram notificados 5,8 milhões de novos casos no 

mundo, sendo 80% destes, concentrados em 22 países (WHO, 2010). O Brasil 

integra esse grupo, ocupando a 19⁰ posição com uma incidência de 71,7 mil novos 

casos por ano. Em Goiás, a incidência anual é de aproximadamente 14,6 casos para 

cada 100.000 habitantes (Ministério da Saúde, 2010). 

 A doença é especialmente endêmica em países em desenvolvimento ligados 

a epidemia da AIDS, desnutrição, com pouco acesso aos serviços de saúde, 

superlotação e más condições de vida nos grandes centros urbanos (Sola et al, 

2003). Outra preocupação para controle da TB é o aparecimento cada vez mais 

freqüente de cepas multi- resistentes a drogas (MDR-TB).  

 Métodos de tipagem molecular têm sido úteis para determinar a origem de 

uma infecção, possíveis relações filogenéticas entre cepas e traçar cadeias de 

transmissão (Choi et al, 2011). A técnica de polimorfismo de tamanhos de 

fragmentos de restrição seguido de hibridização com o elemento de inserção 6110 

(RFLP-IS6110) foi determinada como a técnica padrão mundial (Kanduma et al, 

2003). Esta técnica apresenta dificuldades como, não ser útil para isolados com 

baixo número de cópias IS6110, ser muito onerosa, requerer o cultivo das 

micobactérias de crescimento lento, e sofrer com dificuldades de interpretabilidade e 

portabilidade dos complexos padrões de bandas (Supply et al, 2006).  
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Outras técnicas moleculares tem sido investigadas para auxiliar nos estudos, 

e a VNTR (número variável de repetições em tandem) que analisa polimorfismos do 

número de repetições que ocorre em diversos locus (Supply et al, 2000), tem 

mostrado poder discriminatório semelhante ou maior que o RFLP-IS6110 (Supply et 

al, 2006), e por ser baseada em amplificação por PCR, requer menores quantidades 

de DNA e consequentemente menos manipulações de cultivo. Neste trabalho 

pretendemos comparar os perfis genotípicos obtidos pelas duas técnicas, para 

determinar a relação genética entre os isolados de M. tuberculosis, comparar os 

resultados, identificar possíveis clusters de transmissão, assim contribuindo com os 

programas de controle da TB tanto regional quanto nacional para que se possam 

estabelecer estratégias e ações eficazes. 

 Metodologia 

Genotipagem por RFLP: Em um estudo prévio (Santos et al, 2008), foram 

coletadas 175 amostras de escarro em um Hospital de Referência de Goiânia, de 

acordo com suspeita clínica de tuberculose, no período de janeiro de 2006 a junho 

de 2007. Destas amostras, 27 apresentaram cultura negativa para M. tuberculosis, 

seis amostras foram identificadas como micobactérias atípicas, e 16 não obtiveram 

perfis confiáveis pela técnica, resultando em 126 isolados analisados. A análise foi 

realizada de acordo com protocolo de van Soolingen et al, 1994. Em cada gel de 

DNA foi incluído como controle positivo uma cepa de referência Mt14323. Os 

padrões de RFLP-IS6110 foram introduzidos no software Bionumerics (Windows 

versão 4.0, Applied Maths), e uma matriz de similaridade e o dendrograma foram 

construídos usando o coeficiente de DICE e o método de UPGMA, respectivamente, 

com uma posição de tolerância de 1,5%. 

Genotipagem por Miru-VNTR: O número de cópias de repetições em tandem 

de 15 loci Miru-VNTR foi determinado por PCR e verificados em gel de agarose. Os 

sistemas de PCR e os oligonucleotídeos iniciadores usados seguiram o protocolo 

descrito por Supply et al (2006). Os tamanhos dos produtos em cada locus foram 

determinados por comparação com um marcador de 100pb de DNA (Invitrogen). Os 

números de alelos foram então determinados de acordo com a tabela de Supply 

(2005) e analisados no software QuantityOne 4.6.7 (BioRad). A cepa padrão de M. 

tuberculosis H37Rv foi usada como controle positivo. O dendograma (gerado usando 

análises UPGMA) e a diversidade alélica foram analisados usando o site www.miru-
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vntrplus.org. Os Clusters foram verificados visualmente para coerência e definidos 

quando dois isolados ou mais possuíam 100% de similaridade. 

Resultados 

Os perfis genéticos de 105 amostras colhidas entre os meses de janeiro de 

2006 a julho de 2007 foram comparados. Houve prevalência de tuberculose em 

indivíduos do sexo masculino (78,2%) economicamente ativos, com uma média de 

idade de 40 anos.  

De acordo com as características genéticas obtidos com a técnica de RFLP-

IS6110, 58 isolados apresentaram perfis únicos, não se agrupando em nenhum 

cluster, enquanto 47 agruparam-se em 21 clusters distintos, sendo um cluster com 

quatro isolados, dois com três amostras cada e dezessete com duas amostras cada. 

O poder discriminatório da técnica foi 0,9941. 

A análise dos padrões de VNTR demonstrou que 89 isolados tiveram perfis 

únicos, enquanto 16 se agruparam em sete clusters distintos, sendo os dois maiores 

com três amostras cada e os outros cinco com dois perfis idênticos. O poder 

discriminatório da técnica foi 0,998. O locus mais discriminatório foi o Mtub04. 

Das 105 amostras, 63 perfis concordantes foram encontrados entre as duas 

técnicas, e 42 apresentaram discordâncias.  

Foram identificados linhagens genéticas pela técnica Miru-VNTR, quando 

comparadas com o banco de dados no site Miru-VNTRplus, com perfis similares a 

cepas das famílias LAM e Haarlem, incluindo quatro isolados agrupados em dois 

clusters. 

 Discussão 

Estudos usando métodos moleculares tem sido descrito em algumas cidades 

brasileiras (Nogutti et al, 2010; Cardoso et al, 2011), com bons resultados 

discriminatórios. A importância de se definir métodos efetivos, mais ágeis, com 

menor custo e bons resultados aumentam as chances de cura, melhorias no 

controle, e vigilância da doença. Este estudo com M. tuberculosis isolados em Goiás 

é pioneiro, e a técnica de Miru-VNTR mostrou-se mais discriminatória que a técnica 

de RFLP, semelhante ao encontrado em outros estudos (Mazars et al, 2001). 

 Os resultados anteriores obtidos com a técnica de RFLP sugeriram pequenos 

surtos entre os pacientes envolvendo diferentes linhagens de M. tuberculosis devido 

a predominância de pequenos agrupamentos (Santos et al, 2008). A análise das 

mesmas amostras pela técnica de Miru-VNTR, permitiu observar que não existem 



focos recentes de transmissão da doença, corroborando nossa hipótese de que os 

casos de TB em Goiás seriam provenientes de reativação endógena de infecção 

latente adquirida anteriormente (Tenover et al, 2007), já que a maioria dos isolados 

apresentaram perfis únicos. 

 O encontro de maior número de isolados semelhantes à família LAM (15,3%) 

está de acordo com o observado em algumas cidades do país (Cardoso, 2011).  

 Conclusões: Os isolados analisados sugerem ausência de transmissão recente da 

TB em Goiás. A técnica Miru-VNTR demonstrou melhor discriminação que a RFLP-

IS6110, com boa eficiência para caracterizar agrupamentos. 
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