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Introducéo

A tuberculose (TB) é uma doenca bacteriana cronica, infecto-contagiosa, que
tem como agente etiol6gico o Mycobacterium tuberculosis (Schuster, 1995). Apesar
de quase 130 anos de pesquisas, desde a descoberta do bacilo, a doenca continua
a ser uma grande ameaca a saude global e é uma das principais causas de morte,
particularmente nos paises em desenvolvimento (Lew et al, 2011).

Estima-se que em 2009, foram notificados 5,8 milhées de novos casos no
mundo, sendo 80% destes, concentrados em 22 paises (WHO, 2010). O Brasil
integra esse grupo, ocupando a 19° posi¢cdo com uma incidéncia de 71,7 mil novos
casos por ano. Em Goias, a incidéncia anual é de aproximadamente 14,6 casos para
cada 100.000 habitantes (Ministério da Saude, 2010).

A doenca é especialmente endémica em paises em desenvolvimento ligados
a epidemia da AIDS, desnutricdo, com pouco acesso aos servicos de saude,
superlotacdo e mas condicbes de vida nos grandes centros urbanos (Sola et al,
2003). Outra preocupacédo para controle da TB € o aparecimento cada vez mais
frequiente de cepas multi- resistentes a drogas (MDR-TB).

Métodos de tipagem molecular tém sido Uteis para determinar a origem de
uma infeccdo, possiveis relacfes filogenéticas entre cepas e tracar cadeias de
transmissdo (Choi et al, 2011). A técnica de polimorfismo de tamanhos de
fragmentos de restricdo seguido de hibridizacdo com o elemento de inser¢cdo 6110
(RFLP-1S6110) foi determinada como a técnica padrao mundial (Kanduma et al,
2003). Esta técnica apresenta dificuldades como, ndo ser util para isolados com
baixo numero de coépias 1S6110, ser muito onerosa, requerer o cultivo das
micobactérias de crescimento lento, e sofrer com dificuldades de interpretabilidade e

portabilidade dos complexos padrdes de bandas (Supply et al, 2006).
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Outras técnicas moleculares tem sido investigadas para auxiliar nos estudos,
e a VNTR (numero variavel de repeticbes em tandem) que analisa polimorfismos do
namero de repeticbes que ocorre em diversos locus (Supply et al, 2000), tem
mostrado poder discriminatério semelhante ou maior que o RFLP-1S6110 (Supply et
al, 2006), e por ser baseada em amplificacdo por PCR, requer menores quantidades
de DNA e consequentemente menos manipulacdes de cultivo. Neste trabalho
pretendemos comparar os perfis genotipicos obtidos pelas duas técnicas, para
determinar a relagdo genética entre os isolados de M. tuberculosis, comparar 0s
resultados, identificar possiveis clusters de transmissdo, assim contribuindo com os
programas de controle da TB tanto regional quanto nacional para que se possam
estabelecer estratégias e acoes eficazes.

Metodologia

Genotipagem por RFLP: Em um estudo prévio (Santos et al, 2008), foram
coletadas 175 amostras de escarro em um Hospital de Referéncia de Goiania, de
acordo com suspeita clinica de tuberculose, no periodo de janeiro de 2006 a junho
de 2007. Destas amostras, 27 apresentaram cultura negativa para M. tuberculosis,
seis amostras foram identificadas como micobactérias atipicas, e 16 nao obtiveram
perfis confidveis pela técnica, resultando em 126 isolados analisados. A analise foi
realizada de acordo com protocolo de van Soolingen et al, 1994. Em cada gel de
DNA foi incluido como controle positivo uma cepa de referéncia Mt14323. Os
padrées de RFLP-IS6110 foram introduzidos no software Bionumerics (Windows
versao 4.0, Applied Maths), e uma matriz de similaridade e o dendrograma foram
construidos usando o coeficiente de DICE e o método de UPGMA, respectivamente,
com uma posicéo de tolerancia de 1,5%.

Genotipagem por Miru-VNTR: O numero de cépias de repeticdes em tandem
de 15 loci Miru-VNTR foi determinado por PCR e verificados em gel de agarose. Os
sistemas de PCR e os oligonucleotideos iniciadores usados seguiram o protocolo
descrito por Supply et al (2006). Os tamanhos dos produtos em cada locus foram
determinados por comparagao com um marcador de 100pb de DNA (Invitrogen). Os
nameros de alelos foram entdo determinados de acordo com a tabela de Supply
(2005) e analisados no software QuantityOne 4.6.7 (BioRad). A cepa padrédo de M.
tuberculosis H37Rv foi usada como controle positivo. O dendograma (gerado usando

analises UPGMA) e a diversidade alélica foram analisados usando o site www.miru-
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vntrplus.org. Os Clusters foram verificados visualmente para coeréncia e definidos
quando dois isolados ou mais possuiam 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 prevaléncia de tuberculose em
individuos do sexo masculino (78,2%) economicamente ativos, com uma média de
idade de 40 anos.

De acordo com as caracteristicas genéticas obtidos com a técnica de RFLP-
IS6110, 58 isolados apresentaram perfis Unicos, ndo se agrupando em nenhum
cluster, enquanto 47 agruparam-se em 21 clusters distintos, sendo um cluster com
quatro isolados, dois com trés amostras cada e dezessete com duas amostras cada.
O poder discriminatério da técnica foi 0,9941.

A andlise dos padrées de VNTR demonstrou que 89 isolados tiveram perfis
anicos, enquanto 16 se agruparam em sete clusters distintos, sendo os dois maiores
com trés amostras cada e os outros cinco com dois perfis idénticos. O poder
discriminatorio da técnica foi 0,998. O locus mais discriminatorio foi o Mtub04.

Das 105 amostras, 63 perfis concordantes foram encontrados entre as duas
técnicas, e 42 apresentaram discordancias.

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 familias LAM e Haarlem, incluindo quatro isolados agrupados em dois
clusters.

Discusséao

Estudos usando métodos moleculares tem sido descrito em algumas cidades
brasileiras (Nogutti et al, 2010; Cardoso et al, 2011), com bons resultados
discriminatorios. A importancia de se definir métodos efetivos, mais &geis, com
menor custo e bons resultados aumentam as chances de cura, melhorias no
controle, e vigilancia da doencga. Este estudo com M. tuberculosis isolados em Goias
€ pioneiro, e a técnica de Miru-VNTR mostrou-se mais discriminatdria 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 predominancia de pequenos agrupamentos (Santos et al, 2008). A analise das

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



focos recentes de transmissdo da doenca, corroborando nossa hipétese de que os

casos de TB em Goids seriam provenientes de reativacdo enddgena de infeccao

latente adquirida anteriormente (Tenover et al, 2007), ja que a maioria dos isolados
apresentaram perfis Unicos.
O encontro de maior numero de isolados semelhantes a familia LAM (15,3%)

esta de acordo com o observado em algumas cidades do pais (Cardoso, 2011).

Conclusdes: Os isolados analisados sugerem auséncia de transmissao recente da

TB em Goias. A técnica Miru-VNTR demonstrou melhor discriminagdo que a RFLP-

IS6110, com boa eficiéncia para caracterizar agrupamentos.
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