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Resumo

O estudo da epidemiologia molecular através de diferentes técnicas vigentes
revolucionou a compreensdo da epidemiologia da tuberculose. A técnica Spoligotyping
tem sido extensamente aplicada no estudo da epidemiologia molecular da tuberculose,
para abordar estrutura populacional do M. tuberculosis, atentando para identificar
principais linhagens e distribuicdes geograficas. Por outro lado, técnicas moleculares
para diferenciar cepas de M. tuberculosis, tais como RFLP e MIRU possibilitam
agrupar isolados clinicos de M. tuberculosis provenientes de pacientes que apresentam
ligagdes epidemiologicas, identificando cadeias de transmissdo e discriminando os
isolados a nivel clonal. A presente dissertagdo objetivou utilizar as técnicas de
Spoligotyping e MIRU, para compreender um pouco mais sobre a tuberculose de uma
metropole, avaliando isolados provenientes do Ambulatorio do Instituto Clemente
Ferreira (referéncia no tratamento de tuberculose) na cidade de Sao Paulo. Os isolados
clinicos de pacientes atendidos no periodo de agosto de 2006 a julho de 2008 foram re-
identificados pela técnica molecular de PCR, e as cepas identificadas como de M.
tuberculosis foram submetidas a genotipagem pelas técnicas de Spoligotyping e MIRU.
Foi confirmada a identificagdo de M. tuberculosis em 93 isolados clinicos pela técnica
de PCR-1S6110. No Spoligotyping, do total de 93 isolados, 21 amostras (22,6%)
revelaram spoligotipos ainda ndo descritos na base de dado mundial (SpolDB4, SITVIT
e Spotclust) e 51 (54,8%) estavam envolvidos em 12 cluster, 7 diferentes familias e 36
spoligotipos. A familia mais freqiiente foi a LAM (26 isolados), seguida de T (24
isolados) e Haarlem (11 isolados), que juntos representaram 65,4% de todos os isolados.
Essas 3 familias representam os genotipos mais freqiientemente encontrados na Africa,
América Central, América do Sul e Europa. Seis SITs acomodaram 51,4% (37/72) de
todos os isolados identificados no SpolDB4 (SIT53, SIT50, SIT42, SIT60, SIT17 e
SIT1). Pela técnica de MIRUs, os loci 10, 23, 26 e 40, foram os mais discriminatdrios.
Nenhum grupo genético com 100% de similaridade foi encontrado entre os 93 isolados
através dessa técnica. Entretanto quando associado com a técnica Spoligotyping os
isolados agrupados em 12 cluster, foram separados e apresentaram similaridade de até
91%. A diversidade dos genotipos encontrados na cidade de Sdo Paulo ¢ devido a
grande variedade de etnias encontradas nessa megalopole.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Epidemiologia Molecular; Tuberculose;
Spoligotyping e MIRU. Suporte Financeiro: CNPq — Universal 472867/2006-7
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Abstract

The molecular epidemiology study using different techniques has improved the
epidemiology of tuberculosis understanding. The Spoligotyping technique has been
widely applied in the study of molecular epidemiology of tuberculosis, to address
population structure of M. tuberculosis, focusing on the identification of the main lines
and geographic distributions. Furthermore, molecular techniques used to differentiate
strains of M. tuberculosis, such as RFLP and MIRU can be used for clustering clinical
isolates of M. tuberculosis from patients with epidemiological links, identifying chains
of transmission and discriminating isolates at the clonal level. In this work the
techniques of Spoligotyping and MIRU were used to understand a little more about
tuberculosis in a metropolis, assessing isolates from the Ambulatory Clemente Ferreira
Institute (reference in the treatment of tuberculosis) in S3o Paulo. Clinical isolates from
patients treated between August 2006 and July 2008 were re-identified by the molecular
technique of PCR, were strains identified as M. tuberculosis were evaluated through
genotyping the use of Spoligotyping and MIRU techniques. By PCR-IS6110 the
identification of M. tuberculosis was confirmed in 93 clinical isolates. The total of 93
isolates, 21 samples (22.6%) in Spoligotyping showed spoligotypes have not yet been
described in the world’s data base (SpolDB4, SITVIT and Spotclust) and 51 (54.8%)
were involved in 12 clusters, seven different families and 36 spoligotypes. The most
frequent family was the LAM (26 isolates), followed by T (25 isolates) and Haarlem (11
isolates), which together accounted 65,4% of all isolates. These three families represent
the most frequently genotypes found in Africa, Central America, South America and
Europe. Six SITs accommodated 51.4% (37/72) of all isolates identified in SpolDB4
(SITS3, SITS0, SIT42, SIT60, SIT17 and SIT1). By technique of MIRU loci 26, 40, 23
and 10, were the most discriminatories. In the genetic group with 100% similarity 93
isolates using this technique were found. However when combined with Spoligotyping
technique isolates grouped in 12 clusters, were separated and showed similarity of 91%.
The diversity of genotypes found in Sdo Paulo is due to the wide variety of ethnic
groups found in this megalopolis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Molecular Epidemiology; Tuberculosis;
Spoligotyping; MIRU. Financial support : CNPq — Universal 472867/2006-7
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1. Introducéo

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, tinico representante da
familia Mycobacteriaceae. Apresentam-se como bacilos curvos ou retos 0,2-0,7 um de
largura por 1-10 pum de comprimento e possuem propriedade de 4lcool-acido
resisténcia, devido a grande quantidade de lipideos presentes em sua parede celular,
caracterizados pela presenca de acidos graxos constituidos de &cidos micolicos de
cadeia longa. Sdo aerdbias, ndo esporuladas e classificadas de acordo com o seu tempo
de crescimento, sendo consideradas de crescimento rapido quando requerem menos de 7
dias para produzir coldnias visiveis e de crescimento lento, aquelas que requerem mais
de 7 dias para produzir coldnias visiveis quando inoculadas em meios de cultura solidos
(LEITE & SATO, 2006).

O Complexo Mycobacterium tuberculosis é constituido pelas espécies M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti ¢ M. tuberculosis (bacilo
de Koch) ¢ a espécie mais importante em termos clinicos e foi a primeira a ser descrita
em 1886. E o agente etiologico da tuberculose pulmonar, que no adulto se caracteriza
por uma inflamagao cronica intensa, necrose e caseificagdao do tecido pulmonar (LEITE
& SATO, 2006).

A tuberculose ¢ uma doenca infectocontagiosa caracterizada por elevada morbi-
mortalidade em paises subdesenvolvidos e em zonas urbanas de paises desenvolvidos.
Uma estimativa de 9,3 milhdes de novos casos de tuberculose em 2007 no mundo
salienta que Mycobacterium tuberculosis ¢ ainda um importante problema de saude
publica e uma grande preocupagdo epidemiologica. A incidéncia na América latina ¢ de
46/100.000 habitantes (SEQUERA et al., 2008), entretanto no Brasil, em 2008 foi
verificado 70.989 novos casos de tuberculose com uma incidéncia de 37/100.000

habitantes e 4.735 6bitos (WHO — World Health Organization, 2010). Apesar do Brasil
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ocupar a 19* posicao entre os 22 paises com maior numero de casos de tuberculose no
mundo, a partir de 2007, houve uma diminui¢do de 26% na incidéncia e uma
diminui¢ao de 32% na mortalidade em nosso pais. Esta diminui¢cdo aconteceu desde a
implementagdo da estratégia DOTS em 1999 (CONDE et al., 2009). Entre as regides
brasileiras, a sudeste detém cerca de 40% dos casos, sendo que na cidade de Sao Paulo
(SP) sdao encontrados aproximadamente metade dos pacientes (MALASPINA et al.,
2008).

A tuberculose é conhecida ha mais de 6.000 anos, mas o seu controle e
erradicacdo tornaram-se possivel apos a introdugdo de quimioterapia multi-droga, no
século 20 (KLAUTAU & KUSCHNAROFF, 2005). No entanto, o numero de casos de
tuberculose tem aumentado mundialmente nas ultimas duas décadas. Isso ocorreu em
parte devido a pandemia do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), ocorrendo uma
coinfec¢do do M. tuberculosis com o HIV mudando significativamente o equilibrio
natural entre o homem e o bacilo de Koch (KLAUTAU & KUSCHNAROFF, 2005).
Estima-se que haja 42 milhdes de pessoas com infeccdo pelo HIV em todo o mundo e
um quarto destas estdo co-infectadas com M. tuberculosis. Isso significa que existem 11
milhdes de adultos co-infectados e cerca de 200.000 pessoas com HIV morreram de
HIV associado com tuberculose no mundo (WHO — World Health Organization, 2010).
Na Africa Sub-Sahariana encontra-se uma epidemia de HIV co-infectados com
tuberculose (KLAUTAU & KUSCHNAROFF, 2005).

A tuberculose ¢ transmitida de pessoa a pessoa por via aérea, através de
goticulas de 1 a 5 um de didmetro produzidas pelo individuo portador da forma clinica
pulmonar ou laringea da doenga, ao tossir, espirrar ou falar (EDWARDS &
KIRKPATRICK, 1986). O bacilo ao alcancar os alvéolos pulmonares estabelece a

tuberculose infec¢dao que pode evoluir para a tuberculose doenca em cerca de 5 a 10%
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dos casos. Entretanto na grande maioria o bacilo pode permanecer viavel, na forma
latente no interior de granulomas (EDWARDS & KIRKPATRICK, 1986). Neste
sentido, mais comumente a tuberculose doenga ocorre devido a reativacdo da infecgao
latente dos bacilos (Mycobacterium tuberculosis) adquirida na infancia (EDWARDS &
KIRKPATRICK, 1986).

Devido a transmissdo aérea, a tuberculose pulmonar ¢ a forma mais comum
dentre as formas clinicas existentes e os achados radioldgicos sdo tipicos, com lesdes
cavitarias na parte superior do lébulo pulmonar. Formas extrapulmonares sdo mais
freqlientes em pacientes imunodebilitados (KLAUTAU & KUSCHNAROFF, 2005).

A partir de 1940 comecaram a surgir os antimicrobianos que trariam finalmente
a cura da tuberculose nos anos seguintes. Na década de 60, foi instituido o esquema
definitivo de trés antibidticos administrados simultaneamente, promovendo a cura de
95% dos pacientes. O tratamento adotado no Brasil era composto pelos os antibidticos
rifampicina (RIF), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) com seis meses de duracio,
sendo os dois primeiros meses com RIF, INH e PZA e os quatro subseqiientes com RIF
e INH. Este esquema de tratamento mais curto ¢ eficaz e menos tdxico, apesar de 20
vezes mais caro do que o previamente adotado com duragcdo de 12 meses. Entretanto,
seu uso associado a uma politica racional de redu¢do de tempo hospitalar, trouxe
economia significativa de recursos, possibilitando sua implementacdo em todo o pais,
de forma pioneira em todo o mundo (BRASIL, 2002; KRITSKI et al., 2000). Com o
aumento no niamero de cepas de M. tuberculosis resistentes a multiplas drogas (MDR),
atualmente foi acrescentado uma quarta droga nos dois primeiros meses, o Etambutol
(EMB). Nos quatros ultimos meses foi mantido com RIF e INH. Esse esquema basico ¢
indicado para todos os casos novos de todas as formas de tuberculose pulmonar e

extrapulmonar (com exce¢do de meningoencefalite), bem como para todos os casos de
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reincidéncia e de retratamento por abandono (CONDE et al., 2009). O esquema de
tratamento, no caso de faléncia do esquema basico, ¢ composto por cinco medicamentos
na primeira fase (estreptomicina, etambutol, ofloxacina, pirazinamida e terizidona)
durante seis meses e trés medicamentos (etambutol, ofloxacina e terizidona) durante 12
meses na fase de manutengéo, totalizando uma duragdo de 18 meses (CONDE et al.
2009).

Segundo Farnia et al. (2008), vem crescendo o niumero de relatos de transmissao
de cepas de M. tuberculosis resistentes a multiplas drogas que sdo simultaneamente
resistentes a INH e RIF. A MDR representa uma ameaca que deve ser cuidadosamente
avaliada, pois o prolongamento da fase de transmissdo possibilita que estas cepas
resistentes se tornem predominantes em uma comunidade (FARNIA et al., 2008).

A possibilidade da aplicagdo de técnicas de biologia molecular para detecgdo e
identificagdo rapida do M. tuberculosis é crucial para a prevengdo e¢ o controle da
tuberculose. O par de oligonucleotideo iniciador universalmente aceito ¢ o que
amplifica fragmento da seqiiéncia de insercdo 1S6110, especifico do Complexo M.
tuberculosis (KLATSER et al., 1998). A amplificacdo de um fragmento de DNA
contido na seqiiéncia de inser¢ao 1S6110 tem sido o método de escolha na identificagdo
molecular pela PCR (Polymerase Chain Reaction) do complexo M. tuberculosis (van
EMBDEN et al., 1993). O I1S6110 ¢ um transposon que se repete de uma a 20 vezes
dentro do genoma micobacteriano conferindo alta sensibilidade ao método (HIRATA et
al., 1997).

A tuberculose ¢ um exemplo de doenca infecciosa em que as técnicas de
biologia molecular permitiram a obten¢do de informacdes que seriam dificeis, ou até
mesmo impossiveis de serem obtidas através de métodos laboratoriais convencionais

(SUPPLY et al., 2000, 2001). A epidemiologia molecular revolucionou a compreensao
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da epidemiologia da tuberculose permitindo comparacdo entre linhagens de M.
tuberculosis de diferentes areas geograficas, o rastreamento da movimentagdo de
linhagens individuais, confirmacdo de surtos em institui¢des e identificacdo de fatores
de risco em infecgdoes por M. tuberculosis em comunidade (FOXMAN & RILEY,
2001). A possibilidade da aplicacdo de técnicas de biologia molecular em estudos
epidemioldgicos, concomitante com a epidemiologia classica, tem trazido enormes
contribui¢cdes para melhor entender as relagdes entre os micro-organismos e as doengas
infecciosas. O estudo da epidemiologia molecular para M. tuberculosis, é realizado
através de diferentes técnicas vigentes como 1S6110-Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Spacer Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) e Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU) (MORCILLO et al., 2007, FARNIA et al., 2008).

Técnicas moleculares para diferenciar cepas de M. tuberculosis, tais como
RFLP e MIRU possibilitam agrupar isolados clinicos de M. tuberculosis provenientes
de pacientes que apresentam ligacdes epidemioldgicas, identificando cadeias de
transmissao e discriminando os isolados em nivel clonal (COWAN et al., 2005). Para
tal, os marcadores genéticos destas metodologias devem ser polimorficos suficientes
para distinguir isolados ndo relacionados e estaveis para agrupar isolados que formam a
mesma cepa. A técnica de RFLP-IS6110 ¢é reconhecida como padrdo ouro para
diferenciar cepas de M. tuberculosis, que aliados aos dados dos pacientes permite que se
estabeleca uma correlacdo epidemioldgica. A insercao irregular de 1S6110 no genoma
das micobactérias permite a discriminag¢do de cepas através da técnica de RFLP. Com
base em observacdes laboratoriais € em pacientes durante surtos, o 1S6110-RFLP,
apesar de altamente diverso, geralmente permanece estavel o suficiente para ser usado
como um marcador para comprovar ligacdes epidemiologicas (van SOOLINGEN et al.,

1991). As cepas sdo tipadas de acordo com o padrio eletroforético de bandas, gerado
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por diferencas na localizacdo da seqiiéncia I1S6110 no cromossomo e no numero de
copias deste elemento, sendo esta técnica amplamente utilizada e recomendada, pois
pode ser realizada de forma reprodutiva e padronizada (KREMER et al., 1999). Para
Tenover et al. (1997), amostras com pequenas alteragdes no nimero ou na altura de
bandas, devido a uma simples mutacdo, inser¢do, delecdo ou inversdo, podem ser
identificadas como cepas relacionadas e pertencentes a um mesmo agrupamento ou
familia. Apesar de seu excelente poder discriminatorio, a técnica de 1S6110-RFLP,
quando aplicada em cepas com baixo niumero de copias da 1S6110, tem sua capacidade
de discriminagdo diminuida, havendo a necessidade da utilizacdo de métodos de
genotipagem complementares (PARK et al., 2000; SAHADEVAN et al., 1995).
Entretanto, apesar dos resultados promissores, a técnica de RFLP ¢ trabalhosa,
necessitando de pessoal altamente qualificado para a realizagdo do ensaio e requer
grande quantidade de DNA, sendo tendéncia mundial a substitui¢do desta técnica por
outras de execu¢do mais rapida e facilitada. Dentre elas, vém sendo sugeridas técnicas
de epidemiologia molecular muito bem aceitas como a de MIRU (COWAN et al.,
2005).

A técnica de MIRU ¢ uma técnica baseada na PCR que foi desenvolvida por
SUPPLY et al. (2000) e se baseia no estudo de VNTRs (Variable Number of Tandem
Repeats), que sdo seqiiéncias que se repetem (Tandem Repeats) até centenas de vezes
(PANDOLFTI et al., 2007). A técnica de MIRU consiste em um sistema altamente
reprodutivel e rapido, e nesta técnica, hd geragdo de gendtipos confidveis baseado no
estudo detalhado de 12 loci semelhantes a mini-satélites, contendo VNTRs do genoma
do complexo M. tuberculosis (SUPPLY et al., 2001). Esta técnica possibilita uma
compara¢do entre linhagens de forma semelhante a técnica de RFLP, porém de

execucdo muito mais facil, o que permite a identificacdo de mais focos de contagio na
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populacdo, podendo-se assim estudar métodos mais adequados para interromper a
transmissao da doenga (SUPPLY et al., 2001). Baseado na estabilidade dos 12 loci de
MIRU, a descoberta de variagdes no genotipo de MIRU-VNTR pode auxiliar na
definicdo de re-infeccdo exogena, que ¢ normalmente baseada na observagdo da
variagdo de no minimo 3 a 4 bandas de RFLP-IS6110. Esse recurso ¢ particularmente
importante para estimar os niveis de sucesso dos programas de controle de tuberculose e
avaliagdo de novos métodos clinicos e novas terapias (SAVINE et al., 2002).

Por outro lado, a técnica Spoligotyping que também tem sido extensamente
aplicada no estudo da epidemiologia molecular da tuberculose, ¢ utilizada para abordar
estrutura populacional do M. tuberculosis, atentando para identificar principais
linhagens e distribuigdes geograficas (PANDOLFI et al., 2007). Esse método baseia-se
no polimorfismo do DNA dentro do locus de repetigao direta (direct repeat - DR locus)
do M. tuberculosis, determinando a presenga ou auséncia dos espacadores especificos
entre as seqiiéncias DR. O locus apresenta alto polimorfismo, revelando extensa
variabilidade genética em M. tuberculosis. A variagdo dos espacadores dentro das
regides DRs ¢ utilizada para diferenciar as cepas de M. tuberculosis por PCR, gerando
spoligotipos (GROENEN et al., 1993). Os spoligotipos comuns a mais de um isolado
sdo designados como Shared Types (ST) e atribuidos um nimero “Shared International
Type* (SIT), de acordo com o banco de dados internacional SpolDB4 (SOLA et al.,
2001). Os SITs s3o entdo agrupados em familias e sufamilias. A técnica de
Spoligotyping ¢é pratica e soma-se a vantagem de encontrar bases de dados do mundo
todo. A organizagdo de uma base de dados internacional de spoligotipos tornou possivel
uma visdo global da distribuigdo geografica dos genotipos (SOLA et al., 2001)
determinando a origem geografica das cepas (DAVID et al., 2004). Este Banco

Internacional de Spoligotyping SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006) contém 1.939 perfis
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compartilhados (SITs) representando um total de 39.295 isolados clinicos originarios de
122 paises. Este banco fornece um retrato mundial da diversidade genética do
Complexo M. tuberculosis através do Spoligotyping. Seu livre acesso ¢ a facilidade da
apresentacdo dos dados permitem a ampla utilizacio das informagdes para o
estabelecimento de andlises ¢ comparagdes genéticas e epidemiologicas. O elevado
numero de genotipagem pela técnica e Spoligotyping tem permitido a distingao entre
familias de distribuicao global como Beijing, daquelas que tem especificidade regional.
A familia clonal Beijing ¢ de ampla distribui¢ao sendo caracterizada pela resisténcia a
multiplas drogas quando comparada as outras familias do complexo M. tuberculosis
(van SOOLINGEN et al., 1995; GLYNN et al., 2002). O Spoligotyping ¢ atualmente o
método padrido-ouro para identificagdo e classificacdo de cepas Beijing (SUN et al.,
2008). A familia indiana ancestral Leste-Africano (EAI) é composta por pelo menos
cinco principais subfamilias e a familia Haarlem (H) ¢ constituida de trés grandes
subfamilias. Isolados de M. tuberculosis da Asia Central e do Oriente Médio foram
agrupadas em duas familias recém-definidas (CAS1 e CAS2). A familia X ¢ atualmente
dividida em pelo menos trés subfamilias bem definidas. As subfamilias da familia T
(T1-T4, likely) difere do perfil compartilhado classico shared-type (ST 53) que
apresenta todos os espacadores com excecao daqueles de 33 a 36, continua a ser mal
definida. A familia Latino-americana e Mediterranea (LAM) ¢ dividida em subfamilias
de LAMI1 a LAMI10 (FILLIOL et al., 2002). Desta forma, a técnica de Spoligotyping
consiste em uma ferramenta poderosa para estudar epidemiologia, filogenia e
adaptabilidade dos bacilos da tuberculose de acordo com o seu gendtipo (KANDUMA
etal., 2003).

Kwara et al. (2003) avaliaram a utilidade epidemiologica dos métodos de MIRU

e Spoligotyping, concluindo que a primeira técnica produz resultados melhores do que a
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segunda. Cowan et al. (2002) compararam as técnicas de MIRU, RFLP e Spoligotyping
em um grupo de 180 amostras de M. tuberculosis e M. bovis, com baixo niimero de
copias de 1S6110, observaram que a técnica de MIRU possibilitou a distingdo de 80
padrdes, contra 58 de RFLP e 59 de Spoligotyping. Quando estes resultados foram
cruzados, 122 padrdes foram obtidos, indicando que é necessario o emprego de varios
métodos para se atingir maior especificidade. Com isso, a técnica de MIRU aplicada
como primeira tipagem molecular junto com a técnica de Spoligotyping, tem
apresentado uma boa discriminacdo na maioria dos casos, incluindo estudos em larga
escala (ALLIX-BEGUEC et al., 2008).

Ha cerca de 4 anos o nosso laboratorio de micobactérias Prof. Dr. Hugo David,
vem trabalhando em colabora¢do com o Instituto Clemente Ferreira de Sao Paulo no
quesito ao diagnostico molecular da tuberculose. Para tal, temos implantada a técnica da
PCR. Por outro lado, recentemente, a técnica de MIRU (PANDOLFI et al., 2006) e
Spoligotyping (MALASPINA et al., 2008) foram introduzidas, no nosso laboratorio,
para o estudo da epidemiologia molecular da tuberculose. O Instituto Clemente Ferreira
foi fundado em 1913, ¢ a Institui¢do pioneira no combate a tuberculose. Atualmente ¢é
um Centro de Referéncia para todo o Estado de Sdo Paulo na abordagem da tuberculose
e outras doengas pulmonares, sendo referéncia nacional no combate a doenca. E
responsavel pelo atendimento, tratamento e acompanhamento dos doentes na cidade de
Sao Paulo, sendo especializado em atender pacientes com dificuldades no tratamento.

Neste sentido, para entendermos mais sobre a epidemiologia da tuberculose
pulmonar, este trabalho teve como objetivo o estudo da diversidade genética de isolados
clinicos de M. tuberculosis provenientes de pacientes do municipio de Sdo Paulo — SP
atendidos pelo Instituto Clemente Ferreira, no periodo de agosto de 2006 a junho de

2008.
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Este estudo ¢ de grande interesse na Satde Publica, pois traz como
conseqiiéncias praticas e imediatas: 1- A identificagdo de M. tuberculosis e se
necessario de outras micobactérias isoladas de pacientes da cidade de Sdo Paulo 2-
Possibilidade de agrupar por similaridade genética as cepas de M. tuberculosis isoladas
destes pacientes, avaliando assim presenga ou auséncia de cepas predominantes, 3-
Avaliar a presenga de grupos genéticos entre M. tuberculosis MDR, 4- Possibilidade de

comparagao os resultados obtidos em outros estudos.
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2.0Dbjetivos

2.1 - Geral
O objetivo do presente projeto ¢ o estudo da diversidade genética de isolados
clinicos de M. tuberculosis provenientes de pacientes do municipio de Sdo Paulo — SP

atendidos pelo Instituto Clemente Ferreira, no periodo de agosto de 2006 a junho de

2008.

2.2 — Especificos

- Confirmar a identificacdo dos isolados de M. tuberculosis através da técnica de PCR,;

- Realizar a genotipagem dos isolados de M. tuberculosis pelas técnicas de
Spoligotyping e de MIRU;

- Agrupar por similaridade genética os isolados de M. tuberculosis estudados;

- Avaliar comparativamente os grupos genéticos formados pela técnica do MIRU e de
Spoligotyping;

- Avaliar a presenca efetiva de grupos genéticos de M. tuberculosis predominates na

cidade de Sdo Paulo.
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3. Material e métodos

3.1 - Isolados clinicos:

Foram incluidos no estudo isolados clinicos sugestivos de M. tuberculosis
provenientes de 105 pacientes de ambos os sexos com idade entre 18 e 65 anos
matriculados no Instituto Clemente Ferreira com diagnostico de tuberculose pulmonar
atendidos no periodo entre agosto de 2006 a julho de 2008.

O diagnostico da tuberculose pulmonar foi suspeitado pelo histérico clinico do
paciente, confirmado pelo médico e encaminhado o material (escarro) para o

diagndstico laboratorial.

3.2 - Diagnéstico Laboratorial

A identificagdo do M. tuberculosis foi realizada pela baciloscopia, do
isolamento do micro-organismo em Lowestein-Jensen (L.J) e sua identificagdo pela
metodologia classica (LEITE & SATO, 2006). As cepas foram congeladas em agua e
estocadas em freezer a -20°C. Esta primeira parte do trabalho foi realizada no Instituto

Clemente Ferreira.

3.3 - Diagnéstico e Epidemiologia Molecular

Todo o procedimento de manipulagdo de células de M. tuberculosis viaveis foi
realizado no Laboratério de Micobacteriologia Prof. Dr. Hugo David (de Seguranca
Nivel 3) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP.

Os isolados clinicos congelados, identificados como de M. tuberculosis foram

descongelados, reativados e re-identificados pela técnica molecular de PCR. A
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genotipagem dos isolados clinicos de M. tuberculosis foi realizada através dos métodos
de Spoligotyping e MIRU.

A reativagdo e verificagdo da pureza da suspensdo bacteriana foram feitas
segundo Malaspina, (2004). Apds o descongelamento a temperatura ambiente, 200uL
de cada amostra bacteriana foram colocado em 2,0mL do meio de cultura 7 H9
enriquecido com 10% de OADC (BD BBLw®) e acrescido de 20uL. do antifingico
Ciclohexemida a 5% e incubado a 37°C por 7 dias, com agitacio manual uma vez ao
dia. Em presenga de turvacdo, o material foi submetido a bacterioscopia utilizando uma
aliquota de 100uL que foi depositada em uma lamina para confec¢do de esfregaco,
fixada pelo calor e corado pela técnica de Ziehl- Neelsen para verificagdo da pureza da
cultura de Bacilos Alcool-Acido-Resistentes (BAAR). Em caso positivo, o contetido de
200uL de cada tubo, com cultura supostamente reativada, era transferido para dois tubos
contendo meio de L.J. inclinado e incubado por no minimo 21 dias a 37°C podendo

chegar a 60 dias.

3.4 - ldentificacdo Molecular do M. tuberculosis utilizando os Oligonucleotideos
Iniciadores INS1 e INS2

Apo6s a multiplicagdo bacteriana no meio de L.J., as culturas positivas foram
submetidas a extragdo de DNA por termolise segundo Mazars et al. (2001), com
pequenas modificagdes. O procedimento constituiu em submeter, uma algada da colonia
crescida em meio s6lido acrescido em 300uL de tampao TE pH 8,0 (Tris-Hcl + EDTA)
em um microtubo com tampa de trava, a trés ciclos de fervura por 10 minutos seguido
de 30 minutos de congelamento a -20°C.

O DNA extraido foi submetido a PCR que amplificou especificamente o

fragmento de 245 pb contidos na seqiiéncia de insercdo 1S6110, empregando os
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oligonucleotideos iniciadores INS1 (5° CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 37) e INS2
(5" GCGTAGGCGTCGGTGACA AA 3") (van EMBDEN et al., 1993).

Para a amplificagdo, foi utilizado um volume final de 25uL, onde em tubos de
0,2mL foram acrescentados 21,5uL da mistura pronta Master Mix na dilui¢do de 2
partes de agua para 1 de parte de Master Mix (Fermentas) (que ¢ composto por: 0.05
unidades/uL. Tag DNA Polimerase, 4mM MgCl,, 0.4mM dATP, 0.4mm dCTP, 0.4 mm
dGTP e 0.4mm dTTP), 0,5uL dos oligonucleotideos iniciadores na concentra¢do de
25pmol INS1 e INS2 e 2,5ul do DNA de cada amostra, extraido por termolise.

A mistura da reacdo foi amplificada em Termociclador (PTC-100, MJ

Research) empregando o seguinte protocolo de ciclagem:

Quadro 1. Condigdo de amplifica¢do dos isolados submetidos a PCR para identificagdo de M.

tuberculosis

PASSO TEMPO TEMPERATURA QUANTIDADE DE
CICLOS
1° 10 minutos 95°C 1
Iminuto 94°C
2 2 minutos 56°C 30
1 minuto 72°C
3 7 minutos 72°C 1
4° o8] 4°C 1

Na seqiiéncia, 15uL do produto amplificado foi aplicado em gel de agarose a
1% contendo Brometo de etidio na concentragdo de 10ug/mL e o produto da
amplificacdo foi resolvido por eletroforese a 90 volts e o padrao de peso molecular de
100pb na concentragdo recomendada pelo fabricante (Fermentas) foi adicionado. A
leitura da eletroforese foi feita com o auxilio de um transiluminador ultravioleta e
fotodocumentada empregando Alpha Imager — Alpha Innotech® (van EMBDEN et al.,

1993).
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3.5 - Extracdo de DNA para a técnica Spoligotyping

Um raspado da amostra bacteriana foi adicionado a 300uL de tampao de lise,
agitado em vortex e congelado a -20° C por 30 minutos. O material foi aquecido por 10
minutos em agua fervente e repetiu-se o congelamento seguido de fervura. Ao tubo
foram adicionados 600uL. da mistura fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1),
apos agitacdo foi realizada centrifugacao e a fase aquosa foi separada em um novo tubo
com 600uL de cloroféormio/alcool isoamilico (24:1). Duas centrifugacdes seguidas da
adi¢ao de cloroféormio/alcool isoamilico separaram novamente a fase aquosa. O DNA
presente na amostra foi precipitado com 300uL de etanol absoluto e lavado duas vezes
com etanol 70% previamente refrigerado. O sobrenadante foi desprezado, os sedimentos
foram secos e ressuspensos em 30uL de tampao TE, e apos refrigeracdo por 2 horas, o

material fol armazenado a —20° C.

3.6 - Tipagem molecular pela técnica do Spoligotyping

A técnica de Spoligotyping foi realizada segundo Kamerbeek et al. (1997). O
DNA bacteriano extraido, foi submetido a PCR para amplificagdo das regidoes DRs
utilizando os oligonucleotideos iniciadores DRa (5> GGTTTTGGGTCTGACGAC 3°) e
DRb (5> CCGAGAGGGGACGGAAAC 3°). Para a diluigdo de estoque dos
oligonucleotideos iniciadores, foi adicionado ao liofilizado 22ul de agua estéril,
obtendo uma concentra¢do de 0,5nmol. Os primers foram aliquotados em sua dilui¢do
de uso (1uL da solucdo estoque em 99ul de agua estéril), obtendo uma concentragao
final de SuM.

Para a amplificacao, foi utilizado um volume final de 25uL, onde em tubos de

0,2mL foram acrescentados 20,0uL de Master Mix na diluicdo de 1 parte de dgua para 1
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de parte de Master Mix (Fermentas), 2,0uL. de cada oligonucleotideo iniciador (Dra e
Drb) [11 nmol] e 1,0uL do DNA extraido de cada amostra. A mistura da reacdo foi
amplificada em Termociclador (PTC-100, MJ Research), segundo o quadro 2
(KAMERBEEK et al.,1997). Posteriormente os produtos de PCR foram checados em

gel de agarose a 1%, para verificar a amplicagdo da sequéncia esperada.

Quadro 2: Condigdo de amplificag¢do dos isolados de M. tuberculosis submetidos a PCR para realizacao

da técnica Spoligotyping.

PASSO TEMPO TEMPERATURA QUANTIDADE DE
CICLOS
1° 15 minutos 95°C 1
60 segundos 95°C
2° 60 segundos 55°C 20
30 segundos 72°C
3 5 minutos 72°C 1
¥ w #C -

Apods a amplificacdo do DNA, em tubos de 0,2mL foi adicionado 20uL dos
produtos da PCR para 150uL SSPE 2x/SDS 0,1%. Essa mistura foi aquecida
(desnaturagdo da fita de DNA) no termociclador durante 10 minutos a 99°C e colocada
imediatamente no gelo.

Enquanto isso a membrana previamente lavada por 5 minutos a 60°C em 250mL
de SSPE 2x/SDS 0,1% foi colocada no suporte cushion no minibloter, de tal forma que
os slots ficaram perpendiculares a linha padrdo dos oligonucleotideos presentes na
membrana. Foi retirado o liquido residual das faixas do miniblotter por aspirag¢@o e os
espacos foram preenchidos com o produto da PCR diluida. Nessa etapa é importante
evitar a formagao de bolhas de ar. A hibridiza¢ao ocorreu por 60 minutos a 60°C em um

forno, sobre uma superficie horizontal.
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As amostras presentes nos slots foram retiradas do miniblotter por aspiragéo, em
seguida, a membrana foi lavada por duas vezes em 250mL SSPE 2x/SDS 0,5% durante
10 minutos a 60°C e colocada na garrafa de hibridizacdo. Nessa etapa a membrana deve
estar fria para evitar inativagdo da peroxidase na proxima etapa.

Foi adicionado 2,5uL do conjugado de estreptavidina-peroxidase (500U/mL)
para 10 mL de SSPE 2x/SDS 0,5% e a membrana foi incubada por 45 a 60 minutos a
42°C na garrafa de hibridizag@o. Posteriormente a membrana foi lavada por duas vezes
em 250mL de SSPE2x/SDS 0,5% por 10 minutos a 42°C e em seguida duas vezes com
250mL de SSPE 2x durante 5 minutos em temperatura ambiente.

Para detec¢do da hibridizagdo do DNA por quimioluminescéncia, a membrana
foi incubada por 1 minuto, em 20mL do revelado liquido ECL (10mL do reagente 1 e
10mL do reagente 2) na concentragdo recomendada pelo fabricante (GE Healthcare),
coberta com um plastico transparente e colocada no casset de Raio-X.

Em uma sala na auséncia de luz foi colocado o filme sobre a membrana e
deixado por 20 minutos. A detec¢do dos sinais da hibridacdo foi observada pela auto-

radiografia.

3.6.1 - Analise dos Resultados de Spoligotyping

A membrana foi analisada de 3 em 3 espacadores, onde para cada espacador um
valor ¢ atribuido, 4, 2 e 1 respectivamente. Em presenga dos espacadores, os valores
foram somados, por exemplo, se o isolado apresentar os 3 espacadores o valor sera 7, se
o isolado ndo apresentar o segundo espagador o valor serd 5, e a interpretacdo ¢
realizada até obter o nimero de 15 digitos para cada isolado. Spoligotipos comuns a
mais de um isolado foi designado de Shared Type (ST) e atribuidos a eles, um niimero

“Shared International Type” (SIT) de acordo com a base de dados internacional
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SpolDB4 e comparado com SITVIT, que ¢ uma versao atualizada do banco de dados
SpolDB4 (BRUDEY et al. 2006), disponivel em

http://www.pasteur.guadalupe.fr.8081/SITVITdemo/index.jsp. Com auxilio do

SpolDB4 e SITVIT, os spoligotipos foram agrupados em familias e subfamilias. Para
spoligotipos ndo relatados no SpolDB4 e SITVIT, o banco de dados Spotclust foi
utilizado (VITOL et al. 2006), que tem como base o banco de dados SpolDB3,

disponivel em http://cgi2.cs.rpi.edu/ ~ bennek / SPOTCLUST.html. O Spotclust permite

verificar a porcentagem de similaridade do ST com as sub-familias ja descritas.
Determinado o perfil, cada familia foi analisada comparativamente empregando
o programa Bionumerics, Euclidiana (Applied Maths®) e construido um dendrograma

de acordo com a similaridade genética.

3.7 - Técnica de MIRU

Para a técnica de MIRU foram empregados os mesmos DNAs extraido por
termolise, utilizados na Identificagdo Molecular do M. tuberculosis utilizando os 12
Oligonucleotideos Iniciadores INS1 e INS2.

A amplificagdo dos alelos foi feita segundo Supply et al. (2000) modificado por
Pandolfi (2006), onde sdo utilizados 12 pares de oligonucleotideos iniciadores, para
amplificar regides repetitivas ndo codificadoras, realizando para cada cepa um total de
12 reagdes com temperaturas de anelamento diferentes em 3 delas como esta descrito no

quadro 3, segundo Mazars et al. (2001).


http://www.pasteur.guadalupe.fr.8081/SITVITdemo�
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Quadro 3. Desenho das seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores dos 12 loci de MIRU estudados.

Locus de | Identificacdo Seqiiéncia do oligonucleotideo Temperatura de
MIRU hibridizagédo
2F TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT .
0 2R TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT o0°c
4F GCGCGAGAGCCCGAACTGC .
o 4R GCGCAGCAGAAACGTCAGC e
10F GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC .
10 10R GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT ¢
16F TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA .
o 16R CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC e
20F TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG .
20 20R GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA e
23F CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG .
2 23R AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC e
24F CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT ,
a 24R GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA 0°C
26R TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC N
20 26F CATAGGCGACCAGGCGAATAG 0°C
27F TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA .
2! 27R GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA e
31F ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA .
. 31R GTGCCGACGTGGTCTTGAT €
39F CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC .
. 39R CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT e
40F GGGTTGCTGGATGACAACGTGT .
%0 40R GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA e

Empregando volume final de 25uL. em cada reagdo, foram utilizados 21uL da

mistura pronta Master Mix (Fermentas) na diluicao de 1 parte de Master Mix para 2

partes de agua ultra-pura acrescido de 1pL dos oligonucleotideos iniciadores R e F

[25pmol] correspondentes aos loci estudado e 2ul. do DNA extraido por termolise. Para

a amplificacao foram utilizados os ciclos descritos no quadro 4.
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Quadro 4. Condigao de amplificac¢do dos isolados de M. tuberculosis submetidos a PCR para realizagdo

da técnica de MIRU.
PASSO TEMPO TEMPERATURA QUANTIDADE DE
CICLOS
1° 15 minutos 95°C 1
Iminuto 94°C
2° 1 minuto 60°C, 55°C, 50°C 40
2 minutos 72°C
3° 10 minutos 72°C 1
4° el 4°C -

Os produtos de amplificacdao, de tamanho variavel, foram resolvidos junto com
os padroes de peso molecular (50pb e 100pb) por eletroforese em gel de agarose a 2%
contendo Brometo de Etidio (10pg/mL). A eletroforese foi fotodocumentada e as

imagens dos géis foram digitalizadas para analise e confec¢dao de dendrograma.

3.7.1 - Analise dos Resultados de MIRU

Os amplificados de MIRU foram classificados em alelos para cada um dos 12
loci estudados. Apos obten¢do dos amplificados de todas as amostras para um dado
locus, foram determinados os tamanhos dos fragmentos em pares de base. O seu
tamanho foi determinado com o auxilio dos padroes moleculares de 50pb e 100pb e
comparado com a tabela de alelos descrito no quadro 5 (MAZARS et al., 2001), que
mostra o valor do alelo correspondente ao tamanho da banda observada no gel.
Determinado o perfil de alelos para cada cepa, os MIRUs foram analisados
comparativamente empregando o programa Bionumerics, Euclidiana (Applied Maths®)

para constru¢do do dendrograma.
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Quadro 5: Correlagdo entre os tamanhos em pb dos amplificados e os alelos de MIRU

Alelo | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU

02 04 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40

0 402 175 482 565 437 150 395 285 498 492 540 354

1 455 252 537 618 514 200 447 336 551 545 593 408

2 508 329 590 671 591 253 501 387 604 598 646 462

3 561 406 643 724 668 306 555 438 657 651 699 516

4 614 483 696 777 745 359 609 489 710 704 752 570

5 667 560 749 830 822 412 663 540 763 757 805 624

6 720 637 802 883 899 465 717 591 &16 810 858 678

7 773 714 855 936 976 518 771 642 869 863 911 732

8 826 791 908 989 1053 571 825 693 922 916 964 786

9 879 868 961 1042 | 1130 | 624 879 744 975 969 1017 840

10 932 945 1014 | 1095 | 1207 | 677 933 795 1028 | 1022 | 1070 | 894

11 985 1022 | 1067 | 1148 | 1284 | 730 987 846 1081 | 1075 | 1123 948

12 1038 | 1099 | 1120 | 1201 | 1361 783 1041 897 1134 | 1128 | 1176 | 1002

13 1091 | 1176 | 1173 | 1254 | 1438 836 1095 948 1187 | 1181 | 1229 | 1056

14 1144 | 1253 | 1226 | 1307 | 1515 889 1149 999 1240 | 1234 | 1282 | 1110

15 1197 | 1330 | 1279 | 1360 | 1592 | 942 1203 | 1050 | 1293 | 1287 | 1335 | 1164

OBS: Quadro construido para permitir a correlagdo com amplificados obtidos com Oligonucleotideos Iniciadores

desenhados segundo Supply et al., 2001.
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4. Resultados

Do total de 105 amostras clinicas foi verificado que 12 eram amostras em
duplicata. Entdo foi realizada a identificagdo molecular de 93 isolados de M.
tuberculosis. A tabela 1 ilustra a identificacdo das amostras proveniente do Clemente
Ferreira (C.F.), que posteriormente foram renumeradas (N° LAB), o sexo dos pacientes,

data de entrada no Ambulatério e o perfil de resisténcia das amostras.

Tabela 1: Numero de identificagdo, sexo, data de entrada e perfil de Resisténcia dos Isolados de M.

tuberculosis dos pacientes do Instituto Clemente Ferreira.

N° LAB N° C.F. Sexo Entrada Terapéutica
EST EMB INH RIF

1 38780  F 9/2/06 S s S s
3 32326 M 17/2/06 S s s s
4 35618 M 4/9/06 S S s s
5 39358 M 23/5/06 R R R S
7 35861 F 9/6/06 S S R R
9 39712 F 7/6/06 R S R R
10 39490 F 13/6/06 S S R R
11 38936 M 14/6/06 R R R R
12 39558 M 06 R S R S
14 38582 M 18/7/06 R S R R
15 39777 M 10/8/06 S S R S
16 30813 M 23/8/06 s s s s
17 39836 M 24/8/06 S S S S
18 39847 F 29/8/06 S S S S
19 39849 F 28/8/06 S S S S
20 39683 M 28/8/06 S S R R
21 20721 F 29/8/06 S S S S
22 39884 F 24/8/06 S S S S
23 34182 F 28/606 S S R R
25 24799 M 15/9/06 s s s s
26 39943 M 14/9/06 S S R S
27 39890 F 14/9/06 R R R R
28 33742 F 19/9/06 S S S S
29 39944 M 14/9/06 S s s s
30 39996 F 22/9/06 S S S g
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31
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36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

36339
36594
40036
39824
32189
39967
40055
40152
39232
40063
36482
38170
40102
39954
41941/A
40117
40143
40134
37144
39052/A

40232
34697

38299

37754

40403
20059

39165

40382
33957
35861
38954
40417
40471
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40475
40476
40524
40360
35910
40557
40570
39508
40600
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R= Resisténcia; S= Sensivel; M= Masculino; F=Feminino.
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Informacdes quanto ao sexo e o perfil de resisténcia foram obtidos das 93

amostras estudadas. Os pacientes do sexo masculino representaram 60,2% (56) e do

sexo feminino 39,8% (37) dos pacientes acometidos por tuberculose.

Quanto ao perfil de resisténcia, 58,1% (54) apresentaram resisténcia a INH,

50,5% (47) a RIF, 26,9% (25) a EMB e 34,4% (32) a EST. Quarenta ¢ seis (49,5%)
pacientes apresentaram resisténcia a INH e RIF, 24 (25,8%) apresentaram resisténcia a
INH, RIF e EMB e 16 (17,2%) apresentaram resisténcia a INH, RIF, EMB e EST. Em

sete isolados ndo foi possivel realizar o teste de sensibilidade de pelo menos uma das

drogas devido a contaminagao.
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4.1 — Diagnéstico Laboratorial

A pureza da cultura foi verificada pela bacterioscopia, através da coloragdo pela

Ziehl Neelsen e observagdao de BAAR.

4.2 - ldentificacdo Molecular dos isolados utilizando os Oligonucleotideos
Iniciadores INS1 e INS2
Foi realizada a PCR para identificagdo do M. tuberculosis, sendo encontradas

em todas as 93 amostras a presenca do produto de amplificacao de 245 pb (Figura 1).

1 GNE= 4°5 7 91011121415 16 17 18 1900 20 21 22 2325 27 28 30 31 33395 56'58

Figura 1: Fotografia do gel de agarose a 1% na confirmac¢ao molecular das cepas de M. tuberculosis,
utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores INS1 e INS2 apresentando um fragmento de 245pb, um

marcador de peso molecular de 100pb e o controle negativo (C-).

4.3 - Genotipagem pela técnica Spoligotyping

Ap6s a confirmagdo da pureza da cultura bacteriana e da identificagdo do M.
tuberculosis utilizando os Oligonucleotideos Iniciadores INS1 ¢ INS2 foi realizada a
genotipagem por Spoligotyping dos 93 isolados clinicos. A Figura 2 ilustra a revelacao

da membrana pela técnica Spoligotyping.
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Figura 2: Revelagao da membrana de Spoligotyping apresentando os perfis genéticos das amostras, em

seguida, o controle negativo (C-), o controle positivo da cepa padrdo do M. tuberculosis (H37Rv) e do M.

bovis (BCG). As linhas representam as amostras e as colunas os oligonucleotideos espagadores.

Estes perfis genéticos visualizados pela hibridizagdao com os oligonucleotideos

espagadores foram transformados em valores numéricos, de maneira a obtermos um

namero de 15 digitos (DALE et al., 2001). Esta identificagdo facilita a comparagdo de

amostras com bancos de dados interlaboratoriais.
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Dos 93 isolados estudados, em 72 (77,4%) foi possivel a identificacdo dos
spoligotipos (SITs) presentes no SpolDB4, entretanto nos 21 (22,6%) restantes nao foi
possivel esta identificacdo sendo identificados como ST. Na tabela 2 sdo apresentados a
relagdo dos spoligotipos e identificacdo das familias dos 72 isolados clinicos analisados
pela técnica Spoligotyping e enquadrados nos spoligotipos (SITs) contidos no banco
internacional SpolDB4. Os 72 (77,4%) foram classificados de acordo com o SpolDB4
em 36 spoligotipos (SITs) distribuidos em 7 familias e 19 sub-familias (T1, T1 (T4-
CEl), T2, T2-T3, T3, H1, H3, LAM1, LAM2, LAM3, LAM4, LAM5, LAM6, LAM9,
U, U (likely H), X3, Beijing e S) (tabela 2 e quadros de 6 a 12). Nenhuma familia de
Bovis, Afri ou East African Indian (EAI) e Central and Middle Eastern Asia (CAS)
foram encontradas. A familia Latin-American-Mediterranean (LAM) foi a mais
freqliente entre as amostras analisadas representando 26 (28%) dos isolados, seguidos
das familias T com 24 (25,6%) ¢ Haarlem (H) com 11 (11,8%) (tabela 2). Seis SITs
acomodaram 51,4% (37/72) de todos os isolados identificados no SpolDB4 (SIT53,
SIT50, SIT42, SIT60, SIT17 e SIT1) (Quadro 13). Dos 21 (22,6%) isolados restantes
que apresentaram padrdes de spoligotipos ainda ndo identificados no SpolDB4, SITVIT

e Spotclust foram verificados 17 STs diferentes (tabela 4).
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Tabela 2: Relagdo dos spoligotipos obtidos e a respectiva identificag@o de familias, sub-familias e

spoligotipos dos 93 isolados de M. tuberculosis, de acordo com os bancos internacionais SpolDB4,

SITVIT e Spotclust.

Amostras Descricéo do Spoligotipos  Familias e sub-familias Spoligotipo (SIT)
1 T77737777760471 T3 157
3 777777677560771 Tl 453
4 776177607760771 LAM 03 33
5 777777477720771 - -
7 000000000003771 Beijing 1
9 776177607760731 LAM 03 130
10 776177607460771 - -
11 777777600000771 U 397
12 777777607760731 LAM 04 60
14 777777777760771 Tl 53
15 777617777760771 Tl 1214
16 777737777760471 T3 157
17 777777777760771 Tl 53
18 T77777777760771 Tl 53
19 677737607760771 LAM 02 17
20 777777607760731 LAM 04 60
21 777777607760771 LAM 09 42
22 777357777760771 Tl 1475
23 776173607760771 - -
25 677777607760711 - -
26 777777777720771 H3 50
27 T77777777720771 H3 50
28 777777607460731 LAM 04 1895
29 T77777777720771 H3 50
30 677777607760771 LAM 01 20
31 777777600000771 U 397
34 T77777777720771 H3 50
35 743774077560731 - -
36 777777677760731 T2 175
37 777777607400000 U 534
38 677777607660611 - -
39 757777607560771 - -
40 677737207760771 LAM 02 826
41 777777607760771 LAM 09 42
42 777777777420611 - -
43 TT7777777760771 Tl 53
44 777377637760771 - -
45 TT77777777760601 Tl 244
46 777777477720771 - -
48 700076777760771 X3 92
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
88
93
96
102
105
106
109
110

777777607560771
777777770000000
777777607760771
TTTTT7777460771
T77777777460771
TTTTT7777760771
777777607760771
777777207760771
777777607760771
000000000020771
757377777760731
777777774020771
T77777777720771
677700000160771
000000000003771
000000000003771
577776744760771
TT7777777720771
777703777760771
T77737777760731
777777774020771
TT7777777760771
677737607720771
677737607760771
777777607760771
777000000000371
776377777760771
377777607760731
T77777777760771
TTT777737760771
777677737760771
000000000003771
776173607760771
TTT777777760771
777737607760771
677737607760771
777777607760731
677737607760771
377777607760731
TT7777777760471
777760077620771
777437774020771
777777607760751
777157607760771
777777477720771

LAM 06
U (likely H)
LAM 09
T1
T1
T1
LAM 09
LAM 09
LAM 09
H3
H1
H3
Beijing
Beijing
H3
T1
T2-T3
H1
T1
LAM 02
LAM 09

LAM 04
T1
T1

Beijing
T1

LAM 05

LAM 02

LAM 04

LAM 02

LAM 04

T1 (T4-CEl)

48

64
46
42
1905
1905
53
42
1277
42
467

47
50

50
102
73
47
53

17
42
560
34
828
53
86

53
93
17
60
17
828
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150 777777777760771 T1 53
165 777777777720771 H3 50
167 777777607760731 LAM 04 60
171 777777777720771 H3 50
183 777777477720771 - -
184 777777607760771 LAM 09 42

08 451 777777777760771 T1 53

36 593 777377777760771 T1 1166

(-) Spoligotipo ndo identificado no SpolDB4, SITVIT e Spotclust.

Os quadros de 6 a 11 mostram a distribuicdo geografica das 7 familias e 19 sub-
familias encontradas sendo que no quadro 6 sdo descritos os 13 spoligotipos da familia
LAM. As sub-familias mais prevalentes foram LAM2 com cinco isolados (SIT 17 com
quatro isolados e SIT 826 com um), a LAM4 com sete isolados (SIT 60 com quatro, SIT
828 com dois, e SIT 1895 com um) e a LAM9 com 9 (SIT 42 com 7, SIT 1154 e 1277
com um isolados cada). Quanto a localizagdo geografica dos SITs encontrados, pode-se
observar que o spoligotipo 1895 (SIT1895) ¢ um tipo localizado, tendo sido descrito
apenas no Brasil. Ja os spoligotipos SIT33, SIT93, SIT1154 ainda ndo apresentam relatos
de ocorréncia no Brasil. No item Anexo foram listados os paises e respectivas

abreviaturas.

Quadro 6: Spoligotipos da familia LAM descritos no banco internacional SpolDB4 identificados no

Instituto Clemente Ferreira.

Subclasses Spoligotipos N° de Isolados Distribuicao Geogréfica N° de isolados
da Familia (SIT) doC.F SpolDB4
LAM
LAMI1 20 1 ARG, AUS, AUT, BEL, BRA, 426

CMR, CUB, DEU, ECU, ESP,
EST, FIN, FXX, GBR, GEO,
GLP, GNB, GUF, HTI, IDN,
LBY, MEX, MOZ, MWI,
NAM, NLD, PER, PHL, PRT,
RUS, SWE, USA, VEN,
VNM, ZAF, ZWE

LAM2 17 4 ARG, BRA, CMR, CUB, 322
CZE, ESP, FXX, GLP, GUF,
HTI, MEX, MTQ, MYS,
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NAM, NLD, PHL, PRT, USA,

VEN
826 1 BRA, VEN 3
LAM3 33 1 ZAF 342
130 1 AUT, BRA, CHL, CUB, ESP,
ITA, MDG, USA, ZAF, ARG, 34

BEL, FIN, FXX GBR, GUF,
HND, HTL, ITAS, LBY,
MDG, MEX, MOZ, NLD,
PER, PRT, SWE, VEN

LAM4 60 4 ARG, AUT, BEL, BRA, CUB, 83
DEU, DZA, ESP, FXX, GBR,
LAM4, GNB, GUF, ITA,
ITAS, MAR, MDG, MEX,
MOZ, NLD, PRT, RUS, SEM,
USA, VEM, ZAF, ZWE

1895 1 BRA 02
828 2 BRA, GNB 06
LAMS 93 1 VEN 188
LAMG6 63 1 ARG, AUS, AUT, BEL, BRA, 157

COM, CZE, DZA, FXX, GBR,
GUF, IND, IRN, ITA, MDG,
MEX, MTQ, MWI, MYS,
PRT, SEM, USA, VEN

LAM9 42 7 ARG, ARM, AUS, AUT, 1227
AZE, BEL, BGD, BRA, CAF,
CMR, CUB, CZE, DEU, DZA,
EGY, ESP, EST, ETH, FIN,
FXX, GBR, GEO, GLP, GNB,
GUF, HTL IDN, IND, IRN,
ITA, ITAS, KAZ, KEN, LBY,
LVA, MAR, MDG, MEX,
MOZ, MTQ, MWI, MYS,
NLD, NZL, PER, PHL, POL,
PRT, PYF, RUS, SAL, SEM,
SWE, THA, TUN, TUR, USA,
VEM, VNM, ZAF, ZWE

1154 1 AUS, CZE, HTI, USA 7

1277 1 ARG, BRA, USA 6

O quadro 7 apresenta treze spoligotipos da familia T identificados no estudo.
Dentro da familia T com 24 isolados, 79,2% (19) dos isolados eram pertencentes a sub-
familia T1 (SIT 53 com dez isolados , SIT1905 com 2 isolados e os demais SITs com
um isolado cada). Quanto a localizagdo geografica dos SITs encontrados na familia T,
nove deles ndo foram descritos no Brasil (SIT86, SIT102, SIT453, SIT1166, SIT1214,

SIT1475, SIT65, SIT175 e SIT157).
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Quadro 7: Spoligotipos da familia T descritos no banco internacional SpolDB4 identificados no Instituto

Clemente Ferreira.

Subclasses
da Familia T

Spoligotipos
(SIT)

N° de Isolados
do C.F

Distribuicdo Geogréfica

N° de isolados
SpolDB4

T1

53

86

102

244

453

1166

1214

1475

1905

10

ANT, ARG, ARM, AUS, AUT,
AZE, BEL, BGD, BRA, BRB,
CAF, CAN, CHN, CIV, CMR,
COM, CUB, CZE, DEU, DNK,
DZA, EAFR, EGY, ESP, EST,
ETH, FIN, FXX, GBR, GEO,
GLP, GNB, GUF, HTI, HUN,
IDN, IND, IRN, ITA, ITAS,
JPN, KAZ, KEN, LBY, LVA,
MAR, MDG, MEX, MNG,
MOZ, MTQ, MWI, MYS,
NAM, NLD, NOR, NZL, PAK,
PER, POL, PRT, REU, ROM,
RUS, SAL, SDN, SEM, SUR,
SWE, THA, TUR, USA, VEN,
VNM, ZAF, ZMB, ZWE

AUT, ESP, FXX, GUF, ITA,
ITAS, MDG, NLD, TUR,
USA, VEN
RUS, USA, ZAF
ARG, BEL, BGD, BRA, FXX,
GNB, HTI, IND, MDG, NLD,
PRT, USA
GUF, PRT, SWE, USA
MWI, USA, VEN
DEU, GUF, MDG, POL
ARG, MWI, VEN

ARG, BRA

2497

46

46

44

T1 (T4-CEl)

65

MTQ, SWE, USA

T2

175

ARG, FXX, HTI, ITA, PER,
SUR, USA

T2-T3

73

AUS, AUT, BEL, BRA, EGY,
FIN, FXX, GEO, GLP, GNB,
GUF, HTIL, IDN, ITA, MDG,
MEX, MOZ, MTQ, NLD, PRT,
SWE, USA, VEM, VNM, ZWE

114

T3

157

DEU, ITA, PRT

O quadro 8 apresenta os trés spoligotipos identificados da familia Haarlem. A
sub-familia mais importante foi a H3 (SIT50 com 8 isolados) com nove (81,8%) dos 11

isolados desta familia. No aspecto geografico, o ST467 ainda nao foi descrito no Brasil.
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Quadro 8: Spoligotipos da familia H descritos no banco internacional SpolDB4 identificados no Instituto

Clemente Ferreira.

Subclasses Spoligotipos | N° de Isolados Distribui¢do Geogréfica N° de isolados
da FamiliaH (SIT) do C.F SpolDB4
H1 47 2 ARG, ARM, AUS, AUT, AZE, 721

BEL, BGD, BRA, CAF, CAN,
CMR, CUB, CZE, DEU, DNK,
ESP, EST, FIN, FXX, GBR,
GLP, GNB, GUF, HTI, HUN,
IND, ITA, ITAS, MAR, MDG,
MEX, NLD, POL, PRT, ROM,
RUS, SAL, SEN, SWE, TUR,
USA, VEN, ZWE
H3 50 8 ARG, ARM, AUS, AUT, BEL, 1504

BOL, BRA, CAF, CHN, CIV,

CMR, COM, CUB, CZE, DEU,
DNK, DZA, EAFR, ESP, EST,
FIN, FXX, GBR, GEO, GLP,
GNB, GUF, HTI, HUN, IDN,
IND, ITA, ITAS, JPN, KEN,
LBY, MAR, MDG, MEX,
MTQ, MYS, NLD, NZL, PAK,
PER, POL, PRT, REU, ROM,
RUS, SDN, SEM, SWE, THA,
TUR, USA, VEN, VNM, ZAF,
AUT, ESP, FXX, GUF, ITA,
ITAS, MDG, NLD, TUR, USA,
VEN

467 1 LBY,USA 5

A familia U foi verificada em 5 (5,4%) dos isolados, sendo que os ST534 e

ST560 nunca foram descritos na América do Sul (Quadro 9).

Quadro 9: Spoligotipos da familia U descritos no banco internacional SpolDB4 identificados no Instituto

Clemente Ferreira.

Subclasses da Spoligotipos N° de Isolados Distribuicdo Geogréafica | N° de isolados
Familia U (SIT) do C.F SpolDB4
U 397 2 ARG, BRA, ITAS, USA, 12
VEN
534 1 ESP, GNB 4
560 1 GEO, RUS, USA 5
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U (Likely H)

46

ARG, ARM, AUS, AUT,
AZE, BEL, BGD, BRA,
CAF, CAN, CMR, CUB,
CZE, DEU, DNK, ESP,

EST, FIN, FXX, GEO,
GBR, GLP, GNB, GUF,
HTI, HUN, IND, IDN,
IRN, ITA, ITAS, MAR,

MDG, MEX, MTQ, NLD,
NZL, POL, SWE, TUR,
USA, PRT, ROM, RUS,

VNM, ZAF

95

Apenas um isolado clinico (ST34) foi encontrado na familia S, sendo este SIT

ainda nao encontrado no Brasil (Quadro 10).

Quadro 10: Spoligotipo da familia S descrito no banco internacional SpolDB4 identificados no Instituto

Clemente Ferreira.

Familia S Spoligotipos | N° de Isolados do C.F | Distribui¢do Geogréfica | N° de isolados
(SIT) SpolDB4
S 34 1 ARG, ARM AUT, AZE, 362

BEL, CHN, CZE, DEU,
ESP, EST, FIN, GBR,
GLP, MOZ, MWI, NLD,
NZL, PRT, REU, SAL,
SWE, THA, USA, VEN,
VNM, ZAF

Na familia X foi enquadrado o isolado clinico ST92, sendo este j& identificado

no Brasil. (Quadro 11).

Quadro 11: Spoligotipo da familia X descrito no banco internacional SpolDB4 identificados no Instituto

Clemente Ferreira.

Familia Spoligotipos | N° de Isolados do C.F | Distribuicdo Geografica | N° de isolados
(SIT) SpolDB4
X 92 1 ARG, AUS, BRA, DEU, 123

ESP, FXX, GLP, GUF,
HTIL ITA, ITAS, NLD,
NZL,USA ZAF, ZWE

Foram identificados 4 (4,3%) isolados clinicos pertencentes a familia Beijing

(Quadro 12).




54

Quadro 12: Spoligotipo da familia beijing descrito no banco internacional SpolDB4 identificados no

Instituto Clemente Ferreira.

Familia Spoligotipos | N° de Isolados do C.F. | Distribuicdo Geografica | N° de isolados
(SIT) SpolDB4

Beijing 1 4 ARG, AUT, BEL, BRA, 3758
CUB, CZE, DEU, DNK,
DZA, ESP, FIN, FXX,
GLP, GUF, HTI, IND,
ITA, LBY, MEX, MTQ,
NLD, POL, RUS, TUR,
USA, ZAF, ZWE

Os dados dos seis principais SITs do total de 72 isolados clinicos de M.
tuberculosis, identificados no SpolDB4 encontrados em Sdo Paulo, incluindo a

distribuicdo geografica, sdo apresentados no quadro 13.

Quadro 13: Principais Shared International Spoligotypes (SITs) encontrados em Sao Paulo.

SITs Distribuicdo Geogréfica Sub-familia | N° isolados do C.F. Porcentagem (%)

17 | ARG, BRA, CMR, CUB, CZE, LAM2 4 5,6
ESP, FXX, GLP, GUF, HTI,
MEX, MTQ, MYS, NAM, NLD,
PHL, PRT, USA, VEN

60 | ARG, AUT, BEL, BRA, CUB, LAM4 4 5,6
DEU, DZA, ESP, FXX, GBR,
LAM4, GNB, GUF, ITA, ITAS,
MAR, MDG, MEX, MOZ,
NLD, PRT, RUS, SEM, USA,
VEN, ZAF, ZWE

42 Ubiquitario comum LAMY 7 9,7
53 Ubiquitario comum Tl 10 13,8
50 Ubiquitario comum H3 8 11,1
1 Ubiquitario comum Beijing 4 5,6
Total 37 51,4

Na tabela 3 estdo relacionados os 21 (22,6%) isolados restantes que
apresentaram padroes de spoligotipos ainda ndo identificados no banco de dados

SpolDB4 e SITVIT. Foram verificados 17 STs diferentes e 2 grupos clonais sendo um
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com 4 isolados (5, 46, 110 e 183) e outro com dois (23 e 82). Os STs foram analisados

pelo  Spotclust (disponivel em: http:/cgi2.cs.rpi.edu/~bennek/SPOTCLUST.html)

possibilitando determinar a porcentagem de similaridade dos STs com as sub-familias ja

descritas.

Tabela 3. Spoligotipos no descritos nos bancos internacionais SpolDB4, SITVIT e Spotclust

identificados entre os isolados do Instituto Clemente Ferreira.

N°de N° das Descricao do % Similaridade/

Spoligotipo isolados Amostras Spoligotipo Subfamilia

ST1 4 5,46,110e 183  777777477720771  11% T1, 39% H3 ¢ 48% H37Rv

ST2 1 10 776177607460771 99% LAM9

ST3 2 23¢82 776173607760771 99% LAM3

ST4 1 25 677777607760711 66% LAMI e 33% LAM9

ST5 1 35 743774077560731 98% H37Rv

ST6 | 38 677777607660611 66% LAMI1 e 33% LAM9

ST7 1 39 757777607560771 99% LAM9

ST8 1 42 777777777420611 66% H3 e 25% T1

ST9 1 44 777377637760771 99% T1

ST10 1 59 757377777760731 99% T1

ST11 1 63 677700000160771 99% T4

ST12 1 66 577776744760771 65% X1¢35%T1

ST13 1 72 677737607720771 81% LAM2 e 10% LAMI1

ST14 1 80 777677737760771 99% T1

ST15 1 102 777760077620771 96% H37Rv

ST16 1 105 777437774020771 99% H1

ST17 1 109 777157607760771 99% LAM9

O ST1 apresentou similaridade de 11% com a sub-familia T1, 39% com a H3 ¢
48% com H37Rv. Os STs 2, 7 e 17 apresentaram similaridade de 99% com a LAM9 ¢
mesma similaridade foi verificada para o ST3 com a LAM3. O ST4 e o ST6 apresentaram
66% de similaridade com a LAM1 e 33% com a LAMY, o ST13 81% com a LAM2. Os
STs 9, 10 e 14 apresentaram similaridade de 99% com a T1, o STIl a mesma
similaridade com a T4 ¢ o STI12 35% com Tl e 65% com a X1. Os STs 5 ¢ 15

alcangaram similaridade superior a 95% com a cepa padrao H37Rv. O ST16 foi similar a
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H1 em 99% e o ST8 em 66% com a H3 e 25% com a T1.

Os perfis genéticos descritos na tabela 2 e nos quadros de 6 a 12 foram
analisados com o auxilio do Bionumerics, Euclidiana, gerando o dendrograma
apresentado na Figura 3. Do total de 93 isolados foram encontrados 53 spoligotipos (36
SITs e 17 STs) distintos, sendo que 51 (54,8%) amostras agruparam-se em 12 grupos
clonais com similaridade de 100%. Destes, 10 cluster sdo de SITs sendo 4 grupos de
dois isolados cada (11 e 31; 60 ¢ 70; 77 e 93; 52 e 53;), 3 contendo 4 isolados cada (7,
64,65 e 81; 12,20,86 ¢ 167; 19, 73 85 ¢ 88;), 1 contendo 7 isolados (21, 41, 51, 55, 57,
74, 184), 1 contendo 8 isolados (26, 27, 29, 34, 61, 67, 165, 171) e 1 contendo 10
isolados (14, 17, 18, 43, 54, 71, 78, 83, 150, 08 451), e mais dois clusters de STs, sendo
um com 4 isolados (5, 46, 110 e 183) e outro com dois isolados (23 e 82). No
dendrograma os quatro isolados do ST1 (5, 46, 110 e 183) em cluster, apresentaram
gendtipo com similaridade de 93% com o SIT 50 da sub-familia H3, diferindo deste
apenas pela auséncia dos espacadores 20 e 21. O ST3 com dois isolados (23 e 82) em
cluster, eram similares em 87% com o SIT 33 da sub-familia LAM3, diferindo de dois

espacadores (auséncia do espagador 13 e presencga do 15).
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Figura 3: Dendrograma produzido com os resultados obtidos pela técnica de Spoligotyping.
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4.4 - Genotipagem pela técnica MIRU

Foi realizada a técnica de genotipagem MIRU dos 93 isolados clinicos

reconfirmados como de M. tuberculosis pela PCR - 1S6110. A tabela 4 mostra o

de cada cepa estudada e seu alelo para cada oligonucleotideo iniciador de

4

numero

MIRU analisado.

Tabela 4: Alelo correspondente ao tamanho do fragmento de cada um dos isolados de M. tuberculosis

submetidos a técnica de MIRU

IRU

AMOS

16 20 23 24 26 27 31 39 40

10

10

11

12
14
15

16
17
18
19
20
21

22
23

25

26
27

28

29

30
31

34
35

36
37
38



59

Continuagdo

39
40

41

42

43

44
45

46

48

49

50
51

52
53

54
55

56
57
58
59
60
61

63

64
65

66
67

68

69
70

71

72
73

74
75

76
77
78

79

80
81

82
83

84
85
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Continuagdo
86 1 2 4 3 2 6 0 3 3 3 0 4
88 2 2 4 1 2 4 1 5 1 3 2 5
93 1 3 3 2 2 3 1 4 2 3 2 2
96 2 2 4 3 2 4 1 4 2 3 2 2
102 2 2 5 3 2 2 1 5 2 3 2 2
105 2 2 5 2 2 3 1 5 1 2 2 4
106 2 2 4 3 2 3 1 3 2 3 2 1
109 2 0 3 2 2 1 1 2 3 0 1
110 2 2 4 2 2 1 5 2 3 2 2
150 2 0 4 3 2 4 1 1 3 3 0 1
165 2 2 6 3 2 4 1 5 2 3 2 4
167 2 2 4 1 2 7 1 3 1 2 2 1
171 2 2 6 2 2 3 1 5 2 2 2 4
183 2 2 5 3 2 4 1 5 2 3 2 6
184 2 2 4 2 2 5 1 3 2 2 2 1
08 451 2 2 3 0 2 4 1 2 2 3 2 8
36 593 1 2 2 2 2 4 1 3 2 2 2 4

Nos isolados 109 e 110 néo foi possivel a amplificagdo do MIRU locus 23 e no
isolado 60 o MIRU locus 40, mesmo apos 5 repetigdes. Os MIRUs loci 10, 23, 26, 40,
foram os mais discriminatorios, sendo que o loci 26 ¢ 40 foram os mais polimoérficos
com até com 8 alelos, seguido do loci 23 e 10 com até 7 alelos. Em todos os isolados
analisados, no locus 24 foi verificado apenas alelos 0 ou 1.

A figura 4 ilustra o dendrograma produzido com os resultados obtidos pela
técnica de MIRU onde ndo foi encontrada a formagao de grupos genéticos com 100% de
similaridade. A técnica de MIRU gerou 93 genotipos diferentes. Entretanto, foram
encontrados 4 grupos de dois isolados cada com 97% de similaridade (67 e 70; 84 e 85;
66 e 68; 56 € 96), 5 grupos de dois isolados cada com 96% (105 e 171; 58 e 61; 77 e 78;
69 e 72; 102 e 110), 5 grupos de dois isolados cada com 95% (1 e 4; 184 e 63; 16 e 22;

12 €52;45 ¢ 53).
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Figura 4: Dendrograma produzido com os resultados obtidos pela técnica de MIRU.
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4.5 Associacdo das técnicas de Spoligotyping e de MIRU

A andlise combinatoria das duas técnicas de epidemiologia molecular foi
realizada no programa Bionumerics (versdo 4.5) e a figura 5 ilustra o dendrograma
resultante desta analise. Entre os 93 isolados analisados, a combinacao das duas técnicas
evidenciou auséncia de grupo clonal nesta populagdo estudada, gerando 93 gendtipos
independentes. Os isolados agrupados pela técnica de Spoligotyping em 12 cluster com
100% de similaridade, foram separados quando associados com a técnica de MIRU.
Mesmo assim, os isolados destes grupos clonais apresentaram similaridade de até 91 %
(SIT 1 de 92%, SIT 397 de 96%, SIT 47 de 97%, ST (23 e 82) de 96%; SIT 60 de 94%;
SIT 828 de 94%; SIT 42 de 91%; SIT 17 de 93%; SIT 53 de 90%, SIT 1905 de 95%, ST
(5, 46, 110 e 183) de 93% e SIT 50 de 95%). Entretanto, a técnica de MIRU também
evidenciou que dentro de cada agrupamento de Spoligotipos, haviam isolados que eram
mais proximos entre si. Assim na familia Beijing, dentro do SIT 1 com 4 isolados, o
MIRU demonstrou que a similaridade entre os isolados 65 e 81 era de 96%, destes para
0 64 de 93,5% e destes trés para o ultimo isolado (7) de 92%. Dentro do maior grupo
SIT 53 da sub-familia T1, com 10 isolados, a similaridade entre eles foi de 93%,
entretanto entre os isolados 78 ¢ 83 ¢ de 97% e entre 17 ¢ 18 de 96%. A mesma situagao

pode ser observada para os clusters dos SITs 50, 60, 42 ¢ 17.
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Figura 5: Dendrograma dos 93 isolados avaliados por Spoligotyping e MIRU.
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O resultado resumido do poder discriminatério de cada técnica de tipagem,

destacando os 12 grupos clonais gerados pela técnica de Spoligotyping, os 12 loci de

MIRU destes isolados em cluster e perfil de resisténcia dos respectivos pacientes, sdo

apresentados no quadro 14.

Quadro 14: Similaridade entre os grupos clonais realizados pela técnica de Spoligotyping e os resultados

obtidos pelo MIRU.
Grupo | Amostras Spoligotyping Spoligotipo MIRU Resisténcia
Familia
1 7 Beijing 1 223126152331 INH; RIF
64 223321172412 INH; RIF
65 223425173423 EST
81 223325183503 INH; RIF; EST
2 11 U 397 023224062103 INH; RIF; EST; EMB
31 123204052113 INH; EST
3 60 H1 47 225212052314 INH; RIF; BEM
70 225313153314 -
4 23 ST 223115052313 INH; RIF
82 224226153303 INH; RIF; EMB
5 12 LAMO4 60 124325132324 INH; EST
20 023225132214 INH; RIF
86 124326033304 INH; RIF; EMB
167 224127131221 INH; RIF; EST; EMB
6 77 LAMO4 828 225226143301 INH
93 133223142322 INH; RIF; EST
7 21 LAMO9 42 123016052211 -
41 124014041311 -
51 124224042111 -
55 123100141311 INH; RIF; EST; EMB
57 224126041311 INH; RIF
74 234126132311 INH
184 224225132221 EST
8 19 LAMO2 17 223114162211 -
73 224325143211 -
85 224126153301 INH; RIF; EST; EMB
88 224225132221 INH; RIF; EST; EMB
9 14 T1 53 123225152322 INH; EST
17 222014022204 -
18 222014022204 -
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43 222215032215 INH; RIF; EST
54 212223112213 INH; RIF; EST
71 212223112213 -
78 223325163214 INH; RIF; EST
&3 224225143301 INH; RIF; EMB
150 223126142301 INH; RIF; EMB
08 451 223024122328 -
10 52 Tl 1905 124324042324 INH; RIF; EMB
53 223113152314 RIF
11 5 ST 125202052212 INH; EST; EMB
46 124301152314 INH; RIF; EST
110 22422 152322 -
183 225324152326 INH; RIF; EST; EMB
12 26 H3 50 225302152213 INH
27 225214152313 INH, RIF; EST, EMB
29 223202152313 -
34 127213052312 INH; RIF; EST; EMB
61 22331215232 INH; RIF; EST; EMB
67 225313153313 -
165 226324152324 INH; RIF; EST; EMB
171 226223152224 INH; RIF; EST; EMB

ST: Shared-types; ( - ): Sensivel a todas as drogas; INH: Izoniazida; RIF: Rifampicina; EST:
Estreptomicina; EMB: Etambutol.

Do total de 39 pacientes agrupados pela técnica de Spoligotyping, em todas as
sub-familias e SITs estavam presentes os isolados MDR. Apesar do baixo numero de
isolados em cada cluster de Spoligotyping, ¢ possivel verificar que para cada SIT e sub-
familia, determinados loci de MIRU foram mais discriminatorios. Por exemplo, os sete
isolados da subfamilia LAM9 e SIT 42, apresentaram polimorfismo ja no locus 2, sendo
que trés isolados apresentaram dois alelos e quatro isolados, apenas um alelo. Ainda no
mesmo SIT 42, polimorfismos foram verificados nos loci 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26, 27,
31 e 39. Por outro lado, na SIT 1 da familia Beijing, com quatro isolados, o
polimorfismo de alelos foi verificado apenas a partir do locus16, continuando com os

loci 23, 26, 27, 31, 39 ¢ 40.
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5. Discussao

A tuberculose ¢ uma doenga cronica de transmissdo aérea que aflige a
humanidade ha mais de 5 milénios. O M. tuberculosis é provavelmente o patogeno
responsavel pelo maior nimero de mortes at¢ o momento, e segundo dados estimados
pela Organizacdo Mundial de Satide um ter¢o da populacdo mundial estd infectada com
o bacilo e cerca de 8 a 10 milhdes de casos novos acontece a cada ano, com dois
milhdes de mortes (CUNHA et al., 2009). No Brasil, em 2008 foi verificado 70.989
novos casos de tuberculose com uma incidéncia de 37/100.000 habitantes e 4.735 obitos
(WHO — World Health Organization, 2010). Ela ¢ caracterizada como doenga social,
onde a superpopulagdo, desnutricdo e falta de infra-estrutura basica sdo fatores de
importancia na transmissao da doenga (MARQUES & CUNHA, 2003).

Entre os paises mais desenvolvidos, o impacto da doenga sobre a populacao foi
reduzido através da melhoria nas condi¢des de vida observada em meados do século
XIX, e tornou-se ainda menor pela implementacdo da quimioterapia efetiva nos ultimos
50 anos. Nos paises ainda em desenvolvimento, a tuberculose manteve-se como um
sério problema de satude publica (MANJUBA et al., 2008).

O Estado de Sao Paulo ¢ o mais populoso do Brasil com estimativa em 2008 de
41.139.672 habitantes, dividido em 645 municipios, ocupando uma area de 248.
209.426 quildmetros quadrados. Considerado o "motor econdmico” do Brasil, o estado
de Sio Paulo ¢ o mais rico e modelo entre os estados com alto Indice de
Desenvolvimento Humano, abrigando o maior parque industrial e a maior producao
econdmica (http://www.saopaulo.com.br/acidade.htm). Sua populagdo ¢ a mais
diversificada e mais populosa do Brasil, descende principalmente de portugueses que
descobriram o Brasil e instalaram as primeiras vilas exatamente no estado de Sao Paulo

e de imigrantes italianos, amerindios, africanos além de outras grandes correntes
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migratorias, como arabes, alemaes, espanhoéis e japoneses. Sua capital, o municipio de
Sdo Paulo tem uma populacdo da regido metropolitana de 10.434.252 milhdes de
habitantes, segundo ultimo censo de 2007 e uma area de 1.509 quilometros quadrados.
Isso significa uma densidade demografica de mais de 7 mil habitantes por quilometro
quadrado, um nimero muito maior que a média do Estado (165,75 hab./km?). Detém o
maior registro de imigrantes, quase 3 milhdes de 70 diferentes nacionalidades e, como
também ndo poderia deixar de ser, evidenciando toda a complexidade do Estado mais
cosmopolita da América do Sul (http://www.saopaulo.com.br/acidade.htm).

Sendo assim, o estado de Sdo Paulo tem uma alta prevaléncia de tuberculose,
com cerca de 21.000 casos por ano e aproximadamente de 18.000 casos novos. O
municipio de Sdo Paulo ¢ responsavel por uma incidéncia de 65,2/100.000 habitantes e
em 2009 foram registrados 6.769 casos dos quais 5777 eram de casos novos, 399 de
recidiva e 520 fizeram retratamento apos abandono
(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/cve_tb.html).

No controle da tuberculose, a cidade de Sdo Paulo conta com o Instituto
Clemente Ferreira fundado em 1913, que ¢ Centro de Referéncia para todo o Estado de
Sdo Paulo na abordagem da tuberculose e outras doengas pulmonares, sendo referéncia
nacional no combate a doenca. O ambulatério do instituto ¢ responsavel pelo
atendimento, tratamento e acompanhamento dos doentes na cidade de Sao Paulo, sendo
especializado em atender pacientes com dificuldades no tratamento.

Noventa ¢ trés isolados clinicos de M. tuberculosis, provenientes de pacientes
atendidos no Instituto Clemente Ferreira de fevereiro de 2006 a janeiro de 2008,
constituiram o montante de amostras estudadas. A aplicagdo da PCR-1S6110 confirmou
pela amplificacdo do fragmento de 245pb, a identificagdo de M. tuberculosis em todos

os isolados. Entretanto, nosso laboratorio, em trabalhos retrospectivos, analisando cepas
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de M. tuberculosis provenientes do mesmo Instituto e do Servi¢o Especial de Satde de
Araraquara, verificou auséncia do 1S6110 em cerca de 5% total de aproximadamente
500 cepas analisadas (dados ndo publicados). Segundo van Soolingen et al. (1993) em
algumas cepas de M. tuberculosis provenientes da India ¢ do Vietnd (YUEN et al.,
1993), foram verificadas também ausé€ncia desta sequéncia de inser¢do, gerando um
resultado falso negativo.

A avaliag@o dos dados epidemiologicos dos 93 pacientes identificou que 60,2%
eram provenientes de pacientes do sexo masculino e 39,8% do sexo feminino, e que 46
(49,5%) dos isolados clinicos de M. tuberculosis eram MDR. Estes dados s@o
discordantes de literaturas pertinentes, onde a relagcdo entre os sexos ¢ de cerca de 3x
maior para o sexo masculino (MALASPINA, 2004; SANTOS, 2009; SEVERO&LEITE
2005). Estudo realizado por Melo et al. (2003), no mesmo Instituto, de 182 pacientes,
112 (61,5%) eram do sexo masculinos e todos MDRs. Apesar do nosso estudo
apresentar um viés devido a pequena amostragem frente ao grande contingente de casos
de tuberculose da cidade de Sdo Paulo, os dados revelam a caracteristica deste
ambulatorio em atender principalmente pacientes com dificuldade no tratamento.
Estudos citados por Jardim et al. (2001) mostrou que no Brasil, as cepas MDR em sua
maioria sdo “adquiridas”, em conseqiiéncia de falhas do tratamento, tais como a
irregularidade, o abandono e prescri¢gdes inadequadas.

Com respeito a epidemiologia molecular da tuberculose, este estudo ¢ bastante
escasso no Brasil (MALAGNI et al., 2009; MALASPINA et al., 2008), sendo ainda
menor, o numero de publicagdes que avaliam a diversidade genética dos isolados
clinicos da cidade de Sdo Paulo (FERRAZOLI et al., 2000).

Desta forma, para caracterizar a diversidade genética da populacdo de M.

tuberculosis, a técnica de Spoligotyping foi aplicada por dois anos consecutivos nos
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isolados clinicos provenientes de pacientes da grande area metropolitana de Sao Paulo ¢
atendidos no ambulatorio do Instituto Clemente Ferreira. A técnica de Spoligotyping é
altamente reprodutivel, sendo utilizada para abordar linhagens circulantes numa
determinada regido. Aliado a organizacdo de uma base de dados internacional de
spoligotipos, esta técnica tornou possivel, uma visdo global da distribui¢do geografica
dos genotipos (FILLOL et al., 2002 e 2003) bem como a proveniéncia geografica de
cepas isoladas (DAVID et al., 2004).

As principais familias encontradas neste estudo foram a LAM, T e Haarlem
(respectivamente em 28%, 25,8% e 11,8%), representando 65,6% dos isolados
estudados. Dados semelhantes foram encontrados no estudo realizado no Hospital
Fernando Fonseca de Lisboa em Portugal, com 249 isolados (DAVID et al., 2004). Esta
cidade também se caracteriza por ser densamente povoada e com alta incidéncia de
tuberculose. Neste mesmo estudo (DAVID et al.,, 2004), a familia LAM foi a
predominante com 29,2% do total. A incidéncia das mesmas familias de M. tuberculosis
encontradas na cidade de Sao Paulo e de Lisboa pode ser uma indicagdo da intensa
relagdo Brasil/Portugal principalmente nas duas capitais. No estudo realizado por Silva
et al. (2009), no Rio Grande do Sul as familias LAM, Haarlem ¢ T foram as mais
prevalentes. Noguti, et al. (2010) estudando os isolados clinicos de M. tuberculosis,
verificaram também a predominancia destas trés familias em Maringa —PR. Malaspina
et al. (2008), estudando populagdo de Araraquara-SP, onde a incidéncia da tuberculose
¢ baixa, verificaram predominancia da familia T. As trés familias (LAM, T e Haarlem)
sdo as mais freqiientes encontradas na Africa, na América do Sul e Central e na Europa
(BRUDEY et al., 2006).

As outras familias encontradas nos isolados de Sao Paulo foram as familias U (5

isolados), Beijing (4 isolados), S e X com 1 isolado cada. Nao foi surpresa encontrar



70

dentre as familias, a Beijing que contribuiu com 4,3% dos SIT identificados. Originario
da China, cerca de 50% dos membros desta familia sdo encontradas na Asia Oriental.
Entretanto uma média de 4% ja sdo encontrados na Europa, principalmente na Europa
Oriental (MORCILLO et al., 2005). O genétipo das cepas da familia Beijing foi
extensivamente estudado devido as suas caracteristicas altamente epidémicas e
resistentes aos medicamentos, causando diversos focos de infecgdo ao resto do mundo.
As cepas Beijing podem geneticamente ser mais invasivas € mais propensas para
adquirir resisténcia aos farmacos (MORCILLO et al., 2005). Portanto, neste estudo, a
participagdo da familia Beijing em 4,3% do total de isolados identificados no SpolDB4,
pode estar relacionado com a imigragdo de populagdes asiaticas e da Europa Oriental
para o Brasil, principalmente para a cidade de Sdo Paulo. Malaspina et al. (2008), ndo
relatou a presenca desta familia dentre os isolados de Araraquara, interior de Sao Paulo,
mas ela foi encontrada em outras localidades brasileiras (BRUDEY et al.,2006).
Segundo David et al. (2007) em Portugal os spoligotipos de Beijing sdo bem freqiientes.
Nao foram encontrados representantes das familias Bovis, EAI, CAS e Afri que
sdo consideradas mais ancentrais (FILLIOL et al., 2002; FERDINAND et al., 2004).
Quanto a estabilidade dos gendtipos, os estudos indicaram que mais de 50% de
todos os isolados cujos genotipos foram identificados no SpolDB4, estavam
enquadrados em apenas seis SITs (17, 60, 42, 53, 50 e 1), indicando uma restrita
diversidade genética. Borsuk et al. (2005) observaram no Sul do Brasil, cerca de metade
dos isolados pertenciam a sete dos spoligotipos (SITs 17, 20, 33, 42, 50, 53 e 65). David
et al. (2007), também verificaram na cidade de Lisboa, oito SITs responsaveis por 50%
dos casos de tuberculose. A prevaléncia de 13,8%, 11,1% e 9,7%, respectivamente dos
SITs 53, 50 e 42 ¢ justificavel uma vez que estes SITs sdo ubiquitdrios, de ampla

distribuigdo mundial (SOLA et al., 2001). Para Malaspina et al. (2008), a ST53 ¢ o
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segundo isolado mais freqiientemente no SpolDB4, sugerindo ser um isolado de facil
transmissdo ¢ adaptabilidade. Os SITs 17 e 60, também s3o de ampla distribui¢ao
mundial, entretanto predominando nos paises da América Latina (SOLA et al., 2001;
FILLIOL et al., 2002). Em outro estudo realizado com 65 pacientes do Rio Grande do
Sul, os dois padrdes mais freqiientemente encontrados foram STS50 e STS53, que
mostram uma freqiiéncia alta em estudos anteriores realizados na América Latina
(BORSUK et al., 2005).

Quanto a localizacdo geografica dos demais SITs encontrados, pode-se observar
que da familia LAM, o spoligotipo 1895 (ST1895) ¢ um tipo localizado, sendo descrito
apenas no Brasil e o SIT 828, apenas no Brasil e no Guiné Bissau. J4 os spoligotipos
ST33, ST93 e ST1154 ainda ndo apresentaram relatos de ocorréncia no Brasil. O SIT 33 ¢
um spoligotipo exclusivo da Africa do Sul, sendo a identificagdio de um isolado deste
spoligotipo neste trabalho, justificada pela presenca de imigrantes da Africa do Sul na
cidade de Sao Paulo. Fato curioso a ser destacado ¢ que dentre os isolados com STs ainda
ndo descritos no SpolDB4, SITVIT e Spotclust, dois isolados em cluster (23 e 82)
apresentaram spoligotipo com 83% de similaridade com o SIT33, diferindo apenas pela
auséncia do espacgador 13. A presenca do SIT 93, que ¢ um tipo localizado na Venezuela,
indica o possivel contato de paulistanos com venezuelanos, bem como do SIT 1154,
contato os haitianos. Na sub-familia T1 os genotipos SITs 86, 102, 453, 1166, 1214 ¢
1475, bem como a SIT 34 da familia S, ainda ndo foram descritos no Brasil, mas o fato de
encontrar estes padroes entre os isolados da cidade de Sdo Paulo ndo ¢ surpresa uma vez
que estes SITs sdo originarios de paises com estreita correlagdo de imigracdo com o
Brasil (Venezuela, Argentina, Itdlia, Turquia, Portugal, etc). Dentro da mesma sub-
familia T1, ainda podemos destacar a presenga de trés isolados do genotipo raro SIT1905,

com apenas 2 isolados no SpolDB4 sendo um do Brasil e outro da Argentina.
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Na familia X, o isolado clinico com SIT92, ja foi identificado no Brasil.
Entretanto, na familia U com 5 isolados, os genotipos ST534 e ST560 nunca foram
descritos na América do Sul. Destacamos também a presenga, na cidade de Sao Paulo, de
um spoligotipo raro, o SIT467 da sub-familia H3 encontrados na Libia e nos Estados
Unidos, com descrig¢do de apenas cinco isolados.

A técnica de Spoligotyping foi realizada em 93 isolados de M. tuberculosis,
sendo identificados 12 clusters compreendendo de dois a 10 isolados cada, com
similaridade de 100%. Segundo Cowan et al. (2005) do total de 259 isolados dos Estados
Unidos, 64,1% formaram cluster pela técnica de Spoligotyping. Sharma et al. (2008), de
97 isolados de M. tuberculosis em area rural de Kanpur mostrou similaridade em 10
grupos clonais, responsavel pela transmissdo da doenca nesta area.

Apesar de seis SITs representarem mais de 50% de todos os spoligotipos
identificados na cidade de Sdo Paulo, os demais SITs encontrados indicaram a grande
diversidade genética dos isolados de M. tuberculosis presentes, caracterizados pela
grande mistura étnica dos habitantes da cidade de Sao Paulo. Neste sentido, os nossos
dados indicaram que esta técnica superestimou a formacao de clusters, concordando com
os dados de Borsuk et al. (2005) que também pesquisaram uma area com alta incidéncia
de tuberculose no sul do Brasil (74,9/100.000). Os autores ainda sugeriram que a
propor¢do alta de clones era devido a alta incidéncia de tuberculose. Por outro lado,
dentre os 17 spoligotipos ainda ndo descritos no banco de dados SpolDB4 e SITVIT, a
analise pelo Spotclust revelou que 9 STs apresentavam genodtipo com 99% de
similaridade com alguma sub-familia j& descrita, sendo STs 2, 7e 17 com LAM9, ST3
coma LAM3, STs 9, 10 e 14 coma T1, 0 ST11 coma T4 ¢ 0 ST16 com a H1. A analise
dos quatro isolados do ST1 (5, 46, 110 e 183) em cluster, pelo Spotclust indicou que o

gendtipo destes eram similares em 11% com a sub-familia T1, 39% com a H3 e 48% com
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a H37Rv. A analise do dendrograma indicou que o spoligotipo destes isolados eram
similaridade em 93% com o do SIT 50 da sub-familia H3, diferindo deste pela auséncia
dos espacadores 20 e 21. Entretanto se analisarmos o spoligotipo do H37Rv
(7777777477760771), os genotipos dos quatro isolados é mais proximo do da cepa
padrdo diferindo apenas pela auséncia do espagador 29. O ST3 com dois isolados (23 ¢
82) em cluster, eram similares em 99% com a LAM3 no Spotclust. No dendrograma, ao
ser analisado com os isolados deste estudo, a similaridade foi de 87% com o SIT 33 da
sub-familia LAM3, diferindo deste apenas em dois espacadores (auséncia do 13 e
presenca do 15).

Segundo Oelemann et al. (2007) ¢ Cowan et al. (2005), a técnica de
Spoligotyping deve ser utilizada com outros métodos de tipagem para identificar cadeia
de transmissdo e discriminar isolados em nivel clonal. No Brasil, publica¢des tem sido
verificadas associando Spoligotyping com RFLP-IS6110 (MALASPINA, 2008;
BORSUK et al., 2005; MARCHETTI et al., 1997). Recentemente, a combinacdo de
Spoligotyping ¢ MIRU-VNTR tem sido proposta como um novo padrao molecular para
estudos epidemioldgicos (HONISCH et al., 2010), também realizado no Brasil por
Supply et al. (2003), apesar do alto grau de conservagdo de MIRUs, entre os isolados
clinicos de M. tuberculosis, 12 dos 24 loci, gera polimorfismo suficiente para
investigag¢do epidemioldgica. Com potencial de acima de 16 milhdes de combinagdo, a
técnica de MIRU possui um poder de resolugdo semelhante ao do padrdo ouro RFLP
(MAZARS et al., 2001).

Para Sola et al. (2001), ha uma hierarquia de polimorfismo nestes doze loci,
sendo os loci 10, 23, 26, 31 e 40 os que geram maior diversidade alélica. Concordando
com os autores, no nosso estudo, os loci 10, 23, 26, e 40 foram os mais discriminatorios,

entretanto no locus 31, a maior variagdo foi de 5 alelos para um isolado e 4 para 2
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isolados e nos demais isolados a variagdo foi de 3 a 1 alelos. Analisando 259 isolados
clinicos de M. tuberculosis, Cowan et al. (2005), obtiveram pela técnica de
Spoligotyping a formagdo de 64,1% de isolados em cluster e de 46,7%, pela técnica de
MIRU. Em nosso estudo, pela técnica de MIRU, todos os 93 isolados geraram
genotipos independentes, ndo havendo a formagdo de grupos genéticos com 100% de
similaridade. Segundo Mazars et al. (2001), os VNTR (minisatelites) sdo livres de
pressdo seletiva ou funcional sendo que os perfis de MIRU podem ser estaveis em
isolamentos consecutivas até por 18 meses. Neste sentido, os dados mostram claramente
o vieis do nosso trabalho, que apesar de ter acompanhado por dois anos e estudado 93
isolados, esta amostragem foi pequena frente a alta incidéncia de tuberculose da cidade
de Sao Paulo. Entretanto, Sharma et al. (2008) também nao verificaram pela técnica de
MIRU, formagcio de grupo genético nos isolados da zona rural de Kanpur, sul da Asia.
Os autores afirmaram que mesmo em pequenas populacdes, os isolados de M.
tuberculosis podem apresentar uma grande diversidade genética.

Empregando a bioinformatica, Ferdinand et al. (2004) verificaram que o locus
24 de MIRU permitem classificar as familias de Spoligotyping em 2 grupos (A ¢ B). As
familias Haarlem, T, X, LAM e Beijing apresentam no locus 24 nimeros de alelos que
variam de 0 a 1, pertencendo ao grupo B. Estas familias s3o de evolucdo mais recente.
As familias Bovis, Afri, EAI pertencem ao grupo A, pois apresentam 2 ou 3 alelos no
locus 24, e representam as familias ancestrais. No nosso estudo, concordando com o
relato de Ferdinand et al. (2004), todos os isolados apresentaram 0 ou 1 alelo no locus
24, e nenhum isolado foi encontrado como pertencente as familias Bovis, Afri ou EAL
Os isolados encontrados na cidade de Sao Paulo sdo, portanto pertencentes as familias
que evoluiram mais recentemente e que aparentemente sdo mais prevalentes ao redor do

mundo.
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A associagao das duas técnicas Spoligotyping e MIRU separou todos os isolados
dos 12 grupos que haviam sido formados na técnica Spoligotyping, gerando 93
gendtipos diferentes. Estes dados evidenciaram mais uma vez a alta diversidade
genética encontrada entre os isolados de Sdao Paulo. Entretanto, todos os isolados que
formaram cluster pela técnica de Spoligotyping, quando associados com o MIRU,
continuaram agrupados com uma similaridade de no minimo 91%, havendo inclusive
diferencga de similaridade entre os isolados do mesmo cluster.

Um estudo realizado de 353 pacientes do Rio de Janeiro por Baptista em 2006,
revelou que a combinagdo de MIRU-VNTR e Spoligotyping para a defini¢do dos
gendtipos reduziu o namero de clusters para 7,8% e os dados obtidos que sugeriram que
os Clusters formados por RFLP-1S6110 foram respeitados por MIRU. Segundo Silva et
al. (2009), Spoligotyping apresentou o menor poder discriminatério, identificando 26
perfis entre os 65 isolados contra 46 MIRU demonstrando um poder discriminatorio
superior ao Spoligotyping.

Apesar do pequeno niumero de isolados em cada cluster de Spoligotyping, ¢é
possivel verificar que para a discriminacdo de cada SIT e sub-familia, determinados loci
de MIRU foram mais discriminatérios. Ferdinad et al. (2004) verificaram que o locus
40 de MIRU era o mais discriminante para as familias LAM, T, EAl e X , o MIRU 26
para Beijing e MIRU 23 para Haarlem. Observando especificamente para os 12 SITs em
clone (quadro 13) os nossos resultados sdo concordantes com do Ferdinand et al. (2004)
com relagdo ao T1 (locus 40) e Beijing (locus 26 para SIT 1). Entretanto para os SITs
60 ¢ 828 (LAM 04), 42 (LAM 09), 17 (LAM 02) o locus 23 foi o mais promissor € ndo
0 40, bem como para a o SIT 50 da familia Haarlem, foi o locus 10 e ndo o 23.

Os MIRUs loci 10, 23, 26 e 40, foram os mais discriminatorios, sendo que os

loci 26 e 40 foram os mais polimoérficos com até 8 alelos, seguido dos loci 23 e 10 com
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até 7 alelos. Em todos os isolados analisados, no locus 24 foi verificado apenas alelos 0
ou 1. Concordando com o nosso trabalho, o estudo realizado no Rio Grande do Sul, os
loci 10, 23, 26 ¢ 40 mostraram maior poder discriminatorio (SILVA et al., 2009).

Nos isolados 109 e 110 nao foi possivel a amplificagdo do MIRU locus 23 ¢ no
isolado 60 o MIRU locus 40, mesmo ap6s 5 repetigdes Em outro estudo realizado em
nosso laboratdrio, segundo Santos (2009), 4 amostras ndo amplificaram os mesmos
alelos de MIRU.

Ainda pode-se verificar pelo quadro 14 que o genotipo das cepas da familia
Beijing apresentou caracteristica de MDR com exceg@o do isolado 65, resistente apenas
a estreptomicina. Para Morcillo et al. (2005), as cepas Beijing podem geneticamente ser
mais invasivas e mais propensas para adquirir resisténcia aos fdrmacos. Entretanto,
neste estudo foi verificado que todas as familias identificadas eram compostas de
isolados MDR ou ndo, sem predominancia de alguma familia. Segundo Jardim et al.
(2001), no Brasil a caracteristica de MDR de M. tuberculosis em sua maioria sdo
“adquiridas”, em conseqiiéncia de falhas do tratamento, tais como a irregularidade, o
abandono e prescrigdes inadequadas. Nossos dados concordam com os autores,
indicando que na cidade de Sdo Paulo os isolados clinicos adquiriram resisténcia aos
quimioterapicos independente da familia ou SIT a que pertencem e, que esta dependeu
mais da pressdo seletiva gerado pelas circunstancias do que da propensdao do micro-

organismo em adquirir resisténcia.
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6. Conclusodes

A técnica Spoligotyping ¢ facil, rapida e permite uma visdo ampla sobre a distribuicado

geografica dos genotipos circulantes através da identificagdo de familias e SITs.

A técnica de MIRU ¢ mais minuciosa, com maior poder discriminatorio.

Os isolados agrupados pela técnica de Spoligotyping em 12 cluster com 100% de
similaridade, foram separados quando da associacdo com a técnica de MIRU. Mesmo

assim, os isolados destes grupos clonais apresentaram similaridade de até 91%.

Cerca de 78% dos spoligotipos encontrados na cidade de Sdo Paulo foram identificados
no Banco Internacional de Spoligotyping SpolDB4 e SITVIT, sendo as familias LAM, T

e H as mais predominantes entre os isolados de Sdo Paulo.

Os MIRUs loci 26, 40, 23 e 10, foram os mais discriminatorios, sendo que o loci 26 ¢

40 foram os mais polimoérficos com até 8 alelos.

Cerca de 23% dos spoligotipos encontrados nos isolados do Ambulatorio do Instituto
Clemente Ferreira nao compdem perfis descritos nos Bancos Internacionais de

Spoligotyping SpolDB4, SITVIT e Spotclust.

Os SITs 50, 53 e 42 de distribuicao ubiquitaria ao redor do mundo sdo também os mais

freqiientes na cidade de Sao Paulo.
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A presenca de SITs localizados e ainda ndo identificados no Brasil como 33 (ZAF), 93
(VEN), 1154 (AUS, CZE, HIT, USA), 86 (AUT, ESP, FXX, GUF, ITA, ITAS, MDG,
NLD, TUR, USA, VEN), 102 (RUS, USA, ZAF), 453 (GUF, PRT, SWE, USA), 1166
(MWI, USA VEN), 1214 (DEU, GUF, MDG, POL), 1475 (ARG, MWI, VEN), 65
(MTQ, SWE, USA), 175 (ARG, FXX, HTI, ITA, PER, SUR, USA), 157 (DEU, ITA,
PRT), 467 (LBY, USA), 534 (ESP, GNB), 560 (GEO, RUS, USA) e 34 (ARG, ARM
AUT, AZE, BEL, CHN, CZE, DEU, ESP, EST, FIN, GBR, GLP, MOZ, MWI, NLD,
NZL, PRT, REU, SAL, SWE, THA, USA, VEN, VNM, ZAF), retratam a grande
diversidade genética dos isolados clinicos de M. tuberculosis, bem como a intensa

imigracdo e mobilidade étnica de populagdao da megalopole que ¢ a cidade de Sao Paulo.

Os isolados clinicos de M. tuberculosis adquiriram resisténcias aos quimioterapicos
independentes das familias ou de SITs a que pertenciam, indicando que o surgimento de

isolados MDR ndo foi determinante caracteristica genética destas micobactérias.
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8. Anexo

| Ord. | Pais | 2Letmas | 3Lemas | Cod.
| 1 |Afeganistio AF  |AFG |004
| 2 |Africa do Sul ‘ZA |ZAF |7 10
| 3 |Albania AL |ALB 008
| 4 |Alemanha DE [DEU [276
| 5 |Algéria DZ [DzA 012
| 6 |Andorra /AD |AND (020
| 7 |Angola A0 |AGO |024
| 8 |Anguilla AL [AIA  [660
| 9 |Antartida AQ |ATA 010
| |Antigua e Barbuda ‘AG |ATG |028
| |Antilhas Holandesas ‘AN |ANT |530
| 12 |Arabia Saudita SA  [SAU [682
| 13 |Argentina AR |ARG 032
| 14 |Arménia AM |ARM |51
| 15 |Aruba AW |ABW [533
| 16 |Australia AU |AUS 036
| 17 |Austria AT [AUT 040
| 18 |Azerbaijdo AZ |AZE 31
| 19 |Bahamas BS [BHS |044
| 20 [Bahrein BH [BHR [048
| 21 |Bangladesh BD [BGD [050
| 22 |Barbados BB BRB 052
| 23 [Belarus BY [BLR 112
| 24 [Bélgica BE [BEL |056
| 25 |Belize BZ [BLZ |084
| 26 [Benin B]  BEN 204
| 27 |Bermudas BM [BMU |060
| 28 [Bolivia BO [BOL |068
| |Bc')snia-Herzeg(’)Vina ‘BA |BIH |070
| 30 [Botsuana BW BWA (072
| 31 [Brasil BR [BRA (076
| 32 |Brunei BN [BRN 096
| 33 |Bulgdria BG [BGR [100
| 34 |Burkina Fasso BF |BFA (854
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| 35 |Burundi BI [BDI 108
| 36 |Butdo BT [BTN |064
| 37 |Cabo Verde cv  |cpv (132
| 38 |Camardes CM  [CMR [120
| 39 |Camboja KH [KHM 116
| 40 |Canad4 CA |CAN 124
| 41 |Cazaquistdo KZ [KAZ [398
| 42 |Chade TD [TCD [148
| 43 [Chile CL |CHL 152
| 44 [China CN |CHN [156
| 45 |Chipre CY [CYP 196
| 46 |Cingapura SG  [sGP  [702
| 47 |Colombia co |coL 170
| 48 |Congo CG |coG [178
| 49 |Coréia do Norte ‘KP |PRK |408
| 50 |Coréia do Sul KR [KOR [410
| 51 |Costa do Marfim CI IV 384
| 52 |Costa Rica ICR |CRI [188
| 53 |Cr0écia (Hrvatska) ‘HR |HRV |191
| 54 |Cuba CU [cuB [192
| 55 |Dinamarca DK |[DNK 208
| 56 |Djibuti DI DI 262
| 57 |Dominica DM DMA 212
| 58 |Egito EG [EGY [818
| 59 |El Salvador SV SLV 22
| 60 |Ernirados Arabes Unidos ‘AE |ARE |784
| 61 |[Equador EC [ECU [218
| 62 |Eritréia ER [ERI  [232
| 63 |[Eslovaquia SK |SVK [703
| 64 |Eslovénia ‘SI |SVN |705
| 65 |Espanha ‘ES |ESP |724
| 66 |Estados Unidos US [UsA [840
| 67 |Estonia EE  [EST 233
| 68 |Etiopia ET |[ETH 231
| 69 |Federa<;'210 Russa ‘RU |RUS |643
| 70 |Fiji FI[F1 242
| 71 |Filipinas PH [PHL 608
| 72 |Finlandia FI  [FIN 246
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| 73 |Franca FR [FRA [250
| 74 |Frang:a Metropolitana ‘FX |FXX |249
| 75 |Gabio GA |GAB [266
| 76 |Gambia GM |GMB 270
| 77 |Gana GH |GHA 288
| 78 |Georgia GE |GEO [268
| 79 |Gibraltar Gl  |GIB 292
| 80 |Grd-Bretanha (Reino Unido, UK) GB |GBR (826
| 81 |Granada GD |GRD 308
| 82 |Grécia IGR  |GRC  [300
| 83 |Gr0eléndia ‘GL |GRL |304
| 84 |Guadalupe GP  |GLP [312
| 85 |Guam (Territorio dos Estados Unidos) ’GU |GUM |316
| 86 |Guatema1a ‘GT |GTM |320
| 87 |Guiana GY |GUuY [328
| 88 |Guiana Francesa ‘GF |GUF |254
| 89 |Guiné GN |GIN  [324
| 90 |Guiné Equatorial GQ |GNQ [226
| 91 |Guiné-Bissau GW |GNB 624
| 92 |Haiti HT [HTI [332
| 93 |Holanda NL |NLD 528
| 94 |H0nduras ‘HN |HND |340
| 95 |H0ng Kong ‘HK |HKG |344
| 96 |Hungria HU [HUN [348
| 97 [Iémen 'YE |YEM (887
| 98 |Ilha Bouvet (Territorio da Noruega) ‘BV |BVT |074
| 99 |[Ilha Natal CX [CXR 162
| 100 |Ilha Pitcairn PN [PCN [612
| 101 [Ilha Reunido RE [REU [638
| 102 |Ilhas Cayman ‘KY |CYM |136
| 103 [Tlhas Cocos cC  |cck  [166
| 104 |Ilhas Comores ‘KM |COM |174
| 105 [Tlhas Cook CK |COK |[184
| 106 |Ilhas Faeroes ‘FO |FRO |234
| 107 |Ilhas Falkland (Malvinas) FK |[FLK 238
| 108 [Ilhas Georgia do Sul e Sandwich do Sul GS [sGS 239
| 109 |Ilhas Heard e McDonald (Territorio da Austrélia) ’HM |HMD |334
| 110 |Ilhas Marianas do Norte ‘MP |MNP |580
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| 111 [Ilhas Marshall MH |MHL 584
| 112 |Ilhas Menores dos Estados Unidos ‘UM |UMI |581
| 113 [Ilhas Norfolk INF [NFK [574
| 114 [Tlhas Seychelles SC [syc 690
| 115 [Ilhas Solomao SB  [SLB 090
| 116 |Ilhas Svalbard e Jan Mayen ‘SJ |SJM |744
| 117 [Ilhas Tokelau TK [TKL [772
| 118 |[Ilhas Turks e Caicos TC [TCA [796
| 119 |Ilhas Virgens (Estados Unidos) ’VI |VIR |850
| 120 |Ilhas Virgens (Inglaterra) ‘VG |VGB |092
| 121 [llhas Wallis e Futuna 'WF |[WLF (876
| 122 |india IN [IND [356
| 123 |Indonésia ID [IDN 360
1124 I3 IR [IRN [364
| 125 [Iraque 1Q [IRQ [368
| 126 |Irlanda IE [IRL [372
| 127 [Islandia IS [ISL 352
| 128 [Israel L [ISR [376
| 129 [Italia IT [ITA  [380
| 130 [lugoslavia YU [YUG [891
| 131 |Jamaica M [JAM  [388
| 132 |Japdo P [IPN 392
| 133 |Jordania JO  [JOR  [400
| 134 |Kénia KE [KEN [404
| 135 [Kiribati KI KIR 296
| 136 [Kuait KW [KWT 414
| 137 |Laos LA [LAO [418
| 138 |Létvia LV [LvA |428
| 139 |Lesoto LS [LSO |426
| 140 |Libano LB [LBN 422
| 141 |Libéria LR [LBR 430
| 142 |Libia LY [LBY [434
| 143 |Liechtenstein LI [LIE  [438
| 144 |Litudnia LT [LTU 440
| 145 |Luxemburg0 ‘LU |LUX |442

| 146 |Macau

MO [MAC [446

| 147 |Macedonia

MK [MKD (807

| 148 |Madagascar

MG MDG 450
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| 149 Malésia MY [MYS [458
| 150 [Malaui MW [MWI 454
| 151 |Maldivas MV MDV 462
| 152 |Mali ML [MLI |466
| 153 |Malta MT MLT 470
|154 |Marrocos ‘MA |MAR |504
| 155 [Martinica MQ [MTQ [474
| 156 |Mauricio MU [MUS 480
| 157 |Mauritania MR |MRT 478
| 158 [Mayotte YT [MYT [175
| 159 |México MX |MEX (484
| 160 |Micronésia FM [FSM [583
| 161 Mogambique Mz [MOZ |[508
| 162 Moldova MD (MDA [498
| 163 |Ménaco MC  MCO 492
| 164 |Mongolia MN [MNG 496
| 165 [Montserrat MS  [MSR [500
|166 |Myanma ‘MM |MMR |104
| 167 [Namibia NA [NAM [516
| 168 [Nauru NR [NRU [520
| 169 Nepal NP [NPL 524
| 170 |Nicardgua NI [NIC  [558
| 171 |Niger INE NER [562
| 172 [Nigéria NG [NGA [566
| 173 |Niue NU NIU [570
| 174 |Noruega INO [NOR |[578
| 175 [Nova Caledénia INC [NCL [540
| 176 |Nova Zelandia NZ [NzZL |[554
| 177 |Oma OM |[OMN 512
| 178 |Palau PW [PLW [585
| 179 |Panama PA  PAN |591
| 180 |Papua-Nova Guiné PG [PNG [598
| 181 |Paquistdo PK  [PAK |586
|182 |Paraguai ‘PY |PRY |600
| 183 |Peru PE  [PER |604
|184 |Polinésia Francesa ‘PF |PYF |258
| 185 |Polonia PL  [POL 616
| 186 |Porto Rico PR [PRI 630
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| 187 |Portugal PT  [PRT  [620
| 188 |Qatar QA |QAT 634
| 189 |Quirguistio KG [KGZ [417
| 190 |Rep1’1blica Centro-Africana ‘CF |CAF |140
| 191 |[Republica Dominicana DO DOM [214
| 192 |Rep1’1blica Tcheca ‘CZ |CZE |203
| 193 [Roménia RO [ROM |642
| 194 |Ruanda RW [RWA [646
| 195 |Saara Ocidental EH [ESH 732
| 196 |Saint Vincente e Granadinas ‘VC |VCT |670
| 197 |Sam0a Ocidental ‘AS |ASM |016
| 198 Samoa Ocidental WS [wsM (882
| 199 |San Marino SM  [SMR |674
| 200 |Santa Helena ‘SH |SHN |654
| 201 |Santa Licia LC [LCA 662
| 202 [Sdo Cristovio e Névis KN [KNA [659
| 203 |S€10 Tomé e Principe ’ST |STP |678
| 204 |Senegal SN [SEN  [686
| 205 |Serra Leoa ‘SL |SLE |694
| 206 (Siria SY [SYR [760
| 207 |Somilia SO |SOM  [706
| 208 |Sri Lanka LK LKA |144
| 209 |St. Pierre and Miquelon ‘PM |SPM |666
| 210 |Suazilandia Sz [swz [748
| 211 |Suddo SD |SDN  [736
| 212 |Suécia SE [SWE [752
| 213 |Suica ICH |CHE |[756
| 214 |Suriname SR [SUR [740
| 215 |Tadjiquistdo I  [TIK  [762
| 216 |Tailandia TH [THA |764
| 217 |Taiwan TW [TWN [158
| 218 |Tanzénia TZ [TzA (834
| 219 |Territ(')rio Britanico do Oceano indico ’IO |IOT |086
| 220 |Territ(')rios do Sul da Franc¢a ‘TF |ATF |260
| 221 |Tim0r Leste ‘TP |TMP |626
| 222 [Togo TG [TGO |[768
| 223 |Tonga TO [TON [776
| 224 |Trinidad and Tobago ‘TT |TTO |780
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| 225 |Tunisia TN [TUN [788
|226 |Turcomenist§10 ‘TM |TKM |795
| 227 |Turquia TR [TUR [792
| 228 |Tuvalu TV [TUV [798
| 229 |Ucrania 'UA  |UKR (804
| 230 |Uganda UG [UGA (800
| 231 |Uruguai UY |[URY [858
| 232 |Uzbequistdo Uz [uzB [860
| 233 |Vanuatu VU [VUT 548
| 234 |Vaticano VA |[VAT [336
| 235 |Venezuela 'VE |[VEN (862
| 236 |Vietna VN [VNM [704
| 237 |Zaire ZR  |[ZAR 180
| 238 |Zambia ZM [ZMB (894
| 239 |Zimbabue ZW |[ZWE [716
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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