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Resumo

O estudo da epidemiologia molecular através de diferentes técnicas
vigentes como Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Spacer
Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) e Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units (MIRU) revolucionou a compreensédo da epidemiologia da tuberculose.
Foram analisados isolados clinico de pacientes portadores de tuberculose
pulmonar no municipio de Araraquara, entre os anos 2000 e 2006, através de
genotipagem por RFLP e Spoligotyping (n=122). A técnica de RFLP permitiu a
identificagdo de um indice de 26,4% de casos de tuberculose proveniente de
infeccdo recente na cidade de Araraquara, no periodo de 2000 a 2006.
Verificou-se relacdo epidemiolégica em cerca de 68% dos casos envolvendo
grupos genéticos identificados pelo RFLP. Destaca-se as transmissdes
intradomiciliares e a moradia em condominios residenciais do CDHU. A técnica
de RFLP permitiu a distingdo de dois grandes grupos genéticos, A e B, dentre
os isolados de Araraquara. Cerca de 73% dos spoligotipos obtidos foram
identificados no Banco Internacional de Spoligotyping SpolDB4, sendo as
familias LAM, T e H as mais predominantes e cerca de 27% dos spoligotipos
encontrados apresentaram perfis ndo descritos no SpolDB4. A associacao do
RFLP, Spoligotyping e MIRU nado foi uma boa ferramenta para a andlise
genética dos isolados clinicos visando esclarecimentos epidemiologicos.
Embora a genotipagem através do RFLP permita uma melhor discriminagéo
entre os isolados bem como uma excelente associacdo entre amostras
relacionadas epidemiologicamente, a técnica de Spoligotyping associada ao
MIRU permite uma boa discriminacdo entre os isolados clinicos, da mesma
forma que propicia uma satisfatoria correlacdo entre casos ligados

epidemiologicamente.



Abstract

Molecular epidemiology study using different current methods such as
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Spacer Oligonucleotide
Typing (Spoligotyping) and Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU)
modified tuberculosis epidemiology comprehension. Clinical isolates from
pulmonary tuberculosis patients from Araraquara, between 2000 and 2006,
were genotyped through RFLP and Spoligotyping (n=122). RFLP provided the
identification of a 26.4% level of tuberculosis cases caused by recent infection
in the period. Epidemiologic association were verified in 68% of the cases in
clusters identified by RFLP. Intradomiciliary transmissions and living in
residential condominiums from CDHU were important factors. RFLP fingerprint
provides the distinction of two big genetic groups, A and B, among Araraguara
isolates. About 73% of spoligotypes were described in the International
Spoligotyping Database SpolDB4 and LAM, T and H families were the most
frequent, in the other hand, 27% of spoligotypes had unique profifes not
described in SploDB4. RFLP, Spoligotyping and MIRU association was not a
good tool to genotype clinical isolates in order to provide epidemiological
understandings. Although RFLP fingerprinting allows a better discrimination as
well as an excellent association among epidemiological related isolates,
Spoligotyping associated with MIRU provides a good discrimination among
clinical isolates as well as provides a satisfactory correlation among cases
epidemiological connected.



1. Introducao

A tuberculose é uma doenca que acompanha o homem ha muito tempo.
Existem evidéncias da doenca em 0ssos pré-historicos datados de 8.000 antes
de Cristo. A medida que as populagdes perderam seu carater ndomade e
constituiram aglomerados, aldeias e cidades a transmissdo da doenca foi
favorecida pela constituicdo de ambientes fechados. A partir dos séculos XIV e
XV, com a presuncao do contagio da tuberculose entre as pessoas, 0os doentes
passaram a ser isolados juntamente com seus pertences com 0 objetivo de
evitar a disseminacao da doenca e as consequentes epidemias. O século XVIII é
caracterizado por uma elevada mortalidade causada pela tuberculose,
ocasionando duras medidas para combater a denominada Peste Branca, os
doentes eram afastados da coletividade e em caso de falecimento tinham todos
0s seus pertences incinerados (KRITSKI, 2000).

O agente causador da tuberculose, também conhecido como bacilo de
Koch, foi descoberto em 1882 por Robert Koch e a partir de 1940 comecgaram a
surgir os antimicrobianos que trariam finalmente a cura da tuberculose anos
seguintes. Na década de 60, € instituido o esquema definitivo de trés antibiéticos
administrados simultaneamente, promovendo a cura de 95% dos pacientes. O
tratamento adotado no Brasil atualmente é composto pelos antibiéticos
rifampicina (RIF), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) com seis meses de
duracdo, sendo os dois primeiros meses com RIF, INH e PZA e os quatro
subsequentes com RIF e INH. Este esquema de tratamento mais curto € eficaz e
menos toxico, apesar de 20 vezes mais caro do que o previamente adotado com

duracdo de 12 meses. Entretanto, seu uso, associado a uma politica racional de
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redugdo de hospitalizagbes, trouxe economia significativa de recursos,
possibilitando sua implementagdo em todo o pais, de forma pioneira em todo o
mundo (BRASIL, 2002; KRITSKI, 2000).

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada por espécies de
micobactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis:
M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. canettii,
M. caprae e M. pinnipedii (ARANAZ et al., 2003; COUSINS et al., 2003). As
micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia Mycobacteriaceae,
sub-ordem  Corynebacteriaceae, ordem  Actinomycetales. O género
Mycobacterium compreende cerca de 100 espécies, a maioria saprofitas de vida
livre (ARANAZ et al.,, 1999). Sdo organismos aerobios, ndo esporulados e
classificam-se em micobactérias de crescimento rapido ou lento, de acordo com
o tempo de crescimento requerido para produzir colénias visiveis em meios de
cultura solidos, menos ou mais de sete dias, respectivamente, pois a natureza
hidrofébica de sua superficie celular leva a formacdo de aglomerados e a
alteracdes na permeabilidade dos nutrientes através da célula (LEITE e SATO,
2006; STROHL et al., 2004).

Apesar das bactérias do género Mycobacterium possuirem
caracteristicas muito diversas com relacdo a morfologia das colénias e as
caracteristicas bioquimicas, elas possuem algumas caracteristicas taxondmicas
comuns, como a alcool-acido resisténcia quando expostas a coloracao tintorial
de Ziehl-Neelsen, a presenca de acidos graxos de cadeia longa (chamados
acidos micolicos) e um &acido desoxirribonucléico (DNA) com alto teor em
guanina e citosina (G + C). Os acidos micélicos sdo provavelmente o suporte

molecular da alcool-acido resisténcia. Ligados ao peptidoglicano, eles formam
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uma barreira periférica hidrofébica capaz de se ligar e reter a fucsina durante a
coloracdo de Ziehl-Neelsen (KRITSKI, 2000).

A tuberculose € transmitida de pessoa a pessoa por via aérea, através
de goticulas de 1 a 5 um de diametro produzidas pelo individuo portador da
forma clinica pulmonar ou laringea da doenca, ao tossir, espirrar ou falar
(EDWARDS e KIRKPATRICK, 1986). Quando grandes particulas séo inaladas,
elas atingem as paredes das vias aéreas superiores, ficam presas no muco, sao
levadas para a orofaringe e sdo engolidas ou expectoradas (MURRAY, 1986).

Apos a inalagdo, as goticulas, que geralmente contém de um a dois
organismos, sao levadas até a arvore bronquica e atingem os alvéolos, local
onde os bacilos iniciardo o processo patologico da doenca, se conseguirem
sobreviver as defesas primarias e se multiplicarem dentro do macrofago alveolar
(RILEY, 1993; EDWARDS e KIRKPATRICK, 1986; HORSBURGH, 1996).

A patogenicidade do M. tuberculosis depende de sua capacidade de
sobreviver e crescer dentro das células do hospedeiro. O bacilo ndo produz
toxinas demonstraveis, porém, quando envolvido pelos macrofagos, inibe a
fusdo das vesiculas fagociticas com os lisossomos através dos sulfolipideos
(STROHL et al., 2004).

O crescimento da bactéria € lento, ocorrendo aproximadamente uma
divisdo a cada intervalo de 25 a 32 horas dentro do macréfago. Os organismos
se multiplicam por um periodo de duas a doze semanas até atingirem o nimero
de 10° a 10* células, quantidade suficiente para induzir uma resposta imune-
celular que poderéd ser detectada pela reagdo do teste tuberculinico (PPD)

(DANNENBERG, 1992; SMITH e WIENGESHAUS, 1989). Muitas vezes um
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7

resultado de PPD positivo é a Unica indicagdo de que a infeccdo com o
M. tuberculosis tenha ocorrido.

O M. tuberculosis estimula tanto as respostas imunes humorais como as
celulares, embora os anticorpos circulantes nao fornecam resisténcia ao
organismo. A imunidade celular e a hipersensibilidade tardia aos antigenos
protéicos do bacilo se desenvolvem durante o curso da infecgdo e contribuem
para a patologia e a imunidade da doenca (SHERRIS, 1984; STROHL et al.,
2004).

Individuos com infec¢do latente, ou seja, que ndo apresentam a doenca
em sua forma ativa, ndo podem transmitir os bacilos. Estima-se que cerca de
10% das pessoas que adquirem a infeccado e nao recebem a terapia preventiva
irdo desenvolver a doenca; nos 90% restantes, a infeccdo permanecera latente
ou serd resolvida pelas defesas do organismo. O risco € maior nos primeiros
dois anos apoOs a infeccdo, periodo em que a manifestacdo da doenca é
observada em 50% dos casos (STYBLO, 1991). Por outro lado, os bacilos
podem permanecer vivos no interior dos nédulos de Ghon durante toda a vida do
individuo, reativando-se diante de condic6es favoraveis ao seu desenvolvimento
(LEITE e TELAROLLI JUNIOR, 1997).

Portanto, a tuberculose pode resultar de uma infeccdo exdgena
(infeccdo recente), causada pelo contdgio com um paciente bacilifero, ou de
uma infeccdo enddgena (reativacdo), quando ocorre a recrudescéncia da
infeccao primaria.

A imunizacdo com o bacilo Calmetti-Guerin (BCG) € atualmente usada
em muitos lugares do mundo para prevenir a tuberculose. A vacina recebeu este

nome em homenagem aos dois pesquisadores franceses que desenvolveram
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uma linhagem atenuada do M. bovis para fins de imunizacdo e esta disponivel
desde o inicio do século XX. (FINE, 1989).

A BCG é cerca de 80% protetora contra formas sérias da tuberculose,
COMOo a meningite em criancgas, e tem sido usada em campanhas de imunizagao
em massa pela Organizacdo Mundial da Saude, principalmente em paises em
desenvolvimento. Nos Estados Unidos, é recomendada somente para individuos
tuberculina-negativos sob risco intenso e sustentado de infeccdo (STROHL et
al., 2004).

O individuo portador pode sofrer uma reducdo de sua capacidade em
responder a infeccdo sob algumas condigbes. Entre elas estdo o uso de
corticéides e outras drogas imunossupressoras e o desenvolvimento de certas
doencas como diabetes mellitus e a infeccdo pelo virus HIV. Nestas situacoes,
se o individuo vier a ser infectado pelo M. tuberculosis, a probabilidade do
desenvolvimento da forma ativa da tuberculose é maior (AMERICAN THORACIC
SOCIETY, 2000).

Antes do inicio da epidemia da AIDS, aproximadamente 85% dos casos
de tuberculose reportados eram pulmonares; os 15% dos casos restantes
envolviam locais extrapulmonares ou ambas as formas (FARER et al., 1979).
Esta distribuicdo € substancialmente diferente entre as pessoas infectadas com
o HIV. Small et al. (1991), em um grande estudo retrospectivo de tuberculose em
pacientes com AIDS em infec¢cdo avancada, descreveram que 38% dos doentes
apresentavam apenas o envolvimento pulmonar, 30% sitios extrapulmonares e
32% apresentavam envolvimento tanto pulmonar como extrapulmonar.

A tuberculose é um grave problema de saude publica, principalmente na

idade mais produtiva das pessoas, destruindo a vida dos cidaddos mais frageis

22



socialmente. Nos paises desenvolvidos a doenca ressurgiu entre as décadas de
80 e 90 do ultimo século, associada ao HIV, a imigracdo e ao colapso dos
programas de saude publica. A situacdo atual é de decréscimo neste quadro
com a restauragcdo dos programas para controle da tuberculose e a adog¢éo do
tratamento sob observacdo direta. Nas Américas, varios fatores, além da
pandemia do HIV, criam condi¢Bes propicias para seu agravamento. A situacao
socioeconOmica atual proporcionou um aumento das condicbes de pobreza,
dificultando o acesso aos servicos de saude, assim como um crescimento das
populacdes marginais e das taxas de migracdo em busca de melhor qualidade
de vida (BRASIL, 2002; KRITSKI, 2000).

No Brasil, a exemplo de paises em desenvolvimento, a tuberculose é
endémica com cerca de 95 mil casos novos em 2006, fato que resulta numa
razado de incidéncia de 50/100.000 habitantes (WHO, 2008). A incidéncia nas
grandes cidades do sudeste brasileiro alcanga altas cifras de 160/100.000
habitantes devido a enorme densidade populacional e desestrutura social.
(BRASIL, 2002). A situacdo epidemiolégica da tuberculose € bem conhecida nas
grandes capitais brasileiras, e contrasta com a relativa auséncia de dados das

pequenas cidades do interior.

A cidade de Araraquara esta situada no centro geografico do estado de
Sdo Paulo, a uma distancia de 269 quilometros da capital, tendo como
coordenadas geograficas 21°47'37" (latitude sul) e 48°10'52" (longitude oeste). A
altitude média € de 646 metros em relagédo ao nivel do mar, sendo a area total
do municipio de 1.006 km? com 77,37 km?2 ocupados pela area urbana. A
estimativa da populacdo no ano de 2007 é de 195.815 habitantes, apresentando

renda per capita de 441,875 reais (CENSO, 2000).
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Por ser um centro agro-industrial, Araraquara apresenta um intenso fluxo
migratério de jovens e adultos que vém a Araraquara em busca de
oportunidades de emprego. A despeito disso, a incidéncia de tuberculose é de
26 caso0s/100.000 habitantes. Esta baixa incidéncia de casos provavelmente
pode ser atribuida ao excelente servico ambulatorial realizado pelo Servigo
Especial de Saude (SESA) da Faculdade de Saude Publica - USP, que dispbe
também de registro detalhado dos pacientes, uma fonte segura e confiavel que
propiciam estudos epidemioldgicos da tuberculose.

Anteriormente a introducdo de técnicas de biologia molecular no
diagnéstico de infeccdes por Mycobacterium, a microscopia direta do escarro
utilizando a coloracdo de Ziehl-Neelsen era o Unico método de diagndstico
rapido. Entretanto, uma baciloscopia positiva requer a presenca de cerca de 10*
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) por mililitro de escarro, fato que limita o
diagndstico em alguns casos, tornando-o duvidoso (MOREIRA-OLIVEIRA et al.,
2008).

Ferramentas utilizando principios de biologia molecular tornaram-se
aplicaveis tanto para o diagnostico do M. tuberculosis quanto para o estudo de
sua epidemiologia apés o advento da genotipagem micobacteriana e o
estabelecimento das relacbes entre seu gendtipo e os fendtipos clinicos
(THWAITES et al., 2007).

O estudo da epidemiologia molecular através de diferentes técnicas
vigentes como Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP), Spacer
Oligonucleotide Typing (Spoligotyping) e Mycobacterial Interspersed Repetitive

Units (MIRU) revolucionou a compreenséao da epidemiologia da tuberculose.
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Andlises epidemiolégicas baseadas nestas técnicas permitem a
comparacao de linhagens de M. tuberculosis de diferentes areas geograficas, o
rastreamento da movimentacédo de linhagens individuais e a identificacdo de
fatores de risco em infeccbes por M. tuberculosis em uma comunidade
(FOXMAN e RILEY, 2001).

Levin et al. (1999) definem que os objetivos praticos da epidemiologia
molecular s&o identificar os microrganismos responsaveis por doengas
infecciosas, determinar sua rota de transmissdo e identificar os genes
responsaveis por sua viruléncia, resisténcia a drogas e producdo de antigenos
relacionados a vacinas.

A epidemiologia molecular envolve além do uso de técnicas moleculares
para o estudo da taxonomia, filogenia ou genética de populacdes, a aplicacdo
destas técnicas em problemas epidemioldgicos (FOXMAN e RILEY, 2001).

O método mais frequentemente utilizado para diferenciar cepas de
M. tuberculosis é o de IS6110-RFLP que, aliado aos dados do paciente, permite
que se estabeleca uma correlacdo epidemiolégica. Entretanto, outros métodos
como o Spoligotyping e o MIRU tém sido extensamente aplicados.

As espécies do complexo M. tuberculosis sdo geneticamente muito
similares, com 85 a 100% de relacdo DNA-DNA, diferindo entre si quanto a sua
epidemiologia (FROTHINGHAM et al., 1994). Estas espécies possuem uma
sequéncia de insercdo exclusiva em seu cromossomo identificada como 1S6110,
de 1355 pares de base, relacionada a familia 1IS3 das enterobactérias.

A insercéo irregular de 1S6110 no genoma das micobactérias permite a
discriminacéo de cepas através da técnica de RFLP. Com base em observacoes

laboratoriais e em pacientes durante surtos, o 1IS6110-RFLP, altamente diverso,
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geralmente permanece estavel o suficiente para ser usado como um marcador
para comprovar ligac6es epidemiolégicas em casos de tuberculose (VAN
SOOLINGEN et al., 1991). As cepas sao tipadas de acordo com o padrao
eletroforético de bandas, gerado por diferencas na localizacdo da sequéncia
IS6110 no cromossomo e no numero de cépias 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 altera¢cdes no nimero ou na altura de bandas, devido a
uma simples mutacao, insercao, delecdo ou inversédo, podem ser identificadas
como cepas relacionadas e pertencentes a um mesmo agrupamento ou familia.

A analise de grande numero de isolados pode gerar respostas para
questbes de longa data como a frequéncia de reativacdo e de reinfeccao,
propriedades relacionadas a viruléncia, questdes de importancia crescente com
o estabelecimento da AIDS pandémica (VAN EMBDEN et al., 1993). Além disso,
este tipo de abordagem torna possivel a identificacdo dos maiores focos de
contagio da populagdo, possibilitando o desenvolvimento de métodos mais
eficientes para interromper a transmisséao da doenca.

Apesar de seu excelente poder discriminatério, a técnica de
IS6110-RFLP, quando aplicada em cepas com baixo numero de coOpias da
IS6110, tem sua capacidade de discriminacdo diminuida, havendo a
necessidade da utilizacdo de métodos de genotipagem complementares (PARK
et al., 2000; SAHADEVAN et al., 1995).

Outras desvantagens da técnica de RFLP é o trabalho excessivo,
necessitando de pessoal altamente qualificado para a realizacdo do ensaio, bem

como a necessidade de DNA purificado, sendo tendéncia mundial a substituicéo
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desta técnica por outras de execucdo mais rapida e facilitada. Dentre elas, vém
sendo sugeridas técnicas de epidemiologia molecular muito bem aceitas como o
MIRU e o Spoligotyping (COWAN et al., 2005).

A técnica de Spoligotyping descrita por Kamerbeek et al. (1997) é
baseada na amplificacdo in vitro de um unico locus altamentamente polimaorfico
no genoma da bactéria contendo mdltiplas direct repeats (DR), método que pode
ser realizado em laboratérios sem equipamentos sofisticados. A subsequente
hibridizacdo diferencial dos produtos amplificados sera realizada com
oligunucleotideos complementares as regides espacadoras variaveis,
localizadas entre as DRs que estdo ligados a membrana (MOLHUIZEN et al.,
1998). A presenca das seqliéncias espacadoras varia entre diferentes cepas e é
visualizada por uma mancha em um ponto fixo da membrana de hibridizac&o.

O método é simples, rapido, robusto e muito utilizado em inquérito
epidemioldgico em larga escala, sendo considerada uma ferramenta de primeira
linha para o estudo da diversidade genética de isolados de M. tuberculosis
(KANDUMA et al.,, 2003). A técnica de Spoligotyping € pratica e menos
dispendiosa do que a de RFLP, somada a vantagem de se encontrar bases de
dados no mundo todo, 0 que permite a comparagao de perfis e a compreensao
da transmissibilidade da tuberculose ao redor do mundo (SOLA et al., 2001).

O Banco Internacional de Spoligotyping SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006)
contém 1.939 perfis compartilhados (shared-types - STs) 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 e a facilidade da apresentacdo dos dados
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permitem a ampla utlizacdo das informacbes para o estabelecimento de
andlises e comparacdes genéticas e epidemioldgicas.

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 genétipo (KANDUMA et al., 2003).

A técnica de MIRU utiliza os principios da PCR (Polymerase Chain
Reaction) para estudar VNTRs (Variable Number of Tandem Repeats), ou seja,
mini-satélites que contém numeros variaveis de coOpias em sequéncia no
genoma da micobactéria, podendo repetir-se até centenas de vezes (SUPPLY et
al. 2000 e 2001; MAZARS et al. 2001). Trata-se de um sistema altamente
reprodutivel e rapido, havendo geracdo de gendtipos confiaveis e detalhados
obtidos a partir de 12 loci contendo VNTRs do genoma do complexo
M. tuberculosis (Supply et al., 2001).

O MIRU possibilita uma comparacao entre linhagens de diferentes areas
geograficas e o rastreamento da movimentacdo de linhagens individuais, de
forma semelhante a técnica de RFLP, entretanto, por ser de facil execucéo,
possibilita a analise de um numero maior de amostras em curto periodo de
tempo (PANDOLFI et al, 2007).

Pandolfi (2006) e Santos (2009), em trabalhos realizados no Laborat6rio
de Micobactérias “Prof. Dr. Hugo David”, analisaram os perfis genéticos de
isolados provenientes de pacientes de tuberculose pulmonar do municipio de
Araraquara atraves da técnica de MIRU. A associagdo dos trés métodos de
genotipagem, 1S6110-RFLP, Spoligotyping e MIRU, acompanhados de
informacgdes epidemioldgicas da populacdo estudada servem de instrumentos

para a compreensao de diversos aspectos da transmisséo da tuberculose.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral:

1. Realizar a identificacdo e genotipagem de cepas de M. tuberculosis
isoladas no Municipio de Araraquara—SP no periodo de 2000 a 2006, atraves do
uso das técnicas de RFLP e de Spoligotyping como instrumento para o estudo

da epidemiologia molecular da tuberculose.

Pretendeu-se alcancar os seguintes objetivos especificos:

2. Agrupar por similaridade genética as amostras estudadas, buscando

identificar focos de transmissao da doenca no Municipio de Araraquara;

3. Comparar os resultados obtidos neste estudo pela técnica de RFLP e
Spoligotyping com os resultados de MIRU obtidos por Pandolfi (2006) e Santos
(2009) para avaliar a presenca de grupos genéticos predominantes em

Araraquara,

4. Correlacionar os dados epidemiologicos e de genotipagem para

avaliar a transmissibilidade da tuberculose no periodo de estudo;

5. Identificar através dos niveis de similaridade genética, os indices de

tuberculose provenientes de reativacdo endogena e de infeccéo recente.
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3. Material e métodos

3.1. Selecdo das amostras

Para a execucdo deste trabalho foram selecionadas amostras
provenientes de pacientes residentes no municipio de Araraquara com
diagnéstico de tuberculose pulmonar confirmado através do isolamento do
M. tuberculosis, realizado pelo Servigo Especial de Saude (SESA) da Faculdade
de Saude Publica — USP, entre os anos de 2000 a 2006.

Os pacientes selecionados apresentavam informacdes demograficas,
clinico-epidemioldgicas e laboratoriais acompanhando as culturas positivas.

As culturas foram identificadas através de técnicas bioquimicas e
convencionais (BRASIL, 1994), tendo sua identificacdo sido confirmada através
de PCR.

Os isolados recebidos do SESA congelados foram cultivados nos meios
Middlebrook 7H-9 para reativagao e transferidos para Lowenstein-Jensen.

A Tabela 1 expressa os valores de incidéncia da tuberculose no
municipio durante o periodo estudado e a representatividade da amostragem

selecionada.
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Tabela 1 Incidéncia da tuberculose em Araraquara de 2000 a 2006 e
representatividade da amostragem selecionada com relagdo ao numero total de

casos da doenca.

PERIODO TOTAL CASOS REPRESENTATIVIDADE

DE CASOS ESTUDADOS (%)

2000 49 21 42,8
2001 62 21 33,9
2002 56 05 8,9
2003 54 18 33,3
2004 55 14 25,5
2005 40 28 70,0
2006 52 15 28,8
TOTAL 368 122 33,2

Os valores totais de casos da doenca em cada ano mostrados na Tabela
1 referem-se aos dados de pacientes do municipio de Araraquara, incluindo
transferéncias, individuos portadores de tuberculose pulmonar e extrapulmonar,

bem como o0s casos novos e os reincidentes.
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Tabela 2 Representatividade da amostragem selecionada com relacdo ao

namero de casos de tuberculose pulmonar.

PERIODO CASOS DE CASOS  REPRESENTATIVIDADE
TUBERCULOSE ~ ESTUDADOS (%)
PULMONAR

2000 41 21 51,2
2001 52 21 40,4
2002 47 05 10,6
2003 41 18 43,9
2004 43 14 32,6
2005 32 28 87,5
2006 40 15 37,5
TOTAL 296 122 41,2

Os valores totais de casos de tuberculose pulmonar em cada ano
mostrados na Tabela 2 incluem transferéncias, casos novos e casos

reincidentes.

Tabela 3 Representatividade da amostragem selecionada com relacdo ao

namero de amostras de pacientes com tuberculose pulmonar e cultura positiva.

PERIODO CULTURAS CASOS REPRESENTATIVIDADE

POSITIVAS ESTUDADOS (%)
2000 22 21 95,4
2001 41 21 51,2
2002 33 05 15,1
2003 33 18 54,5
2004 25 14 56,0
2005 31 28 90,3
2006 38 15 39,5

TOTAL 223 122 54,7
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Os valores totais de amostras com cultura positiva em cada ano
expressos na Tabela 3 referem-se aos dados de pacientes do municipio de
Araraquara, portadores de tuberculose pulmonar, sejam eles novos ou

reincidentes.

3.2. Aspectos éticos

O estudo possui aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara, parecer numero

01/2003.

3.3. Caracterizacao da populagcéo estudada

As informacdes demograficas, clinico-epidemiologicas e laboratoriais
dos 122 pacientes selecionados para o estudo foram obtidas através de um
questionario (Anexo |), aplicado por profissionais treinados do Servico Especial
de Saude de Araraquara da Faculdade de Saude Publica - USP, Instituicao
responsavel pelo atendimento, tratamento e acompanhamento dos doentes na
cidade de Araraquara. As informacdes foram arquivadas com o auxilio do

software EPI-INFO versao 3.5.1.

3.4. Confirmacéo da pureza e identificacdo do M. tuberculosis

3.4.1. Microscopia
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As culturas de M. tuberculosis provenientes do SESA foram submetidas
a exames microscopicos ap0s coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen para

confirmacédo da presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).

3.4.2. Identificagcdo molecular através de PCR

As culturas puras foram submetidas a técnica de PCR empregando
pares de primers que amplificam especificamente fragmentos de 245 pb contidos
na sequéncia de insercao 1S6110, INS1 (5" CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC)
e INS2 (5" GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA) (VAN EMBDEN et al., 1993).
Para tal, 2,5 uL de lisado de células obtido através da termdlise foram
submetidos a amplificacdo sob as seguintes condicdes: em tubos de 0,2 mL
foram acrescentados 21,5 uL de Master Mix (Promega, diluicdo de acordo com a
recomendacdo do fabricante), 0,5 uL de cada oligonucleotideo iniciador na
concentracdo de 25 pmol (INS1 e INS2) e a mistura reativa amplificada no
Termociclador (PTC-100, MJ Research), seguindo o protocolo demonstrado no
Quadro 1.

O produto de amplificacdo de 245 pb foi visualizado no gel de agarose
corado com brometo de etidio e a leitura realizada com o auxilio de um

transiluminador ultravioleta.
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Quadro 1. Protocolo de ciclagem da PCR para diagnéstico de M. tuberculosis.

Passo Tempo Temperatura Quant_ldade de
ciclos

1° 10 minutos 95°C 1
1minuto 94°C

20 2 minutos 56°C 30
1 minuto 72°C

30 7 minutos 72°C 1

40 0 4°C 1

3.5. Genotipagem

3.5.1. RFLP

A técnica de RFLP preconizada por van Soolingen et al. (1993) foi
empregada para diferenciar as cepas de M. tuberculosis isoladas de espécimes
clinicos provenientes de pacientes de Araraguara. Seguem-se as etapas
empregadas para a sua realizacao.

A cepa padréo Mt 14323 utilizada nos experimentos foi gentilmente cedida

pela Dr2 Lucilaine Ferrazoli do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo.

3.5.1.1. Extragdo do DNA

Uma porcao de aproximadamente 40 mg de cultura foi transferida para
um microtubo contendo 500 uL de agua ultrapura estéril e incubada a 80° C por
20 minutos. Foi realizada centrifugacdo a 12000xg por 1 minuto e o material
ressuspendido em 500 pL de tampéo TE. Solucao lisozima em um volume de
50 L foi adicionado e o tubo foi incubado a 37° C por 18 horas. Em seguida,

6 pL de solucdo proteinase K e 70 pL da solucdo de DSS 10% foram
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adicionados e levados ao banho maria a 65° C por 10 minutos. Em seguida,
100 pL de solucdo NaCl 5 M e 80 pL de solucdo CTAB-NaCl previamente
aguecida foram adicionados ao tubo e deixados durante 10 minutos em banho
maria a 65° C, apos homogeneizagdo. Juntamente com 700 pL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), o material foi centrifugado a 13.000xg por
1 minuto. A fase superior de cada preparacao foi transferida para tubos contendo
450 pL de isopropanol e apds 18 horas a —20° C foram centrifugados a 13.000xg
por 20 minutos a 4° C. Os sedimentos foram lavados com 500 pL de etanol 70%
(mantido a —20° C por 18 horas) e centrifugados por 15 minutos a 4° C em
13.000xg. O sobrenadante foi desprezado, os sedimentos foram secos e
ressuspendidos em 30 uL de tampado TE, e apds refrigeracdo por 2 horas, o

material foi armazenado a —20° C.

3.5.1.2. Verificagéo da integridade do DNA

Um microlitro de cada preparacdo de DNA foi diluido em 10 pL de
solucdo tampédo TE e acrescido de 4 uL de solucdo de arraste. O material
proveniente foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1 % em solucéo
tampéo TAE. Uma eletroforese em cuba horizontal a 50 volts foi iniciada até a
introducéo do material, depois aplicados uma carga 100 volts por 40 minutos.
Apos este periodo, o gel foi corado com brometo de etidio por 10 minutos e 0

produto, examinado em luz UV 254 nm.
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3.5.1.3. Quantificagcdo do DNA extraido

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada através de
espectrofotometria especifica (Ultrospec Ill, Pharmacia), para tal 2 pL das

preparacdes purificadas de DNA foram diluidos em 200 uL de tampéao TE.

3.5.1.4. Digestdo do DNA extraido

Aproximadamente 3 pug de DNA de cada preparacao foram transferidos
para microtubos estéreis contendo 5 U da enzima Pvu Il (Invitrogen), 2 uyL da
solucdo tampéo especifica e um volume de 4gua ultrapura estéril suficiente para
completar 20 pL. Os tubos foram submetidos a incubacéo em banho maria a 37°
C por 4 horas. Em seguida, 6 pL de solucdo de arraste foram acrescidos e o
volume total aplicado em orificios do gel de agarose 1%, usando-se sempre uma
cepa de referéncia. Foi realizada a eletroforese em cuba horizontal com gel de

20x20cm por 17 horas a 30 volts, a temperatura ambiente.

3.5.1.5. Transferéncia para membrana de néilon

A membrana de ndilon foi previamente tratada com solucdo SSC
(Solucdo salina com citrato) 20 vezes concentrada por 20 minutos. Todo o
procedimento foi realizado sob pressdo 50 mbar, com equipamento VacuGene
XL Vacuum Blotting System (Pharmacia Biotech). Cada gel foi colocado sobre
uma membrana de néilon (GE Healthcare). A membrana foi coberta

sucessivamente com 20 mL da solugéo de despurinacdo (HCI 0,25 M) por 20
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minutos, 20 mL de solucdo desnaturante (NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M) por 20
minutos, 20 mL de solucao neutralizante (NaCl 1,5 M e tris-base 1,0 M) por 20
minutos e 20 mL de solucdo SSC 20x por 40 minutos. A membrana foi
rapidamente lavada em solugdo SSC 10x e mantida a 37° C por 30 minutos para
secagem. Para fixacdo dos fragmentos de DNA, a membrana foi exposta a
120.000 pjoules de radiacdo ultravioleta (UV Crosslinker, Hoefer) por

aproximadamente 20 segundos.

3.5.1.6. Preparo da sonda genética

Uma porcdo de cultura de M. tuberculosis Mt14323 mantida em
Lowenstein-Jensen foi transferida para um microtubo contendo 500 pL de agua
ultrapura estéril. O material foi submetido a fervura por 10 minutos e em seguida
congelado a —20° C. No momento da reacdo, 5 pL da preparagcdo foram
adicionados em 11 tubos de 200 pL contendo a mistura de reagentes para PCR
(usando os primers INS1 e INS2). Um dos tubos foi utilizado como controle
negativo da reacdo, colocando-se 5 pL de agua ultrapura no lugar da
preparacao. Os tubos foram levados ao termociclador para que se realizasse a
PCR. Eletroforese em gel de agarose 1% foi realizada com 10 pL da preparacéo,
sendo utilizado como padrdo de peso molecular o DNA ladder de 100 pb. A

amplificagéo considerada correta apresentou uma banda de 245 pb.
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3.5.1.7. Purificagcédo da sonda

A um volume de 500 pL do material amplificado foi acrescido 50 pyL de
solucao estéril de acetato de sodio (3 M, pH 5,2) e 1,1 mL de etanol (-20° C). A
mistura foi mantida a —20° C por 18 horas. Executou-se uma centrifugacao a
13.000xg por 20 minutos. O sedimento foi lavado com etanol 70% refrigerado e
mantido a temperatura ambiente até a secagem. O material foi suspenso em 500

pL de tampéo TE.

3.5.1.8. Quantificacdo da sonda de DNA

A guantificagdo da sonda obtida no item 3.5.1.6 foi realizada através de
espectrofotometria especifica (Ultrospec Ill, Pharmacia), para tal 2uL das

preparacdes purificadas foram diluidos em 200uL de tampéao TE.

3.5.1.9. Marcacao da sonda

A marcacéo foi realizada com degoxigenina (DIG) 11-dUTP (Kit Roche),
desnaturando-se por fervura durante 10 minutos aproximadamente 1 ug da
sonda de DNA, seguido de um rapido resfriamento em banho de gelo. Foram
acrescidos 2 puL da mistura de hexanucleotideo, 2 pL da mistura de
desoxiribonucleotideo, 1 yL do reagente contendo o fragmento Klenow da DNA
polimerasel e &gua ultrapura estéril para completar o volume de 20 uL. O
material foi incubado em banho maria a 37° C por 18 horas. Foram adicionados

ao material 2,5 pL de solucéo LiCl, 4 M e 75 pL de etanol 95% refrigerado, que
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foi levado a —20° C por 18 horas. Uma centrifugagcéo a 13.000gx por 20 minutos
foi realizada. Em seguida, o sedimento foi lavado com etanol 70 % refrigerado e
mantido & temperatura ambiente até a secagem. O material foi ressuspenso em

50 pL de tampéo TE e armazenado a —20° C.

3.5.1.10. Hibridizacao e detecc¢éo

A membrana foi envolta em uma tela de nailon com a face contendo
DNA voltada para cima e inserida em tubo de vidro especifico. Umedeceu-se a
membrana por dois minutos com 20 mL de solugdo SSC 2x e retirou-se todas as
bolhas. ApGs este periodo, a membrana foi incubada a 42° C por uma hora em
forno de hibridagdo (Amersham Pharmacia Biotech) com 10 mL de solucéo de
hibridagéo (formamida, SSC 20x, solu¢cdo bloqueadora 10%, N-lauroilsarcosina
10% e DSS 10%). Um volume de 50 pL da sonda marcada foi desnaturado por
fervura durante 10 minutos seguido de banho de gelo por cinco minutos.
Adicionou-se a sonda desnaturada a 10 mL da solugédo de hibridacdo. Este
material, depois de retirada a solugéo anterior, foi colocado no frasco contendo a
membrana. Ocorreu incubagdo em forno de hibridacdo a 42° C por 18 a
20 horas. A membrana foi lavada quatro vezes. As duas primeiras lavagens com
50 mL de solugéao tampao A (SSC 2x e DSS 10%) a temperatura ambiente por
cinco minutos, e as demais lavagens com 50 mL de tampéo B (SSC 5x e DSS
10%) a 68° C por 15 minutos. Realizou-se tratamento com 50 mL de solugao
tampdao 1 (acido maléico 100 mM e NaCl 150 mM) e em seguida a membrana foi
mantida em 80 mL de solucdo tampdo 2 (solucdo tampdo 1 e solucéo

bloqueadora) a temperatura ambiente por 30 minutos. A solugdo anterior foi
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substituida por 20 mL de solugcdo tampdo 2 contendo quatro microlitros do
anticorpo contra DIG conjugado a fosfatase alcalina e a membrana foi incubada
a temperatura ambiente por 30 minutos. A membrana foi submetida a duas
lavagens em 50 mL de solugcdo tamp&o 1 a temperatura ambiente por
15 minutos e retirada do tubo. Em um recipiente de vidro contendo 20 mL de
solucdo tampéao 3 (tris-base 100 mM e NaCl 100 mM), a membrana foi tratada
por trés minutos. Para revelar a reacao foram adicionados 10 mL da solucéo de
revelacao (solugéo de nitro blue tetrazolium, solucdo de 5-bromo-4-cloro-3-indol-
fosfato e solucdo tampéao 3, Genius DNA Labeling and Detection Kit, Boehringer-

Mannheim) e o material foi mantido a 37° C para secagem, ao abrigo de luz.

3.5.2. Spoligotyping

A técnica de Spoligotyping preconizada por Kamerbeek et al. (1997) foi
empregada para diferenciar as cepas de M. tuberculosis isoladas de espécimes
clinicos provenientes de pacientes de Araraquara. Seguem-se as etapas
empregadas para a sua realizagao.

As cepas padrbes M. tuberculosis Hz;Rv M. bovis BCG utilizadas nos
experimentos foram obtidas diretamente do produto de extragdo de DNA

comercializadas com os primers.

3.5.2.1. Extragc&do de DNA

Um raspado da amostra bacteriana foi adicionado a 300 pL de tampao

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

0 material foi armazenado a —20° C.

3.5.2.2. PCR

No momento da reacdo, 2L do DNA extraido foi transferido para tubos
de 200uL contendo a mistura de reagentes para PCR, utilizando os primers DRa
(5 GGT - TTT - GGG — TCT — GAC — GAC - 3’) e DRb (5’ CCG - AGA - GGG
— GAC — GGA — AAC - 3’), com o objetivo de realizar amplificacéo das regides
espacadoras entre as DRs. Foram utilizados 2uL de cada primer na
concentragédo 5uM. Um dos tubos foi utilizado como controle negativo da reacao,
colocando-se 2uL de agua ultrapura no lugar do DNA. Os tubos foram levados
ao termociclador para a realizacdo da PCR e os ciclos realizados estdo descritos

no Quadro 2.
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Quadro 2. Protocolo de ciclagem da PCR para Spoligotyping.

Passo Tempo Temperatura Quantidade de ciclos
1 15 minutos 95°C 1
1 minuto 95° C
2 1 minuto 55°C 20
30 segundos 72° C
3 5 minutos 72° C 1
4 0 4°C -

3.5.2.2. Hibridizacéo e deteccao

A membrana foi previamente lavada por 5 minutos a 65° C com 250 mL
de SSPE 2x SDS 0,1%. Posicionou-se a membrana e o suporte cushion no
miniblotter (Immunetics) de forma que os canais ficassem perpendiculares a sua
aplicacdo e em seguida parafusou-se o miniblotter. Os produtos da PCR foram
desnaturados por 10 minutos a 100° C no termociclador e colocados
imediatamente em gelo. Os residuos de liquidos presentes em cada canal na
membrana foram aspirados. Cada um dos canais foi preenchido com o produto
da PCR diluido e desnaturado, evitando-se formacdo de bolhas, e os canais
negativos foram preenchidos com 150 pL de SSPE 2x SDS 0,1%. O miniblotter

foi incubado por 60 minutos a 60° C na posi¢ao horizontal e sem agitacéo.

Anteriormente a remocdo da membrana do blotter, todos os canais
foram aspirados a vacuo. A membrana foi submetida a duas lavagens de
10 minutos a 60° C com 250 mL de SSPE 2x SDS 0,5% pré-aquecido e
transferida para o rolling bottle até o resfriamento. Adicionou-se a membrana,
10 mL de SSPE 2x SDS 0,5% com 3 pL de streptavidina e procedeu-se com a
incubacédo no forno de hibridagéo a 42° C por 45 a 60 minutos. A membrana foi

submetida a duas lavagens com 250 mL de SSPE 2x SDS 0,5% por 10 minutos
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a 42° C e duas lavagens com 250 mL de SSPE 2x por 5 minutos a temperatura
ambiente. Procedeu-se com a incubacéo da membrana por 1 minuto com 20 mL
da mistura ECL, retirando-se o excesso de liquido em papel. A membrana,
coberta com pléastico PVC, foi colocada em cassete e, em sala escura,
adicionou-se o filme e a membrana foi exposta por 20 a 30 minutos antes de sua

revelacao, seguindo instrucdes do fabricante.

3.5.3. MIRU

A técnica de MIRU estabelecida por SUPPLY et al. (2000) foi realizada
por Pandolfi (2006) e Santos (2009) nas amostras selecionadas para este
estudo. Os resultados determinados foram analisados comparativamente as

técnicas de RFLP e Spoligotyping.

3.6. Analise dos resultados

O perfil genético de cada cepa foi analisado com o auxilio do programa
Bionumerics versdo 4.61 (Applied Maths). Cada técnica foi avaliada
individualmente e associada as demais.

O perfil genético dos isolados obtido através da técnica de Spoligotyping
foi comparado com o Quarto Banco Internacional de Spoligotyping (SpolDB4)
(BRUDEY et al., 2006).

A andlise estatistica dos dados epidemioldgicos foi realizada atraves do

programa EPI-INFO, verséo 3.3.2.
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4. Resultados

4.1. Selegcao das amostras

Foram selecionadas e analisadas 124 isolados clinicos provenientes de
122 pacientes. A distribuicdo das amostras de acordo com seu ano de
isolamento sdo descritos no Quadro 3. Foram mantidas apenas uma amostra por
paciente no estudo, desde que as culturas coincidentes apresentassem perfis

genéticos idénticos.

Quadro 3. Amostras estudadas e seu respectivo ano de isolamento.

Ano 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | Total

Numero de 21 21 05 18 14 28 15 122
amostras

4.2. Caracterizacdo da populacao estudada

A partir das informacdes contidas nos questionarios, alguns dos dados
demograficos, laboratoriais e clinico-epidemiolégicos mais relevantes foram
extraidos e sédo apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6.

Todos os 122 individuos envolvidos nesta pesquisa residiam no
municipio de Araraquara durante o diagnostico e o tratamento da tuberculose
pulmonar. Todavia, apenas 51 deles (41,8%) eram naturais da cidade. Setenta e

um pacientes (58,2%) tinham seus municipios de origem distribuidos entre os
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estados de Sao Paulo, Parana, Pernambuco, Bahia, Piaui, Rio Grande do Norte,
Rio Grande do Sul, Alagoas e Minas Gerais.

Setenta e trés por cento (90 individuos) da populacdo estudada era do
sexo masculino.

Das 32 mulheres portadoras de tuberculose, 53% ocupavam-se
exclusivamente das atividades domésticas. Dentre os homens, apenas dois
individuo eram profissionais da saude e as profissdbes ou atividades mais
frequentes foram lavrador, pedreiro, autbnomo, pintor, auxiliar de servigcos
gerais, mecanico e vendedor, incluindo-se padeiro, garcom, professor, motorista

e porteiro.

A média de idade encontrada foi de 43,5 + 15,5 anos e a mediana, 43,0
(minima de 14 e maxima de 87). Quarenta individuos (32,8%) tinham 50 anos ou
mais, enquanto que 75 (61,5%) dos 122 pacientes estudados pertenciam a faixa
etaria de 21 a 49 anos. Apenas sete pacientes eram menores de 21 anos
(5,7%).

Quanto ao grau de escolaridade, os individuos analfabetos ou com o

primeiro grau incompleto representaram 65,6% da populacéo.

Aproximadamente sessenta e seis por cento dos individuos viviam em
moradias unifamiliares e 59% dividiam a casa com duas a quatro pessoas.
Cinquenta e quatro pessoas (46,2%) possuiam algum tipo de renda e o valor

médio declarado foi de 441,40 + 532,10 reais.

Vinte e seis individuos foram a 0Obito, durante ou apdés o tratamento, mas

apenas nove deles (34,6%) tiveram como causa do 6bito a tuberculose.
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Dentre a populacdo estudada, 11,5% (14) dos pacientes apresentavam
um histérico de tuberculose anterior, sendo apresentado por um deles forma
clinica extra-pulmonar. Ainda com relacdo a tuberculose anterior, a alta por
abandono do tratamento foi observada em dois dos quatorze casos.

Trinta e trés por cento dos individuos eram etilicos e 46,7% eram

tabagistas.

Trinta e seis por cento das pessoas declararam a ocorréncia de um

contato prévio com individuos portadores de tuberculose pulmonar.
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Tabela 4. Distribuicdo dos 122 pacientes portadores de tuberculose, segundo

caracteristicas demograficas.

CARACTERISTICAS N° (%) DE PACIENTES (n=122)*

Idade (anos)

Média 435+ 155

Mediana 43,0 (14 - 87)
Faixa etaria

14220 7 (5,7%)

21a49 75 (61,5%)

50a87 40 (32,8%)
Sexo

Feminino 32 (26,2%)

Masculino 90 (73,8%)

Natural de Araraquara

Sim 51 (41,8%)
Nzo 71 (58,2%)

Escolaridade

Analfabeto e 1° grau incompleto 80 (65,6%)
1° grau completo ou mais 38 (31,1%)
Ignorado 4 (3,3%)

NUmero de pessoas em casa

la2 16 (13,1%)

3a5 72 (59,0%)

Ignorado 34 (27,9)
Renda

Com renda 54 (46,2%)

Sem renda 29 (24,8%)

Ignorado 39 (29,0%)
Valor da Renda 441,40 £532,10

Média (reais) (500,00 — 2000,00)
Obito

Sim 26 (21,3%)

Né&o 96 (78,7%)

Obito por TB (n=26)

Sim 9 (34,6%)
Néo 17 (65,4%)

¢ - valores diferentes sdo descritos acompanhando a analise correspondente
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Tabela 5. Distribuicdo dos 122 pacientes portadores de tuberculose, segundo

caracteristicas clinicas e laboratoriais.

CARACTERISTICAS

N° (%) DE PACIENTES (n=122)°

Tempo de sintomas (dias) (n=71)
Média
Tuberculose anterior
Sim
Nao
Ignorado
Esquema de tratamento

Esquema 1 (INH, RIF, PZA)
Esquema 1R (INH, RIF, PZA, EMB)

Tipo de alta (n=116)
Cura
Abandono
Obito
BCG
Sim
Né&o
Ignorado
Baciloscopia (n=121)

Positiva
Negativa

Positiva + (n=102)
Positiva ++ e +++

HIV
Sim

Né&o
Ignorado

72,4+71,9
(3-365)

14 (11,5%)
93 (76,2%)
15 (12,3%)

111 (91,0%)
11 (9,0%)

93 (80,2%)
9 (7,7%)
14 (12,1%)

31 (25,4%)
22 (18,0%)
69 (56,6%)

102 (84,3%)
19 (15,7%)

60 (58,8%)
42 (41,2%)

15 (12,3%)
87 (71,3%)
20 (16,4%)

# - valores diferentes sdo descritos acompanhando a analise correspondente
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Tabela 6. Distribuicdo dos 122 pacientes portadores de tuberculose, segundo

caracteristicas epidemiolégicas adicionais.

CARACTERISTICAS N° (%) DE PACIENTES (n=122)

Contato preévio com tuberculose

Sim 44 (36,1%)
N&o 54 (44,3%)
Ignorado 24 (19,7%)

Local de procedéncia

Sé&o Paulo 91 (74,6%)

Outros Estados 17 (13,9%)

Ignorado 14 (11,5%)
Etilismo

Sim 41 (33,6%)

Né&o 60 (49,2%)

Ignorado 21 (17,2%)
Tabagismo

Sim 57 (46,7%)

Né&o 44 (36,1%)

Ignorado 21 (17,2%)
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4.3. Confirmagéao da identificagao dos isolados

Todas as 124 culturas estudadas foram identificadas como BAAR
através do exame microscopico, utilizando a técnica de coloracdo Ziehl-Neelsen.
Todas as cepas estudadas foram confirmadas como M. tuberculosis pela
técnica de PCR, empregando o par de primers INS1 e INS2 que amplificou
especificamente fragmentos de 245 pb contidos na sequéncia de insercao

IS6110 (Figura 1).

245pb—-----

01 02 03 06 07 PM CN 08 09 10 11 CP

Figura 1. PCR representativo das amostras estudadas para confirmacéo da
identificacdo do M. tuberculosis. 01 a 11: amostras; CN: controle negativo; CP:

controle positivo; PM: peso molecular.

4.4. RFLP

Foram analisados 72 isolados provenientes de 72 pacientes

selecionados para o estudo. A comparacéo dos perfis genéticos obtidos com a

técnica de RFLP foi realizada com o auxilo do software Bionumerics versao 4.61

(Applied Maths). A normalizagdo da imagem e o alinhamento das bandas foram
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possiveis devido a presenca do perfil de referéncia da cepa Mt 14323
posicionado nas extremidades e no meio de cada gel.

A construcdo do dendrograma foi realizado pelo método de UPGMA
(Unweighted pair group method with arithmetic average) e o indice de
similaridade aplicado foi o indice de Dice.O dendrograma gerado pelo programa
(Figura 2) indica a distribuicdo dos perfis genéticos analisados. O numero da
sequéncia 1S6110 no genoma do microrganismo variou de duas a 19 copias.

A técnica de RFLP permitiu a identificacdo de sete grupos genéticos com
100% de similaridade, denominados R1, R2, R3, R4, R5, R6 e R7 (Figura 2).
Também foi possivel identificar 3 grupos com mais de 90% de similaridade, R8,

R9 e R10.

Quadro 4. Grupos genéticos com similaridade superior a 90% obtidos por RFLP.

Grupo genético | Namero de isolados Amostras Similaridade
R1 2 123,133 100%
R2 2 201, 257 100%
R3 3 051, 074, 112 100%
R4 4 024, 025, 033, 158 100%
R5 3 023, 114, 253 100%
R6 2 126, 223 100%
R7 3 014, 017, 030 100%
R8 2 260, 284 95,24%
R9 2 010, 047 94,12%
R10 2 016, 021 95,65%

O dendrograma ampliado na Figura 3 mostra a identificacdo de 13
grupos com mais de 70% de similaridade genética, incluindo os grupos
genéticos citados anteriormente (R1 a R10). Também foi possivel a distingdo de

dois grandes grupos com perfis genéticos semelhantes, grupo A e grupo B.

Quadro 5. Grupos genéticos com similaridade superior a 70% obtidos por RFLP.
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Grupo Grupo Numero de Amostras Similaridade
genético isolados
1 3 123,133, 138 72,2%
A 2 4 260, 284, 176, 164 73,0%
3 2 201, 257 100,0%
4 13 010, 047, 037, 051, 074, 73,0%
112, 024, 025, 033, 158,
020, 006, 019
5 3 016, 021, 070 88,3%
6 3 054, 161, 192 73,9%
7 2 001, 199 74,1%
B 8 2 038, 077 72,0%
9 6 023, 114, 253, 098, 126, 73,8%
223
10 4 014, 017, 030, 002 76,2%
11 3 013, 041, 068 72,5%
12 2 062, 175 72,7%
13 2 067, 188 78,3%

Desta forma, das 72 amostras avaliadas, 19 delas foram agrupadas com

100% de similaridade, perfazendo um total de 26,4% dos isolados. Vinte e cinco

isolados (34,7%) apresentaram mais de 90% de similaridade e ao analisarmos

uma similaridade superior a 70% podemos identificar 49 isolados compartilhando

perfis genéticos, distribuidos em 13 grupos, representando 68,1% da populacéo

avaliada.
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Dice (Tol 1.4%-1.4%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.09]
RFLP

065
073
286
123
133
138
260
284
176
164
018
148
044
201
257
010
o7
o7
051
o074
112
024
025
033
158
020
006
019
016
021
070
054
161
192
001
199
- o038
077
009
023
114
253
098
126
223
014
017
030
002
011
013
041
068
173
179
062
175
067
188
061
137
056
003
007
008
045
059
012
215
035
022
271

[l

R1

R2

R3

R4

R5

R6
R7

R8

R9

R10

Figura 2. Dendrograma dos 72 perfis genéticos obtidos com a técnica do RFLP-1S6110.

54



Dice (Tol 1.4%-1.4%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

RFLP

h U SN JU.

8

2

F80

res

Fo0

Fos

100

065

_'—|

073
286

| 123

1 133
138

260
: 284
2 176

164

018

148

044

201

-
e

257

010
E 047
037

051
074
112
024
025
033

020
006
019

016
? E 021
070

054

161

1

192

001

199

038

077

o]

009

023
| 114

| 253

098
| 126

1 223
014
| 017

10

030
002

013
068

173

12

179

062

175

188

061

137

056

003

007

008

045

059

012

215

035

022

271

Figura 3. Dendrograma ampliado dos 72 perfis genéticos obtidos com a técnica do

RFLP-1S6110.
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Dentre os 19 isolados classificados em grupos genético, em 13 (68,4%)
foi possivel estabelecer algum tipo de ligacdo epidemiolédgica. A tabela 7 indica
estas ligagcbes bem como o periodo de manifestacdo da doenca, a co-infeccdo
com HIV e a profisséo.

As ligacdes epidemiologicas estabelecidas entre os pacientes do grupo
R1 (amostras 123 e 133) indicam um contato em ambiente hospitalar, uma vez
que envolve um profissional da salde com um individuo, ja portador da
tuberculose, que esteve internado em seu local de trabalho.

Os trés pacientes do grupo R3 (amostras 051, 074 e 112) apresentavam
caracteristicas em comum como o uso endovenoso de drogas ilicitas e historico
prisional. H& indicios de que estes individuos tenham freqientado os mesmos
pontos de venda e de consumo de drogas, uma vez que residem em bairros
comuns ou proximos.

Dos quatro pacientes do grupo R4 foram estabelecidas ligagOes apenas
entre dois pacientes, que também pertenciam a mesma familia e residéncia.

Doi dos pacientes do grupo R5 (amostras 023 e 114) residem em um
conjunto habitacional da Companhia de Desenvolvimento Habitacional e Urbano
do Estado de S&o Paulo (CDHU) e o terceiro individuo deste grupo € filho de
uma das moradoras (paciente 023 e 253). Destaca-se aqui o fato de que os
pacientes que compdem 0 grupo genético R4 habitam o mesmo conjunto
residencial.

As ligacOes epidemiologicas estabelecidas entre os pacientes do grupo
R7 (amostras 014, 017 e 030) foram integralmente solucionadas, uma vez que

os trés individuos pertenciam a mesma familia e residéncia.
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Tabela 7. Relagbes epidemioldgicas identificadas entre 10 pacientes infectados

por cepas de M. tuberculosis pertencentes a grupos genéticos definidos por

RFLP-1S6110.
Grupo N° da Data da HIV Profissdo Relacgao
Genético  Amostra Baciloscopia Epidemioldgica
R1 123 20/02/2003 Negativo Servicos gerais Paciente e
Técnico de profissional da
133 09/04/2003 Negativo enfermagem salde
R2 201 10/11/2004 Negativo Auxiliar de
escritorio
257 15/09/2006 Negativo Lavrador
R3 051 30/04/2001 Positivo Pedreiro Usudrios de drogas
074 24/10/2001 Positivo Padeiro de mesmo bairro
112 25/10/2002 Negativo Lavrador e bairros proximos
R4 024 04/06/2001 Negativo Vendedor Pai e
025 28/02/2002 Negativo Estudante filha
033 07/10/2000 Negativo Lavrador
158 11/03/2005 Negativo Acompanhante
R5 023 19/12/2000 Positivo Empregada Moradores do
doméstica mesmo
114 29/11/2002 Negativo Porteiro condominio,
253 14/12/2005 Negativo Cobrador mée e filho
R6 126 04/02/2003 Negativo Do lar
223 24/04/2005 Ignorado Ignorado
R7 014 22/05/2000 Negativo Do lar Esposa,
017 28/07/2000 Negativo Estudante marido e
030 03/09/2001 Negativo Pedreiro filho
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4.5. Spoligotyping

Através da técnica de Spoligotyping foram analisados 170 isolados de
M. tuberculosis. Das amostras avaliadas, foram mantidas apenas os perfis nédo
coincidentes de cada paciente, totalizando 116 amostras provenientes de 115
pacientes selecionados para este estudo.

A Figura 4 mostra os perfis genéticos dos isolados revelados a partir da
membrana. Estes perfis genéticos visualizados através da hibridizacdo com os
oligonucleotideos espacadores foram transformados em valores numéricos, de
maneira a obtermos um numero de 15 digitos (DALE et al., 2001). Esta
identificacdo facilita a comparacdo de amostras com bancos de dados

interlaboratoriais.
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Figura 3. Revelacdo da membrana de Spoligotyping. As linhas representam as

amostras e as colunas, os oligonucleotideos espacadores.

A comparacao dos perfis genéticos obtidos com os dados inseridos no
Banco Internacional de Spoligotyping SpolDB4 permitiu a identificacdo de 27
spoligotipos (shared-types - STs) previamente descritos. Estes, totalizando
oitenta e cinco amostras com perfis genéticos conhecidos dentre os 116 obtidos,
representando agrupamento de 73,3% da populacdo. Todos os perfis obtidos

sao descritos nos quadros 6, 7 e 8.
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Quadro 6. Relacdo dos spoligotipos obtidos e a respectiva identificagdo de familias e spoligotipos contidos no banco

internacional SpolDB4. Amostras 003 a 129.
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Quadro 7. Relacdo dos spoligotipos obtidos e a respectiva identificagdo de familias e spoligotipos contidos no banco

internacional SpolDB4. Amostras 133 a 237.
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Quadro 8. Relacdo dos spoligotipos obtidos e a respectiva identificagdo de familias e spoligotipos contidos no banco
internacional SpolDB4. Amostras 238 a 288.

Amostras Descricao do Spoligotipo Familia Spoligotipo
238 7\ 77| 7|7 7] 7] 7] 41020 7]7]1 H1 47
241 7| 7\ 7,7/, 0], 0] 6|5 4000/ 0]0]0]O - -
244 70 717,74, 0] 0] 7] 7|5|/6]0]7]7]1 - -
246 4| 6| 7| 7| 7| 7| 7|7 7|]7]6]0/4]7]1 - -
250 6| 7| 7| 7,37/ 6/0] 7|7/6/07]7]1 LAM2 17
251 7\ 777\ 7| 7] 7|7 7|7]6/0]7]7]1 T1 53
253 6| 7| 7| 7| 7,7/ 6|0 77, 6]0]7]7]1 LAM1 20
254 7T\ 7\ 7|77\ 777 7|7,6]0]7]7]1 Tl 53
255 71 7173|7763 7]/76/0]7]7]1 - -
256 7\ 77| 7,77 63| 7|7/6/0 771 - -
257 7\ 777\ 7| 7] 7|7 7|7]6[/0]7]7]1 T1 53
260 1| 7\ 7\ 777\ 7|7 7]7[2]0] 771 - -
263 7| 71 7, 7|57/ 6|7 7/7,6]0]6]7]1 - -
266 7\ 717, 7] 7,7/ 6/0] 7/5/6]0]7]7]1 LAM6 64
270 7 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7| 776|077 1 T1 53
271 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7| 77, 6|07 7]1 T1 53
272 7\ 7\ 7|7 7777 7]|7,6]0]7]7]1 Tl 53
273 7\ 717,77, 7] 6|7 7/7,6]0]6]7]1 - -
278 70 7/ 7, 7,77/ 6/0] 7]5/6/0]7]3]1 LAM6 95
279 7| 7| 7| 7| 7| 7| 6|3 77, 6|07 7|1 - -
280 7| 7| 7| 7| 7|7 6|0 7/4, 6| 0| 7| 3|1 LAM4 1895
284 7T\ 7\ 7|7 7777 7|72 0]7]7]1 H3 50
286 7\ 7177717 7] 7] 4{0]2]0]7]7]1 H1 47-
288 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7|7 4020|771 H1 47-

A distribuicdo dos 27 spoligotipos em linhagens e sub-linhagens
(familias) permitiu que identificAssemos quatorze delas entre os isolados de
Araraquara, T1, T2-T3, T4_CEU1, H1, H2, H3, LAM1, LAM2, LAMS3 e
S/convergente, LAM4, LAM6, LAM9, U e U (likely H3).

A linhagem Latin-American-Mediterranean (LAM) foi a mais frequente
entre as amostras analisadas representando cerca de 40 % dos isolados. A
Tabela 8 mostra a distribuicdo geografica dos 12 spoligotipos da familia LAM.
Pode-se observar que o spoligotipo 1895 (ST1895) € um tipo localizado, tendo
sido descrito apenas no Brasil. Ja os spoligotipos ST4, ST1768, ST216 e ST1176

ainda ndo apresentam relatos de ocorréncia no Brasil.
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Tabela 8. Spoligotipos da familia LAM descritos no banco internacional SpolDB4

identificados em Araraquara.

Familias Spoligotipos N° de Distribuicdo Geogréfica N° de
isolados em isolados
Araraquara SpolDB4

ARG, AUS, AUT, BEL, BRA,
CMR, CUB, DEU, ECU, ESP, EST,
FIN, FXX, GBR, GEO, GLP, GNB,
LAM1 20 06 GUF, HTI, IDN, LBY, MEX, MOZ, 426
MWI, NAM, NLD, PER, PHL, PRT,
RUS, SWE, USA, VEN, VNM, ZAF,
ZWE
ARG, BRA, CMR, CUB, CZE, ESP,
FXX, GLP, GUF, HTI, MEX, MTQ,
LAM2 17 03 MYS, NAM, NLD, PHL, PRT, USA, 322
VEM
ARG, AUT, BEL, CAN, DEU, FIN,
FXX, GBR, GLP, GNB, GUF, HTI,

LAM3eS/ ITA, ITAS, KEN, LBY, MAR,
convergente 4 01 MTQ, MWI, MYS, NLD, NOR, 118
POL, PRT, RUS, SAL, SWE, TUR,
USA, VEN, ZAF

ARG, AUT, BEL, BRA, CUB, DEU,
DZA, ESP, FXX, GBR, LAM4,

60 01 GNB, GUF, ITA, ITAS, MAR, 83
LAM4 MDG, MEX, MOZ, NLD, PRT,
RUS, SEM, USA, VEM, ZAF, ZWE
1895 05 BRA 02
LAM6 ARG, AUS, AUT, BEL, BRA,
64 12 COM, CZE, DZA, FXX, GBR, GUF, 157

IND, IRN, ITA, MDG, MEX, MTQ,
MWI, MYS, PRT, SEM, USA, VEM
95 01 BRA, GBR, GUF, USA 11
1768 01 CUB, MYS 02

ARG, ARM, AUS, AUT, AZE, BEL,
BGD, BRA, CAF, CMR, CUB, CZE,
DEU, DZA, EGY, ESP, EST, ETH,
FIN, FXX, GBR, GEO, GLP, GNB,

LAMO 42 14 GUF, HTI, IDN, IND, IRN, ITA, 1227
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

81 01 ARG, BRA, CUB, ITA, ZWE 20
216 01 ARG, ITA, USA, VEM 09
1176 01 ARG, EST, GEO, IDN, MDG, NLD 11
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A linhagem T representou cerca de 20 % dos isolados. Trata-se de uma
familia pouco caracterizada e classificada como uma linhagem moderna do
M. tuberculosis.

A Tabela 9 apresenta os nove spoligotipos da familia T identificados no
estudo. Quatro deles ndao foram descritos no Brasil (ST393, ST522, ST1626 e

ST39).

Tabela 9. Spoligotipos da familia T descritos no banco internacional SpolDB4

identificados em Araraquara.

Familias Spoligotipos N° de Distribui¢do Geogréfica N° de
isolados em isolados
Araraguara SpolDB4

ARG, AUS, AUT, BEL, BRA,
CHN, FXX, GBR, GLP, GUF, HTI,

T1 51 02 ITA, ITAS, JPN, MDG, MEX, 158
MYS, NLD, PRT, SWE, TUR, USA,
VEM, VNM

ANT, ARG, ARM, AUS, AUT,
AZE, BEL, BGD, BRA, BRB,
CAF, CAN, CHN, CIV, CMR,
COM, CuUB, CZE, DEU, DNK,
DZA, EAFR, EGY, ESP, EST,
ETH, FIN, FXX, GBR, GEO, GLP,
GNB, GUF, HTI, HUN, IDN, IND,
53 11 IRN, ITA, ITAS, JPN, KAZ, KEN, 2497
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, VEM,
VNM, ZAF, ZMB, ZWE

156 01 AUT, BRA, ESP, ITA, MDG, USA 33
393 03 AUS, FXX, PRT, USA 06
522 01 AUT, GNB, HTI, IDN, KEN, USA 08
1626 01 USA 03
1905 02 ARG, BRA 02

AUS, AUT, BEL, BRA, EGY, FIN,
FXX, GEO, GLP, GNB, GUF, HTI,
T2-T3 73 01 IDN, ITA, MDG, MEX, MOZ, 114

MTQ, NLD, PRT, SWE, USA,
VEM, VNM, ZWE
ARM, AUT, BEL, CZE, DEU, FXX,

T4 _CEU1L 39 01 GBR, ITA, NLD, POL, USA, VNM, 67
ZAF
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A linhagem Haarlem (H) representou 10 % dos isolados. A Tabela 10

indica os quatro spoligotipos identificados em Araraquara. O ST1238, além de

raro, ndo foi descrito no Brasil.

Tabela 10. Spoligotipos da familia H descritos no banco internacional SpolDB4

identificados em Araraquara.

Familias Spoligotipos

isolados em
Araraquara

N° de

Distribuicdo Geografica

N° de
isolados
SpolDB4

H1 47

04

ARG, ARM, AUS, AUT, AZE,
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

721

H2 2

03

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

283

H3
50

04

ARG, ARM, AUS, AUT, BEL,
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

1504

1238

01

GLP, MEX, VEM

03

Juntas, as familias H, LAM e T totalizaram cerca de 70 % das amostras

analisadas, retratando que estas as quais sdo as trés principais familias

descritas mundialmente, sdo as mais frequentes na Africa, América Central,

Europa e América do Sul.

A linhagem U foi descrita para 2,6% dos isolados e os dois Unicos

spoligotipos encontrados apresentaram distribuicdo geogréfica contrastante.
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Enquanto o ST1892 é exclusivamente encontrado no Brasil, 0 ST237 nunca foi

descrito na América do Sul (Tabela 11).

Tabela 11. Spoligotipos da familia U descritas no banco internacional SpolDB4

identificadas em Araraquara.

Familias Spoligotipos N° de Distribuicdo Geografica N° de isolados
isolados em SpolDB4
Araraquara
U 1892 02 BRA 02
AUT, BEL, CMR, DEU, FIN,
FXX, GBR, IDN, ITA, ITAS, 74
U (likely H3) 237 01 MDG, POL, PRT, RUS, SWE,
USA, ZAF

Trinta e um isolados (26,7 %) nao puderam ser classificados em
spoligotipos e familias divulgadas no banco SpolDB4, apresentando um perfil
nao descrito anteriormente. Estes spoligotipos ndo descritos (SND) estéao
relacionados na Tabela 12.

Os perfis genéticos descritos nos quadros 6, 7 e 8 foram analisados com
o0 auxilio do Bionumerics, gerando o dendrograma apresentado na Figura 4. Foi
possivel a identificacdo de 15 grupos genéticos apresentando 100% de
similaridade. Estes 15 grupos incluiram 75 amostras do total de 116 isolados

tipados, representando 65,2% da populacéo.
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SpolDB4

internacional

descritos no banco

Tabela 12. Spoligotipos né&o

identificados entre os isolados de Araraquara.

Ne° de
isolados

Descri¢do do Spoligotipo

N° das amostras

Spoligotipo

01

7 577 037 7 776 0771
5 777 3 7 6 7 776 06 00O0
7 7 7 3 5 7 6 6 6 3 00 171
T 7 7 7 7 7 7 7 6 1 40071
7 6 000 26 04000171
T 7 7 7 7 7 6 7 7 5 6 07 31
T 7 7 7 2 7 777 7 2 07 71
7 3 7 757 7 7T 7T 7 6 00 O0O0
6 7 7 7 47 6 07 7 6 07 71
5 v 77 3 7 6 077 6 0771
T 7 7 7 77 417 7 2 07 71
T 7 7 7 7 7 6 07 16 07 71
7T 7 7 717 6 07 7 6 07 31
T 7 7 7 7 7 6 7 7 7 6 06 71
7 7 6 17 7 6 07 4007 71
7 7 7 357 6 07 7 6 06 71
756 177 6 07 7 6 07 71
T 7 7 7 7 7 7 7 6 2 2 0771
7T 7 7 7 0 3 7 7 4 000011
7T 7 7 7 7 7 6 07 6 6 0 7 31
7T 7 7 7 7 7 6 47 6 6 0 7 6 1
7 75 3 5 7 6 07 7 6 6 7 71
7 7 7 7 0 06 5400 0O0O00O0
7 7 7 7 4 007 7 56 07 71
4 6 7 7 7 7 7 7 7 7 6 0 4 71
7T 7 7 3 7 7 6 3776 0771
T 7 7 7 7 7 6 37 7 6 07 71

008
012
021
035
038
061
065
073

SND 1

01

SND 2

01

SND 3

01

SND 4

01

SND 5

01

SND 6

01

SND 7

01

SND 8

01

126
165
166
173
188
192 e 273

SND 9

01

SND 10
SND 11
SND 12
SND 13
SND 14
SND 15
SND 16
SND 17
SND 18
SND 19
SND 20
SND 21
SND 22
SND 23
SND 24
SND 25
SND 26
SND 27
SND 28

SND 29
SND: Spoligotipo ndo descrito.

01

01

01

02

01

199
200
203
211

01

01

01

01

224
227
234
237
241

01

01

01

01

01

244

246

255
256 e 279

01

01

02

iTr 7777 77 77 7 2 07 71 01

7 7 7 7 5 7 6 7 7 7 6 0 6 7 1

260
263

01
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Figura 5. Dendrograma dos 116 perfis de spoligotyping obtidos.
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4.6. MIRU

Os isolados de pacientes com tuberculose pulmonar do municipio de
Araraquara foram avaliados geneticamente através da técnica de MIRU por
Pandolfi (2006), que analisou 49 isolados de 2000 a 2002 e Santos (2006), que
analisou 115 isolados de 2002 a 2006. Os resultados selecionados para as
andlises aqui avaliadas totalizam 102 isolados clinicos que também tenham sido
avaliados por RFLP e/ou Spoligotyping.

A analise dos 102 isolados, mostrados na Figura 6, indicam a formacéao
de sete grupos com 100% de similaridade genética, alcancando um indice de

15,7% das amostras.
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Figura 6. Dendrograma de 102 isolados avaliados por MIRU.
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4.7. Spoligotyping associado ao MIRU

Ao associarmos as técnicas de Spoligotyping e MIRU, dos isolados 128
isolados clinicos inicialmente selecionados para este estudo, eliminando os
isolados de mesmo paciente que apresentavam perfis coincidentes, chegamos a
uma amostragem de 96 isolados tipados tanto por Spoligotyping quanto por
MIRU.

A Figura 7 retrata esta associacéo, que resultou na formagéo de apenas 3

grupos com 100% de similaridade genética envolvendo sete isolados (7,3%).
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Figura 7. Dendrograma de 96 isolados avaliados por Spoligotyping e MIRU.
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4.8. Spoligotyping e MIRU associados ao RFLP

Ao associarmos as técnicas de Spoligotyping, MIRU e RFLP, dos
isolados 128 isolados clinicos inicialmente selecionados para este estudo,
eliminando os isolados de mesmo paciente que apresentavam perfis
coincidentes, chegamos a uma amostragem de 59 isolados tipados tanto por
Spoligotyping quanto por MIRU e RFLP.

A Figura 8 retrata esta associacéo, que resultou na formacgao de apenas 2

grupos com 100% de similaridade genética envolvendo cinco isolados (8,5%).
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Figura 8. Dendrograma de 59 isolados avaliados por Spoligotyping, MIRU e

RFLP.
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5. Discussao

A tuberculose é um exemplo de doenca infecciosa em que as técnicas
de biologia molecular permitiram a obtencéo de informacgfes que seriam dificeis
ou até mesmo impossiveis de serem verificadas através de métodos
laboratoriais convencionais (FOXMAN e RILEY, 2001).

Segundo Tenover et al. (1997), amostras com pequenas alteracdes no
namero ou na altura de bandas, devido a uma simples mutacdo, insercao,
delecdo ou inversdo, podem ser identificadas através da tipagem da 1S6110
como cepas relacionadas e pertencentes a um mesmo agrupamento ou familia,
retradados com um indice de similaridade superior a 70%. Portanto, 0s
resultados obtidos com RFLP possibilitam inferir que cerca de 68% dos casos de
tuberculose em Araraquara sdo causados por duas familias de agentes
etiolégicos, as familias A e B.

A tuberculose proveniente de transmissdo recente € normalmente
definida como a doenca que ocorre dentro de dois anos apds a infeccdo com o
agente M. tuberculosis. Segundo Small et al. (1994), os casos de doenca
associados as cepas que formam grupo genético sdo decorrentes de
transmissdo recente. Presume-se, desta maneira, que grupos genéticos
formados por isolados idénticos que compartiiham um DNA fingerprinting séo
resultado da disseminacédo do organismo entre os hospedeiros humanos que o
abrigam. Ja os pacientes com tuberculose cujos isolados ndo podem ser
agrupados em grupo genético, ou seja, amostras com perfil genético Unico,

apresentam a doenca proveniente da reativacdo de uma infeccdo latente
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adquirida no passado. Esta inferéncia claramente depende da heterogeneidade
dos marcadores moleculares usados para a tipagem (ALLAND, 1994).

Sendo o RFLP-IS6116 o método de tipagem molecular com o mais alto
indice de discriminacao, podemos afirmar que durante o periodo estudado, entre
0s anos de 2000 a 2006, o indice de tuberculose no municipio de Araraguara
proveniente de uma infecgéo recente foi de 26,4%. A origem destas infecgdes
recentes foi comprovada ao se estabelecer as associa¢des epidemiologicas em
68,4% dos casos de tuberculose envolvidos em grupos genéticos com 100% de
similaridade genética de seu agente.

O método de genotipagem baseado em PCR, Spoligotyping, proposto
para avaliar a epidemiologia molecular e facilitar o estudo de amostras em larga
escala, indicou um indice de similaridade genética de 65,2% entre os isolados
(COWAN et al., 2005). Sendo este método menos discriminatério comparado ao
RFLP, ao observarmos o posicionamento dos isolados que compdem 0s grupos
genéticos (100% de similaridade) formados pelo spoligotyping e os grandes
grupos A e B (acima de 70% de similaridade) gerados pelo RFLP, identificamos
uma coincidéncia de amostras agrupadas e uma associacdo entre sua
frequencia (68,1% dos isolados por RFLP foram agrupados com até 70% de
similaridade).

O Spoligotyping permitiu a identificacdo de cerca de 73% dos
spoligotipos dos isolados de Araraquara entre os spoligotipos descritos no Banco
Internacional de Spoligotyping SpolDB4. As familias LAM, T e H representaram
cerca de 70% de todos os isolados deste estudo, enquanto cerca de 26% dos

spoligotipos apresentaram perfis ndo descritos anteriormente no mesmo banco.
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Cowan e colaboradores (2005) analisaram 259 isolados, provenientes de
um periodo de trés anos de Wisconsin, através da genotipagem por RFLP,
Spoligotyping e MIRU, e relataram que, independente do método de tipagem
adotado, a adicdo de um segundo ou terceiro método diminui o indice de grupos
genéticos encontrados compartilhando 100% de similaridade. Entretanto, os
resultados de Cowan et al. (2005) demonstraram que a tipagem por
Spoligotyping e MIRU associadas gerou uma discriminacdo adequada para a
maioria dos casos analisados.

A associacdo entre os métodos de Spoligotyping e MIRU para os
isolados avaliados neste estudo gerou um indice de similaridade completa
proxima de 7,3%. Entretanto, ao analisarmos o agrupamento de isolados com
similaridade superior a 90%, verificamos o envolvimento de 71,9% das amostras.
Ainda para a associagédo de Spoligotyping e MIRU, este indice chega a 62,7%
dos isolados com similaridade acima de 90% quando s&o selecionadas apenas
as 59 amostras que foram analisadas pelos trés métodos abordados. Em ambos
0S casos, os isolados envolvidos neste agrupamento também coincidem com
aqueles envolvidos nos grupos A e B de até 70% de similaridade identificados
pelo RFLP.

A associacdo entre RFLP, Spoligotyping e MIRU indicou a formacéo de
apenas 2 grupos com 100% de similaridade genética envolvendo 8,5% dos
isolados. No entanto, a associagcdo das amostras em grupos de até 90% de
similaridade foi mais satisfatéria quanto a associacdo das amostras que
comprovadamente apresentaram ligacdes epidemioldgicas, representando cerca
de 27% dos isolados. Este indice aproxima-se da porcentagem dos isolados em

grupos genéticos com 100% de similaridade gerado pelo RFLP.
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Com relacdo as relagbes epidemiologicas estabelecidas, podemos
ressaltar a transmissao intradomiciliar com sendo um alto fator de risco para a
infecgao recente de tuberculose.

Destacamos também a ocorréncia de cerca de 21% dos casos
provenientes de infeccdo recente em um conjunto habitacional da Companhia de

Desenvolvimento Habitacional e Urbano do Estado de Sao Paulo (CDHU).
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6. Conclusoes

1. A genotipagem através do RFLP permite uma melhor discriminacdo entre os
isolados bem como uma excelente associacdo entre amostras relacionadas

epidemiolégicamente.

2. A técnica de Spoligotyping associada ao MIRU permite uma boa
discriminacdo entre os isolados clinicos, da mesma forma que propicia uma
satisfatoria correlacéo entre casos ligados epidemiologicamente. Neste estudo, a
tolerancia para as associacdes foi de grupos genéticos formados com indices de

similaridade superior a 90%.

3. A associacdo do RFLP, Spoligotyping e MIRU néo foi uma boa ferramenta
para a andlise genética dos isolados clinicos visando esclarecimentos

epidemioldgicos.

4. Cerca de 73% dos spoligotipos obtidos foram identificados no Banco
Internacional de Spoligotyping SpolDB4, sendo as familias LAM, T e H as mais

predominantes entre os isolados de Araraquara.

5. Cerca de 27% dos spoligotipos encontrados nos isolados de Araraquara

compdem perfis ndo descritos no Banco Internacional de Spoligotyping SpolDB4.

6. A técnica de RFLP permitiu a identificacdo de um indice de 26,4% de casos
de tuberculose proveniente de infecgcdo recente na cidade de Araraquara, no

periodo de 2000 a 2006.
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7. Algum tipo de relacdo epidemioldgica foi verificada em cerca de 68% dos
casos envolvendo grupos genéticos identificados pelo RFLP. Destaca-se as
transmissdes intradomiciliares e a moradia em condominios residenciais do

CDHU no municipio de Araraquara.

8. A técnica de RFLP permitiu a distincdo de dois grandes grupos genéticos, A e

B, dentre os isolados de Araraquara.
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8. Anexos

8.1. Anexo |

SERVICO ESPECIAL DE SAUDE DE ARARAQUARA - SESA
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA - USP
PROGRAMA DE TUBERCULOSE

CARACTERIZAGAO CLINICA, EPIDEMIOLOGICA E
MICROBIOLOGICA DOS PACIENTES

Data da entrevista: / /

1. Identificacédo:

Nome:
Cadastro/Matricula:

Nascimento: /| ldade Presumida(em anos): Naturalidade: Estado:

Endereco:

Bairro:
Referéncia:

Municipio:

Endereco trabalho/escola: Bairro:

CorouRaca: [ Branca UPreta [Parda [ Amarela [Indigena [ Sem declaragéo

Procedéncia: Estado:

Zona: OUrbana ORural [JSem residénciafixa [ Penitenciaria [0 Sem dados

Estado civil: [ Casado [ Solteiro [JViuvo [J Separado/Divorciado/Desquitado [1 Unido consensual
2.Caracterizagao sdcio-econémica:

Profisséo:

Atividad
Situacéo Profissional atual: [J Vinculo empregaticio [J Auténomo [] Aposentado [ Desempregado

Rendimento mensal atual: R$ 00 Semrenda héa quanto tempo? ( meses)

Escolaridade: [J Analfabeto [J Até 42 série do 1° grau [J 1° grau incompleto  [1 1° grau completo
[0 2° grau incompleto  [1 2° grau completo [J Universitario incompleto [J Universitario completo

Moradia: O Unifamiliar O Multifamiliar O Coletiva [0 Rua 0O Outra:

N° pessoas que vivem namesmacasa: [01 02 03 04 [0O5o0umais

N° refeigbes diarias: J 1 [0 2 [ 3oumais [ nenhuma
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Onde passa a maior parte do tempo? [0 Domicilio [0OTrabalho ORua 0 Clube/associa¢édo
[0 Bar ou similar [ Outro: N° horas/dia:

3. Situagao Epidemiolégica:
Notificado em : / /___ Semana epidemiolégica: __/  Ficha epidemiolégica n°;

Notificado por:
0 SESA 0O UBS 0OPS [Hospital [0 Laboratério [1Médico conveniado
[0 Médico particular [0 Controle de comunicante [J Busca ativa da Vigilancia Epidemiolégica

Vacina BCG-ID / / Cicatriz : 0O + O -

Tem ou teve contato com paciente de Tuberculose?

ONao 0O Sim, ha meses/anos Por meses/anos Nome:

Teve Tuberculose anteriormente?

0O Sim  Quantas vezes? ON&o
Tipo de tuberculose: inicio da doenca: / /
Local do tratamento: tratamento de / / a / /

Alta: [ cura [0 mudanca de diagnéstico [Jabandono  [J transferéncia

Tipo de tuberculose: inicio da doenca: / /

Local do tratamento: tratamento de / / a / /

Alta: [ cura [0 mudanca de diagnéstico [Jabandono [ transferéncia

Tipo de tuberculose: inicio da doenca: / /

Local do tratamento: tratamento de / / a / /

Alta: [ cura [0 mudanca de diagnéstico [Jabandono  [J transferéncia

4. Antecedentes Pessoais:

Tabagismo: [0 Sim, ha anos  N° cigarros/dia: [0 Néao
Etilismo: [ Sim, h4 anos [0 Nao
Comportamento de risco para HIV/AIDS? [ Sim, qual ? [0 Nao

Sorologia HIV:  [ONegativa [UPositiva [lIndeterminada [1N&o Realizada [1Recusa

ELISAL1 em: / / ELISA2 em: / /
(] Diabetes [JCandidiase oral [ Blastomicose [ Outra micose profunda ( )
[0 Hanseniase [ Doenga mental [1Anemia []Cancer de pulmdo [JOutra neoplasia ( )
Cirurgia: [ Sim, de [0 Nao
Uso de droga imunossupressora: [ Sim, qual? [0 Ndo
5. Histdria da doenca atual:
Sintomas: Inicioem ___/_ /[ emagrecimento [febre Jtosse [Janorexia [ dispnéia

[ escarros hemoptoicos [J fraqgueza [ sudorese noturna [l dor toracica [ outro
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Local de diagndstico: Data: / /

Exames: PPD / / Resultado : mm [ N&o realizado
Baciloscopia n° Data: / / [0 escarro []outro material:

[ Positivo IB= [0 Negativo [0 Nao realizado
Cultura : n° [Jescarro [ outro material:

0 Positiva [1Negativa, realizado , / / [0 Nao realizada
Identificagao: , realizado , / / [0 Nao realizada
Antibiograma Preencher: S (sensivel) R (resistente) realizado, / /  [1Nao realizado
[ Rifampicina [ Isoniazida [0 Pirazinamida [ Streptomicina

0 Etambutol O Etionamida O Cicloserina O Paranitrobenzoico O Outro

PCR:

Raio-X de torax: [ONormal OSuspeita Th [0 Compativel ¢/ outras afec¢des [1 Sequela [1 Nao
realizado

Raio-X de outros locais: [ Sim, qual? ON&ao

[ Bidpsia ganglionar [ Bidpsia pulmonar [ Biopsia pleural

U Outros:

Avaliacdo antropométrica inicial: Peso:__ Kg Altura;_ m IMC=

Forma clinica: O Pulmonar [ Pleural [JGanglionar [1Meningea [ Outra:

Inicio do tratamento: _ / [/  Esquema: __ Fimdo tratamento: __ /| [

Medicamentos utilizados: [0 Rifampicina U Isoniazida [] Pirazinamida [ Etambutol
CEtionamida [1 Streptomicina [ Amicacina [ Clofazimina [ Norfloxacino [J Outro

Baciloscopiade Controle: Data: __ /[ U Negativa 0 Positiva, IB= _ [0 N&o realizada

Cultura: Data /| [ Negativa [ Positiva [ N&o realizada Identificacéo:

Data: / / O Negativa [ Positiva, 1B= 0 N&ao realizada
Cultura: Data /| [ Negativa [ Positiva [ N&o realizada

Identificacéo:

Data: / / O Negativa [ Positiva, I1B= 0 N&ao realizada
Cultura: Data /| [ Negativa [ Positiva [J N&o realizada Identificacdo:

Tratamento 2: Inicio__/ /  Motivo: __ Esquema: __ Fim do tratamento 2. [/ |/

Na Alta medicamentosa:
Baciloscopia : Data: I [0 Negativa [ Positiva, IB= [0 N&o realizada

Cultura: Data / / [0 Negativa [ Positiva [1 Nao realizada

Identificacdo

Raio-X de térax: [ONormal OSuspeita Th [0 Compativel ¢/ outras afec¢des [1 Sequela [1 Nao
realizado
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Outros Exames :

ALTA : / / TIPO : Peso = Kg
Reviséo 1: / / Reviséo 2: /
Exame fisico de alta:
Internagéo: / /
Motivo:
Local: Alta hospitalar: / / Tipo:_
Internacgéo: / /
Motivo:
Local: Alta hospitalar: / / Tipo:___
Retorno ao SESA: / / Esquema proposto:
Outras intercorréncias: 1) Data: / /

2) Data: / /
OBITO Devido a tuberculose : 0 sim 00 néo

Data : / Local :

Causas:
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8.2. Anexo Il

% UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp CAMPUS DE ARARAQUARA

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

Segdc Técnica Académica

Protocolo n° 17/2002-CEP

interessado: Prof* Dr* CLARICE QUEICO FUJIMURA LEITE

Projeto: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA TUBERCULCSE EM
PACIENTES DA REGIAC DE ARARAQUARA

Parecer n° 01/2003 - Comité de Etica em Pesquisa

O projeto “Epidemiologia molecular da tuberculose em
pacientes da Regido de Araraquara”, encontra-se adequado em
conformidade com as orientagdes constantes da Resolugdo 195/96 do
Conselho Nacional de Saude/MS,

Por essa razéo, o Comité de Etica em Pesquise desta
Faculdade considera o referido projeto estruturado dentro de padroes
éticos e é de PARECER FAVORAVEL & sug execucdo,

Lembramos Vossa Senhoria da necessidade de entrega
do rejatoric em setembro de 2004. Neste refatério devera constar o
Terme de Consentimento Livre Esclarecido dos sujeitos da pesquisa.

Araraquara, 31 de janeiro de 2003,

J‘\ Lo
Profe. D, REGINATMARIA BARRETTO CICARELL|
Caordenadora do CEP

-
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8.3. Anexo Il

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Obrigatério para Pesquisa Cientifica em Seres Humanos-Resolucéo n® 196 de 10/10/96 - Conselho

Nacional de Saude)

Dados sobre a pesquisa
Titulo do Projeto: Epidemiologia Molecular da Tuberculose em pacientes da regido de Araraquara
Coordenadora do projeto: Clarice Queico Fujimura Leite telefone: (0XX16) 3301 6953
Meédicos responsaveis: Dr. Eduardo F. Hage e Dr. Walter Manso Figueiredo telefone: (0XX16) 222
2277
Telefone de contato do Cémite de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
— UNESP: (0XX16) 3301 6897

Nossa preocupagdo com o aumento da tuberculose no Brasil ¢ a justificativa deste estudo.
Seu objetivo é conhecer melhor a transmissdo da doenga em pacientes da regido de Araraquara. Os
resultados desta pesquisa possivelmente oferecerdo subsidios ao aprimoramento dos programas de
saude publica. Sua participacdo do estudo ndo é obrigatéria e caso ndo deseje participar, seu
atendimento néo sera prejudicado. Os dados pedidos no questionario sdo aqueles necessarios ao
seu atendimento ambulatorial e outros que fardo parte do estudo ja explicado. Os dados desta
pesquisa serdo sigilosos, sendo seu nome mantido sob anonimato. Caso vocé tenha alguma ddvida

converse com um dos responsaveis.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu , declaro que, apods

ter sido convenientemente esclarecido pelo médico(a) ou agente de saude, concordei em participar
do projeto de pesquisa acima e com 0s seguintes termos:

1. Eu compreendo que minha participagdo é inteiramente voluntaria e ndo é, de forma
alguma, condicdo para que receba tratamento médico neste servico de salde. Se eu decidir ndo
participar desta pesquisa ou interrompé-la a qualquer momento nédo serei prejudicado.

2. Eu responderei a um questionario padronizado que investigara aspectos sobre meu perfil
socio-econdmico. O questionario identificard fatores de risco que possam estar associados a
transmissdo da tuberculose, além de analisar o uso de drogas e/ou téxicos, habitos sexuais e
transmissao sanguinea prévia.

3. Ap6s aconselhamento sobre o significado do teste sorolégico para o virus da Aids, eu
permitirei que o resultado seja utilizado nesta pesquisa.

4. Posso me recusar a fazer o teste sorolégico para o virus da Aids, sem que isto implique

na minha excluséo desta pesquisa.

Data / /

Assinatura do paciente

Endereco:
Identidade (N°do RG):
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CAPITULO II

Artigos cientificos completos publicados em periédicos

1-

PANDOLFI, José Rodrigo Claudio, MALASPINA, Ana Carolina, SANTOS,
Adolfo Carlos Barreto, Suffys, P.N., OELLEMANN, M.A.C., VALENTINI,
S.R., LEITE, C. Q. F. Tuberculose e o estudo molecular da sua
epidemiologia.. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basica e Aplicada.
, V.28, p.251 - 258, 2007.

Malaspina AC., Cavalcanti HR., Leite CQF., Machado SMA., Viana BHJ.,
Silva RMG., Hage EF., Figueiredo WM, Marques E., Ferrazoli L., Arbex M.,
Lessi M., Fonseca LS., Rigouts L., Feres MH. Usefulness of Mycobacterium
tuberculosis Molecular Typing in a Tuberculosis Low — Endemic Agro-
Industrial Setting of Brazil. Jpn. J. Infect. Dis. v. 61, p. 231-233, 2008

Tashima, Nair Toshiko ; SIMOES, Maria Jacira Silva ; Leite, Clarice Queico
Fujimura ; Fluminhan, Antonio ; Nogueira, Marco Antonio ; MALASPINA,
Ana Carolina . Classic and molecular study of Giardia duodenalis in children
from a daycare center in the region of Presidente Prudente, Sdo Paulo,
Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, v. 51, p.
1-11, 2009.

E. Noda Noguti, C. Q. Fujimura Leite, A. C. Malaspina, A. C. B. Santos, R.
D. C. Hirata, M. H. Hirata, E.M. Mamizuka, R. Fressatti Cardoso :
Genotyping of Mycobacterium tuberculosis isolates from low endemic
setting in south of Brazil Aceito para publicacdo na Revista Memorias do

Instituto Oswaldo Cruz:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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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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