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RESUMO

A tuberculose (TB) é um grande problema de satde publica, intimamente ligada aos fatores
socio-econémicos, e tem como principal agente etiolégico o Mycobacterium tuberculosis. O
Spoligotyping é uma técnica baseada em PCR-hibridizacdo reversa que permite detectar e
diferenciar simultaneamente membros do Complexo M. tuberculosis diretamente de amostras
clinicas, como em amostras obtidas de laminas de Ziehl-Neelsen (ZN), evitando problemas
associados ao lento crescimento destes microrganismos, tornando-se assim uma importante
ferramenta para 0 monitoramento de cepas em diferentes contextos epidemiolégicos, sendo
capaz de revelar o carater biogeografico destas. A possibilidade de caracterizar genética,
demogréafica e geograficamente estes microrganismos pode contribuir para o entendimento de
como a doenca é transmitida e para a implementacdo das acGes para seu controle e combate.
Desta forma, foi realizado um estudo retrospectivo que avaliou amostras obtidas a partir de
laminas coradas pela técnica de ZN, confeccionadas por laboratérios da rede publica dos
municipios paraenses de Belém e Ananindeua entre outubro de 2007 e mar¢co de 2008. A
maioria (61,3%) dos 163 casos incluidos no estudo pertencia ao género masculino e 68,0%
dos casos tinham entre 20 e 49 anos, com meédia de idade de 38 anos. A aplicacdo do
Spoligotyping neste tipo de amostras apresentou bom rendimento, com 146 (89,6%) padrdes
de hibridizacdo completos e concordantes entre si apds as duplicatas. Destes, 142 foram
considerados para comparagdo com 0 banco de dados internacional de Spoligotyping
(SpolDB4), dentre os quais foram observados 67 espoligotipos ou genoétipos distintos,
compreendendo 95 (67%) casos com padrdes compartilhados por duas a 20 amostras e 47
(33%) casos com padrbes Unicos. Quarenta e oito (71,6%) gendtipos eram conhecidos e 19
(28,4%) ainda ndo haviam sido relatados no SpolDB4. As familias LAM e T foram as mais
frequentes, concentrando 56 (39,4%) e 35 (24,6%) casos, respectivamente, e as familias
Haarlem e EAI compreenderam 12 (8,45%) amostras cada. A geolocalizagdo dos casos
permitiu visualizar a distribuicdo dos espoligotipos nos municipios estudados, evidenciando
alguns agrupamentos com mesmo genotipo, mostrando-se Gtil para direcionar e auxiliar
investigac@es futuras.

Palavras-chave: Tuberculose. Mycobacterium tuberculosis. Spoligotyping. Ziehl-Neelsen.
Geolocalizacao.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a major public health problem, closely linked to socioeconomic factors,
and its main causative agent Mycobacterium tuberculosis. The Spoligotyping is based on
PCR-reverse hybridization that permit identification and differentiation of M. tuberculosis
Complex members directly from clinical samples, as samples from Ziehl-Neelsen stained
slides (ZN), avoiding problems associated with slow growth of these microorganisms, thus
becoming an important tool for the monitoring of strains in different epidemiological settings,
being able to reveal the biogeographical character of these. The ability to characterize genetic,
demographic and geographically these microorganisms can contribute both to understanding
how the disease is transmitted and the implementation of actions to its control and combat.
Thus, we performed a retrospective study that evaluated the samples obtained from ZN
stained slides, made by public heath laboratories from Belém and Ananindeua between
October 2007 and March 2008. Most (61.3%) of 163 cases included in the study belonged to
the males and 68.0% of cases were between 20 and 49 years with a mean age of 38 years.
Application of Spoligotyping in this kind of samples showed good performance, with 146
(89.6%) hybridization patterns of complete and consistent with each other after the duplicates.
Of these, 142 were considered for comparison with the international database of Spoligotypes
(SpolDB4), of which 67 were observed different spoligotype or genotypes, including 95
(67%) cases were shared by two to 20 samples and 47 (33%) with unique patterns. Forty-eight
(71.6%) genotypes were known and 19 (28.4%) have not been reported in SpolDB4. LAM
and T families were more frequent, concentrating 56 (39.4%) and 35 (24.6%) cases,
respectively, and Haarlem, and EAI families comprised 12 (8.45%) samples each. Spatial
localization of cases allowed to visualize the distribution of spoligotypes in the cities studied,
revealing some groups with the same genotype, proving to be useful to guide and assist future
investigations.

Key-words: Tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis. Spoligotyping. Ziehl-Neelsen. Spatial
localization.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecto-contagiosa, curdvel, que tem como
principal agente etiologico o Mycobacterium tuberculosis, mas também pode ser causada por
outras micobactérias do complexo M. tuberculosis (CMTB) (CATALDI; ROMANO, 2007;
EUZEBY, 2009).

A doenca pode se apresentar sob as formas pulmonar e extrapulmonar (renal,
hepatica, esplénica, medular, nervosa e etc.) e tem como caracteristica ser universal e atingir
preferencialmente individuos imunossuprimidos e/ou que vivam em condigdes sOcio-
econdmicas desfavoraveis (CAVALCANTI, 2006). A principal via de transmissdo ¢ a aérea,
de pessoa a pessoa, quando um doente de TB pulmonar bacilifera fala, espirra ou tosse,
lancando no ar goticulas de tamanhos variados, contendo no seu interior o bacilo (BRASIL,
2005a). Estima-se que, durante um ano, em uma comunidade, um individuo bacilifero podera

infectar, em média, de 10 a 15 pessoas (BRASIL, 2005a).

Apesar de ser uma doencga potencialmente prevenivel e curavel, a TB ¢ ainda hoje
um grande problema de satide publica nos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(RODRIGUES et al., 2007). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que haja,
anualmente, 2 milhdes de mortes devido a TB, e que 98% delas ocorrem em paises em
desenvolvimento, afetando principalmente adultos jovens em idade produtiva (OMS, 2009a).
O Brasil, juntamente com outros 21 paises em desenvolvimento, alberga 80% dos casos
mundiais da doenga (OMS, 2009b). Aparecem como agravantes deste quadro a epidemia pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o crescimento demografico, o aumento da miséria,
a ma estruturagdo da rede de saude publica, os grandes movimentos migratorios € a resisténcia
do bacilo aos quimioterapicos. Tais fatores apontam para a necessidade de medidas enérgicas

e eficazes de satde publica (NATAL, 1998).

Segundo o Ministério da Saude (MS), o diagnostico laboratorial da TB ¢
fundamentado nos seguintes métodos: bacterioscopico (baciloscopia e cultura), radiolégico,
broncoscopia, prova tuberculinica cutdnea (PPD), anatomo-patoldgico (histoldégico e

citolégico), sorologico, bioquimico e molecular (BRASIL, 2005a).
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A genotipagem do M. tuberculosis em diversos paises mostrou ser um o6timo
instrumento no estudo das relacdes de clonalidade e dispersdo entre cepas de uma
determinada populacdo e os grupos populacionais sob maior risco, principalmente nos casos

onde a ligacdo epidemioldgica ndo ¢ identificada com o tragado convencional de contatos.

Diversas técnicas de biologia molecular podem ser usadas com este fim, como as
técnicas RFLP-1S6110, MIRU-VNTR, Spoligotyping, entre outras. Esta tultima apresenta
menor diversidade genética, no entanto, tem a vantagem de ser aplicdvel em DNA obtido de
amostras clinicas diversas (KAMERBEEK et al., 1997; SUFFYS, 2000), inclusive daquelas
provenientes de laminas de microscopia (SURESH et al., 2007; van DER ZANDEN et al.,

1998), sendo normalmente aplicada como método de triagem.

O estudo da distribuicdo espacial de algumas doencas endémicas fornece
informacodes que nao seriam visualizadas trabalhando apenas com dados tabulares, visto que o

. . ~ . T ” >
georreferenciamento das informagdes permite a visualizagdo de um “retrato geografico” das
endemias, podendo assim contribuir para a formulagdo de propostas de intervengdo mais

efetivas (HINO et al., 2006).

A distribui¢do da infec¢do em nivel mundial, a complexa epidemiologia e historia
natural, aliada a insuficientes recursos para responder a situacdo mundial da doenga, sdo

fatores que contribuem para tornar a TB um sério problema de satde publica por muitos anos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 VISAO HISTORICA DA TUBERCULOSE

A TB ¢ uma das doengas transmissiveis mais antigas do mundo. Ela esteve
presente na humanidade durante toda a pré-historia e historia humana conhecidas. Deixou sua
marca na criatividade humana, musica, arte e literatura ¢ influenciou o avanco das ciéncias
biomédicas e da saude. Seu principal agente, o Mycobacterium tuberculosis, pode ter matado
mais pessoas do que qualquer outro patégeno microbiano (DANIEL, 2006; LEAO;
PORTAELS, 2007).

Existem registros arqueoldgicos da doenca entre diversos povos. A TB foi
documentada no Egito, india e China ha 5000, 3.300 ¢ 2.300 anos atras, respectivamente
(DANIEL, 2006). Anormalidades esqueléticas tipicas, incluindo a doenca de Pott, foram
encontradas em muimias egipcias e andinas (LEAO; PORTAELS, 2007). Existem relatos de
evidéncia da TB em ossos humanos pré-historicos encontrados na Alemanha e datados de

8.000 anos A.C. (REDE TB, 2009).

Um dos mais significativos ¢ completos estudos sobre a TB foi realizado pelo
alemdo Robert Koch (1843-1910), que cultivou e isolou o M. tuberculosis, identificando-o
como o agente etiologico da doenga e, que passou a ser conhecido, desde entdo, como bacilo

de Koch (DUCATI et al., 2004).

Nas Américas, existem citagdes de achados compativeis com TB em mumias pré-
colombianas. Entretanto, foi com a chegada dos europeus que a doenca realmente se
manifestou, de forma grave e aguda entre os amerindios. No Brasil, a chegada dos
missionarios trouxe também a disseminagdo da TB entre os indios. Varios religiosos
morreram de ou com TB, como Manoel de Nobrega e José de Anchieta, entre outros (REDE

TB, 2009).

O avango mais importante na histérica batalha contra a TB veio com a introdugao

de drogas efetivas para o tratamento e da terapia preventiva entre as décadas de 1940-1960,
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reduzindo consideravelmente a mortalidade e fazendo com que as comunidades médicas e de
saude publica considerassem a TB como erradicada, principalmente nos paises
industrializados. No entanto, fatores sociais, econdmicos e de satde publica que fomentavam
a propagacdo da TB ndo foram eliminados (COBERLY et al., 2001; DUCATI et al., 2004;
LEAO; PORTAELS, 2007).

Entdo, por volta do ano de 1985, os casos de TB voltaram a aumentar novamente
nestes paises. O aumento da populacdo prisional, o nimero crescente de desabrigados, o uso
de drogas injetaveis, as superlotacdes habitacionais ¢ o aumento da imigragdo de pessoas
provenientes de paises onde a doenca continuou sendo endémica contribuiram para este
ressurgimento. Além disso, o declinio das atividades de controle da TB e a epidemia da
Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA/AIDS) foram os dois principais
fatores alimentando-se mutuamente na reemergéncia da TB (LEAO; PORTAELS, 2007).
Atualmente, nos paises mais desenvolvidos, a TB continua um problema quase restrito aos
imigrantes dos paises pobres e de outras populagdes marginalizadas (RODRIGUES et al.,
2007).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

2.2.1 A Tuberculose no Mundo e no Brasil

Apesar de ser uma doenca potencialmente prevenivel e curavel, a TB continua
sendo um grande problema de saude publica nos paises em desenvolvimento.
Aproximadamente um ter¢o da populagao mundial esta infectada com o M. tuberculosis, sob

risco, portanto, de desenvolver a doenga (OMS, 2009a).

A estimativa da incidéncia da TB no mundo pode ser avaliada graficamente
através dos relatorios fornecidos anualmente pelos diversos paises @ OMS e também através
de mapas que ilustram a incidéncia da doenga em todo o mundo, conforme pode ser

observado na figura abaixo (Figura 1).
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Figura 1: Distribui¢do mundial das taxas estimadas de incidéncia da tuberculose, 2008.
Fonte: OMS, 2009b.

A distribuicdo geografica da doenga € universal, no entanto, a TB concentra-se em
22 paises que abrigam 80% dos casos existentes no mundo, dos quais 10 estdo situados na
Asia, nove na Africa, um na Europa, um no Oriente Médio ¢ um na América Latina — o
Brasil, que, em 2007, ocupava a 18" posi¢do entre estes paises, assumindo, em 2008, a 19*

posi¢ao neste ranking (OMS, 2009b).

Baseada em dados de vigilancia, a OMS estimou que, em 2008, a prevaléncia
mundial da TB foi de 11,1 milhdes de casos (164/100.000 habitantes), com 9,4 milhdes de
novos casos, incluindo 2,6 milhdes de novos casos baciliferos e 1,8 milhdes de mortes,

considerando os casos de co-infec¢do com o HIV (OMS, 2009b).

Quanto a incidéncia, depois de um pico de 143/100.000 habitantes em 2004, a
taxa de incidéncia global estimada caiu para 139/100.000 habitantes em 2008, porém a
velocidade deste decréscimo ¢ lenta e o numero total de mortes e casos continua a aumentar

devido o aumento populacional (OMS, 2009a).
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Em 2008 foram notificados no Brasil 73.395 novos casos de TB, todas as formas,
e 7.284 mortes devido a doenga, correspondendo a uma incidéncia de 38/100.000 habitantes e
uma taxa de mortalidade estimada em 3,8/100.000 habitantes, respectivamente. Destes,
45.505 (62%) eram novos casos pulmonares baciliferos (OMS, 2009b). No Brasil, a TB ¢ a 4°
causa de mortes por doengas infecciosas e a 1* causa de mortes em pacientes com AIDS

(BRASIL, 2010).

A emergéncia de focos de tuberculose multirresistente (TBMR), tanto nos Estados
Unidos da América (EUA), no inicio dos anos 90, quanto atualmente, nos paises que
compunham a antiga Unido Soviética, tem mobilizado o mundo para a questdo da TB. A
TBMR esta presente em 63 dos 72 paises que participaram do inquérito mundial realizado no
periodo de 1994-1999 (HIJJAR; OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2001). Estima-se que houve, em
2007, cerca de 0,5 milhdo de casos de TBMR no mundo, sendo que destes, 435.470 casos
(85%) ocorreram nos 27 paises com maior carga da doenga. No Brasil, ocorreram 406 e 428
casos em 2007 e 2008, respectivamente (DALCOLMO, comunicacdo pessoal, 2010). Sao
esperados cerca de 500 casos em 2010 (OMS, 2009b).

Em relacdo a co-infeccao TB/HIV, em 2008, cerca de 15% de todos os casos
incidentes de TB no mundo eram soropositivos para o HIV, enquanto que no Brasil este

percentual foi de 21% (OMS, 2009b).

2.2.2 Situacao Regional, Estadual e Municipal da Tuberculose

De acordo com dados fornecidos pelo Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (SINAN), a regido Norte apresentou em 2007 a maior taxa de incidéncia de TB
entre as regides brasileiras, com 45,02/100.000 habitantes, sendo que o Para foi o estado que
concentra o maior nimero de casos novos da doenca, tendo respondido por 48% das
notificacdes neste mesmo ano, com 3.312 casos novos ¢ uma taxa de incidéncia estimada em

45,69/100.000 habitantes, a 4* maior entre os estados brasileiros (BRASIL, 2008b).

Com este quadro, o Para abriga 11 das 315 cidades definidas pelo Ministério da

Satde como prioritdrias para o controle da TB no Brasil, que juntas concentram 75% dos
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casos da doenca no pais. Belém, a capital do estado, Ananindeua e outras nove cidades
somam 60% dos casos no Para (BRASIL, 2005b). Em 2009, foram confirmados 1.762 e 125
casos novos de TB de todas as formas em Belém e Ananindeua, respectivamente (BRASIL,
2009b), sendo que os registros da capital representaram 42% dos casos de todo o estado
(BRASIL, 2009a), configurando-se como a 5* maior taxa de incidéncia entre as capitais
brasileiras, com 79/100.000 habitantes (BRASIL, 2008b). Em relacdo aos casos novos de TB
pulmonar nestes municipios em 2009, ocorreram 1.389 casos em Belém e 120 casos em

Ananindeua (BRASIL, 2009b).

2.3 PROPRIEDADES GERAIS DAS MICOBACTERIAS

Sao bacilos imoveis, retos ou ligeiramente curvos, ndo formadores de esporos,
aerobios estritos, que possuem alto conteudo (61-71%) gendmico de guanina e citosina (G +
C) e alto teor (60%) de lipidios extremamente raros na parede celular, os acidos micélicos.
Esta caracteristica confere as micobactérias a capacidade de alcool-acido resisténcia, sendo
por isso denominados bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), o que as distingue das demais

bactérias (BARRERA, 2007; KONEMAN et al., 2001).

A alta concentracdo de acidos micolicos contribui para a hidrofobicidade destes
microrganismos, sua resisténcia a danos (dessecacao, desinfetantes quimicos) e sobrevivéncia
dentro de macréfagos, entre outros, podendo atuar também como reserva de carbono e
provavelmente contribuindo para a lenta taxa de crescimento de algumas espécies, limitando a

absorcdo de nutrientes (DUCATI et al., 2004; LEAO; PORTAELS, 2007).

A baciloscopia corada pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN), seguindo técnica
padronizada pelo MS, explora esta caracteristica de alcool-acido resisténcia das
micobactérias. Ela permite que, com a a¢do do calor, o corante fucsina empregado se fixe na
estrutura lipidica da parede celular, resistindo a posterior descoloragao pelo alcool-acido,
fazendo com que os BAAR aparecam ao exame microscopico corados em vermelho brilhante,
contrastando com o fundo azul devido a outro corante utilizado (azul de metileno) como

corante de fundo ou contraste (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia evidenciando bacilos alcool-acido resistentes corados pela técnica de Ziehl-Neelsen
(ampliado 1000x).
Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2009. Disponivel em:<http://phil.cdc.gov/phil/details.asp>.

Espécimes clinicos das vias respiratdrias (escarro, lavado broncoalveolar, lavado
bronquico, bidpsia bronquica) sdo utilizados na baciloscopia, que, apesar dos avangos
tecnoldgicos na micobacteriologia, continua sendo particularmente importante no combate a
TB por ser de baixo custo e por detectar os casos baciliferos, ou seja, casos infecciosos da
forma pulmonar da doenga, responsaveis pela manutencdo da cadeia de transmissdo

(BRASIL, 2008a).

2.4 O COMPLEXO Mycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis faz parte de um grupo de espécies estreitamente
relacionadas, coletivamente conhecidas como Complexo M. tuberculosis (CMTB), que ¢
composto por sete membros: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. canettii, M. microti,
M. caprae e M. pinnipedii (BIFANI et al., 2009; CATALDI; ROMANO, 2007; EUZEBY,
2009; MATHEMA et al., 2006). Os membros do CMTB sao os agentes causadores da TB em
humanos e animais e, apesar da estreita relacdo genética, eles diferem em epidemiologia,
patogenia, distribuicdo geografica, preferéncia por hospedeiros especificos e na importincia

em causar a TB doenca em humanos (BARRERA, 2007; BROSCH et al., 2002).

Geneticamente, todos os membros deste complexo s3o extremamente
semelhantes, com 99.9% de similaridade em nivel de nucleotideo e sequéncias idénticas de

acido ribonucleico (RNA) ribossomal 16S (16STRNA) (BARRERA, 2007; BROSCH et al.,
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2002). Entre outras caracteristicas unicas, como a extrema homogeneidade genética, os
membros do CMTB apresentam em comum a sequéncia de inser¢ao 1S6110. A I1S6110 ¢ um
elemento transponivel que ¢ membro da familia IS3 das ISs ou elementos moveis (BIFANI et

al., 2009; MAHILLON; CHANDLER, 1998)

O M. tuberculosis, conhecido como bacilo de Koch ou BAAR, é o principal
agente etioldégico da TB no homem e ¢ indiscutivelmente o mais bem sucedido patdégeno
bacteriano humano, causando milhdes de mortes em todo o mundo. Estabelece sua infec¢ao
preferencialmente no sistema pulmonar, mas pode causar a doenca em outras partes do

organismo (DUCATI et al., 2004).

Os principais hospedeiros do M. bovis sdao os bovinos, porém afeta muitos outros
mamiferos, incluindo o homem. Em humanos, ¢ a causa mais frequente de TB zoondtica,
sendo clinicamente indistinguivel da TB causada pelo M. tuberculosis. Antes de serem
introduzidas técnicas de pasteurizagdo do leite e de outros produtos lacteos, o M. bovis foi
importante causa da doenca em humanos, especialmente a TB intestinal em criangas,
diminuindo drasticamente a partir de entdo. Foram descritos casos de TB humana devido ao
M. bovis em diversos paises da Africa, Europa, Asia, Oceania e nas Américas, incluindo o

Brasil (CATALDI; ROMANO, 2007).

Baseados na origem geografica e em propriedades bioquimicas, as espécies de M.
africanum tém sido subdivididas em dois principais subgrupos: subtipo I, originarios do oeste
africano e relacionados com o M. bovis e subtipo II, vindos do leste da Africa e relacionados
com o M. tuberculosis. O M. africanum é predominantemente isolado na Africa e, em certas
areas deste continente, atribui-se a ele propor¢des significativas de TB pulmonar. Também ha
relatos de isolamentos esporadicos deste microrganismo na Europa e nos EUA, incluindo um

surto de M. africanum mutidroga-resistente (CATALDI; ROMANO, 2007).

Isolado primariamente como agente causal de TB em roedores selvagens, ¢
utilizado como cepa vacinal na Africa por mais de 15 anos, o M. microti foi recentemente
identificado com agente etiologico de TB pulmonar em humanos imunocompetentes e

imunodeprimidos (CATALDI; ROMANO, 2007).
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Originalmente descrito em hospedeiros bovinos e caprinos em paises europeus, o
M. caprae foi isolado em humanos e em espécies selvagens, como javalis e veados. Em
algumas regides da Europa Central, o M. caprae ¢ a maior causa de TB bovina e ¢ também

predominante causa da doenga em humanos (CATALDI; ROMANO, 2007).

O M. pinnipedii foi isolado primariamente de ledes marinhos selvagens ¢ em
cativeiro e de pele de focas na Nova Zelandia e Australia. Microrganismos semelhantes foram
isolados a partir da mesma espécie na América Latina e também de uma anta brasileira.
Recentemente, a sua capacidade de causar doenga tem sido demonstrada experimentalmente
e, o fato de ter sido isolado de um treinador de focas australiano e de bovinos na Nova
Zelandia, sugere que o M. pinnipedii possa causar infec¢do em uma ampla gama de

hospedeiros (CATALDI; ROMANO, 2007).

2.5 A BIOLOGIA MOLECULAR E O Mycobacterium tuberculosis

O estudo da biologia molecular representa hoje uma das areas de maior potencial
para a realizagdo de pesquisas na area biomédica, considerando-se ndo apenas sua grande
relevancia clinica e epidemiologica, mas também a possibilidade de aplicacdo de ferramentas
recentemente desenvolvidas a um nimero bastante amplo de doengas (PINHO, 2006). Uma
integragao da biologia molecular, clinica médica, estatistica e epidemiologia classica — a
epidemiologia molecular — tornou-se uma importante ferramenta no estudo dos fatores de
risco ambientais e genéticos das doencas, assim como no esclarecimento da etiologia e

distribuicdo das mesmas entre as populacdes (MATHEMA et al., 2006).

O desenvolvimento da biologia molecular nos ultimos anos aumentou
substancialmente as possibilidades para o estudo da epidemiologia das doengas infecciosas.
Desde entdo, grande interesse se voltou para a TB e, também, para outras micobacterioses.
Com isso, um grande numero de diferentes métodos de biologia molecular tem sido
desenvolvido para avaliar as relagdes genéticas entre M. tuberculosis e entre outras cepas

micobacterianas (MOSTROM et al., 2002).
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Com o desenvolvimento da reagdo em cadeira mediada pela polimerase — PCR
(Polymerase Chain Reaction) em 1983 por Kary Banks Mullis, houve uma verdadeira
revolugdo no campo da genética. A PCR e suas variagdes permitem amplificar
exponencialmente copias de DNA a partir de pouca quantidade de material, podendo ser
capaz de detectar até uma céopia de DNA de qualquer célula (BARNES; BARROWS, 1993;
EISENACH et al., 1990; MESQUITA et al., 2001). Esta técnica pode ser utilizada na
realizacdo de estudos de DNA obtidos a partir dos mais diversos materiais, incluindo amostras
de arquivo e de fontes escassas, como tecidos fixados em formol e embebidos em parafina e
materiais fixados em laminas coradas pelas técnicas de ZN, de Papanicolau e de Giemsa
(BAREA et al., 2004; FURLANETO et al., 2007; MARCHETTI et al., 1998; POLJAK et al.,
2000; van DER ZANDEN et al., 2003), possibilitando assim seu uso na realizacdo de estudos

retrospectivos.

Ao contrario de muitas outras doengas que afetam as populacdes, a TB pode ser
tratada e controlada e ter o risco de sua transmissdo reduzido quanto melhor for o sistema de
busca e tratamento. Um aspecto crucial para a compreensdo da dinamica da transmissdo da

TB ¢ a habilidade para controlar a disseminagdo de cepas especificas na populagdo.

A genotipagem desempenha papel indireto na interrup¢do da transmissdao da TB,
pela identificagdo de links epidemioldgicos e de fontes de transmissdo insuspeitas (MILLER
et al., 2002). Questdes pendentes no passado, como estimativas populacionais de transmissao
recente ¢ a habilidade de distinguir reativagdo endogena de re-infec¢do exodgena, t€m sido

possiveis gragas ao desenvolvimento e a utilizacdo de uma variedade de técnicas moleculares

(BARNES; CAVE, 2003; CHAVES et al., 1999; MATHEMA et al., 2000).

Diversas outras caracteristicas epidemiologicas sdao elucidadas com as técnicas
moleculares: a determinacdo da origem de uma infeccdo em um paciente (familiar ou
comunitaria); a detec¢do precoce de organismos que adquiriram resisténcia a antibidticos; a
identificacdo de casos de transmissdo recente; deteccao de infecgdes mistas entre pacientes; a
identificacao de fontes de contaminagao laboratorial, entre outros. Além disso, sdo uteis para
monitorar a distribui¢do geografica e propagacdo de clones de M. tuberculosis de importancia
em satde publica (ALLAND et al., 1994; BARNES; CAVE, 2003; CARRICAJO et al., 1999;
DE GHELDRE et al, 1997; FOXMAN, RILEY, 2001; MATHEMA et al, 2006,
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NARAYANAN, 2004; SMALL et al., 1993; van SOOLINGEN; KREMER; HERMANS,
2007).

Em relacdo a TB, aliadas a epidemiologia classica, as técnicas moleculares
possibilitam rastrear geograficamente a transmissdao do bacilo, identificar padrdes de
transmissdo e fatores de risco entre casos aparentemente sem conexdo epidemioldgica,
identificar linhagens com propriedades particulares, como a alta infectividade, viruléncia e
resisténcia as drogas, fornecendo dados que podem ser aplicados no estudo da transmissao

global e na vigilancia desta doenga (BARNES; CAVE, 2003; FOXMAN; RILEY, 2001).

Apesar de o genoma do CMTB ser altamente restrito e conservado em relagdo a
outros patdgenos bacterianos, estas espécies tém regides gendmicas polimorficas. Assim
como 0s genomas eucarioticos, os genomas procarioticos (como o do M. tuberculosis) sdo

pontuados por sequéncias monoméricas repetidas periodicamente (MATHEMA et al., 2006).

Virios elementos genéticos contribuem para o polimorfismo do DNA destas
espécies, como as repetigoes diretas DR (Direct Repeats), as sequéncias de insergdo IS e os
elementos repetitivos denominados MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units),
que contém loci hipervariaveis denominados VNTRs (Variable Numbers of Tandem Repeats
— namero variavel de repeticdes em tandem), que sdo abundantes entre muitos genomas
bacterianos (FRIEDMAN et al., 1995; MATHEMA et al., 2006; PANDOLFI, 2007; ROSS et
al., 1992; SANTOS; KIPNIS; KIPNIS, 2007; SUPPLY et al., 2000). O fato de os genomas
destas espécies serem ricos em DNA repetitivo tem sido explorado pela tipagem molecular e,
desta forma, os conhecimentos obtidos com estas andlises permitiram a discriminagdo entre as

espécies.

As sequéncias de inser¢do — IS sdo pequenos elementos genéticos moveis
distribuidos em vérios sitios e em niimeros variaveis de copias no DNA gendémico servindo
como sondas, permitindo assim a compara¢gdo do nimero e tamanho dos fragmentos que os
contém. Thierry et al., (1990) foram os primeiros a descreverem a 1S6110, uma sequéncia de

1.355 pb, exclusiva do CMTB.

A 1S6110 codifica quatro enzimas necessarias as suas proprias transposi¢ao e

insercdo e ¢ flanqueada por repeti¢des invertidas imperfeitas de 28 pb, o que gera um alvo de
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duplicagdo de 3 a 4 pb na inser¢do, sendo que a perda ¢ geralmente acompanhada por
delecdes (“cicatrizes genomicas”) das regides que elas flanqueiam. A 1S6110 pode transpor
para dentro de genes funcionais ou sequéncias regulatorias e, portanto, pode alterar a
expressao génica e consequentemente o perfil protéico, alterando assim, em alguns casos, o

fenotipo (BIFANI et al., 2009; McEVOY et al., 2007).

Apesar de terem sido notadas regides preferenciais (“hot spots”) para inserc¢ao
desta IS, ela estd distribuida aleatoriamente por todo genoma, em nimero de copias que vao
desde clones desprovidos de qualquer IS6110 aqueles com até 26 copias, que sdo espécie e
linhagem dependentes (GOUGET de la SALMONIERE et al,, 1997; MATHEMA et al.,
2006; MOSTROM et al., 2002).

A diversidade observada no numero de copias e posicao genética da IS6110 entre
estirpes ndo relacionadas de M. tuberculosis pode ser utilizada para verificar processos
microevolutivos e, além disso, estudos filogenéticos baseados nos polimorfismos de
nucleotideos tnicos — SNPs (Single-Nucleotide Polymorphisms) tém mostrado que o nimero
de copias e a posicao da IS6110 sdo similares dentro de linhagens distintas, suportando seu
significado evolutivo. Isolados com perfis distintos de I1S6110 parecem agregar-se
“socialmente” e, portanto, concentrar-se geograficamente em locais onde podem ser

endémicos (BIFANI et al., 2009).

Devido a 1S6110 ter se mostrado bastante conservada entre diferentes cepas e
devido ao elevado polimorfismo numérico e posicional apresentado por esta IS, ela tornou-se
uma excelente ferramenta na diferenciacdo das espécies do complexo de outras micobactérias
e pela qual cepas podem ser genotipadas, sendo amplamente utilizada em estudos
epidemiologicos (CAVE et al., 2001; COROS; DeCONNO; DERBYSHIRE, 2008; GOUGET
de la SALMONIERE et al., 1997; McEVOY et al, 2007; NIEMANN et al., 2000;
NIEMANN; RICHTER; RUSCH-GERDES, 1999, 1999). Esta sequéncia foi descrita também
como a que produz maior acuracia no diagnostico da TB (FLORES et al., 2005), sendo
utilizada como ferramenta auxiliar no diagnostico da TB e para confirmag¢ao molecular de M.

tuberculosis em isolados clinicos (CONCEICAO et al., 2009; MACENTE; RIBEIRO, 2009).

A restricdo da presenca da IS6110 somente nas espécies do CMTB surgiu da

hipotese de que estas bactérias sdo incapazes de permutarem DNA. No entanto, a
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identificagdo de um elemento semelhante ao 1S6110 em uma cepa de M. smegmatis sugere a
transferéncia lateral de gene entre as espécies micobacterianas (COROS; DeCONNO;

DERBYSHIRE, 2008).

A regido de repeticdo direta DR, ou locus DR, presente exclusivamente no
genoma do CMTB, ¢ composta de copias multiplas e bem conservadas de DRs de 36 pb,
intercaladas por sequéncias espagadoras Unicas e curtas de 35 a 41 pb de comprimento, que
em conjunto s3o denominadas repetigoes diretas variaveis, as DVRs (Direct Variable

Repeats) (HERMANS et al., 2001; KAMERBEEK et al., 1997; van EMBDEN et al., 2000).

A observagdo de que o locus DR geralmente flanqueia um ou dois elementos
[S6110 indica que esta ¢ uma regido “hot spot” para a integracdo desta sequéncia, porém nao
esta claro se isto é causado por uma preferéncia de integragdo da IS no locus DR ou por uma
diminui¢do na frequéncia de excisdao destes elementos, uma vez ja integrados (HERMANS et
al., 2001). Atualmente, 94 sequéncias espacadoras foram identificadas, das quais 43 sdo

utilizadas para a diferenciacdo das micobactérias do CMTB (van EMBDEN et al., 2000).

A analise destes sitios de integracdo e da propria regido DR revelou que este locus
¢ polimorfico tanto no comprimento quanto na composi¢do. Estudos sugerem que a sua
evolucdo e a diversidade genética gerada pode ser resultado de pelo menos quatro diferentes
mecanismos: por transposi¢do mediada pela 1S6110; por recombina¢do homdloga entre as
sequéncias DR adjacentes ou distantes, levando a excisao do material recombinado (DVRs)
durante a replicagdo do DNA; por falha no deslize da polimerase (“strand slippage”) durante
a replicacdo, levando a duplicacdo das sequéncias DVRs ou ainda por mutacdes de ponto.
Estes ultimos mecanismos sdo raros, no entanto a frequéncia de delecdes das DVRs € mais
comum. Acredita-se ainda que a perda sucessiva destas DVRs seja irreversivel, sem a
habilidade de adquirir fragmentos de DNA adicionais e, desta forma, a evolugdo ¢
unidirecional. (DRISCOLL, 2009, GROENEN et al., 1993; HERMANS et al., 2001;
KAMERBEEK et al., 1997; MATHEMA et al., 2006; van EMBDEN et al., 2000; VITOL et
al., 2006; WARREN et al., 2002).

A delegao de DVRs especificas gera “assinaturas” ou padroes de Spoligotyping
(espoligopadrdes), que parecem ser unicos para uma familia de cepas em particular. No

entanto, a alta similaridade entre alguns destes padrdes indica a possibilidade de que estas



28

delecdes tenham resultado em uma evolucao convergente, ou seja, levando ao aparecimento
de padrées idénticos em cepas de M. tuberculosis filogeneticamente ndo relacionadas

(MATHEMA et al., 2006; WARREN et al., 2002).

O locus DR pode conter uma ou duas copias da IS6110, que geralmente ocorrem
em tandem (FANG et al., 1999; GROENEN et al., 1993; GUTIERREZ et al., 1999). Uma
minunciosa avaliagdo dos dados de sequenciamento do locus DR feita por Groenen et al.,
(1993) revelou que a inser¢do desta IS no locus DR pode ser simétrica, gerando uma DR
dividida em dois fragmentos iguais, ou assimétrica, resultando em um fragmento de 6 pb e
outro de 30 pb. O resultado disso € que, com a divisao da DVR ocorre a “perda” do alvo para
um dos primers ¢ a ndo amplificacdo de um espagador, mesmo ele estando presente no locus

(FILLIOL et al., 2000; LEGRAND et al., 2001).

Marcadores moleculares linhagem-especificos, como a sequéncia IS6110 e o
locus DR tém sido explorados no desenvolvimento se diversos métodos que diferenciam
isolados clinicos baseados no polimorfismo genético do DNA do M. tuberculosis (WARREN
et al., 2002). Estas técnicas permitem a distin¢do dessas linhagens, sendo uteis também para a
diferenciagdo dos membros do CMTB além de facilitarem os estudos epidemiologicos (van

EMBDEN et al., 1993).

Os métodos atualmente mais utilizados para a este fim sd3o a genotipagem do M.
tuberculosis utilizando o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restri¢do da sequéncia
de inser¢do IS6110 (Restriction Fragment Length Polymorfism — RFLP-IS6110), o
Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) e o MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units — Variable Number of Tandem Repeats) (CDC, 2009;
MATHEMA et al., 2006; SUFFYS et al., 2000).

A figura 3 ilustra a posi¢ao das principais regides polimoérficas (IS6110, MIRUs e
DR) no genoma do M. tuberculosis, que servem como base para as técnicas de genotipagem

mais comumente utilizadas.
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Em cada locus MIRU, um niimero
variavel de repetigdes em tandem
(VNTR) ¢ encontrado, o que
define cada locus.

MIRU 38

A sequéncia de inser¢do 1S6110 ¢
flanqueada por repetigdes
invertidas e pode se inserir em
varios sitios dentro do genoma do
M. tuberculosis. A presenga
destas sequéncias ¢ detectada pela
analise por RFLP, definindo o
IS67110 padrdo de cada cepa.

H37Rv
4 411 529 bp

4 5 [ 7 8 9 10 DR

DR DR DR DR DR DR

Regido Direct Repeat (DR) é formada

por  sequéncias DR idénticas |
intercaladas por 43 espacadores tnicos.

A presenca ou auséncia de cada

espacador define o espoligotipo de cada

cepa.

Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do M. tuberculosis, indicando algumas das regides polimorficas
que servem de base genética para as técnicas de genotipagem. O cromossomo circular da cepa de referéncia
H37Rv é mostrado juntamente com exemplos dos principais elementos genéticos usados para a genotipagem das
estirpes. Para simplificar, somente um locus MIRU e uma IS6110 sdo exibidos.

Fonte: Adaptado de Nicol; Wikinson, 2008.

2.5.1 Técnicas Moleculares Aplicadas a Genotipagem do Mycobacterium tuberculosis

2.5.1.1 Restriction Fragment Length Polymorphism —1S6110 (RFLP — 1S6110)

A genotipagem por RFLP-IS6110 detecta variagcdes geradas pelo elemento de
inser¢do IS6110; ¢ um método de genotipagem altamente discriminatorio, amplamente

utilizado no estudo epidemioldgico da TB (CDC, 2008).

E realizado de acordo com um protocolo padronizado internacionalmente e
compreende a purificagdo do DNA gendmico a partir de cultura, digestdo do DNA por enzima
de restricao (Pvull) que gera fragmentos de diferentes comprimentos que sdo posteriormente
separados por tamanho em eletroforese em gel de agarose. A seguir, desnaturacdo do DNA no
gel, transferéncia do DNA do gel para uma membrana de nitrocelulose, fixacdo do DNA a

membrana e posterior marcacdo com sonda genética, seguida de hibridizagcdo da sonda com o
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DNA e, por ultimo, lavagem, revelacdo e documentacdo da amostra (CDC, 2008; van

EMBDEN et al., 1993).

Apesar de ser o padrao-ouro no fingerprinting dos membros do CMTB, esta
técnica possui limitagdes quando utilizada para tipar linhagens com baixo nimero de cpias
da sequéncia 1S6110, onde as posi¢des de bandas apresentam menor polimorfismo, resultando
em baixa diversidade (KAMERBEEK et al.,, 1997, RADHAKRISHNAN; KUMAR;
MUNDAYOOR, 2001), levando a sugerir a necessidade do emprego de varios métodos para
se aumentar o poder discriminatério (PANDOLFI et al., 2007).

Ao contrario das analises por Spoligotyping e MIRU-VNTR, cujos resultados
podem ser facilmente traduzidos em designagdo numérica especifica, o RFLP produz padrdes
complexos aos quais ndo podem ser dadas derivacdes matematicas simples, dificultando esta
analise quando se trabalha com grande numero de amostras, onde os padrdes gerados nao
podem ser comparados visualmente — como acontece quando se trabalha com apenas duas
amostras em um mesmo gel —, exigindo assim sofisticados programas computacionais (CDC,

2008).

Além disso, tem alto custo quando comparada as demais, € trabalhosa e
demorada, pois requer, ao contrario das técnicas baseadas em PCR, crescimento de um grande
nimero de bacilos para extragdo de DNA em quantidade e qualidade suficientes para a
analise, inviabilizando seu uso em situacdes onde seja de suma importancia obter resultados
rapidos, como em surtos, por exemplo, além de ndo poder ser utilizada em casos onde os
bacilos ndo sdo mais viaveis (CDC, 2008; PANDOLFI et al., 2007; SCOTT et al., 2005).
Desta forma, ¢ tendéncia mundial a substitui¢do desta técnica por outras de execucdo mais

rapida e facilitada (PANDOLFI et al., 2007).

2.5.1.2 Spacer Oligonucleotide Typing — Spoligotyping

A tipagem por Spoligotyping, ou espoligotipagem, baseia-se no polimorfismo de DNA
presente em uma regido cromossomica especifica e exclusiva do CMTB, o locus DR. Este

locus contem um ntimero variavel de copias de uma repetigdo direta de 36 pb, multiplas e bem
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conservadas, intercaladas por 43 sequéncias espacadoras especificas e nao repetitivas de 35-
41 pb (Figura 3). As linhagens variam em nimero de sequéncias DR e quanto a presenga ou
auséncia destes espacadores, e evoluem através da perda sucessiva dom mesmos na regido
DR, sem a habilidade de readquirir os espacadores perdidos (GROENEN et al., 1993;
KAMERBEEK et al., 1997; MATHEMA et al., 2006).

A.
4 5 6 7

B DR DR DR DR DR |~

—p—— —— -~ -~ T

ab a b a b a b ab

Amplification products
C 1. 234 587 88WNETNHEWNITEY ZDNERT R0 ND ¥ MNONgO Ha?R\r
:'u:\u B 348 M BCG
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|
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Figura 4. (A) Esquema da estrutura do locus DR no genoma micobacteriano. (B) Principio da amplificagdo in
vitro da regido DR por PCR. (C) Padrdes de hibridizagdo (espoligopadrdes) de DNA micobacteriano amplificado
de cepas de M. tuberculosis H37RV e de M. bovis BGC (a ordem dos espagadores corresponde a sua ordem no
genoma).

Fonte: Adaptado de Kamerbeek et al., 1997.

Os padrdes ou perfis de Spoligotyping (espoligopadroes) sdo obtidos através de
amplificagdo da regido DR por PCR (que utiliza um primer biotinilado) e posterior
hibridizacdo dos produtos amplificados com oligonucleotideos complementares as regides
espagadoras, que estdo imobilizados em uma membrana de nylon, onde os 43 espagadores de
sequéncia conhecida estdo previamente sensibilizados. Apos a hibridizagdo, a membrana ¢
incubada com conjugado streptavidina-peroxidase. O resultado ¢ obtido pela hibridizagao ou
ndo de cada sequéncia espagadora, resultando em um padrao de hibridizacdo que ¢ comparado

entre as diferentes amostras.
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A deteccao destes padroes ¢ feita pela analise visual da membrana, gragas a acao
da peroxidase, que se liga a biotina ligada aos produtos de PCR e catalisa a reagdo, resultando

em emissao fluorescéncia, que € registrada em filme de autorradiografia (Raio-X).

Por fundamentar-se na amplificagdo por PCR, ¢ vantajosa para tipar M.
tuberculosis diretamente em amostras clinicas, dispensando a etapa de crescimento do
microrganismo, além da possibilidade de ser usada em espécimes ndo mais vidveis para
cultivo, permitindo também a simultdnea deteccdo e diferenciacio de membros do CMTB
(DONOGHUE et al., 2004; FLETCHER et al., 2003; KAMERBEEK et al., 1997, MAZARS
et al., 2001). E uma valiosa ferramenta molecular, especialmente nos casos onde as cepas
apresentam poucas copias do IS6110 e quando o DNA esta altamente fragmentado, pois
pequenos fragmentos de 55 a 60 pb sdo suficientes para fornecer um resultado positivo,
tornando vidvel sua utilizagdo em estudos com material escasso, como os de origem

arqueologica (BAUER et al., 1999; LEAO; PORTAELS, 2007).

Esta técnica tem a vantagem de ser de rapida execugado, ter boa reprodutibilidade,
ndo requerer investimento excessivo em equipamentos especificos, além de permitir a analise
de um grande nimero de cepas e facilitar a diferenciagdo das espécies do CMTB pela simples

analise visual (DAVID et al., 2004).

Os resultados sdo expressos em um codigo binario de 43 digitos (1 = hibridizagao;
0 = auséncia de hibridizagdo), que podem ser convertidos em um formato mais curto, o
codigo octal, de 15 digitos. Pela designacao octal, o codigo binério ¢ lido em 14 grupos de
trés digitos cada (o 43° espacador ¢ lido sozinho, simplesmente como 0 ou 1), seguindo regras
padronizadas (DALE et al., 2001). Assim, cada série binaria 000, 001, 010, 011, 100, 101,
110 e 111 ¢ lida respectivamente como 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7. Isto permite e facilita a
compara¢do de resultados obtidos em diferentes laboratorios (CDC, 2008; DALE et al.,
2001). (Quadro 1).
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Padrao

original VVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

P.ad,ra.o 1111111111117 11111100111 1111111100001 1111111
binario

Blocos | 111 (111|111 | 111|111 {111 (100 | 111 | 111|111 |{110|000 | 111 | 1111
octais

Codigo | 7 7 7 7 7 7 4 7 7 7 6 0 7 7 |1
octal

Codigo | 777777477760771
octal

Quadro 1. Conversdo do padrdo de spoligotyping original em padrio binario e codigo octal.
Fonte: Adaptado de DALE et al., 2001.

A analise de diferentes perfis obtidos pelo Spoligotyping mostra que esta técnica
pode oferecer um amplo campo de estudo para uma melhor compreensdo da biologia e
epidemiologia molecular do M. tuberculosis. A técnica foi reconhecida como capaz de
distinguir especificidades geograficas entre seus ‘espoligotipos’, de modo que alguns isolados
agrupados em familias estejam relacionados a uma determinada populagdo, regido geografica

e até a propria historia da dispersao da TB no mundo (SOLA et al., 1999).

No entanto, sua utilizagdo em substituicdo ao RFLP-IS6110 deve ser considerada
com precaugdo, visto que uma proporcao de linhagens com diferencas no perfil do marcador
genético RFLP-IS6110 exibem perfis idénticos de Spoligotyping (GORI et al., 2005a;
MATHEMA et al., 2006).

2.5.1.3 Micobacterial Interspaced Unit — Variable Number of Tandem Repeats (MIRU-
VNTR)

A tipagem por MIRU se baseia no estudo de VNTRs, unidades que se repetem
sequencialmente, de maneira adjacente (tandem repeats) até centenas de vezes, ¢ estdo em
quantidade varidveis entre as cepas. Esta técnica ¢ baseada em PCR e detecta, através da
verificacdo do tamanho dos produtos amplificados, o nimero das repetigoes de 12, 15 ou 24
MIRU-loci selecionados para genotipagem, do total de 41 MIRU-loci existentes (CDC, 2008;
SUPPLY et al., 2001).
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Mazars et al. (2001) descreveram as condi¢des especificas de amplificacdo de
cada loci, que envolvem a hibridizagdo dos primers a regido flanqueadora dos MIRUs. O
tamanho dos fragmentos ¢ verificado visualmente por posterior separagdo dos produtos
amplificados por eletroforese em gel de agarose. Os resultados sdo relatados como
denominagdes de 12, 15 ou 24 caracteres, sendo que cada caractere é correspondente ao
numero de repeti¢des em um dos loci listados em uma ordem padrdo (CDC, 2008). Consiste
em um sistema altamente reprodutivel e rapido, havendo gera¢do de genotipos confidveis

baseado no estudo detalhado dos loci contendo VNTRs do genoma do CMTB.

A andlise por MIRU pode ser automatizada, diminuindo-se o tempo de realizacao
da técnica e a chance de erros e facilitando a manipulagcdo das amostras, sendo, porém, mais
cara que a sua versao manual, tendo seu uso justificado apenas em estudos de grande nimero
de amostras (SUPPLY et al., 2001). Produz resultados intrinsecamente digitais que podem ser
facilmente catalogados em uma base de dados de computador, cujos padrdes gerados podem
ser comparados aos de uma base de dados internacional (BARNES; CAVE, 2003; CDC,
2008). Além disso, pode ser aplicado diretamente a culturas sem purificagdo do DNA

(BARNES; CAVE, 2003).

A técnica MIRU-VNTR possibilita uma comparagao entre linhagens de diferentes
areas geograficas e permite seu rastreamento, de forma semelhante ao RFLP, sendo, no

entanto, de execugdo muito mais facil.

2.5.2 Principais Familias entre as Espécies de M. tuberculosis Baseadas em Spoligotyping

Agrupamentos de isolados em familias, baseados nos sistemas de genotipagem
comumente utilizados, sdo, na maioria, dependentes do limiar de similaridade entre as cepas,
que ¢ determinado pelos investigadores. Geralmente, uma linhagem familiar pode ser descrita
como um grupo de isolados que compartilham biomarcadores especificos ou propriedades

indicativas de um ancestral recente em comum (MATHEMA et al., 2006).

Em linguagem epidemioldgica, um cluster é definido como dois ou mais isolados

obtidos de diferentes pacientes com genotipos idénticos ou quase idénticos (SMALL; BEHR,
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1997). Isolados agrupados tém uma elevada probabilidade de estarem envolvidos na mesma
cadeia de transmissdo recente da doenga, e isto pode ser confirmado pela investigacao das
ligacGes epidemioldgicas entre estes pacientes. Isolados que ndo pertencem a nenhum cluster

indicam provavel reativa¢do da infec¢do latente (SMALL; BEHR, 1997; VITOL, 2006).

Em 1993, com a descoberta da natureza polimoérfica do locus DR e o posterior
desenvolvimento do método Spoligotyping, baseado nesta variabilidade, introduziram-se
conceitos e ferramentas mais modernos, rapidos, reprodutiveis e com baixo custo para a
genotipagem do CMTB (HERMANS et al., 1991; KAMERBEEK et al., 1997; RASTOGI;
SOLA, 2007).

Informagdes baseadas em Spoligotyping tém descrito familias e subfamilias de
cepas que demonstram perfis ou padroes de Spoligotyping especificos, que se distinguem uns
dos outros pela presenca ou auséncia de certos espacadores entre as regides DR. No entanto,
agrupamentos de cepas em um grupo ou familia, baseados em padrdes de Spoligotyping
comuns, muitas vezes exibem diferentes — porém relacionados — perfis de RFLP-1S6110, com
60% de similaridade entre os mesmos (MATHEMA et al., 2006; VITOL et al., 2006). Desta
forma, embora grupos de isolados que compartilham o mesmo padrio de Spoligotyping
possam representar cadeias de transmissdo recente, eles também podem representar
similaridades genéticas mais amplas (ancestral comum distante); ja aqueles com padrdes de
diferentes podem ser seguramente considerados gendtipos distintos (HAYWARD; WATSON,
1998).

Sreevatsan et al., (1997), baseados na combinagao de polimorfismos presentes no
genoma das espécies pertencentes ao CMTB, classificaram as mesmas em trés Grupos
Genéticos Principais (PGG — Principal Genetic Group). Muitas familias de M. tuberculosis
foram identificadas baseadas no padrao de Spoligotyping ¢ agrupadas em um dos trés PGG. O
PGG]1 inclui as familias East African-Indian (EAI), Beijing e Central Asian (CAS) ou Dheli.
O PGQG2 inclui as familias Harleem, Latin American and Mediterranean (LAM) e X. A
familia T e outras familias ainda ndo muito bem caracterizadas estdo classificadas no PGG3

(GOH et al., 2005; RAHIM et al., 2007; RASTOGI; SOLA, 2007).

Em estudo posterior realizado por Brosch et al., (2002), que analisaram a

distribuicao de 20 regides variaveis resultantes de eventos de insercdo e delegdo no genoma
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de espécies do CMTB, estas espécies foram divididas, com base na presenca ou auséncia de
uma sequéncia especifica de 2Kb (TbD1), em cepas “antigas” (‘ancient’ strains),
denominadas TbDI+ e cepas “modernas” (‘modern’ strains), denominadas TbD]1-,
respectivamente (RASTOGI; SOLA, 2007). Sao classificadas como da linhagem “moderna”
as familias Beijing, LAM, Haarlem, T, X ¢ Family33 (F33 — Familia 33) e da linhagem
“antiga” a familia EAI (GOH et al., 2005; RASTOGI; SOLA, 2007).

Atualmente, um total de 62 linhagens/sublinhagens do CMTB sdo detalhadas na
4* ¢ ultima versao do Banco de Dados Internacional de Spoligotypes (SpolDB4), que descreve
1.939 (91,4% dos isolados) padrdes de Spoligotyping compartilhados por duas ou mais
amostras (Spoligo-International-Type number — SIT) e 3.370 (8,6% dos isolados) padrdes
unicos, representando um total de 39.295 isolados clinicos provenientes de individuos de 141

paises (BRUDEY et al., 2006).

Na versdao on line deste banco de dados, o SITVIT (Disponivel
em:<http://www.pasteur-guadeloupe.fr:808 1/SITVITDemo/>), estdo depositadas atualmente
36.609 entradas, das quais 2.436 sdo de cepas isoladas no Brasil, porém nem sempre de
origem brasileira, 1.734 entradas sdo de cepas de origem brasileira (isoladas no Brasil e em
outros paises) e 1.661 entradas sdo de cepas de origem brasileira e isoladas no Brasil

(SITVIT, 2010).

O SITVIT ¢ um banco de dados exclusivo dos dois principais marcadores
moleculares: espoligotipos ¢ MIRU-VNTRs; ¢ um website totalmente interativo que também
fornece ferramentas para conversdo dos codigos octal em bindrio e vice-versa, além de
fornecer mapas da distribui¢do geografica das linhagens e informagdes sobre a origem e

numero de cada amostra depositada.

Além do SITVIT, foi desenvolvido o SpotClust (VITOL et al., 2006; disponivel
em:<http://cgi2.cs.rpi.edu/~bennek/SPOTCLUST.html>), um algoritmo computacional que
usa modelos matematicos de distribuigdo de probabilidades para classificar as bactérias do
CMTB entre provaveis familias e subfamilias, baseado em seus padrdes de Spoligotyping,
tendo como modelo as familias descritas previamente na 3* versdo do Banco de Dados

Internacional de Spoligotypes (SpolDB3). Ele incorpora informagdes bioldgicas sobre a
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evolugdo dos espoligotipos, porém sem a intengdo de obter a filogenia completa do CMTB e

também esta disponivel para livre consulta na internet (VITOL et al., 2006).

O SpotClust atribui, aos perfis submetidos a comparacdo, uma familia e
subfamilia definidas por Spoligotyping entre as 36 disponiveis, indicando a probabilidade dos
mesmos de pertencer a cada uma delas: M. tuberculosis (Beijing, T1-T4, Haarlem1-3, X1-X3,
EAIlL-5, CAS, LAMI1-10, S, H37Rv e Family33-36), M. bovis BCG, M. africanum e¢ M.
microti (VITOL et al., 2006). Para padroes de Spoligotyping ndo relatados previamente, ¢ uma
otima ferramenta adicional que pode alocar estes padroes em familias (ELDHOLM et al.,

2006).

Métodos que atribuem padrdes obtidos por Spoligotyping em familias sao
necessarios para explorar de forma satisfatoria os resultados obtidos com a caracterizagdo
genética no controle da TB. Estudos de epidemiologia molecular tém revelado, nos ultimos
anos, que certas cepas emergentes de M. tuberculosis, que induzem as formas mais severas de
TB, tém manifestado altas taxas de faléncia ao tratamento que outras, podendo assim ser

responsaveis por acentuar a carga da doencga em alguns paises (LAN et al., 2003).

Alguns estudos que investigaram a associagdo entre certos genotipos de M
tuberculosis e resisténcia as drogas utilizadas no tratamento da TB, demonstraram que em
certas regides do mundo t€m surgido cepas pertencentes as familias Beijing ¢ Haarlem
associadas a resisténcia as drogas (rifampicina, estreptomicina, isoniazida, etambutol)
(BROWN et al., 2010; DALLA COSTA et al., 2009; ECA, 2006; MARAIS et al., 20006), e
também a associagdo entre a resisténcia a pirazinamida e a estreptomicina e cepas da
subfamilia LAM1 (BROWN et al., 2010). Além disso, tém sido descritas mutagdes
especificas em genes de M. tuberculosis que conferem resisténcia a rifampicina ou
estreptomicina, particularmente nas cepas pertencentes as familias Beijing, LAM e Haarlem

(DALLA COSTA et al., 2009; LIPIN et al., 2007).

Ferramentas como as descritas (SITVIT e SpotClust) estdo disponiveis para
acesso livre na internet, permitindo que os pesquisadores de diversos locais do mundo
comparem os perfis obtidos em seus estudos utilizando Spoligotyping e MIRU-VNTR (este
ultimo somente disponivel no SITVIT), além de possibilitarem que estes perfis sejam

depositados nos respectivos bancos de dados, permitindo assim que os resultados de estudos
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locais possam ser analisados ¢ comparados com a populagdo global de M. tuberculosis

circulantes no mundo.

As trés principais familias genotipicas, LAM, Harleem e T sdo as mais frequentes
na Africa, América Central, Europa e América do Sul. Estas familias englobam 80% de todos
os isolados brasileiros incluidos no SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006). Lima et al (2010), ao
avaliarem a diversidade de M. tuberculosis isolados no Para no periodo de 1998 a 2007,

relatam que estas trés familias foram responsaveis por 75,5% dos isolados avaliados.

Na tabela 1 estdo descritas as principais familias/subfamilias agrupadas em SITs
de acordo com as frequéncias de distribui¢do mundial e seus respectivos nimeros SIT,

padrdes de Spoligotyping e codigos octais.
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Tabela 1. Principais familias circulantes no mundo, em ordem de frequéncia, identificadas por SITs, e seus respectivos padroes definidos por

Spoligotyping e codigos octais.

SIT* Familia/Subfamilia Espoligopadréao Cadigo octal Frec(q;: )nma

53 T1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV T77777777760771 17.85

1 Beijing 0000000000000000000000000000000000VVVVVVVVV 000000000003771 11.28
683 BOV2 VVOVVOVOOOOOVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000 664073777777600 7.71
482 BOVI1 VVOVVVVVOVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000 676773777777600 6.68
50 Haarlem3 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVYV T77777777720771 5.46
42 LAM9 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777777607760771 5.37
47 Haarleml VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00000VOOOOVVVVVVV 777777774020771 3.44
26 CASI1-Delhi VVVOOOOVVVVVVVVVVVVVVVO00000000000VVVVVVVVVY 703777740003771 3.00
137 X2 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVO00OOVVOOOOV 777776777760601 2.98
236 EAI5 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVOVVVVVVVVY T77777777413771 2.82
119 X1 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 777776777760771 2.66
52 T2 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVOVVV TT7777777760731 2.34
92 X3 VVVO00000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 70007677776077 1.95
19 EAI2-Manilla VVOVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVVOOOOVOVVVVVVVVY 677777477413771 1.51
33 LAM3 VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVYV 776177607760771 1.42
20 LAMI1 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 677777607760771 1.35
48 EAI1-SOM VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVOVVVVVOVVV T77777777413731 1.25
17 LAM2 VVOVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 677737607760771 1.14

BOV: Mycobacterium bovis; CAS: Central-Asian; EAI: East African-Indian; LAM: Latin American and Mediterranean; SOM: Somalia; T e X: Familias ‘T” ¢ ‘X’,

respectivamente. *SIT: Spoligo-International-Type

Fonte: Adaptado de BRUDEY et al., 2006; SITVIT, 2010.
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2.6 ANALISE ESPACIAL, GEOPROCESSAMENTO E SAUDE

Compreender a distribui¢do espacial de dados oriundos de fendmenos ocorridos
no espaco constitui hoje um grande desafio para a elucidagao de questdes centrais em diversas
areas do conhecimento, inclusive na satde. Isto tem se tornado possivel gracas a
disponibilidade de sistemas de informagdo geografica (SIG) de baixo custo e de relativa
facilidade de manipulacdo. Estes sistemas permitem a visualizacdo de varidveis como a
distribuicao dos casos de uma doenga, por exemplo, através de mapas, necessitando, para isso,

dispor de um banco de dados e de uma base geografica, como o mapa de um municipio

(CAMARA et al., 2004).

O uso de mapas e a preocupagdo com a distribuicdo geografica de doencas sao
bastante antigos. Um estudo classico foi realizado pelo médico britdnico John Snow que
utilizou o mapeamento para localizar casos de cdlera, relacionando-os posteriormente as
diferentes bombas publicas de abastecimento de dgua durante uma epidemia da doenga em
Londres, no ano de 1854. Esta situacdo, onde a origem da epidemia foi identificada sem que
se conhecesse qual o agente etiologico envolvido, foi considerada um dos primeiros exemplos
de andlise espacial, demonstrando a importancia da relacdo espacial entre os dados para a

compreensdo do fendmeno (CAMARA et al., 2004; HINO et al., 20006).

Na caracteriza¢do dos problemas de andlise espacial sdo considerados trés tipos de
dados: Eventos ou Padrdes Pontuais, Superficies Continuas e Areas com Contagens e Taxas
Agregadas. Fendmenos expressos através de ocorréncias identificadas como pontos
localizados no espaco, como a ocorréncia de doengas, por exemplo, sdo denominados
processos pontuais. Neste caso, o objeto de interesse ¢ a propria localizagdo espacial do
evento em estudo e o objetivo ¢ estudar a distribuicdo espacial desses pontos, testando
hipdteses sobre o padrdo observado: se € aleatdrio ou, ao contrario, se este se apresenta em
aglomerados ou regularmente distribuidos. Com isso, também se busca estabelecer o
relacionamento de ocorréncia de eventos com caracteristicas do individuo, incorporando a

possibilidade de haver algum fator ambiental (CAMARA et al., 2004).

A urbanizagdo tem sido um fator predominante no estabelecimento humano em

escala mundial. Particularmente em paises em desenvolvimento, os moradores de cidades
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vivem em diferentes condigdes ambientais como moradia, emprego, estilo de vida e
alimentacdo, entre outros, tendo sua saude afetada pela polui¢do, superpopulagdo, estresse e
pobreza. O espago, desta forma, exerce pressdes econdmicas e politicas sobre a sociedade,
criando condig¢des diferenciadas para sua utilizagdo por grupos sociais (CARVALHO; PINA;
SANTOS, 2000).

Conhecer as condi¢des de vida e saude dos diversos grupos populacionais ¢ uma
etapa indispensavel do processo de planejamento da oferta de servigos e da avaliagdo do
impacto das agdes de satde. A satde publica e o ambiente estdo intrinsecamente
influenciados pelos padrdes de ocupagdo do espaco, de forma que nao basta descrever as
caracteristicas das populagdes, mas € necessario localizar o mais precisamente possivel onde
estdo acontecendo os agravos, que servigos a populagdo estd procurando, o local de potencial
risco ambiental e as areas onde se concentram situagdes sociais vulneraveis (CARVALHO;

PINA; SANTOS, 2000).

Na vigilancia epidemioldgica, a andlise da distribuicdo espacial de agravos
possibilita determinar padrdoes da situacdo de saude de uma area, evidenciar disparidades
espaciais que levam a delimitagdo de areas de risco para a mortalidade ou incidéncia de
eventos morbidos, possibilitando planejar e programar atividades de prevencao e controle de
doencas em grupos homogéneos segundo determinados riscos (CARVALHO; PINA;
SANTOS, 2000).

O geoprocessamento ¢ definido como um conjunto de tecnologias voltadas para a
coleta e tratamento de informacdes espaciais com determinado objetivo, executadas por
sistemas especificos para cada aplicagio (BARCELLOS et al., 2008). E um termo amplo, que
engloba diversas tecnologias de tratamento e manipulacao de dados geograficos, através de
programas computacionais, das quais se destacam o sensoriamento remoto, a digitalizacdo de
dados, a utilizacao se Sistemas de Posicionamento Global (GPS) e os SIG (CARVALHO;
PINA; SANTOS, 2000). O georreferenciamento dos eventos de saude é importante na analise
e avaliagdo de riscos a saude coletiva, particularmente as relacionadas com o meio ambiente e

com o perfil sdcio-economico da populacdo (SKABA et al., 2004).

Estudos conclusivos envolvendo a analise da distribuicdo espacial de certas

morbidades tém sido desenvolvidos no Brasil. No estudo desenvolvido por Chiesa et al.
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(2002), buscou-se descrever o uso de técnicas de geoprocessamento a fim de caracterizar as
desigualdades sociais que se configuravam em condigdes de risco aos agravos respiratorios
em criangas de uma area abrangida por um Centro de Saude Escola de Sdo Paulo. Os autores
visualizaram a contribuicdo do estudo para o reconhecimento das condi¢cdes de risco no
territorio de responsabilidade de uma unidade basica de satde, possibilitando discussdo na

perspectiva da promocgao da melhoria das condi¢gdes de saude daquela populagao.

Em seu estudo, Lapa et al. (2006) avaliaram a distribuicdo espacial de casos de
hanseniase em residentes em Olinda, Pernambuco, no periodo de 1991 a 2000 e concluiram
que o uso da técnica da distribui¢cdo espacial aplicada ao caso da hanseniase na area do estudo
permitiu identificar que o problema ndo se dava de forma homogénea, além de ter sido
possivel observar diferencas entre subareas, relativas aos focos da doenca, que poderiam

orientar estratégias e agdes para o seu controle.

Hino et al. (2007) propuseram ilustrar, por meio dos agravos de satde ocorridos
na cidade de Ribeirdo Preto, de que forma uma ferramenta de um SIG associada a
conhecimentos especificos poderia contribuir na tomada de decisdes no municipio. Os mapas
tematicos obtidos ilustraram a distribuicdo da densidade de casos de dengue, hanseniase e
tuberculose no municipio como uma maneira complementar de andlise de informacdes de

saude, apontando as areas prioritarias para o controle destas doengas.

Em estudo realizado em Montreal, Canada, cidade com baixa incidéncia de TB,
foram detectadas areas com alta concentragao de casos da doenca. A utilizacdo de técnicas
espaciais permitiu verificar que isso ocorria em quatro areas onde havia concentragdo maior
de estrangeiros ¢ em uma area com predominio de cidadaos canadenses, havendo, porém,
sobreposi¢ao de areas. No entanto, a utilizagdo de técnicas moleculares (RFLP-IS6110 e
Spoligotyping) permitiu verificar que, embora existisse sobreposi¢do espacial de uma zona de
alta incidéncia entre estrangeiros e outra de nascidos no Canadd, havia pouca evidéncia de
transmissdo entre os dois grupos, porém muita evidéncia de transmissdo entre aquele grupo de

estrangeiros (HAASE et al., 2007).

Cafrune (2009) observou, através do mapeamento dos casos incluidos em seu

estudo realizado em Porto Alegre, areas com agrupamentos de casos compartilhando o mesmo
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perfil de Spoligotyping, ¢ ressaltou a importancia de aumentar a vigilancia ¢ investigagdo

naquela regiao.

A andlise espacial de padrdes epidemioldgicos tem valor na avaliagdo das relagdes
entre saude e ambiente ¢ no seu controle, pois o conhecimento da estrutura ¢ dinidmica
espacial possibilita a caracterizagdo da situacdo em que ocorrem eventos de saude, permitindo

acOes de controle, alocagao de recursos e preparo de agdes de emergéncia (HINO, 2004).

Desta forma, a simples fun¢do descritiva da constru¢do de mapas tematicos, que
permite a visualizacdo da distribuicdo pontual de eventos de interesse, como a ocorréncia de
doencas, melhora o entendimento da distribuicdo da doenca e pode auxiliar no

desenvolvimento de estratégias mais especificas para conter sua disseminagao.
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento da biologia molecular nos Ultimos anos tem aumentado
substancialmente as possibilidades para o estudo da epidemiologia das doengas infecciosas. A
TB ¢ um exemplo de doencga infecciosa em que técnicas de biologia molecular permitiram a
obtencao de informacdes que seriam dificeis ou até mesmo impossiveis de serem conseguidas

por meio de métodos laboratoriais convencionais (PANDOLFI et al., 2007).

Desde a descoberta da natureza polimorfica do DNA do M. tuberculosis, a
diferencia¢do de cepas tornou-se um instrumento valioso no estudo da epidemiologia da TB.
A genotipagem do M. tuberculosis pode ser ttil na elucidag@o da histéria natural da epidemia
da TB e na avaliagdo dos esforcos para o controle da doenga. O reconhecimento de cepas
individuais de M. tuberculosis permite avaliar melhor a transmissdo da TB pelo agrupamento
daquelas com perfis moleculares idénticos isoladas em dois ou mais individuos, formando
clusters, sugerindo transmissao recente, ou seja, que esses individuos tiveram contato recente
ou pertencem a mesma cadeia de transmissdo. Para tanto, foram desenvolvidas técnicas de
tipagem molecular utilizando marcadores genéticos, como a regido contendo “Direct Repeats”

(BRASIL, 2002).

Diversos estudos baseados em biologia molecular, aliados ou ndo ¢ epidemiologia
classica, t€ém sido desenvolvidos em diferentes paises com a finalidade de descrever o perfil
genético das cepas de M. tuberculosis envolvidas na transmissdo da doenca (DIAZ et al.,
2001; SINGH et al., 2007), na resisténcia as drogas (DURMAZ et al., 2007; JOU et al., 2005;
TANVEER et al., 2008), na avaliagdo dos perfis moleculares das linhagens envolvidas na
transmissao da TB em locais de alta (BORSUK et al., 2005) e baixa incidéncia (HADDAD et
al., 2006), entre outros, tornando-se ferramentas uteis para analisar a transmissao e a evolugao

destes agentes e caracterizar a dindmica de transmissao da doenca.

Estudos semelhantes vém sendo realizados no Brasil (BORSUK et al., 2005;
CAFRUNE et al., 2009; FANDINHO et al., 2000; MENDES et al., 2007a; 2007b), no entanto
ha pouca disponibilidade de estudos que avaliem a variabilidade genética do M. tuberculosis
na Regido Norte e, principalmente, no Pard (GOMES, 2006; LIMA, 2005; De SOUSA, 2003;
RITACCO et al., 2008). Além disso, poucos estudos foram realizados utilizando o
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Spoligotyping diretamente em DNA extraido de amostras clinicas (CAFRUNE et al., 2009;
HEYDERMAN et al., 1998), especialmente de laminas de baciloscopia (SURESH et al.,
2007), que seria uma fonte potencialmente representativa de amostras para avaliar a
diversidade genética de M. tuberculosis circulantes em todo o estado, principalmente naqueles

locais onde ndo se dispde da cultura do bacilo.

Desta forma, a possibilidade de aplicar com sucesso uma técnica de genotipagem
como Spoligotyping em amostras de M. tuberculosis associados a infec¢do pulmonar em
Belém e Ananindeua, e de visualizar como os casos geneticamente relacionados estio
distribuidos geograficamente, podera contribuir com o entendimento do perfil de distribuicdo
clonal destas cepas e a identificacdo do padrdo geral de ocorréncia da doenga, além de ser util
para guiar os esforcos no combate e controle da TB nestes locais e, posteriormente, no Para

com um todo.

Como ja foi demonstrado, a rapida e precoce obten¢ao de informacdes a respeito
da identidade das cepas ¢ importante para permitir o tratamento apropriado a ser iniciado,
assim como para estabelecer medidas de controle da infeccdo a serem implementadas, pois o
conhecimento de tipos sabidamente relacionados a multirresisténcia pode ser util em alertar
sobre a possivel infeccdo com tais cepas e também em auxiliar no manejo clinico da doenca
durante seu curso (BROWN et al., 2010; CAFRUNE, 2009; DALLA COSTA et al., 2009;
DIGUIMBAYE et al., 2006; ECA, 2006; GORI et al., 2005b; GOYAL et al., 1997a;
IGNATOVA et al., 2006; LIPIN et al., 2007; MARAIS et al., 2006; NAMOUCHI et al.,
2008).

Diante do exposto, ¢ de grande importancia o conhecimento dos perfis genéticos
de M. tuberculosis circulantes e da distribui¢do espago-temporal destes diferentes gendtipos
envolvidos na TB pulmonar nos municipios de Belém e Ananindeua, de modo a contribuir
para a implementacdo das acdes para seu controle e combate, dada a relevancia do carater

preventivo para a politica e as agdes de saude.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar genética, demografica e geograficamente os casos de tuberculose
pulmonar com baciloscopia positiva identificados nas Unidades Laboratoriais (UL) para o
diagnéstico e controle da tuberculose dos municipios paraenses de Belém e Ananindeua, no

periodo de outubro de 2007 a margo de 2008.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Apresentar as caracteristicas demograficas dos casos de tuberculose pulmonar com
baciloscopia positiva incluidos no estudo;

» Realizar a caracterizagdo genética, por Spoligotyping, das espécies do Complexo M.
tuberculosis obtidas das amostras incluidas no estudo;

= Descrever as principais familias genotipicas, definidas por Spoligotyping, encontradas
entre os casos estudados;

= Avaliar a reprodutibilidade do Spoligotyping para o tipo de amostra investigada;

* Geolocalizar os casos com baciloscopia positiva para BAAR incluidos no estudo;

= lustrar a distribuigdo espago-temporal dos perfis genéticos obtidos por Spoligotyping

dos casos estudados na regido.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

O presente estudo ¢ do tipo descritivo e analitico transversal retrospectivo.

5.2 AREA GEOGRAFICA DO ESTUDO

5.2.1 Belém

Belém, capital do estado do Par4, ¢ cidade mais populosa do estado e a segunda
mais populosa da Regido Norte, com populagdo estimada em 2009 de 1.437.600 habitantes
(IBGE, 2010a) e localiza-se geograficamente a 48°30°14°> W de longitude e 1°27°21°* S de
latitude. Sua regido metropolitana ¢ composta por cinco municipios (Belém, Ananindeua,
Marituba, Benevides e Santa Barbara) que totalizam 2.105.621 habitantes (IBGE, 2010a),

sendo que a maioria da populagdo reside em zona urbana.

O municipio de Belém estd dividido em 71 bairros, com um territorio de 1.065
km?, sendo a porgdo continental correspondente a 365.93 km® ou 34.36% da area total ¢ a
por¢do insular, composta por 39 ilhas, que correspondente a 699.07 km’, ou 65.64%.
(BELEM, 2010). Localizada em plena faixa equatorial, a cidade de Belém limita-se ao norte
com a Baia do Marajo, ao leste com os municipios de Benevides, Santo Antdnio do Tauad,
Ananindeua e Santa Barbara, ao sul com o municipio de Acard e a oeste com as Baias do

Guajara e Marajo (BELEM, 2010).
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5.2.2 Ananindeua

O municipio de Ananindeua ¢ o segundo mais populoso do estado, com populagdo
estimada em 2009 de 505.512 habitantes (IBGE, 2010a). Possui area territorial com 185 km®
(IBGE, 2010a) e esta localizado geograficamente na longitude de 48°2220" W e latitude de
01°21'56" S. E margeado pelo Rio Maguari onde localizam-se suas 14 ilhas. Limita-se ao
norte e a oeste com o municipio de Belém, ao sul com o rio Guama4, a leste com o municipio
de Marituba ¢ a noroeste com o municipio de Benevides. Estd dividido politico-

administrativamente em cinco P6los (Polos I a V) (ANANINDEUA, 2010).

5.3 AMOSTRAS

Foram utilizadas laminas provenientes da rotina do Controle de Qualidade
Externo (CQE) realizado pelo Laboratorio Central do Para (LACEN/PA). O LACEN/PA
recebe, para a realizacdo do CQE, laminas de baciloscopia enviadas por todas as Unidades
Laboratoriais (UL) do estado, que produzem estes exames para o diagnostico e controle da
TB. O LACEN/PA tem parceria com o Laboratério de Biologia Molecular/SABMI desde
2006 (FURLANETO et al., 2007; SOUSA et al., 2007) e cedeu as amostras especialmente
para este estudo (Anexo A). As laminas utilizadas foram coradas pelo método de ZN, sendo
classificadas como BAAR indeterminado (1-9 BAAR/100 campos), BAAR + (10-99
BAAR/100 campos), BAAR ++ (1-10 BAAR/campo/50 campos) e BAAR +++
(>10BAAR/campo/20 campos) (BRASIL, 2008a), confeccionadas no periodo de outubro de
2007 a marco de 2008.

As amostras de pacientes residentes em Belém foram provenientes de UL
pertencentes ao Centro Saude Escola do Marco (CSEM) e Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto (HUJBB), que na época da realizagao dos exames eram referéncia estadual e
regional para o tratamento da TB, respectivamente, e as amostras pertencentes aos pacientes
residentes em Ananindeua foram provenientes de oito UL para o diagnostico e controle da TB
deste municipio, sendo que estas compreenderam a totalidade das baciloscopias realizadas

para o diagndstico e controle da TB em Ananindeua no periodo do estudo.
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5.3.1 Etapas de Sele¢éo das Amostras

Os resultados do estudo sdo apresentados por caso. Desta forma, foi necessario
fazer uma triagem inicial, selecionando uma lamina por paciente, pois alguns destes
realizaram o exame mais de uma vez, contando assim com mais de uma entrada no banco de
dados; este procedimento correspondeu a primeira etapa de sele¢cdo. No entanto, a fim de
avaliar a reprodutibilidade da técnica em amostras distintas do mesmo paciente, foi
selecionada, aleatoriamente, uma ladmina extra de cada paciente, para aqueles que realizaram o

exame mais de uma vez, correspondendo esta a segunda etapa de selegao.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo laminas com baciloscopia positiva para BAAR, de
origem pulmonar, coradas pelo método de ZN, provenientes de pacientes residentes nos
municipios paraenses de Belém e Ananindeua, sem restrigdo de género e idade,
confeccionadas no periodo de outubro de 2007 a marco de 2008 pelas UL incluidas no estudo,
que estivessem acompanhadas da cépia do Livro de Registro de Baciloscopia e Cultura, e
submetidas a0 CQE do LACEN-PA. Foram utilizadas laminas confeccionadas para

diagnostico e controle da TB.

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas do estudo as demais laminas de baciloscopia que nao atenderam

a todas as especificagdes descritas no item 5.4.
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5.6 AVALIACAO DEMOGRAFICA DOS CASOS ESTUDADOS

Os dados demograficos referentes aos pacientes que foram obtidos a partir dos
dados contidos no Livro de Registro de Baciloscopia e Cultura, encaminhados pela UL de

origem, juntamente com as laminas de baciloscopia, estdo descritos abaixo:

* Nome completo;

=  (Género;

= Data de nascimento/idade na ocasido do exame;
» Enderec¢o de residéncia;

* Unidade Laboratorial de origem da lamina.

5.7 PRECAUCOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Humanos do
Instituto Evandro Chagas (CEP/IEC/SVS/MS) em 06 de abril de 2009, parecer n° 003/2009,
protocolo CEP/IEC n° 0004/2009, CAAE: 0004.0.072.073-09 (Anexo B).

5.8 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

5.8.1 Extragdo do DNA

O DNA utilizado foi extraido conforme proposto por Furlaneto et al., (2007).
Cada amostra foi removida cuidadosamente da lamina e recolhida diretamente para um
microtubo estéril, onde foram adicionados 305uL de solug¢ao de digestdo, preparada com 150
uL de tampao de lise (Tris HCI pH 9,0 300mM, EDTA 100mM, sucrose 4,8%, SDS 1,25%),
150 puL de tampao de homogeneizagao (Tris HCI pH 8 10mM, NaCl 60mM, EDTA pH 8



51

10mM, sacarose 5%) e 5 uL de proteinase K (10mg/mL de 4gua ultrapura [Qiagen]), e em
seguida lacrados e incubados em BM (56°C/4 h). Apds esta etapa, foram adicionados aos
microtubos 100 puL de NaCl 5 M (Proquimios, RJ), seguido de homogeneizacao por inversao
e centrifugacdo (12.000 rpm/5 min) (MCD-200, Hsiangtai Mach., Taiwan) a temperatura
ambiente, para a precipitacdo de proteinas. O sobrenadante (DNA) foi cuidadosamente
transferido para outro microtubo estéril, e foram adicionados a ele 700 pL de etanol absoluto
(Merck, Alemanha) gelado, seguido de homogeneizagdo por inversdo e resfriamento (-
20°C/60 min), para auxiliar na precipitacio do DNA. Em seguida, o DNA foi concentrado por
centrifugacdo (12.000 rpm/5 min/4°C) (NT 805, Novatécnica, S.P.) e o etanol desprezado por
inversdo cuidadosa dos microtubos. Foi adicionado ao sedimento 1 mL de etanol 70% (v/v)
gelado (Merck, Alemanha), seguido de mistura por inversao e nova centrifugagao (12.000
rpm/5 min/4°C). O etanol foi removido por inversdao cuidadosa do microtubo seguida por
evaporagdo. Por fim, o DNA foi hidratado com 100uL de agua ultrapura autoclavada

(56°C/300 rpm/15 min).

Para monitorar a ocorréncia de falsos-negativos, em cada extracdo foi incluida
uma lamina nova que recebeu o mesmo tratamento das laminas contendo as amostras,

servindo assim de controle negativo na PCR para amplificagdo da sequéncia DR.

5.8.2 Tecnica de Spoligotyping

A técnica foi realizada conforme descrito por Kamerbeek et al., (1997), com
algumas adaptacdes (PARWATI et al.,, 2003). Foram utilizados os primers DRa (5'
biotinilado GGTTTTGGGTCTGACGAC 3') e DRb (5' CCGAGAGGGGACGGAAAC 3") e,
como controles positivos, 20 ng das cepas M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG (Isogen,
Bioscience BV). Para cada 18 amostras, foi incluido um controle negativo (dgua ultrapura
autoclavada ou material recolhido de 1amina nova utilizada na extrag@o), que foi processado
junto com as amostras. Para cada 40 amostras, foi utilizado um par de controles positivos (M.
tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG). O teste original e as duplicatas, tanto na 1* como na 2*

fase, foram realizados em dias diferentes utilizando membranas distintas.
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As reagdes foram realizadas com 5 ulL de DNA extraido das amostras em estudo,
20 pmoles de cada um dos primers DRa e DRb, 0,2 mM de cada ANTP (Invitrogen™, Life
Technologies), 3.0 mM de MgCl, (Qiagen, Hilden, Alemanha), tampao de reacdolX (Qiagen,
Hilden, Alemanha), 1,0 U de HotStar Taq DNA polimerase (Qiagen, Hilden, Alemanha),
solugdo Q 1X (Qiagen, Hilden, Alemanha) para um volume final de 50 pL. As amplificagdes
por PCR foram realizadas em termociclador (PX2, ThermoHybaid, Inglaterra) através do
seguinte programa: uma fase inicial de 3 min a 96°C, 45 ciclos de 96 °C por 1 min, 55 °C por

1 min e 72 °C por 30 seg e um ciclo final de 5 min a 72 °C.

Para hibridiza¢dao, 30 pL dos produtos de PCR foram diluidos em 150 pL de
2XSSPE (0,02 M Na,HPO4*2 H,0, 0,36 M NaCl, 2 mM EDTA; pH 7,4) / 0.1%SDS e
desnaturados a 99 °C por 10 minutos, seguidos de rapido resfriamento. As amostras diluidas
foram aplicadas em canais paralelos do miniblotter (MN45, Immunetics, Cambridge, MA)
contendo uma membrana (Isogen, Bioscience BV, Holanda) previamente sensibilizada (250
mL de 2XSSPE/0.1%SDS, 5 min/60°C), de modo que ficassem perpendiculares as linhas dos
43 oligonucleotideos imobilizados na membrana. O miniblotter foi entdo selado e mantido na
posicao horizontal por 60 min a 60°C em estufa de hibridizagao (MA-430, Marconi, SP), sem

agitacao.

Ao final deste tempo, as amostras foram aspiradas e a membrana foi lavada duas
vezes com 2XSSPE/0.5% SDS (10 min/60°C) e depois incubada (60 min/42°C) com um
conjugado streptavidina-peroxidase (1:1000) diluido em 2XSSPE/0.5%SDS, sob agitacdo.
Em seguida, a membrana foi lavada duas vezes com 2XSSPE/0.5%SDS (10 min/42°C) e

recebeu mais duas lavagens com 2XSSPE sob agitagdo, por 5 min em temperatura ambiente.

A deteccdo dos sinais de hibridizagdo foi realizada pela sensibilizacdo de filme
autorradiografico (Ortho, AGFA, Argentina) através de reacdo de quimioluminescéncia (Kit
Immobilion Western, Millipore, EUA), o que permitiu a definicdo dos padrdes de
Spoligotyping pela presenga ou auséncia dos 43 espagadores presentes entre as sequéncias

DR.
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5.8.2.1 Fases de Execugédo do Spoligotyping

Também a fim de verificar a reprodutibilidade da técnica, todos os testes foram
executados em duplicata, a partir de nova amplificagdo do DNA para todas as amostras, em
dias diferentes e utilizando membranas distintas. De acordo com as etapas de selegdo das

amostras, o Spoligotyping foi realizado em duas fases:

= 1* Fase: execucdo do Spoligotyping em duplicata para as amostras da 1* etapa
de selecdo (amostras de Belém e de Ananindeua);
= 2% Fase: execugdo do Spoligotyping em duplicata para as amostras extras da 2*

etapa de selecdo (amostras de Belém e de Ananindeua).

5.9 GEOLOCALIZACAO DOS CASOS ESTUDADOS

A localizacdo dos casos incluidos no estudo foi feita através do registro de
coordenadas geograficas (latitude e longitude) no local de residéncia de cada um, com o
auxilio de aparelho receptor do Sistema de Posicionamento Global - GPS (GPS Map60CSx,
GARMIN, Olathe, Kansas), ¢ a base de dados formada com estas informagdes utilizou
software compativel para integrar as bases cartograficas, imagens digitais ¢ o conteudo do
estudo (ArcGIS 9.2, ESRI, EUA; TerraView 3.1, INPE, Brasil). Os enderegos foram
organizados em planilha do Excel® e, posteriormente, para facilitar a identificagio dos

mesmos, foram agrupados por Bairro (no caso de Belém) ou por P6lo (em Ananindeua).

O georreferenciamento dos casos de Belém foi realizado com o apoio do
Laboratério de Geoprocessamento do Instituto Evandro Chagas (LABGEO/IEC/SVS/MS) e
dos casos de Ananindeua foi realizado com o apoio do Laboratério de Geoprocessamento da

Secretaria de Saide do municipio de Ananindeua (LABGEO/SESAU/Ananindeua).
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A base cartografica do municipio de Belém foi cedida pelo IBGE para o
LABGEO/IEC/SVS/MS e a de Ananindeua foi cedida pela Secretaria de Saneamento do
municipio de Ananindeua para 0o LABGEO/SESAU/Ananindeua.

Foram inseridos nos mapas circulos coloridos, cujas posigdes representavam a
localizagdo geografica e cujas cores representavam os diferentes perfis de Spoligotyping de

cada caso.

5.10 INTERPRETACAO E TABULACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR
SPOLIGOTYPING

Apo6s revelacao, os perfis de hibridizacdo obtidos com os 43 espacadores foram
transformados em formato binario (I = presenca de sinal e 0 = auséncia de sinal) e
introduzidos em uma planilha Excel® (Microsoft, EUA) e, junto com os perfis, foram criadas

colunas contendo o cddigo da amostra e os seus respectivos dados demograficos.

Esta planilha foi inserida na plataforma BioNumerics (BioNumerics 5.1,
AppliedMaths, Bélgica) utilizando um “Open DataBase Connection Protocol” (ODBC) e,
para a visualizagdo dos clusters e estrutura populacional, foi construido um dendrograma
utilizando o coeficiente de similaridade de Dice e algoritmo UPGMA. Foi definido como um
cluster ou agrupamento um grupo de duas ou mais amostras que tiveram padrdes idénticos de

Spoligotyping provenientes de individuos distintos (100% de similaridade).

Os padrdes obtidos pelo Spoligotyping foram comparados com os depositados no
banco de dados SpolDB4 (BRUDEY et al, 2006) e SITVIT (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) e foi feito agrupamento dos espoligotipos identificados
em familias segundo as regras descritas por Brudey et al. (2006). Genotipos ndo encontrados
no SpolDB4 e SITVIT foram analisados pelo SpotClust (VITOL et al., 2006) para serem
classificados em provaveis familias. Espoligopadrdes que ndo parearam com nenhum outro
padrdo existente nos bancos de dados (SITVIT e SpolDB4) foram definidos como
‘verdadeiros orfaos - VO’ e aqueles que pareavam com um padrio definido como ‘6rfao’

(orphan) nos bancos de dados foram designados neste estudo como ‘pseudo-6rfao - PO’.
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Foi estabelecido um consenso de intensidade dos sinais de hibridizacdo e estes
padrdes foram examinados visualmente por dois avaliadores diferentes na intengdao de
diminuir erros causados por quaisquer artefatos sistemdticos que pudessem gerar dividas
quanto aos resultados obtidos. Os espoligopadroes foram considerados ‘completos’ quando
nao houve duvida quanto a presenga de hibridizagdo nos espacadores e esta se apresentou
definida e com intensidade constante, e ‘incompletos’ quando houve davida quanto a
hibridizacdo, como nos casos onde esta apresentou sinal fraco, indefinido e/ou irregular,

sempre considerando os resultados obtidos nas duas fases de execucdo da técnica.

A taxa de diversidade dentro de cada familia genotipica foi calculada dividindo-se
o nimero de espoligotipos relacionados a uma familia em particular pelo nimero total de
amostras pertencentes a esta mesma familia e a taxa total de diversidade da populagdo de M.
tuberculosis encontrada no estudo foi calculada pela razio entre o numero total de

espoligopadrdes e o numero total de amostras (ELDHOLM et al., 2006).

O indice discriminatério da técnica de Spoligotyping, ou HGDI (Hunter-Gaston
Discriminatory Index), foi calculado como estabelecido por Hunter e Gaston (1988) através

da seguinte formula:

S

1
D=1 2 my(n—1)

- N{N—DJ‘=1

onde N ¢ o nimero total de cepas (amostras) tipadas, S ¢ o numero total de padrdes diferentes
obtidos pelo método utilizado e n; é o numero de cepas (amostras) provenientes de cada
padrdo j. O HGDI varia entre 0.00 e 1.00, com o valor 0.00 indicando que todas as cepas sao
indistinguiveis € com o valor 1.00 indicando que todas as cepas da amostra sao diferenciadas.
O poder discriminatorio aceitavel para garantir confiabilidade na interpretagdo dos resultados

foi definido como HGDI > 0.9 (HUNTER; GASTON, 1988).

O poder discriminatério de um método de tipagem estd relacionado a sua
habilidade em distinguir entre duas cepas nao relacionadas, ou seja, ¢ a probabilidade de que
duas cepas retiradas aleatoriamente de uma populagdo sejam classificadas em diferentes tipos

por um método (DE JONG et al., 2009; HUNTER; GASTON, 1988).
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5.11 LOCAIS DE EXECUCAO DAS ATIVIDADES

Para alcangar os objetivos propostos, houve colaboragdo interinstitucional, cujas

atividades estdo listadas no quadro 2.

Atividade Laboratorio Institui¢do
Extracdo de DNA Laboratério de BM/SABMI IEC (Ananindeua-PA)
Spoligotyping Laboratorio de BM/SABMI IEC (Ananindeua-PA)
Georreferenciamento dos
casos de Belém-PA; LABGEO IEC (Ananindeua-PA)

Confec¢do dos mapas.

Georreferenciamento dos
casos de Ananindeua-PA; LABGEO SESAU (Ananindeua-PA)
Confeccao dos mapas.

Quadro 2. Atividades realizadas e locais de execucdo.
BM: Biologia Molecular; SABMI: Secdo de Bacteriologia e Micologia; IEC: Instituto Evandro Chagas;
LABGEO: Laboratério de Geoprocessamento; SESAU: Secretaria Municipal de Saude de Ananindeua.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas demograficas dos pacientes foram testadas utilizando o teste
Qui-Quadrado de Aderéncia (propor¢ao de homens e mulheres no estudo), o Qui-Quadrado de
Independéncia (propor¢do de homens e mulheres em agrupamentos ou entre perfis Uinicos) € o

Teste t de Student (médias das idades entre individuos agrupados e os ndo agrupados).

O Qui-Quadrado: Parti¢ao e o Teste dos Residuos foram utilizados para testar a
diferenga de rendimento na obtencdo de espoligopadrdes completos produzidos por amostras
classificadas como BAAR indeterminado, BAAR +, BAAR ++ e BAAR +++ A

reprodutibilidade dos resultados ap6s as duplicatas foi testada através do teste Kappa.

Todos os testes foram executados com o auxilio do software BioEstat 5.0

(AYRES et al., 2007) e resultados com p < 0.05 (bilateral) foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 AMOSTRAS SELECIONADAS

Apods serem submetidas ao CQE-LACEN/PA e confirmadas como positivas
quanto a presenca de BAAR, foram enviadas para o estudo 419 laminas confeccionadas no
periodo selecionado. Destas, 116 (27,7%) laminas foram excluidas inicialmente por estarem
em desacordo com os critérios de inclusdo, como aquelas laminas cujos dados relativos ao
endereco dos pacientes estavam ausentes ou incompletos (42 laminas), laminas que
continham material de origem extrapulmonar (02 laminas: linfonodo e abscesso paravertebral)
e, ainda, laminas de pacientes que ndo residiam nos municipios incluidos no estudo (72

laminas).

Foram selecionadas para a primeira fase de execugao da técnica de Spoligotyping
102 e 61 laminas e, para a segunda fase, 32 e 28 laminas, pertencentes a pacientes residentes
em Belém e Ananindeua, respectivamente, totalizando assim 134 laminas de pacientes de
Belém e 89 laminas de pacientes de Ananindeua. Desta forma, o total de testes executados nas

duas fases, incluindo as duplicatas, foi de 446 testes.

6.2 PERFIL DEMOGRAFICO DA POPULACAO ESTUDADA

Em relacdo a idade dos individuos cujas laminas foram incluidas no estudo, a
média de idade observada entre os casos de Belém e Ananindeua foi, respectivamente, de
38,24 (DP + 15,99) anos e de 38,15 (DP + 16,22) anos, variando entre oito ¢ 77 anos entre os
casos de Belém e entre 15 e 81 anos entre os casos de Ananindeua. No geral, a média de idade
foi de 38,21 (DP + 16,02). Sessenta e trés (67,0%) individuos de Belém e 37 (69,8%)
individuos de Ananindeua tinham entre 20 e 49 anos (Gréfico 1), sendo que 68,0% do total de

casos estavam nesta faixa etaria. As idades de 17 pacientes ndo constavam nos registros.
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Grafico 1. Distribuigdo, por faixa etaria, dos casos de Belém e Ananindeua incluidos no estudo.
Fonte: Livro de Registro de Baciloscopia e Cultura do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e Centro de
Saude Escola do Marco, 2007-2008.

Quanto ao género, 62 (60,8%) e 38 (62,3%) individuos eram do género masculino
entre os casos em Belém e Ananindeua, respectivamente. No total, foram incluidos no estudo
63 mulheres (38,7%) e 100 homens (61,3%), correspondendo a uma razdo

feminino:masculino de 0.63. A diferenga entre esta propor¢ao foi significativa (p=0.0048).

6.3 GENOTIPAGEM POR SPOLIGOTYPING

6.3.1 Spoligotyping Aplicado as Amostras de Belém

Entre as 102 amostras positivas avaliadas na 1* fase, 93 (91,2%) apresentaram
padrdes completos e nove (8,8%) apresentaram padrdes considerados incompletos (sinal
fraco/indefinido de hibridizac¢do), que permaneceram sem definicdo mesmo apds a duplicata.
Das amostras que apresentaram padrdes completos, 92 (98,9%) apresentaram padrdes

reprodutiveis apos a duplicata, enquanto que uma (1,1%) amostra (Mix1*) apresentou, apos
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duplicata, padrao discrepante do primeiro, obtido pela mesma amostra (Mix1), havendo
diferenca na hibridizacdo em trés espagadores apos a duplicata (13, 38 e 39). Como este caso
ndo tinha amostra extra para a 2 fase, a técnica foi repetida (também em duplicata) utilizando
esta mesma amostra e, como na primeira fase, os mesmos resultados foram observados
(Quadro 3 e Figuras 5 e 6). Esta amostra foi excluida da posterior comparagdo com os bancos

de dados por ter produzido resultado considerado discordante.

O Spoligotyping executado para as 32 amostras positivas selecionadas para a 2*
fase resultou em 30 (93,8%) padrdes de hibridizagdo completos e resultados concordantes
entre si apds as duplicatas e dois (6,2%) padrdes incompletos, mesmo apos duplicata, sendo
que as outras amostras destes mesmos casos também tiveram este resultado na 1* fase. No
entanto, mesmo apresentando resultados concordantes entre si nesta fase apos a duplicata, trés
(3,2%) amostras (Mix2b-4b) apresentaram perfis de hibridizagdo discordantes daqueles que
seus pares (Mix2a-4a) obtiveram na 1? fase de execucao da técnica (diferenga de hibridizacao
em 4 a 11 espagadores), como demonstrado no quadro 3 e figura 5; estas amostras também

foram excluidas da posterior compara¢do com os bancos de dados.

Am Espoligopadrao F| SIT | Fam
Mix1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 1| 53 T1
Mix1* VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO00OVOOVVVV 1] 157 T3
Mix2 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVY 1| 64 | LAM6
Mix2 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 2| 86 T1
Mix3 VVVVVVVVVVVO000000000000VOVVOOOOVOVVOVVVVVY 1| ND | EAI2
Mix3 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 2| 20 | LAMI
Mix4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 1| 53 T1
Mix4 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 21 93 | LAMS

Quadro 3. Ilustracdo esquematica dos espoligopadrdes gerados por amostras pertencentes a quatro pacientes
distintos, indicando os respectivos SITs e familias em que foram classificados (BRUDEY et al., 2006; VITOL et
al., 2006).

Am: Amostra; F: Fase de execugdo do Spoligotyping; SIT: Spoligo-International-Type number; Fam: Familia;
ND: Néo descrito. ¥Resultado discordante apos a duplicata.
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Figura 5. Espoligopadroes obtidos apos hibridizagdo em membrana de Spoligotyping.

Mix!1 e Mix1*: Espoligopadroes gerados pela mesma amostra do mesmo paciente no teste original e apods
duplicata, respectivamente, ambos na 1? fase. Mix2a-4a: Espoligopadrdes obtidos de amostras de trés pacientes
distintos na 1? fase. Mix2b-4b: Espoligopadroes obtidos de amostras de trés pacientes distintos na 2? fase. Para as
amostras 2, 3 e 4 os resultados das duplicatas foram concordantes. *Resultado discordante ap6s duplicata.
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Figura 6. Espoligopadrdes obtidos apds hibridizagdo em membrana de Spoligotyping para a amostra denominada
“Mix1” na segunda fase de execucdo da técnica.
Mix1": teste original; Mix1*: apos duplicata.

Os controles positivos M. tuberculosis H37RV e M. bovis BCG apresentaram os
espoligopadrdes caracteristicos: auséncia dos espacadores 20, 21 e 33-36 em H37Rv e
auséncia dos espacgadores 3, 9, 16 e 39-43 em BCG. Quanto aos 16 controles negativos, ndo
houve sinais de hibridizagdo em nenhum espagador. Foi observado padrao reprodutivel
(nenhuma discordancia entre os padrdes obtidos nas duplicatas) em 123 amostras positivas e a
reprodutibilidade observada entre os resultados apresentados pelas amostras de Belém foi de

92,0% (p < 0.0001).

Das nove amostras que apresentaram padrdes incompletos, cinco (55,6%) eram
BAAR + e uma (11,1%) era BAAR indeterminado, porém as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas quando comparadas com as amostras BAAR ++ ¢ BAAR +++

(p=0.2335).

Desta forma, do total de 134 amostras avaliadas, pertencentes aos 102 casos de
Belém selecionados para o estudo, foram considerados para classificagdo de acordo com o
SpolDB4 e comparagdo com o banco de dados SITVIT os perfis obtidos por 89 amostras,

correspondentes a 89 (87,3%) casos diferentes, por terem apresentado espoligopadroes
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completos e concordantes nas duas fases do teste. Para estes, foram observados 45
espoligotipos distintos, dos quais 16 formaram grupos compartilhados por duas a 14 amostras
cada, agrupando 60 (67,4%) amostras ao todo, enquanto que 29 espoligotipos estavam
presentes entre 29 (32,6%) amostras Unicas. Dos 45 espoligopadrdes observados, 34 tinham

um SIT previamente descrito no SpolDB4 (Tabela 2).

O espoligotipo predominante foi o tipo SIT53 (T1), com 14 (15,8%) amostras,
seguido pelo SIT42 (LAM9; n=10, 11,3%), SIT100 (MANU1; n=4, 4,5%) e SIT93 (LAMS;
n=4, 4,5%). Uma visdo geral dos SITs encontrados, em ordem decrescente de suas
frequéncias, assim como seus respectivos espoligopadroes, estd demonstrada na tabela 2 e

anexo C.

Tabela 2. Frequéncia dos espoligotipos encontrados entre as amostras de Belém, identificados
com um numero SIT segundo o banco de dados SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006).

(continua)
SIT ID n Freq Espoligopadrao
SpolDB4 (%) Espacadores 1- 43

53 TI1 14 15,8 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
42  LAM9 1011,3 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVVVVVVOOOOVVVVVVY
100 MANUI 4.5 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVY
93 LAMS 4.5 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
137 X2 34 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOO00VVOOOOV
17 LAM2 34 VVOVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
50 Haarlem3 34 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
740 Haarlem3 34 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
1580 T1 2,3 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV
1690 MANU?2 2.3 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVOVVVVVVY
64 LAM6 2,3 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVY
33 LAM3 2,3 VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVOOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
20 LAMI 2,3 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
129 EAIS 2.3 VVVOOO000VVVVVVVVVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY

48 EAIl_SOM

o
w

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVOVVVVVOVVV

O Y Ty GE G G Gy Sy S e S NG T N T NG T NG T NG T NG T NG R S R S I US T US I NG N

4 LAM3eS/Conv 1,1 000000000000000000000000VVVVVVVVOOO0OVVVVVVY
46 U 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000000
60 LAMA4 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVOVVY
73 T2-T3 1,1 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVOVVY
92 X3 1,1 VVV000000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
95 LAM6 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0O00VVVVOVVVOOOOVVVOVVY
177 LAM9 1,1 OVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
209 LAMI12 MADI1 1,1 VVVVVVVVO00000VVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
216 LAM9 1,1 VVVVVVVVVVVVOOVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
244 T1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVOOOOV
245 T1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00OVVOVVVY
373 Tl 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVOO0OVVVVVVY
430 T4 CEUI 1,1 VVVO0OVO00000000VVOVVVOOVVVVVVVVO00OVOOVVVY
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(conclusao)
SIT ID a Freq Espoligopadrao
SpolDB4 (%) Espacadores 1- 43

435 LAMO9 11,1 VVVVVOOVVVVVVVVVVVVVOOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
763 EAIS 1 1,1 VVVVVVVVVVVVO00000VVVVVVVVVVO000VOVVVVVO00O
888 TI1 11,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVOOVVY
1076 LAM9 1 1,1 000000VVVVVVVVVVVVVVOO00O0VVVVVVVVOOOOVVVVVVY
1341 X2 1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVOVVVVVVVVVOOO0OVVVVVOV
1907 U 1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVY

Total de amostras 77 86,7

SpolDB4: Banco Mundial de Espoligotipos; SIT: Spoligo-International-Type number; ID: Identifica¢do; n:
Numero de amostras; Freq: Frequéncia; EAI: East African-Indian; LAM: Latin American and Mediterranean; T
e X: Familias “T” e “X”, respectivamente; MAD: Madri; CEU: Central Europe; U: Unknown (desconhecida).

A familia Latin American and Mediterranean (LAM) foi a mais frequente entre as
amostras de Belém, agrupando 35 (39,3%) amostras: 17 (48,6%) amostras eram LAM9,
quatro (11,4%) eram LAMS e 14 (40,0%) amostras estavam distribuidas entre outras
subfamilias LAM (LAM6, n=3; LAM4, n= 1; LAM3, n=2; LAM2, n=3; LAMI, n=3; LAM3
e S/Convergente, n=1 e LAM12 MADI, n=1) (Tabelas 2 e 3 e Grafico 2).

A familia T foi representada por 25 (28,1%) amostras: 22 (88,0%) amostras eram
T1 e as demais (12,0%) pertenciam a outras subfamilias T (T2, n=1; T2-73, n=1 e T4 CEUI,
n=1). Oito (9,0%) amostras pertenciam a familia East African-Indian (EAIS5, n=6;
EAIl1 SOM, n=2 e EAI2, n=1); sete (7,9%) amostras pertenciam a familia Haarlem,
subfamilia H3; seis (6,7%) amostras pertenciam a familia MANU (MANUI1, n=4 ¢ MANU?2,
n=2) e as demais familias — X, U ¢ F33 — reuniram oito (9,0%) amostras (X2, n=4; X3, n=1;

U, n=2 e F33, n=1) (Tabelas 2 e 3 e Grafico 2).
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Grafico 2. Distribuigdo dos 89 casos genotipados por Spoligotyping no municipio de Belém, entre outubro de
2007 e margo de 2008, de acordo com classificacdo em familia e subfamilia proposta por Brudey et al., (2006) e
Vitol et al., (2006).

A comparacao com o banco de dados SITVIT revelou que 10 espoligotipos entre
os padrdes unicos ndo puderam ser alocados em nenhum SIT existente, pois sete deles nao
pareavam com nenhum perfil ja descrito no SITVIT, sendo designados aqui como Orfaos
“verdadeiros” (VO1-7), e trés eram “pseudo-6rfaos” (PO1-3), ou seja, ja foram referenciados
uma Unica vez no SITVIT, pareando com perfis oriundos do Brasil (Brasilia), Itadlia (Roma) e
Portugal (Lisboa), respectivamente. Também entre os espoligotipos que formaram grupos
houve um que foi classificado como 6rfao verdadeiro (VOS), compartilhado neste estudo por

duas amostras (Tabela 3).

Para os espoligotipos classificados como “VO” e “PO” foi feita uma analise
utilizando o SpotClust, que permitiu que eles fossem alocados em provaveis
familias/subfamilias, cujas probabilidades variaram de 0,663 a 0,999: quatro foram
classificados como pertencentes a familia LAM, trés a familia EAI, dois a familia T e os

demais foram alocados nas familias Haarlem e F33 (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia de espoligopadroes (agrupados e tnicos) sem um namero SIT descrito
no SpolDB4, encontrados entre as amostras de Belém, e classificados de acordo com as regras
propostas Vitol et al., (2006).

D* ID Probab n Freq Espoligopadrao

SpotClust SpotClust (%) Espacadores 1- 43
VO8 Tl 0,99 2 23 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000VVVY
PO1* LAM9 0.99 1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVOVVVY
PO2° T2 0.97 1 1,1 VVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVOO000
PO3° LAMI1 0.66 1 1,1 VVOVOOVVVVVVVVVVVVVVO000VVVVVVVVOO00VVVVVVY
VOl LAM9 0,99 1 1,1 VVVVVVVVVVVVOO000VVVOOO0OVVVVVVVVOO0OVVVVVVY
VO2 EAI5 0,99 1 1,1 VVVVVVVVVOVVOOOVVVVVVVVVVVVVOO0OVOVVVVOOVOV
VO3 Haarlem3 0,77 1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVOOVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
VO4 EAI5 0,99 1 1,1 VVVVVVO000VVVOVVOVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY
VOS5 F33 0,99 1 1,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVOVOVYVY
VO6 EAI2 0,68 1 1,1 VVVVVVVVVVV0000000000000VOVVOO00VOVVOVVVVVY
VO7 LAM9 0,99 1 1,1 VVVVVVVVVOVVOOOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVOVVOV
Total de amostras 12 13,3

*Designacdo da amostra no estudo; SpolDB4: Banco Mundial de Espoligotipos; SIT: Spoligo-International-Type
number; n: Namero de amostras; Freq: Frequéncia; EAIL: East African-Indian; F33: Familia 33; LAM: Latin
American and Mediterranean; T e X: Familias “T” e “X”, respectivamente; VO: Verdadeiro orfao; PO:
Espoligotipos “pseudo-6rfaos™: **“Origem dos perfis pareados: Brasil, Italia e Portugal, respectivamente.

6.3.2 Spoligotyping Aplicado as Amostras de Ananindeua

Na 1?* fase do teste, entre as 61 amostras positivas, 54 (88,5%) apresentaram
padroes de Spoligotyping considerados completos e sete (11,5%) apresentaram padroes
incompletos na analise de hibridizag¢do, permanecendo com padrio indefinido também apoés a
duplicata. Nao foram observadas discordancias entre os resultados de Spoligotyping apods as

duplicatas para as 54 amostras com espoligopadroes completos.

Na 2* fase do teste, entre as 28 amostras submetidas a técnica, 25 (89,3%)
apresentaram padrdes completos e resultados concordantes entre si apds as duplicatas; apesar
disso, uma amostra (Mix5b) apresentou resultado discordante do produzido por seu par na 1*
fase (Mix5a) e foi excluida das analises posteriores (Quadro 3 e Figura 7). Trés (10,7%)
amostras geraram padrdes incompletos, mesmo apds as duplicatas, assim como suas amostras

correspondentes na 1? fase do teste também tiveram padrdes incompletos.
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Am Espoligopadrao F| SIT | Fam
Mix5a 000VVVVVVVVO000000000000VVVVOOOOVOVVOVVVVVYV 1| ND | EAI2
Mix5b OVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVVOVVVVVVVVY 2| ND | F33

Quadro 3. Tlustragdo esquematica dos espoligopadrdes apresentados por amostras distintas pertencentes ao
mesmo paciente na 1* fase (Mix5a) e na 2* fase (Mix5b), indicando a familia em que cada espoligopadrio foi
classificado, de acordo com Vitol et al., (2006).

Am: Amostra; F: Fase de execucgdo do Spoligotyping; SIT: Spoligo-International-Type number; Fam: Familia;
ND: Nao descrito.

Mix5a D-~DE08
Mix5b T . T ——

Figura 7. Espoligopadrdes apresentados por amostras distintas pertencentes ao mesmo paciente na 1% fase
(Mix5a) e na 2* fase (Mix5b) de execugio do Spoligotyping.

Os controles positivos M. tuberculosis H37RV e M. bovis BCG apresentaram os
espoligopadrdes caracteristicos: auséncia dos espacadores 20, 21 e 33-36 em H37Rv e
auséncia dos espagadores 3, 9, 16 e 39-43 em BCG. Nao foi observada hibridizagdo em
nenhum espagador entre os 10 controles negativos. Padrao reprodutivel (nenhuma
discrepancia entre os padrdes apresentados apds as duplicatas) foi observado em 79 amostras

positivas e a reprodutibilidade apresentada entre os resultados das amostras de Ananindeua foi

de 89,9% (p < 0.0001).

Todas as sete amostras que apresentaram padrdes incompletos eram classificadas
como BAAR +, apresentando diferenca significativa quando comparados aos resultados

obtidos por amostras BAAR++ (p = 0.0473).

Foram identificados 36 espoligopadroes distintos entre as 53 amostras
(correspondentes a 53 casos) consideradas para classificagdo de acordo com o SpolDB4 e
comparagdo com o banco de dados SITVIT. Vinte e seis (49,1%) amostras foram reunidas em
nove agrupamentos com duas a seis amostras cada e 27 (50,9%) amostras representaram
espoligotipos unicos, dos quais 20 ja foram reportados no SITVIT e sete ainda ndo pareavam
com nenhum outro perfil ja descrito neste banco de dados, recebendo aqui a denominagdo de

“orfaos verdadeiros” (VO9-15) (Tabelas 4 ¢ 5).

Dos 36 espoligopadrdes observados, 28 tinham um SIT previamente descrito

(Tabela 4).
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O espoligotipo predominante em Ananindeua foi o SIT53, pertencente a familia

T, subfamilia T1, seguido pelo SIT42 (LAMD), representados por seis (11,3%) e cinco (9,4%)

amostras cada, respectivamente. A frequéncia de cada SIT circulante em Ananindeua no

periodo do estudo, assim como seus respectivos espoligopadrdes, estio demonstrados na

tabela 4 e anexo C.

Tabela 4. Frequéncia dos espoligotipos (agrupados e Uinicos) encontrados entre as amostras de
Ananindeua, identificados com um numero SIT segundo o banco de dados SpolDB4
(BRUDEY et al., 2006).

(continua)
SIT ID n Freq Espoligopadrao
SpolDB4 (%) Espacadores 1 - 43

53 T1 6 114 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
42 LAM9 5 94 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
64 LAM6 3 57 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVVOVVVOOOOVVVVVVY
50 Haarlem3 2 37 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
92 X3 2 37 VVVO00000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
100 MANUI1 2 37 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVY
129  EAIS 2 37 VVVO00000VVVVVVVVVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY
137 X2 2 3,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVO000VVOO00V
291 TI1 2 3,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVY
17 LAM2 1 1,9 VVOVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
20 LAMI1 1 1,9 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
46 U/H 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000000
47 Haarlem1 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00000VOO0OVVVVVVY
75 Haarlem3 1 19 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
86 T1 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
93 LAMS 1 1,9 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOO0OVVVVVVVVOOO0OVVVVVVY
95 LAM6 1 1,9 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVOVVVOOOOVVVOVVY
150 LAM9 1 1,9 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
397 U 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000VVVVVVY
402 U 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVV00000000000000000000000
740  Haarlem3 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVOVOOOOVVVVVVY
950 LAMO9 1 19 VVV0000000000VVVVVVVOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
1241 U 1 19 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00OVVVVVVOOO000VVVVVVY
1284 TI1 1 1,9 VVVVOOOOVVVVOOOOVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
1671 LAM9 1 1,9 OVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
1709 LAM5e¢e9 1 19 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVOVVVVVOOOOVVVVVVY
1755 LAMI 1 1,9 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVY
1894 LAM9 1 19 VVVVOOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
Total de amostras 45 84,8

SIT: Spoligo-International-Type number; SpolDB4: Banco Mundial de Espoligotipos; n: Numero de amostras;
Freq: Frequéncia; EAI: East African-Indian; LAM: Latin American and Mediterranean; S, T e X: Familias “S”,
“T” e “X”, respectivamente; U: Unknown (familia desconhecida).
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Um dos espoligotipos tnicos ja reportados foi classificado como “pseudo-6rfao”
(PO4), pois pareou com outro perfil unico ja descrito, originario dos EUA (Nova lorque),
sendo alocado, apds andlise feita pelo SpotClust, na familia LAM, subfamilia LAMS. As
familias LAM, EAI e S alocaram dois espoligotipos “VO” cada e a F33 alocou um
espoligotipo classificado como “VO” (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncia de espoligopadroes sem um nimero SIT descrito no SpolDB4,
encontrados entre as amostras de Ananindeua e classificados de acordo com as regras
propostas Vitol et al., (2006).

ID* ID P;(;lzib n Freq Espoligopadrao
SpotClust Clust (%) Espagadores 1 - 43

VO9 LAMO9 0.99 1 1,9 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVOVVVOOOOVVVVVVO
VOI10 S 0.93 1 1,9 VVVVVVVVOOOVVOOVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVY
VOI11 F33 0.99 1 1,9 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVVVVOVVVYVVVVY
VO12 LAMS3 0.99 1 1,9 VVVVVVVVOOOVVVVVOOVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
VO13 EAI5 0.99 1 19 VVVVO0000VVVVVVVVVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY
VO14 EAI3 0.99 1 1,9 VOOVVVOVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVO00OVOVVOOOVVOV
VO15 S 0.76 1 1,9 VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000VVVVVY
PO4¢ LAMS 0.99 1 1,9 VVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000000VVVVVY
Total de amostras 8 152

*Designacdo no estudo; SIT: Spoligo-International-Type number; SpolDB4: Banco Mundial de Espoligotipos;
SpotClust: algoritmo SpotClust; Probab: Probabilidade; n: Niimero de amostras; Freq: Frequéncia; EAI: East
African-Indian; F33: Familia 33; LAM: Latin American and Mediterranean; S: Familia “S”; VO: Verdadeiro
6rfao; PO: Espoligotipo “pseudo-6rfio”: *Origem do perfil pareado: Estados Unidos.

Foi observado que um dos espoligotipos classificados como “VO” (VO9)
apresentou padrao de hibridizagdo semelhante ao apresentado por um isolado descrito no
SITVIT como “orfao” (BRA0200000Kar656), proveniente de Belém/PA. A diferenga se
encontra em um Unico espagador (n° 42), que esta presente na amostra VO9 e ausente no

isolado depositado no SITVIT (Figura 8).

V09 0

Figura 8. Espoligopadréo apresentado por amostra classificada como “verdadeiro o6rfao” (VO9), onde se nota a
auséncia dos espagadores 21-24, 29, 33-36 ¢ 43. O circulo evidencia sinal de hibridizacdo na posi¢do do
espagador n°® 42, presente neste perfil.

Mais de 58% das amostras pertenciam as duas familias que foram as mais

frequentes em Ananindeua: a familia LAM, que concentrou 21 (39,6%) amostras (LAMO,
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n=10; LAMS, n=1; LAM6, n=4; LAMS, n=1; LAMS5e9, n=1; LAM3, n=1; LAM2, n=1 ¢
LAMI, n=2), seguida pela familia T, que apresentou somente uma subfamilia, a T1, com 10

(18,9%) amostras.

A familia Haarlem foi representada por cinco (9,4%) amostras (H3, n=4 ¢ HI,
n=1), quatro (7,5%) amostras pertenciam a familia X (X3, n=2 e X2, n=2) e quatro (7,5%)
pertenciam a familia EAI (EAIS, n=3 e EAI3, n=1). As demais familias — U, MANU, S e F33
— reuniram nove (17,1%) amostras, com quatro, duas, duas e uma amostra cada,
respectivamente. A distribui¢do dos casos de acordo com classificagdo em familia e

subfamilia proposta por Brudey et al., (2006) e Vitol et al., (2006) estd demonstrada no

gréfico 3.
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Grafico 3. Distribui¢do dos 53 casos genotipados por Spoligotyping no municipio de Ananindeua, entre outubro
de 2007 e margo de 2008, de acordo com classificagdo em familia e subfamilia proposta por Brudey et al.,
(2006) e Vitol et al., (2006).

6.3.3 Andlise dos Perfis Obtidos por Spoligotyping entre as Amostras de Belém e

Ananindeua

Ao serem agrupados os resultados de Belém e Ananindeua, obteve-se, das 163
amostras inicialmente selecionadas para o estudo (correspondentes a 163 casos distintos), um

total de 146 (89,6%) amostras com padrdes de hibridizagdo completos e resultados
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concordantes entre si, 16 (9,8%) amostras sem padrdes definidos e uma (0,6%) amostra com
resultado discrepante, gerando uma reprodutibilidade de 88,4% (p<0.0001). No entanto,
apesar de gerarem padrdes completos e resultados concordantes entre si apos a duplicata,
quatro (2,4%) amostras apresentaram resultados discordantes de outras amostras do mesmo
paciente que foram avaliadas na 2* etapa dos testes. Assim, para efeito de comparagdo com os

bancos de dados, foram consideradas 142 amostras.

A atribuicdo destes 142 casos em familias utilizando os bancos de dados
disponiveis (SpolDB4, SITVIT e SpotClust) mostrou que as quatro familias mais
representativas no estudo, LAM, T, Haarlem e EAI foram representadas por 56, 35, 12 e 12
amostras, respectivamente. Estas familias concentraram 81,0% do total de amostras e
abrigaram também espoligotipos ainda nao relatados (VO) nos bancos de dados disponiveis.
A taxa de diversidade (numero de espoligotipos dividido pelo nimero de casos) dentro de
cada uma das principais familias genotipicas variou entre 48, 37, 42 e 67% para as familias

LAM, T, Haarlem e EAI, respectivamente.

Nas duas regides estudadas, foram observados 67 espoligotipos distintos, sendo
que 48 (71,6%) exibiram espoligotipos conhecidos, com um SIT descrito, 15 (22,4%) ndo
foram identificados no banco de dados, e, portanto, classificados como “verdadeiros orfaos”
(VO) e quatro (6,0%) foram classificados como espoligotipos “pseudo-orfaos” (PO), por

parearem cada um com um espoligotipo descrito como 6rfao no SpolDB4.

A figura 9 ilustra a distribuicdo geral das amostras, de acordo com a classificagdo
em familias e subfamilias, assim como suas frequéncias. Noventa e cinco amostras (67%)
formaram 20 agrupamentos com duas a 20 amostras cada enquanto que 47 (33%) amostras
corresponderam a espoligotipos unicos neste estudo. O indice discriminatério (HGDI) para a

tipagem por Spoligotyping foi de 0.962.

O dendrograma (Figura 9) construido com base nos padrdes de Spoligotyping
apresentado pelas amostras evidencia que os espoligotipos mais frequentes foram os tipos
SIT53 (20 amostras; 14,1%), SIT42 (15 amostras; 10,6%), SIT100 (seis amostras; 4,2%),
SIT50 (cinco amostras; 3,6%), SIT64 (cinco amostras; 3,6%), SIT93 (cinco amostras; 3,6%),
SIT137 (cinco amostras; 3,6%), SIT17 (quatro amostras; 2,8%), SIT129 (quatro amostras;
2,8%) e SIT740 (quatro amostras; 2,8%).
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PRINT PREVIEW (67 entries)
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Figura 9. Dendrograma baseado nos padrdes de Spoligotyping de 142 amostras de M. tuberculosis obtidas de
espécimes clinicos provenientes de pacientes residentes nos municipios de Belém e Ananindeua. Este
dendrograma, baseado no coeficiente de similaridade de Dice e elaborado pelo método de agrupamento
UPGMA, mostra a presenca dos 10 principais SITs encontrados no estudo (SITs 53, 42, 100, 50, 64, 93, 137, 17,
129, 740). Também podem ser observados 20 agrupamentos contendo entre 2-20 amostras. Colunas A (SIT); B
(Familia/Subfamilia segundo Brudey et al.,, 2006); C (Familia/Subfamilia segundo Vitol et al., 2006); D
(Probabilidade de pertencer a familia designada pelo SpotClust); E (n° de amostras) e F (Frequéncia no estudo).
UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic averages; SIT: Spoligo-International Type number;
ID: Identificag@o; Prob: Probabilidade; n: n° de amostras; Freq: Frequéncia; VO: orfdo verdadeiro; PO: pseudo-
orfao.
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A distribui¢ao das amostras agrupadas e o SIT em que foram classificadas podem

ser visualizados no grafico 4.
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Grafico 4. Distribuicdo dos 95 casos agrupados que foram genotipados por Spoligotyping, pertencentes aos
municipios de Belém e Ananindeua, entre outubro de 2007 ¢ marco de 2008, de acordo com classificagdo por
numero de SIT (BRUDEY et al., 2006).

SIT: Spoligo-International-Type number; VO: espoligotipo 6rfao verdadeiro.

Nem todos os SITs encontrados no estudo estavam presentes em ambos 0s
municipios, alguns ocorrendo somente em Belém, como os SIT4 (LAM3 e S/Convergente),
SIT33 (LAM3), SIT48 (EAIl_SOM), SIT60 (LAM4), SIT73 (T2-T3), SIT177 (LAMY),
SIT209 (LAM12 MADI), SIT 216 (LAMY), SIT244 (T1), SIT245 (T1), SIT373 (T1),
SIT430 (T4 _CEUL), SIT435 (LAM9), SIT763 (EAIS), SIT888 (T1), SIT 1076 (LAM9), SIT
1341 (X2) SIT1580 (T1), SIT1690 (MANU2) e SIT1907 (U) ou somente em Ananindeua:
SIT47 (H1), SIT75 (H3), SIT86 (T1), SIT150 (LAMY), SIT291 (T1), SIT397 (U), SIT402
(U), SIT950 (LAMD9), SIT 1241 (U), SIT1284 (T1), SIT1671 (LAM9), SIT1709 (LAMS ¢ 9),
SIT1755 (LAM1) e SIT1894 (LAMY).

O mesmo aconteceu com algumas familias, como a familia S, que s6 ocorreu em
Ananindeua, entre os casos “VO”. De modo contrario, as familias LAM, T, Haarlem, X,

MANU, EAI e U, assim como a F33, que surgiu para “acolher” espoligotipos com a maioria
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dos espacadores presentes (VITOL et al., 2006), foram representadas em Belém e
Ananindeua. Ndo foram encontrados espoligotipos pertencentes as familias Beijing, M. bovis

e Central-Asian entre as amostras avaliadas.

Quanto a carga bacilar, 46% das amostras eram BAAR+, e, somando-se com as
amostras BAAR indefinido, quase metade delas tinham baixa carga bacilar, como

demonstrado no gréfico 5.

BAAR ind
f_ZL‘/u

Grafico5. Distribuicdo das amostras segundo classificagdo, em niimero de cruzes, apos realizagao do Controle de
Qualidade Externo executado pelo LACEN-PA.

BAAR: Bacilo Alcool-Acido Resistente; Ind: Indeterminado (1-9 BAAR em 100 campos). BAAR+: 10-99
BAAR em 100 campos; BARR++: 1-10 BAAR/campo em 50 campos; BAAR+++: >10 BAAR/campo em 20
campos.

Quanto ao rendimento, houve diferenca significativa (p = 0.0377) quanto a
obtencdo de padrdes de hibridizacdo completos apresentados por amostras classificadas como
BAAR+ e BAAR++ quando comparados com os apresentados pelas amostras com outras

positividades (BAAR indefinido e BAAR+++).

Quanto a idade dos individuos, a média apresentada pelos que faziam parte de
agrupamentos foi de 38,0 anos e a média de idade dos que apresentaram espoligotipos Uinicos
foi de 36,9 anos, diferenca que nao foi estatisticamente significativa (p = 0.7032). Nao houve
diferenca significativa entre as frequéncias observadas de individuos do sexo masculino ou

feminino que foram agrupados ou que estavam entre os espoligotipos unicos (p=0.0767).



73

6.4 GEOLOCALIZACAO DOS CASOS

6.4.1 Geolocalizagdo dos Casos de Belém

Dos 102 casos de Belém, foram registradas as coordenadas geograficas de 81
(79,4%) casos, ndo sendo possivel localizar o endereco dos demais (21 casos; 20,6%) apesar
de constarem no Livro de maneira aparentemente completo. A distribui¢do de todos os casos
geolocalizados em Belém de acordo com o nivel de caracterizagdo genética por Spoligotyping

(SIT, Familia ou nao identificados) est4 representada na tabela 4.

Tabela 4. Distribuicao dos casos de Belém geolocalizados e nao geolocalizados de acordo
com o nivel de caracterizagao molecular por Spoligotyping.

Nivel de caracterizagdo Casos Casos néo
. : Total
molecular dos casos geolocalizados geolocalizados
SIT 64 17 81
VO 08 01 09
PO 03 - 03
Nao identificados 06 03 09

Total 81 21 102

SIT: Spoligo-International-Type number; VO: “6rfaos verdadeiros”; PO: pseudo-orfaos.

Os 81 casos estavam distribuidos por 29 dos 71 bairros da capital. Os bairros que
mais concentraram casos que puderam ser geolocalizados foram o Guama (nove casos;
11,1%), o Jurunas (seis casos; 7,4%) e Terra Firme (cinco casos; 6,2%). A distribuicdo por
bairro, dos casos geolocalizados que puderam ser identificados por niimero SIT ou por

Familia (VO ou PO) pode ser observada no mapa 1.
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Mapa 1. Mapa ilustrando a localizagdo geografica, por endereco de residéncia, dos 75 casos geolocalizados no
municipio de Belém/PA que puderam ser identificados por nimero SIT ou por Familia (VO ou PO). Cada
circulo representa um caso e cada cor esta associada a um perfil de Spoligotyping, conforme legenda.

Fonte: LabGeo/IEC/SVS/MS
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Entre os 60 casos agrupados por Spoligotyping, 42 (70,0%) puderam ser

geolocalizados e estdo apresentados no mapa 2.
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Mapa 2. Mapa ilustrando a localizagdo geografica, por enderego de residéncia, dos casos agrupados por
Spoligotyping no municipio de Belém/PA. Cada circulo representa um caso e cada cor estd associada a um perfil
de Spoligotyping, conforme legenda.

Fonte: LabGeo/IEC/SVS/MS
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A distancia entre os casos agrupados variou de Om (mesma residéncia) para o
SIT64 (Bairro Curi6-Utinga) a 18.400m para o SIT42 (um caso no bairro Jurunas e outro no
bairro Agulha). Menores distincias entre casos também foram encontradas para o SIT100
(100m entre pontos), SIT53 (290m entre pontos) e o SIT93 (500m entre pontos). O mapa 3
ilustra a distribui¢ao dos pontos na area sul de Belém; as menores distdncias encontradas entre

casos agrupados (SIT64, SIT100 e SIT53) estao indicadas pelas setas.
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Mapa 3. Mapa ilustrando a distribui¢do dos casos na regido sul de Belém/PA. As setas estdo indicando os trés
agrupamentos que apresentaram a menor distancia observada entre pontos (SIT53, SIT 64 e SIT100).
Fonte: LabGeo/IEC/SVS/MS

6.4.2 Geolocalizagdo dos Casos de Ananindeua

Entre os 61 casos de Ananindeua, foram localizados os enderegos de 33 (54,1%)

casos, dos quais foram registradas suas coordenadas geograficas. Nao foi possivel localizar o
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endereco de 28 (45,9%) casos. A distribui¢do geral dos casos geolocalizados, de acordo com o
nivel de caracteriza¢do genética por Spoligotyping (SIT, Familia ou nédo identificados), esta

representada na tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo dos casos de Ananindeua geolocalizados e ndo geolocalizados de
acordo com o nivel de caracterizagdo molecular por Spoligotyping.

Nivel de caracterizacao Casos Casos ndo
) : Total
molecular dos casos geolocalizados geolocalizados

SIT 25 20 45

VO 06 02 08

PO - 01 01

Nao identificados 02 05 07
Total 33 28 61

SIT: Spoligo-International-Type number; VO: “orfaos verdadeiros”; PO: pseudo-o6rfaos.

Nove (27,3%) casos dos 33 geolocalizados estavam no Pdlo I, oito (24,2%) no
Polo 111, seis (18,2%) no Pélo I, seis (18,2%) no Polo IV e quatro (12,1%) estavam no Polo

V. O Mapa 4 ilustra apenas a distribuicdo dos 25 casos que puderam ser identificados por

numero SIT.
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Mapa 4. Mapa ilustrando a localizagdo geografica, por endereco de residéncia, dos 25 casos geolocalizados no
municipio de Ananindeua/PA que puderam ser identificados por numero SIT. Cada circulo representa um caso e
cada cor esta associada a um perfil de Spoligotyping, conforme legenda.

Fonte: LabGeo/SESAU/Ananindeua
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Somente dois casos geolocalizados que se apresentaram agrupados estavam no
mesmo Poélo. Foi o caso do SIT42 (LAMY), onde os dois pontos, cada um correspondendo a
um individuo, estavam no Poélo III, a uma distancia de 2.035m um do outro, que foi a menor
distancia encontrada entre casos agrupados em Ananindeua. A maior distdncia foi de 7.255m,

onde cada membro do SIT100 (MANU1) estava em Po6los distintos (Pdlos I e IIT) (Mapa 5).
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Mapa 5. Mapa ilustrando as menores distdncias, em linha reta, entre casos agrupados no municipio de
Ananindeua/PA.
Fonte: LabGeo/SESAU/Ananindeua

Apesar de uma triagem prévia que excluiu 10% (42 laminas) da amostra inicial
pelo fato de os enderecos estarem ausentes ou incompletos, ndo foi possivel localizar todas as
residéncias dos 163 casos selecionados para o estudo. Mesmo assim, a partir dos dados de
endereco que constavam nas copias do Livro de Registro de Baciloscopia e Cultura fornecidas
pela UL de origem das laminas, foi possivel obter a localiza¢dao pontual (coordenadas) de 114

(69,9%) casos ao todo, considerando os dois municipios incluidos no estudo.
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7 DISCUSSAO

7.1 ASPECTOS DA POPULACAO INCLUIDA NO ESTUDO

No presente estudo observou-se que aproximadamente 62% dos casos pertenciam
ao género masculino, percentual similar ao encontrado por outros estudos envolvendo
pacientes com TB no Brasil, onde também foi encontrada predominancia de homens
(ACOSTA, 2008; CAFRUNE, 2009; DALCOLMO et al., 1999; FANDINHO et al., 1999;
HINO, 2004; LIMA, 2005; MENDES et al., 2007a; 2007b; TINDO et al., 2004; SANTO et
al., 2009; SEVERO; LEITE, 2005; WATANABE; RUFFINO-NETTO; 2001). No entanto,
em um estudo realizado em 2006 com pacientes portadores de TB atendidos por uma Unidade
de Saude da capital paraense, a proporcdo de homens observada, de 51,8%, foi inferior a
encontrada neste estudo, porém mesmo assim superior a propor¢cdo de mulheres

(RODRIGUES et al., 2006).

A diferenca entre a propor¢ao de homens e mulheres no presente estudo foi
significativa (p=0.0048), apresentando razdo entre os géneros (feminino:masculino) de 0.63,
maior que a observada por Tind6 et al. (2004) em estudo que incluiu pacientes com TB
pulmonar e extrapulmonar no Rio de Janeiro/RJ, que foi de 0.5 para ambos os casos. Na
ocasiao, os autores identificaram diferengas etarias entre as taxas de notificagdo, com aumento
de casos entre mulheres na faixa de 14 a 34 anos e também relataram que o padrdo
radiologico tipico da TB foi mais frequente entre os homens, que também apresentaram maior
positividade ao exame baciloscdpico (ndo significativo). Em relagdo a propor¢do de cada

género entre os casos agrupados ou Unicos neste estudo, nao houve diferenga significativa.

Em uma revisdo, Borgdorff et al. (2000) avaliaram 29 inquéritos realizados em 14
diferentes paises da Africa, Asia, Europa ¢ América do Sul e encontraram razdes entre os
géneros feminino:masculino que variaram até 1.0 e diminuiram com o aumento da idade em
quase todos os casos. Esta diminuicdo também foi observada no presente estudo (resultados

nao mostrados).
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Dados de prevaléncia sugerem que a tuberculose ¢ "mais uma doenca de homens
que de mulheres" (BORGDOREFF et al., 2000). No entanto, sdo observadas diferencas entre as
regides geograficas e grupos etarios. Além disso, a caracteristicas bioldgicas (idade, estado
nutricional) e o risco de exposicao (estilo de vida, ocupagdo) também fornecem explicagdes

para estas diferencas.

Embora a diferenca entre as propor¢des da doenga observadas entre os géneros
seja atribuida geralmente ao acesso diferencial aos servicos de saude, principalmente aos
servigos diagnosticos, pelas mulheres, ela pode ser na realidade devido as questoes
epidemiologicas (ALLOTEY; GYAPONG, 2008; BORGDORFF et al., 2000). Jiménez-
Corona et al. (2006) encontraram em seu estudo evidéncias de que as maiores taxas de TB
pulmonar entre os homens devia-se parcialmente a dinamica de transmissao local, relacionada
as aglomeracdes e a deficiéncia de ventilagdo no ambiente de trabalho, além de
comportamentos que podem influenciar a progressao da doenca, como o consumo de alcool e
tabaco. Em relagdo ao consumo abusivo do alcool, foi demonstrado em estudo realizado em
Washington que, na verdade, ndo era o consumo de alcool o fator de risco para a transmissao
da TB naquele cenario, mas sim o fato de os individuos frequentarem o mesmo ambiente (bar)
para o consumo (TABET et al., 1994), reforcando o papel do fator ‘exposi¢do’ como de

elevada importancia para a transmissao.

Estudos de revisdo relacionam maior ocorréncia de TB entre homens como
resultado de diferencgas nas notificagdes devido a fatores epidemiologicos (BORGDOREFF et
al., 2000; HOLMES et al., 1998). Desta forma, estudos que avaliam o papel de cada género
em relacdo a TB devem ter um equilibrio na coleta e anélise dos dados para captar ndo so as
experiéncias de homens e mulheres, mas também da dindmica das relagdes sociais e as
interacoes de outros determinantes criticos da satde, sejam eles sociais, culturais ou

ambientais (ALLOTEY; GYAPONG, 2008).

Segundo dados do IBGE, relativos ao ultimo Censo realizado em 2000, 46,5% das
populagdes residentes em Belém e Ananindeua concentravam-se na faixa etaria de 20 a 49
anos (IBGE, 2010a) e, no presente estudo, mais de 68% dos casos tinham entre 20 e 49 anos.
Proporcao semelhante foi observada por Hino (2004) em estudo realizado em Ribeirdo

Preto/SP, onde 71,3% dos casos se encontravam entre 20 ¢ 49 anos, e por Watanabe e
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Ruffino-Netto (2001), que relataram que 78,3% dos casos de TB em seu estudo também se

concentraram nesta faixa etaria.

Em estudo realizado em Belém, que investigou a diversidade genética de M.
tuberculosis resistentes a rifampicina, Lima (2005) observou que 68% dos casos incluidos no
estudo possuiam entre 15 e 44 anos de idade. Em outro estudo realizado em pacientes com TB
na capital paraense, Rodrigues et al. (2006) observaram maior frequéncia de individuos
(46,1%) na faixa etaria de 20 a 40 anos. Todos estes achados estdo de acordo com o que tem
sido descrito na literatura, de que a TB ¢ uma doenga que afeta principalmente adultos jovens,
geralmente entre 15 e 59 anos, grupo mais social e economicamente produtivo (AERTS;

JOBIM; 2004; CAFRUNE, 2009; TINDO et al., 2004; OMS; 2007).

Quanto a média de idade observada neste estudo, de 38,3 anos, foi proxima as
encontradas em outros estudos semelhantes (CAFRUNE, 2009; MENEZES et al., 2006;
TINDO et al., 2004). Comparando a média de idade dos casos que foram agrupados (38,0
anos) e dos que estavam entre os padrdes Unicos (36,9 anos) ndo foi constatada diferenca
estatistica, porém se observa que média de idade dos pacientes agrupados ¢ aproximadamente
um ano maior que a dos ndo agrupados. Em seu estudo, Sequera et al. (2008) observaram o
contrario: a idade dos pacientes cujos isolados apresentaram padrdes Unicos foi quase dois
anos maior que os agrupados, e sugeriram que este fato poderia refletir maior reativagdo em
pacientes com mais idade causada por cepas que nio faziam parte das que estavam sendo
transmitidas naquele cenario. De fato, ¢ observado que, com o avanco da idade, também

aumenta a reativagdo da doenga (HOUBEN; GLYNN, 2009).

7.2 SPOLIGOTYPING APLICADO AS AMOSTRAS OBTIDAS DE LAMINAS DE ZIEHL-
NEELSEN

O controle da TB requer métodos que rapidamente sejam capazes de detectar e
rastrear as fontes de infeccdo, a fim de interromper a transmissdo da doenga. Além disso, o
ideal ¢ que estes métodos possam diferenciar entre casos de transmissdo recente e reativacao,
e possam ser aplicados diretamente em espécimes clinicos, aumentando assim a oferta de

amostras e diminuindo o tempo de resposta frente a um surto.
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Os recentes avangos no campo da biologia molecular t€ém proporcionado o
desenvolvimento de técnicas que permitem a rapida identificacdo e o rastreamento de cepas
especificas de M. tuberculosis que circulam no mundo. A maioria destas técnicas explora o
polimorfismo presente no genoma do M. tuberculosis, utilizando varios elementos repetitivos
do DNA como marcadores genéticos e geram perfis genéticos estirpe-especificos, conhecidos

como “fingerprints”.

Em geral, cepas que compartilham o mesmo perfil genético, ou fingerprint,
formando agrupamentos, sdo associadas com transmissdo recente, enquanto aquelas que
apresentam perfis unicos devem representar transmissdo remota e, portanto, reativagao de
cepas adquiridas em passado mais distante (BURGOS; PYM, 2002; KATO-MAEDA;
SMALL, 2000; van SOOLINGEM, 2001). E importante ressaltar que a formagdo destes
agrupamentos ¢ dependente de varios fatores, tais como a duragdo do estudo, as taxas de
imigracao e emigragdao dentro da area do estudo, o risco anual de infec¢do, a idade dos
individuos, co-infeccdo pelo HIV, entre outros (HAAS et al., 1999; HOUBEN; GLYNN,
2009; MURRAY, 2002a; 2002b; MURRAY; NARDELL, 2002).

Embora o RFLP-IS6110 seja o método padrao-ouro para tipagem de membros do
CMTB, diversas desvantagens no seu uso — como o alto custo, a necessidade de DNA em
grande quantidade e pureza e softwares sofisticados para analise dos dados —, levaram ao
desenvolvimento de outras técnicas (van SOOLINGEN, 2001). Nos ultimos anos, foram
desenvolvidos métodos de tipagem baseados em PCR (FRIEDMAN et al., 1995;
KAMERBEEK et al., 1997; SUPPLY et al., 2000) que tém principalmente a vantagem de
necessitarem de pouca quantidade de bacilos como alvo para tipagem e serem de execucao
mais facil. Destes, por sua simplicidade e demais vantagens, o Spoligotyping ¢ atualmente o
mais utilizado, também como método de tipagem secundario para cepas com menos de cinco
copias da IS6110 (BAUER et al., 1999; GOUGET de la SALMONIERE et al., 1997; GOYAL
etal., 1997b; KREMER et al., 1999; van SOOLINGEN, 2001).

A técnica de Spoligotyping tem sido empregada com sucesso em diversos tipos de
amostras, tais como tecidos preservados em parafina, amostras de escarro, tecidos
mumificados e também ldminas coradas pela técnica de ZN, tanto recentes quanto antigas
(CAFRUNE, 2009; GORI et al., 2005b; GOYAL et al., 1999; SURESH et al., 2007; van der
ZANDEN et al., 1998; QIAN et al., 1999, ZINK et al., 2003).
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No presente estudo, que utilizou DNA extraido de esfregagos fixados em laminas
de ZN, padrdes completos foram obtidos em 89,6% das amostras (considerando somente as
que tiveram resultados concordantes apos duplicata). Utilizando a mesma fonte de DNA
(Iaminas de ZN) van der ZANDEN et al. (1998) obtiveram resultados similares, conseguindo
tipar com sucesso 80% de suas amostras. Suresh et al. (2007), aplicando o Spoligotyping em
material extraido de laminas de ZN em estudo realizado na India, obtiveram espoligopadrdes
completos em 77,4% das amostras testadas, diferenca 12,2% menor quando comparada a

reprodutibilidade obtida neste estudo.

Quando aplicada diretamente em amostras clinicas (escarro, amostras de tecidos
conservadas em parafina), a técnica foi capaz de produzir resultados conclusivos e diferentes
proporgdes: 57,9% em estudo realizado por Zink e Nerlich (2004), que buscaram diferenciar
os membros do CMTB em amostras de bidpsia arquivadas; 58% em estudo conduzido por
Qian et al. (1999), que investigaram a ocorréncia do genotipo Beijing em amostras de biopsia
pulmonar datadas de 1956 a 1990 em Pequin, China; 86,9% em espécimes clinicos (tecido
pulmonar e extrapulmonar) preservados por um periodo de um a 10 anos em parafina (van der
ZANDEN et al., 1998); 95% em estudo realizado por Cafrune (2009), que aplicou a técnica
diretamente em amostras de escarro provenientes de pacientes diagnosticados com TB
pulmonar em Porto Alegre/RS. Percentual similar foi observado por Gazouli et al. (2005), que
tiparam com sucesso, utilizando Spoligotyping, 95,8% das amostras de origem pulmonar
(biopsia parafinada de pulmio e lavado broncoalveolar) e extrapulmonar (bidpsia parafinada

de linfonodo) na Grécia.

De modo geral, como observado em outros estudos (CAFRUNE et al., 2009;
SURESH et al., 2007) o sucesso na amplificagdo do locus DR foi dependente da carga bacilar
das amostras, ja que 75% dos padroes indefinidos neste trabalho eram de amostras
classificadas como BAAR+. Suresh et al. (2007) sugeriram que as diferencas observadas por
eles nas intensidades dos sinais de hibridizacdo — gerando padrdes incompletos — ou até
mesmo na auséncia de hibridizagdo seriam devido as concentragdes de DNA proximas ao

limite de deteccao da PCR.

Neste estudo, uma amostra BAAR++ (2,3%) e duas amostras BAAR+++ (5,2%)
ndo apresentaram perfis completos de Spoligotyping, diferente do que foi observado por

Suresh et al. (2007), que relataram que 100% das amostras classificadas como BAAR++ e
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BAAR+++ mostraram bom sinal de hibridizagdo e padrdes reprodutiveis. No entanto, van der
Zanden et al. (2003) descreveram situa¢do semelhante, onde uma amostra (2,7%) com alta
carga bacilar resultou em espoligopadrdo incompleto. Cafrune (2009) sugeriu que isto pode
ocorrer em func¢do da ndo homogeneizagdo das amostras, resultando em distribuicao disforme
dos bacilos nas mesmas. Quanto as amostras classificadas como BAAR indefinido (1-9

BAAR/100 campos), apenas uma (25%) ndo produziu espoligopadrdo completo.

Considerando que a unica amostra que apresentou resultado discordante na
duplicata (Mix1) apresentou os mesmos resultados em outro momento, pode-se dizer que os
padrdes das duplicatas foram concordantes em sua totalidade e, que desta forma, ndo houve
interferéncia nos padrdes apresentados pelas amostras positivas e, além disso, a auséncia de
hibridizacdo entre os controles negativos demonstra que a técnica ¢ reprodutivel. No entanto,
considera-se importante utilizar reagentes que evitem o carreamento de DNA e posterior
contaminag¢do, como uracil DNA glicosilase ¢ dUTP (LONGO; BERNINGER; HARTLEY,
1990; SURESH et al., 2007; van der ZANDEN et al., 2003).

7.3 DIVERSIDADE GENETICA DE M. tuberculosis ENTRE AS AMOSTRAS
GENOTIPADAS POR SPOLIGOTYPING

Padroes obtidos por Spoligotyping podem ser comparados com os mais de 39 mil
depositados em um banco de dados totalmente interativo e de acesso livre na internet, o
SITVIT, mantido pelo Instituto Pasteur de Guadalupe, provenientes de mais de 140 paises.
Desta forma, obtém-se um cendrio atualizado e “instantdneo” das populacdes locais e globais
de M. tuberculosis circulantes e adquire-se gradualmente um conhecimento mais profundo
sobre a distribui¢do destes genotipos (BRUDEY et al., 2006; GOMES, 2006). Para os perfis
ainda ndo descritos, o SpotClust, um algoritmo exclusivo para padrdes gerados por
Spoligotyping, também esta disponivel na internet, permitindo a classificagdo destes padrdes

em familias, facilitando assim a comparacao de dados entre diversos estudos.

Aplicando o Spoligotyping para caracterizagdo genética de M. tuberculosis
obtidos a partir de laminas de Ziehl-Neelsen pertencentes a pacientes residentes em Belém e

Ananindeua, obtivemos um cenario da distribuicdo das familias de M. tuberculosis circulantes
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nestas areas durante o periodo do estudo. Uma comparagdo dos espoligotipos obtidos neste
estudo com os depositados no Banco Internacional de Espoligotipos, SITVIT, mostrou que,
entre as 142 amostras que apresentaram espoligopadrdes completos e resultados concordantes,

foram observados 67 espoligotipos distintos.

O indice discriminatorio HGDI observado neste estudo foi de 0.962,
demonstrando um poder discriminatério acima do limite aceitdvel para garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos pela técnica de Spoligotyping. Indices inferiores aos
encontrados neste estudo para a mesma técnica utilizada isoladamente foram encontrados por
Ferdinand et al. (2003), que relataram HGDI de 0.957, por Da Silva et al. (2008) e von
GROLL et al. (2008) que descreveram HGDI de 0.959 em suas anélises e por Scholante Silva
et al. (2009) e De Jong et al. (2009), que relataram HGDI de 0.94. No entanto, quando
combinado com outra técnica, como o VNTR, o poder discriminatério aumenta, como
demonstrado por Ferdinand et al. (2003) e por von GROLL et al. (2008), que descreveram
HGDI de 0.980 e 0.995, respectivamente.

Pertenciam a familia LAM 39,4% dos casos, enquanto que 24,6% pertenciam a
familia T, 8,5% a familia Haarlem ¢ 8,5% a familia EAI. Estes resultados sao concordantes
com as afirmacdes de Brudey et al. (2006), que descrevem que trés principais familias
genotipicas (LAM, T e Haarlem) sdo as mais frequentes nas Américas do Sul e Central assim
como também na Africa e Europa. Em estudo realizado na Guiana Francesa (GUERNIER et

al., 2008), estas quatro familias também foram as que reuniram maior nimero de casos.

Também foram encontradas as maiores frequéncias entre estas familias em outros
estudos realizados no Brasil (POSSUELO et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SCHOLANTE
SILVA et al., 2009; TRINDADE, 2006) e em outros paises da América Latina (DALLA
COSTA et al., 2009; GUERNIER et al., 2008). Cafrune (2009) relata que 75% dos isolados
avaliados em seu estudo, realizado em Porto Alegre/RS, pertenciam as familias LAM, T e
Haarlem e que a familia LAM, sozinha, respondeu por 37% do total, resultado semelhante ao
observado neste estudo, em que a familia LAM concentrou 39,4% dos casos. No entanto, foi
menor que o observado por Trindade (2006) em Sergipe, onde a familia LAM foi responsavel

por quase 57% dos casos.
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A familia LAM também foi a mais prevalente em estudos realizados no Rio de
Janeiro por Lapa e Silva et al. (2008) e por Ventura et al. (2009), respondendo por 42,7% e
45,8% dos casos, respectivamente, no Mato Grosso do Sul (57,5%) (SANTOS et al., 2009),
no Rio Grande do Sul (38%) (SCHOLANTE SILVA et al., 2009), no Paraguai (52,3%)
(CANDIA et al., 2007) e na Venezuela (34%) (SEQUERA et al., 2008). Entre indigenas da
tribo amazonica Surui, em Ronddnia, todos os isolados foram classificados como pertencentes
a esta familia, e, pela diversidade de padrdes apresentados, sugeriu-se que o gendtipo LAM

tenha sido introduzido nesta comunidade ha tempos (BASTA et al., 2006).

Em estudo realizado por Gomes (2006), foram avaliados isolados provenientes de
11 estados brasileiros, incluindo o Par4. Observou-se, na ocasido, que as familias LAM, T e
Haarlem foram representadas por 46,5%, 19,7% e 13,3% do total de isolados,

respectivamente, propor¢des semelhantes as encontradas neste estudo.

Os 10 espoligotipos mais frequentes neste estudo (17, 42, 50, 53, 64, 93, 100, 129,
137 e 740) agruparam mais da metade (51,7%) dos casos e figuraram também entre os
principais encontrados em estudo realizado no Para com isolados obtidos no periodo de 1997
a 2003 (LIMA et al., 2010), compreendendo 42,0% das cepas em questdo, com exce¢do do
SIT740, que nao foi relatado neste ultimo. Amplamente distribuidos, os espoligotipos SIT53
(T1) e SIT42 (LAM9) agruparam maior nimero de amostras, englobando, juntos, 24,7% de
todos os casos deste estudo, fato que pode sugerir que ambos sdo mais facilmente
transmitidos e possivelmente mais adaptados. Eles ocupam, respectivamente, a 2* ¢ a 5°
posi¢do entre os mais frequentes no SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006) e reuniram 15,9% dos

casos no estudo de Lima et al (2010).

Alguns dos perfis encontrados com maior frequéncia no presente estudo também
estavam entre os mais prevalentes em diversos outros estudos realizados no Brasil por Borsuk
et al. (2005) (SITs 53 e 42), Cafrune (2009) (SITs 17, 42, 50, 53 e 64), Malaspina et al.
(2008) (SITs 42 e 53), Scholante Silva et al. (2009) (SITs 50 e 53), Vasconcellos et al. (2008)
(SIT53), Trindade (2006) (SITs 42 e 64), por Gomes (2006) (SITs 50, 53); no Paraguai por
Candia et al. (2007) (SITs 42, 50 e 93); na Venezuela por Mancilla et al. (2006) (SIT53),
Sequera et al. (2008) (SITs 17, 42 e 93) e Aristimufio et al. (2006) (SITs 17, 20, 42, 50, 53 ¢
93); em Portugal por David et al. (2007) (SITs 42, 50, 53 e 64); na Guiana Francesa por
Guernier et al. (2008) (SITs 42, 50, 53 e 64); na Italia por Sola et al. (2001) (SITs 42, 50 ¢
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53); na Turquia por Durmaz et al. (2007) (SITs 50 e 53) e na India por Singh et al. (2007)
(SITS3).

A superfamilia Latin American and Mediterranean tem ampla distribui¢ao
mundial, estando presente nos paises Africanos, Americanos e Europeus, onde responde por
51% dos casos de TB em Portugal (BRUDEY et al., 2006; DAVID et al., 2007). Também ¢
prevalente na regido do Mediterraneo (34% Argélia; 55% Marrocos; 30% Espanha) e do
Caribe (30% Cuba e Haiti; 17.4% Guiana Francesa). Foi encontrada associacdo entre este
genotipo e mutagdes especificas que conferem resisténcia a rifampicina e a estreptomicina em

estudo realizado por Lipin et al. (2007) na Russia.

Na América do Sul, cerca de 50% das cepas sdo pertencentes a superfamilia
LAM, que ¢ altamente presente na Venezuela (65%). Ela ¢ definida pela auséncia simultanea
das DVRs 21-24 e 33-36 (BRUDEY et al., 2006). Sugere-se que ela teve origem a partir da
domesticacdo do gado e se espalhou através da migracdo humana (SOLA et al., 2001),
estando presente atualmente em todos os continentes e que sua presenca na América do Sul se

deve a histdrica colonizagdo Lusitana e Espanhola (GUERNIER et al., 2008).

Entre os espoligotipos pertencentes a familia LAM (e suas variantes) encontrados
neste estudo, alguns t€ém ampla distribui¢do geografica (SITs 4, 17, 20, 33, 42, 60, 64, 93),
outros tém distribui¢do mais restrita (SITs 95, 150, 177, 209, 216, 435, 950, 1076, 1671, 1709
e 1755) e os SITs 1894 e 1907 sao endémicos, descritos somente no Brasil (SCHOLANTE
SILVA et al., 2009; SITVIT, 2010). Os SITs 20 e 1755 (LAMI1) e os SITs 42, 150 e 177
(LAMD), foram descritos recentemente em Portugal, onde se reporta que estas subfamilias sdo

altamente prevalentes (DAVID et al., 2007).

Entre os SITs citados, alguns ainda nao foram descritos em Belém (SITs 4, 60,
150, 216, 435, 1671, 1755, 1894 e 1907) e outros ainda ndo foram referenciados no Brasil
(SITs 209, 950 e 1709), ocorrendo, porém, em paises vizinhos ou com relagdes com o Brasil,
como Venezuela, EUA, Italia, Espanha (SITVIT, 2010). O SIT4 foi descrito recentemente em
caso de resisténcia as principais drogas anti-TB (rifampicina, isoniazida e etambutol) na

Turquia (BULUT et al., 2009).

Além destes, existem ainda os que ndo puderam ser classificados por um nimero

SIT, como no caso dos perfis orfaos (VO8) e pseudo-orfaos (PO). O SIT209
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(LAM12 _MADI), descrito como novo no SpolDB4, ¢ pouco frequente e tem localizagdo
restrita, com 44% deste tipo ocorrendo em Madri, Espanha, razdo pela qual esta subfamilia foi

‘batizada’ com a sigla ‘MAD’, de Madrid (BRUDEY et al., 2006).

A superfamilia T, a segunda mais abundante neste estudo, também ¢é encontrada
em todos os continentes e corresponde por aproximadamente 30% de todas as entradas no
SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006). E referenciada na literatura como “ill-defined T family”, ou
seja, familia T “mal definida”, incluindo uma série de subgrupos filogeneticamente distintos,
necessitando ainda que sejam definidas dele¢des especificas (DVRs) que a caracterizem

(BRUDEY et al., 2006; FILLIOL et al., 2006; STREICHER et al., 2007).

A familia T foi representada aqui por quatro tipos de distribui¢do universal (SITs
53, 73, 86 ¢ 291), dos quais somente o SIT53 foi descrito em Belém, e sete de localizagao
restrita (SITs 244, 245, 373, 430, 888, 1284 e 1580). Dos tipos de ampla distribuicao, os SITs
73 e 86, j4 foram isolados na Guiana Francesa e o SIT291 ja foi isolado na Venezuela e no
Perti, porém nenhum destes tinha sido descrito em Belém até o momento. Entre os de
localizacdo restrita, somente o SIT1284 foi descrito em Belém, sendo que os demais ja foram
isolados em outras cidades do Brasil (Rio de Janeiro, Brasilia, Fortaleza, Belo Horizonte,
Recife) e também em paises vizinhos, como Guiana Francesa e Venezuela. O SIT244,
conhecido como “Portuguese type”, ¢ predominante em Portugal e no Brasil, que respondem
por 21,1% e 13,2% das entradas deste tipo no SITVIT, respectivamente (RAHIM, 2007;
SITVIT, 2010).

De todos os espoligotipos pertencentes a familia T, somente o SIT888 (T1) e o
SIT430 (T4 _CEU1) ainda ndo foram descritos no Brasil, porém ambos ja tiveram isolados
originarios do Equador e o SIT430 também foi descrito na Venezuela (ARISTIMUNO et al.,
2006; RAHIM et al., 2007; SITVIT, 2010). Oitenta e quatro por cento das entradas do SIT430
sdo provenientes do Equador, isoladas de pacientes residentes na ocasido em Nova lorque.
Este genotipo é provavelmente derivado do SIT39, frequente na Europa e Africa do Sul, com

o qual apresenta similaridade (BRUDEY et al., 2006).

No continente europeu, a familia Haarlem representa 25% de todos os isolados.
Fora da Europa, ¢ encontrada principalmente na América Central e regido do Caribe,

sugerindo uma ligacao entre esta familia e a colonizagdo européia pos-Colombo (BRUDEY et
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al., 2006). Ela tem sido associada a multirrresisténcia as drogas anti-TB, e a associag¢ao deste
genotipo com surtos de cepas resistentes demonstra claramente seu potencial epidémico
(DOUSTDAR; KHOSRAVI; FARNIA, 2009; FARNIA et al., 2006; MARDASSI et al.,
2005). E caracterizada pela auséncia simultinea das DVRs 31 e 33-36.

Entre as amostras avaliadas, 8,5% pertenciam a familia Haarlem, representada
pelos SITs 47, 50 e 75, de distribuigdo universal, sendo que os dois primeiros contam com
isolados provenientes de Belém (6,6% e 10,2%, respectivamente) (SITVIT, 2010), e pelo
SIT740, de localizacdo restrita, ainda ndo descrito no Brasil, contando com isolados na regido
do Caribe (Guadalupe). O tipo SIT47 ¢ abundante na Austria, Italia, Holanda, EUA e, na
América do Sul, estd presente na Argentina, no Brasil, no Paraguai e na Venezuela
(ARISTIMUNO et al., 2006; BRUDEY et al., 2006; CANDIA et al., 2007; LIMA et al.,
2010; SEQUERA et al., 2008). Lima et al. (2010) relatam que 26,3% dos casos avaliados em
seu estudo, realizado com isolados provenientes de pacientes do Pard, pertenciam a familia

Haarlem.

Foi relatada associagdo entre cepas do tipo SIT50 (H3) e a resisténcia a isoniazida
em isolados provenientes da América Latina, incluindo o Brasil (DALLA COSTA et al.,
2009), o que levou aos autores a sugerirem que esta familia parece favorecer a emergéncia de
cepas mutidroga ressistentes (MDR), o que poderia explicar em parte o sucesso da

disseminagdo deste genodtipo no continente Sul Americano.

A linhagem East-African and Indian ¢ altamente prevalente no Oriente Médio,
Asia Central e Oriental e Oceania, assim como no sudeste Asiatico, particularmente nas
Filipinas (73%), Mianmar e Malésia (53% em ambas) e no Vietnd e Tailandia (32% em
ambas) (BRUDEY et al., 2006). Na América do Sul, sua presenga ¢ pouco relatada. De fato,
nenhum isolado desta familia foi observado em alguns estudos realizados recentemente no
Brasil (CAFRUNE et al., 2009; MALASPINA et al., 2008; SCHOLANTE SILVA et al.,
2009), no Paraguai (CANDIA et al., 2007), na Venezuela (ARISTMUNO et al., 2006;
SEQUERA et al., 2008) ¢ no Chile (MANCILLA et al., 2006). E caracterizada pela auséncia
simultinea das DVRs 29-32 e 34 (BRUDEY et al.,, 2006). Foi associada a multidroga
resisténcia em estudo realizado no Paquistdo (TANVEER et al., 2008).
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A presenga da familia EAI foi relatada na Guiana Francesa (12,2%) por Guernier
et al. (2008) e no Brasil por Gomes (2006), que observou particularidades em relagdo a
distribuicdo desta familia no pais. Entre isolados de 11 estados brasileiros avaliados em seu
estudo, Gomes (2006) relatou a presenca de cepas EAI somente no Para, em Pernambuco e no
Rio de Janeiro, sendo que 76,2% dos isolados eram provenientes do Pard. Entre os tipos
encontrados pelo autor, estavam presentes os SITs 48 e 129, também encontrados no presente
trabalho e em outro estudo realizado no Pard, por Lima et al. (2010), onde 7,9% dos isolados

avaliados pertenciam a familia EAIL

No banco de dados SITVIT, o SIT48 conta com apenas cinco casos de origem
brasileira, sendo que um deles foi isolado em Caiena (Guiana Francesa) e os outros quatro em
Belém. O mesmo ¢ relatado para o SIT129, que conta com trés casos de origem brasileira,
sendo um isolado em Belém e dois isolados em Caiena. O outro tipo encontrado aqui,
pertencente a esta familia, foi o SIT763, de localizacdo restrita, pouco isolado na Europa e

América do Norte, e sem nenhum registro brasileiro ainda.

Devido a baixa frequéncia de representantes da familia EAI no Brasil e pelo
conhecido fluxo intenso de pessoas entre o Brasil — principalmente Belém — e a Guiana
Francesa, uma hipotese ¢ que o Brasil ‘importou’ estas estirpes da Guiana Francesa, suspeita

levantada também por Gomes (2006) ao avaliar seus resultados.

Segundo Moura e Hazeu (2003), um estudo realizado pelo Férum da Amazonia
Oriental (FAOR) revela que o estado do Para ¢ destaque nas discussoes sobre trafico de seres
humanos no Brasil, sendo apontado como um dos estados com varias rotas, tanto com destino
aos paises vizinhos quanto para a Europa. Os principais destinos dos emigrantes originarios
de Belém e Ananindeua na América Latina sdo o Suriname, a Guiana Francesa e a Venezuela

(ALMEIDA, 2004; 2008; FIGUEIREDO; HAZEU, 2006).

A linhagem “X” ¢ atualmente uma familia bem caracterizada que contem poucas
copias da 1S6110, ¢ por isso tem sido designada como “European low I1S6110 copy”
(WARREN et al., 2004a). Definida pela auséncia simultanea das DVRs 18 e 33-36, ¢
altamente prevalente nas Américas do Norte e Central e pode estar ligada a uma ascendéncia
anglo-saxa, sendo encontrada em areas colonizadas pelos ingleses, como no Reino Unido,

EUA, Australia, Africa do Sul e no Caribe (BRUDEY et al., 2006).
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A familia X foi representada aqui pelos tipos SIT137 (X2), SIT92 (X3) e SIT1341
(X2), que reuniram 6,4% dos casos. O tipo SIT92, de distribuicdo universal, também foi
encontrado por Malaspina et al. (2008) em Ribeirdo Preto/SP, por David (2007) em Portugal
e por Cafrune et al. (2009) em Porto Alegre, que também relataram a ocorréncia do SIT137
entre suas amostras. No entanto, nenhum destes trés tipos foi encontrado por Gomes (2006),
porém os tipos SIT92 e SIT137 foram relatados por Lima et al (2010), sendo que ambos os
estudos avaliaram isolados provenientes do Pard. Todavia, 33,3% das entradas brasileiras do
SIT92 presentes no banco de dados SITVIT foram isolados em Belém, que também ¢
responsavel por 42,3% dos isolados do tipo SIT137 de origem brasileira no SITVIT, que neste

estudo agrupou 3,6% das amostras.

E relatado que a recentemente descrita familia MANU tem origem na India e pode
ser um clone ancestral das cepas do PGGIl. E encontrada na india, em Madagascar,
Bangladesh, Africa do Sul e em alguns paises europeus, porém em baixa frequéncia
(BRUDEY et al., 2006). Neste estudo, foi representada pelas subfamilias MANU1 (auséncia
da DVR 34), com o tipo SIT100 e pela subfamilia MANU2 (auséncia das DVRs 33-34), com
0 SIT1690. O tipo SIT100, apesar de contar com 4,3% dos casos neste estudo ¢ com 0,6% dos
casos no estudo de Lima et al (2010), ainda nao consta no Banco Mundial de Espoligotipos
com entradas provenientes do Brasil e tampouco na América Latina. E um gendtipo
localizado, com 53,2% dos isolados originarios da India. Também foi descrito nos EUA,

sendo que destes casos, 14,3% eram de origem haitiana (SITVIT, 2010).

O SIT1690, que contou com duas amostras neste estudo, conta com duas entradas
no Banco Mundial de Espoligotipos, sendo uma de isolado de Brasilia e outra descrita em

Nova lorque (SITVIT, 2010).

Os demais genoétipos encontrados, como os SITs 46, 397, 402 e 1241, nao
puderam ser classificados em familias na atual versdo do Banco Mundial de Espoligotipos, o
SpolDB4. Desta forma, foram ‘rotulados’ na ocasido como “U”, de “Unknown”
(desconhecido). Destes, at¢ o momento, somente o tipo SIT1241 j& foi descrito em Belém,
sendo que todos eles ja foram isolados no Brasil (CAFRUNE et al., 2009; LIMA et al., 2010;
SCHOLANTE SILVA et al., 2009; SITVIT, 2010).
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Quanto aos tipos aparentemente “o0rfaos” encontrados neste estudo, verificou-se
que quatro deles compartilhavam perfis idénticos no SITVIT, onde os mesmos estavam
relatados como ‘orphan’, ja que até o momento da consulta ndo pareavam com nenhum outro
padrao depositado neste banco de dados. Desta forma, foram designados no presente trabalho
como pseudo-6rfaos, recebendo o ‘rotulo’ ‘PO’, e compartilhavam seus espoligopadrdes com
tipos provenientes de Brasilia, Brasil (PO1; LAM9), Roma, Italia (PO2; T2), Lisboa, Portugal
(PO3, LAM1) e Nova lorque, EUA (PO4; LAMS) (SITVIT, 2010). Pela estreita relagdo entre
o Brasil e estes paises (Italia, Portugal e EUA), pode-se sugerir que sdo casos possivelmente

importados.

Entre os tipos designados como ‘Orfaos verdadeiros’ (‘VO’), 33,3% puderam ser
classificados na familia EAI (VITOL et al., 2006), demonstrando que a presencga desta familia
genotipica no Pard ¢ importante, como também foi observado por Gomes (2006). Desta
forma, ¢ uma situagdo que merece atengcdo quanto a determinag¢do das possiveis rotas de
entrada das cepas desta familia no estado assim como do surgimento de novos tipos desta
mesma linhagem. A ocorréncia de um espoligotipo encontrado neste estudo (VO9) muito
semelhante a um unico encontrado em Belém deve ser verificada com o auxilio de outro
método de tipagem, como o MIRU-VNTR, ja que a diferenga em um Unico espagador pode
ser resultado de dificuldades técnicas na tipagem (HAYWARD; WATSON, 1998), nao

caracterizando espoligotipos distintos.

Entre as amostras avaliadas, ndo foram observados gendtipos pertencentes as
familias Beijing e CAS e nem de tipos pertencentes as outras espécies do CMTB, como o M.
bovis, por exemplo. De fato, a presenca do genétipo Beijing ¢ raramente observada em
pacientes com TB na América do Sul (DALLA COSTA et al., 2009), especialmente no Brasil,
onde respondeu por 0,8% dos casos avaliados por Ritacco et al. (2008), sendo que estes
ocorreram no estado de Sdo Paulo, entre cepas MDR e ndo ha relato da presenca de gendtipos

pertencentes a familia CAS no Brasil (BRUDEY et al., 2006; SITVIT, 2010).

O fluxo migratério moderno, principalmente com destino metropolitano, pode
explicar em parte a presenca de certos genotipos encontrados no Pard e em outros estados
brasileiros (BAENINGER, 2003; GOMES, 2006). A populacdo brasileira tem sido muito
influenciada por distintas ondas migratérias, em grande parte influenciada por fatores

econdmicos. Na década de 90, o Brasil recebeu um numero importante de imigrantes



93

(regulares e irregulares) de paises Asiaticos, Caribenhos e da propria América Latina,
tornando-se um destino importante para os latino-americanos, tanto os de paises fronteiricos

quanto os dos ndo-fronteiricos (AMARAL, 2005; OIM, 2010).

Além dos fluxos ja mencionados, o Brasil vem contando com a entrada de
imigrantes com origem em Portugal, Japao, Italia, Espanha, EUA, Inglaterra, Alemanha e

Franca (AMARAL, 2005; BAENINGER, 2000; 2003; Migration Policy Institute, 2010).

Em sentido inverso, a emigracao de brasileiros para o estrangeiro a procura de um
emprego ¢ um fendmeno que se tornou mais evidente na ultima década, mas a presenca de
brasileiros em paises vizinhos ocorre desde a década de 60. Em grande parte, sdo
trabalhadores provenientes do Pard, Amapd, Maranhdo e Amazonas em busca de

oportunidades de emprego, atraidos pelos salarios oferecidos.

A presenga de brasileiros também em paises da Europa, nomeadamente em
Portugal, Bélgica e Reino Unido, estd em ascensdo. Holanda, Espanha, Franca e Itlia
também sao destinos em potencial (FIGUEIREDO; HAZEU, 2006; OIM, 2010). Além disso,
o trafico de pessoas, especialmente mulheres para exploracdo sexual, tem se tornado um
problema cada vez mais importante no Brasil (OIM, 2010). Desse modo, o século 21 inicia-se
reforcando as tendéncias dessa migracdo, consolidando o Brasil na rota dos deslocamentos
populacionais internacionais, tanto no que se refere a saida de brasileiros quanto a entrada de

estrangeiros no pais (BAENINGER, 2000; 2003).

A taxa de diversidade total encontrada neste estudo foi de 47,2%. Proporg¢des
menores foram encontradas em Portugal (23,9%) (DAVID et al., 2007), Zimbabue (25,2%)
(EASTERBROOK et al., 2004), Guiana Francesa (34,9%) (GUERNIER et al., 2008), Polonia
(42,0%) (AUGUSTYNOWICZ-KOPEC’; JAGIELSKI; ZWOLSKA, 2008) e na India
(42,8%) (SINGH et al., 2004) e maior (52%) foi relatada na Tanzania (ELDHOLM et al.,
2006). A alta diversidade clonal de M. tuberculosis dentro da regido estudada pode ser devida
a incidéncia elevada de TB nestes locais. Entretanto, o numero de amostras utilizadas é
reduzido em relagdo a expectativa total de casos e isso pode ter tido alguma influéncia nos

resultados.
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Warren et al. (1999) levantaram a hipotese de que areas onde a TB ¢ epidémica
teriam relativamente poucas cepas circulantes, no entanto encontraram varios isolados tnicos
e pequenos agrupamentos entre isolados de M. tuberculosis provenientes de duas
comunidades com alta incidéncia da doenga em Cape-Town, Africa do Sul. Outros estudos
também relataram alto grau de diversidade genética em comunidades com alta incidéncia de

TB em seus estudos (WARREN et al., 1996; YANG et al., 1995).

Entre as familias encontradas neste estudo, as que apresentaram menor taxa de
diversidade foram as familias MANU (25,0%) e T (37,0%). O sucesso de uma familia em
particular, onde esta apresentaria maior adaptabilidade e consequentemente menor
diversidade, poderia sugerir uma possivel co-evolugdo entre familias de M. tuberculosis
especificas e a populagdo hospedeira, mas também poderia ser devido ao tamanho da amostra

e ao periodo de tempo selecionados.

Um estudo que compreenda o total de amostras em um periodo de tempo maior
pode ser feito a fim de confirmar ou ndo esta hipotese e permitir que sejam feitas inferéncias
sobre a populacdo em geral. Como reportado anteriormente, os fatores tempo e tamanho da
amostra tém grande influéncia. Desta forma, ndo se pode apontar aqui uma familia em

particular como a que encontrou melhor adaptagao.

A velocidade com que se obtém respostas utilizando esta técnica em situagdes
onde sdo necessarias respostas rapidas, como em surtos, por exemplo, a torna valiosa. Ela
também permite a comparacdo de amostras mantidas em estoque e invidveis para novo
cultivo, como nos casos de recidivas, quando se deseja comparar a cepa da infec¢do em curso
com a de uma infec¢do passada de um mesmo paciente (GOUGET de la SALMONIERE et
al., 1997).

A utilidade clinica do Spoligotyping é amplificada quando se compara dados de
pacientes com TB dentro de uma comunidade. A constru¢do e manuten¢do de um banco de
dados que abrigue as informagdes relativas aos gendtipos presentes em determinados locais

pode auxiliar no monitoramento de como a doenca esta se comportando ao longo do tempo.

A tipagem molecular por Spoligotyping, atribuindo cada caso a uma familia e a

um espoligotipo em particular, por si s6é ndo ¢ capaz de fornecer informagdes a respeito da
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resisténcia ou susceptibilidade aos farmacos, porém o conhecimento de tipos
reconhecidamente relacionados a multirresisténcia pode ser tutil em alertar sobre a possivel
infec¢do com tais cepas e também em auxiliar no manejo clinico destes pacientes (BROWN et
al., 2010; CAFRUNE, 2009; DALLA COSTA et al., 2009; DIGUIMBAYE et al., 2006; ECA,
2006; GORI et al., 2005b; IGNATOVA et al., 2006; LIPIN et al., 2007; MARAIS et al.,
2006; NAMOUCHI et al., 2008).

Isto foi demonstrado na pratica em estudo realizado por Gori et al. (2005b). A
técnica foi capaz de diferenciar infecgdes causadas por M. tuberculosis e outras micobactérias
em 27% dos casos, auxiliando assim os médicos na correta terapia para cada caso. Em um
curto periodo de tempo (seis dias), também forneceu dados que resultou na modificagdo do
tratamento anti-TB j& iniciado em paciente portador de cepa MDR, 34 dias antes de os
resultados de susceptibilidade estarem disponiveis, o que confirmou a necessidade desta
mudanca. As informagdes obtidas através da técnica foram relevantes na abordagem clinica

de 33% dos pacientes incluidos no estudo.

Apesar de terem sido excluidas das comparagdes com os bancos de dados as
amostras que apresentaram perfis de Spoligotyping discordantes, quer seja apds a duplicata
(mesma amostra do mesmo individuo — Mix1/1*; um caso) ou apds comparar o
espoligopadrao apresentado por outra amostra do mesmo individuo (porém concordantes apos
duplicata), como nos casos denominados Mix2/2*-5/5* ndo significa que estas situagdes
representem falhas durante a execucdo da técnica (contaminagdo cruzada, problemas na
membrana ou na montagem do miniblotter), pois podem também revelar a presenga de

diferentes linhagens nestas amostras.

Embora tradicionalmente seja assumido que a TB ativa ¢ resultado de uma
infeccdo com um Unico clone bacteriano e que recorréncias sdo resultado da reativacdo da
cepa que causou o primeiro episodio, infecgdes simultdneas por multiplas cepas ou reinfec¢ao
por uma segunda estirpe de M. tuberculosis podem ser responsaveis por uma parcela dos
casos da doenca (BRADEN et al., 2001; RICHARDSON et al., 2002; SHAMPUTA et al.,
2006; STAVRUM et al., 2009; WARREN et al., 2004b).

O desenvolvimento de métodos de tipagem de DNA que diferenciam cepas de M.

tuberculosis, como o RFLP-IS6110, Spoligotyping ¢ MIRU, tem permitido, com o uso
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combinado destas técnicas, mostrar cepas geneticamente distintas, com diferentes perfis de
sensibilidade as drogas anti-TB, presentes no mesmo ou em diferentes espécimes clinicos
pertencentes a pacientes com TB (imunocompetentes ou imunodeprimidos), residentes tanto
em locais de alta quanto de moderada e baixa incidéncia, caracterizando assim infec¢do mista
e até mesmo reativacao ou reinfec¢do com cepas distintas apos alta por cura (ANDREWS et
al., 2008; BRADEN et al., 2001; CAMINERO et al., 2001; DAS et al., 2004; NIEMANN et
al., 2000; PAVLIC et al., 1999; RICHARDSON et al., 2002; SHAMPUTA et al., 2006;
STAVRUM et al., 2009; van RIE et al., 1999; 2005; WARREN et al., 2004b).

Infecgdes mistas t€ém sido atribuidas como possiveis explicagdes em casos que
gerem resultados inconsistentes em testes de susceptibilidade (BRADEN et al.,, 2001;
NIEMANN et al., 2000; YEH; HOPEWELL; DALEY, 1999). Braden et al. (1999) relatam a
importancia da identifica¢do destas infecgdes no estudo da epidemiologia molecular da TB,
uma vez que infeccdes mistas podem ser confundidas com reinfeccdo exdgena ou
contaminagdo laboratorial cruzada, podendo subestimar assim importantes conexdes
epidemioldgicas (YEH; HOPEWELL; DALEY, 1999). Warren et al. (2004b) sugeriram, com
base nos resultados encontrados em seu estudo, que infecgdes multiplas sdo frequentes,
implicando em altas taxas de reinfec¢do e auséncia da imunidade protetora conferida pela

infecc¢ao inicial.

Neste estudo, 3,1% dos casos genotipados por Spoligotyping apresentaram perfis
genotipicos diferentes, cujos resultados se confirmaram apods as duplicatas, sugerindo a
presenca de genotipos diferentes numa mesma amostra (Mix1) e em amostras diferentes
(Mix2 — 5) de um mesmo paciente. As informagdes sobre as caracteristicas dos pacientes e
das amostras disponibilizadas juntamente com as laminas no Livro de Registro de
Baciloscopia e Cultura ndo diferenciavam entre si no que diz respeito ao sitio anatdomico, pois

todas estavam descritas como amostras de “escarro”.

Também quanto a finalidade do exame, as informag¢des davam conta de que eram
exames de diagnodstico, ndo havendo nenhum de controle de tratamento. No entanto, em dois
casos, mesmo com a diferenca de 13 e 58 dias de coleta entre as amostras, as mesmas
constavam no livro como sendo ambas “1* amostra”, demonstrando que todas as informagdes
devem ser consideradas com muita cautela. Eram provenientes de individuos com média de

idade de 43 anos (28, 33, 36, 46 ¢ 73 anos), sendo uma mulher e quatro homens.
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Em 60% destes casos, os resultados mostraram a presenca de tipos da familia T e,
em 40%, o tipo SIT53 (T1) estava envolvido, incluindo o caso onde foram observados dois
SITs desta familia numa mesma amostra (Mix1). Em recente estudo realizado por Stavrum et
al. (2009) na Africa do Sul utilizando amostras MDR, os autores observaram alta frequéncia
de subpopulagdes mistas de M. tuberculosis entre isolados com o tipo SIT53, o que foi

confirmado apoés utilizarem técnicas mais discriminatorias.

Quanto a estes resultados, algumas observagdes devem ser feitas: embora uma
contaminagdo cruzada pudesse explicar os diferentes resultados apresentados por estas
amostras, todas elas mostraram o mesmo padrao de hibridizagdo apds a duplicata, realizada
em dias distintos, e também ndo houve indicios de que tenha ocorrido contaminagdo, j4 que
ndo houve sinal de hibridizagdo entre os controles negativos. Além disso, mesmo que o
Spoligotyping nao seja tao discriminatério quanto a tipagem por RFLP-IS6110 para distinguir
entre cepas de M. tuberculosis relacionadas, ¢ altamente improvavel que estirpes que

apresentem diferentes espoligopadrdes sejam a mesma (HAYWARD; WATSON, 1998).

Desta forma, serd necessario submeter estas amostras, assim como as amostras
que compartilharam o mesmo espoligopadrao a uma técnica secundaria baseada em PCR,
como o MIRU-VNTR, por exemplo, pois ja se demonstrou que a combinacdo destas duas
técnicas tem poder discriminatério semelhante ao da técnica padrao-ouro, o RFLP-IS6110

(MATHEMA et al., 2006).

De certo modo, a tentativa de vincular a diversidade genotipica das cepas ao
desfecho do tratamento ndo depende somente da defini¢cdo acurada do genotipo, mas também
da habilidade de definir claramente o quanto isso influencia clinicamente os resultados,
avaliando com cautela tanto fatores intrinsecos as estirpes (tendéncia de causar doenca
cavitaria, habilidade de disseminar ou causar infeccdo extrapulmonar) quanto os relacionados

ao hospedeiro (imunidade, efeito do tempo).

Devido a dificuldade de definir claramente o papel de cada um destes fatores no
desfecho clinico apropriado, a literatura avalia que a relevancia da variabilidade genotipica na
TB ¢ baseada em modelos animais e, portanto, os resultados ndo podem ser extrapolados

diretamente para os seres humanos (NICOL; WILKINSON, 2008). No entanto, como o
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controle da TB depende em parte do tratamento, o impacto da presenga de multiplas cepas

causando a doenca no manejo clinico da TB necessita ser determinado.

A despeito das limitagdes, o Spoligotyping continua sendo um método de
genotipagem altamente informativo, pois, ao classificar isolados em familias/subfamilias,
fornece um bom marcador de clonalidade além do fato de poder ser utilizado em amostras
improprias para o cultivo, tornando-se ferramenta importante em casos onde ndo ¢ possivel
obter DNA em quantidade e qualidade necessarias para a execucdo da técnica padrao-ouro — o
que limita o nimero de amostras representativas — e quando resultados rapidos sao
imprescindiveis, como em casos de surtos. Além disso, fornece informagdes a respeito do
“carater geografico” das cepas, permitindo ao pesquisador uma visdo mais ampla a respeito
das possiveis rotas de transmissdo e evita a manipulagdo de microrganismos vivos, limitando

muito a contaminagao laboratorial e dos profissionais envolvidos.

7.4 GEOLOCALIZACAO DOS CASOS ESTUDADOS

Os modelos de localizagdo espacial de doengas parecem constituir poderosas
ferramentas de apoio a decisdo na distribuicdo espacial de tecnologias de satide. De acordo
com Assun¢do et al. (1998), os mapas tematicos sdo instrumentos poderosos na analise
espacial do risco de determinada doenga apresentando os seguintes objetivos: 1) descrever e
permitir a visualizagdo da distribuicdo espacial da doenca na regido de interesse; ii) explorar,
sugerindo os determinantes locais de doengas e fatores etioldgicos a serem investigadas
posteriormente ¢ iii) apontar associa¢des entre fatores potenciais de contaminagdo e areas de

risco elevado.

A proposta do presente estudo, em relacdo a distribuicdo espacial dos casos, foi
descritiva. Através da localizagdo pontual da residéncia dos casos e ilustragao dos mesmos em
mapas, foi possivel observar areas onde houve certo agrupamento de casos com o mesmo
perfil de Spoligotyping, como aconteceu com os casos pertencentes aos agrupamentos SIT64
(mesma residéncia), SIT100 (100m) e SIT53 (290m), em Belém. Este fato chama a atengao
para a possibilidade de que os casos que possuem o mesmo genotipo participem da mesma

cadeia de transmissdo, ressaltando a importancia de aumentar a vigilancia e investigagao nesta
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area. No entanto, como o periodo selecionado para obtengao das amostras foi de seis meses e
nao envolveu a totalidade dos casos com baciloscopia positiva (duas UL de Belém e oito UL
de Ananindeua), algumas 4reas de ambas as cidades ndo tiveram nenhum ponto localizado
(como foi o caso da parte Leste de Belém), o que ndo significa que ndo houve casos nestas

localidades.

De forma contraria, percebeu-se que alguns bairros apresentaram maior
concentra¢cdo de pontos (casos), independente do genétipo (SIT), como foi o caso dos bairros
Guamd, Jurunas ¢ Terra Firme que, em conjunto, concentraram 24,7% dos casos
geolocalizados. Avaliando as caracteristicas da populacao residente nos mesmos, observa-se
que estdo entre os bairros mais populosos da capital paraense e contam com as médias mais

elevadas de moradores por domicilio (IBGE, 2010b; 2010c).

Outro fator que influenciou na reducao dos casos disponiveis para este estudo foi
o fato de que, inicialmente, 27,2% das amostras foram excluidas por motivos relacionados ao
endereco (ausente/incompleto/outro municipio), contrastando com os 2,2% casos excluidos no
estudo realizado por Hino (2004) e com os 8,5% na investigacdo de Dos Santos (2004), pelos
mesmos motivos, porém semelhante aos 20,5% ndo georreferenciados por Cafrune (2009).
Em estudo exploratério realizado por Dos Santos et al. (2004), frente a dificuldade de
localizar alguns enderecos, os autores presumiram que os enderecos incompletos e
consequentemente dificeis de serem localizados pertenciam a areas carentes, podendo resultar

em uma subestimac¢ao de casos nos bolsdes urbanos de pobreza.

De qualquer maneira, estes fatores ndo tiveram tanta influéncia no resultado final
deste estudo, j4 que o mesmo nao teve finalidade exploratoria ou ecologica e tampouco de
ilustrar a incidéncia dos casos de TB. Além disso, pela propria caracteristica de uma das UL
selecionada (HUJBB), que produz muitos exames, porém atende grande nlimero de pacientes
de outros municipios, a amostra foi sendo reduzida, aliada em grande parte pela dificuldade
de localizar os enderegos, pois a unica fonte de dados era a copia do Livro de Baciloscopia e

Cultura enviada pelas UL.

Umas das dificuldades de se trabalhar com dados secundarios € o fato de que, em
muitas situagdes, o registro incompleto — ou até mesmo a falta de registro — das informagdes

impossibilita uma abordagem ampla e fiel dos achados. Neste estudo, este fato foi
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evidenciado principalmente em relacdo aos enderecos: muitos nao constavam nos registros
que acompanhavam as amostras ou, quando constavam, ndo continham os elementos basicos
(rua, numero, bairro), fato que tem sido notado nos mais diversos tipos de estudo

(CAFRUNE, 2009; HINO, 2004; PINTO, 2008).

Apesar das limitagdes inerentes aos estudos retrospectivos € que utilizam dados
secundarios, a localizacdo espacial de 69,9% dos enderecos dos casos selecionados,
combinada a discriminacdo molecular de M. tuberculosis presentes nas amostras permitiu a
confeccdo de mapas tematicos que exibem a distribuigdo espaco-temporal das familias e
subfamilias de M. tuberculosis circulantes nos dois municipios a época do estudo. Hino
(2004), que apresentou a distribui¢do dos casos de TB no municipio de Ribeirdo Preto, SP,
entre 1998 e 2002, conseguiu geolocalizar com sucesso 89,3% dos casos em estudo,
propor¢do semelhante a relatada por Dos Santos et al. (2004), que geolocalizou 91,5% dos

Casos.

Estudos que avaliam a totalidade de isolados disponiveis de uma determinada area
geografica em um tempo definido podem ajudar a estimar a importancia da transmissao
recente ¢ a identificar os fatores de risco para a disseminacdo da TB (HAYWARD;
WATSON, 1998). E importante salientar que investigacdes de tracado convencional de
contatos identificam somente uma pequena parcela dos casos envolvidos em uma cadeia de
transmissdo, salientando a necessidade de novas abordagens (KATO-MAEDA; SMALL,
2000).

Todos estes fatores apontam para a necessidade de melhorar o sistema de coleta,
organizacdo e armazenamento de dados, para que eles possam ser acessados quando
necessario e, validados, se tornem parte integrante da vigilancia da TB e de outras doencas
que possam ser objeto de investigacao futura. Somente desta forma, estes dados permitirdo a
utilizagdo de abordagens de estatistica espacial que ajudem a definir, de forma clara e segura,

os fatores de risco aos quais a comunidade esta exposta.
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8 CONCLUSOES

A maioria (61,3%) dos casos incluidos no estudo pertencia ao género masculino e 68,0% dos

casos tinham entre 20 e 49 anos, sendo que a média geral de idade apresentada foi de 38 anos.

A genotipagem por Spoligotyping revelou a diversidade de familias de M. tuberculosis nas
areas de estudo, com predominancia das familias LAM e T, sendo semelhante as reportadas
em outros estudos conduzidos no Brasil, chamando a atencdo para a proporg¢ao, idéntica a da

familia Haarlem, de tipos pertencentes a familia EAI nesta regido, que podem ser importados.

A técnica também permitiu identificar varios gendtipos novos, ainda ndo relatados, assim
como a presenga, entre as amostras, de gendtipos que pareiam com tipos orfaos descritos em

outros paises e no Brasil.

A aplicagdo do Spoligotyping em amostras pulmonares obtidas de laminas de ZN mostrou
rendimento e reprodutibilidade satisfatérios, o que permitird estudos futuros que avaliem

maior quantidade de amostras, aumentando assim a representatividade.

Serd necessario aplicar outra técnica, baseada em PCR, para melhor discriminar aquelas
amostras que apresentaram os mesmos padrdes de Spoligotyping, assim como para confirmar

ou excluir a natureza mista apresentada por cinco amostras.

A geolocalizacdo dos casos permitiu visualizar a distribuicdo dos espoligotipos nos
municipios incluidos no estudo, no periodo em que ocorreram, assim como a determinar
alguns agrupamentos de casos com mesmo genoétipo, se mostrando 1til para direcionar e

auxiliar investigacdes futuras.
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9 PERSPECTIVAS

Avaliar a aplicabilidade do MIRU-VNTR em amostras estudadas, a fim de obter maior
discriminacdo e esclarecer os casos que possam gerar dividas (possiveis infeccdes mistas). A
otimizacdo do MIRU-VNTR para este tipo de amostra esta em andamento no Laboratorio de

Biologia Molecular da SABMI.

Realizar estudo prospectivo, com maior nimero de amostras e por periodo de tempo maior,
possibilitando coletar dados socio-demograficos mais completos dos pacientes, com o
objetivo de correlacionar estas informacdes com os dados obtidos por genotipagem e

identificar possiveis relagdes epidemioldgicas.

Contribuir para manutenc¢do do banco de dados com perfis obtidos por Spoligotyping, que ja
existe na SABMI, permitindo assim a comparacdo dos perfis circulantes em estudos prévios

realizados na regido e com estudos futuros, tanto localmente quanto em maior escala.

Submeter a publicagdo, em periddicos especializados, os principais resultados observados no

estudo, tanto os obtidos com as amostras de Belém (Anexo D) quanto com as de Ananindeua.
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ANEXO A - TERMO DE DOACAO DAS LAMINAS DE BACILOSCOPIA

B

GOVERNOQ DO ESTADO DO PARA
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA
SISTEMA UNICO DE SAUDE
LABORATORIO CENTRAL DO ESTADO

Belem, 14 de outubro de 2008
Ao
Institulo Evandro Chagas
Secdo de Bacteriologia e Micologia
Ait. Dr” Karla Valéria Batista Lima

Declaramos para os devidos fins concorddncia com desenvolvimento dos projetos
especificados abaixo. a serem desenvolvidos em parceria com esta renomada Instituic&o.
Diante do exposto encaminhamoes as laminas de baciloscopias de Ziehl-Neelsen realizadas no®
periodo de outubro de 2007 a marco de 2008, e submetidas ao controle de qualidade externo
desenvolvido no Laboratério Central do Para sob supervisdo da Dra. Zelinda Habib Dantas
Santana.

A}
Projeto: “ANALISE DA QUALIDADE DAS BACILOSCOPIAS REALIZADAS NOS
MUNICIPIOS DE BELEM E ANANINDEUA (PARA) E AVALIACAO DOS CASOS POSITIVOS
PARA CONFIRMACAO MOLECULAR DE Mycobacterium tiuberculosis”.
Pesqguisadores responsaveis no LACEN: Zelinda Habib Dantas Santana e Michele Lima de
Brito
Pesquisador responsavel no IEC: Karla Valéria Batista Lima

Projeto: “DIVERSIDADE GENETICA DE Mycobacterium tuberculosis OBTIDOS A PARTIR DE
PACIENTES MULTIBACILARES DIAGNOSTICADOS NOS MUNICIPIOS DE BELEM E
ANANINDEUA, PARA, BRASIL, NO PERIODO DE OUTUBRO DE 2007 A MARCO DE ??I!mi.
Pesquisadores responsaveis no LACEN: Zelinda Habib Dantas Santana e Michele Lima de
Brito .

Pesquisador responsavel no IEC: Karla Valéria Batista Lima

Atenciosamente,

Dr. Kleyffson Alves de Miranda
Diretor do Lacen-Pa




ANEXO B - PARECER DE APROVACAO DO PROJETO

M - SECRETARIADE VIGILANCIA EM SAUDE

T INSTITUTO
; "| EVANDRO
| CHAGAS

Parecer de Aprovag¢io n° 0003/2009
Protocolo CEP/TEC - N* 0004/2009
CAAE: 0004.0.072.073-09

Ananindeua/PA, 06 de abril de 2009.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Diversidade genética de Mycobacterium tuberculosis obtidos a partir
de pacientes multibacilares diagnosticados nos municipios de Belém e

Projeto: Ananindeua, Para, Brasil”

Pesquisador Responsdvel:  ISMARI PERINI FURLANETO

Conforme decisio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovado.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho Nacional de
Satde/Ministério da Saude.

Devera ser encaminhado relatério semestral e, ao final, elaborado um
relatorio consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo
de 60 (sessenta) dias, apds a finalizagdo da pesquisa.

/)] 5 =y 7
/¥ A / v

MANOEL DO €CARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC

r ‘_x\

AV. ALMIRANTE BARROSO, 482 — BAIRRO: MARCO ~ CEP: 66080-000 — BELEM-PA — C.N.P.J.: 26.989.350/0489-09 FONE: (091) 246-56422 — FAX: (091)
268-4689
RODOWIA BR 316 = KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA - CEP: 67 030-000 — ANANINDEUA-PA — FONE: (091) 214-2000

hitpiliww e pa gov.be
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ANEXO C - TABELA 6 - DADOS GERAIS DAS AMOSTRAS GENOTIPADAS

Tabela 6. Distribuicdo, por ordem de frequéncia, dos 67 espoligotipos (agrupados e Unicos) encontrados entre as amostras de Belém e
Ananindeua entre outubro de 2007 ¢ marco de 2008, correspondentes as 142 amostras consideradas para comparacdo com o banco de dados
SpolDB4, classificados de acordo com as regras propostas por Brudey et al (2006) e Vitol et al (2006), com seus respectivos espoligopadrdes e
codigos octais.

(continua)
ID ID Probab Freq Espoligopadrao

SIT SpolDB4 SpotClust SpotClust " (%) Espacadores 1- 43 s

53 T1 - - 20 14,1 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY T77777777760771
42 LAM9 - - 15 10,6 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00OVVVVVVVVOO0OVVVVVVY 777777607760771
100 MANUI - - 6 4,2 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVY T77777777773771
93 LAMS - - 5 3,6 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 777737607760771
137 X2 - - 5 3,6 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOO00VVOO0OV T77776777760601
50 H3 - - 5 3,6 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVV 777777777720771
64 LAM6 - - 5 3,6 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVV 777777607560771
17 LAM2 - - 4 2,8 VVOVVVVVVVVVOVVVVVVVOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 677737607760771
740 H3 - - 4 2,8 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVOVOOOOVVVVVVY 777777747720771
129 EAIS - - 4 2,8 VVVOO0000VVVVVVVVVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY 700777747413771
20 LAMI - - 3 2,1 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVVVVVVOOOOVVVVVVY 677777607760771
92 X3 - - 3 2,1 VVVO00000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 700076777760771
291 Tl - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777777677760771
1580 TI1 - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 777777747760771
1690 MANU2 - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVOVVVVVVY TT77T7777762771
33 LAM3 - - 2 1,4 VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 776177607760771
48 EAIl_SOM - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00OVOVVVVVOVVY T77777777413731
vOg8 - Tl 0,99 2 1,4 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000VVVV T77737777760071
46 U - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVYVVO000000000000000000 777777770000000
95 LAM6 - - 2 1,4 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVOVVY 777777607560731
4 LAM3 e S/Conv - - 1 0,7 000000000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVVVVV 000000007760771
47 Hl1 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00000VOOOOVVVVVVY 777777774020771
60 LAM4 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVOVVV 777777607760731
73 T2-T3 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVOVVV 777737777760731



135

(continua)
ID ID Probab Freq Espoligopadrao

SIT SpolDB4 SpotClust SpotClust " (%) Espacadores 1- 43 s

75 H3 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVVOVOOOOVVVVVVY 777767777720771
86 T1 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY T77777737760771
150 LAM9 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 777767607760771
177 LAMO9 - - 1 0,7 OVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 377777607760771
209 LAMI12 MADI - - 1 0,7 VVVVVVVVO00000VVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 776017607760771
216 LAM9 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVOOVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777717607760771
244 T1 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVOOOOV T77777777760601
245 T1 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVOVVVY 777777777760671
373 Tl - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 777777767760771
397 U - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000VVVVVVV 777777600000771
402 U - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000000000000000000000 777777600000000
430 T4 CEUI - - 1 0,7 VVVO00OVO00000000VVOVVVOOVVVVVVVVOO0OVOOVVVY 704003347760471
435 LAM9 - - 1 0,7 VVVVVOOVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 763777607760771
763 EAIS - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVOO0000VVVVVVVVVVOO00VOVVVVVOO0O 777700777413700
888 T1 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVOOVVY 777777777760631
950 LAM9 - - 1 0,7 VVVO0O00000000VVVVVVVOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 700037607760771
1076 LAMO9 - - 1 0,7 000000VVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 007777607760771
1241 U - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO00VVVVVVOOO000VVVVVVY 777777607700771
1284 TI1 - - 1 0,7 VVVVOOOOVVVVOOOOVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 741703777760771
1341 X2 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVOVVVVVVVVVOOOOVVVVVOV 777776757760601
1671 LAMO9 - - 1 0,7 OVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 377767607760771
1709 LAMSe9 - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVOVVVVVOOOOVVVVVVY 777737606760771
1755 LAMI - - 1 0,7 VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVYV 677777607560771
1894 LAMO9 - - 1 0,7 VVVVOOVVVVVVVVVVVVVVO00OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 747777607760771
1907 U - - 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOVVVVVVY T77777777774771
PO1* - LAM9 0.99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOO0OVVVVOVVVOOOOVVOVVVY 777767607560671
PO2* - T2 0.97 1 0,7 VVVOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO00VVVOO0O 737777777760700
PO3° - LAMI 0.66 1 0,7 VVOVOOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 647777607760771
PO4* - LAMS 0.99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVO000000000000000000VVVVVY 777777000000371
vol - LAM9 0,99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVOO00O0VVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777701607760771
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(conclusao)
ID ID Probab Freq Espoligopadrao

SIT SpolDB4 SpotClust SpotClust " (%) Espacadores 1- 43 s

vOo2 - EAIS 0,99 1 0,7 VVVVVVVVVOVVOOOVVVVVVVVVVVVVOOOOVOVVVVOOVOV 777307777413621
VO3 - H3 0,77 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVOOVVVVVVOVOOOOVVVVVVY 777773747720771
Vo4 - EAIS 0,99 1 0,7 VVVVVVOOOOVVVOVVOVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY 770355747413771
vO5 - F33 0,99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOVVOVOVVVY TT77TT777773271
Vo6 - EAI2 0,68 1 0,7 VVVVVVVVVVVO000000000000VOVVOO0OVOVVOVVVVVY 777600005413371
vO7 - LAM9 0,99 1 0,7 VVVVVVVVVOVVOOOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVOVVOV 777307607760661
vO9 - LAM9 0.99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO000VVVVOVVVOOOOVVVVVVO T77777607560770
VO10 - S 0.93 1 0,7 VVVVVVVVOOOVVOOVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVY 776147777760771
Vo1l - F33 0.99 1 0,7 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVVOVVVVVVVVY 777777607773771
vVO12 - LAM3 0.99 1 0,7 VVVVVVVVOOOVVVVVOOVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV 776174607760771
VO13 - EAIS 0.99 1 0,7 VVVVOO0O0OVVVVVVVVVVVVVOOVVVVOOOOVOVVVVVVVVY 740777747413771
vVO14 - EAI3 0.99 1 0,7 VOOVVVOVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVOVVOOOVVOV 473757777413061
VvOl15 - S 0.76 1 0,7 VVVVVVVVOOOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO00000VVVVVYV 776177777700371
TOTAL 14 100

SIT: Spoligo-International-Type number; ID: Identificacdo; SpolDB4: 4* versdo do Banco Internacional de Espoligotipos; SpotClust: algoritmo SpotClust; n: Numero de
amostras; Freq: Frequéncia; EAI: East African-Indian; F33: Familia 33;LAM: Latin American and Mediterranean; S, T e X: Familias “S”, “T” e¢ “X”, respectivamente; U:
Unknown (familia desconhecida); VO: Espoligotipo verdadeiro 6rfao; PO: Espoligotipo “pseudo-6rfio™ * ™ © %Origem: Brasil, Itilia, Portugal e Estados Unidos,

respectivamente.
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