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RESUMO



A tuberculose é um importante problema de saide publica no Brasil € no mundo € a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) tem um papel importante no agravamento
deste quadro. Estima-se que existam de 35 a 45 milhGes de pessoas infectadas pelo
Mycobacterium tuberculosis no Brasil; este grande niimero de casos vem despertando o
interesse em se investigar melhor a epidemiologia da doenca. Esta investiga¢do tem como
ferramenta importante as técnicas de biologia molecular, que estdo sendo cada vez mais
utilizadas. A técnica melhor padronizada e mais utilizada ¢ o RFLP com a IS6/70, por
meio da qual podemos demonstrar o nimero e as posi¢oes das seqiiéncias de inserg@o

[S6110 no cromossomo do Mycobacterium tuberculosis.

As amostras foram isoladas de pacientes portadores de tuberculose pulmonar, atendidos no
Hospital das Clinicas da Unicamp, no periodo de janeiro de 1996 a margo de 1999. Foram
estudados 76 pacientes, a maioria do sexo masculino, com faixa etaria entre 20 e 40 anos. O
DNA cromossdmico das cepas foi obtido através da técnica de extracdo internacionalmente

padronizada.

Apbs andlise dos padrdes de bandas obtidos e comparagdo dos dados com um banco
internacional, cinqgiienta e nove isolados revelaram perfil genotipico tnico, enquanto que
outros dezessete foram agrupados em conglomerados distintos. Dez pacientes foram
agrupados em conglomerados arbitrariamente designados como se segue: padrdo “BE” com
2 pacientes, padrdo “BF” com 6 pacientes, padrdo “BH” com 2 pacientes e um padrao
“AK”, descrito em uma contaminagdo laboratorial, em um paciente. Nos seis pacientes
restantes, foram encontrados padrdes anteriormente descritos por um grupo de Houston
(EUA), que sdo: padrdo”137” encontrado em Houston com 3 pacientes; padrdo “Z”
encontrado em El Paso e Juarez com 1 paciente e padrdo “AZ” encontrado em Nova York
com 2 isolados. O fato de utilizar uma técnica padronizada por varios centros de pesquisa
possibilita a comparagdo dos padrdes obtidos e assim confirmar a transmissdo global da

tuberculose.

Resumo
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Tuberculosis is a major concern in developing countries. The contribution of genotyping
techniques to trace epidemiological chains is remarkable, IS 6770 RFLP being the preferred
typing method. AIDS epidemics has had a major impact on the incidence of tuberculosis.
Not so many genotyping studies have been made in Brazil in order to check for the number
of IS6110 present in local strains of M. tuberculosis, as well as the distribution and

clustering of M. tuberculosis strains.

We performed DNA fingerprinting using Restriction-Fragment-Length-Polymorphism
(RFLP) analysis of at least one isolate from every patient with positive AFB smear,
confirmed pulmonary tuberculosis at a major hospital in Campinas, Sao Paulo, Brazil from
January 1996 through July 1999. All fingerprints were analyzed using proper software, and
compared to an international database from the Institute for the Study of Human Bacterial
Pathogenesis, Department of Pathology, Baylor College of Medicine. Medical records
were reviewed for relevant clinical data. During the study period, 98 patients were
included, yelding 76 fingerprints. All M. tuberculosis strains had an adequate number of
1S6110 (5-21) for the analysis. HIV infection was confirmed in nearly half the patients
when it was available. 58 strains exhibited unique patterns whereas 17 others could be
grouped in 7 clusters (2 to 6 strains in each cluster). When compared to the mentioned
database, 6 strains matched the same genotype from strains originated from EI Passo,
Juarez, Houston, and New York. Some clustered strains could be recovered during almost
all the study period. M. tuberculosis strains recovered from patients in Brazil can be
genotyped using IS6770 RFLP, since they harbor an adequate number of such sequences.
Recently acquired infections could be documented in 19% of cases since the strains could
be clustered. The transmission of infection is intense, since some of clustered strains could
be recovered during all the study period. The global dissemination of M. tuberculosis
strains could be evidenced by demonstration of identical fingerprints occurring in a distant

country.

Abstract
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1.1- ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E CONSIDERACOES GERAIS A
RESPEITO DA EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

A tuberculose continua sendo um importante problema de satde publica,
especialmente em paises em desenvolvimento. Estima-se que cerca de 30% da populagio
mundial, ou 1,7 bilhdo de individuos estejam infectados pelo Mycobacterium tuberculosis.
Nos paises em desenvolvimento, ocorrem, aproximadamente, 2,8 milhdes de mortes por
tuberculose e 7,5 milhdes de casos novos a cada ano, atingindo todos os grupos etarios,
com o predominio de individuos economicamente ativos. Nos paises desenvolvidos, cerca
de 40.000 mortes sdo devidas a tuberculose e mais de 400.000 casos novos sdo descobertos
a cada ano. Nesses paises, a tuberculose € mais freqiliente entre as pessoas idosas, nas
minorias étnicas e nos imigrantes (HEIFITS, 1996; VERONESI & FOCACCIA, 1996;
BRASIL, 1998).

No Brasil, estima-se que de 35 a 45 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo
Mpycobacterium tuberculosis € que ocorram, aproximadamente, 100 mil casos novos de
doenga por ano. O nimero de mortes anuais por tuberculose, em nosso meio, € de 4 a 5 mil
(BRASIL,1998).

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), sem duvida, tem papel no
agravamento do quadro da tuberculose, principalmente nos paises desenvolvidos. Contudo,
naquelas regides mais pobres, como no caso do Brasil, onde se estima existirem cerca de
600 mil de infectados pelo HIV, essa sindrome também deve agravar o quadro, fazendo
surgir, influir desfavoravelmente sobre a evolugdo e, ainda, ocasionar o desenvolvimento de

formas resistentes a terapéutica classica dessa doenga.

A coexisténcia das infecgdes pelo HIV e pelo M. tuberculosis é tdo intensa e
crescente que devemos passar de 4% de co-infectados em 1990 para 14% em 2000, ou seja,
um em cada sete pacientes infectados pelo virus da aids tem tuberculose (HEIFTS,1996).
Esse acréscimo deve ser fruto das mas condi¢des de atendimento e convivio desses
pacientes com outros que possuem formas ativas de tuberculose, 2 forma contagiosa da
doenca. Isso se da nas casas de apoio aos pacientes com aids, ambulatorios, hospitais e

moradias proprias. Além da transmissdo nos infectados pelo HIV ser mais intensa, os

Introdugdo
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portadores de microrganismos resistentes aos quimioterdpicos de primeira linha sdo
disseminados rapidamente, na forma de surtos, elevando a letalidade da doenca, ja que séo

bactérias mais dificeis de serem controladas.

No Brasil, no ano de 1995, foram notificados 90.978 novos casos de
tuberculose (Coeficiente de Incidéncia - Cly= 58,6/100 mil habitantes), dos quais 45.650
foram formas pulmonares baciliferas (Clp = 29,4/100mil hab.). As desigualdades
sdcioecondmicas regionais, bem como as caracteristicas individuais dos aglomerados
urbanos, fazem essas taxas variarem, como por exemplo: de 126,8/100 mil hab. no Rio de
Janeiro a 25,1/100 mil em Goias (BRASIL, 1998).

Em toda parte, os casos de tuberculose s@o encontrados em aglomerados de
individuos, ndo afetando a popula¢do de um modo uniforme. Algumas associa¢des tém sido
feitas com determinados grupos etarios, individuos sem moradia, usudrios de drogas,
alcodlatras, presidiarios e recém-nascidos (MURRAY et al. 1999). podendo também haver
recaidas de infec¢des passadas naqueles pacientes portadores de agravos ao sistema imune,
como: gastrectomizados, diabéticos, renais cronicos, infectados pelo HIV, entre outros.
(VERONESI & FOCACCIA, 1996; BRASIL, 1998).

A transmissio da tuberculose, de um individuo doente para seus contactantes, ja
era conhecida pelos egipcios, que os segregavam. Em 1948, foi demonstrado que apenas as
particulas menores, com bacilos em suspensdo no ar, produto de ressecamento de grandes
particulas, alcangavam os alvéolos e iniciavam a lesdo primaria. Outros estudos revelaram
que particulas maiores tendem a se depositar no chdo, misturando-s€ com a poeira,
enquanto que as menores levitam no ar. Dessas, sdo contagiantes apenas as que se
ressecam, alcangando um tamanho de 2 a 10p e apresentam caracteristicas aerodindmicas
semelhantes as dos gases (goticula-nicleo de Wells). Tais particulas, as vezes com um a
dois bacilos viaveis, conseguem chegar aos alvéolos, onde esses germes se implantam. A
principal porta de entrada do bacilo € a via respiratoria. A via digestiva assume papel de
importancia apenas na tuberculose causada pelo bacilo bovino (Mycobacterium bovis).
Outras vias de aquisi¢do sdo excepcionais. (VERONESI & FOCACCIA, 1996; MURRAY
et al., 1999).

Introducdo
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O microrganismo responsavel pela tuberculose humana, o Mycobacterium
tuberculosis foi descoberto em 1882 por Robert Koch. Esse bacilo € hoje um dos
integrantes do “complexo M. tuberculosis”, que inclui: Mycobacterium bovis,
Mycobacterium microtii, Mycobacterium africanum e Mycobacterium canetii que sdo
fenotipica e genotipicamente semelhantes.(VERONESI & FOCACCIA, 1996; van
SOOLINGEN et al., 1997).

O crescimento desses bacilos ¢ lento. Sua populagdo duplica a cada 18 a 48
horas, 0 que torna a tuberculose uma doen¢a de evolucdo lenta e cronica na maioria dos
casos. Sdo também microrganismos bastante suscetiveis aos agentes fisicos e quimicos do
ambiente, ndo conseguindo sobreviver fora de organismos vivos a ndo ser por algumas
horas. (VERONESI & FOCACCIA, 1996; MURRAY et al., 1999).

O laboratério de micobacteriologia tem papel importante no controle da
tuberculose, fornecendo o resultado rdpido da baciloscopia, isolando a micobactéria,
identificando-a e fazendo os testes de susceptibilidade & antimicrobianos dos bacilos
isolados. A rapidez na divulgacdo desses resultados deve ser observada, ja que ha uma
situagdo de aumento do numero de casos de tuberculose e, principalmente, de surtos,
envolvendo organismos resistentes, inclusive, a mais de dois dos quimioterapicos usados

como primeira op¢ao de tratamento (BRASIL, 1998).

O avango observado nas técnicas de cultivo e de biologia molecular, tem
propiciado grandes mudangas na rotina desses laboratorios. Como exemplos, citam-se: o
cultivo em meios seletivos, com a adi¢do de produtos que detectam o crescimento nzo
visivel do microrganismo, como o BACTEC 460 TB (Beckton e Dickson - método
radiométrico), outros métodos colorimétricos e a utilizagdo de reagdes de amplificacdo para
a deteccdo de partes do genoma especificas do M. tuberculosis (PCR), feitas diretamente no
material clinico (escarro, liquidos, etc). Um outro exemplo € a identificagdo rapida da
micobactéria em nivel de espécie com a utilizagdo de sondas dirigidas a seqii€éncias
especificas do seu DNA ou RNA (GenProbe-Accuprobe) (VERONESI & FOCACCIA,
1996). Essas técnicas, entretanto, ainda n@o substituiram o diagndstico convencional da

tuberculose, feito através da pesquisa direta de bacilo alcool-acido resistente (BAAR) e a

Introducdo
24



cultura em meio de Lowenstein-Jensen. Os métodos modernos mencionados tém a

vantagem de informar, rapidamente ao clinico o seu resultado.

Em estudo, realizado por ELLNER et al. (1998), a combinag@o do cultivo pelo
BACTEC e as identifica¢des utilizando-se sondas de DNA permitiram a caracterizagdo de
89% de 176 isolados de Mjycobacterium tuberculosis e 89% de 110 isolados de
Mycobacterium avium. O que mais chamou a aten¢do dos autores foi a reducéo de 5 a 7
semanas no tempo necessario para a liberacdo do resultado final, em comparagdo com os

métodos convencionais de isolamento e séries bioquimicas para identificacdo

(KONEMAN et al., 1997; ELLNER et al., 1988).

1.2- METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADOS A EPIDEMIOLOGIA
DA TUBERCULOSE

O avango das técnicas genéticas e moleculares, com fins epidemiologicos,
permitiu a caracterizagdo de clones de diferentes microrganismos, entre eles o
Mycobacterium tuberculosis. Diversas s@o as técnicas aplicadas a esses estudos, cada uma
delas baseadas em métodos, desde os enzimaticos, aos que procuram estudar elementos
varidveis do genoma, esse Gltimo em maior numero. Cada espécie de microrganismo tem,
baseada em suas caracteristicas individuais, uma técnica que mais se adapta a

caracterizacdo de suas diversas cepas.

A 16gica dos trabalhos que se utilizam do polimorfismo do genoma € a de que,
continuamente, sdo incorporados, perdidos, ou trocados de posi¢do, trechos, ou mesmo
bases isoladas, o que torna uma célula bacteriana (=individuo) diferentes das demais. No
caso de organismos assexuados e procariontes, como € o caso das bactérias, essa dindmica é
até mais intensa. O elemento a ser pesquisado, entretanto, deve ter uma certa estabilidade
para que a relagdo entre parentes proximos ndo seja perdida. Por outro lado, esse elemento
deve também propiciar a individualizagdo a medida que o parentesco diminui. N&o ha outra
maneira de identificar essa técnica, a ndo ser através de sua aplicagdo, portanto,

experimentando.
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No complexo Mycobacterium tuberculosis, em razio da proximidade genética
das subespécies hi um alto grau de polimorfismo de DNA associado & DNA repetitivo
como: seqiiéncia de inser¢do (IS) e seqiiéncias curtas de DNA repetitivo (DR). Existem
identificadas quatro diferentes seqiiéncias de inser¢do (IS) em cepas do complexo
Mycobacterium tuberculosis, a saber: 186110, 1S1081, 1S1547 e os “IS-like element”
(THIERRY et al., 1990; MARIANI et al., 1993; FANG et al., 1998; KREMER et dl.,
1999). Em contraste com a IS67/70 que pode possuir uma grande variedade no nimero de
copias no genoma, a ISI08] estd presente em 5 ou 7 cOpias, estando associada a um
polimorfismo de DNA limitado (FANG et al., 1998; KREMER et al., 1999). As demais
seqiiéncias (IS1547 e IS “like element™) estdo presentes em niimero de uma ou duas copias
por genoma (KREMER et al., 1999).

Os principais tipos de seqiiéncia curta repetitiva de DNA com grau de
diversidade genética identificados para o complexo Mycobacterium tuberculosis sao:
“Polimorfic GC Rich Tandem Sequence (PGRS)”, “Repeat of the Triplet GTG”, “Major
Polymorphic Tandem Repeat (MPTR)”, que estdo presentes em multiplos “loci”
cromossdmicos e o estudo do sitio denominado “Direct Repeat” (DR) (GUTIERREZ et al.,
1998). Os elementos curtos de repetigdo, ou “Direct Repeats (DR)”, tém comprimento de
36 pares de base (bp), sdo encontrados em um inico /ocus do cromossomo e s@o separados
por segiiéncias distintas, porém conhecidas, com comprimento de 35 a 41 pb.
(KAMERBEEK et al., 1997; KREMER et al., 1999) O numero das seqiiéncias presentes
nesse sitio (DR) varia de 10 a 50. A caracterizagdo genotipica com vistas a identificagdo de
clones, explora o tipo, a quantidade e a ordenagdo dessas seqii€ncias, o que pode ser
verificado através de técnicas de hibridizacdo (“spoligotyping”) (van SOOLINGEN et al.,
1993: de la SALMONIERE et al., 1997; KAMERBEEK e al., 1997; van SOOLINGEN
2001). Este polimorfismo €, provavelmente, dado pela recombinagdo homéloga entre os

intervalos dos DRs préximos ou distantes e o rearranjo dado pela IS6770.

As técnicas “PGRS”, “DR” e “GTG” tém sido utilizadas com um carater
complementar na genotipagem de cepas, em que a diferenciagéo pela IS67/0 € insuficiente,
isso ocorre quando determinada cepa ndo possui copia da IS6//0 em seu genoma ou tem

um niimero menor que cinco, como € o caso de cepas isoladas na Asia. (van SOOLINGEN
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et al., 1993; DAS et al., 1993; GOYAL et al., 1997; BAUER ef al.,1999; KREMER et al.,
1999; van SOOLINGEN et al., 1999; van SOOLINGEN 2001). Dos métodos de tipagem
por PCR, o que é melhor padronizado é o “Mixed Linker PCR” que tem como alvo a
1S6110 (HAAS et al., 1993; van SOOLINGEN & HERMANS, 1995; KREMER ef al.,
1999) e que utiliza um iniciador “primer” especifico para essa seqii€éncia € um segundo
complementar. Esse método tem a vantagem de gerar um padrdo semelhante de bandas ao

observado pela anélise da tipagem pela 1S61770.

Em um trabalho realizado por KREMER et al., 1999, que compara os métodos
de genotipagem mais utilizados como o “RFLP” e “PCR™ verificou-se que o RFLP.
utilizando como sonda a IS6110 e o “Mixed Linker PCR” sdo técnicas que possuem
elevada reprodutibilidade e alto nivel de diferenciagdo entre as cepas (tipabilidade), exceto
para aquelas com numero pequeno de seqiiéncias IS6/70, em que teremos que diferencia-
las com a espoligotipagem ou o “Polimorphic GC Rich Sequence” (van SOOLIMGEN
etal., 1993; KREMER et al., 1999).

Desde a descoberta do polimorfismo do DNA em Mycobacterium tuberculosis,
a genotipagem das cepas tornou-se uma ferramenta importante na epidemiologia da
tuberculose. Dentre os varios elementos genéticos citados anteriormente, sem duvida, a
pesquisa do elemento de inser¢do IS6/]0 tem sido o que mais contribuin para a
epidemiologia molecular da tuberculose. Esta seqiiéncia de inser¢do tem sido encontrada
exclusivamente em isolados do complexo Mycobacterium tuberculosis. (GARCIA,
FERRERA, HOFFNER, 1997). O RFLP com a IS6/70 é o método de tipagem molecular
melhor padronizado e mais utilizado (HERMANS et al., 1990; THIERRY ez al., 1990; van
SOOLINGEN et al, 1991; van EMBDEN et al., 1993; ALLAND et al., 1994; van
SOOLINGEN et al., 1999).

Em virtude do nimero varidvel de copias e locais de integragc@o da IS67/0 no
cromossomo, cepas ndo relacionadas epidemiologicamente mostram uma grande variagdo
no polimorfismo no fragmento de restricdo. Este polimorfismo ¢ dado pela habilidade da
IS6110 transpor-se dentro do genoma sem uma seqiiéncia alvo especifica. Em linhas gerais,
a técnica que demonstra a posi¢do dessas seqiiéncias no genoma do M. tuberculosis

(IS6110-RFLP) consiste no crescimento das colonias, extracdo e purificacdo do DNA,
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digestdo por endonuclease de restrido, transferéncia para membrana de nailon e a

hibridiza¢do com sonda marcada com material ndo radioativo (van EMBDEN ef al., 1993).

A IS6110 possui 1355pb e possui sitios de corte para diversas enzimas de
restricdo, mas a recomendada para uso é a Pvull pelo fato de clivar essa seqii€éncia em um
unico local (Figura 1). As cepas de Mycobacterium tuberculosis geralmente contém de 8 a
20 copias da I1S6110. Se pesquisarmos ambos os fragmentos, obtidos apés a clivagem,
teremos um aglomerado de 16 a 40 bandas sobrepostas, por isso, arbitrariamente,
convencionou-se a utiliza¢gdo do lado direito da regifo de quebra com a enzima para a

sondagem (van EMBDEN et al., 1993, GARCIA ef al., 1997).

Bss HIl
(461)
Bsp Ml Sstli Pwull  Sstil BamHI ‘ Xho BspMII
[ [ I I I I I

— 1 se0.

1 1355

IS probe

Fig.1 — Mapa fisico do elemento de inser¢do IS6/70 do Mycobacterium tuberculosis com
1355pb. Estdo demonstradas posi¢des de corte de outras enzimas de restricdo. A
enzima Pvu II corta o elemento de inser¢do no par de base 461. As linhas, a direita

e a esquerda, representam DNA cromossomico.

Para o calculo das posigdes das diversas bandas, ¢ necessaria a utilizacdo de
cepa de referéncia de Mycobacterium tuberculosis (MT14323) (van Embden 1993), que
digerida pela Pvull e hibridizada, apresenta 12 bandas com tamanhos conhecidos. Essa

cepa funciona, portanto, como marcadores externos da técnica.

Introducdo
28



A posigdo dessa seqiiéncia no genoma de determinada cepa € estavel, como
verificaram CAVE et al. (1991), utilizando seis isolados de Mycobacterium tuberculosis,
provenientes de apenas um paciente e 42 isolados repetidos de Mycobacterium
tuberculosis, provenientes de 18 pacientes. Nessas situagdes, o padrdo permaneceu estavel
durante um periodo de 8 meses a 4 anos e meio e ndo se alterou por modificagdes nos perfis
de resisténcia a drogas (van SOOLINGEN et al., 1993).

A ancestralidade de cepas de M. fuberculosis também pode ser demonstrada por
meio de pequenas mudangas do perfil genotipico de amostras isoladas, em intervalos
grandes de tempo. Um interessante trabalho de van SOOLINGEN & HERMANS 1995,
revela uma discreta alteracdo do perfil genotipico através do acréscimo de duas bandas e
coincidéncia de doze outras, em dois exemplares de M. tuberculosis isolados de um
paciente de setenta e trés anos, quando de dois episodios de tuberculose, um na juventude e
outro na velhice. Essa mudanga ocorreu em, aproximadamente, cinqiienta anos (van
SOOLINGEN & HERMANS, 1995). J4 é possivel fazer uma analise com dados obtidos do
estudo do polimorfismo de DNA, de cepas de Mycobacterium tuberculosis, isoladas da
populagdo de algumas regides brasileiras. Em estudo realizado no Rio de Janeiro com
analise do “fingerprinting” de DNA, de 53 cepas de Mycobacterium tuberculosis, isoladas
de 38 pacientes com tuberculose, sem evidéncias de infecgdo por HIV e 19 cepas, isoladas
de 15 pacientes com aids, noventa por cento das cepas possuiam de 6 a 15 copias de IS6710
e apenas 4 cepas possuiam menos de 6 copias. Do grupo analisado, 12 (22%) constituiam
um clone. A comparagio com os dados epidemiolégicos de paises, onde a prevaléncia de
tuberculose é baixa, mostrou que a clonalidade das cepas ¢ baixa entre os pacientes ndo
infectados pelo HIV, mas extremamente alta entre os infectados. Uma das possiveis razoes
para o baixo nimero de clones de amostras entre os ndo infectados pelo HIV € que o
diagnéstico foi realizado em servicos ambulatoriais, em diferentes regides do Rio de
Janeiro, e o nimero de casos estudados foi reduzido. Os pacientes com aids, ao contrario,
sdo tratados em hospitais de referéncia (BURGER et al., 1998). Um outro estudo realizado
no Rio de Janeiro, analisou 120 cepas de Mycobacterium tuberculosis, armazenadas no
periodo de um ano, através do RFLP, utilizando-se a IS6/10. Noventa e sete dessas cepas
possuiam um unico padrio de bandas; cepas isoladas de outros 23 pacientes foram

agrupadas em onze clones diferentes, distribuidos da seguinte maneira: um grupo com 3
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pacientes € 10 grupos com 2 pacientes cada. Quando analisadas, segundo algumas variaveis
individuais, esses clones ndo possuiam associacdo com idade do paciente, infeccdo por
HIV, tipo de residéncia, andarilhos ou tuberculose no passado, entretanto ha uma
associacdo consistente com a resisténcia aos quimioterapicos. Esses dados sugerem que a
transmissao da tuberculose pode ser importante para o desenvolvimento de novos casos de
doenga, provocada por bactérias multirresistentes em pacientes atendidos em hospitais

terciarios do Rio de Janeiro (FANDINHO et al., 2000).

Outro estudo realizado no Brasil, utilizando técnica de “Mixed Linker PCR, em
uma populagdo de 77 pacientes (onze infectados pelo HIV) do Estado do Parand, foram
genotipadas 78 cepas de Mycobacterium tuberculosis. Das cepas analisadas, apenas 10
foram agrupadas em 5 pequenos clones, sugerindo a predominincia de reativagdo da
doenga. Sete cepas possuiam apenas uma banda de diferenca com outros isolados,
sugerindo uma transmissdo endémica de cepas especificas ao longo do tempo (BRADEN
et al., 1997, BURGER et al., 1998).

O mimero de copias da IS6110 em cepas de Mycobacterium tuberculosis pode
variar conforme a area geografica do estudo (DAS et al. 1993; van SOOLINGEN ef al.
1993; YUEN et al. 1993; SAHADEVAN et al. 1995; DIAZ et al. 1998). YANG et al
(1998) a fim de investigar a diversidade do “fingerprinting” de DNA utilizando a IS6170 de
isolados de Mycobacterium tuberculosis nos EUA e, ainda, determinar se ha transmissio
interestadual da tuberculose, estudaram os genotipos de cepas de Mycobacterium
tuberculosis isoladas de 1326 pacientes de trés Estados americanos (USA) geograficamente
distantes. Foram encontrados 795 padrdes de “fingerprinting” da IS6/10. Quase todos os
padrdes encontrados foram observados em apenas um Estado, mostrando assim que a
maioria dos padrdes de “fingerprinting” da IS6//0 estdo presentes em uma unica
localizacdo geografica. Para os padrées que foram isolados em mais de um Estado e que
possuiam entre uma e cinco copias da IS6770 foi utilizada a tipagem através do pTBN12
(YANG et al., 1996, YANG et al., 1998). Uma unica cepa foi encontrada em 57 pacientes
dos trés Estados. As investigagdes epidemiologicas realizadas nfo revelaram contato
recente destes pacientes com tuberculose nestas cidades, ndo indicando, necessariamente,
uma transmissdo recente da doenca, mas sim uma disseminacdo interestadual da doenga,

ocorrida alguns anos antes.
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A fim de se conhecer os fatores de risco da transmissdo da tuberculose na
Holanda, foram analisados os padrdes do polimorfismo do comprimento dos fragmentos de
restricdo de 78% dos isolados de Mycobacterium tuberculosis, obtidos no periodo de 1993
—1997. Dos 4266 casos estudados, 46% constituiam clones isolados com padrdo de RFLP
igual. A composi¢do da maioria dos clones deste estudo € de menos do que 5 cepas e uma
minoria (19%) era de grandes clones compostos de 15 ou mais casos. Os autores
confirmam a observagdo de estudos anteriores que afirmam que pacientes pertencentes a
grandes aglomerados de casos possuem algumas caracteristicas como: individuos sem casa

e usuarios de drogas (van SCOLINGEN et al., 1999).

Como no Brasil temos ainda poucos trabalhos que analisaram o perfil
genotipico do Mycobacterium tuberculosis e sendo o assunto de grande importancia para o
estudo epidemiolégico da tuberculose, este estudo se propde a analisar o perfil genotipico

de cepas isoladas na regido de Campinas.
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2- OBJETIVOS



a) Caracterizar o gendtipo, através da demonstragdo do numero e localizacdo da
seqiiéncia variavel IS6110, de cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas
de pacientes portadores de tuberculose pulmonar bacilifera, atendidos no

Hospital das Clinicas da Unicamp.

b) Comparar esses padrdes genotipicos com um banco de genétipos do

Mycobacterium tuberculosis existente em Houston, Texas, USA.
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