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RESUMO
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A técnica do estudo do polimorfismo de fragmentos de restricdo, com a pesquisa da
seqiiéncia de insercdo IS61710 (IS6110-RFLP), € o método de genotipagem mais empregado
mundialmente para a caracterizacdo de isolados de M. tuberculosis. Ela pode ser empregada
para o estudo de surtos, epidemias ou para estudos de genética populacional.
Em Mocambique, onde a tuberculose tem uma elevada prevaléncia, ndo ha informacao
suficiente sobre os padrdes genotipicos obtidos com a IS67/1/0-RFLP de cepas locais de
M. tuberculosis. A descricio dos padrdes obtidos com essa metodologia pode ser util
localmente para propodsitos epidemioldgicos ou, internacionalmente, para descrever o
relacionamento de cepas isoladas em Mogambique com outras &dreas do mundo.
Neste estudo, uma colecdo de 158 isolados de M. tuberculosis, identificados com o
emprego da andlise de fragmentos de restricdo apds a amplificacdo de trecho do gene hsp65
(hsp65-PRA), recuperados de pacientes infectados pelo HIV com tuberculose pulmonar e
que residiam em Maputo, Mocambique, foram genotipados. O ndmero de seqii€ncias
IS6110 obtido variou de 1 to 18, com 21.5% dos isolados exibindo menos de seis copias.
Um total de 10 “clusters” foram caracterizados, um com trés isolados e os demais com dois
cada. Os isolados que exibiram menos de seis seqiiéncias ndo foram incluidos na andlise,
dado o baixo poder discriminatério do método. Baseado no coeficiente de similaridade,
85% dos isolados tinham mais do que 65% de homologia. Esses dados mostram que,
isolados de M. tuberculosis obtidos em Mogambique, Africa, podem ser analisados, para
fins epidemioldgicos com o auxilio dessa técnica de genotipagem. Entretanto, um
considerdvel nimero de isolados exibiu um nimero pequeno de copias da seqiiéncia IS67170

e um segundo marcador genético, como a espoligotipagem, deve ser utilizado.
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IS6110 RFLP has been the most widely used genetic subtyping method for M. tuberculosis
strains, to characterize disease outbreaks or for evolutionary genetics studies. In
Mozambique, where tuberculosis exhibits a high prevalence, there is not enough
information about IS6110-RFLP patterns of local M. tuberculosis strains. The description
of the fingerprinting patterns obtained with this methodology can be useful locally for
epidemiological purposes, and internationally to investigate the relatedness of strains
isolated in Mozambique to other areas of the world. In this study, a collection of 158
isolates of M. tuberculosis strains, as identified by using hsp65-PRA, recovered from
HIV-infected patients with pulmonary tuberculosis residing in Maputo, Mozambique, was
genotyped. The number of IS67/10 copies ranged from 1 to 18, with 21.5% of strains
exhibiting less than six copies. A total of 10 clusters were found, one consisting of three
strains and all the others of two strains. Isolates showing less than six bands were not
included in the cluster analyses due to low discriminatory power of the analysis. Based on
similarity coefficients 85% of strains had more than 65% homology. This data show that M.
tuberculosis strains obtained in Mozambique, Africa can be analyzed for epidemiological
purposes with the use of this genotyping technique. However, a considerable number of
strains exhibited a low number of IS6//0 copies, and a second genetic marker as

spoligotyping has to be used.

Abstract
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1.1- Consideracoes gerais a respeito da epidemiologia da tuberculose e sua situacao na

africa sub-saariana.

Pode-se dizer que o Mycobacterium tuberculosis ¢ um dos microrganismos de
maior sucesso na histéria do homem. Apesar do uso intenso de farmacos contra a
tuberculose por mais de 50 anos, ele continua provocando enorme mortalidade em todo o
mundo (Burgos et al., 2002). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 2004,
cerca de 1,7 bilhdes de pessoas, ou um ter¢o da populacdo mundial, esta infectada por esse
microrganismo. A situagdo atual da tuberculose no mundo espelha o desequilibrio socio
econdmico entre os paises. Cerca de 95% dos casos e 98% das mortes a ela devidas
ocorrem nos paises em desenvolvimento € com poucos recursos econdmicos
(Ait-Khaled e Enarson, 1999). Trés milhdes de mortes ao ano sdo a ela atribuidas,
posicionando-a como quinta causa mais freqiiente de morte no mundo. O nimero de casos
tem crescido a uma taxa de cerca de 2% ao ano e a sua resisténcia a multiplas drogas
(MDR) também € um problema que vem aumentando (Raviglione et al., 2001). Baseado

nesse cendrio, pode-se dizer que ha um sério descontrole da situacao global da tuberculose.

A disseminacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) também
contribuiu para um aumento substancial na incidéncia da tuberculose, bem como na selecio
de cepas de M. tuberculosis resistentes a varios farmacos (Mac et al., 2001). Juntas, a
tuberculose e a aids causam mais mortes em adultos do que qualquer outra doenca

infecciosa.

Nos paises em desenvolvimento, os da Africa em particular, houve um aumento
recente acentuado das taxas de morbidade e mortalidade da tuberculose. Nesse momento
ela € responsdvel por cerca de 25% de todas as causas de morte em adultos nesses locais.
Os coeficientes de incidéncia mais elevados de tuberculose, assim como o risco anual de
infeccdo, sdo encontrados no sudeste Asidtico (182/100.000) e na Africa sub-saariana
(400/100.000 hab.) (WHO 2004). Em 80% das vezes a doenga acomete pessoas do grupo

etario de 15-59 anos, pertencentes a forca laboral e reprodutiva (Leung, 1999).

Introducado

21



Ainda, nessas regioes, cerca de oito milhdes de pessoas estdao co-infectadas pelo
HIV. Anualmente, 5 a 10% desses individuos desenvolvem tuberculose. Desse total de
co-infectados, 37% vivem nos seguintes paises do sul da Africa: Botswana, TanzAnia,

Malawi, Zimbabwe e Mog¢ambique (Ministério da Saide de Mocambique, 1994).

Mocambique tem uma populagdo de 18.644.433 milhdes de habitantes. A
prevaléncia de tuberculose € de 265/100.000 hab. e 48% desses também apresentam
infeccao pelo HIV (Nunes et al., 2005). A morbidade por tuberculose e aids aumentou nos
ultimos anos, apesar do eficiente Programa Nacional de Controle da Tuberculose (NTCP).
Isto talvez seja explicado pelas 6bvias dificuldades encontradas durante o periodo da

recente guerra civil e a larga disseminacdo do HIV (Nunes et al., 2005).

A tuberculose resistente é a principal preocupacdo mundial em relagdo a
doenca. O tratamento, quando tomado de forma irregular, faz com que os bacilos se tornem
resistentes. Ela pode se constituir numa nova onda de doenca, de dificil cura em todo o

mundo.

1.2- Caracteristicas microbiolégicas do Mycobacterium tuberculosis

As micobactérias estdo posicionadas taxonomicamente na Ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae. Sao bacilos finos, aerdbios, imdveis, nao
esporulados, ndo encapsulados e com grande quantidade de lipideos na parede. A coloragdo

de Ziehl-Nielsen, sdo alcool-acido resistentes (Ministério da Satde do Brasil, 1994).

O Mycobacterium tuberculosis, quando corado, apresenta-se isolado ou em
pares, como bastonetes delgados, retos ou ligeiramente encurvados, de extremidades
arredondadas, com comprimento que varia de 1 a 4 ym e 0,3 a 0,6 um de espessura

(Ministério da Satde do Brasil, 1994).

Introducado
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Figura 1- Coloragado de Ziehl-Neelsen positivo para BAAR

As coldnias tipicas de M. tuberculosis sao de cor creme, rugosas, desenvolvem-
se na superficie do meio de cultura de Lowenstein-Jensen e ndo alteram a sua cor. A

temperatura 6tima de crescimento € 37°C (Ministério da Saidde do Brasil, 1994).

Figura 2 — Crescimento de M. tuberculosis em meio sélido de Lowenstein-Jensen
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O tempo de geracdo é de 18 horas. Essa lentiddo parece estar relacionada a
absor¢do mais demorada dos nutrientes, devido a grande quantidade de lipideos da parede

(Ministério da Satide do Brasil, 1994).

A cultura é o método de escolha para o diagndstico das infec¢des provocadas
por micobactérias. Uma vez cultivado, pode-se realizar testes especificos de identificacao,
além dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos (Ministério da Saude do Brasil,

1994).

1.3- Métodos de biologia molecular aplicados a epidemiologia da tuberculose

O crescimento das taxas de morbidade por tuberculose no mundo renovou o
interesse na compreensdo da sua historia natural. Um importante avanco no campo da
pesquisa foi o desenvolvimento de técnicas genéticas que permitem a identificacdo precisa
do M. tuberculosis e determinam o parentesco entre cepas individuais.
(Burgos et al., 2002). Junto com a investigacdo epidemioldgica cldssica, essas técnicas
podem contribuir sobremaneira para tragcar a historia dos surtos e epidemias de doencga,

revelando nexos pessoais e temporais e geograficos entre casos (Burgos et al., 2002).

A descoberta de elementos transponiveis e elementos repetitivos no “complexo
M. tuberculosis”, em 1990, tem sido a base de diversos métodos que, tanto sdo utilizados
na identificacdo, bem como na genotipagem desses microrganismos. Alguns sdo baseados
na amplificacdo de seqii€ncias repetidas de DNA, usando a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e outros investigam a posi¢do, no genoma, de seqiiéncias de inser¢do (IS’s)

(van Embden et al., 1993).

Essas técnicas permitiram, por exemplo, caracterizar grupos de M. tuberculosis
que, por possuirem afinidade gendmica, podem ser agrupados em familias, como € o caso
dos trabalhos acerca da familia “W Beijing”. Levantamentos epidemiolégicos desse tipo
revelaram que os isolados dessa familia distribuem-se por toda a Asia e paises da Unido
Soviética (Bifani et al., 2002, Lillebaek et al., 2003). Ja foram, inclusive, demonstrados na

América do Norte provocando surtos de casos resistentes ao tratamento com isoniazida.
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Um recente estudo no Vietnd revelou que os integrantes da familia “Beijing” sao
emergentes nessa drea € que sdo mais encontrados nos casos de transmissdo ativa
(pacientes jovens) do que nos casos de reativacdo enddgena (pacientes idosos)

(Anh et al., 2000).

O genoma do M. tuberculosis é conservado, como demonstram os trabalhos de
genética evolucional (Bifani et al., 2002, Young, 2003). Esses estudos também ddo conta de

que esse microrganismo adaptou-se recentemente a espécie humana.

Dentre as técnicas de genotipagem descritas, a que mais tem sido usada é
demonstracdo da posi¢do de seqiiéncias de inser¢do IS6770 no genoma do M. tuberculosis
Conhecida como IS67/10 RFLP, é a técnica que possui atributos que a qualificam como
uma boa ferramenta a ser aplicada na epidemiologia da tuberculose. Permite, portanto, que
se caracterizem surtos, epidemias, bem como definem o parentesco entre isolados, de modo
a se prestar, também, a andlises filogenéticas. Esse € o método internacionalmente

padronizado para essas finalidades (van Embden et al., 1993).

No complexo Mycobacterium tuberculosis, em razdo da proximidade genética
das subespécies hd um grau de polimorfismo de DNA associado ao DNA repetitivo como:
seqliencia de insercdo (IS) e seqiiéncias curtas de DNA repetitivo (DR). Existem
identificadas quatro diferentes seqii€ncias de insercdo (IS) em cepas do complexo
Mycobacterium tuberculosis, a saber: 1S6110, 1S1081, 1S1547 e os IS-like elements
(Thierry et al., 1990 Mariani et al., 1997 Fang et al., 1998 Kremer et al., 1999). A sequencia
IS6110 pode ter uma grande variagdo de copias no genoma, a IS/081 esta presente de cinco
a sete copias, estando associada a um polimorfismo de DNA (Fang et al., 1998 e Kremer et
al., 1999). As demais seqiiéncias (IS/547 e IS like element) estdo presentes em numero de
uma ou duas cdpias por genoma (Kremer et al., 1999). O RFLP com a IS6710 é o método
de tipagem com melhor padronizacdo e o mais utilizado ( Thierry et al., 1990 van Embden

et al., 1993 van Soolingen et al., 1999).

Uma outra técnica de genotipagem em M. tuberculosis que vem sendo utilizada
em complementacao a IS6710 RFLP ¢ a espoligotipagem. Ela € baseada na variabilidade da

apresentacdo de seqiiéncias conservadas e conhecidas de DNA em um l6cus cromossdmico
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particular, a regido Direct Repeat (DR) (Soini et al., 2000). Através da espoligotipagem, por
exemplo, Ramos et al., 1999 demonstraram a ocorréncia de uma contaminacao cruzada no
laboratério de Patologia Clinica da Unicamp, que se deu pelo uso de uma solugdo de
diluicdo contaminada com M. tuberculosis, empregada em uma das etapas do
processamento de materiais clinicos. A técnica é simples e altamente reprodutivel e tem
sido usada para analisar cepas que a IS67/70 RFLP s6 demonstrou-se possuir menos de seis

seqiiéncias em seu genoma (Kamerbeek et al., 1997).

A caracterizacdo molecular do M. tuberculosis fornece resposta para as
questdes a respeito da transmissdo em uma determinada drea geografica (Dahle et al., 2001;

van Soolingen, 1995; Calusni et al., 2003).

1.4- Elemento transponivel — seqiiéncia de insercao IS6110

A descoberta do primeiro elemento transponivel de DNA de uma micobactéria
se deu em 1987. Desde entdo ja foram descritos 46 elementos de insercdo em 10 espécies
de micobactérias. Desses, apenas seis se mostraram ativos e com capacidade de se transpor
de um local do DNA da bactéria para outro. Sdo identificados pela sigla IS
(Insertion Sequence) e sdo subdivididos em familias, de acordo com as caracteristicas e
espécies onde foram identificadas. Como alguns elementos de inser¢do sdao muito
especificos de cada espécie, eles tém sido usados com freqiiéncia, inclusive na prética

clinica para uma identificacdo rdpida (Smith, 1996).

A 1S6110, encontrada no complexo M. tuberculosis, foi inicialmente descrita
em 1989. Ela possui 1.355 pares de bases e pertence a familia IS3. O nimero de copias de
IS6110 varia entre 0-25 e sua posi¢do no cromossomo ¢é varidvel entre diferentes isolados
(Mostrom et al., 2002). Como conseqiiéncia, a restricio com enzimas produz padrdes que
podem ser perfeitamente analisdveis com programas de computador. Além de polimoérficos
esses padrdes sdo naturalmente estdveis quando se tratam de clones bacterianos e se

prestam a andlise epidemioldgica (Mostrom et al., 2002).
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insercdo IS6/10 do M. tuberculosis com 1.355 pb.

Estdo demonstradas as posi¢des dos cortes de diversas enzimas de restricao.

A enzima Pvull corta o elemento de inser¢do no par de base 461

(van Embden et al., 1993).
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e (Caracterizar os perfis genotipicos, obtidos através da restricao e pesquisa da
seqiiencia de inser¢do 1S6110, de Mycobacterium tuberculosis isoladas de

pacientes provenientes de Mogambique, Africa.

Objetivo
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3.1- Casuistica

Foram estudadas culturas de Mycobacterium tuberculosis, isoladas do escarro
de pacientes HIV positivos, maiores de 14 anos, de ambos os sexos e que residiam em
Maputo, Mogambique, atendidos no periodo de 2002 a 2004. O estudo foi realizado em
dois grandes hospitais: Hospital Central de Maputo (HCM) e o Hospital Geral de Machava.
O primeiro € referéncia na regido sul do pais e o segundo referéncia nacional para casos de
tuberculose. As culturas foram realizadas em meio Lowenstein-Jensen no laboratério de
referéncia de Tuberculose da Faculdade de Medicina Eduardo Mondlane e enviadas ao
Laboratério de Patogénese Bacteriana e Biologia Molecular da UNICAMP — Campinas SP,

obedecendo as normas de seguranca estabelecidas internacionalmente.

3.2- Identificacao dos isolados

A identificagdo foi feita através do PRA-PCR. Esse método consiste na andlise
de Padrao de Restricio (PRA) de produtos da amplificacdo de trecho de gene hsp65
(Devallois et al., 1997). O DNA foi extraido a partir do crescimento em meio sélido de
Lowenstein Jensen. Com o auxilio de uma al¢a bacterioldgica foram recolhidas células
bacterianas que foram suspensas em 500ul de Tampao TE (Tris-HCI pH 8.3, | mM EDTA)
adicionado de 1% Triton X-100. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-maria a
100°C por 10 minutos e resfriados a —20°C por 20 minutos, apds. Esse procedimento foi
repetido por trés vezes. Depois de centrifugados a 10000 rpm, os sobrenadantes foram

congelados a -20° para utiliza¢do posterior.

3.2.1 - Amplificacao do hsp65

A amplificacdo do gene hsp65 e a restricdo dos fragmentos amplificados seguiu

o protocolo proposto por Telenti et al, 1993.
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Adicionou-se 5 pl do sobrenadante (DNA extraido) obtido na etapa anterior a
uma solu¢do de volume final 50puL contendo: dNTPs 200uM, TaqPolymerase 1,25U,
MgCl, 1,5mM, Primers TB11: 5°- ACC AAC GAT GGT GTG TCC AT -3’ e TB12: 5" -
CTT e volum GTC GAA CCG CAT ACC CT - 3’. A amplificacdo € feita com os seguintes
tempos e temperaturas: 94°C — 5°; 45 ciclos com 94°C — 1’, 65°C — 17, 72°C - 1" e
extensdo final com 72°C — 10’. Os produtos amplificados foram visualizados por

eletroforese em gel de agarose a 1% a 100v por 10 minutos, corados com brometo de etidio.

3.2.2 - Digestao pela BstEIl

A restricdo € realizada preparando uma mistura contendo SU da enzima BstEIl
(New England BioLabs, Schwalbach, Germany), 10 uL do sobrenadante (DNA extraido),
2, SpLL do tampao, 0,5ul. de BSA e d4gua num volume total de 25uL. Incubada a 60°C por
90 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de

agarose a 3% a 100V por 90 minutos e corados pelo brometo de etidio.

3.2.3 - Digestao pela Haelll

A restricdo € realizada preparando uma mistura contendo 5U da enzima Haelll
(New England BioLabs, Schwalbach, Germany), 10 uLL do sobrenadante (DNA extraido),
2,5uL do tampao e dgua no volume total de 25uL. Incubada a 37°C por 90 minutos.
Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 3% a

100V por 90minutos e corados pelo brometo de etidio.
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3.2.4- Andlise do gel ap6s a digestdo pelas enzimas

O caélculo do tamanho das bandas em pares de bases foi feito com o auxilio do
programa Kodak Digital Science® - 1D Image Analyses Software Windows V 3.0 (New
Jersey — U.S.A.). Em todas as andlises, foram utilizados padroes H37Rv (M. tuberculosis) e
IWGMT (M. avium) e agua (controle de qualidade). O tamanho dos fragmentos de
restricdo obtidos foram comparados a padrdes disponiveis no endereco internet:

http://app.chuv.ch/prasite

M 234567 89 1011 MI12131415161718192021

- S R G S S S ...
—

Figura 4 - Identificacdo das cepas de M. tuberculosis pelo PRA-PCR. M: marcador de 50
pb (Invitrogen®); Canaleta 2-10:Bstell; Canaleta 12-20: Haelll. Canaleta 3 e
13: Mycobacterium avium; Canaleta 2 e 12: H37Rv; Canaleta 4-10 e 14-20:

Mycobacterium tuberculosis; Canaleta 11 e 21: controle
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3.3 - Extracao do DNA gendmico.

A parte inicial do trabalho foi realizada no setor de Micobactérias da
DPC/HC/UNICAMP até ndo oferecer riscos de contaminacao, utilizando equipamento de
seguranca biologica BII e as etapas seguintes foram realizadas no Laboratério de

Patogénese Bacteriana e Biologia Molecular da FCM/UNICAMP.

O método utilizado foi o de van Embden et al (1993). Apds o crescimento do
Mycobacterium tuberculosis em meio solido de L-J foi colocada uma alcada em 400 pl de
TE 1X ( Tris/ HCI 10mM, EDTA 10mM, pH 8,0) em microtubo de polietileno para
microcentrifuga (1,5 ml) e, a seguir, as células foram mortas pelo calor por 20 minutos a
80°C. Foi adicionado 50 ul de lisozima (10 mg/ml) e incubado por um periodo de 12 horas
a 37°C (Thermomixer, Eppendorf). Em seguida, foi adicionado 70 ul de Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS) a 10% e 5 pl de Proteinase K sob vigorosa agitagdo. Logo apéds foi adicionado
100 pl de solucdo de 10g% de Brometo de N-cetil-N,N,N — trimetil amdnio (CTAB) e
NaCl 4,1 g% em &agua e pré aquecida a 65°C , também agitado vigorosamente até que o
liquido adquirisse um aspecto branco leitoso, sendo depois aquecido a 65°C sob agitacdo.
(Thermomixer, Eppendorf), por 10 minutos. Procedeu-se, entdo, a separacdo das proteinas,
adicionando-se 750 pl de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) e centrifugacdo por cinco
minutos a 12000 rpm. A fim de se precipitar o dcido nucléico, foi adicionado aos novos
microtubos 0,6 vol. (450 ul) de Isopropanol 100%. As amostras foram mantidas a -20°C
por 1 hora e, a seguir, centrifugadas (12000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado lavado em 1 ml de etanol 70% gelado. Foi repetida a centrifugacao e o descarte
do sobrenadante para a secagem do precipitado a temperatura ambiente. Por fim, os

sedimentos foram ressuspendidos em 30 pul de tampao TE 1X pH 8,0 e estocado a -20°C.

3.3.1 - Estimacao da concentragdo do DNA

O DNA extraido foi diluido a 1:100 e quantificado por leitura da densidade
optica (DO) em espectrofotdmetro gene-Quantll (Pharmacia Biotech®) no comprimento de

onda A= 260nm. Foram utilizadas as solu¢des de DNA com concentragdes entre 0,2 ug/ul —

2,0 pg/ul.
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3.3.2 - Eletroforese do DNA extraido
Para verificar a sua integridade, o DNA extraido foi visualizado por eletroforese
em gel de agarose 1% acrescido de brometo de etidio (0,5ul/ml) para a visualizagdo.
A corrida eletroforética foi realizada com tampao TBE (Tris 89 mM, 4cido bérico 89 mM/
EDTA 2,5 mM/ pH 8,0) e submetidas a uma corrente de 100V por 20 minutos. O gel foi

fotografado em camara Polaroid , empregando a luz ultravioleta.

Figura 5 — Extragdo de DNA. Corrida eletroforética em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo 0,5 pg/ml.

3.4 - Digestao do DNA genomico por enzima de restricao

Os DNAs extraidos foram digeridos com a enzima de restricio Pvull
(Life Technologies®). A digestdo foi realizada num volume total de 20ul, nas seguintes
condig¢des: 2ul do tampao 10X da enzima; 4,5ug de DNA extraido; 1ul da enzima Pvull
(10U/pl) e completado com dgua ultra-pura e estéril. Os microtubos de polietileno foram
agitados manualmente e centrifugados por um minuto (12.000 rpm) e incubados em banho-
maria a 37°C por quatro horas. A seguir, foi adicionado Sul de azul de bromofenol 10X,
agitados manualmente e centrifugados por um minuto. A digestdo completa dos DNAs foi
observada por corrida eletroforética (utilizando-se S5ul do DNA digerido) em gel de agarose
0,8%, com brometo de etidio (0,5ug/ml) (80v por 40 minutos em tampdao TBE 1X) . A

seguir, as amostras de DNA foram conservadas a -20°C.
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3.5 - Eletroforese

Foi preparado um gel de agarose 1% e foi utilizada, como marcador externo a
cepa de referéncia MT 14323. Foi aplicado Spl do marcador eletroforético nas 1, 11 e 21
canaletas nos demais os DNAs digeridos. A eletroforese foi realizada a 3.2 V/cm (100V)
por mais ou menos 5 a 10 minutos em seguida a voltagem foi diminuida para 32V e o gel
correu por mais ou menos 20 horas com tampao TBE 1X. Foram verificadas as migracoes

no gel com UV e em seguida fotografado.

Figura 6 - Corrida eletroforética em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 0,5

ug/ml, apés 20h
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3.6 - Southern Blotting
3.6.1 - Preparacgdo do gel para Southern Blotting

Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi submetido a luz UV até eliminacao total
do brometo de etidio e tratado com HCIl 0,25M por 10 minutos para a depurinacdo dos
fragmentos de DNA, a fim de aumentar a velocidade e eficiéncia da transferéncia. A seguir,
o gel foi lavado com dgua destilada estéril por 10 segundos e mergulhado em solucio de
NaOH 0,4M por 20 minutos, para a desnaturacdo da dupla fita de DNA. Depois desse
periodo, o gel foi lavado com dgua destilada estéril e solucio de NaOH 0,4M por 20
minutos. O gel foi retirado da solucdo de desnaturacdo e montado o sistema para a
transferéncia do DNA do gel para a membrana de nylon polarizada (Hybond N+/Amersham
Pharmacia Biotech®). Para tal, num recipiente de vidro contendo solucdo recém preparada
NaOH 0,4M, foi colocado um suporte para o gel e sobre esse, estendido uma tira de papel
3MM (Whatman®) da mesma largura que o gel e comprimento suficiente para ficar
submersa na solu¢do salina, formando uma ponte. Sobre a ponte foram colocados dois
papéis 3MM (Whatman®) umedecidos em solucdo NaOH 0,4M e o gel. Sobre o gel foi
colocada a membrana umedecida em solu¢do NaOH 0,4M com uma folha de papel 3MM
(Whatman®). Por tltimo foram colocadas vérias folhas de papel de germinacdo de semente
e sobre elas uma placa de vidro e sobre esta um peso de aproximadamente 500g. A
transferéncia deu-se por 24 horas. Passado esse periodo o sistema foi desmontado e retirada

a membrana de nylon.

3.6.2 - Tratamento da membrana depois do Southern Blotting

A membrana foi lavada com solu¢do SSC 5X por cinco minutos. A seguir, o
DNA foi fixado na membrana em UV a 200J (Crosslink-Hoefer®). A membrana foi usada

diretamente na hibridizac@o ou estocada a 4°C em saco pléstico, para utilizac@o posterior.
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3.7 - Construcao da sonda molecular
3.7.1 - Amplificacdo do DNA pela reagdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A sonda foi obtida pela reacdo de PCR utilizando-se dois oligonucleotideos

iniciadores (“primers”), propostos por van Embden et al., (1993):
INS-1 (5'- CGTGAGGGCATCGAGGTGGC)

INS-2 (§' -GCGTAGGCGTCGGTGACAAA)

Esse par de iniciadores € responsédvel pela amplificacio de um fragmento de

DNA de 245 pb, interno a seqiiéncia IS6710.

Foram utilizados os seguintes volumes/concentracdo de reagentes para um
volume final de 50 pl de reag¢do: 30 u DNA alvo extraido (H37Ru), 5 ul tampao PCR 10 x 4
ul ANTP (2,5 mM para cada dANTP), 5 pl INS-1 (50 ng/ul), 5 ul de INS-2 (50 ng/ul), 0,25 ul
Taq polimerase (5U/ul), 0,75 pl de dgua.

Os microtubos para microcentrifuga, contendo a mistura completa, foram
introduzidos no termociclador para efetuar a amplificacdo, segundo as seguintes condicoes:
trés minutos a 96°C para a desnaturagdo inicial, 30 ciclos de um minuto a 96°C para a
desnaturacdo, um minuto a 65°C para anelamento dos “primers” e um minuto a 72°C para

extensao da fita sintese de DNA, e extensdo final dos produtos por seis minutos a 72°C.

A amplificacdo foi visualizada por eletroforese em gel de agarose 1%
(50V por duas horas), aplicando-se na primeira canaleta do gel 1 pul do marcador de 100 pb
(Life Technologies®) e lul do azul de bromofenol 10x e nas demais canaletas 1 pl do

produto de DNA e 1 pl do azul de bromofenol 10x.

A purificagdo foi realizada de acordo com o kit QIAguick (Qiagen®).
Os fragmentos purificados foram quantificados por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e, nas canaletas paralelas foram adicionado o
DNA Quantification Standards ( Life Technologies®) nas concentra¢des padronizadas. Os
produtos de PCR purificados foram diluidos até a concentracdo de 10 ng/ul e estocados a -
20°C até seu uso. A sonda obtida foi diluida com &gua ultra pura, obtendo-se uma

concentracdo de 10ng/ul.
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3.7.2 - Marcacao da sonda

A marcacao de 30ul (30ng) da sonda IS6710 obtida através de amplificacao por
PCR foi feita para uma reagdo de quimio-luminescéncia, utilizando-se o Kit ECL - “direct
nucleic acid labelling and detection systems” (Amersham Pharmacia Biotech®),
seguindo-se o protocolo sugerido pelo fabricante. A sonda foi desnaturada por ebulicdo por
cinco minutos e, a seguir, resfriada em gelo, imediatamente, por um minuto, centrifugada
brevemente a 12.000 rpm e adicionada de igual volume do reagente de marcagcdo. Apds
agitacdo manual, foi adicionado igual volume de glutaraldeido. A solucdo foi novamente

centrifugada e incubada por 10 minutos a 37°C, e foi utilizada na hibridizagao.

3.8 - Hibridizacao

A membrana de nylon foi enrolada sobre si mesma e colocada na garrafa de
hibridiza¢do juntamente com 50mL do tampao ECL de hibridizacdo (pré - aquecido) a
42°C por 1 hora. Nesse momento, a sonda marcada foi adicionada diretamente a solucao de
hibridizacdo dentro tubo e a membrana hibridizada por 24 horas a 42°C em forno de
hibridizacdo (Amersham Pharmacia Biotech®) sob rotacao (6 rpm). Depois desse periodo, o
tampao de hibridizacdo foi descartado e a membrana lavada por duas vezes com 50mL do
tampao primdrio de lavagem (pré — aquecido a 42°C) diretamente a garrafa de hibridizacao,
e mantendo a mesma temperatura por 20 minutos. Apds, o tampao de lavagem foi
descartado. A seguir, a membrana foi colocada numa bandeja de plastico com tampao
secunddrio de lavagem (SSC2X), até total cobertura e incubando a temperatura ambiente,
por cinco minutos, sob agitacdo; o tampao foi descartado e esta etapa foi repetida. A

membrana foi retirada e seca 2 temperatura ambiente, em papel 3MM (Whatman®).
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3.9 - Lavagem da membrana depois da hibridizacao

O tampao de hibridizacao foi descartado, e adicionado 50-100ml do tampao de
lavagem (uréia) a 42°C por 20 minutos. Em seguida o tampao de lavagem foi descartado e
repetida a operacdo novamente. O tampdo primdrio foi descartado e a membrana foi
colocada na bandeja com tampao secundario de lavagem (2X SSC) 500 ml, incubado a
temperatura ambiente por cinco minutos, em seguida agitado por no maximo 30 minutos.

O tampao foi descartado e a operacao repetida.

3.10 - Deteccao

Esta etapa foi realizada em camara escura, apenas na presenca de luz vermelha.
Para a deteccdo foi utilizada o Kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech®), contendo os
reagentes de deteccdo um e dois. Foi misturado volume igual de cada reagente de deteccao.
A membrana foi colocada em uma bandeja de pléstico e imersa nos reagentes. O excesso de
reagentes foi retirado e a membrana colocada em um saco plastico vedado. A membrana foi
exposta a filme radiografico (Hyperfilm - Kodak®) por 10-120 minutos. O filme foi
revelado em equipamentos apropriados no Departamento de Farmacologia

FCM/UNICAMP. A membrana foi estocada em sacos plasticos a 4°C.

3.11- Analise dos Perfis Moleculares

Os resultados dos perfis moleculares obtidos pela técnica de RFLP foram
analisados com o auxilio do Programa BioNumerics 4.50 Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium no laboratério de Hanseniase da Fundacdao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) sob
orientagdo do Prof. Dr. Phillip Noel Suffys e colabora¢do do mestrando Diogo dos Santos

Netto.
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Durante o periodo de estudo de outubro de 2002 a agosto de 2004, foram
incluidos 506 pacientes infectados pelo HIV. Desses, 335 tiveram cultura do escarro
positiva e em 315 delas foi identificado o M. tuberculosis. Foram genotipados 158 isolados
com o auxilio da técnica da RFLP, utilizando a seqiiéncia de insercdo IS67/10. As

populacdes de pacientes incluidos no estudo podem ser vistas na Figura 7.

HIV+
506

[ |
Cultura - Cultura +
171 335

M.tuberculosis
315

1S6110 "fingerprint"
158

Figura 7- Populacdes de individuos incluidos no estudo.

Da populacdo de estudo, (=158 casos), 103 (65%) pacientes eram do sexo

masculino e 55 (35%) do sexo feminino.
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Um exemplo dos padrdes genotipicos encontrados pode ser visto na Figura 8.
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Figura 8 - Exemplo de gendétipos obtidos no estudo. Colunas 1, 11 e 21 - cepa de referéncia

(MT 14323). Colunas 2 a 10 e 12 a 20 isolados estudados.

Foram observados 113 padroes diferentes em 124 isolados analisados,
excluidos os 34 que apresentaram menos de seis seqiiéncias IS6110. Desse total de isolados
com padrdes genotipicos analisdveis (n=113), 103 isolados tinham gendtipos particulares.
Outros 21 isolados estavam agrupados em “clusters”. Nove deles com dois isolados cada e
um com trés isolados. Um exemplo de um dos “clusters” encontrados pode ser visto na

Figura 9.

Resultados
43



Figura 9 — Exemplo de um dos “clusters” encontrados.

O nimero de cépias de IS6110 observadas nesses genomas variaram entre uma
e 18 bandas, como pode ser observado no Grafico 1. As cepas com 12 seqiiéncias 1S6710
predominaram. Nas amostras analisadas, observaram-se padrdes genotipicos com menos de
seis seqiiéncias IS67/70 (n=34; 21.5%) e que, portanto, foram excluidas da andlise do

coeficiente de similaridade.

O ndmero de seqiiéncias de insercao observadas nos genomas variaram de 1 a

18 bandas como segue:

a) quatro isolados com uma banda, b) trés isolados com duas bandas,
¢) nove isolados com trés bandas, d) dez isolados com quatro bandas, e) oito isolados com
cinco bandas, f) dois isolados com seis bandas, g) nove isolados com sete bandas,
h) quinze isolados com oito bandas, i) dez isolados com nove bandas, j) dezesseis isolados
com 10 bandas, k) quatorze isolados com 11 bandas, 1) vinte e seis isolados com 12 bandas,
m) quatorze isolados com 13 bandas, n) seis isolados com 14 bandas, 0) quatro isolados

com 15 bandas, p) seis isolados com 16 bandas, q) dois isolados com 18 bandas.
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Grifico 1- Distribui¢do dos isolados, segundo o nimero de seqiiéncias IS67/0 encontradas

Foram identificados dez “clusters”, compostos como se segue: a) “cluster” seis
com dois pacientes, b) “cluster” oito com dois pacientes, c) “cluster” 10 com dois pacientes
d) “cluster” 11 com dois pacientes e) “cluster” 12A com trés pacientes, f) “cluster” 12B
com dois pacientes, g) “cluster” 12C com dois pacientes, h) “cluster” 12D com dois
pacientes, i) “cluster” 13 com dois isolados e j) “cluster” 16 com dois isolados. Essa
denominacdo foi arbitrariamente adotada. No gréafico 2 pode-se observar a distribui¢do do

numero de seqii€éncias observadas nos isolados, bem como os “clusters” caracterizados.
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Grafico 2 — Distribuicdo dos isolados, segundo o nimero de seqiiéncias IS6110 e seus

respectivos “clusters” encontrados.

Os diversos padrdes genotipicos reunidos em “clusters” apresentaram 100% de
homologia. Os isolados que exibiram menos do que seis seqiiéncias, na sua maioria, se
apresentaram em conglomerados. Baseado no coeficiente de similaridade, 85% dos

isolados, exibiram mais do que 65% de homologia (Figura 10).
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Figura 10 — Andlise filogenética (dendrograma) dos isolados genotipados (n

segundo o padrdao do RFLP encontrado

= 158),
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Os métodos de genotipagem de microrganismos com fins epidemioldgicos, de
fato, representaram um avanco na compreensao da histéria natural das doengas infecciosas.
No caso da tuberculose, a descricdo de um método como a caracterizacdo do nimero e da
posicdo, no genoma de M. tuberculosis, da seqiiéncia de inser¢do 1S6170 (IS6110 RFLP),
foi fundamental e tem sido uma ferramenta valiosissima em estudos desse tipo. Essa
abordagem revela nexos temporais, pessoais e geograficos nio acessiveis a investigacao

epidemioldgica classica (Lambregts-van Weezenbeek et al., 2003).

Sdo abundantes as recomendagdes e padronizagdes dessa técnica, bem como ela
tem sido empregada, na pratica, em programas bem formulados de controle da tuberculose

(McConkey et al., 2002; Kimerling et al, 1998).

H4 também uma profusdo de relatos na literatura dando conta de perfis
genotipicos e de caracterizacdo de isolados, segundo o nimero dessas seqiiéncias, de forma
a constituir bancos de dados, perfeitamente compativeis, j4 que ha padronizacdo da
execucgdo e andlise dessas informagdes. O emprego de programas de computador destinados

ao armazenamento e comparacao desses perfis genotipicos torna rapida essa tarefa.

Essas informagdes, geralmente, vém de locais em que existem recursos para tal.
Embora dotada de reprodutividade e utilidade inquestiondveis, ela € uma técnica cara e
trabalhosa. Portanto, ndo ha muitas informacdes acerca desses dados provenientes de paises
com baixo nivel de desenvolvimento. Em Mocambique ha um tnico estudo (Caugant et al.,
1995) em que foram genotipados 66 isolados de M. tuberculosis, com o auxilio do 1S6710
RFLP. Trata-se de uma investigacdo destinada a relacionar epidemiologicamente cepas

resistentes a rifampicina.

Ha restri¢cdes, entretanto, ao seu emprego. A principal € a ndo existéncia dessa
seqiiéncia em alguns isolados. Em 1993, van Soolingen et al, relataram pela primeira vez o
encontro de um isolado proveniente da india, em que ela ndo foi demostrada. Ainda,
Radhakrishan et al. 2001, na India, demonstrou que, de um total de 80 isolados, 19 nao
possuiam a seqii€éncia IS61170. Essa ocorréncia, entretanto, quando considerados os dados
mundiais € considerada rara, pois uma das caracteristicas dos microrganismos do complexo

M. tuberculosis € a existéncia dessas seqiiéncias em seu genoma e hd, inclusive, métodos de
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identificacdo que se baseiam na sua amplificacdo. Uma das explicacdes para esses achados
da India é o isolamento geogrifico de suas populacdes e a possivel evolugio dos isolados, a
partir de poucos ancestrais. Neste trabalho, todos os isolados genotipados possuiam a

seqiiencia IS6110.

Uma outra limitacdo desse método € a existéncia de poucas seqiiéncias em um
gendtipo particular. Considera-se ndo haver polimorfismo suficiente que permita o
agrupamento em clones quando os isolados, mesmo possuindo localizagdo idéntica das
seqiiéncias, exibem menos do que seis bandas. Também, em isolados de pacientes da India,
Radhakrishnan 2001, relatou a ocorréncia de 31 casos que tinham apenas uma cépia da
IS6110 e oito que tinham entre duas e cinco cépias, dentre 80 isolados testados. Das et al.
1995, analisando isolados recuperados de pacientes de Madras, fndia, obtiveram 40% de
isolados sem, ou com uma s6 copia da seqiiencia IS67170. Narayanan et al., 2002, também
estudando pacientes do sul da India, encontraram 41% de isolados com apenas uma
seqiiencia IS67710. No Brasil, Suffys et al. 2000, relataram que 17% de 219 cepas
provenientes de varias regides e investigadas com essa técnica exibiam menos do que seis
cOpias. Embora o numero de isolados analisados nio seja suficiente de modo a permitir
inferéncias aplicdveis ao total de casos observados em Mogambique, esses resultados
permitem dizer que esse método pode ser aplicado com finalidades epidemioldgicas e que
em um numero razoavel de casos, uma segunda técnica, como a espoligotipagem, devera
ser realizada para o eventual relacionamento genotipico entre isolados que exibem menos

do que seis copias da IS6110.

Ha diferencas entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento, quando se
compara o gendtipo obtido com a técnica do IS67/70 RFLP. Ja que essa técnica também
pode ser utilizada para tracar a filogenia de grupos isolados, é possivel verificar-se o
relacionamento genético de um grupo de cepas estudadas. Assim é que, comparando-se 0s
gendtipos de isolados obtidos na Tanzania (Gillespie et al, 1995), por exemplo, verifica-se
que hd uma considerdvel homologia entre esses perfis. Em trabalho semelhante,
van Soolingen et al. 1991 relata que entre isolados obtidos na Holanda hd consideravel
diversidade. A possivel explicacdo para esse fato € que nos locais onde ocorre um nimero

grande de casos, também hd uma transmissdo intensa de microrganismos entre o0S
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individuos, o que equivale a dizer que esses organismos t€ém parentesco proximo. Nas dreas
de baixa prevaléncia, a maioria dos casos de doenca corresponde a reativacdes causadas,
portanto, por microrganismos néo relacionados. E 16gico que, nos surtos, ocorram eles em
paises desenvolvidos ou ndo desenvolvidos e a homologia dos isolados é completa. Os
isolados estudados neste trabalho, segundo pode-se verificar no dendrograma apresentado,
possuiam relacionamento genotipico préximo, pois a maioria dos isolados exibe mais que
65% de homologia, confirmando o argumento apresentado anteriormente. Mocambique €
um pais de baixo nivel de desenvolvimento, de pouco recursos e elevada incidéncia de

tuberculose.

Em andlises genotipicas tém sido também utilizadas para documentar a
distribuicdo global de cepas de M. tuberculosis. Em um estudo realizado na Holanda,
Borgdorff et al. 1998, demonstraram que 17% de casos de tuberculose registrados podiam
ser relacionados a casos indice de outras nacionalidades. Em estudo realizado no Brasil,
Calusni et al. 2003, comparando com os gendtipos obtidos de isolados de pacientes de
Campinas, Sao Paulo, com os de um banco de dados dos Estados Unidos, mostraram que
haviam isolados com genotipos idénticos aos isolados em cidades americanas da fronteira
com o México e na cidade de Nova lorque. Ao contrario, Hermans et al. 1995, na Holanda,
examinando cepas provenientes da Etidpia, Tunisia e da prépria Holanda, ndo encontraram
um ndmero significativo de isolados de gendtipo idéntico, indicando um isolamento estrito
dos reservatdrios bacterianos nesses paises. Neste estudo, os genétipos obtidos ndo foram
comparados com outros bancos de dados internacionais, porém, tendo introduzido essa
técnica no local e com a coleta de um maior nimero de isolados, tais estudos serdo

possiveis.

Populacdes de individuos com caracteristicas proprias que facilitam a
transmissao da tuberculose, também tém sido analisadas com o auxilio do IS6//0 RFLP.
Ferrazolli et al. 2000, mostraram que, em isolados multiresistentes, provenientes de
pacientes infectados pelo HIV, t€m uma maior freqii€ncia de “clusters”, indicando a
transmissdo recente. Em trabalho semelhante, Ivens-de-Aradjo et al. 1998, verificaram
também a maior freqii€éncia de “clusters” em pacientes portadores do HIV. Nos pacientes

estudados neste trabalho, todos HIV positivos a freqiiéncia de isolados em “clusters” foi de
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cerca de 17%, sugerindo também a transmissao da tuberculose nesses casos. Entretanto este
trabalho ndo se destinou a caracterizar surtos ou mesmo descrever a histéria da doenga no
cenario de Moc¢ambique. O numero de isolados testados € reduzido em relacdo a
expectativa do total de casos, de forma que nio se permitem inferéncias sobre a ocorréncia

da tuberculose naquele pafs.
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Os perfis genotipicos obtidos com a técnica IS6//0-RFLP aplicada a
isolados de M.tuberculosis, obtidos de Maputo, Mogambique, mostraram um
significativo polimorfismo, permitindo a caracterizacdo de 113 padrdes

distintos.

Foi possivel o agrupamento de isolados de 10 “clusters” distintos, um com

trés isolados e nove com dois.

Foram encontradas 21,5% cepas com menos de cinco copias de 1S6110,
impossibilitando a andlise de similaridade entre os gendtipos. Um segundo

marcador genético deve ser utilizado nesses casos.

A andlise do polimorfismo de fragmentos de restri¢ao, utilizando como
marcador a seqiiéncia IS6110, pode ser feita em isolados de Mogambique
para o estudo epidemioldgico de casos de tuberculose. Entretanto, o nimero
significativo de casos de isolados com menos de cinco cOpias dessas
seqiiéncias exige o emprego de um segundo marcador genotipico para tais

estudos.
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Abstract: IS67/10 RFLP has been the most widely used genetic subtyping
method for M. tuberculosis strains, to characterize disease outbreaks or for evolutionary
genetics studies. In Mozambique, where tuberculosis exhibits a high prevalence, there is
not enough information about IS67/70-RFLP patterns of local M. tuberculosis strains. The
description of the fingerprinting patterns obtained with this methodology can be useful
locally for epidemiological purposes, and internationally to investigate the relatedness of

strains isolated in Mozambique to other areas of the world. In this study, a collection of 158
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isolates of M. tuberculosis strains, as identified by using hsp65-PRA, recovered from HIV-
infected patients with pulmonary tuberculosis residing in Maputo, Mozambique, was
genotyped. The number of IS67/10 copies ranged from 1 to 18, with 21.5% of strains
exhibiting less than six copies. A total of 10 clusters were found, one consisting of three
strains and all the others of two strains. Isolates showing less than six bands were not
included in the cluster analyses due to low discriminatory power of the analysis. Based on
similarity coefficients 85% of strains had more than 65% homology. This data show that M.
tuberculosis strains obtained in Mozambique, Africa can be analyzed for epidemiological
purposes with the use of this genotyping technique. However, a considerable number of
strains exhibited a low number of IS6//0 copies, and a second genetic marker as
spoligotyping has to be used. Most strains showed relatedness higher than 65% as revealed

by the similarity coefficient.
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IS6110 POLYMORPHISM IN Mycobacterium tuberculosis ISOLATES FROM
HIV INFECTED PATIENTS LIVING IN MAPUTO, MOZAMBIQUE
INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) remains one of the most important infectious causes of death
in the world, both in industrialized and developing countriesi. The incidence and morbidity
from TB have been greatly exacerbated by the Human Immunodeficiency Virus (HIV)
pandemic2. Therefore, strategies for the control and elimination of TB among foreign-born
persons at high risk should be directed toward the treatment of latent TB infection. The
restriction fragment-length polymorphism analysis probing the insertion sequence 1S6110,
has been a valuable tool to study TB transmission chains3. This method allows for
inferences, based on the similarity of strain fingerprints. The standardization of the method
also allows for comparison of the DNA profiles of fingerprints created in different
laboratories and tracking possible transfer of isolates between geographic areass. In
countries with inadequate TB control, non-standardized treatment is common, resulting in
multiple re-treatment regimens and high rates of MDR-TB. In many countries from Sub-
Saharan Africa, where control programs are well established, the numbers of new TB cases
are steadily increasing due to the presence of HIVs. Mozambique has a population of
almost twenty million people; and. the prevalence of tuberculosis is 265 per 100000
inhabitants. 48% of TB patients are co-infected with HIVs. Only one genotyping study has
ever been previously done in Mozambique, with a small number of strains7. The description
of the fingerprinting patterns obtained with this methodology can be useful locally for
epidemiological purposes, and internationally to investigate the relatedness of strains

1solated in Mozambique to strains isolated in other areas of the world.
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PATIENTS AND METHODS

Setting - The study was carried out in two large general hospitals located in
Maputo: The Hospital Central de Maputo (HCM), and Hospital Geral de Machava. The
first is the reference for the south region of the country, and the second is the national
reference for TB cases. Most of TB/HIV co-infected patients are admitted to those facilities
when hospitalization is needed. The study was conducted from October 2002 through
August 2004.

Study population - Patients admitted with suspicion of pulmonary
tuberculosis, and unknown HIV statuses were evaluated. The diagnosis of tuberculosis was
done on the basis of complaints, clinical findings, chest X-ray findings, AFB smear, and

culture.

AFB smear, and culture - Sputum samples and bronchial lavage effluents
(BLE) were processed by Ziehl-Neelsen, Fucsin or Auramine stain. Lowenstein-Jensen and
Stonebrink culture media were used simultaneously for cultures in all cases Identification
of Mycobacteria - Polymerase Restriction Analysis (PRA) of hsp65 gene was used for
species level identification of isolates, as recommendeds. Mycobacterium tuberculosis
Complex strains were further identified with amplification and restriction of gyrB gene
products as reporteds. These tests were done at the Bacterial Pathogenesis Laboratory,

UNICAMP, Brazil.

IS6110 RFLP - This method was performed by an international standardized

protocols. Fingerprint patterns were analyzed using Gel-Compar Bio Numerics® 4.50.
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RESULTS AND DISCUSSION

The advanced understanding of the molecular biology of M. tuberculosis has
proven invaluable in unraveling the epidemiology of TB3. In Mozambique, molecular
typing and population-based data for epidemiology and transmission studies of TB are

scarce.

During the study period, 506 patients were evaluated, 335 had positive cultures,
and 315 were subsequently identified as M. tuberculosis. From this subset of strains IS67170
genotyping was performed in 158 isolates, each one corresponding to one patient. These
numbers can be seen in Figure 1. Overall, 113 distinct RFLP patterns were found.
Individual fingerprints had from 1 to 18 IS6/7/0 copies. Most strains exhibited twelve
IS6110 copies. This data is shown in Graphic 1. 10 clusters were characterized: one
consisting of three isolates and the remaining of two isolates each. Isolates showing less
than six bands (n=34; 21.5%) were not included in the cluster analyses due to the low
discriminatory power of the analysis. Based on similarity coefficients, 85% of strains had
more than 65% homology. This data shows that M. tuberculosis strains obtained in
Mozambique, Africa can be analyzed for epidemiological purposes with the use of this
genotyping technique. However, a considerable number of strains exhibited a low number
of IS6110 copies, and a second genetic marker as spoligotyping has to be used to group
these strains for clustering analysis. Most strains showed relatedness higher than 65% as

revealed by the similarity coefficient.
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