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RESUMO 

 

 

 xvi



A tuberculose é a principal causa de morte no mundo entre as doenças infecciosas, 

produzindo 2 milhões de óbitos ao ano. Estima-se que um terço da população mundial 

esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis, ou seja, 1,7 bilhões de pessoas. Em 

países africanos, o problema da tuberculose e da aids adquiriu proporções de grande 

magnitude. Em Moçambique, o coeficiente de incidência é de 460 casos/100.000 

habitantes/ano, com mortalidade de 129 casos/100.000 habitantes/ano. Este estudo 

documenta a relevância desse problema. Duzentos e trinta e sete isolados clínicos de 

Mycobacterium tuberculosis foram caracterizados por IS6110-RFLP e “Spoligotyping”, 

com o objetivo de avaliar a biodiversidade do bacilo da tuberculose na cidade de Maputo, 

Moçambique, África, onde há uma elevada incidência de tuberculose. Os resultados obtidos 

com o uso da técnica IS6110-RFLP exibiram uma considerável variabilidade genotípica, ou 

seja, cerca de 70,5% dos exemplares analisados corresponderam a genótipos únicos. A 

interpretação desse achado deveria ser feita juntamente com o estudo epidemiológico 

clássico, bem como a ampliação do número de casos analisados. Porém, a grande 

variabilidade genotípica nesse cenário em que a transmissão da doença é intensa, dado o 

número elevado de casos, indica, provavelmente, a situação endêmica em si, bem como o 

tempo prolongado em que isso se dá. Além disso, a grande mobilidade interna, ocorrida 

depois das intensas guerras civis, trazendo para a cidade indivíduos de diversos outros 

locais, pode também ter contribuído para essa diversidade. Encontramos também uma alta 

freqüência de cepas com baixo número de cópias (20,2% da IS6110). Todos os isolados 

foram também submetidos ao “Spoligotyping”. Essa técnica foi mais discriminatória para 

os isolados com menos de 6 cópias da IS6110 do que o RFLP e menos discriminatório para 

os isolados com mais de 6 cópias da IS6110. As famílias mais freqüentemente encontradas 

no conjunto das cepas foram: LAM, EAI, T e Beijing, distribuídas entre os 35 

agrupamentos, com 193 isolados. Em ambos os agrupamentos, tanto os derivados da 

técnica “IS6110-RFLP”, quanto o “Spoligotyping”, não houve nenhuma correlação com a 

resistência à isoniazida, e mesmo com os isolados multirresistentes.  
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Tuberculosis is the leading cause of death among infectious diseases in the world, with 

approximately two million deaths each year. Among Sub-Saharan African countries, 

tuberculosis and AIDS represents an enormous problem. In Mozambique, the incidence of 

tuberculosis is as high as 460 cases/100,000 inhabitants/year, with a mortality rate of 129 

people/100,000 inhabitants/year. The present study re-enforces the importance of this 

problem. A sample of 237 clinical strains of Mycobacterium tuberculosis isolated from 

HIV-infected patients, living in the city of Maputo, Mozambique, was genotipically 

characterized by IS6110-RFLP and Spoligotyping. IS6110-RFLP showed a considerable 

variability (70.5%) corresponding only to genotypes. Limitations in sampling, and scarce 

epidemiological data, may account for lack of definition of risk factors for TB transmission 

in this study. A high frequency of strains exhibiting low IS6110 copy number (n=20,2%) 

was observed. These strains were further genotyped by Spoligotyping. The most frequently 

found families, characterized with the use of this technique were: LAM, EAI, T and 

Beijing. These isolates (n=193) could be grouped in 35 clusters. Spoligotyping was more 

discriminatory for isolates exhibiting less than six IS6110 copies than RFLP. No correlation 

was found between resistance to INH, or even multidrug-resistance and clustering. 
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1.1- Aspectos microbiológicos  

As micobactérias estão posicionadas taxonomicamente na Ordem 

Actinomycetales, Família Mycobacteriaceae e gênero Mycobacterium  

(Runyon et al, 1967)1.  

O gênero Mycobacterium é constituído por bacilos imóveis, não esporulados, 

não encapsulados, medindo de 1-10 micrômetros de comprimento e 0,2-0,6 micrômetros de 

largura. Possuem alto teor de lipídios em sua parede celular. Apresentam propriedade 

morfotintorial álcool-ácido resistente e coloração fracamente Gram positiva. O tamanho do 

seu genoma é em torno de 4,4 mb, com alto teor de G-C 962-70%. 

O crescimento da maioria das espécies do gênero Mycobacterium é lento e seu 

tempo de duplicação varia de 18 a 48 horas, o que torna a tuberculose uma doença de 

evolução lenta e muitas vezes crônica (Veronesi e Focaccia, 1996; Murray et al., 1999). As 

colônias do M. tuberculosis desenvolvem-se na superfície do meio de cultura de 

Löwenstein-Jensen e não alteram cor desse meio, têm coloração creme e aspecto rugoso. A 

temperatura ótima de crescimento é 37°C (Brasil, 1994).  

O M. tuberculosis, responsável pela tuberculose humana, foi descoberto em 

1882, por Robert Koch. Ele pertence ao “Complexo Mycobacterium tuberculosis” 

(CMTB), sendo constituído por outras espécies, como: M. bovis subsp. bovis, M. caprae, 

M. bovis BCG, M. africanum (subtipos I and II), M. microti. O M. canetti, não se encontra 

na lista as bactérias com nomenclatura padronizada2.   

Recentemente, um novo membro desse complexo, o M. pinnipedii, foi proposto 

por Cousins et al. (2003). Fenotipicamente, todos os membros do CMTB são semelhantes 

(van Soolingen et al., 1997; Brosch et al, 2002; Mostowy et al, 2002) e apresentam 99% de 

similaridade genética nos níveis de nucleotídeos e idênticas seqüências 16SrRNA  

(Brosch et al, 2002).  

                                                 
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=1760&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlo 

 
2 http://www.bacterio.cict.fr/  

http://www.bacterio.cict.fr/


1.2- Epidemiologia da tuberculose  

A tuberculose é a principal causa de morte entre as doenças infecciosas, 

ocorrendo aproximadamente mais de 2 milhões de óbitos ao ano. Anualmente, surgem  

8 a 10 milhões de casos no mundo. Estima-se que um terço da população mundial esteja 

infectada pelo MTB, ou seja, 1,7 bilhões de pessoas (World Health Organization, 2006).  

Calcula-se que em 2004 houve 8,9 milhões de casos novos de tuberculose 

(Incidência = 140/100.000 habitantes). Desses, 3,9 milhões (62/100.000) eram bacilíferos e 

em 741.000 casos também eram infectados com HIV. A prevalência, no mesmo período, 

foi de 14,6 milhões (229/100.000), dos quais 6,1 milhões eram bacilíferos (95/100.000). 

Mais de 80% do total de novos casos de tuberculose em 2004 eram pacientes africanos e de 

regiões do Oeste do Pacífico e Sudeste asiático. Estima-se, também, que 1,7 milhões de 

pessoas (27/100.000) morreram de tuberculose em 2004, incluindo aquelas co-infectadas 

com HIV (248.000) (World Health Organization, 2006). 

Com o desenvolvimento de drogas eficazes para o tratamento da tuberculose 

nas décadas de 1950 e 1960 e o rápido declínio do número de casos novos em países 

desenvolvidos, chegou a ser considerada a sua erradicação. Com isso, houve paulatina 

negligência nos programas de controle da doença.  

Associada à pandemia da Aids, a partir de 1981, houve o aumento das taxas de 

incidência da doença, inclusive com o desenvolvimento de isolados resistentes às drogas 

empregadas no seu tratamento (van Soolingen, 2001). Esse cenário extremamente 

desfavorável atingiu mais fortemente os países em desenvolvimento, devido às precárias 

condições sanitárias, às deficientes políticas de controle das epidemias, e ao acesso 

deficitário aos serviços de saúde. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (World Health Organization, 

2006a), a Índia lidera a lista dos países com maior carga de tuberculose, seguido pela China 

(A OMS classifica os países com alta carga de tuberculose pelo número absoluto de novos 

casos da doença no país, sem o ajuste pelo tamanho da população).  Moçambique ocupa o 

19° lugar nessa lista com a detecção de novos casos e o sucesso no tratamento 

permanecendo deficientes. 
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1.3- Tuberculose na África subsaariana 

Em países africanos, o problema da tuberculose e da Aids adquiriu proporções 

de grande magnitude, com resultados devastadores para a população, especialmente na 

África subsaariana (a África subsaariana corresponde à região do continente africano a sul 

do Deserto do Saara, ou seja, aos países que não fazem parte do Norte da África)3. A 

incidência da doença nessa área é de mais de 400 casos por 100.000 habitantes4  

(World Health Organization, 2004) (figura 1). 

Nos países africanos de língua portuguesa, como Moçambique, a incidência é 

de 460 casos/100.000 habitantes/ano, com mortalidade de 129 pessoas/100.000 

habitantes/ano (Moçambique tem uma população de 19.424 milhões de habitantes). A 

prevalência da infecção pelo HIV em casos de indivíduos portadores de tuberculose é de 

48% (Nunes et al, 2005; World Health Organization, 2006a).  

 
 

 

Figura 1- Taxa de incidência (/100.000hab.) de todas as formas de tuberculose em diversos 

países do mundo. 

                                                 
3 http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica_subsariana 
4 http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs104/en/ 
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1.4- Tuberculose e a co-infecção pelo HIV 

A tuberculose é a principal causa de morte nos pacientes infectados pelo HIV. 

Houve, sem dúvida, um agravamento do panorama da tuberculose devido à epidemia da 

Aids. Estima-se que haja, no mundo, cerca de 15 milhões de casos de TB associados ao 

HIV infecção (figura 2).  

Em alguns países com alta prevalência de infecção pelo HIV, até 80% dos 

pacientes com tuberculose apresentam-se infectados pelo vírus. Parece que o agravamento 

do quadro da tuberculose nessa região é devido ao descontrole da transmissão do HIV na 

população5. Na África subsaariana, estima-se que cerca de 8 milhões de pessoas estejam 

infectadas pelo M. tuberculosis e, anualmente, 5 a 10% desses indivíduos desenvolvem 

tuberculose. Desse total de co-infectados, 37% vivem nos seguintes países: Botsuana, 

Tanzânia, Malauí, Zimbábue e Moçambique (Moçambique, Ministério da Saúde, 1994).  

. 

 

Figura 2- Estimativa mundial da co-infecção TB-HIV. 

                                                 
5 http://www.who.int/hiv/topics/tb/en/ 

População Mundial: 6 bilhões 

TB Infecção: 2 bilhões 

 HIV Infecção: 30 milhões 

 TB+HIV Infecção: 15 milhões 

TB e HIV Infecção 

http://www.who.int/hiv/topics/tb/en/


Em Moçambique, a morbidade por tuberculose e Aids aumentou nos últimos 

anos, apesar do Programa Nacional de Controle da Tuberculose (NTCP - National 

Tuberculosis Control Programme). Isto talvez seja explicado pelas óbvias dificuldades 

econômicas e sociais encontradas durante o período da recente guerra civil e a larga 

disseminação do HIV. Pouco se conhece sobre a dinâmica dessa doença tanto na população 

infectada quanto não infectada pelo HIV (Nunes et al, 2005). 

 

1.5- Métodos moleculares aplicados à epidemiologia da tuberculose 

Até o final da década de 80, apenas a fagotipagem, sorotipagem e a 

determinação do perfil de resistência aos antimicrobianos permitiam a diferenciação de 

cepas de M. tuberculosis. Além desses, os testes bioquímicos (Chiodini, 1986) foram, por 

muito tempo, utilizados na sua identificação. São métodos muito trabalhosos e com baixo 

poder de diferenciação, tornando o seu uso limitado (Hopewell et al, 1992). 

Diversas técnicas moleculares têm sido aplicadas na diferenciação das cepas de 

micobactérias, revolucionando a investigação epidemiológica no mundo. Os trabalhos que 

empregaram tais técnicas são conhecidos como “Estudos de epidemiologia molecular” 

(Maslow et al., 1993). 

A epidemiologia molecular consiste na integração de técnicas moleculares 

utilizadas para rastrear cepas específicas de patógenos com abordagens epidemiológicas 

convencionais, na tentativa de entender a distribuição e a fonte primária da doença nas 

populações (de forma simplificada é baseada na suposição de que pessoas infectadas com 

cepas genotipicamente idênticas apresentam uma relação epidemiológica, enquanto, cepas 

de diferentes perfis genéticos não apresentam uma relação). No entanto, a validade desta 

suposição depende de propriedades evolucionárias dos marcadores genéticos utilizados. 

Eles devem ser suficientemente polimórficos para distinguir cepas não relacionadas e 

estáveis suficientes para identificar o mesmo clone em diferentes amostras  

(Savine et al, 2003).  
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Cada método produz um perfil genético que é específico para a cepa examinada 

e esses perfis são referidos como impressões digitais ou “fingerprints”. Quando duas ou 

mais cepas tem idênticos ou “fingerprints” muito similares, eles são referidos como do 

mesmo agrupamento ou “cluster”. Assim, cepas isoladas de diferentes pacientes, mas 

pertencentes ao mesmo “cluster”, podem estar epidemiologicamente relacionadas, por 

exemplo, poderia refletir uma recente transmissão entre os pacientes (Moström et al, 2002). 

Os testes moleculares tornarem-se importantes quando foram detectados e 

caracterizados elementos repetitivos no genoma de bactérias pertencentes ao complexo 

MTB (Thierry et al, 1990). 

As enzimas de restrição genômica foram utilizadas primeiramente por Collins e 

de Lisle (1984), entretanto, a análise visual era de difícil discriminação devido ao grande 

número de fragmentos obtidos. Na tentativa de melhorar o poder discriminatório dessas 

técnicas foram empregadas sondas de ácidos nucléicos dirigidas a regiões variáveis do 

genoma, denominadas seqüências de inserção (IS), resultando na produção de fragmentos 

limitados, facilitando a análise.  

A seqüência de um desses elementos, a IS6110, encontrada no complexo  

M. tuberculosis, foi descrita por Thierry et al (1990). Em relação a essa seqüência é 

considerado o alto polimorfismo gerado, porém com uma estabilidade suficiente para 

investigações epidemiológicas (van Soolingen et al, 1991). 

A IS6110 possui 1.355 pb (figura 3) e o número de cópias de IS6110 no 

genoma do MTB varia, geralmente, entre 0 a 25 bandas e sua posição no cromossomo é 

variável entre diferentes isolados (van Embden et al., 1993; Mostrom et al., 2002).  
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Figura 3- Mapa do elemento de inserção IS6110 do Mycobacterium tuberculosis 

com1355pb. Estão demonstradas posições de corte de outras enzimas de 

restrição. A enzima PvuII corta o elemento de inserção na posição 461pb. As 

linhas, à direita e à esquerda, representam DNA cromossômico.  

 

A identificação de micobactérias através da análise de fragmentos de restrição 

de produtos de PCR (PCR-Restriction Enzyme Analysis-PRA-PCR ou PCR-RFLP) do 

gene hsp65 (Telenti et al, 1993), por sua vez, permitiu a caracterização de padrões de 

restrição típicos de diversas espécies de micobactérias. A diferenciação dos membros do 

CMTB pode ser realizada por PCR-RFLP do gene gyrB (Kasai et al, 2000).  

O uso da técnica baseada na detecção de polimorfismos dos comprimentos dos 

fragmentos de restrição (IS6110-RFLP), a tipagem pelo oligonucleotídeo espaçadores 

(“Spoligotyping”) e a combinação de unidades repetitivas intercaladas nas micobactérias 

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units and Variable Numbers of Tandem  

Repeats-MIRU-VNTR) são as técnicas mais utilizadas para estudos epidemiológicos em 

larga escala (Suffys et al, 2000). 

Apesar de existirem diferentes métodos, cada qual possuindo diferentes alvos 

genômicos, a análise do polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição utilizando 

a seqüência de inserção IS6110 (IS6110-RFLP) é considerada a referência para estudos 

epidemiológicos moleculares, seja pela sua melhor reprodutibilidade ou sensibilidade  

(van Embden et al, 1993). Ela apresenta um excelente poder discriminatório, mas em cepas 

com baixo número de cópias da IS6110 esse poder discriminatório é baixo, havendo a 

necessidade de métodos de genotipagem complementares (Braden et al, 1997;  

Burman et al, 1997; Yeh et al, 1998). Outra desvantagem dessa técnica é o trabalho 



excessivo e a necessidade de uma grande quantidade de DNA purificado  

(van Embden et al, 1993; Kremer et al, 1999).  

O “Spoligotyping” é uma técnica baseada no polimorfismo das Repetições 

Diretas (DR - “Direct Repeat”) presentes no “locus” do DNA do MTB. Esse “locus” 

contém múltiplas cópias de seqüências bem conservadas de 36 pares de bases (pb), 

intercaladas por seqüências curtas não repetitivas, denominadas espaçadores, que variam de 

34 a 41 pb de tamanho (Kamerbeek et al, 1997). A associação de uma DR e um espaçador é 

denominada Repetições Diretas Variáveis (DVR - “Direct variable Repeat”) e as cepas 

podem consequentemente se diferenciar por uma ou mais DVRs, criando um padrão para 

cada cepa quando analisado pelo “Spoligotyping” (Groenen et al, 1993). 

A técnica de “Spoligotyping” tem sido utilizada nos estudos dos agrupamentos 

das cepas de MTB aplicados à epidemiologia molecular (Kamerbeek et al, 1999) e estudos 

genéticos evolucionários (Sola et al, 2001). 

Recentemente, foram criados bancos de dados com perfis genotípicos de MTB 

denominados: “spoligotypes”. Esses bancos de dados contêm uma distribuição global e 

filogenética dos “spoligotypes” mundiais (Sola et al, 2001). A criação desses bancos de 

dados proporcionou a comparação dos perfis genotípicos encontrados nas diferentes regiões 

do mundo, permitindo a melhor compreensão da dinâmica da doença (Filliol et al, 2002). A 

última versão do banco de dados, denominado SpolDB4 foi atualizada por  

Brudey et al (2006) e está disponível no endereço eletrônico: http://www.pasteur-

guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html 

O “Spoligotyping” apresenta duas vantagens sobre o IS6110-RFLP: primeiro 

permite subtipar os isolados utilizando pequenas quantidades de DNA e a partir de amostra 

clínica e segundo os resultados pode ser expressos em formato digital, o que permite a 

montagem de bancos de dados e a comparação interlaboratorial (Dale et al, 2001).  

A desvantagem dessa técnica é o seu baixo poder discriminatório em relação ao 

IS6110-RFLP. Ela é menos discriminatória em isolados com alto número de cópias de 

IS6110. Entretanto, ela é superior nos isolados com menos de cinco cópias de IS6110 

(Kamerbeek et al, 1997; Bauer et al, 1999; Kremer et al, 1999).  
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O “MIRU-VNTR” utiliza como marcador genético um VNTR  

(Variable Numbers of Tandem Repeats) específico encontrado no MTB, os MIRUs 

(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) estão distribuídos nos loci do genoma 

bacteriano. Inicialmente a tipagem por MIRU era limitada, incluindo poucos conjuntos de 

loci, o que o tornava insuficientemente discriminatório (Kremer, 1999). Atualmente, mais 

“loci” foram incluídos totalizando um conjunto de 12, tornando a técnica mais 

discriminatória (Supply et al, 2000).  Cada um “locus” possui de 2 a 8 elementos repetitivos 

em seqüência, com 56 a 71 pb.   

O uso do MIRU-VNTR (em associação ou não com o spoligotyping) tem sido 

cada vez mais utilizado para tipar MTB, substituindo o IS6110-RFLP com a vantagem de 

ser mais rápido, de fácil execução, considerável poder discriminatório (Cowan et al, 2005) 

e facilmente adaptável ao processo automatizado em larga escala em seqüenciador 

automático (Supply et al, 2001). A genotipagem por MIRU pode ainda ser aplicada 

diretamente em culturas, sem a purificação do DNA. Futuramente, poderá substituir o 

IS6110-RFLP. (Mazars et al, 2001).   

A comparação entre as três metodologias citadas é resumida na tabela 1. 

Tabela 1- Comparação entre as técnicas de IS6110-RFLP, "Spoligotyping" e MIRUs 

 RFLP - IS6110 Spoligotyping MIRUs 

Microrganismo CMTB CMTB CMTB 

Poder 

discriminatório 

Elevado >5 cópias de 

IS6110 
Baixo Elevado 

Comparação 

Interlaboratorial 
Não é possível Possível Possível 

Tempo/Trabalho Demorado/Trabalhoso Menos Demorado/Trabalhoso 

Menos 

demorado/Automatizado-

Menos trabalhoso 

CMTB: complexo M. tuberculosis; IS: seqüência de inserção; MIRU: Unidades micobacterianas repetidas 

interseptadas 
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Existem poucos trabalhos na África subsaariana, especialmente em 

Moçambique, sobre a caracterização molecular do M. tuberculosis. Moçambique é um país 

endêmico e necessita de dados epidemiológicos clássicos e moleculares para o controle da 

doença. Dessa forma, o presente trabalho visa o fornecimento de dados moleculares ao país 

Africano referentes à caracterização molecular dos isolados com tuberculose.  

Para caracterizar o perfil genético dos isolados, utilizamos as técnicas de 

genotipagem, tais como: técnica de IS6110-RFLP (padrão ouro) em associação com 

“Spoligotyping”.   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2- OBJETIVOS 
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 Caracterizar o genótipo de cepas de Mycobacterium tuberculosis obtidos no 

período de Fevereiro de 2002 a Agosto de 2004 de pacientes infectados pelo 

HIV, atendidos no Hospital Central de Maputo e Hospital Geral de Machava 

em Moçambique, África, utilizando a técnica de IS6110-RFLP e 

“Spoligotyping”,.  
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3.1- Caracterização do local de obtenção das cepas 

As cepas de micobactérias foram provenientes do Hospital Central de Maputo e 

Hospital Geral da Machava da cidade de Maputo - Moçambique.  

O Hospital Central de Maputo (HCM) é um hospital de ensino de referência 

do País, com capacidade para 1.493 leitos, para onde são transferidos pacientes 

provenientes das unidades de saúde periféricas da cidade e das restantes províncias do País. 

O Hospital de Geral da Machava (HGM) é a unidade periférica da cidade de 

Maputo com capacidade de 243 leitos, onde são internados os doentes com TB que moram 

longe dos centros de saúde, sem condições de fazerem o tratamento ambulatorial, os que 

apresentem mal estado geral com complicações decorrentes da sua doença ou ainda doentes 

com tuberculose multirresistentes (MDR-TB).  

 

3.2- Local de execução das atividades 

Para alcance do objetivo proposto houve necessidade de um estudo 

interdisciplinar e interinstitucional, que contou com a participação de diversas instituições 

cujas atividades são listadas na Tabela 2. 
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Tabela 2- Local e execução das atividades 

Atividade Laboratório Instituição 

Processamento das amostras 

clínicas - baciloscopia e 

cultura em Löwenstein-Jensen 

Laboratório Nacional de Referência à 

Tuberculose situado na cidade de Maputo/ 

Moçambique 

Faculdade Mondlane 

Extração de DNA 

Cultura 

Laboratório de Micobactérias/DPC/HC/FCM UNICAMP 

Identificação Molecular por 

PRA-PCR 

RFLP-IS6110 

 

Laboratório de Patogêneses Bacteriana e 

Biologia Molecular/FCM/UNICAMP. 

 

UNICAMP 

Análise das membranas 

obtidas por RFLP-IS6110 

Laboratório de Hanseníase FIOCRUZ-RJ 

“Spoligotyping” Laboratório de Hanseníase FIOCRUZ-RJ 

DPC: Departamento de Patologia Clínica; FCM: Faculdade de Ciências Médicas; FIOCRUZ-RJ: Fundação 

Osvaldo Cruz/Rio de Janeiro; HC: Hospital das Clínicas; UNICAMP: Universidade Estadual de Campinas. 

 

3.3- Casuística 

Foram estudadas 332 culturas de micobactérias provenientes de 502 pacientes 

com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids), originadas de material pulmonar. 

Essas culturas foram isoladas, inicialmente, em meio de cultura de Löwenstein-Jensen no 

Laboratório Central de Maputo/Moçambique, Universidade Mondlane, coletadas no 

período de Fevereiro de 2002 a Agosto de 2004.  

Essas culturas foram mantidas em meio Souton (Jones et al, 1991) para 

conservação, transporte e posterior identificação.  
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3.3.1- Critérios de inclusão 

Cepas positivas para Mycobacterium tuberculosis originadas de material 

pulmonar (escarro, lavado bronco-alveolar, aspirado de pulmão) de pacientes HIV 

positivos, sem restrição de sexo e maiores de 14 anos de idade.  

 

3.3.2- Critérios de exclusão 

Foram excluídas as cepas positivas para o grupo NTM (“Non-tuberculous 

mycobacteria” - micobactérias não pertencentes ao “complexo Mycobacterium 

tuberculosis”).  

 

3.4- Identificação das micobactérias 

As culturas em meio Souton foram enviadas, sob refrigeração, ao Laboratório 

de Patogêneses Bacteriana e Biologia Molecular da FCM/UNICAMP para sua 

identificação.  

Os microrganismos foram então semeados em meio de cultura de  

Löwenstein – Jensen (L-J) e incubados a 37º durante 21 dias para a observação das 

características fenotípicas das colônias e a obtenção de células jovens para a identificação 

definitiva.  

As culturas em L-J foram identificadas por PCR-RFLP para o gene hsp65 

(Telenti et al, 1993; Steingrube et al, 1995; Devallois et al, 1997; da Silva Rocha  

et al, 1999). O DNA foi extraído a partir do lisado bacteriano por choque-térmico, 

utilizando o protocolo descrito por Kasai et al. (2000).  

 

3.4.1- Amplificação do hsp65 

A amplificação foi feita de acordo com o protocolo descrito por  

Telenti et al. (1993), com modificações. Cinco microlitros do lisado obtido na etapa 

anterior foram adicionados a cada tubo.  
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Para a reação de amplificação foram utilizados os seguintes 

volumes/concentração de reagentes para um volume final de 50 μL de reação: 200μM 

dNTP, 1,25U/uL Taq Polimerase, Glicerol puro, 1,5mM MgCl2 e 100pmol dos iniciadores  

Tb11 (5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’) e Tb12 (5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT-3’).  

O programa de amplificação usado no termociclador: 94°C – 5’; 45 ciclos com 

94°C – 1’, 65°C – 1’, 72°C – 1’ e extensão final com 72°C – 10’, amplificando um 

fragmento de 439pb entre as posições 398 e 836 no gene hsp65 

 

3.4.2- Digestão do produto amplificado do gene hsp65  

Cerca de 10μL dos produtos amplificados foram digeridos com 5U das enzimas 

BstEII e HaeIII num volume total de 25μL e incubados nas temperaturas apropriadas de 

acordo com o fabricante por 90 minutos.  

 

3.4.3- Análise da digestão do gene hsp65 

Os fragmentos digeridos foram visualizados em gel de agarose a 4% corados 

por brometo de etídio a 0,1μg/mL e analisados com o auxílio do programa Kodak Digital 

Science
®

 - 1D Image Analyses Software Windows V 3.0 (New Jersey – U.S.A.). As 

análises dos fragmentos de restrição se basearam num diagrama proposto por Telenti et al. 

(1993), disponível no endereço eletrônico: http://app.chuv.ch/prasite 

 

3.5- Genotipagem por RFLP 

A técnica (RFLP - “Restriction Fragment Length Polymorphism”) baseia-se no 

polimorfismo de DNA gerado pelo IS6110 que está presente em seqüências repetidas em 

diferentes números de cópias (4-20) apenas nas cepas do complexo M. tuberculosis  

(van Soolingen et al, 1999).  
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Um desenho esquemático de todo o procedimento para IS6110-RFLP é 

apresentado na Figura 4 seguindo o protocolo de padronização internacional  

(van Embden et al, 1993). 

 

 
 

Figura 4- Desenho esquemático dos procedimentos realizados na tipagem do  

M. tuberculosis por IS6110-RFLP 

Fonte: http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/dna/southernblot.jpg 

 

3.5.1- Preparação do DNA micobacteriano  

A micobactéria foi inativada pelo calor a 80°C e tratadas com lisozima 

(10mg/mL) para ruptura da parede celular e o DNA será extraído por CTAB e 

clorofórmio/álcool-isoamílico e precipitado com isopropanol e ressuspendido em TE 1X a 

4°C por 24 horas. O DNA extraído será quantificado em espectrofotômetro Gene - Quant II 

(Pharmacia Biotech
®

).  

 

DDNNAA  DDiiggeerriiddoo  

MMaarrccaaddoorr  

++

--
SSoolluuççããoo  rreettiiddaa  nnoo  

ppaappeell ttooaallhhaa  

PPaappeell ttooaallhhaa

SSuuppoorrttee

SSoolluuççããoo aallccaalliinnaa MMeemmbbrraannaa

GGeell

GGeell

DDNNAA  ttrraannssffeerriiddoo

MMeemmbbrraannaa

EExxppoossiiççããoo  aaoo  
ffiillmmee  ddee  RRXX  

SSoonnddaa hhiibbrriiddiizzaaddaa 
ccoomm  aa  sseeqq..  

ccoommpplleemmeennttaarr 

EELLEETTRROOFFOORREESSEE 
SSOOUUTTHHEERRNN  BBLLOOTT  

HHIIBBRRIIDDIIZZAAÇÇÃÃOO  LLAAVVAAGGEENNSS 
AAUUTTOORRAADDIIOOGGRRAAFFIIAA  



3.5.2- Digestão do DNA Genômico por enzima de restrição 

Após quantificação do DNA, cerca de 4 µg foram digeridos com PvuII  

(Life Technologies
®

) conforme protocolo da enzima. A mistura foi incubada a 37 
o
C por 4 

horas.  A digestão completa dos DNAs foi observada por corrida eletroforética  

(utilizando-se 5μL do DNA digerido) em gel de agarose 1%, com brometo de etídio 

(0,5μg/ml) (80v por 40 minutos em tampão TBE 1X) .  

 

3.5.3- Eletroforese em agarose 

Os fragmentos obtidos da digestão com a PvuII foram separados por 

eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etídio (0,5μg/mL) para coloração e 

tampão de corrida TBE, 32V por 22 horas, em cuba eletroforética horizontal no tamanho de 

20x25cm (Life Technologies
®

). Utilizou-se o marcador externo MT14323.  

 

3.5.4- Transferência do DNA digerido em membrana de náilon 

Os fragmentos de DNA micobacteriano separados em gel de agarose foram 

desnaturados com HCl 0,25 M por 10 min. O gel foi posteriormente submetido à solução de 

NaOH 0,4 M, 20 min. A transferência dos fragmentos foi feita para membrana de 

nitrocelulose, durante 12 horas, por capilaridade. Após transferência, a membrana foi 

lavada com SSC 5x.   

 

3.5.5-  Construção da sonda do elemento de inserção IS6110 por PCR  

Para a reação de amplificação foram utilizados os seguintes 

volumes/concentração de reagentes para um volume final de 50 μL de reação: 30 μL DNA 

alvo extraído, 2,5mM de cada dNTP, 50 ng/μL dos iniciadores  

INS-1 (5’-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3’) e INS-2 (5’-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3’) 

e 5U/μL Taq polimerase.  
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O programa de amplificação usado no termociclador foi 3 minutos a 96˚C para 

a desnaturação inicial, 30 ciclos de 1 minuto a 96˚C para a desnaturação, 1 minuto a 65˚C 

para anelamento dos “primers” e 1 minuto a 72˚C para extensão da fita síntese de DNA, e 

extensão final dos produtos por 6 minutos a 72˚C. 

 

3.5.6- Hibridização 

A membrana de nylon (Hybond+, Amersham Pharmacia Biotech
®

) foi  

pré-hibridada a 42 
o
C por 1 hora e posteriormente incubada a 42

o
C, com a sonda 

previamente marcada (5-10 ng de sonda/mL de tampão) durante 12 horas.  

A membrana foi lavada 2 vezes com 50 mL do tampão primário de lavagem e 

SSC2X. 

 

3.5.7- Detecção por quimioluminescência  

Para a detecção utilizou-se o Kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech
®

), 

contendo os reagentes de detecção 1 e 2. Misturou-se volumes iguais de cada reagente de 

detecção e os colocou sobre a membrana. A membrana foi exposta a filme radiográfico 

(Hyperfilm - Kodak
®

) por 10-120 minutos. O filme foi revelado com solução reveladora 

(Kodak
®

) até a visualização das bandas e, posteriormente, fixado.  

 

3.5.8- Análise das membranas  

Os autorradiogramas foram escaneados e analisados usando o programa 

BioNumerics® versão 4.50 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Após análise 

das bandas em relação ao marcador externo MT14323 foi gerado uma matriz de 

similaridade usando um intervalo de tolerância de 1,10%.  
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3.6- Genotipagem por “Spoligotyping” 

A genotipagem por “Spoligotyping” (tipagem dos oligonucleotídeos 

espaçadores) se baseia na presença do DNA polimórfico em um locus cromossomal 

particular, as regiões "Direct Repeat" (DR), as quais estão presentes no complexo 

Mycobacterium tuberculosis (Kamerbeek et al 1997; Kremer et al, 2002). (Figura 5).  

 

Figura 5- Desenho esquemático da genotipagem por “Spoligotyping” (Barnes, et al 2003). 

 

A tipagem por esse método envolve a amplificação do locus DR, seguido pela 

hibridização dos produtos marcados na membrana que contêm oligonucleotídeos ligados 

covalentemente correspondendo aos 43 espaços. O resultado é dado em sinal positivo ou 

negativo para cada espaço.  

Para a realização do método de “Spoligotyping” foi utilizado o protocolo 

descrito por Kremer et al (2002).   

O “Kit” utilizado no procedimento contendo a membrana com os 

oligonucleotídeos fixados e reagentes foram fabricados pela ISOGEN Bioscience
®

 BV.  
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3.6.1- Amplificação do spacer DNA “in vitro” por PCR 

Foi usado como controle positivo o M.tuberculosis H37Rv e o M. bovis BCG e 

como controle negativo a água.  

Para a reação de amplificação foram utilizados os seguintes 

volumes/concentração de reagentes para um volume final de 50 μL de reação: 10 ng de 

DNA, 2,5mM de cada dNTP, 20 pmol dos iniciadores 

 DRa (5’-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’) e DRb (5'-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3'), e 5U/μl 

de Taq Polimerase. 

O programa usado de amplificação no termociclador foi 3 minutos a 96˚C para 

a desnaturação inicial, 20 ciclos de 1 minuto a 96˚C para a desnaturação, 1 minuto a 55˚C 

para anelamento dos “primers” e 30 segundos a 72˚C para extensão da fita síntese de DNA, 

e extensão final dos produtos por 5 minutos a 72˚C. 

 

3.6.2- Hibridização com produto PCR e detecção 

Foram adicionados 30 μL dos produtos da amplificação em 150 μL 2X 

SSPE/0,1% SDS, ferveu por 10 minutos a 99ºC e resfriado no gelo imediatamente. A 

membrana foi lavada por 5 minutos a 60ºC com 250 mL 2X SSPE/0,1% SDS. E seguida 

montou-se o “miniblotter” removendo por aspiração o tampão residual.  

Preencheu as canaletas do “miniblotter” com o produto amplificado e incubou 

por 60 minutos a 60ºC no forno de hibridização.  

As amostras foram removidas do “miniblotter” por aspiração e retirou-se a 

membrana. A membrana foi lavada duas vezes em solução de SSPE/0,5% SDS por  

5 minutos a 60ºC. Adicionou-se estreptavidina-peroxidade conjugada (500U/mL) 10 μL 

para 10 mL de 2XSSPE/0,5% SDS por 60 minutos a 42ºC. Após, lavou a membrana por 

duas vezes com solução de 2XSSPE/0,5% SDS por 10 minutos a 42˚C e 2XSSPE por 5 

minutos a temperatura ambiente. A detecção da hibridização do DNA foi realizada por 

quimiluminescência, incubando a membrana por 1 minuto em 14 mL de ECL e exposta ao 

filme de raios-X por uma hora e meia. 
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3.6.3- Análise das membranas  

Os resultados obtidos nos autorradiogramas foram convertidos para números 

binários e montada uma planilha no programa Excel-Microsoft
®

. A presença do espaçador 

foi codificada como “1” e a ausência como “0”. Os resultados foram comparados no banco 

de dados SpolDB4 disponível do endereço eletrônico:  

http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html 

Utilizou-se o programa BioNumerics® versão 4.50 (Applied Maths,  

Sint-Martens-Latem, Belgium) para confecção do dendrograma Dice UPGMA, utilizando 

um intervalo de tolerância de 1,10%.  

http://www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/bd_myco.html
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4.1- Identificação dos isolados 

Das 332 culturas analisadas, 312 foram identificadas com o auxílio do  

PRA-PCR. Um número considerável de isolados (n=20) não pôde ser identificado ou 

genotipados (n=72) em virtude de problemas com o armazenamento e transporte das 

amostras.   

Das 312 isolados identificados, 309 foram caracterizados como do complexo 

Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e três como micobactérias não pertencentes ao 

CMTB (NMT), a saber: dois Mycobacterium avium e um Mycobacterium simiae, que 

foram excluídas do estudo. Os 309 isolados do complexo M. tuberculosis foram 

posteriormente analisadas por PCR-RFLP utilizando a seqüência do gene gyrB  

(Niemann et al, 2000; Chimara et al, 2004) para a caracterização das espécies. Todos os 

isolados foram caracterizados como Mycobacterium tuberculosis. Nenhuma outra espécie 

do Complexo M. tuberculosis foi encontrada. A figura 6 mostra o número de pacientes, 

culturas e isolados analisados.  

Os 237 exemplares de M. tuberculosis considerados genotipáveis foram obtidos 

de 235 pacientes, sendo que 147 (62,02%) pacientes eram do sexo masculino e 88 (37,98%) 

do sexo feminino. Em dois pacientes (denominados como A e B) foram analisados dois 

exemplares de cada, obtidos em ocasiões diferentes.  

Foram também coletados dados desses isolados relativos à pesquisa de 

sensibilidade a antimicrobianos utilizados no seu tratamento. Esses testes de sensibilidade 

foram realizados no Laboratório Nacional de Referência à Tuberculose situado na cidade de 

Maputo, Moçambique, África. As drogas testadas foram: isoniazida (INH), estreptomicina 

(SM), rifampicina (RMP) e etambutol (EMB), seguindo o protocolo descrito pela 

Organização mundial a saúde (World Health Organization, 1997). Trinta isolados (12,7%) 

eram resistentes à isoniazida e 11 (4,6%) à rifampicina e isoniazida concomitantemente, 

pelo menos (MDR) (Anexo 1).   
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População de Estudo 
 

502

 

 

Cultura positiva 
 332

 

 

 
NMT Não identificados M. tuberculosis 

3 20309

 

 

IS6110-RFLP e Spoligotyping  
237 

 
 
 

Figura 6- População de estudo. 

 

4.2- Perfil genotípico dos isolados por IS6110-RFLP 

O genótipo, determinado conforme a técnica IS6110-RFLP pode ser 

estabelecido nas 237 cepas (Anexo 1). O número de seqüências nessas cepas genotipadas 

variou de 1 a 20 cópias da IS6110 com um número médio igual a 10. A maioria dos 

isolados analisados (31 casos) apresentou 10 cópias. 

Quarenta e oito isolados (20,2%) apresentaram menos de 6 cópias da IS6110. 

Desses, 28 pertenciam a 8 agrupamentos (Tabela 3), quando analisados através da técnica 

de IS6110-RFLP.  
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Figura 7- Distribuição dos isolados, segundo o número de seqüências IS6110 encontradas. 

 

De acordo com a análise de similaridade e a confecção do respectivo 

dendrograma, encontramos 191 (80,6%) perfis genotípicos diferentes dentre os 237 

isolados analisados (Figura 8). Desses perfis obtidos, 167 corresponderam a genótipos 

únicos e 70 isolados estavam distribuídos em 24 agrupamentos. Destes 24 agrupamentos,  

6 casos (VIII, X a XXIV) com 42 isolados, apresentavam mais de 6 cópias da IS6110, 

caracterizando-se como “clusters” (Tabela 3). 
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    1        2        3       4       5       6      7       8       9      1      11      12     13     14    15  

Figura 8- Exemplo de perfis genotípicos obtidos no estudo. Canaleta 1, 9 e 15: cepa de 

referência (MT 14323). Canaleta 2-8 e 10-15 isolados estudados. 

 

No paciente A, em que foram obtidos dois exemplares, esses exibiram padrões 

genotípicos diferentes (Anexo 1 e 2, números 316 e 495,*) e no paciente B ambos os 

isolados exibiram o mesmo padrão genotípico (Anexo 1 e 2, números 396 e 424,**). O 

isolados obtidos do paciente B não foram considerados um agrupamento, dada a 

proximidade das datas de coleta dos materiais clínicos.  
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Figura 9- Distribuição dos agrupamentos por IS6110-RFLP. N agrup: não agrupado. 

 



 

Tabela 3- Perfis agrupados de IS6110-RFLP presentes no estudo.  

Agrupamentos 
Número de cópias 

IS6110 Número de Isolados 

I 4 3 

II 5 2 

III 3 5 

IV 5 2 

V 2 3 

VI 1 4 

VII 3 2 

IX 4 7 

Total  28 

VIII 7 4 

X 13 2 

XI 8 2 

XII 12 6 

XIII 10 2 

XIV 14 3 

XV 10 4 

XVI 13 2 

XVII 17 2 

XVIII 16 3 

XIX 16 2 

XX 10 2 

XXI 11 2 

XXII 12 2 

XXIII 10 2 

XXIV 11 2 

Total  42 
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A distribuição dos agrupamentos pode ser observado no anexo 2 através do 

dendrograma confeccionado pelo programa computacional BioNumerics®4.50. A figura 10 

mostra os perfis genotípicos obtidos nos isolados pertencentes aos agrupamentos IX e XXI. 

Entre os 42 isolados analisados pertencentes aos 16 agrupamentos com mais de 

6 cópias da IS6110, não houve nenhuma correlação com o perfil de resistência. Na sua 

maioria, os agrupamentos eram compostos por isolados sensíveis às drogas testadas, com 

exceção do agrupamento XV, com quatro isolados, em que havia um isolado multiresistente 

(MDR-TB) (Anexo5).   

A B

                                          

1 2 3 4 5 6

Figura 10- Perfis genotípicos obtidos através da técnica de IS6110-RFLP de isolados de  

M. tuberculosis de pacientes pertencentes ao agrupamento IX (A) e XXI (B). 

Canaleta 3 e 4: cepa de referência (MT 14323); Canaleta 1-2 e 5-6 isolados 

estudados. 
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4.3- Perfil genotípico dos isolados por “Spoligotyping” 

De acordo com a técnica proposta, observamos 79 perfis diferentes entre os 237 

isolados analisados (Figura 11 e Anexo 3). Quarenta e quatro (18,6%) perfis 

corresponderam a apenas um isolado e 193 isolados (81,4%) estavam distribuídos em 35 

grupos, contendo de 2 a 19 isolados (Tabela 5).  

A consulta ao banco de dados SpolDB4 (Brudey et al, 2006) mostrou que dos 

isolados com padrão único (44 casos), em 23 deles não havia um tipo de perfil 

compartilhado com isolados já depositados naquele banco de dados, embora pudessem ser 

alocados a uma família. (Anexo 4).   

Foram identificados, também através da consulta ao banco de dados citado, oito 

perfis genotípicos novos, apresentados na Figura 11. Seis desses perfis correspondiam a um 

único isolado e dois outros perfis tinham agrupados dois e três isolados, respectivamente. 

(Tabela 5, agrupamento III e XXXI). Dois outros perfis encontrados (44 e 506) foram 

classificados como órfãos, ou perfis registrados no banco de dados uma única vez  

(Anexo 3 e 4).  

Em relação aos membros do complexo M. tuberculosis, os resultados foram 

confirmados aos obtidos na identificação pelo PCR-RFLP utilizando a seqüência do gene 

gyrB, ou seja, não foram encontrados M. bovis ou outra espécie pertencente ao complexo.  

De acordo com a distribuição geográfica dos perfis agrupados encontrados a 

maioria deles (n=20) são endêmicos, com exceção dos tipos 1873, 1076, 815, 811, 806, 

794, 719, 707 e 70 que tem a sua localização limitada (Tabela 4).  
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Tabela 4- Perfis agrupados por “Spoligotyping” presentes no estudo.  

** Perfis novos; NC: ao compartilham ao tipo de perfil depositado no banco de dados SpolDB4; ARG: 

Argentina; BEL: Bélgica; CUB: Cuba; IDN: Indonésia; GBR: Grã-Bretanha; GLP: Guadalupe; GUF: Guiana 

Francesa; HTI: Haiti; MEX: México; MOZ: Moçambique; MWI: Malauí; NLD: Holanda; NOR: Noruega; 

PAK: Paquistão; PHL: Filipinas; RUS: Rússia; USA: Estados Unidos; ZAF: África do Sul; ZWE: Zimbábue. 

Agrupamento Classificação Tipo Distribuição Geográfica Total Isolados 

I LAM3 4 Universal 2 

II BEIJING 1 Universal 19 

III ** NC  2 

IV LAM11_ZWE 815 BEL,MWI, USA, ZWE 2 

V LAM 4 811 MOZ, USA, ZAF, ZWE 9 

VI LAM11_ZWE 1873 USA, ZWE 3 

VII H1 62 Universal 2 

VIII H1 47 Universal 4 

IX T2 52 Universal 2 

X T1 53 Universal 17 

XI H3 50 Universal 2 

XII T5 44 Universal 4 

XIII X1 119 Universal 3 

XIV T2-T3 73 Universal 4 

XV S 707 ARG,IDN, NLD 2 

XVI S 34 Universal 8 

XVII T NC  2 

XVIII S 71 Universal 3 

XIX T1 719 ARG, NLD, USA, ZAF 2 

XX LAM3 33 Universal 9 

XXI LAM9 42 Universal 18 

XXII LAM4 60 Universal 5 

XXIII LAM NC  2 

XXIV LAM1 20 Universal 2 

XXV LAM9 1076 IDN, MOZ, RUS, USA 2 

XXVI EAI5 236 Universal 3 

XXVII EAI_1SOM 48 Universal 18 

XXVIII EAI_1SOM 806 MOZ, NOR, USA, ZWE 11 

XXIX EAI SC  2 

XXX EAI5 702 CUB, GUF, MWI 16 

XXXI ** NC  3 

XXXII X3 70 
GBR, GLP, GUF, HTI, MEX, PHL, 

USA 
2 

XXXIII X3 92 Universal 3 

XXXIV CAS1_DELHI 794 GBR, PAK, USA 3 

XXXV CAS1_DELHI 25 Universal 2 

Total    193 
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Os "spoligotypes" mais freqüentes neste estudo podem ser vistos na Tabela 5. 

Tabela 5- “Spoligotypes mais freqüentes no estudo. 

Perfis genotípicos Spoligotype Família
1 BEIJING

33 LAM3

34 S

42 LAM 9

48 EAI_1 som

53 T1

702 EAI5

811 LAM 4

806 EAI_1 som

 

De acordo com a classificação do banco SpolDB4, as famílias mais prevalentes 

no estudo estão na tabela 6.  

Tabela 6- Famílias mais prevalentes no estudo. 

Perfis genotípicos Família (n) Isolados
LAM 63

EAI5 60

T1 38

BEIJING 19

 

Na figura 12 podemos observar os 19 perfis genotípicos por IS6110-RFLP, que 

segundo a metodologia de “spoligotyping” foram classificados como sendo da família 

Beijing.  

Entre os isolados com baixo número de cópias da IS6110, o “spoligotyping” 

diferenciou os isolados (n=48) em 5 grupos, contendo 32 isolados com perfis idênticos. Os 

“spoligotypes” encontrados nos isolados agrupados foram: 48 (EAI_1SOM) com  

14 isolados, 806 (EAI_1SOM) com 11 isolados, 92 (X3) com 3 isolados, 236 (EAI) com  

2 isolados e 70 (X3) com 2 isolados. Os 16 (33,33%) isolados restantes apresentaram 

padrão único.  
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A
 

Figura 11- Dendrograma mostrando os 79 "Spoligotypes" analisados por 

BioNumerics®4.50. A: Spoligotypes; Traço em negrito: perfis novos. 
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Figura 12- Matriz de similaridade e perfis de IS6110 - RFLP de cepas de M. tuberculosis 

isoladas de pacientes com tuberculose pertencentes ao agrupamento genotípico 

da família Beijing por “Spoligotyping”.  

 

Os 70 isolados distribuídos em 24 agrupamentos pelo IS6110-RFLP foram 

agrupados pelo “spoligotyping” em 13 agrupamentos com 54 isolados, excluindo a amostra 

396 do agrupamento VIII com 2 amostras (396 e 424) do mesmo paciente pelo mesmo 

motivo na análise por IS6110-RFLP (proximidade da data de isolamento das culturas).  Os 

"Spoligotypes" mais freqüentes foram: 1 (Beijing) com 8 isolados, 48 (EAI_1SOM) com  

8 isolados, 53 (T1) com 6 isolados, 42 (LAM 9) com 6 isolados, 806 (EAI_1SOM) com  

5 isolados e 702 (EAI5) com 5 isolados (Figura 13). 

Entre os 193 isolados analisados pertencentes aos 35 agrupamentos por 

“Spoligotyping”, não houve nenhuma correlação com o perfil de resistência. A maioria dos 

agrupamentos eram compostos por isolados sensíveis as drogas testadas, com exceção dos 

agrupamentos XI e XXVI (com 2 isolados cada) apresentando perfil MDR-TB (Anexo 6). 

O agrupamento composto por membros da família Beijing, somente 1 dos 19 isolados 

foram MDR-TB.    
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Resultados 

 

A                                               B 

396  
424 

Figura 13- Dendrograma mostrando os 13 agrupamentos dos 70 isolados por 

“spoligotyping” analisados por BioNumerics®4.50. A: spoligotypes; Seta em 

negrito: Agrupamento excluído - mesmo paciente; B: Número das amostras.  
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5.1- Identificação dos isolados 

A aplicação de técnicas moleculares para a identificação e diferenciação dos 

isolados bacterianos tem-se revelado uma poderosa ferramenta da microbiologia, que 

auxilia decisivamente as investigações epidemiológicas (Maslow et al, 1993).  

No presente trabalho, foi utilizado o método de identificação molecular através 

da análise de fragmentos de restrição de produtos de PCR (PRA-PCR ou PCR-RFLP) do 

gene hsp65. Essa técnica é rotineiramente usada em laboratórios clínicos e de pesquisa para 

a uma rápida identificação de todos os níveis das espécies das micobactérias  

(Telenti et al, 1993; Devallois et al, 1997; da Silva Rocha et al, 1999; da Silva et al, 2001; 

Leão et al, 2005).  

Os resultados aqui obtidos através do PCR-RFLP do gene hsp65, demonstraram 

que 309 isolados obtidos de cultura positiva de 502 pacientes, foram identificados para o 

complexo M. tuberculosis e 3 isolados para micobactérias não tuberculose, sendo  

2 M. avium e 1 M. simiae.  

A Aids estabelece condições para o desenvolvimento da tuberculose em 

Moçambique, sendo, portanto o M. tuberculosis o agente mais freqüente encontrado em 

nossas culturas. Em somente 3 casos o agente não M. tuberculosis foi recuperado de 

amostras de escarro. Esses dados estão de acordo com outros dados provenientes de países 

em desenvolvimento, sendo a tuberculose é altamente prevalente e o isolamento de outras 

micobactérias é baixo. (Nunn et al, 1992; Morrissey et al, 1992; Gilks et al, 1995;  

Godfrey-Faussett et al, 2000; Holmes et al, 2003).   

O Mycobacterium simiae foi isolado em apenas um caso, dessa forma poucos 

casos são descritos na literatura ocasionada por esse agente em pacientes com HIV infecção 

(Vandercam et al, 1998; AL-Abdely et al, 2000; Carriere et al, 2005). Embora a associação 

do M. simiae com doenças humanas não seja freqüente, as infecções pulmonares derivadas 

desse microrganismo foram descritas em treinadores de macacos e pessoas em contato com 

estes animais (Sampaio et al, 2001, Karassova et al, 1965) e em pacientes com doença 

pulmonar pré-existente como tuberculose cavitária, carcinoma e doença pulmonar crônica 

obstrutiva (Vandercam et al, 1998). Além desses fatores de risco, a imunossupressão é 

outro fator considerável. Presume-se que a transmissão seja aérea e oral-fecal.  
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5.2- Perfil genotípico das cepas por IS6110-RFLP 

O presente estudo descreve a epidemiologia molecular do M. tuberculosis na 

cidade de Maputo, Moçambique, África, sendo uma região com uma alta incidência de 

tuberculose.  

A análise do polimorfismo dos comprimentos dos fragmentos de restrição 

(RFLP) utilizando a IS6110 se baseia na detecção das diferenças em número e localização 

dos elementos de inserção no genoma da micobactéria.  

De acordo com a metodologia proposta para genotipagem do MTB por  

IS6110-RFLP pode conter de uma a várias cópias da seqüência de inserção IS6110 sendo 

normalmente encontradas pelo menos quatro (Thierry et al, 1990) e raramente as amostras 

que não contenha tal seqüência (van Soolingen et al, 1991).  

Os resultados observados através dessa metodologia demonstraram duas 

principais características: uma considerável variabilidade (70%) e a presença de uma alta 

freqüência de cepas com baixo número de cópias (20,2%). Estes dados concordam com 

outras análises observadas em outros países em desenvolvimento como Etiópia e Índia 

(Bruchfeld et al, 2002; Narayanan S et al, 2002).  

Os isolados agrupados representaram 29,5% neste estudo, o que também está 

em concordância com dados na literatura, os quais demonstram que os casos genotipados 

em áreas urbanas, cerca de 20 a 50% indicam uma recente transmissão ou isolados 

agrupados (Small et al, 1994; Barnes et al, 1997; Weis et al, 2002). Os nossos 

agrupamentos foram mais baixos que os níveis de 31 a 48% descrito por alguns 

pesquisadores em diferentes partes do mundo (Wilkinson et al, 1997; Das et al, 2005) e um 

nível muito menor que 51 a 72% descritos em outros países africanos, como África do Sul, 

Zâmbia e Cidade do Cabo (Godfrey-Faussett et al, 2000; Verver et al, 2004). 

Os resultados obtidos com o uso da técnica IS6110-RFLP exibiram uma 

considerável variabilidade genotípica, ou seja, 71% dos exemplares analisados 

corresponderam a genótipos únicos. Porém, a grande variabilidade genotípica nesse cenário 

em que a transmissão da doença é intensa, dado o número elevado de casos, indica, 
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provavelmente, uma situação endêmica em si, bem como o tempo prolongado em que isso 

se dá. Além disso, a grande mobilidade interna, ocorrida depois das intensas guerras civis, 

trazendo para a cidade indivíduos de diversos outros locais, pode também ter contribuído 

para essa diversidade. 

De acordo com Alland et al. (1994) e Small et al. (1994) a variabilidade nos 

genótipos de M. tuberculosis indica uma doença não relacionada epidemiologicamente. 

Assim, os genótipos distintos representam uma reativação de infecção adquirida no 

passado. Em contraste, a ocorrência de isolados idênticos é indicativo de uma transmissão 

recente. Portanto, baseado nessas observações indicam que a disseminação da doença se 

deu principalmente pela reativação da infecção adquirida.  

Para concretizar esse fato são necessárias duas hipóteses sobre esse conceito: 

primeiro, os dados genotípicos deveriam ser interpretados juntos com as informações 

epidemiológicas, tais como coleta de dados preferivelmente quando a tuberculose é 

diagnosticada. Segundo, a identificação correta sobre os casos “clusterizados” necessita de 

uma avaliação de uma grande porcentagem de casos de tuberculose na população por longo 

período, pois poderíamos perder alguns casos “clusterizados” numa genotipagem realizada 

em um número pequeno de casos (Glynn et al, 1999). Em adição, os casos “clusterizados” 

poderiam não ser detectados se a genotipagem fosse realizada sob um período curto, pois 

dessa forma a tuberculose provavelmente ainda não se desenvolveu em algumas pessoas 

infectadas.      

 

5.3- Perfil genotípico das cepas por “Spoligotyping” 

O “spoligotyping” é uma técnica baseada na detecção dos espaçadores entre as 

repetições diretas em um locus DR no cromossomo do M. tuberculosis e utilizado em 

adição à análise da IS6110-RFLP. É uma técnica simples e altamente reprodutível para 

distinguir entre os isolados com padrões altamente similares ao IS6110-RFLP ou entre os 

isolados com poucas cópias da IS6110.  
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De acordo com os resultados observados, dos 237 isolados analisados, 79 perfis 

diferentes (32,3%) foram observados, 193 isolados estavam agrupados em 35 grupos. A 

diversidade clonal dos isolados M. tuberculosis dentro da região estudada pode estar 

relacionada com a alta incidência de tuberculose em Moçambique. Embora, o número de 

isolados coletados na população com tuberculose pode também ter alguma influência. Um 

estudo incluindo todos os casos de tuberculose dentro de um período maior poderia 

confirmar essa hipótese. Hipótese também levantada na análise pelo IS6110-RFLP.  

O “spoligotyping” foi mais discriminatório para os isolados com menos de  

6 cópias da IS6110 do que o RFLP, os quais 32 isolados foram agrupados em 5 grupos por 

spoligotyping contrastando com 28 isolados agrupados em 8 grupos por RFLP esses dados 

são concordantes com outros autores (Kamerbeek et al, 1997; Bauer et al, 1999;  

Kremer et al, 1999).  

Os nove mais freqüentes “spoligotypes” (classificação de acordo com o banco 

de dados) agrupados neste estudo (1, 33, 34, 42, 48, 53, 702, 806 e 811), incluíram mais da 

metade (54,4%) de todos os isolados. Estes tipos também já foram descritos em outros 

estudos e no banco de dados do “spoligotypes” SpolDB4 (Chan-Yeung et al, 2001;  

Sola et al, 2001; Duchêne V et al, 2004; Borsuk et al, 2005; Brudey et al, 2006).  

Além desses tipos encontrados em vários locais do mundo, outros tipos de 

localização geográfica restrita e tipos novos (n=8) também foram encontrados no presente 

trabalho. A maioria desses “spoligotypes” ou famílias inicialmente são endêmicas dentro de 

uma área geográfica específica, permanecendo em regiões particulares ou tornando-se 

onipresente.  

O “spoligotype” 1, classificado como “Família Beijing” foi um dos mais 

freqüentes encontrado em nosso estudo com 19 isolados. Essa família é um exemplo 

pertencente ao grupo de localização inicial restrita e hoje é encontrada em várias regiões. 

Essa família foi identificada pela primeira vez em pacientes com tuberculose na província 

de Beijing na China e designada como genótipo Beijing. Esta família é definida pela 

ausência dos espaços 1-34 (van Soolingen et al, 1995). Este genótipo tornou-se onipresente 

e prevalente na Ásia Leste e recentemente foi encontrado em outros países fora da Ásia, 
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como por exemplo, Estados Unidos, África do Sul e Rússia (van Soolingen, 2001; 

Toungoussova et al, 2002).  

A prevalência das cepas da Família Beijing em Moçambique pode estar 

relacionada com a BCG-vacinação, onde a prática da vacinação é freqüente. Suspeita-se 

que as cepas de Beijing são mais prevalentes entre os indivíduos vacinados do que entre os 

não vacinados em uma população os quais uma fração significante não está protegida pelo 

BCG. Dessa forma, a vacinação favorece a seleção de cepas de M. tuberculosis que resiste 

a imunidade induzida pelo BCG (van Soolingen et al, 1995).  

O genótipo da família Beijing tem se mostrado associado a uma elevada 

incidência de resistência às drogas tuberculostáticas (van Soolingen et al, 1995; Diaz et al, 

1998; Marttila et al, 1998; Toungoussova et al, 2002). Em nosso trabalho, os 19 isolados 

classificados como pertencentes à Família Beijing não apresentaram correlação com os 

fatores de resistência e em concordância com o trabalho de Glynn et al. (2005) no nordeste 

do Malauí. Dos 19 isolados, apenas 1 isolado foi MDR-TB (16), 1 isolado (332) resistente a 

rifampicina e 1 isolado (58) resistente à isoniazida  (Anexo 1).    

A superfamília “LAM” ou América Latina e Mediterrâneo (e suas variantes) foi 

a família mais prevalente neste trabalho seguido da família EAI (Leste-Africano-Indiano). 

A família LAM tem sido definida simultaneamente pela ausência dos espaços  

21-24 e 33-36 e a família EAI definida pela ausência dos espaços 29-32 e 34 

simultaneamente (Sola et al, 2001b).  

De acordo com Sola et al. (2001b) essas famílias foram batizadas como LAM e 

EAI de acordo com a origem das cepas estudadas para definir essas famílias. Assim, os 

ancestrais dessa família não necessariamente são encontrados nesses locais, por exemplo, 

foram descritos cepas de EAI na Guiné-Bissau por Källenius et al. (1999). Esses autores 

sugerem que esta família (designada grupo C neste estudo) pode ter sua origem na África 

ocidental. Em relação à origem e a disseminação da família EAI, provavelmente esses 

isolados foram endêmicos na Ásia ou África e se espalharam recentemente com a migração 

humana e/ou mais tarde através do comércio Indiano-Muçulmano da Índia para África 

Oriental ou com a colonização Portuguesa.  
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Dessa forma essa família (EAI) pode ter sido introduzida em Moçambique 

através da colonização portuguesa entre os séculos XV e XX.  

A família LAM foi introduzida nas Américas através de gados infectados e pela 

migração humana (Fanning 1994). Provavelmente, essa família também foi introduzida em 

Moçambique com a colonização Portuguesa, esta família também foi encontrada em outros 

países de colonização portuguesa, como o Brasil bem como o “spoligotype” representando 

a família T (Borsuk et al, 2005). Em nosso trabalho, esse “spoligotype” também foi 

predominante. Ele foi isolado pela primeira vez em múmias egípcias indicando a sua 

presença desde muito tempo (Zink et al, 2003).   

Embora os perfis genotípicos obtidos por spoligotyping fossem menos 

polimórficos que aqueles obtidos por IS6110-RFLP, no total houve uma correlação entre os 

“spoligotypes” e os padrões de RFLP, mesmo para os isolados com poucas cópias da 

IS6110, confirmando a relação genética dos isolados identificados pela análise do  

IS6110-RFLP.  

Nos isolados agrupados por spoligotyping e IS6110-RFLP não foram 

encontradas nenhuma associação em relação à resistência à isoniazida ou multirresistência. 

Estes achados indicam provavelmente que a resistência a essa droga é um fenômeno muito 

expansivo nesta comunidade, e é causada principalmente pelos tratamentos prévios 

inapropriados, sendo necessária a implantação de programas de controle para tuberculose 

na comunidade dos hospitais estudados (Nunes et al, 2005).  
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 Na população estudada, os genótipos de isolados de Mycobacterium 

tuberculosis exibiram um elevado polimorfismo, com um número de 

isolados agrupados em cluster menor do que em estudos similares feitos no 

continente africano. 

 

 Nos isolados portadores de menos de seis cópias IS6110, o “spoligotyping” 

foi mais discriminatório, a exemplo de outros estudos. 

 

 Foram encontradas famílias, baseado na técnica de “spoligotyping”. As mais 

freqüentes foram: LAM, EAI, T e Beijing.    

 

 Não houve correlação entre resistência à Isoniazida e, mesmo, a 

multirresistência com os isolados agrupados nas duas metodologias.  
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ANEXO 1 - Pacientes do Estudo representados pelo número de isolados, segundo data de inoculação do 
material pulmonar em cultura, Baciloscopia, leitura da cultura, teste de sensibilidade frente aos 

tuberculostáticos, sexo e isolados pertencentes aos agrupamentos por RFLP. 

Número 
Isolado 

Data 
inoculação 

Data 
Leitura 

Baciloscopia Cultura INH SM RIF EMB Sexo Agrupamentos 

16 14.11.02 11.12.02 +++ ++ R R R S M I 

21 21.11.02 30.12.02 + 16 colon. S S S S M I 

22 21.11.02 18.12.02 +++ + S S S S M I 

23 21.11.02 18.12.02 N 4 colon. S S S S M II 

27 03.12.02 20.01.03 N 10 colon. S S S S M   

29 06.12.02 20.01.03 + + S S S S F II 

44 24.03.03 280403 N 1colon. S S S S F III 

45 25.03.03 280403 N 1colon. S S S S F   

46 31.03.03 130503 N 6colon. S S S S M   

47 31.03.03 120503 N 5colon. R R S S M   

48 31.03.03 05.05.03 N 15 colon. R R S S M   

49 31.03.03 05.05.03 N 1 colon. S S S S M   

54 08.04.03 05.05.03 N + S S S S F   

58 08.04.03 05.05.03 ++ +++ R S S S M   

59 14.04.03 130503 + 10colon. S S S S M   

63 15.04.03 260503 +++ + S S S S M   

65 18.04.03 130503 + 15colon. S S S S F   

67 5.05.03 200603 N 7colon S R S S F   

68 05.05.03 200603 ++ 11colon. S S S S F   

71 120503 200603 + + S S S S F   

77 120503 300603 + 8 Colon. S S S S M   

79 130503 200603 N 4colon. S R S S M   

81 130503 200603 +++ + S S S S M III 

82 130503 200603 ++ +++ R S R S M   

83 190503 200603 ++ + S S S S F   

84 190503 200603 +++ +++ S S S #  F   

85 190503 200603 + + S S S S F   

86 190503 200603 N 5colon. S S S S F III 

87 200503 200603 + ++ R S S S F   

88 220503 200603 ++ ++ S S S S M   

90 220503 200603 + 9colon. S S S S M III 

94 230503 200603 +++ +++ S S S S F   

98 270503 200603 + + S S S S F   

100 20603 300603 + + S S S S F III 

109 90603 70703 ++ + S S S S F   

110 90603 300603 + ++ S S S S M   

113 160603 140703 N 13Colon. S S S S M   

114 160603 140703 + ++ R R R S F   

115 160603 170703 +++ +++ S S S S M   

119 160603 280703 N 2 Colon. S S S S M   

122 230603 240703 N + S S S S F IV 

124 300603 180703 +++ + S S S S F   

126 70703 130803 + + S S S S M IV 

127 70703 60803 ++ + S S S S M V 

129 180703 60803 +++ ++ S S S S F V 

131 210703 190803 +++ ++ S R S S M V 
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132 2100703 190803 N + S R S S F   

135 210703 60803 +++ ++ R S R S F   

136 210703 221003 + 1 Colon. S S S S M VI 

138 210703 270803 N 3 Colon. S S S S M   

143 290703 190803 +++ ++ R S R S M   

145 120803 160903 ++ + S S S S F   

146 180803 240903 N 8 Colon. S S S S F   

147 180803 160903 N 6 Colon. S S S S F   

149 180803 160903 ++ + S S S S F   

151 180803 300903 N 6 Colon. S S S S M VI 

153 190803 160903 +++ + S S S S M   

154 250803 240903 +++ + S S S S M   

155 250803 160903 N + S S S S M VI 

158 10903 240903 ++ ++ S S S R F   

161 10903 240903 + + S S S S M VI 

162 10903 240903 + + S S S S M   

164 10903 240903 +++ + S S S S M VII 

165 10903 300903 +++ + S S S S M   

166 10903 240903 +++ ++ S S S S M   

168 20903 240903 +++ +++ R R R S F VII 

169 90903 300903 +++ +++ S S S S F VIII 

171 90903 71003 N 5 Colon. S S S S M   

174 90903 300903 ++ + S S S S F   

175 170903 71003 N + S S S S F   

176 160903 300903 +++ ++ S S S S M   

177 160903 221003 + 7 Colon. S S S S M   

179 160903 71003 N + R R R R F   

180 160903 221003 N + S S S S M   

185 31003 221003 ++ ++ S S S S M VIII 

186 31003 291003 ++ 8 Colon. S S S S M   

189 31003 51103 ++ + S S S S M VIII 

192 131003 51103 + ++ S S S S F   

194 131003 51103 +++ +++ S S S S F VIII 

195 131003 121103 ++ + S S S S M   

198 131003 31203 ++ + S S S S M   

199 201003 31203 ++ + S S S S F   

201 201003 31203 + 10 Colon. S S S S M   

202 201003 121103 + 10 Colon. S S S S M   

203 201003 121103 +++ ++ S S S S F IX 

207 201003 31203 + + S S S S M IX 

208 201003 111203 N 2 Colon. S S S S F   

209 201003 171103 N + S S S S F   

211 271003 171103 +++ +++ S S S S F   

213 271003 121103 +++ +++ S S S S M   

214 271003 171203 + + S S S S F   

216 271003 111203 N 2 Colon. S S S S F   

218 131003 51103 + + S S S S M IX 

222 241103 221203 + + S S S S F   

224 241103 220104 N 4 Colon S S S S M   
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225 241103 280104 N 15 Colon S S S S M   

226 251103 111203 +++ ++ S S S S M   

227 251103 221203 ++ ++ S R S S M   

232 11203 60104 ++ + S S S S F   

234 11203 60104 ++ + S S S S M IX 

236 11203 60104 + 18 Colon S S S S F   

238 11203 60104 N 11 Colon S S R S M   

239 11203 21203 ++ + S S S S M   

240 31203 60104 N 12 Colon S S S S M   

243 161203 80104 +++ 11 Colon S S S S M IX 

249 161203 80104 + + S S S S M   

250 161203 80104 + + S S S S F   

251 221203 280104 + + S S S S M   

252 221203 280104 ++ +++ S S S S M   

257 221203 280104 +++ +++ S S S S M   

259 221203 110204 N + R S S S F   

261 291203 280104 + ++ S S S S M IX 

262 291203 120204 + + S S S S M   

265 291203 110204 + + S S S S F IX 

266 291203 110204 N + R R S S F   

267 291203 120204 N + S S S S M   

269 291203 120204 N 12 Colon. S S S S M   

270 291203 120204 +++ +++ S S S S F   

274 160104 120204 N 7 Colon. S S S S M X 

275 190104 250204 + + S S S S M   

276 190104 250204 N 9 Colon. S S S S M   

277 190104 120204 +++ ++ S S S S F   

282 190104 120204 N + S S S S M   

283 190104 120204 +++ + R R R R F X 

284 190104 250204 + 5 Colon. S S S S F XI 

285 190104 220304 N 10 Colon. S S S S M XI 

287 260104 250204 + + S S S S F XII 

288 260104 250204 +++ +++ S S S S M   

289 260104 220304 N 7 Colon. S S S S M XII 

290 260104 250204 ++ + S S S S M   

291 260104 270404 N 3 Colon. S S S S M   

294 20204 140404 ++ + R S S S M XII 

296 20204 220304 ++ ++ S S S S M   

298 20204 250204 N +++ S S S S F   

299 90204 220304 + + S S S S F XII 

301 90204 220304 + + S S S S F   

302 90204 220304 N ++ S S S S F   

307 90204 220304 + + S S S S F XII 

311 160204 220304 ++ ++ S S S S M   

312 160204 220304 + ++ S S S S M XII 

313 160204 220304 +++ ++ R S S S M   

316* 160204 220304 N 6 Colon. R S S S M   

317 160204 270404 N 3 Colon. S S S S M   

320 170204 220304 ++ + S S S S M XIII 
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321 170204 130404 N 2 Colon. S S S S M XIII 

324 170204 130404 + + S S S S M  

325 170204 130404 N 14 Colon. S S S S M   

327 170204 270404 + 15 Colon. S S S S M XIV 

328 170204 220304 + 14 Colon. R S R S F XIV 

330 10304 220304 +++ +++ S S S S M XIV 

332 10304 220304 +++ +++ S S R S M   

333 10304 140404 + 16 Colon. S S S S M XV 

336 40304 220304 +++ ++ S S S S M   

337 80304 140404 +++ ++ S S S S F   

338 80304 140404 + ++ S S S S M   

339 80304 140404 + + S S S S M XV 

340 80304 140404 +++ +++ R S R S F   

342 80304 140404 + ++ S S S S M   

344 80304 180504 + 5 Colon. S S S S M   

346 90304 140404 ++ + S S S S F   

347 100304 140404 ++ + S S S S M XV 

350 150304 140404 + + S S S S F XV 

352 180304 140404 ++ + S S S S M   

355 220304 180504 N 4 Colon. S S S S F   

360 220304 140404 +++ ++ S S S S M   

363 220304 140404 +++ ++ S S S S M XVI 

364 290304 70604 N + # # # # M   

365 290304 180504 N 2 Colon. R S S S F   

366 290304 270404 + + S S S S M   

367 290304 190404 ++ ++ S S S S F XVI 

370 290304 190404 + ++ S S S S M   

373 50404 270404 ++ + R S S S F   

374 50404 270404 +++ ++ R S S S F   

376 50404 270404 +++ + R S S S M XVII 

380 60404 120504 + + S S S S F   

382 90404 120504 N + S S S S F   

383 90404 40504 + ++ S S S S M   

389 200404 120504 +++ + S S S S M   

392 200404 180504 ++ + S S S S M XVII 

393 200404 70504 N + S R S S M XVIII 

395 220404 180504 N  8 Colon. S S S S F XVIII 

396** 230404 180504 +++ + S S S S M   

398 260404 170604 N 7 Colon. S S S S M   

399 260404 180504 ++ ++ S S S S M   

400 260404 180504 ++ ++ S S S S M   

401 260404 180504 +++ ++ S S S S M   

402 260404 170604 + + S S S S M XVIII 

405 260404 170604 + + S S S S F   

409 30504 170604 + ++ S S S S M   

411 100504 170604 +++ +++ R R R S M   

412 100504 170604 ++ +++ S S S S F   

413 100504 170604 + + S S S S M   

Anexos 

82



420 170504 170604 ++ ++ R S S S M   

421 170504 170604 ++ + S S S S M   

422 200504 170604 N 12 Colon. S S S S F   

424** 240504 170604 + + S S S S M   

425 240504 170604 ++ + S S S S M   

426 240504 170604 ++ + S S S S M XIX 

427 240504 170604 +++ + S S S S F XIX 

428 240504 170604 ++ ++ S S S S M   

429 240504 170604 ++ + S S S S M   

432 310504 300604 + + S S S S M   

433 310504 300604 + 15 Colon. R S S S M XX 

438 70604 140704 N + S S S S M   

440 140604 140704 + + S S S S M   

441 140604 170804 + 2 Colon. S S S S M XX 

442 140604 140704 N + S S S S F XXI 

444 140604 140704 + + S S S S M XXI 

450 210604 280704 +++ ++ S S S S F XXII 

452 210604 280704 N 15 Colon. S S S S M   

453 290604 280704 ++ ++ S S S R F   

454 290604 280704 ++ ++ S S S # M   

456 290604 280704 + 11 Colon. S S S S M   

457 290604 170804 N 8 Colon. S S S S M   

459 290604 20804 N 5 Colon. S S S S M   

460 290604 20804 N + S S S S M   

461 20704 20804 + + S S S S M XXII 

462 20704 280704 + ++ S S S S M   

463 50704 280704 ++ + R S S S M   

466 80704 20804 + + R S R S M   

467 90704 170804 + + S S S S M XXIII 

469 130704 170804 + ++ S S S S M XXIII 

472 270704 170804 +++ +++ S S S S F XXIV 

473 270704 170804 +++ + S S S S F   

474 20804 170804 N 4 Colon. S S S S M   

476 20804 30904 + 10 Colon. S S S S F   

477 20804 30904 +++ +++ S S S S F   

480 20804 200904 N 1 Colon. S S S S F   

483 40804 30904 ++ ++ S S S S M   

485 50804 30904 ++ +++ #  # # S M   

489 90804 200904 + 4colon. S S S S F   

490 90804 30904 + + S S S S F   

495* 160804 200904 +++ +++ S S S  # M   

500 230804 200904 ++ + S S S S F XXIV 

501 230804 200904 ++ +++ S S S S F   

503 230804 200904 ++ + R R S S M   

506 230804 200904 ++ +++ R S S S M   

*: Paciente A; **: Paciente B; #: dados não obtidos; N: negativo; S; sensível; R: resistente; Colon: colônias; F: feminino;  
M: masculino; INH: isoniazida; SM:estreptomicina; RIF:rifampicina; EMB: etambutol. 
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ANEXO 2 - Dendrograma evidenciando a similaridade entre perfis de cepas obtidos por 
RFLP-IS6110 analisados por analisados por BioNumerics®4.50. O dendrograma 

monstra os agrupamentos I a XXIV. UPGMA, 1,10% de tolerância. 
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Perfis Genotípicos Amostra Tipo Classificação
16 1 BEIJING

21 806 EAI_1 som

22 48 EAI_1 som

27 25 CAS1_DELHI

29 129 EAI5

44 NC U (órfão)
45 33 LAM 3

46 46 U (H)

47 811 LAM 4

48 71 S

49 NC LAM

54 52 T2

59 NC LAM

65 1211 S

67 NC Novo
71 42 LAM 9

77 702 EAI5

81 NC EAI5

82 60 LAM 4

85 NC Novo
87 20 LAM 1

98 34 S

110 53 T1

114 50 H3

126 794 CAS1_DELHI

127 NC EAI_1 som

138 NC LAM

143 NC Novo
147 1873 LAM11_ZWE

151 NC EAI

154 44 T5

161 92 X3

165 NC Novo
166 NC EAI_1 som

169 449 X1

171 NC Novo
174 1076 LAM 9

179 NC HAARLEM

180 73 T2-T3

189 NC EAI

192 4 LAM3 and S/convergent

208 815 LAM11_ZWE

214 NC Novo
226 33 LAM3

232 1202 T1

249 47 H1

251 62 H1

257 524 H3

266 NC Novo
269 70 X3

270 719 T1

283 236 EAI5

294 NC T

298 1685 LAM 9

307 NC EAI_1 som

320 707 S

325 37 T3

327 NC EAI_1 som

333 NC T1

337 93 LAM 5

339 119 X1

360 NC Novo
365 NC EAI

367 NC EAI5

370 120 T1

374 1471 LAM11_ZWE

383 583 MANU 2

393 217 X1

399 218 H1

400 59 LAM 11_ZWE

409 74 T1

412 352 X1

413 26 CAS1_DELHI

420 1873 LAM11_ZWE

422 NC T1

426 NC LAM

429 NC T

463 NC EAI5

506 NC U (órfão)

NC: não compartilharam ao tipo de perfil depositado no banco de dados SpolDB4. 
 

ANEXO 3 - 79 padrões genotípicos diferentes. 
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 4 perfis genotípicos únicos 
 

NC: não compartilharam ao tipo de perfil depositado no banco de dados SpolDB4. 

 

ANEXO 4 - 4

Perfis Genotípicos Amostra Tipo Classifição
29 129 EAI5

44 NC U (órfão)

46 46 U (H)

49 NC LAM

59 NC LAM

65 1211 S

81 NC EAI5

85 NC Novo

138 NC LAM

143 NC NEW

151 NC EAI

165 NC Novo

166 NC EAI_1 som

169 449 X1

171 NC Novo

179 NC Haarlem

189 NC EAI

214 NC Novo

226 33 LAM3

232 1202 T1

257 524 H3

298 1685 LAM 9

307 NC EAI_1 som

325 37 T3

327 NC EAI_1 som

333 NC T1

337 93 LAM 5

360 NC Novo

365 NC EAI

367 NC EAI5

370 120 T1

374 1471 LAM11_ZWE

383 583 MANU 2

393 217 X1

399 218 H1

400 59 LAM 11_ZWE

409 74 T1

412 352 X1

413 26 CAS1_DELHI

420 1873 LAM11_ZWE

422 1626 T1

429 NC T

463 NC EAI5

506 NC U (órfão)



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INH: isoniazida; SM: estreptomicina; RIF: rifampicina; BEM: etambutol; S: sensível; R: resistente 
 

Agrupamento Total IS6110 Isolado INH SM RIF EMB 
VIII 4 7 129 S S S S 

   194 S S S S 
   442 S S S S 
      444 S S S S 
X 2 13 86 S S S S 
      100 S S S S 

XI 2 8 426 S S S S 
      433 R S S S 

XII 6 12 90 S S S S 
   122 S S S S 
   155 S S S S 
   265 S S S S 
   395 S S S S 
   427 S S S S 

XIII 2 10 185 S S S S 
    261 S S S S 

XIV 3 14 126 S S S S 
   330 S S S S 
      469 S S S S 

XV 4 10 294 R S S S 
   312 S S S S 
   328 R S R S 
      347 S S S S 

XVI 2 13 320 S S S S 
      321 S S S S 

XVII 2 17 284 S S S S 
      299 S S S S 

XVIII 3 16 16 R R R S 
   136 S S S S 
      392 S S S S 

XIX 2 16 467 S S S S 
      500 S S S S 

XX 2 10 218 S S S S 
   441 S S S S 

XXI 2 11 131 S R S S 
      151 S S S S 

XXII 2 12 274 S S S S 
      287 S S S S 

XXIII 2 10 376 R S S S 
      461 S S S S 

XXIV 2 11 29 S S S S 
    189 S S S S 
  42             

ANEXO 5 – 16 agrupamentos por IS6110-RFLP e perfil de resistência 
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ANEXO 6 – 34 agrupamentos por “Spoligotyping” e perfil de resistência 

Agrupamento Total Isolado Classificação Tipo INH SM RIF EMB 
I 2 192 LAM3  4 S S S S 
    275 LAM3  4 S S S S 
II 19 16 BEIJING 1 R R R S 
  58 BEIJING 1 R S S S 
  84 BEIJING 1 S S S S 
  109 BEIJING 1 S S S S 
  136 BEIJING 1 S S S S 
  186 BEIJING 1 S S S S 
  198 BEIJING 1 S S S S 
  199 BEIJING 1 S S S S 
  276 BEIJING 1 S S S S 
  284 BEIJING 1 S S S S 
  288 BEIJING 1 S S S S 
  299 BEIJING 1 S S S S 
  301 BEIJING 1 S S S S 
  332 BEIJING 1 S S R S 
  392 BEIJING 1 S S S S 
  440 BEIJING 1 S S S S 
  442 BEIJING 1 S S S S 
  467 BEIJING 1 S S S S 
    500 BEIJING 1 S S S S 

III 2 266 Novo NC R R S S 
    495 Novo NC S S S S 

IV 2 208 LAM11_ZWE 815 S S S S 
    346 LAM11_ZWE 815 S S S S 
V 9 47 LAM 4 811 R R S S 
  79 LAM 4 811 S S S S 
  146 LAM 4 811 S S S S 
  195 LAM 4 811 S S S S 
  389 LAM 4 811 S S S S 
  401 LAM 4 811 S S S S 
  433 LAM 4 811 R S S S 
  438 LAM 4 811 S S S S 
    457 LAM 4 811 S S S S 

VI 3 147 LAM11_ZWE 1873 S S S S 
  185 LAM11_ZWE 1873 S S S S 
    261 LAM11_ZWE 1873 S S S S 

VII 2 251 H1 62 S S S S 
    291 H1 62 S S S S 

VIII 4 249 H1 47 S S S S 
  396 H1 47 S S S S 
  398 H1 47 S S S S 
  424 H1 47 S S S S 

IX 2 54 T2 52 S S S S 
    503 T2 52 R R S S 
X 17 110 T1 53 S S S S 
  129 T1 53 S S S S 
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  149 T1 53 S S S S 
  175 T1 53 S S S S 
  176 T1 53 S S S S 
  177 T1 53 S S S S 
  194 T1 53 S S S S 
  218 T1 53 S S S S 
  222 T1 53 S S S S 
  224 T1 53 S S S S 
  238 T1 53 S S R S 
  296 T1 53 S S S S 
  324 T1 53 S S S S 
  352 T1 53 S S S S 
  366 T1 53 S S S S 
  441 T1 53 S S S S 
    444 T1 53 S S S S 

XI 2 114 H3 50 R R R R 
    135 H3 50 R S R R 

XII 4 154 T5 44 S S S S 
  162 T5 44 S S S S 
  267 T5 44 S S S S 
  316 T5 44 R S S S 

XIII 3 339 X1 119 S S S S 
  355 X1 119 S S S S 
    459 X1 119 S S S S 

XIV 4 180 T2-T3 73 S S S S 
  250 T2-T3 73 S S S S 
  373 T2-T3 73 R S S S 
  453 T2-T3 73 S S S S 

XV 2 320 S 707 S S S S 
    321 S 707 S S S S 

XVI 8 98 S 34 S S S S 
  113 S 34 S S S S 
  312 S 34 S S S S 
  338 S 34 S S S S 
  347 S 34 S S S S 
  411 S 34 R R R S 
  456 S 34 S S S S 
  477 S 34 S S S S 

XVII 2 294 T NC R S S S 
    328 T NC R S R S 

XVIII 3 48 S 71 R R S S 
  124 S 71 S S S S 
  342 S 71 S S S S 

XIX 2 270 T1 719 S S S S 
    473 T1 719 S S S S 

XX 9 45 LAM 3 33 S S S S 
  88 LAM 3 33 S S S S 
  115 LAM 3 33 S S S S 
  145 LAM 3 33 S S S S 
  211 LAM 3 33 S S S S 
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  213 LAM 3 33 S S S S 
  452 LAM 3 33 S S S S 
  460 LAM 3 33 S S S S 
  474 LAM 3 33 S S S S 

XXI 18 71 LAM 9 42 S S S S 
  90 LAM 9 42 S S S S 
  119 LAM 9 42 S S S S 
  122 LAM 9 42 S S S S 
  155 LAM 9 42 S S S S 
  202 LAM 9 42 S S S S 
  209 LAM 9 42 S S S S 
  227 LAM 9 42 S R S S 
  265 LAM 9 42 S S S S 
  277 LAM 9 42 S S S S 
  311 LAM 9 42 S S S S 
  340 LAM 9 42 R S R S 
  344 LAM 9 42 S S S S 
  382 LAM 9 42 S S S S 
  395 LAM 9 42 S S S S 
  427 LAM 9 42 S S S S 
  476 LAM 9 42 S S S S 
    489 LAM 9 42 S S S S 

XXII 5 82 LAM 4 60 R S R S 
  86 LAM 4 60 S S S S 
  100 LAM 4 60 S S S S 
  239 LAM 4 60 S S S S 
  432 LAM 4 60 S S S S 

XXIII 2 426 LAM NC S S S S 
    501 LAM NC S S S S 

XXIV 2 87 LAM 1 20 R S S S 
  405 LAM 1 20 S S S S 

XXV 2 174 LAM 9 1076 S S S S 
    216 LAM 9 1076 S S S S 

XXVI 3 283 EAI5 236 R R R S 
  302 EAI5 236 S S S S 
  466 EAI5 236 R S R S 

XXVII 18 22 EAI_1 Som 48 S S S S 
  23 EAI_1 Som 48 S S S S 
  68 EAI_1 Som 48 S S S S 
  83 EAI_1 Som 48 S S S S 
  153 EAI_1 Som 48 S S S S 
  158 EAI_1 Som 48 S S S S 
  164 EAI_1 Som 48 S S S S 
  168 EAI_1 Som 48 R R R S 
  203 EAI_1 Som 48 S S S S 
  207 EAI_1 Som 48 S S S S 
  225 EAI_1 Som 48 S S S S 
  234 EAI_1 Som 48 S S S S 
  259 EAI_1 Som 48 R S S S 
  282 EAI_1 Som 48 S S S S 
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  350 EAI_1 Som 48 S S S S 
  425 EAI_1 Som 48 S S S S 
  450 EAI_1 Som 48 S S S S 
    454 EAI_1 Som 48 S S S S 

XXVIII 11 21 EAI_1 Som 806 S S S S 
  63 EAI_1 Som 806 S S S S 
  201 EAI_1 Som 806 S S S S 
  243 EAI_1 Som 806 S S S S 
  380 EAI_1 Som 806 S S S S 
  285 EAI_1 Som 806 S S S S 
  363 EAI_1 Som 806 S S S S 
  402 EAI_1 Som 806 S S S S 
  421 EAI_1 Som 806 S S S S 
  483 EAI_1 Som 806 S S S S 
  485 EAI_1 Som 806 # # # # 

XXIX 2 127 EAI_1 som NC S S S S 
    236 EAI_1 som NC S S S S 

XXX 16 77 EAI5 236 S S S S 
  94 EAI5 236 S S S S 
  131 EAI5 236 S R S S 
  132 EAI5 236 S R S S 
  262 EAI5 236 S S S S 
  274 EAI5 236 S S S S 
  287 EAI5 236 S S S S 
  313 EAI5 236 R S S S 
  317 EAI5 236 S S S S 
  336 EAI5 236 S S S S 
  364 EAI5 236 # # # # 
  376 EAI5 236 R S S S 
  428 EAI5 236 S S S S 
  461 EAI5 236 S S S S 
  462 EAI5 236 S S S S 
  490 EAI5 236 S S S S 

XXXI 3 67 Novo NC S R S S 
  240 Novo NC S S S S 
    290 Novo NC S S S S 

XXXII 2 269 X3 70 S S S S 
  480 X3 70 S S S S 

XXXIII 3 161 X3 92 S S S S 
  289 X3 92 S S S S 
    472 X3 92 S S S S 

XXXIV 3 126 CAS1_DELHI 794 S S S S 
  330 CAS1_DELHI 794 S S S S 
    469 CAS1_DELHI 794 S S S S 

XXXV 2 27 CAS1_DELHI 25 S S S S 
  252 CAS1_DELHI 25 S S S S 

  193               
INH: isoniazida;SM: estreptomicina; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; S: sensível; R: resistente; NC: 
não compartilharam ao tipo de perfil depositado no banco de dados SPOLDB4; #: dados não obtidos. 

 



 

 

ANEXO 8 – Aprovação Comitê de ética 
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