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Resumo:

A tuberculose (TB) é um importante problema de salude publica,
particularmente nos paises em desenvolvimento. Técnicas moleculares para
diferenciar isolados de Mycobacterium tuberculosis, tais como Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU), utilizando 12 pares de iniciadores para
amplificar regides VNTR (Variable Number Tandem Repeat), possibilitam
agrupar isolados clinicos de M. tuberculosis provenientes de pacientes que
apresentam ligagBes epidemioldgicas. Desta forma, pode-se identificar
cadeias de transmissdo de determinado isolado por diferenciacdo clonal.
Porém, alguns isolados apresentam 12 loci-MIRU idénticos exigindo a
utilizacdo de maior nimero de VNTRs para a diferenciacdo. Este trabalho
objetiva ampliar os estudos com a técnica de MIRU utilizando 24 iniciadores
para amplificar um maior nimero de VNTR. Com isto poderemos
compreender um pouco mais sobre a epidemiologia da TB com isolados
clinicos provenientes de pacientes oriundos da triplice fronteira
Brasil/Paraguai/Argentina. Para isso, 40 isolados clinicos previamente
genotipados com 12 loci-MIRU-VNTR, foram submetidos a tipagem com
outros 12 iniciadores e também com 5 VNTRs (ETR A, B, C, D e E). Com a
técnica 12 loci-MIRU-VNTR ocorreram dez clones contendo 26 isolados e
quando foi aplicado o 24 loci-MIRU-VNTR houve uma diferenciacdo de 13
isolados. Foi também utilizado a analise de 12 loci-MIRU-VNTR e 5 ETRs
gque apresentou menor desempenho para diferenciacéo. 24 loci-MIRU-VNTR
conseguiu reduzir em 50% o numero de isolados que apresentavam o
mesmo perfil genotipico Isto demonstra um aumento do poder
discriminatério dos isolados de M. tuberculosis com a utilizagdo do 24-loci-
MIRU-VNTR.
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Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infecto-contagiosa que continua sendo um
importante problema de saude publica no mundo, principalmente em paises
em desenvolvimento (MA et al.,, 2010). Os métodos de tipagem molecular
vém desempenhando, atualmente, um importante papel na capacidade de
discriminar isolados microbianos e, ao mesmo tempo, estabelecer uma
relacdo clonal entre linhagens relacionadas. A metodologia Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units/Variable Number Tandem Repeat (MIRU-
VNTR) utiliza a variabilidade na quantidade de seguidas repeticbes de
sequéncias especificas no genoma das linhagens de M. tuberculosis
(SUPPLY et al., 2006). Assim, o objetivo deste estudo foi ampliar os estudos
com a técnica de MIRU-VNTR utilizando 24 iniciadores para amplificar um
maior nimero de VNTR. Com isto poderemos compreender um pouco mais
sobre a TB avaliando isolados clinicos provenientes de pacientes da triplice
fronteira Brasil/Paraguai/Argentina.

Materiais e métodos

Foram utilizados 40 isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis
provenientes de pacientes da triplice fronteira Brasil/Paraguai/Argentina. Os
isolados clinicos de M. tuberculosis cultivados em Lowenstein-Jensen (BBL™
— Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, USA) foram
submetidos a extracdo do DNA utilizando o kit QlAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen, USA).

Os DNAs extraidos foram previamente amplificados para obtencdo dos
perfis de 12-loci-MIRU-VNTR em termociclador Veriti 96 (Applied
Biosystems, USA) de acordo com Supply et al. (2000). Apés o agrupamento
primério, foi realizado amplificacdo com mais 12 pares de oligonucleotideos
iniciadores como descrito por Santos et al. (2012) para completar 24 loci-
MIRU-VNTR. Os produtos de cada reagdo de PCR foram visualizados em
gel de agarose 1,5% e analisados de acordo com Supply et al., (2006) e.
pelo SITVITWEB (http://migre.me/gm2d4) para obtencdo do MIRU
International Type (MIT) de cada isolado M. tuberculosis.

Resultados e Discussao

O 12 loci-MIRU-VNTR néo possibilitou 100% de diferenciacdo entre os 40
isolados analisados. Com esta metodologia ocorreram dez clones contendo
26 isolados com similaridade de 100% entre os perfis. Destes, dois clones
agruparam quatro isolados cada, dois agruparam trés isolados cada e seis
agruparam dois isolados cada. Quando foi aplicado o 24 loci-MIRU-VNTR
nos 26 isolados que estavam agrupados em clones, houve uma
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diferenciacdo de 13 isolados. Isto demonstra o melhor poder discriminatorio
do 24 loci-MIRU-VNTR quando comparado ao 12 loci-MIRU-VNTR (Tabela).
Foi também utilizado uma analise disponivel no SITVITWEB que utiliza os
valores obtidos com 12 loci-MIRU-VNTR e 5 ETRs (A, B, C, D e E) para a
caracterizacdao molecular de M. tuberculosis. Esta analise apresentou menor
desempenho para diferenciacéo dos 26 isolados agrupados (Tabela) quando
comparado com a utilizacdo de 24 loci-MIRU-VNTR.

Tabela — Perfil genotipico de isolados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis provenientes de pacientes atendidos pela 92 e 102
Regionais de Saude do Estado do Parana utilizando 12 e 24 loci-MIRU-
VNTR e 5 VNTR.

Isolados 12 loci-MIRU  12MIT _ Clone 24 loci-MIRU VIT
F11 224226163321 26 224226163321224534132236 9
F52 224226163321 26 1 224226163321224434132236 9
F86 224226163321 26 224226163321224434132236 9
F59 224226163321 26 224226163321224434132236 9
F02 225313153323 42 225313153323313322333257 242
F42 225313153323 42 2 225313153323323224333257 97
F77 225313153323 42 225313153323323422313256 97
F45 224326133323 251 3 224326133323224524211246 9
F12 224326133323 251 224326133323224524211246 9
F04 124326143324 519 124326143324224434132223 9
F36 124326143324 519 4 124326143324224334132223 9
F75 124326143324 124326143324224334132222 9

5 224226143321214334142224 198
224226143321214534142224 198
FO7 125326153222 483 125326153222224734132227
FO1 224125152321 orfao 6 224125152321114534142228 240
FO3 224125152321 orfdo 224125152321114534142228 240
F14 123326143324 orfao 7 123326143324224434132223 9
F16 123326143324  ordao 123326143324224434132223 9
F13 333325173334 orfao 8 333325173334324414233226 23
F60 333325173334 orfao 333325173334324314223226 23
233325153334324414223221 23
9 23
23
233325153334324314223225 23
F81 125326153122 orfao 10 125326153122224544132226 Orfao
F84 125326153122 orfdo 125326153122224444132226 Orféo
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FO5 125326153323 orfao 125326153323224234132227
FO6 224313153621 orfao 224313153621323332333257
F08 224316143226 orfao 224316143226224414132225
F09 224223163121 orfao 224223163121224534132248
F10 234325153334 orfao 234325153334324414223226
F17 122225153324 orfao 122225153324324324134235
F18 124526153324 orfao 124526153324224214132227
F19 225326153325 orfao 225326153325224434132225
F20 226313151323 orfao 226313151323323322333266
F22 126313153223 orfao 126313153223323222333247
F23 125326143324 orfao 125326143324224334132223
F25 134325173334 orfao 134325173334324314223226
Conclusdes

A técnica utilizada, 24 loci-MIRU-VNTR, mostrou ser uma ferramenta com
grande potencial para diferenciacdo genotipica de M. tuberculosis. 24 loci-
MIRU-VNTR conseguiu reduzir em 50% o numero de isolados que
apresentavam o mesmo perfil genotipico por 12 loci-MIRU-VNTR. A
utilizacado de ETRs (A, B, C, D e E) adicionado ao 12 loci-MIRU-VNTR né&o
melhorou significativamente o poder de diferenciacdo dos isolados clinicos
gue estavam agrupados.
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