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RESUMO

Estima-se que um ter¢o da populagdo mundial esteja infectada com Mycobacterium tuberculosis,
resultando em dois milhdes de mortes anualmente. No mundo, s3o registrados mais de oito milhdes
de novos casos de tuberculose por ano e o Brasil ¢ um dos principais paises nos quais ocorrem tais
registros. Os fatores determinantes para o controle da tuberculose sdo: a detecgio rapida, a terapia
adequada e os meios de se evitar futuras transmissoes. A caracterizagdo de linhagens por tipagem
molecular € um instrumento util nessas investigagdes epidemiologicas. Existem varios métodos de
tipagem molecular para a caracterizagdo destas linhagens. O IS6110-RFLP ¢ a técnica padronizada
mundialmente. Algumas técnicas, como spoligotyping, VNTRs-MIRUs, entre outras, tém
representado alternativas para analises de isolados de M. tuberculosis geneticamente relacionados,
especialmente em casos em que a analise de IS6110-RFLP nao ¢ aplicavel. Nesta revisdo, foram
consultadas publica¢des relevantes sobre o assunto, em periodicos especializados, a fim de se obter
maior compreensdo sobre as técnicas de genotipagem do Mycobacterium sp e suas respectivas
vantagens e limitagdes.

DESCRITORES: Mycobacterium tuberculosis. Epidemiologia. Tipagem
molecular.

INTRODUCAO

A tuberculose é uma das principais doengas infecciosas do mundo. Tem-se
estimado que um tergo da popula¢do mundial esteja infectada com Mycobacterium
tuberculosis, o que resulta em dois milhdes de mortes anualmente (3). Em 1993,
a OMS declarou a tuberculose como emergéncia global e, desde entdo, vem
desenvolvendo politicas para conté-la.
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A tuberculose atingiu propor¢des alarmantes e hoje é considerada uma
calamidade publica em virtude da redugdo dos investimentos em pesquisas durante
duas décadas, sobretudo, desde a implantagdo da rifampicina na quimioterapia de
curto prazo para tuberculose, a partir da década de 1960, quando se acreditava que
a doenga estivesse sob controle (20). Somaram-se a isso a combinacdo de fatores
demograficos, os movimentos populacionais, a expansdo da epidemia do HIV e
o aumento da resisténcia as drogas. Além do mais, estima-se que se a efetividade
do controle da tuberculose ndo obtiver melhoras substanciais, o numero de casos
novos passara dos 200 milhdes em 2001 para perto de um bilhdo de novas pessoas
infectadas no ano de 2020 (30). O Brasil esta entre os principais paises que registram
esses casos, ocupando a 15% posi¢do entre as regides com a maior prevaléncia da
doenga (48).

Apesar de o agente causador da tuberculose humana ser altamente
infectante, sua capacidade de desenvolver a doenga clinica ¢ relativamente
baixa. Estima-se que apenas 10% das pessoas infectadas tornam-se doentes.
Os fatores predisponentes ao desenvolvimento da doenga ndo foram totalmente
elucidados, mas, de maneira geral, eles sdo atribuidos a uma combinagdo entre
fatores ambientais, caracteristicas do hospedeiro e da linhagem do M. tuberculosis.
Fatores sociais tipicos de nagdes em desenvolvimento, como pobreza, desnutrigdo,
estresse, superpopulacdo e exposi¢do a micobactérias ambientais, influenciam a
susceptibilidade a tuberculose (4, 13, 43). Contudo, existem evidéncias de que
uma predisposicdo genética multifatorial, além de fatores como idade, estado
imunoldgico do individuo, doengas concomitantes e outros fatores de resisténcia do
hospedeiro estejam associados (21, 28).

Adicionalmente, a emergéncia e a disseminacdo de linhagens de M.
tuberculosis multiresistentes a drogas (MDR-TB) também se tornaram uma séria
ameagca para o controle da tuberculose. A falta de novos agentes teraputicos para
a MDR-TB e a necessidade de desenvolver métodos de diagndstico molecular
rapidos e eficientes tém estimulado, nos ultimos anos, o delineamento das bases
genéticas moleculares da resisténcia do M. tuberculosis (46) as drogas.

A identificacdo de linhagens constitui um método adicional util em
investigagdes epidemioldgicas, pois ¢ um meio para se entender melhor os
mecanismos que influenciam a dindmica de transmissdo ¢ a identificagdo dos
fatores de risco em uma comunidade. Esta identificagao permite a elaboragdo de um
modelo adequado de medidas de controle, além de poder ser usada para investigar
propriedades bioldgicas das linhagens, como viruléncia e patogenia (31).

Algumas das principais caracteristicas epidemioldgicas que sao elucidadas
com estas técnicas moleculares sdo: determinagdo da origem de uma infecgdo
em um paciente (familiar ou comunitaria); disseminagdo ¢ deteccdo precoce de
organismos que adquiriram resisténcia a antibioticos (1, 19); discriminac@o entre
doenca enddgena e exdgena (9, 42), além de casos de contaminagdo cruzada em
laboratorio (8).
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Varios métodos tém sido desenvolvidos para a diferenciagdo de isolados
clinicos baseados no polimorfismo genético de DNA do M. tuberculosis (DNA
fingerprint). Os primeiros trabalhos para a determinagdo de polimorfismo genético
de M. tuberculosis utilizaram tipagem por fago (38). Esta técnica foi usada para
analisar a heterogeneidade entre coldnias individuais do bacilo obtidas de culturas
isoladas de esquimoés. Concluiu-se que 14,1% dos pacientes testados foram
infectados simultaneamente com mais de uma linhagem de M. tuberculosis. Apesar
de ter sido util na época, esta técnica é limitada pelo niumero reduzido de tipos de
fagos para Mycobacterium spp. e pela baixa sensibilidade do método (30).

Recentemente, os estudos epidemiologicos da tuberculose foram
facilitados gragas a aplicacdo de marcadores moleculares linhagem-especificos
(56). O desenvolvimento desses métodos e a utilizagdo de DNA fingerprint t€ém
permitido a distingdo dessas linhagens. Quando duas ou mais linhagens t€m o perfil
fingerprint idéntico ou muito similar, infere-se que elas pertengam a um mesmo
grupo. Com isso, linhagens isoladas de diferentes pacientes, mas pertencentes a
um mesmo grupo podem ter elevada probabilidade de serem epidemiologicamente
associadas, isto ¢, podem refletir transmissao recente entre os pacientes (27).

A anélise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢io
baseados em IS6110 (IS6110 - Restriction Fragment length polymorphism-RFLP)
¢ considerada atualmente a técnica padrdo para a comparacdo de isolados de M.
tuberculosis (56). Outras técnicas, como spoligotyping (29) e, mais recentemente,
a tipagem baseada no nimero variavel de repeti¢des em tandem (VNTRs- Variable
Number of Repeats Tandem) de unidades repetitivas intercaladas de micobactérias
(MIRUs - Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) tém representado alternativas
para analises de isolados de M. tuberculosis geneticamente relacionados (24, 39, 52),
especialmente nos casos em que a analise com a utilizagdo de IS6110-RFLP néo é
aplicavel ou quando os resultados desta analise sdo de dificil interpretacdo. Nos casos
de infeccdo simultanea por duas ou mais linhagens de M. fuberculosis, sdo necessarias
varias técnicas de DNA fingerprints (49).

Os métodos de tipagem molecular sdo também Tteis para a diferenciacdo
dos membros do complexo M. tuberculosis. Estes consistem em quatro espécies
relacionadas: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
microti € Mycobacterium africanum (55), as quais, apesar de demonstrarem
diferengas fenotipicas, possuem um elevado grau de identidade genética (18). Os
genomas dessas espécies sdo ricos em DNA repetitivo (11), fato que tem sido
explorado pela tipagem molecular. Os conhecimentos adquiridos a partir dessas
analises permitiram a discriminagdo entre as espécies, bem como correlaciona-
las com as caracteristicas clinicas da doenga, além de fornecerem dados como
patogenicidade, adaptac@o ao hospedeiro e origem (47).

Nesta revisdo, procuramos ressaltar as principais técnicas moleculares
utilizadas para genotipagem de micobactérias, evidenciando suas vantagens,
desvantagens e limitacdes. Descreveremos as técnicas baseadas na analise de

Vol. 36 (1): 1-15. jan.-abr. 2007 3



polimorfismo do DNA apo6s digestdo por enzima de restricio (RFLP), RFLP
seguida de hibridizagdo com sondas (IS6110), spoligotyping e MIRU-VNTR.

METODOS NA ANALISE DE POLIMORFISMO DO DNA
1. Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)

A diferenciagdo de linhagens do complexo M. tuberculosis pelo uso de
tecnologia baseada em acidos nucléicos se fundamenta em diferencas especificas de
linhagens e freqiiéncias de certas seqiiéncias de DNA em seu genoma. Neste método,
0 DNA ¢ clivado com enzimas de restrigdo particulares (Pvull, por exemplo),
resultando em fragmentos de restricdo de DNA que séo separados por eletroforese
em gel de agarose (12, 45). A Figura 1 esquematiza as etapas necessarias.

/ \>~

fragmentos gel de agarose
de restrigdo dos fragmentos de restricao

DNA + enzimas de restricao

Figura 1. Esquema ilustrativo da técnica do RFLP. Os DNAs extraidos de M.
tuberculosis provenientes de culturas sdo digeridos in vitro com enzimas
de restri¢do. O produto da digestdo ¢ separado por eletroforese em gel de
agarose corado com brometo de etideo e, posteriormente, analisado para
a comparagao dos perfis de digestdo.

Embora esta técnica seja rapida, a interpretagdo dos resultados do RFLP ¢
dificil em razdo do grande numero de fragmentos gerados, o que resulta em padrdes
complexos de dificil diferenciagdo e baixo poder discriminatorio (30).

1.1. RFLP seguido de hibridizagdo

O RFLP seguido de hibridizagdo se baseia na presenca de elementos
transponiveis (seqiiéncias de inser¢ao) no genoma do M. tuberculosis (56) ou
seqiiéncias repetitivas do genoma, que podem ser evidenciadas ap6s o emprego de
endonucleases de restricdo (Figura 1). Para a execucfo desta técnica, os elementos
repetitivos de DNA sdo clonados e usados como sondas para se visualizar somente
os fragmentos de restricdo que contenham a seqiiéncia complementar para a
sonda (53). Os principais marcadores, que sao utilizados como sondas, atualmente
incluem o elemento de inser¢do (IS) 6110 e as seqii€ncias repetitivas ricas em GC.
Van Soolingen et al. (1991) demonstraram que IS sdo estaveis em M. tuberculosis,
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mesmo apos varias passagens in vitro. A clonagem e a obtencao das sondas estdo
exemplificadas na Figura 2.

AmpR DNA gendémico

PCR com oligonucleotideos

inicadores para 1S6110

Produto de PCR

Plasmideo pGemT

AmpR
Plasmideo hibrido
contendo DNA ex6geno

Transformagao de E. coli }

Transformante com o inserto (1IS6110)

Figura 2. Esquema de clonagem da seqiiéncia do IS6110 no plasmideo pGemT
para obtenc@o da sonda IS6110. O DNA gendmico da cepa padrao
H37RV ¢ amplificado por PCR com oligonucleotideos especificos
para a regido IS6110 e o produto ¢ ligado ao plasmideo pGemT por
uma enzima DNA ligase, resultando em um plasmideo que contém o
inserto.

O IS6110 é uma seqiiéncia de 1.361 pares de base (pb) que foi detectada
em membros do complexo M. tuberculosis e tem se mostrado bastante conservada
entre os diferentes isolados. O nimero de copias de IS6110 presentes no genoma
¢ espécie e linhagem dependente (30), portanto o IS6110 RFLP ¢ amplamente
aplicado na diferenciacdo de isolados (44). A técnica ¢ de facil comparagdo porque,
geralmente, apresenta bandas hibridizadas com igual intensidade, diferentemente
de outras técnicas como o spoligotyping (32). Por sua utilizagdo mundial, os dados
obtidos em qualquer laboratorio podem ser comparados, facilitando o entendimento
das cadeias de transmissao.

Além do nimero de copias de IS6110 por linhagem ser variavel, de 0 a
25 copias, a posicao desses elementos no genoma também ¢ variavel, ampliando a
possibilidade de gerar maior quantidade de padrdes de bandas com os fragmentos
resultantes apds o tratamento com a enzima de restri¢do: Pvull. Os fragmentos de
restricdo sdo separados em gel de agarose e, posteriormente, transferidos para uma
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membrana de nylon ou nitrocelulose. A visualizagdo dos fragmentos que contém
IS6110 se da por meio de sondas complementares ao IS6110 marcadas, que sdo
adicionadas para a hibridizagdo com os fragmentos transferidos para a membrana.
Os fragmentos de restri¢@o hibridizados podem ser visualizados por uma reagao de
quimioluminescéncia ou por radioatividade, dependendo do tipo de marcagdo da
sonda (56). A Figura 3 ilustra uma reagdo visualizada por quimioluminescéncia.

DNA Fragmentos  Gel de agarose Transferéncia
+ de restricdo  dos fragmentos para membrana
Enzimas de restrigao

de restricéo

FRR &

Preparagao
dos fragmentos
de restrticéo

Hibridizacéo

Exposicéo ao filme de raio X

Revelagao do raio X

Membrana em contato com a sonda.
Apenas as bandas complementares
a sonda permanecem marcadas Autoradiografia
Figura 3. Esquema de hibridizacdo para obtencdo do perfil de bandas. DNA
de culturas isoladas de M. tuberculosis sdo digeridos com enzima
Pwull, separados por eletroforese em gel de agarose e, posteriormente,
transferidos para a membrana. Esta ¢ incubada com sondas
complementares para IS6110 previamente marcadas. Apos a hibridizacao
e a lavagem da membrana, o substrato quimioluminescente da sonda
marcada ¢ adicionado e a membrana ¢ exposta a um filme de raio X, que
revelard a presenga dos fragmentos que contém seqiiéncias IS6110.

As maiores desvantagens dessa técnica referem-se a exigéncia de cultura
de vérias semanas, com organismos viaveis para a obtencdo de DNA em grande
quantidade e de elevada qualidade, além de seu alto custo. Adicionalmente, algumas
regides, como Londres, apresentam grande numero de linhagens com baixo nimero
de copias de IS6110 (25% do total de linhagens com menos de cinco copias). As
posigdes das bandas nestas cepas apresentam menor polimorfismo, portanto baixo
poder discriminatorio (6, 37).
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Uma importante implicacdo de DNA fingerprint RFLP-IS6110 para
tuberculose ¢ sua habilidade em mensurar a diversidade de linhagens de M.
tuberculosis, incluindo diferencas por regido, populagdo e, possivelmente,
prevaléncia de linhagens endémicas (40). Esta diversidade foi demonstrada nos
EUA por andlises de genotipagem em bases de dados, em que 10.883 pacientes
tuberculosos, representando aproximadamente 11,6% de todos os casos novos
daquele pais de 1996 a 2000, resultaram em 6.128 amostras distintas (35).

METODOS BASEADOS NA AMPLIFICACAO DE DNA POR REACAO DA
POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

Técnicas de tipagem mais rapidas tém sido desenvolvidas e a maioria
delas fundamenta-se na amplificagdo baseada no método da PCR. Estes métodos
tém sido vantajosos para tipificar M. tuberculosis diretamente em amostras clinicas,
dispensando a etapa de crescimento do microrganismo além da possibilidade de
serem usadas em isolados ndo mais vidveis para cultivo. Algumas destas técnicas,
contudo, carecem de reprodutibilidade ou t€ém menor poder discriminatério que
RFLP-IS6110 (32). Existem varios métodos baseados na tipagem molecular
utilizando-se PCR, dentre eles spoligotyping e um numero variavel de repeticdes em
tandem (VNTR) se mostram os mais promissores.

1. Spoligotyping

O método spoligotyping tem sido usado para acompanhar linhagens com
diferentes aplica¢des epidemiologicas (59). Por sua simplicidade ¢ freqiientemente
utilizado para a tipagem do complexo M. tuberculosis. Além disso, ele ¢ usado
também como um método de tipagem adicional para linhagens com menos de cinco
copias de IS6110 (6, 25, 51).

Esta técnica baseia-se no polimorfismo de DNA na regido do lécus
de repeticao direta (DR) de M. tuberculosis. Este 16cus contém DRs de 36pb
intercaladas com espagos de seqiiéncias ndo repetitivas de 34-41pb miltiplas e
bem conservadas. Estas regides foram descritas pela primeira vez flanqueando uma
seqiiéncia IS6110 (41).

As linhagens variam em nimero de DRs e presenga ou auséncia de
espagos particulares (29). A técnica envolve a amplificacdo das regides espagadoras
entre os DRs (Figura 4), para posterior hibridizagdo em uma membrana que
contenha oligonucleotideos especificos para as diferentes seqiiéncias espacadoras,
previamente ligados covalentemente. O resultado ¢ obtido mediante a hibridizacao
ou ndo de cada seqiiéncia espacadora, resultando em um padrao de hibridizagado que
¢ comparado entre as diferentes amostras (27).

O polimorfismo ¢ proporcionado por estes espacos, 0s quais sdo
varidveis em comprimento (de 34 a 41) (57), seqiiéncia e numero. Embora
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esses espacos variem, cada um é comum para um grupo de linhagens (25).
Este polimorfismo ¢ provavelmente duplo para recombinagdes homdlogas
entre DRs vizinhas ou distantes e para rearranjos dirigidos para o elemento de
inser¢do IS6110, o qual esta presente na regido DR de muitas linhagens de M.
tuberculosis. Visto que regides DRs sdo bem conservadas entre as linhagens de
M. tuberculosis, cada copia DR dentro do 16cus DR ¢é um potente alvo para a
amplifica¢do por PCR (29).

Regides espacadoras 1 2 3 4
DNA genémico I DR I DR I DR I DR I DR
Oligonucleotideos 4_’ 4_’ 4_’ 4.’ 4.’

Produtos da PCR —_—

Hibridizagdo dos produtos de cada amostra em membrana
contendo oligonucleotideos especificos para cada regido

v
Amostra A ([ ] o [ ] ([ J
Amostra B o o ]
Amostra C o o o

Figura 4. Esquema representativo da amplificacdo por PCR entre as seqiiéncias
DRs utilizadas na técnica do spoligotyping. Dois oligonucleotideos
iniciadores sdo utilizados para amplificar as regides espacadores entre
regides DRs, um no sentido 5°-3’ e outro reverso, 3’°-5’, resultando em
fragmentos de diversos tamanhos, dependendo da presenca ou auséncia
destas regides no genoma que serao reveladas apds hibridizagao.

Quando usado em associagdo com outras técnicas alternativas ao RFLP-
IS6110, o spoligotyping se mostra uma técnica rapida, efetiva e econdmica (7,
34). Entretanto, sua utilizagdo em substituicdo a técnica do RFLP IS6110 deve
ser considerada com precaugdo (60), visto que uma propor¢ao de linhagens com
diferencas no perfil do marcador genético RFLP-IS6110 exibem perfis idénticos
de spoligotipyng (17). Segundo estudos realizados por Salmoniere et al. (1997)
(25), o spoligotyping se mostrou um método adequado para triagens iniciais porque
consiste em uma técnica de PCR que requer pouca quantidade de DNA. Isolados
do complexo M. tuberculosis, que apresentem diferentes perfis de spoligotyping,
também revelardo, sem excecao, diferentes RFLPs IS6110.
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2. Ntmero variavel de repetigdes em tandem (VNTR)

Loci genéticos contendo VNTR formam a base do mapeamento
genético humano. Muitos genes de importancia médica tém sido identificados por
mapeamento baseado em suas ligagdes no locus VNTR. Este método também ¢
aplicado em medicina forense e em testes de paternidade (2, 22, 23, 26).

Loci de repeticdo em fandem, similares aos minissatélites em eucariotos,
também tém sido identificados em bactérias do complexo M. tuberculosis. Estes
VNTRs freqlientemente se diferem em niimero de cdpias entre os isolados (24).
Estas estruturas consistem em seqiiéncias repetitivas de 40-100pb, chamadas de
MIRUs (Mycobacterial interspersed repetitive units) encontradas dispersas no
genoma do complexo M. tuberculosis (36, 52). Um estudo recente no genoma do
M. tuberculosis H37Rv revelou que 12 dos 41 loci MIRUs presentes constavam no
genoma de isolados ndo relatados de diferentes regides geograficas e que a tipagem
com o uso destes 12 loci proporcionou uma resolugdo comparavel ao RFLP-IS6110.
Estes alvos, portanto, sdo promissores para o desenvolvimento de um método com
alta resolugdo, conveniéncia e grandes aplica¢des para tipagem (39).

Estudos realizados por Domenech et al. localizaram VNTRs tanto em
regides codificantes quanto em regides intergénicas do M. tuberculosis H37RV.
Todos os loci VNTR reportados, presentes em regides codificantes, tinham tamanhos
repetidos e eram multiplos de trés nucleotideos. Parece que, em algumas bactérias
patogénicas, VNTRs em regides codificantes proporcionam grandes variacdes em
proteinas envolvidas na patogenicidade, as quais podem ajudar o patdogeno a se
adaptar melhor e a evadir do sistema imunoldgico do hospedeiro.

Atipagem VNTR-MIRU ¢é baseada em PCR, produzindo dados facilmente
manejaveis para serem aplicados nos estudos de epidemiologia molecular global do
complexo M. tuberculosis (39). Para revelar o nimero de repeti¢des em tandem, o
PCR ¢ realizado com oligonucleotideos iniciadores destinados a amplificar o 16cus
de repeti¢do em tandem selecionado. A presenga e o tamanho do produto de PCR sao
determinados por eletroforese em gel de agarose, sendo destinados para cada locus
uma reagdo de PCR e um gel, como mostra a Figura 5. Com base no conhecimento
do tamanho de diferentes repeti¢des em tandem, o nimero de repeti¢des ¢ calculado
de acordo com dados ja publicados (16). Esta tipagem tem se mostrado muito
informativa, pois se baseia na repeticao do nimero de cdpias em loci especifico.

A identificagdo do loci VNTR-MIRU mostrou ser igualmente aplicavel
para tipagem de Mycobacterium bovis, o qual tem demonstrado ser de dificil tipagem
pelos métodos existentes (14, 15, 16, 50). Esta técnica tem discriminagéo similar ao
RFLP IS6110 em linhagens com grande niimero de copias do elemento IS6110 e se
mostra melhor quando as linhagens possuem niimero reduzido de copias (33).

O M. bovis infecta humanos freqiientemente pelo consumo do leite fresco
de vacas e ndo usualmente de pessoa para pessoa. As infecgdes por este patdgeno
sdo geralmente encontradas em sitios extrapulmonares. O RFLP IS6110 nao ¢
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um método muito adequado para a investigacdo do M. bovis. Isso ocorre porque
proporgdes significativas dessas linhagens isoladas de humanos contém somente
uma copia do elemento IS6110, que estd em uma posi¢do fixa do genoma (15).
O VNTR-MIRU, quando comparado com RFLP-IS6110 e spoligotyping, produz
amostras mais distintas (5, 16). Segundo um consenso recente da Unido Européia
sobre a determinacao de novos marcadores e técnicas para epidemiologia e controle
da tuberculose, o método de tipagem VNTR-MIRU podera substituir o IS6110 em
um futuro proximo (30).

Locus 1 2 3 4 5
DNA gendmico I | H N N .
Oligonucleotideos Iniciadores > - > - >

| 4"
| Ay
R

Produtos da PCR

Gel amostras

Locus A B

Figura 5. Esquema representativo da amplificagdo utilizada pela técnica VNTR.
Oligonucleotideos iniciadores especificos para cada lécus VNTR
resultardo em amplificagdo de acordo com a presenca ou auséncia
do alvo. Apos realizar a PCR para os varios loci, a anlise ¢ feita em
gel de agarose para visualizar os produtos esperados. Cada linhagem
apresentara um perfil de acordo com as regides VNTRs presentes em
seu genoma.

ANALISE COMPARATIVA DAS DIFERENTES TECNICAS DE TIPAGEM
MOLECULAR

Kremer et al. (1999) avaliaram diferentes métodos de tipagem de M.
tuberculosis, de acordo com seus graus de reprodutibilidade, diferenciagéo e
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especificidade. Oito diferentes laboratdrios, especializados em varios métodos de
tipagem, analisaram, cegamente, 131 amostras de DNA por 12 métodos diferentes,
incluindo todos os citados nesta revisdo. Dessas amostras, 90 linhagens eram de M.
tuberculosis, dentre as quais 31 amostras estavam em duplicata e outras dez eram
de espécies diferentes do M. tuberculosis.

A reprodutibilidade das técnicas foi analisada comparando-se as
amostras em duplicata. Os resultados obtidos por RFLP-IS6110 foram 100%
reprodutiveis. Das amostras analisadas por métodos baseados em PCR, a
reprodutibilidade variou entre 6% e 97%. A tipagem realizada por VNTR
apresentou apenas um par de amostras em duplicata com discordancia, obtendo
um grau de reprodutibilidade de 97%. Quando a analise foi realizada por
spoligotyping, as amostras apresentaram um grau de 94% de identidade (das 31
amostras, 29 foram idénticas).

O RFLP-IS6110 obteve o maior grau de discriminag@o das 90 linhagens
do complexo M. tuberculosis analisado, apresentando 84 tipos diferentes; o
spoligotyping, 61 tipos e VNTR, 56 diferentes linhagens.

Contudo, apesar de o RFLP ser altamente reprodutivel e discriminatorio
¢ pouco util para tipar linhagens que contenham baixo nimero de cdpias
IS6110 (6, 33). Para a analise da especificidade dos métodos testados, foram
utilizadas aquelas dez linhagens de cinco espécies diferentes ndo pertencentes
ao complexo M. tuberculosis. Os métodos RFLP-IS6110 e spoligotyping ndo se
mostraram Uteis para tipificar estas linhagens, sendo, portanto, especificos para
M. tuberculosis.

CONCLUSOES

Estes estudos refor¢cam a consideragdo do RFLP, seguido de hibridizagao
IS6110, como a técnica padrio para tipificar linhagens do complexo M. tuberculosis
mundialmente. O RFLP constitui uma técnica de elevada reprodutibilidade,
sensibilidade, além de ser muito especifica. Tais vantagens do RFLP-IS6110
podem ser perdidas quando se tratam de linhagens com baixo niimero de copias da
sequéncia de inser¢do. Nestes casos, contudo, hé a alternativa da utilizagao de outras
técnicas, como spoligotyping e VNTR, por exemplo.

Durante os tltimos anos, fingerprint tem sido utilizado para melhorar
a defini¢do dos fatores de risco na transmissdo da TB e, atualmente, é aceita a
hipdtese de que linhagens pertencentes a um mesmo grupo estdo relacionadas com
transmissdes recentes entre os pacientes que as possuem. Ha estreita relagdo entre a
tipagem por RFLP e a origem geografica das linhagens de M. tuberculosis, sendo,
portanto, determinantes para os programas de controle da tuberculose de cada pais
(10, 54, 57, 58, 61).

Os métodos de tipagem molecular tém, assim, importancia preponderante
no que diz respeito a0 monitoramento da transmissdo da tuberculose nos paises
endémicos.
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ABSTRACT
Methods employed in the molecular epidemiology of Mycobacterium tuberculosis

Almost one third of the world population is infected with Mycobacterium
tuberculosis which results in two millions of deaths annually. Every year, eight
million of new tuberculosis cases are reported worldwide and Brazil is one
of the main contributing countries for those cases. Key factors for controlling
tuberculosis are: rapid detection, adequate therapy, and means to avoid further
transmissions. Strain characterization by molecular typing has become a useful tool
in epidemiological investigations. There are several methods for molecular typing
of these strains, IS6110-RFLP being considered the gold standard. Some methods,
such as spoligotyping, VNTRs-MIRUSs, among others, have proved to be useful
as an alternative in cases where IS6110-RFLP is not applicable. In order to broaden
our understanding about Mycobacterium sp genotyping techniques, as well as
their limitations and advantages, several relevant publications about this matter are
presented and discussed in this review.

KEY WORDS: Mycobacterium. Epidemiology. Molecular typing.
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