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RESUMO 

No Estado do Rio grande do Sul, 6.152 novos casos de TB foram reportados no ano de 
2000 e mais de 65% destes foram notificados na região metropolitana de Porto Alegre, 
onde a incidência é de aproximadamente 80/100.000 habitantes. O objetivo deste estudo 
foi determinar a diversidade genética dos padrões de fingerprint em isolados da região 
metropolitana de Porto alegre através da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism), determinar o nível de resistência à drogas em isolados de M. tuberculosis 
provenientes de pacientes suspeitos de resistência e identificar fatores de risco para 
transmissão recente por epidemiologia clássica e molecular. Cento e setenta e um 
isolados foram incluídos no estudo. O número de cópias de IS6110 variou de 2 a 18 com 
um número médio de 1 O cópias por isolado, sendo que 9,9% dos isolados apresentaram 
6 ou menos cópias de IS6110. A análise por RFLP revelou 129 padrões de bandas, 112 
(65,5%) dos quais apresentaram padrão único de fingerprinting e 59 (34,5%) foram 
incluídos em 17 clusters consistindo de 2 a 9 pacientes cada. Na análise epidemiológica 
observamos que não houve diferença estatística entre c/uster e não cluster para as 
características analisadas, porém nós observamos que pacientes infectados com cepas 
resistentes, pacientes que nunca trataram TB e diabéticos demonstraram uma tendência 
a desenvolver TB devido à transmissão recente. 109 (63,8%) isolados eram resistentes e 
destes, 45 (41 ,3%) eram MDR. Analisando os dados clínicos dos pacientes observamos 
que a maioria deles tiveram tratamento prévio, o que explica esta alta taxa de resistência 
encontrada. Assim, nós concluímos que a infecção recente não é o único fator 
responsável pela manutenção da incidência da doença em áreas onde esta é endêmica. 
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ABSTRACT 

In Rio Grande do Sul State, 6,152 new cases of TB have been reported in 2000 and 
more than 65% of these cases were notified in the Metropolitan Region of Porto Alegre, 
where the incidence is around 80/100,000 inhabitants. The aim of this study was to 
determine the diversity of DNA fingerprint pattems in isolates from the metropolitan region 
of Porto Alegre by RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), to determine the 
extent of drug resistance of Mycobacterium tubercu/osis isolated from patients suspected 
of resistance and identify risk factors for the recent transmission by molecular and 
classical epidemiology. One hundred seventy one isolates were included in this study. 
The copy number of IS611 O ranged from 2 to 18 with a mean number of 1 O copies per 
isolate, 9.9% of the isolates having 6 or less copies of 156110. RFLP analysis revealed 
129 band pattems, 112 (65.5%) of which had unique fingerprinting pattems and 59 
(34.5%) were included in 17 clusters consisting of 2 to 9 patients each. The 
epidemiological analysis showed that there was no statistical difference between cluster 
and non-cluster for the characteristics analyzed. However, we observed that patient 
infected by resistant strain, patient that never treated TB and diabetics presented a 
tendency to develop TB dueto recent transmission. 109 (63.8%) isolates were resistant 
and 45 (41,3%) presented multidrug-resistance. Analyzing the patient's data we observed 
that many of them presented a history of previous treatment, suggesting that the strains 
infecting those patients have developed resistance. Thus we could conclude that recent 
transmission is not the unique factor responsible for the maintenance of disease incidence 
in areas where it is endemic. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CONSIDERAÇÕES SOBRE A DOENÇA 

A tuberculose (TB) é uma doença infecto-contagiosa que tem acometido pessoas 

e animais desde há muito tempo, tendo demonstrado um largo espectro de severidade 

que varia de indivíduo para indivíduo. Estudos moleculares recentes indicam que o 

agente causal da TB, o Mycobacterium tuberculosis, vem infectando o organismo 

humano há aproximadamente 10.000 anos, quando se começou a domesticar o gado 

(Young et a/., 1998). Mesmo hoje, mais de cem anos após Robert Koch (1882) ter 

identificado o agente causador desta enfermidade, ela ainda se mantém como uma das 

infecções crônicas de maior índice de morbidade e mortalidade. 

Em aproximadamente 85% dos casos de TB o sítio envolvido é o pulmão e nos 

demais 15%, a TB pode estar localizada em outro órgão (TB extrapulmonar) ou 

envolvendo ambos os sítios, pulmonar e não pulmonar (Farer et a/. 1979). Os sítios mais 

comumente propensos a desenvolver TB são aqueles com melhor vascularização como 

os rins, meninges e pleura. Essa distribuição é alterada em pacientes com Síndrome da 

lmunodeficiência Adquirida (AIDS). 

A TB pulmonar se caracteriza por uma tosse inicialmente seca que persiste por 

mais de três semanas e leva à formação de uma secreção purulenta. Ocorre perda de 

apetite e conseqüente emagrecimento; além de cansaço, febre baixa no final da tarde e 

sudorese noturna (Kritski et a/., 2000). 

Tuberculose miliar é a forma mais séria da doença e caracteriza-se por 

disseminação hematogênica de um grande número de bacilos resultando em lesões 

granulomatosas por todo o organismo, podendo ser fatal se não tratada adequadamente 

(Bioom, 1994 ). 

1.2. AGENTE ETIOLÓGICO 

A TB é uma doença bacteriana causada mais freqüentemente pelo M. 

tubercu/osis, também chamado bacilo de Koch ou bacilo álcool-ácido resistente (BAAR). 

Este microrganismo é a espécie-tipo do único gênero da família Mycobacteriaceae -

ordem Actinomycetales (Jewetz, 1995). O complexo M. tuberculosis inclui as espécies 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis- BCG, 
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Mycobacterium microtii e Mycobacterium africanum, que são identificadas com base em 

características de crescimento, fisiológicas e bioquímicas. 

Os bacilos da tuberculose caracterizam-se por apresentarem a forma de 

bastonetes, medindo de 2 a 5 J,Jm de comprimento por 0,2 a 0,5 J,Jm de espessura (Brólio 

& Filho, 1996). É um bacilo imóvel que não forma esporos e não produz toxinas, é uma 

forma de transição entre as eubactérias e os actinomicetos. 

A parede celular desta bactéria é hidrofóbica devido ao alto conteúdo lipídico 

(60%), responsável por profundos efeitos biológicos no hospedeiro, como indução da 

formação de granulomas e antigenicidade. 

Por ser aeróbio estrito, tem no pulmão o seu órgão preferencial de localização e 

infecção. A presença de oxigênio favorece sua multiplicação e a ligação com o meio 

externo facilita sua transmissão. Consegue sobreviver apenas por algumas horas fora do 

organismo, mas aí não consegue se multiplicar, a não ser em meios de cultura (Kritski et 

ai., 2000). 

O complexo M. tubercu/osis é um grupo de bactérias geneticamente muito 

relacionadas, o que dificulta a sua diferenciação por métodos convencionais. Esta relação 

taxonômica muito próxima é também refletida no seu alto grau de conservação evolutiva, 

sendo que a homologia em suas seqüências de DNA é de quase 100% (van Embden et 

a/., 1992; Small & van Embden, 1994; Kremer et a/., 1999). 

O tamanho do genoma é variável conforme a espécie. O genoma completo da 

cepa H37Rv de M. tuberculosis foi seqüenciado pela primeira vez por Cole e 

colaboradores no ano de 1998. No ano de 2002 foi publicada uma reavaliação do 

genoma da mesma cepa (Camus et a/., 2002). O genoma deste microrganismo é 

composto por 4.411.529 pares de bases (pb), contendo 3995 genes, dos quais 52% 

possuem funções conhecidas, e um conteúdo de guanina (G) + citosina (C) de 65,5% 

(Cole et a/., 1998; Camus et a/., 2002). É rico em seqüências de DNA repetitivo, 

particularmente seqüências de inserção (ISs) e seqüências repetitivas polimórficas ricas 

em GC (PGRSs) (Cole et a/., 1998). Em estudo realizado por Fleischmann et a/. (2002) 

foi realizado o sequenciamento completo da cepa clínica CDC1551 e comparado com o 

genoma da cepa laboratorial H37Rv para identificar seqüências polimórficas que 

pudessem ter um potencial relevante na patogênese, imunidade e evolução da doença. 

Os resultados desse estudo demonstraram a presença de muitos polimorfismos de um 

único nucleotídeo (single nuc/eotide polymorphisms, SNPs) em inúmeros genes, muitos 

deles sabidamente envolvidos na virulência e na resposta imune do hospedeiro. Essas 

seqüências polimórficas são particularmente úteis para estudos de evolução, patogênese, 

epidemiologia e clínica da TB (AIIand et ai., 2003). 
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Até o momento já foram identificados mais de 14 tipos diferentes de seqüências 

de inserção (ISs) no genoma de M. tuberculosis. Segundo Mostrem et ai. (2002) estas 

seqüências de inserção são geradoras de polimorfismo genético e, portanto, são 

freqüentemente utilizadas para discriminar cepas. 

1.3. TRANSMISSÃO E INFECÇÃO 

Em geral, a TB é uma doença transmitida por via aérea, por meio de gotículas 

contendo os bacilos expelidos por um doente com tuberculose (TB) pulmonar ao tossir, 

espirrar ou falar (contágio direto). Entretanto, ocasionalmente também pode ser 

transmitida por contágio indireto através da ingestão de alimentos contaminados por 

pessoas doentes ou do leite in natura e por via cutânea (Sepkowitz et ai., 1995). 

Em 1948, um trabalho realizado por Wells, Ratcliffe e Crumbs demonstrou a 

importância do tamanho das partículas contagiantes. Somente as partículas menores, 

com 1 a 2 bacilos em suspensão no ar, produto do ressecamento de grandes partículas 

(núcleos de Wells), alcançam os alvéolos e bronquíolos onde são fagocitados pelos 

macrófagos alveolares, iniciando sua multiplicação (Fiúza de Melo, 1985). 

Um paciente bacilífero consegue eliminar 250 núcleos de Wells por hora e calcula­

se que sejam necessários 25.000 núcleos para haver contágio. O núcleo que possuir 

mais bacilos é mais pesado indo ao solo e, portanto menos infectante. O fator ambiental 

que mais protege é a ventilação local, isto é, um alto número de trocas de ar e também a 

luz no ambiente, pois o raio ultravioleta destrói o bacilo (Brólio & Filho, 1996). 

As características dos focos (doentes pulmonares bacilíferos) e dos comunicantes 

(pessoas que coabitam com o doente), bem como as suas relações, interfere favorável 

ou desfavoravelmente na transmissão da TB. Pacientes com tuberculose pulmonar 

constituem a principal fonte de disseminação da doença, assim como a proximidade 

(mesma cama, mesmo quarto ou mesma casa) e o parentesco (mãe, pai, filho e outros 

parentes) guardam relação direta e estatisticamente significativa com a infecção e 

doença entre os comunicantes (Morrone & Solha, 1983). Hospitais que internam 

pacientes com TB constituem ambientes de risco para outros doentes, especialmente 

imunodeprimidos, bem como para os profissionais que trabalham nestes locais (Kristski 

et a/., 1993). Além destes fatores, a probabilidade da tuberculose ser transmitida depende 

da duração da exposição (Fiúza de Melo et ai., 1993). 
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1.4. PATOGÊNESE E IMUNIDADE 

Os mecanismos de resposta imunológica que protegem o indivíduo contra a 

tuberculose são extremamente complexos e ainda não completamente entendidos. No 

entanto, tem sido demonstrado que a imunidade na TB é basicamente gerada pelo 

sistema imunológico celular do hospedeiro (Kritski et a/., 2000; Janeway et a/., 2002). 

Assim que o bacilo aspirado se aloja no alvéolo pulmonar, sofre a ação dos 

macrófagos aí localizados, que os fagocitam. Embora a fagocitose aconteça sem maiores 

problemas, alguns bacilos permanecem vivos e se multiplicam dentro da célula de defesa 

ou livres na cavidade alveolar (Trujillo & Kristski, 2000). As micobactérias que 

permanecem dentro dos chamados fagossomos micobacterianos, impedem a fusão do 

lisossomo com o fagossomo, favorecendo a sobrevida da micobactéria. Após análise de 

diferentes proteínas presentes nos fagossomos que continham micobactérias viáveis, 

observou-se a presença de uma molécula denominada TACO (tryptophan-aspartate 

containing coat protein), a qual estava ausente na análise de fagossomos não infectados 

e ausente também em fagossomos com micobactérias mortas. Sugere-se que a presença 

dessa molécula retida por bactérias vivas no fagossomo bacteriano impeça a fusão do 

fagossomo com o lisossomo, permitindo dessa forma que a bactéria sobreviva dentro do 

fagossomo (Pieters & Gatfield, 2002). 

O M. tuberculosis divide-se a cada 25 a 32 horas dentro do macrófago. Não são 

conhecidas endotoxinas ou exotoxinas, e, não há desenvolvimento de resposta 

imunológica imediata. A multiplicação ocorre por 2 a 12 semanas, até atingir uma 

quantidade bacilar de 1 03 a 104, que então é suficiente para desencadear uma resposta 

imune celular, que é capaz de limitar esta multiplicação e de ser detectada pelo teste da 

tuberculina. Os linfócitos T-CD4 são responsáveis pela formação do granuloma, morte 

dos bacilos e contenção da lesão, produção de lisozima, necrose tecidual e disseminação 

da lesão. Os linfócitos T-CD8 participam na limitação do processo inflamatório (Trujillo & 

Kristski, 2000; ATS, 2000). 

Antes do desencadeamento da imunidade celular, os bacilos se disseminam 

através do sistema linfático aos linfonodos (complexo primário) e então, atingindo a 

corrente sangüínea, chegam a sítios mais distantes. Em 95% dos casos a primoinfecção 

é detida com a imunidade celular, os bacilos permanecem inativos metabolicamente, uma 

condição chamada de TB quiescente ou latente (Hopewell et a/., 1994; Kritski et a/., 

2000). 

Caso o processo não seja impedido ocorrerá a tuberculose primária, resultante da 

evolução do complexo pulmonar primário, até 5 anos após a primoinfecção. As formas 
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extrapulmonares são consideradas tuberculoses primárias, pois ocorrem, quase na sua 

maioria, a partir da disseminação hematogênica do bacilo do complexo pulmonar 

primário. As formas serosas (pleura, pericárdio, peritônio e meninges) ocorrem 

precocemente e as formas tardias mais freqüentes são a ganglionar e a do sistema 

genitourinário. Havendo a quebra do equilíbrio entre o indivíduo e o bacilo durante o 

período de latência, ocorrerá a TB pós-primária com redução da resposta imune local ou 

sistêmica, ocorrendo a reativação endógena. Poderá também ocorrer nova inalação de 

grande quantidade de bacilos, associada ou não à imunodeficiência, instalando-se a 

reinfecção exógena (Smith & Moss, 1994; Kritski et a/., 2000). 

1.5.TUBERCULOSE E HIV 

Estudos demonstram que o indivíduo HIV positivo, uma vez infectado pelo M. 

tuberculosis, tem risco de adoecimento muito maior que a população em geral (Lima et 

a/., 1997). O risco de um co-infectado desenvolver tuberculose ativa é de 5% a 10% ao 

ano, sendo muito maior do que o risco ao qual está exposto um paciente HIV negativo, 

que é de 5% a 10% durante toda a vida (Lucas & Nelson, 1994}. 

Segundo dados apresentados no Workshop on TB/HIV co-infection (Honduras, 

2003), estima-se que 40 milhões de pessoas no mundo estejam infectadas pelo HIV e 

que 13 milhões destas estejam co-infectadas com TB/HIV. 

Embora novas e eficientes terapias antiretrovirais estejam protegendo os 

pacientes de infecções oportunísticas, a tuberculose permanece como um significativo 

problema em pacientes infectados pelo HIV (Mayaud & Cadranel, 1999). 

O aumento da incidência da comorbidade TB/HIV ocorre devido à reativação de 

tuberculose latente na presença do HIV, rápida progressão de infecção adquirida e 

também devido a um aumento da chance de re-infecção exógena (Mayaud & Cadranel, 

1999}. O risco de reativação de uma infecção latente aumenta de aproximadamente 0,07 

a O, 1 casos por 100 pacientes em indivíduos soronegativos para 9, 7 a 1 0,4 casos por 1 00 

pacientes soropositivos (Rose et ai., 1998). 

A presença do HIV/AIDS tem impactado o manejo da TB nos seguintes aspectos: 

alta incidência de TB pulmonar com baciloscopia negativa e conseqüente diminuição de 

diagnósticos de TB pulmonar com baciloscopia positiva; supervisão inadequada da 

quimioterapia contra TB, tendo assim baixos índices de cura; altos índices de mortalidade 

durante o tratamento e altos índices de abandono devido a reações adversas decorrentes 
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dos medicamentos contra a TB e maior incidência de resistência aos medicamentos 

(PAHO, 2003; Song et a/., 2003). 

Entre 1988 e 1996, a TB pulmonar foi associada com AIDS em 10% dos pacientes 

no momento do diagnóstico (Brasil, 1996). As proporções poderiam ser bem maiores se 

os testes sorológicos anti-HIV fossem realizados rotineiramente em todos os pacientes 

com diagnóstico de tuberculose confirmado. A solicitação do teste anti-HIV para 

pacientes com TB não é normatizada em nosso país e o exame é realizado de acordo 

com o critério do médico e somente com a autorização do paciente. Segundo normas do 

Ministério da Saúde (MS), no Brasil, o teste anti-HIV deveria ser oferecido para todos os 

pacientes com TB (Brasil, 2002a). 

O profissional de saúde deveria conversar com o doente sobre a possibilidade de 

associação das duas infecções, sobre os benefícios do diagnóstico precoce e tratamento 

da infecção pelo HIV, ficando dessa forma a critério do paciente assinar ou não o termo 

de consentimento para realização do exame. 

Em Porto Alegre foi notificado que 32,2% dos pacientes com TB eram HIV 

positivos, que 36,2% eram HIV negativos e que 31,6% não tinham realizado o teste (SES, 

2003). De acordo com estes dados pode-se observar que a proporção de pacientes que 

não realizam teste anti-HIV ainda é muito alta, o que dificulta o conhecimento sobre a real 

magnitude da prevalência da co-infecção. 

1.6. DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico da tuberculose ainda se baseia nos métodos clássicos da 

visualização do bacilo através de colorações (baciloscopia) e do cultivo em meios 

seletivos para micobactérias. 

A baciloscopia direta do escarro é o método básico para o diagnóstico da TB na 

forma pulmonar. No Brasil é realizada de acordo com as recomendações do MS. A 

coloração é realizada através do método de Ziehi-Neelsen (ZN), onde as bactérias 

apresentam-se como bastonetes, corados em vermelho com fundo azul (Brasil, 1994). A 

análise através de baciloscopia é rápida, de fácil execução e de baixo custo, porém é 

pouco sensível. Para se observar um resultado positivo na baciloscopia é necessária a 

presença de mais de 5.000 organismos por ml de amostra clínica (Rouillon et a/., 1976). 

O isolamento de micobactérias em meio de cultura é um método bacteriológico 

mais sensível e específico que a baciloscopia para o diagnóstico da tuberculose, sendo 

por isso considerado padrão-ouro. A cultura pode detectar a partir de 1 O a 100 células 
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viáveis por amostra, permitindo também identificar o microrganismo em nível de espécie 

e informar quanto à susceptibilidade aos antimicrobianos utilizados no tratamento. A 

cultura é indicada para os suspeitos de TB pulmonar persistentemente negativos ao 

exame direto, para o diagnóstico de formas extrapulmonares e para os casos de suspeita 

de resistência bacteriana às drogas, quando deve ser realizado o teste de 

susceptibilidade (TS) aos fármacos. Nos casos de suspeita de infecção por micobactérias 

não tuberculosas, notadamente nos pacientes HIV positivos, a identificação da espécie 

deverá ser realizada (Brasil, 2002a). 

Na década de 80, foi validado e comercializado o primeiro método radiométrico 

para diagnóstico de TB, o sistema BACTEC-460 (Becton Dickinson lnstruments System). 

Este método baseia-se na detecção de gás carbônico (C02) radioativo liberado pela 

micobactéria quando da utilização de ácido palmítico marcado com carbono 14 (C14), 

presente no meio de cultura. Essa metodologia é mais sensível e permite detecção de 

uma cultura de M. tubercu/osis em 14 dias, ao passo que o método convencional levaria 

em média 30 dias. 

O teste tuberculínico ou teste de Mantoux é indicado como auxiliar no diagnóstico 

da tuberculose, sendo que a prova tuberculínica positiva, isoladamente, indica apenas 

infecção e não é suficiente para o diagnóstico da doença (Brasil, 2002b). 

O teste de Mantoux é baseado na resposta imune celular desenvolvida pelo 

indivíduo exposto ao bacilo da TB. Por outro lado, a reação negativa do PPD (Protein 

Purified Derived) não afasta a possibilidade de infecção pelo M. tuberculosis (Afiune et 

a/., 1993). Por exemplo, pessoas vacinadas com BCG (Bacilo Calmette Guerín) podem 

desenvolver reações fortes, assim como indivíduos severamente debilitados, desnutridos, 

imunosuprimidos podem não apresentar reação devido ao seu comprometimento 

imunológico (Kritski et a/., 1998). 

A partir da década de noventa, técnicas de biologia molecular como a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) passaram a ser utilizadas para o diagnóstico de diversas 

doenças, inclusive a tuberculose. A vantagem destes testes é a alta sensibilidade e 

especificidade, além de poder oferecer o resultado num curto espaço de tempo. A PCR 

permite a detecção de quantidades mínimas de material genético dependendo dos 

métodos utilizados para a extração da amostra e detecção do produto amplificado 

(Rossetti et ai., 1997). Este método é o precursor dos métodos baseados em biologia 

molecular (Brasil, 2002a). 
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1.7. TRATAMENTO 

A TB é uma doença curável em praticamente 100% dos casos novos, desde que 

obedecidos os princípios da quimioterapia moderna (Brasil, 2002a). São considerados 

"casos novos" os doentes com tuberculose que nunca foram tratados, trataram por 

menos de um mês ou ainda fizeram tratamento anterior há 5 ou mais anos (Brasil, 

2002b). 

A estratégia de controle da TB tem sido elaborada por programas 

governamentais. Eles consistem, basicamente, em diagnosticar e tratar os casos de TB o 

mais rapidamente possível, a fim de interromper a transmissão e evitar a disseminação 

da doença. 

Estabelecido o diagnóstico e realizada a notificação da doença, o controle do 

tratamento deverá ser mensal, com fornecimento de drogas e exames de avaliação. 

Deve-se dar uma atenção adequada para a consulta do início do tratamento, fundamental 

para que o paciente entenda a sua doença, o tratamento proposto, a forma de 

desenvolvê-lo e as possibilidades de cura (Fiúza de Melo & Afiune, 1993b). 

O tratamento normalmente constitui-se numa associação medicamentosa de uso 

regular e por tempo suficiente para evitar a resistência e a persistência bacteriana (Brasil, 

1994; Atlas, 1995). Os esquemas terapêuticos anti-tuberculose recomendados pelo MS 

são direcionados de acordo com o estado clínico do paciente. 

O tratamento dos pacientes bacilíferos é atividade prioritária de controle da 

tuberculose, uma vez que permite anular rapidamente as maiores fontes de infecção. 

1.7.1. Esquemas de tratamento 

Atualmente existem vários fármacos que podem ser utilizados no tratamento da 

TB, sendo que os primeiros a serem introduzidos foram a isoniazida (INH) e a 

estreptomicina (SM). Em 1952 estes fármacos foram reconhecidos como potentes 

agentes com ação comprovada. Após a introdução destes medicamentos, a taxa de 

mortalidade por TB reduziu drasticamente (Fiúza de Melo & Afiune, 1993b). Em 1965, a 

rifampicina (RMP) foi reconhecida como outro potente fármaco anti-TB. 

Em 1979 a Divisão Nacional de Pneumologia Sanitária/Ministério da Saúde 

(DNPS/MS) normatizou para todo o país um Programa de Controle da Tuberculose (PCT) 

tendo como base fundamental o tratamento quimioterápico, com um esquema de primeira 

linha, chamado Esquema 1 (E-1) ou RHZ de curta duração: rifampicina (RMP), isoniazida 
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(INH) e pirazinamida (PZA) por 2 meses, seguidos de RMP e INH por 4 meses. O E-1 é 

indicado para todos as formas de tuberculose sem uso prévio de medicação e, para o 

retratamento, nos casos de recidiva depois de curados, desde que estes pacientes 

tenham tido alta por cura há mais de cinco anos (Brasil, 2002b). Para pacientes que 

retomarem positivos após abandonarem o tratamento inicial com E-1 ou apresentarem 

recidiva após cura (período menor que 5 anos) com E-1, utiliza-se esquema 1 reforçado 

com etambutol (EMB) (Brasil, 2002b). 

Para TB extrapulmonar, na forma meningoencefálica, é recomendada uma terapia 

mais prolongada, esquema 2 (E-2), o qual é constituído pelo uso de RMP, INH e PZA por 

dois meses, seguidos de RMP e INH por sete meses (Brasi1,2002b). 

1.7.1.1. Tratamento em Casos de Resistência 

A resistência aos antimicrobianos em organismos previamente sensíveis ocorre 

sempre que os antibióticos são usados para o tratamento de doenças infecciosas em 

humanos e animais. Com o aumento do uso de antibióticos, incluindo o mau uso, a 

resistência tem surgido em todos os tipos de microrganismos, incluindo o M. tuberculosis, 

criando novos desafios para o controle das doenças infecciosas. 

Os pacientes que não se curam após tratamento com os esquemas padronizados 

pelo MS, portadores, em geral de bacilos resistentes a mais de dois fármacos, incluindo 

INH e RMP, constituem um grupo de doentes classificados no Conselho Brasileiro de 

Tuberculose, em 1997, como portadores de tuberculose multidroga resistente (MOR) 

(Fiuza de Melo et a/., 1997). Segundo consenso da OMS são considerados portadores de 

tuberculose MOR aqueles pacientes que possuem bacilos resistentes a INH e RMP 

independente de resistência a outro fármaco. 

Esquemas alternativos, com regime de quatro ou cinco drogas e com tempo de 

duração de tratamento de 6 a 24 meses podem ser sugeridos dependendo do perfil de 

resistência apresentado (Brasil, 2002a). 

A resistência aos fármacos é uma potente ameaça para os programas de controle 

de tuberculose em todo o mundo. Pacientes infectados com cepas MOR estão menos 

propensos a curar a doença, particularmente se eles estão infectados com HIV, sendo 

ainda o tratamento desses pacientes mais tóxico e mais caro que o tratamento de 

pacientes infectados com cepas sensíveis. 
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1.8. MEDIDAS DE CONTROLE 

Esforços para controlar a TB tiveram início por volta de 1900, antes mesmo da 

existência de tratamentos adequados para esta doença (Bates, 1982). Os avanços no 

seu conhecimento e na tecnologia disponível para seu controle não tem sido suficientes 

para impactar significativamente em sua morbi-mortalidade, principalmente nos países 

em desenvolvimento. 

Atualmente, entre as medidas recomendadas pelo MS, destacam-se a descoberta 

e tratamento de casos, o controle dos contatos, a vacinação com BCG e a 

quimioprofilaxia. 

A descoberta e o tratamento dos casos de tuberculose permitem anular a fonte de 

infecção, rompendo a cadeia epidemiológica de transmissão da doença. 

Todos os contatos dos doentes de tuberculose, prioritariamente dos pacientes 

com baciloscopia positiva, devem comparecer à unidade de saúde para exame. Após 

serem examinados e não sendo constatada tuberculose-doença, deve-se orientá-los a 

procurarem a unidade de saúde, em caso de aparecimento de sintomatologia respiratória. 

Quando diagnosticada em crianças, a equipe de saúde deverá examinar os contatos 

adultos para busca do possível caso fonte (Brasil, 2002a). 

A vacinação com BCG é uma medida operacional de alto valor na profilaxia da 

TB, especialmente nos países em desenvolvimento. Ela tem por objetivo desenvolver a 

imunidade nos indivíduos ainda não-infectados. O fundamento científico da vacinação 

baseia-se na produção de uma infecção benigna, capaz de defender o organismo do 

risco de adquirir uma infecção por microrganismos virulentos. Exerce notável poder 

protetor contra as manifestações graves da primo-infecção pelo M. tubercu/osis, assim 

como as disseminações hematogênicas e a meningoencefalite, mas não evita a infecção 

tuberculosa. A proteção se mantém por 10 a 15 anos. No Brasil, a vacina BCG é 

prioritariamente indicada para crianças de zero a quatro anos de idade, sendo obrigatória 

para menores de um ano (Brasil, 2002b). 

Novas estratégias para obtenção de vacinas mais efetivas para TB têm sido 

estabelecidas por diversos grupos. Vacinas recombinantes, utilizando BCG como vetor e 

DNA clonado em plasmídios foram descritas com resultados promissores (Murray et a/., 

1996; Hyugen et a/., 1996; Tascon et a/., 1996). No Brasil está sendo desenvolvida uma 

vacina de DNA por pesquisadores da Rede Brasileira de Pesquisa em Tuberculose 

(REDE-TB), ela tem demonstrado ser eficaz em animais de laboratório não só prevenindo 

a infecção, como também mostrando clara atividade terapêutica sobre o bacilo da 

tuberculose, incluindo as formas multirresistentes (Lowrie et a/., 1999). 
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A quimioprofilaxia consiste na administração isolada de INH a pessoas 

recentemente infectadas pelo bacilo da tuberculose, na ausência de sintomas clínicos e 

radiológicos, com o teste tuberculínico positivo. É comprovado que a profilaxia com INH 

reduz entre 40% a 80% o risco de os indivíduos infectados com M. tuberculosis e 

tuberculina-positivos desenvolverem tuberculose (Brólio & Filho, 1996). 

A INH é a droga de eleição para a quimioprofilaxia porque, após três horas de sua 

administração, a concentração inibitória mínima no sangue, para os bacilos tuberculosos, 

é de 50 a 90 vezes maior que a necessária para matá-los. Além disso, é a droga com 

menos efeitos colaterais indesejáveis e a de menor custo dentre as utilizadas no 

tratamento da TB (Brasil, 2002b). 

Na atualidade, há consenso de que a quimioprofilaxia deve ser dirigida aos grupos 

de alto risco de tuberculose, entre estes, especialmente, os co-infectados pelo HIVffB 

(Brasil, 2002a). 

Outra medida de controle da tuberculose a qual tem sido aplicada em muitos 

países é o DOTS, tratamento diretamente observado de curta duração. Parte da 

estratégia do DOTS caracteriza-se pela observação e monitorização da administração 

diária dos medicamentos. Esta atividade é realizada, geralmente, por um profissional da 

saúde que observa e registra a ingestão de cada dose da medicação. Este procedimento 

pode realizar-se na unidade de saúde, no domicílio, no hospital ou no local de trabalho 

{Muniz et a/., 1999). 

A estratégia DOTS tem sido desenvolvida com o intuito de aumentar os índices de 

cura, na tentativa de modificar o perfil epidemiológico da tuberculose. Além disso, a 

estratégia DOTS apresenta outras vantagens. Sua eficiência sem hospitalização toma o 

tratamento disponível e de baixo custo (Kochi, 1997). De igual importância é o fato da 

estratégia DOTS fornecer a defesa mais importante contra o desenvolvimento de cepas 

de M. tuberculosis multirresistentes resultantes de repetidas terapias, tratamentos 

incompletos ou sem sucesso, possibilitando o aparecimento de casos de tratamento difícil 

e caro {Muniz et ai., 1999). 

No Brasil, uma das maiores dificuldades para a implantação do DOTS tem sido em 

relação à impossibilidade de o doente comparecer na unidade de saúde diariamente ou 

de técnicos do programa realizarem visitas freqüentes (Reigota et a/., 2002). Segundo 

dados da OMS, no Brasil, no ano de 2000 apenas 7% da população doente recebia 

cobertura pelo DOTS, número este que aumentou para 32% no ano de 2001 (WHO, 

2003). 

UFRGS 
lnst de CiênciJ~ Básicas da Saúde 

Biblioteca 

19 



INTRODUÇÃO 

1.9. EPIDEMIOLOGIA 

A tuberculose não apresenta vanaçoes cíclicas ou sazonais de importância 

prática. A sua magnitude está ligada às condições sócio-econômicas e sanitárias de uma 

região ou país. Assim, é uma enfermidade em que múltiplos fatores causais estão 

relacionados, ao lado do bacilo, para a determinação da doença (Filho & Hijar, 1993). 

Com a introdução dos primeiros fármacos anti-TB nas décadas de 40 e 50 

vislumbrou-se o controle da doença e até mesmo sua erradicação. Houve um declínio 

nas taxas de prevalência da TB, porém em 1985, estas taxas voltaram a aumentar em 

praticamente todo o mundo (Sepkowitz, et a/., 1995). O aumento global das taxas de 

incidência da TB tem ocorrido por diversas razões, dentre elas: (a) empobrecimento, (b) 

desmantelamento dos sistemas de saúde pública, (c) surgimento de cepas resistentes e 

(d) coinfecção pelo HIV (Raviglione et ai., 1995; Suffys et a/., 1997; Dalcolmo et a/., 1999; 

Conde, Muzy de Souza & Kritski, 2002; Kanduma et a/., 2003). 

Segundo Hijar et ai (2001 ), se o controle da tuberculose não se efetivar de forma 

satisfatória, teme-se que até 2020 um bilhão de pessoas sejam infectadas pelo bacilo, 

200 milhões adoeçam e 35 milhões possam morrer. 

Estima-se que no mundo existam dois bilhões de indivíduos infectados, a grande 

maioria, vivendo em países em desenvolvimento. Em países desenvolvidos, há uma 

tendência decrescente da morbidade e mortalidade pela TB. Na Tabela 1 podemos 

observar os principais países que albergam 80% da tuberculose mundial com seus 

respectivos números absolutos e incidências da doença (WHO, 2003). 
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Tabela 1: N° absoluto de casos e incidência dos 22 países que contribuem com 80% da TB 
mundial, 2001. 
País N° absoluto de casos Incidência 

1. lndia 1.820.000 178/100.000 

2. China 1.448.000 113/100.000 

3. Indonésia 582.000 271/100.000 

4. Bangladesh 328.000 233/1 00.000 

5. Nigéria 275.000 235/100.000 

6. Paquistão 247.000 171/100.000 

7. África do Sul 243.000 556/100.000 

8. Filipinas 229.000 297/100.000 

9. Rússia 193.000 134/100.000 

10. Etiópia 188.000 292/100.000 

11. Kenia 161.000 515/100.000 

12.Congo 159.000 302/100.000 

13. Vietnam 141.000 179/100.000 

14. Tanzânia 124.000 344/100.000 

15. Brasil 111.000 64/100.000 

16. Tailândia 86.000 135/100.000 

17. Zimbábue 81.000 628/100.000 

18. Cambodia 79.000 585/100.000 

19. Mianmar 78.000 162/100.000 

20. Uganda 78.000 324/1 00.000 

21. Afeganistão 71.000 314/100.000 

22. Moçambique 49.000 265/100.000 

Fonte: WHO, 2003 

O desemprego e a baixa remuneração da mão-de-obra não especializada criaram 

bolsões de pobreza nas áreas urbanas. Na sociedade brasileira ocorre desemprego 

elevado, sub-emprego e baixos níveis salariais, aliados à má-condição de transporte, de 

habitação, de desnutrição e fome endêmica em níveis elevados. Nesta situação a TB tem 

condições muito favoráveis, permitindo seu agravamento (Filho & Hijar, 1993). 

O Ministério da Saúde considera a tuberculose um problema prioritário no Brasil. 

Atualmente, entre os 22 países que albergam 80% dos casos mundiais da doença, o 

Brasil ocupa o 15° lugar com 111.000 casos novos anuais (WHO, 2003). A incidência 

média da doença no País em 2001 foi de 64/100.000 (WHO, 2003). No ano de 1999 

foram notificados 78.870 novos casos de tuberculose em suas diversas formas inclusive 

com a co-infecção pelo vírus HIV, porém estes números não representam a realidade do 
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país, já que parte dos doentes não são diagnosticados nem registrados oficialmente. As 

maiores incidências da doença encontram-se na região sudeste, principalmente em 

grandes centros urbanos (Tabela 2). 

Tabela 2: Incidência de tuberculose nas grandes regiões do Brasil em 1999. 

Região 

Norte 

Nordeste 

Centro-Oeste 

Sudeste 

Sul 

Fonte: www.datasus.com.br, 11/05/2004. 

Taxa de Incidência 

(em 100.000 habitantes) 

52,2 

55,5 

35 

55,3 

39,7 

Em 1998, o coeficiente de mortalidade por TB foi de 3,5 por 100.000 com 5.879 

óbitos (Brasil, 2002a). Atualmente, 72% dos casos notificados são curados e 12,2% (em 

média) abandonam o tratamento, sendo que em alguns Estados o abandono chega a 

30% (Brasil, 2000a). Como citado anteriormente, o índice de cura atingido no Brasil é de 

aproximadamente 75% dos casos tratados, mas poderia chegar a 95% se não fossem as 

deficiências do sistema de assistência e controle da doença (Muniz & Villa, 2002). 

1.9.1. Epidemiologia da Tuberculose no Rio Grande do Sul 

No Rio Grande do Sul (RS), a incidência da doença varia conforme a região 

geográfica. As taxas de TB registradas nas regiões norte e sul do Estado são muito 

diferentes e estão, provavelmente, correlacionadas com a situação socio-econômica da 

população (Ott & Gutierrez, 1993). 

No ano de 2000, a taxa de incidência de TB no Estado foi de 55,7/ 100.000 

habitantes, e foram notificados 6.152 casos da doença (SES-RS, 2003). Mais de 65% dos 

casos de TB ocorrem na região metropolitana (RM) de Porto Alegre, onde a incidência é 

de aproximadamente 80/100.000 habitantes. Segundo dados fornecidos pelo DATASUS 

(2000), a RM de Porto Alegre possui a 5° maior incidência de tuberculose entre as RMs 

do Brasil. Na região sul do Estado, as taxas variam entre 18 e 31/100.000 habitantes; na 

região central, entre 9,2 e 20,2/100.000 habitantes e; na região norte, entre 6 e 

17/100.000 habitantes (SES-RS, 2001). Como podemos observar, as regiões sul e 

metropolitana apresentam índices muito elevados em comparação com os baixos índices 

da região norte e central (Figura 1 ). As taxas de TB registradas na região sul do Estado e 
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metropolitana são superiores e provavelmente estão associadas a diversos fatores, entre 

eles a situação socio-econômica da população. A densidade populacional e o número de 

casos de T8 não apresentam correlação, com exceção da região metropolitana, onde há 

maior densidade populacional e o número de casos é o mais elevado do Estado. 

Figura 1: Mapa do Estado do Rio Grande do Sul indicando o número de casos por 100.000 
habitantes do ano de 2000. 
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O número de casos de tuberculose registrados no RS está próximo de 5.500 ao 

ano. Desde 1980, o número máximo de casos registrados foi de 6.285 em 1980, e o 

menor foi 4.191 casos em 1991 (Figura 2). Na década de 80 pode-se observar um leve 

declínio da incidência anual da doença, não sendo este número significativo. De uma 

maneira geral, pode-se dizer que nos últimos 20 anos, a incidência de tuberculose no 

Estado tem-se mantido constante, independente da associação com a AIDS. 

Figura 2: Casos de tuberculose, todas as formas, Rio Grande do Sul, 1980...2000. (Fonte: 
www.datasus.com.br, 20111/2002). 

1.10. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR 

Epidemiologia molecular é a integração de técnicas baseadas na caracterização 

de seqüências de ácidos nucléicos ou de aminoácidos de um patógeno, com abordagens 

epidemiológicas convencionais, para identificar os determinantes da distribuição, 

transmissão e manifestação da doença na população, visando a possibilidade de 

intervenção e prevenção (Small & van Embden, 1994, Foxman & Riley, 2001 ). 

A premissa básica inerente a qualquer sistema de tipagem é que isolados 

epidemiologicamente relacionados são derivados da expansão clonal de um precursor 

comum e, conseqüentemente, compartilham características que diferem dos isolados não 
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epidemiologicamente relacionados. A utilidade de uma característica particular para 

tipagem está relacionada à estabilidade da mesma dentro da cepa e esta diversidade 

dentro da espécie (Maslow et a/., 1993). 

No passado, estudos epidemiológicos moleculares da TB estavam primariamente 

enfocados na análise da disseminação da doença em pequenas áreas, onde dados 

moleculares eram usados para confirmar a ligação epidemiológica ou para testar 

hipóteses (Small et a/., 1994; Alland et a/., 1994; Friedman et a/., 1995; Frieden et a/., 

1996). Atualmente, alguns centros de saúde pública têm feito análises moleculares 

combinado-as com dados da vigilância epidemiológica, tendo como objetivo prinncipal o 

desenvolvimento de estratégias de saúde pública e protocolos de controle da TB que 

integrem informações moleculares e dados de vigilância na população em observação. 

1.10.1.Aplicação das metodologias de genotipagem 

Muitos estudos mostram que técnicas de tipificação molecular podem ser 

utilizadas como ferramentas epidemiológicas adicionais para um melhor entendimento 

dos fatores que influenciam a transmissão da TB, para avaliar os programas de controle 

regionais permitindo desenhos mais racionais de medidas de controle mais adequadas, 

monitorar surtos, discriminar reativação endógena de reinfecção exógena, rastrear clones 

de importância em saúde pública, avaliar contaminação cruzada em laboratórios, 

transmissão nosocomial além de identificar fatores de risco para a transmissão recente 

(Kruuner et ai., 2002; McNabb et a/., 2002; Kanduma et a/., 2003). 

O valor do fingerprinting de DNA é demonstrado claramente durante investigações 

de surtos (Daley et a/., 1992; Jereb et ai., 1993). As técnicas de genotipagem ajudam a 

determinar se pacientes são realmente relacionados com o surto e assim focar a 

investigação epidemiológica, descartando os casos esporádicos (McNabb et ai., 2002). 

A genotipagem facilita a identificação e caracterização de cepas associadas com 

transmissão nosocomial em hospitais (Bifani et ai., 1996; Frieden et a/., 1996; Moss et a/., 

1997; French et a/., 1998), fontes de infecção em bares e discotecas (van Embden et ai., 

1993), surtos causados por cepas resistentes (Dahle et a/., 2003; Kubin et a/., 1999; 

Jereb et ai., 1995) e vários trabalhos demonstram a ocorrência de surtos de TB em 

abrigos para sem-teto (Dweyer et a/., 1993; Bames et a/., 1997). Nestes estudos, 

marcadores moleculares são usados para confirmar surtos e elucidar a história de 

aquisição seqüencial de resistência a múltiplas drogas (Bifani et a/., 1996). Além disso, a 

genotipagem ainda é muito importante para identificar o caso índice do surto. Para que as 
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técnicas moleculares sejam realmente efetivas, é necessário combinar dados da 

epidemiologia convencional com os dados obtidos pela epidemiologia moleculad~ 

Daley e colaboradores (1992) verificaram que havia um surto de TB em uma 

instituição para pacientes HIV positivos, mesmo antes de utilizar técnicas de biologia 

molecular. Após a genotipagem dos isolados, foi observado que todos os pacientes 

envolvidos no surto apresentaram padrões similares, enquanto aqueles não relacionados 

ao surto apresentaram padrões diferentes. Surtos ou microepidemias fomecem o cenário 

ideal para validação de uma técnica de genotipagem, que uma vez validada pode ser 

utilizada em outras investigações epidemiológicas (Foxman & Riley, 2001). 

Os resultados da genotipagem podem ser utilizados para confirmar a ocorrência 

de contaminação cruzada no laboratório (Small et ai. 1993; Carricajo et a/. 1999; Filho et 

a/., 2002). 

Aproximadamente entre 0,9% e 3,5% dos pacientes dos quais o M. tubercu/osis é 

aparentemente isolado em laboratórios clínicos não têm tuberculose, as culturas positivas 

são devido à contaminação cruzada. A ocorrência de contaminação cruzada é mais 

propensa a ocorrer quando a baciloscopia é negativa e somente a cultura é positiva ou 

quando o M.tubercu/osis é isolado a partir de uma amostra, mas os achados clínicos não 

sugerem a presença de tuberculose. Nestes casos a genotipagem do isolado do paciente 

e de outros isolados processados ao mesmo tempo no laboratório, podem esclarecer a 

ocorrência de contaminação cruzada prevenindo o tratamento desnecessário (McNabb et 

a/., 2002; Bames et a/., 2003; Kanduma et a/., 2003). Jasmer e colaboradores (2002), 

realizaram um estudo para avaliar contaminação cruzada em três grandes laboratórios da 

Califórnia. Foram analisados 296 isolados, dentre eles foram identificadas 6 (2%) culturas 

positivas provenientes de contaminação cruzada. Se esta contaminação fosse 

identificada previamente, teria sido evitado o tratamento caro, desnecessário e 

potencialmente prejudicial ao qual 5 destes 6 pacientes foram submetidos. 

Muitos estudos populacionais de larga escala são realizados para investigar a 

transmissão e disseminação de cepas particulares ou grupos específicos de importância 

em saúde pública em diferentes áreas geográficas. 

O uso de múltiplas ferramentas moleculares em conjunto tem demonstrado a 

relação filogenética das cepas de diversas épocas e áreas geográficas que possuem 

marcadores genéticos similares ao das cepas MOR W. Elas são agrupadas a cepas da 

família W, tem um genótipo comum como descrito para clones como o Beijing, que são 

cepas predominantes na China e na Ásia (Torrea et ai., 1995; Lin et a/., 1996; Bifani et 

ai., 2002). São também encontrados na Europa, África do Sul e Sul e Norte da América. 

A prevalência destas cepas nestas regiões é provavelmente resultante de uma grande 
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migração no século 20 e reativação da TB ao passar do tempo (Bifani et a/., 2002). 

Juntas, as famílias Beijing e W compartilham distintos marcadores cromossomais: 

pertencem ao grupo genético 1 , isto é, eles tem uma cópia de IS na origem de replicação 

(inserção A1) e tem o mesmo padrão de Spoligotyping 800034 (Piikatys, 1994; Kurepina, 

1998; Bifani et a/., 2002). Os mecanismos que levam ao sucesso da disseminação das 

cepas desta família, não são bem entendidos, entretanto, análises de virulência e 

patogenicidade destas cepas devem ser realizados em estudos futuros (Bifani et a/., 

2002). 

Outro estudo realizado na cidade de Nova York demonstrou que entre os casos 

de TB sensíveis aos fármacos usados no tratamento, 10% foram causados por um único 

clone de M. tubercu/osis denominado "cepa C" (Friedman et a/., 1997). A cepa C foi 

isolada em pacientes HIV positivos e negativos, e causou mais de 400 casos de TB, 

permanecendo desconhecida como uma epidemia por mais de 3 anos. Esta cepa foi 

associada aos usuários de drogas. A prevenção da transmissão deste clone poderia ter 

levado um dramático efeito no controle da TB daquela cidade. 

Vários estudos demonstram a utilidade das técnicas de tipificação molecular para 

avaliar programas de controle da tuberculose (Munsiff et a/., 2002; Ellis et ai., 2002). Um 

dos indicadores de sucesso dos programas de controle da TB é o declínio da taxa de 

incidência no decorrer do tempo. Os casos de tuberculose incluem aqueles recentemente 

infectados que progridem rapidamente para doença ativa e aqueles com infecção remota 

que progridem depois de anos de latência para doença ativa, sendo os primeiros, 

responsáveis por um grande número de casos. Entretanto, o declínio na incidência de 

clusters pode indicar o impacto das intervenções para reduzir a transmissão recente 

(McNabb et a/., 2002). Kong e colaboradores (2002), demonstraram o papel da utilização 

da técnica de fingerprinting para medir a eficácia do teste tuberculínico entre pessoas 

desabrigadas. Eles demonstraram a redução do grau de cluster de 49% durante o 

período de 7 anos antes da implementação do programa para 14% em um período de 4 

anos após a implementação do programa (realização de teste tuberculínico ). 

As investigações microbiológicas, clínicas, sociais e fatores demográficos 

associados com os casos relacionados epidemiologicamente são de grande importância 

para definir os fatores de risco que contribuem para os pacientes tomarem-se parte da 

cadeia de transmissão da TB. O uso de técnicas de fingerprinting ajudam a identificar 

fatores de risco para transmissão da TB dentro de certas comunidades. Estudos mostram 

que resistência aos fármacos, etnia, idade, status social, ser imigrante, uso de drogas 

dentre outros, são muitas vezes fatores de risco para a transmissão da tuberculose 
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(5mall et ai., 1994; Gutierrez et a/., 1998; Fandinho et ai., 2000; Ferdinand et a/., 2003; 

Vukovic et a/., 2003; Blackwood et a/., 2003). 

1.10.2. Seqüências de DNA polimórfico em M. tubercu/osis 

Elementos repetitivos e seqüências de inserção são freqüentemente usados como 

alvos genéticos para diferenciação entre cepas bacterianas. Diversos desses elementos 

têm sido caracterizados no complexo M. tubercu/osis e alguns deles são considerados 

como elementos genéticos móveis (Date, 1995). 

As principais seqüências de DNA polimórfico de M. tubercu/osis são: 156110, 

151081, DR (Direct Repeat), VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) e PGR5 

(Polymorphic GC- rich Repetitive Sequence). 

1.10.2.1. Seqüências de Inserção (ISs) 

As seqüências de inserção (15s) carregam única e exclusivamente informações 

necessárias para codificar transposases, que catalisam a inserção de uma nova cópia do 

elemento em um outro local do genoma (Hermans et ai., 1991; Regner & Loreto, 2003). 

O elemento de inserção 15611 O pertence à família dos elementos de inserção 153, 

inicialmente descrita em bactérias Gram-negativas (McAdam et a/., 1990). Esta 

seqüência possui 1.355 pb e apresenta repetições invertidas de 28 pb em ambas 

extremidades. O 156110 foi encontrado primeiramente em M. tuberculosis (Thierry et a/., 

1990) e a seguir encontrado em todo o complexo M. tuberculosis, mas não foi observado 

em outras espécies de micobactérias (Cave et a/., 1991; van 5oolingen et a/., 1991). 

Apesar de já terem sido descritas cepas de M. tuberculosis que não continham nenhuma 

cópia do elemento, a grande maioria delas apresenta um número de cópias que pode 

variar entre 1 e 20 (van 5oolingen et ai., 1993; Goguet de la 5almoniere et ai., 1997; Lok 

et a/., 2002), as quais estão localizadas em várias posições no genoma de isolados 

clínicos. O elemento de inserção 1 081 possui 1.324 pb e pertence à família dos 15256 

originalmente encontrado em Staphylococcus aureus. O 151081 é também encontrado 

em todo o complexo M. tubercu/osis e M. xenopi (Collins & 5tephens, 1991 ). 

Normalmente, este elemento é encontrado em um número de cópias que pode variar de 

5 a 7 e sua localização no genoma varia muito pouco nas cepas de M. tubercu/osis, 

tomando difícil distinguir isolados utilizando esse elemento como marcador. Entretanto, é 

um bom marcador genético para diferenciação de M. bovis de M. bovis BCG. Este 

elemento está presente no genoma de M. bovis BCG em um fragmento característico 
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gerado pela clivagem do genoma com a endonuclease de restrição Pvull. Esta 

diferenciação pode ser útil frente à possibilidade de reativação em pacientes que foram 

vacinados por esta cepa atenuada devido à imunodepressão causada pela AIDS (van 

Embden et a/., 1993). 

1.10.2.2. Seqüências curtas e repetitivas de DNA 

Três tipos dessas seqüências repetitivas foram encontradas no genoma de 

espécies do gênero Mycobacterium. As seqüências de DNA denominadas PGRS são 

seqüências curtas repetitivas, presentes em múltiplos loci no cromossomo (26-30 cópias). 

Estas seqüências estão presentes em várias espécies de micobactérias além das 

pertencentes ao complexo M. tubercu/osís, incluindo Mycobacterium kansasíi, 

Mycobacterium gastri e Mycobacterium szulgai (Ross et ai., 1992; Dweyer et a/., 1993). 

Aparentemente o PGRS é uma seqüência que apresenta grande estabilidade genética, 

possivelmente apresentando um "relógio molecular" mais lento do que o 186110 (Chaves 

et ai., 1996; Yeh et ai., 1998). 

O segundo tipo de seqüências curtas repetitivas de DNA são as DRs, identificadas 

primeiramente em M. bovis BCG, que apresenta caracteristicamente 49 DRs (Hermans et 

ai., 1991). Esta seqüência possui 36 pb sendo intercalada por segmentos de DNA não 

repetitivo de 36 a 41 pb. O número de cópias de DRs para as espécies do complexo M. 

tubercu/osis pode variar de 10 a 50. A função da região DR ainda não é conhecida. 

Observações indicam que muitas das DRs não são essenciais para M. tubercu/osis. 

Existem ainda dois tipos de VNTRs. As MPTRs (Major Polymorphic Tandem 

Repeats) são seqüências repetitivas de 1 O pb separadas por seqüências únicas de 5 pb. 

Foram identificadas no complexo M. tubercu/osís e em muitas outras micobactérias 

(Hermans et ai., 1992). Devido ao elevado número de cópias deste elemento, podendo 

atingir mais de 1 00 cópias em M. tuberculosís, não tem sido utilizado como único 

marcador para diferenciação de cepas (van Soolingen et a/., 1993). O segundo tipo de 

VNTR, denominado ETR (Exact Tandem Repeats), são grandes seqüências repetitivas 

em tandem que variam de 53 pb a 79 pb e foram identificadas no genoma da cepa de 

M.tuberculosis H37Rv (Frothingham & Meeker-O'Connell, 1998). Observou-se que o 

locus ETR-A a -E são variáveis e podem ser utilizados na diferenciação de cepas 

(Mostrõm et a/., 2002). VNTRs são equivalentes a algumas MIRUs (Mycobacterial 

lnterspersed Repetitive Units) descritas por Supply e colaboradores (1997). MIRUs 

freqüentemente ocorrem como repetições em tandem, sendo que estas repetições têm o 
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potencial de exibir polimorfismos podendo ser utilizadas como marcadores moleculares 

para técnicas de tipagem (Supply et a/., 1997). 

Diversos estudos indicam que o IS611 O, a seqüência DR e o PGRS são 

excelentes marcadores genéticos para a caracterização de cepas de M. tuberculosis (van 

Soolingen et a/., 1993; Yang et a/., 1996; Montoro et a/., 1998; Sola et ai., 1998; Githui et 

a/., 1999; Kremer et a/., 1999; Narayanan et a/., 2002). 

1.10.3. Técnicas de tipificação molecular 

A transmissão global da tuberculose pode ser estudada pelo uso de métodos 

moleculares padronizados, os quais podem ser utilizados para comparar cepas entre 

laboratórios, regiões, países e continentes. Com o advento das técnicas moleculares, os 

pesquisadores possuem novas e poderosas ferramentas que podem ser utilizadas para 

um melhor entendimento da transmissão e das propriedades filogenéticas do M. 

tubercu/osis (Kanduma et a/., 2003). 

Diversos critérios são considerados para avaliar um sistema de tipagem. São eles: 

a capacidade de tipificação, a qual refere-se à habilidade de obter um resultado positivo 

para cada isolado analisado; a reprodutibilidade a qual refere-se à habilidade da técnica 

produzir o mesmo resultado quando a mesma cepa é testada repetidamente; o poder 

discriminatório, habilidade de diferenciação entre cepas não relacionadas; a facilidade de 

realização da técnica, a qual reflete o custo de equipamentos e reagentes especializados, 

e complexidade técnica do método; facilidade de interpretação dos resultados critério 

este que se refere ao esforço e experiência necessários para obter informações úteis e 

confiáveis resultantes dos sistemas de tipificação (Tenover, 1997). 

Atualmente, diversas técnicas moleculares estão sendo utilizadas na genotipagem 

de M. tuberculosis, e, quando avaliadas em relação aos termos supra citados, cada 

técnica apresenta características particulares, apresentando vantagens e desvantagens 

em cada quesito (Tabela 3). Dessa forma, é importante selecionar a(s) técnica(s) 

adequada(s) para cada questão epidemiológica a ser abordada para a obtenção de 

melhores resultados (Kremer et a/., 1999; Mostrõm et a/., 2002). 
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Tabela 3: características de alguns sistemas de tipificação utilizados para diferenciar cepas de M. 
tuberculasis. 

Sistema de Reprodutlbilidade 

ti pagem 

RFLP Excelente 

Spoligotyping Excelente 

PFGE Excelente 

MfRU-VNTR Moderado 

DRE-PCR Baixa 

*modificado de Tenover, 1997 

1.10.3.1. RFLP-IS6110 

Poder 

discriminatório 

Moderado a 

Excelente 

Moderado 

Moderado 

Moderado a 

Excelente 

Moderado 

Facilidade de 

interpretação 

Moderado 

Moderado 

Moderado 

Moderado 

Moderado 

Diflcil 

Moderado 

Moderado 

Moderado 

Fácil 

van Embden et at. (1993), padronizaram um protocolo da técnica de RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) baseado na seqúência de inserção 6110. 

Esta metodologia consiste em extração do DNA cromossomal de M. tubercufosis para 

posterior digestão com enzima de restrição Pvull e hibridização por Southem blotting 

utiftzando como sonda um fragmento de 245 pb, contendo parte do IS6110, situado à 

direita do sítio de clivagem da enzima (Figura 3). 

Pvull 

1$6110 

1pb 461 pb 1.361 pb 

SondaiS 

Figura 3: Mapa físico da seqüência de inserção 6110 de M. tuberculosis. Sonda lS de 245 pb, à 
direita do sítio de clivagem da enzima Pvull. As linhas à direita e à esquerda representam o DNA 

cromossomal (van Embden et ai., 1992). 
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A técnica de RFLP-18611 O é considerada padrão para diferenciação de cepas de 

M. tubercu/osis. Os resultados obtidos por diversos laboratórios de diferentes regiões do 

mundo podem ser comparados, desde que o mesmo protocolo padrão seja utilizado 

(8uffys et a/,. 1997; Heersma et ai., 1998). Atualmente, mais de 50.000 isolados mundiais 

de M. tuberculosis (dados publicados) já foram genotipados utilizando esta metodologia 

(Bifani et a/., 2002). 

O 18611 O é encontrado no complexo M. tuberculosis em um número variável de 

cópias inseridas aleatoriamente no cromossomo, e o RFLP explora esta variabilidade em 

número e posição genômica deste elemento para gerar padrões específicos de cada 

cepa (van Embden et a/., 1993; van 8oolingen et ai., 1994a). 

O polimorfismo gerado pelo 18611 O ocorre devido à sua capacidade de 

transposição (Mendiola et a/., 1992). Entretanto, estudos demonstraram que este é um 

evento raro (Hermans et a/., 1991). De Boer e colaboradores (1999) analisaram a taxa de 

mudança dos padrões de RFLP-18611 O de M. tuberculosis em isolados seriais de 544 

pacientes e verificaram que a taxa de mudança encontrada suporta a utilização deste 

marcador molecular para estudos epidemiológicos da transmissão recente da 

tuberculose. 

A discriminação de cepas de M. tuberculosis de acordo com o número de cópias e 

posição no cromossomo do elemento repetitivo 18611 O fornece possível caracterização 

do tempo de infecção dos novos pacientes de TB. Quando são encontrados indivíduos 

infectados com cepas que apresentam um mesmo padrão de RFLP, sugere-se que este 

grupo esteja epidemiologicamente relacionado, tendo ocorrido transmissão entre eles ou 

tendo sido infectados por uma fonte comum (Chevrei-Delagi et a/., 1993; van 8oolingen et 

a/., 1993; Tenover et ai., 1997; Foxman & Riley, 2001; Kanduma et ai., 2003). 

Em estudos realizados com cepas de M. tubercu/osis resistentes, não se observa 

a mudança no perfil de RFLP-186110 (Otal et ai., 1991; 8trassle et a/., 1997; de Boer et 

a/., 199.9). Através da análise de diversos isolados de um mesmo paciente foi 

demonstrado que os padrões de RFLP observados permanecem os mesmos por um 

período de mais de um ano, apesar de seu perfil de resistência ter se alterado (Niemann 

etal., 1997). 

Uma das limitações para a utilização da técnica de RFLP, é que em isolados com 

6 ou menos cópias do 186110, as cepas podem apresentar o mesmo perfil de RFLP 

mesmo não estando epidemiologicamente relacionadas (van 8oolingen et a/., 1993; Yang 

et a/., 1996; Goulding et a/., 2000; Maguirre et a/., 2002). Isto ocorre devido a existência 

de pontos preferenciais de integração do 18611 O no genoma de M. tubercu/osis, sendo 
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um desses pontos na região DR, na posição da DR 30 (Fomukong et a/., 1998; Filio! et 

a/., 2000). Também foram identificadas cepas que não possuem nenhuma cópia de 

lS6110 em algumas regiões geográficas, principalmente na Ásia, tomando estas cepas 

não tipáveis pelo RFLP-156110 (Narayanan et a/., 2002}. Dessa forma, é necessária a 

utilização de outros marcadores moleculares para diferenciação destas cepas (Yang et 

ai., 1996; Gilespie et ai., 2000; Park et a/., 2000; Kwara et ai., 2003}. 

Outra limitação desta metodologia é a grande demanda técnica e de tempo para 

sua realização. A realização da mesma leva em tomo de 4 a 5 semanas pois existe a 

necessidade de uma grande quantidade de DNA extraído de cultura, de ótima qualidade, 

para posterior digestão. 

Apesar de todas as limitações desta metodologia, dados referentes aos padrões 

de RFLP encontrados em todo o mundo estão disponíveis em bancos mundiais de 

padrões onde regularmente são inseridos novos perfis de RFLP encontrados. Estes 

bancos são muito úteis para realização de estudos comparativos para avaliar a 

disseminação global de cepas de M. tubercu/osis (Suffys et ai., 2000; Calusni et a/., 

2003). 

1.10.3.2. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

Esta técnica consiste em clivar o DNA cromossomal da bactéria com uma enzima 

que contém poucos sítios de reconhecimento gerando aproximadamente de 1 O a 30 

fragmentos os quais variam de 10 a 800 kb (Tenover et ai., 1997}. O DNA bacteriano 

clivado é colocado em gel de agarose o qual é submetido a uma eletroforese de campo 

pulsado. O gel de agarose é colocado em uma cuba eletroforética a qual possui três 

grupos de eletrodos que formam um hexágono ao redor do gel. A corrente elétrica é 

aplicada em direção a um grupo de eletrodos de cada vez, por curtos espaços de tempo 

(pulsos) (Tenover et a/., 1997; Olive & Bean, 1999). 

Em geral, PFGE é uma das técnicas de tipagem mais reprodutíveis e com mais 

alto poder discriminatório dentre as técnicas disponíveis. As maiores dificuldades da 

realização do PFGE são a demanda técnica do procedimento, o alto custo inicial do 

equipamento e o tempo de realização da técnica. PFGE é uma técnica amplamente 

utilizada para genotipar microrganismos envolvidos em surtos e também para estudos 

populacionais, além de estar disponível em muitos laboratórios clínicos (Singh, et a/., 

1999). Entretanto, PFGE não é comumente utilizado para investigações epidemiológicas 
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de M. tubercu/osis, pois, para este microrganismo, tem um baixo poder discriminatório 

(Kanduma et a/., 2003). 

1.1 0.3.3. Técnicas baseadas na PCR 

Técnicas mais rápidas de tipagem têm sido desenvolvidas, a maioria delas 

depende de métodos de amplificação baseados na PCR. Métodos baseados na PCR têm 

a vantagem de poder utilizar amostras clínicas, aumentando assim a velocidade de 

identificação do microrganismo (Kanduma et a/., 2003). Alguns destes métodos, 

entretanto, tem baixa reprodutibilidade ou tem um menor poder discriminatório que o 

RFLP-186110 (Kremer et a/., 1999). Algumas metodologias que utilizam a PCR são o 

mixed-Jinker PCR, o 186110 ampliprinting, VNTR-PCR, VNTR-MIRU, o doub/e-repetitive­

e/ement PCR (DRE-PCR), dentre outras. 

1.10.3.3.1. Spoligotyping 

O spacer oligotyping (Spoligotyping) é uma técnica baseada no polimorfismo 

existente na região DR. Através da utilização de primers que tem como alvo a seqüência 

DR na reação de PCR, os espaçadores entre as DRs são amplificados. Os produtos da 

PCR são hibridizados com uma membrana que contém 43 oligonucleotídios fixados, 

correspondentes a 43 distintos espaçadores. Os resultados podem ser apresentados 

como um código binário, positivo quando determinado espaçador está presente e 

negativo quando está ausente (Mostrõm et ai., 2002). 

Esta metodologia é rápida, de simples realização e produz padrões de fácil 

análise através de programas de computador (Goyal et ai., 1997; Kanduma et a/., 2003). 

O spoligotyping apresenta um poder discriminatório menor do que o RFLP-186110, 

especialmente quando cepas com alto número de cópias de 18611 O estão sendo 

analisadas. Quando utilizado como única técnica de genotipagem, tende a superestimar o 

número de isolados em clusters (Kamerbeek et a/., 1997; Goguet De La Salmoniere et a/., 

1997; Sola et a/., 1998; Kremer et a/., 1999, Kanduma et a/., 2003). A técnica de 

spo/igotyping, quando utilizada para diferenciar cepas com 6 ou menos cópias do 186110 

apresenta uma melhor eficiência que a metodologia padrão (Goyal et a/., 1997, Sonora et 

ai., 1999; Bauer et ai., 1999; Soini et a/., 2001; Kanduma et a/., 2003; Kwara et ai., 2003). 

Por este motivo, o spoligotyping é a técnica preferencial para tipagem de cepas de M. 

bovis, as quais usualmente contêm uma ou duas cópias de 186110. 
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A reprodutibilidade é uma das mais altas entre as técnicas rápidas, baseadas na 

PCR, característica que permite a realização de estudos com grande número de 

amostras (Kremer et a/., 1999). Além de ser um método simples e rápido, é capaz de 

detectar e tipificar isolados do complexo M. tubercu/osis simultaneamente com 

quantidades muito pequenas de DNA, as quais podem ser provenientes de amostras 

clínicas (Kamerbeek et a/., 1997). 

A alta reprodutibilidade da técnica e a viabilidade de compilação dos dados 

referentes aos padrões encontrados possibilitam a organização de um banco de dados 

de spoligotipos de todo o mundo onde regularmente são inseridos novos padrões 

encontrados ou realizadas comparações entre os padrões existentes, permitindo a 

realização de estudos para avaliar a distribuição biogeográfica dos spoligotipos mais 

freqüentes (Sola et a/., 2001; Filial et a/., 2002). 

1.10.3.3.2. Outras técnicas baseadas na PCR 

A técnica de VNTR é uma ferramenta para genotipagem, a qual fornece dados em 

um formato simples baseado no número de seqüências repetitivas, também chamadas 

regiões polimórficas microsatélites ou minisatélites. Frothingham & Meeker-O'Connell 

( 1998) identificaram 5 loci em M. tubercu/osis, os quais estão sendo testados 

recentemente para fins epidemiológicos. No VNTR-PCR, para revelar o número de 

repetições em tandem em uma única cepa, é realizada a PCR com primers designados 

para amplificar os toei com repetições em tandem selecionadas (Kremer et a/., 1999; 

Mostrõm et a/., 2002). 

O poder. discriminatório desta técnica pode ser substancialmente melhorado 

desde que sejam analisados um maior número de loci. Supply e colaboradores (2000) 

identificaram 41 loci no genoma de M. tuberculosis, os quais foram denominados MIRUs. 

Recente avaliação do genoma do M. tubercu/osis revelou que 12 dos 41 loci que estão 

presentes no genoma da cepa de M. tuberculosis H37RV são mais indicados para 

genotipagem, pois são capazes de conferir um maior poder discriminatório que os demais 

loci. MIRU-VNTR tem poder discriminatório similar ao RFLP-186110 para cepas de alto 

número de cópias de 186110 e melhor para cepas de baixo número de cópias (Lee et a/., 

2002). Este método é reprodutível, sensível e especifico para isolados do complexo M. 

tuberculosis. 

É um método altamente adequado para vigilância epidemiológica da tuberculose e 

pode ser usado também para análises de diversidade genética de cepas do complexo M. 
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tubercu/osis em diferentes níveis de divergência evolucionária (Supply et a/., 2001; 

Kanduma et a/., 2003). 

Hawkey e colaboradores (2003) realizaram estudo demonstrando que a 

combinação da tipagem por VNTR-PCR e MIRU-VNTR é tão válida quanto tipagem por 

RFLP-IS611 O em investigação de suspeitas de surtos por M. tuberculosis. 

O Double-Repetitive-E/ement PCR (DRE-PCR) foi proposto por Friedman et a/., 

(1995a), como uma técnica mais simples e rápida de subtipificação de cepas de M. 

tuberculosis. Em estudos comparativos entre diversas metodologias, tem-se observado 

que o DRE-PCR pode ter um poder discriminatório até mesmo maior que do 

spoligotyping, porém sua reprodutibilidade é muito baixa (Wilson et ai., 1998; Kremer et 

ai., 1999; Cafrune, 2000). Por outro lado, é possível obter bons resultados quando um 

número pequeno de isolados é analisado, preferencialmente em uma mesma reação e 

mesma corrida eletroforética, não sendo indicadas para estudos populacionais (Mostrõm 

et ai., 2002; Viedma et ai., 2002). 

1.11. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA TUBERCULOSE NO BRASIL 

Alguns grupos de pesquisa no Brasil têm desenvolvido estudos sobre a 

epidemiologia molecular da tuberculose. Estes estudos estão sendo realizados utilizando 

a técnica de RFLP, muitas vezes associada a um segundo marcador molecular para 

suprir as limitações desta metodologia. 

Fingerprints de isolados brasileiros, como na maior parte do mundo, 

caracteristicamente apresentam entre 5 e 15 cópias do lS611 O e são altamente 

polimórficas (Suffys et a/., 1997). 

De acordo com os dados observados em uma breve revisão dos estudos 

brasileiros de epidemiologia molecular da tuberculose, podemos observar que estes 

estudos estão sendo realizados com diversos objetivos, dentre eles a identificação de 

fatores de risco, identificação de transmissão nosocomial, diferenciação entre reativação 

e reinfecção, dentre outros. Verificamos também que praticamente 1 00% destes estudos 

estão sendo realizados. no Rio Grande do Sul (RS), São Paulo (SP) e Rio de Janeiro 

(RJ). O padrão de cepas encontradas em outras regiões do país até o momento é pouco 

conhecido ou completamente desconhecido. 

Na Tabela 4 podemos observar a descrição de estudos de epidemiologia 

molecular da tuberculose realizados no Brasil. 
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Tabela 4: Descrição de estudos de epidemiologia molecular desenvolvidos no Brasil. 

Descrição do estudo 

19 isolados de 15 pacientes HIV-positivos de um hospital do RJ foram 
analisados pela técnica de RFLP e comparados com os resultados de 
RFLP de 38 isolados de pacientes HIV-negativos. Neste estudo observou­
se que existe um alto risco de transmissão recente entre os pacientes HIV­
positivos. 

91 isolados foram caracterizados por RFLP e spo/igotyping com o objetivo 
de esclarecer uma possível contaminação cruzada laboratorial. Dados 
clínicos e epidemiológicos dos pacientes envolvidos foram analisados. Os 
resultados deste trabalho sugerem que o spoligotyping pode ser utilizado 
como um método de screening inicial para rapidamente identificar 
potenciais episódios de contaminação cruzada. 

293 isolados provenientes de dois centros de saúde ambulatoriais, sendo 
um deles centro de referência em AIDS foram analisados. Dados clínicos e 
epidemiológicos de isolados de pacientes HIV-positivos e negativos foram 
comparados. Ser HIV-positivo, e estar infectado com cepa MOR foram 
identificados como fator de risco para transmissão recente. 

120 isolados de pacientes atendidos em dois hospitais do RJ foram 
caracterizados por RFLP. Dados clinicos e epidemiológicos foram 
comparados com o objetivo de identificar fatores de risco. Infecção por 
cepas MOR foi encontrado como fator de risco para transmissão recente. 

219 isolados, sendo 115 RJ, 78 do RS e os demais 26 de 7 diferentes 
estados foram analisados por RFLP. Foram comparadas características 
dos padrões de RFLP das cepas obtidas no estudo com o padrão presente 
em base de dados internacional. 15% dos padrões das cepas brasileiras 
foram idênticos a padrões encontrados em cepas de outros países. 

32 isolados foram analisados pela técnica de DRE-PCR para determinar a 
variabilidade genotípica de M. tubercu/osis em múltiplos isolados de um 
mesmo paciente e para diferenciar casos de reativação e reinfecção 
exógena em pacientes HIV-positivos. 

1 00 isolados, obtidos de 3 diferentes regiões do país, foram analisados 
pela técnica de RFLP para avaliar a presença de clones em isolados 
resistentes e sensíveis a rifampicina e a associação com tipo de mutação 
no gene rpoB. Os autores não encontraram associação entre os clones e o 
tipo de mutação. 

57 isolados de pacientes provenientes de um hospital e dois centros de 
saúde de Bauru (SP) foram analisados pelas técnicas de RFLP e DRE­
PCR para identificar fatores de risco e verificar possível transmissão 
nosocomial de TB no hospital. Não foram encontrados fatores de risco 
para transmissão recente nesta população. 

Este estudo foi realizado para avaliar uma suspeita de contaminação 
cruzada laboratorial utilizando as técnicas de DRE-PCR e RFLP. ODRE­
PCR demonstrou que os 9 isolados tipados pertenciam a um cluster, o qual 
foi confirmado por RFLP, indicando que ocorreu contaminação cruzada. 

101 isolados provenientes dos centros de saúde de Recife foram 
analisados pela técnica de DRE-PCR, sendo o objetivo do estudo avaliar a 
distribuição e a freqüência de cepas isoladas em Recife. Foram 
encontrados 12 clusters com 2 a 5 cepas cada. 

Origem dos 
isolados 

RJ 

Campinas, 
SP 

SP 

RJ 

RJ, RS 

RJ 

RS, SPe 
RJ 

Bauru,SP 

RJ 

PE 

Referência 

lvens-de­
Araújo et a/., 

1998 

Ramos et ai., 
1999 

Ferrazoli et 
ai., 2000 

Fandinho et 
a/., 2000 

Suffys et ai., 
2000 

Lourenço et 
ai., 2000 

Valim et a/., 
2000 

Baptista et ai., 
2002 

Filho et a/,. 
2002 

Queiroz et ai., 
2003 
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78 isolados provenientes de pacientes atendidos no Hospital das Clínicas 
de Campinas foram analisados por RFLP e comparados com uma base de 
dados internacional de cepas de M. tubercu/osis. Os resultados mostraram 
que 6 padrões encontrados no Brasil já faziam parte da coleção de cepas 
da Houston Tuberculosis lnitiative. 

195 isolados foram analisados por RFLP,spo/igotyping e DRE-PCR com o 
objetivo de identificar fatores de risco para transmissão recente e identificar 
características de distribuição de clusters entre as regiões do estado com 
diferentes incidências. Foi observado que há uma tendência maior dos 
pacientes negros desenvolverem TB devido a transmissão recente e que a 
transmissão recente não é o único fator responsável pela manutenção da 
incidência da TB no RS. 

INTRODUÇÃO 

Campinas, 
SP 

RS 

Calusni et ai., 
2003 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Sabendo-se da necessidade de um maior conhecimento sobre a transmissão da 

tuberculose na região metropolitana de Porto Alegre, este trabalho teve como objetivo 

geral ampliar conhecimentos sobre a epidemiologia da tuberculose utilizando técnicas de 

biologia molecular associadas aos dados gerados a partir da epidemiologia convencional. 

2.2. Objetivos específicos 

• Organizar um banco de isolados de M. tuberculosis provenientes de pacientes 

atendidos na rede de saúde pública da RM de Porto Alegre durante os anos de 

1999 e 2000. 

• Fazer uma análise do perfil de susceptibilidade aos fármacos utilizados no 

tratamento da TB dos isolados incluídos no estudo. 

• Analisar os isolados de M. tuberculosis pela técnica de RFLP. 

• Fazer análise in silico dos resultados obtidos por RFLP através do software 

GeiCompar. 

• Fazer busca ativa de prontuários nas respectivas unidades de saúde para 

obtenção de dados clínicos e epidemiológicos de cada paciente incluído no 

estudo. 

• Construir um banco de dados em Epilnfo 6.04 para armazenar e analisar as 

informações clínicas de cada paciente. 

• Identificar fatores de risco para transmissão recente de tuberculose na RM de 

Porto Alegre. 

• Identificar possíveis relações epidemiológicas entre os pacientes em cluster. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. AMOSTRAGEM 

Foi utilizada uma amostragem de conveniência, retrospectiva, proveniente da 

rotina do Laboratório Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN/RS) recebida de 

1 o janeiro de 1999 a 31 de dezembro de 2000. O LACEN recebe amostras clínicas de 

pacientes atendidos nas unidades de saúde do interior do Estado, Hospital Sanatório 

Partenon {HSP), Hospital de Clínicas de Porto Alegre {HCPA), Centros de Saúde da RM 

de Porto Alegre, entre outros para que sejam realizados o cultivo do microrganismo além 

da determinação da susceptibilidade aos fármacos e identificação de espécie. A Tabela 

5 mostra o número e isolados de M. tuberculosis analisados de cada unidade de saúde e 

Hospitais da Região Metropolitana de Porto Alegre. 

Tabela 5: Número de isolados analisados por unidade de saúde. 

Unidades de Saúde 

Centro de Saúde Navegantes (CS1) 

Centro de Saúde Modelo (CS2) 

Centro de Saúde Vila dos Comerciários (PAM3) 

Unidade Sanitária Restinga Velha 

Hospital Sanatório Partenon (HSP) 

Outros unidades* 

Santa Casa 

Total 

N° de isolados analisados 

58 

14 

12 

05 

71 

08 

03 

171 

*Hospital Getúlio Vargas, Hospital Mãe de Deus, Hospital Presidente Vargas (HPV), Unidades 
Sanitárias (US) de: Guaíba, Portão, Vicente Dutra e Alvorada. 

3.2. CARACTERIZAÇÃO DA POPULAÇÃO E DAS UNIDADES DE SAÚDE 

A RM de Porto Alegre é composta por 24 municípios sendo a população desta 

região em tomo de 3.330.000 habitantes de acordo com dados do censo 2000. O mapa a 

seguir apresenta as principais cidades da RM onde residiam a maioria dos pacientes 

incluídos no estudo (Figura 4). Foram obtidos dados referentes a moradia de 115 
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pacientes (67,3°/o), sendo que destes 67 (58,2%) residiam em Porto Alegre e os demais 

48 pacientes (41,8%) residiam em oito diferentes cidades da RM. A maioria dos pacientes 

da RM foi atendida nos postos de saúde do município de Porto Alegre. 

Figura 4: Mapa da Grande Porto Alegre mostrando a localização 
das principais cidades de onde provinham a maioria dos 
isolados de pacientes analisados no estudo. 

•Principais cidades. 

Para o atendimento de pacientes com suspeita de TB, o serviço de tuberculose 

das principais unidades envolvidas no estudo (Tabela 5) conta com equipes 

multidisciplinares formadas por médicos, enfermeiros, auxiliares de enfermagem, 

auxiliares de laboratório, bioquímicas e agentes comunitários de saúde. 

Os pacientes têm os seus dados anotados em prontuários individuais, sendo que 

aqueles com tuberculose são registrados em livros onde constam, os nomes, número de 

prontuário, data da notificação e retomo, forma clínica e relação de contactantes. Todos 

aqueles que são inscritos no Programa de Controle da Tuberculose são notificados em 

fichas padronizadas (Anexo 1) que, posteriormente, são encaminhadas para as 

providências epidemiológicas. 

Estas unidades de saúde buscam atender a demanda espontânea de pacientes, 

garantir exames de diagnóstico e controle, garantir consultas mensais com agendamento 

prévio, fornecimento gratuito de medicamentos e algumas delas buscam facilitar o acesso 

à unidade de saúde fornecendo vale transporte aos pacientes. Todos os pacientes que 
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chegam nestas unidades são atendidos, porém estes podem ser transferidos para outras 

unidades de saúde, caso facilite o acesso para os pacientes. 

O Hospital Sanatório Partenon (HSP) é uma instituição especializada no 

tratamento de pacientes com tuberculose, os quais não respondem corretamente ao 

tratamento. Atende pacientes provenientes de todo o Estado. Este hospital também 

conta com equipes multidisciplinares, incluindo um grupo de pesquisa que trabalha dentro 

do hospital, para um melhor atendimento à população. 

3.3. CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Foram incluídos no estudo todos os isolados clínicos que: 

• Foram encaminhados ao LACEN/RS para realização de cultura e teste de 

susceptibilidade aos fármacos durante os anos de 1999 e 2000; tendo sido 

isolados de pacientes residentes na RM de Porto Alegre; 

• Foram identificados como M. tuberculosis após realização dos testes 

bioquímicos de identificação; 

• Apresentavam resultado de teste de susceptibilidade realizado no período 

do estudo; 

• Apresentaram viabilidade suficiente para a realização das técnicas de 

biologia molecular em meio de cultura sólido após o período de 

manutenção em meio líquido a -20°C. 

3.4. CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Foram excluídos do estudo todos os isolados que não se encaixaram nos critérios 

de inclusão. 

3.5. CULTURA DO MICRORGANISMO 

As amostras clínicas foram descontaminadas com NaOH 4%, semeadas em meio 

de cultura Ogawa, colocadas em estufa a 37° C, onde cresceram por um período de 4 a 8 
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semanas (Kudoh & Kudoh, 1974). Foram realizados os seguintes testes bioquímicas para 

diferenciação de espécies: teste da niacina, redução de nitrato, crescimento em presença 

de PNB (ácido paranitrobenzóico, 500 Jlg/ml) e TCH (hidrazida do ácido tiofeno- 2 

carboxílico, 2Jlg/ml) (Brasil, 1994). Somente as amostras identificadas como M. 

tuberculosis foram incluídas neste estudo. 

3.6. TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE 

O teste de susceptibilidade aos fármacos foi realizado em meio Lõwestein-Jensen 

{LJ), segundo o método das proporções descrito por Canetti et a/., (1963). Para este teste 

foram utilizados os seguintes fármacos: RMP {40J.1g/ml), INH (0,2J.1glml), SM {4J.1glml), 

EMB (2Jlg/ml), PZA {1 OOJ.1Q/ml) e ETH {20J.1glml). 

3. 7. BANCO DE ISOLADOS DE M. tubercu/osis 

Após o cultivo primário em meio sólido, identificação de espécie e realização do 

teste de susceptibilidade, os microrganismos foram semeados em meio líquido Sauton 

(Brasil, 1994), onde se multiplicaram por um período de 30 a 60 dias a temperatura de 

37°C. Quando as culturas apresentavam crescimento visível, as bactérias eram 

transferidas para microtubos, os quais foram estocados a -20°C por períodos que 

variaram 3 a 36 meses. 
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3.8. EXTRAÇÃO DO DNA CROMOSSOMAL 

A extração do DNA dos isolados de M. tubercu/osis foi realizada conforme 

protocolo elaborado por van Soolingen et ai. (1994b). Algumas colônias de M. 

tuberculosis foram suspendidas em 500J.!L de TE 1X (tris -EDTA, pH 8,0} e inativadas 

por 20 minem banho-maria a 80° C. A quebra da parede celular foi realizada com 50J.!L 

de lisozima (10mg/ml}. A seguir o tubo foi incubado a 37°C por pelo menos 1 hora. Após 

esta etapa, foi adicionado ao tubo uma mistura de 70f.!L de SDS (1 O%) e 5f.!L de 

Proteinase K {10mg/ml), seguido de incubação a 65°C por 10 min. Foram adicionados 

1 OOJ.!L de NaCI 5M e 1 OOJ.!L de uma mistura CTAB /NaCI ao tubo para a complexação de 

proteínas e lipídeos. Um volume de 750J.!L de clorofórmio/álcool-isoamílico (24: 1} foi 

adicionado e após foi realizada centrifugação de 15 min a 12000 rpm onde ocorreu a 

separação de fases. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrífuga 

onde o DNA foi precipitado com 0,6 volumes de isopropanol seguido de resfriamento a -

20° C por 30 mine centrifugação por 15 mina 12000 rpm. O DNA precipitado foi lavado 

com 1 ml de etanol 70% e secado à temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 

40J.!L de TE 1X. Os DNAs extraídos foram visualizados em gel de agarose 0,8%, corado 

com brometo de etídio, sob iluminação ultravioleta e estocados em freezer -20° C. Após 

foram utilizados para a realização da técnica de RFLP. 

3.9. TÉCNICA DE RFLP 

A técnica de RFLP foi realizada conforme protocolo elaborado por van Soolingen 

et ai. { 1994b) e está descrita nas etapas a seguir: 

3.9.1. Clivagem 

O DNA extraído de M. tubercu/osis foi quantificado no espectrofotômetro 

GeneQuant (Pharmacia Biotech) através da medida de absorbância a 260 nm. 

Aproximadamente 4,5f.!g de DNA foram clivados com 1 O unidades da endonuclease de 

restrição Pvull, em banho-maria a 37° C por uma hora. 
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Cerca de 20% do volume de cada amostra de DNA clivada foi submetido a 

eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídio (EtBr), e visualizado 

sob iluminação ultravioleta (UV) para análise da viabilidade. 

3.9.2. Eletroforese em Gel de Agarose 

As amostras de DNA clivadas foram aplicadas em um gel de agarose 0,8%, 

medindo 20X25 em, e submetidas a uma corrente inicial de 100 V (10 min), seguido de 

uma corrente de 25V durante um período de 16 a 18 horas para a separação dos 

fragmentos de DNA. O DNA de Ã. (lambda) clivado com a enzima Hindlll foi utilizado para 

monitorar a distância dos fragmentos desde o ponto de aplicação, visando uma 

padronização entre os diferentes géis. 

3.9.3. Southem Blotting 

Os fragmentos de DNA, contidos no gel de agarose, foram transferidos para uma 

membrana de náilon (Hybond ™N+, Amersham, Life Science, Inglaterra), pelo sistema de 

transferência a vácuo VacuGene™XL (Pharmacia Biotech}, conforme as instruções do 

fabricante. O sistema foi estabilizado em uma pressão de 50 mBar, enquanto o gel sofria 

despurinação com HCI 0,25M, por 7 min. Depois foi desnaturado com NaCI 1 ,SM e NaOH 

O,SM, por 15 mine neutralizado com Tris 1,0M e NaCI1,5M (pH 7,5), por mais 15 min. A 

transferência foi realizada com SSC 20X (NaCI3M, Na-citrato 0,3M- pH 7,0), durante 40 

min. Após a transferência os fragmentos de DNA foram fixados à membrana em fomo a 

80° C durante 2 horas. 

UFRGS ~ 
lnst. da Ci0·:r.<.:~:J Oãsicas da Saúde 
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3.9.4. Hibridização e Detecção 

A membrana contendo os fragmentos de DNA foi hibridizada com 600 ng sonda 

específica em fomo giratório (Hybaid lnstruments, Holbrook, NY) a 42° C por um período 

de 16-18 horas. 

A sonda foi obtida pela amplificação pela PCR de um fragmento de 245 pb, 

situado à direita do sítio de clivagem da enzima Pvull, presente no 156110, utilizando os 

seguintes primers: 

INS-1 5' CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC Herrnans et a/., 1990 

INS-2 5' GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA Herrnans et a/., 1990 

A amplificação do DNA pela PCR foi realizada em um termociclador (Mini Cycler -

MJ Reasearch) sob as seguintes condições: 30 ciclos de 2 mina 94° C, 2 mina 68° C, e 

2 mina 72°C. 

O fragmento amplificado foi purificado com colunas MicroSpin ™ S-300 (Pharmacia 

Biotech) e marcado enzimaticamente utilizando-se o kit ECL ™ (Amersham). 

O sistema envolve a marcação direta da sonda de DNA com a enzima peroxidase 

de raíz-forte (HRP-Horseradísh Peroxidase). A sonda é desnaturada completamente de 

forma que o DNA fique simples fita e, portanto, carregado negativamente. A HRP, que foi 

complexada com um polímero carregado positivamente, é adicionada e forma uma fraca 

ligação com o DNA por atração de cargas. A adição do glutaraldeído causa a formação 

de ligações químicas de forma que a sonda é covalentemente marcada com a enzima. 

Uma vez marcada, a sonda é utilizada na hibridização com o DNA-alvo imobilizado na 

membrana. 
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A detecção foi realizada pela sensibilização de um filme autoradiográfico através 

de uma reação de quimioluminescência. A HRP catalisa a oxidação do substrato luminol, 

o qual, na presença de um estimulador (enhancer) químico, resulta em uma grande 

emissão de luz, que é prontamente detectada em um filme autoradiográfico. 

3.10. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

3.10.1. RFLP 

Os resultados obtidos por RFLP foram analisados visualmente e pelo software 

GeiCompar, versão 4.2 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Este programa fornece uma 

análise dos clusters utilizando o método unweighted pair groups através das médias 

aritméticas (UPGMA) baseado no coeficiente de Dice para o pareamento, com uma 

tolerância de posição selecionada de 1,5% e a otimização de 1 ,0%. 

Para análise dos resultados foram seguidas as recomendações de Tenover et ai. 

(1997) e Heersma et a/. (1998). Dois ou mais isolados foram considerados pertencentes a 

um cluster quando seus padrões de RFLP eram indistinguíveis, isto é, apresentaram o 

mesmo número e posição de fragmentos. Aqueles isolados ou c/usters que apresentaram 

diferenças de um até três fragmentos foram considerados membros de uma mesma 

família. Os isolados que tiveram padrões de RFLP totalmente distintos dos demais 

isolados foram considerados não cluster. 

3.10.2. Análise dos dados clínic~s e epidemiológicos 

Para realização deste estudo, os dados clínico-demográficos foram obtidos 

através dos questionários epidemiológicos fornecidos ao LACEN/RS, da análise dos 

prontuários médicos e do banco de dados digitalizado do Sistema Nacional de Agravos 

de Notificação (SINAN) disponibilizado pelo Programa Estadual de Controle da 

Tuberculose. Estas informações foram analisadas pelo programa Epilnfo 6.04 (Center for 

Disease Control & Prevention, Atlanta, GA, EUA). A associação de significância foi 

avaliada pelo teste do YATES-corrected, X2, ou teste de Fischer two-tail. Um intervalo de 

confiança de 95% (p<0,05) foi utilizado. As estatísticas descritivas e comparações 

univariadas foram realizadas. 
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Dados como: idade, gênero, etnia, profissão, escolaridade, estado civil, 

informações laboratoriais (perfil de susceptibilidade, data de semeadura, resultados de 

baciloscopia) e possíveis fatores de risco como HIV, uso de drogas, etilismo foram 

analisados. 
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4. RESULTADOS 

4.1. DADOS OBTIDOS ATRAVÉS DAS METODOLOGIAS CONVENCIONAIS 

No ano de 1999 foram notificados 4.815 casos de TB no Estado do RS e em 2000 

foram notificados 6.152 casos novos, perfazendo um total de 1 0.967 casos de TB no 

período do estudo (Tabela 6). 

No mesmo período foram realizadas no LACEN/RS 1.994 culturas para a 

identificação micobacteriana. Em 1999 foram cultivados 913 isolados e no ano seguinte 

1.081. Destas culturas foram identificadas 820 M. tubercu/osis de aproximadamente 400 

pacientes e 23 micobactérias atípicas. Duzentos e dezoito isolados eram provenientes de 

postos e hospitais da RM de Porto Alegre os quais foram submetidos ao teste de 

susceptibilidade aos fármacos. Os isolados foram armazenados em freezer -20°C por 

períodos que variaram de 3 meses a 3 anos. Destes 218 isolados, 171 permaneceram 

viáveis para realização do RFLP, representando 78,4% dos isolados com TS no período 

do estudo. 

Além dos resultados de cultura, os resultados de baciloscopia também foram 

analisados para o grupo de pacientes que tiveram isolados viáveis para realização de 

RFLP. Dos pacientes que tiveram baciloscopia positiva no início do tratamento (78,2%; 

n=134), 37,3% {n=50) apresentavam mais de 10 bacilos por campo em 20 campos 

observados (caracterizados como +++). Dezenove pacientes ( 11 ,2%) apresentaram 

resultado negativo. Para os demais isolados o resultado da baciloscopia era 

desconhecido (n=18). 

Tabela 6: Número de casos de TB no RS e dados sobre cultura. 

N° de casos de No de culturas N° de culturas N° de isolados com teste 

Ano TB notificados realizadas no positivas de susceptibilidade 

peloSINAN LACEN (%) (%)* (%)** 

1999 4815 913 (19) 337(36,9) 159(47,2) 

2000 6152 1081 (17,6) 483(44,6) 128(26,5} 

*Percentuais calculados sobre o número total de culturas realizadas no LACEN. 
**Percentuais calculados sobre o número total de culturas positivas 
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4.2. DADOS DOS TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE 

Dentre as culturas do período do estudo, o TS foi realizado em 171 isolados de M. 

tuberculosis. Sessenta e dois isolados (36,2%) eram susceptíveis a todos os seis 

fármacos testados e os demais 109 (63,8%) apresentavam diferentes perfis de 

resistência. Sessenta e quatro isolados (58, 7% dos resistentes) eram resistentes a uma 

ou mais drogas, mas não eram classificados como MDR. O percentual de isolados MDR, 

isto é, resistente pelo menos a INH e RMP, foi de 41,3% (45 isolados). Dentre os 

pacientes com isolados resistentes, 6 pacientes (3,5%) apresentavam resistência 

primária, dos quais 3 (50%) eram MOR, sendo um destes isolado de um paciente HIV 

positivo. 

Dos 109 isolados resistentes, 49 (44,9%) eram provenientes de pacientes 

atendidos no HSP e os demais 60 pacientes (55,1%) eram provenientes dos Centros de 

Saúde da RM de Porto Alegre. Não foi observada diferença significativa entre os níveis 

de resistência dos pacientes atendidos em hospital em comparação com os pacientes 

atendidos em unidades ambulatoriais (p=0,29). A média de idade entre os pacientes com 

isolados resistentes foi de 41 anos, variando de 17 a 70 anos. Entre os sensíveis, a 

média de idade dos pacientes também foi de 41 anos, mas variou de 17 a 62 anos. A 

falência terapêutica e a realização de tratamento prévio foram significativamente 

associadas com um nível maior de resistência (p<0,05). Surpreendentemente, o 

abandono do tratamento não foi associado com resistência (p=0,72). Isto pode ter 

ocorrido devido ao grande número de isolados com esta informação desconhecida 

(21,1%). Também foi observado que pacientes soropositivos e alcoolistas estão mais 

propensos à infecção por cepas resistentes, porém este dado não foi significativo. 

A Tabela 7 apresenta os dados do TS dos 1 09 isolados que apresentaram 

diferentes perfis de resistência. 
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Tabela 7: Número de isolados resistentes estudados no 
período. 

Fármaco N° de isolados Percentual 

INH 
Resistente 103 60,2 
Sensível 68 39,8 

RMP 
Resistente 49 28,7 
Sensível 122 71,3 

EMB 
Resistente 6 3,5 
Sensível 165 96,5 

SM 
Resistente 17 10 
Sensível 150 87,7 
Desconhecido 4 2,3 

PZA 
Resistente 8 4,7 
Sensível 142 83 
Desconhecido 21 12,3 

ETH 
Resistente 2 1,2 
Sensível 153 89,5 
Desconhecido 16 9,3 

MOR* 45 26,3 
*Resistente pelo menos a isoniazida e rifampicina 

4.3. OBTENÇÃO DA CULTURA PARA EXTRAÇÃO DE DNA 

Todos os isolados de M. tuberculosis, provenientes de pacientes atendidos em 

postos e hospitais da RM de Porto Alegre, que apresentavam TS realizado foram 

localizados na coleção de isolados de M. tubercu/osis do LACEN, perfazendo um total de 

218 isolados. 

Entre os isolados que apresentavam TS realizado no ano de 1999, foram 

identificados 90, dos quais em 80 isolados foi possível obter-se crescimento bacteriano e 

extrair-se o DNA. Dos 128 isolados testados no ano 2000, foi possível obter-se 

crescimento e DNA de 91 deles (Tabela 8). 

Tabela 8: Número de isolados da Região Metropolitana com TS, n° de isolados analisados por 
RFLP, percentual de isolados com teste analisados por RFLP. 

N° de isolados N° de isolados com % 

comTS RFLP 1999/2000 

1999/2000 1999/2000 

Postos de Saúde 40/83 40/54 100/65 

Hospitais 50/45 40/37 80/82,2 

Total 90/128 80/91 88,8/71 
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4w4. DADOS DA GENOTIPAGEM 

No presente estudo, foram genotipados 185 isolados de M tuberculosis 

provenientes de 171 pacientes. Quatorze pacientes tiveram 2 isolados analisados por 

RFLP que apresentaram o mesmo perfil, portanto um isolado de cada um desses 

pacientes foi excluído do estudo. Dessa forma, a análise final incluiu um total de 171 

isolados de 171 pacientes. 

4.4.1. Análise por IS6110- RFLP 

Cada fragmento (banda) identificada no padrão de RFLP representa uma cópia da 

seqüência de inserção IS6110. Os isolados que apresentaram 6 ou menos cópias de 

tS6110 representam 9,9% (n=17) do total de amostras analisadas, os demais 90,1% 

apresentaram um número de 7 ou mais cópias deste elemento. Dos 17 isolados com 6 ou 

menos cópias de lS6110, 13 (76,4 o/o) pertenciam a 2 ctusters. O número de cópias variou 

de 2 a 18, sendo que a média foi 10 cópias e a moda foi 9 cópias de IS6110 por isolado. 

A Figura 5 apresenta a freqüência do número de cópias do tS6110. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

N° de cópias de 186110 

&I N• de isolados 

Figura 5: FreqO:ência do número de fragmentos de 1$6110 encontrada na análise pela técnica de 
RFLP. 
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Entre os 171 isolados analisados pela técnica de RFLP, foram encontrados 129 

padrões distintos de bandas. Foram encontrados 64 isolados (37,4%) com padrão único, 

isto é, cada um apresentou um padrão de bandas bastante distinto dos demais 107 

isolados (62,5°/o) que apresentavam padrões agrupáveis (Figura 6}. 

Figura 6: Auto-radiografia de RFLP com DNAs extraídos de isolados de diferentes pacientes 
provenientes de Postos e Hospitais da rede de saúde pública da Região 
metropolitana de Porto Alegre obtida após hibridização com a sonda 186110. Linhas 
1-13, DNA de M. tuberculosis extraídos de isolados de diferentes pacientes. CR: 
DNA de M. tuberculosís cepa referência 14323. 

·Dentre os 107 isolados com padrões agrupáveis, 59 (34,5%} isolados formaram 

17 clusters, isto é, apresentaram 100% de similaridade entre eles. Cada cluster consistiu 

de 2 a 9 isolados cada. O número médio de cópias de 186110 entre os clusters foi 8,1 

variando de 2 a 14. Na Figura 7 é possível observar o perfil dos clusters encontrados e a 

relação de similaridade entre eles. 
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Figura 7: Dendrograma obtido através do software GeiCompar representando os isolados clusters 
encontrados no estudo. 

Foram agrupados em famílias, os isolados que apresentaram pelo menos 80% de 

similaridade (1-3 cópias de diferença). Dos 107 isolados que apresentaram padrões 

agrupáveis, 48, além dos c/usters, formaram 30 famílias. Algumas famílias não 

apresentaram c/usters, enquanto, 11 famílias foram compostas por até 3 c/usters (Anexo 

3). O número de isolados em cada família variou de 2 a 15 isolados. Os c/usters D, 01, 

02, C e C1 apresentaram mais de 89% de similaridade, formando duas famílias, 

denominadas C e D (Figura 7) sendo que os clusters C, C1, D e 01 são altamente 

relacionados apresentando apenas 1 cópia de 156110 de diferença, demonstrando mais 

de 95% de similaridade. Os isolados incluídos em uma mesma família indicam a 

existência de um ancestral comum recente. 
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4.5. ANÁLISE DA RELAÇÃO EPIDEMIOLÓGICA ENTRE OS ISOLADOS CLUSTER 

Em nosso estudo consideramos ligação epidemiológica definida, quando os 

pacientes em c/uster compartilhavam a mesma residência, o mesmo local de trabalho ou 

apresentavam alguma relação de parentesco. Provável ligação epidemiológica foi 

considerada quando o paciente em cluster vivia no mesmo conjunto residencial ou 

morava no mesmo bairro. Neste trabalho, encontramos ligação epidemiológica entre 13 

pacientes (22%} de 4 diferentes clusters, sendo 5 (8,5%} pacientes com provável relação 

epidemiológica e 8 (13,5%} com relação epidemiológica definida (Tabela 9). 

Tabela 9: Relação epidemiológica encontrada entre os pacientes que formaram c/uster. 

Cluster 

B 

D 

G 

M 

Número de isolados 
com relação 

epidemiológica 
provável ou definida 

2 

6 

2 

3 

Tratamento 
prévio 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Perfil de 
susceptibilidade 

EMBand INH 

Diferentes 

Diferentes 

Diferentes 

Tipo de relação 
epidemiológica 

Relação de 
parentesco 

Mesmo bairro, 2 deles 
morando na mesma 

casa 
Relação de 
parentesco 

Mesmo conjunto 
residencial, 2 deles 

com relação de 
parentesco 

O cluster 8 foi formado por 9 isolados de 4 cópias de IS6110. Este foi o maior 

cluster encontrado no estudo, correspondendo a 15,3% das linhagens em cluster. De 

acordo com o gênero foram encontrados 6 homens e 3 mulheres, todas as mulheres 

eram donas de casa. A média de idade entre os pacientes deste c/uster foi 35 anos. 

Quanto ao perfil de susceptibilidade, 2 isolados eram MOR, 5 sensíveis e 2 resistentes a 

INH e EMB. Seis pacientes deste c/uster estavam morando na região norte de Porto 

Alegre quando apresentaram este episódio de tuberculose. Entre estes isolados, 1 era 

MOR, sendo que o paciente do qual provinha este isolado nunca foi tratado previamente. 

Outros dois pacientes moravam em São Sebastião do Caí, RM de Porto Alegre, na 

mesma rua e eram parentes. Os dois pacientes possuíam isolados resistentes a INH e 

EMB, e tiveram tuberculose duas vezes no passado . 

O Cluster D foi composto por 7 isolados com 9 cópias de IS6110. Entre estes, 5 

isolados eram MOR, 1 sensível a todos os fármacos e 1 isolado resistente a INH. A média 

de idade dos pacientes relacionados neste cluster foi estatisticamente mais baixa que a 
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média de idade geral do estudo {p<0,05), 29 anos. Três pacientes deste c/usterviviam no 

mesmo conjunto residencial em Porto Alegre, seus isolados possuíam perfil de 

susceptibilidade distintos. Dois destes isolados eram provenientes de mãe e filho, ambos 

realizaram tratamento prévio mais de uma vez e o desfecho destes tratamentos prévios 

foi sempre abandono ou falência. Outros 3 pacientes, viviam em um município da RM de 

Porto Alegre no mesmo bairro, os três foram hospitalizados no mesmo período para 

tratamento da TB, tinham aproximadamente a mesma faixa etária, sendo um deles HIV­

positivo. Os três isolados destes pacientes eram MOR. 

O cluster G foi composto por isolados de 3 pacientes, sendo 2 homens e 1 mulher. 

Estes pacientes viviam em dois bairros próximos na cidade de Sapucaia do Sul (RM). 

Todos os pacientes deste cluster já haviam realizado tratamento prévio, sendo que dois 

deles tiveram como desfecho do tratamento a falência e o terceiro paciente obteve cura. 

Todos os isolados eram resistentes, cada isolado com um distinto perfil de resistência. O 

perfil de resistência destes isolados pode ter mudado após a transmissão não resultando 

da mudança do padrão de 156110. Dois pacientes da etnia negra possuíam relação de 

parentesco, pois possuíam o mesmo sobrenome e moravam no mesmo bairro. 

Três homens fizeram parte do cluster M. Todos eles viviam no mesmo conjunto 

habitacional da cidade de Gravataí, RM de Porto Alegre. Todos eram HIV negativos. Dois 

deles eram parentes. 

Não foi possível encontrar relações epidemiológicas evidentes entre os isolados 

dos outros c/usters, devido ao caráter retrospectivo do estudo, além disso, não haviam 

dados demográficos e epidemiológicos suficientes de todos os pacientes em clusters. 

4.6. ANÁLISE DOS DADOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÓGICOS 

Os dados epidemiológicos dos pacientes foram analisados e comparados visando 

verificar se havia alguma diferença nas características dos pacientes entre os diferentes 

grupos (cluster e não clustei). Cabe salientar que estes dados clínico-epidemiológicos 

não foram obtidos para todos os pacientes do estudo, sendo a análise realizada a partir 

dos pacientes que apresentavam os dados disponíveis. 

A partir da análise do prontuário dos pacientes envolvidos no estudo, observamos 

que 9% (n=15) dos pacientes com TB não foram notificados no SINAN. 6,6% (n=4) 

morreram por TB, sendo que destes, 3 (75%) não estavam registrados oficialmente no 

banco de dados do SINAN. Todos eles eram resistentes e faziam parte de clusters. 
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Em virtude do caráter retrospectivo do estudo, foi possível identificar o local de 

moradia de apenas 115 pacientes (67,3%), sendo que destes, 67 (58,3%) eram 

provenientes de Porto Alegre. No mapa a seguir (Figura 8) podemos visualizar os 

principais bairros de Porto Alegre onde residiam estes pacientes. Observou-se que o 

maior número de pacientes com tuberculose analisados no estudo residiam em bairros 

mais pobres e muitas vezes mais distantes dos postos de saúde. Dentre os pacientes 

moradores da cidade de Porto Alegre, 45,7% deles tiveram TB por infecção recente. 

Figura 8: Mapa da cidade de Porto Alegre indicando os bairros de onde provinham 40% dos 
pacientes do estudo (Fonte: 20/11/2003). 

<fi$ casos com padrão único de RFLP, 

• isolados pertencentes a diferentes c!usters 

localização das principais unidades de saúde do município de Porto Alegre. 
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4.6.1. Análise Geral 

A partir dos resultados obtidos pela técnica de RFLP dos 171 pacientes incluídos 

no estudo, 59 (34,5%) formaram clusters, isto é, foram considerados como tendo 

desenvolvido a doença por transmissão recente. Os demais 112 (65,5%) apresentaram 

padrões não c/uster, indicando que estes pacientes desenvolveram a doença por 

reativação de uma infecção adquirida no passado. 

O gênero masculino foi predominante, mais de 70% dos pacientes estudados 

eram homens, sendo que a taxa de transmissão recente entre esses pacientes foi de 

36,8%, valor que não diferiu significativamente da taxa encontrada para as mulheres 

28,3% (p=0,93). Estes valores também não foram diferentes dos encontrados para a 

população em geral, que foi de 34,5%. Então, podemos concluir que, ser do gênero 

masculino é um fator de risco para desenvolvimento de TB, mas não para transmissão 

recente (Figura 9). 

cluster não cluster total 

D homem 

1!!!1 mulher 

Figura 9: Análise do gênero dos pacientes incluídos no estudo com relação à transmissão recente 
e reativação. 

A idade dos pacientes variou de 17 a 70 anos sendo a média geral 41 anos. A 

média de idade dos pacientes que desenvolveram TB devido à transmissão recente foi 42 

anos e daqueles com doença devido à reativação foi de 40 anos (Tabela10). 
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Tabela 1 O: Média de idade dos pacientes em geral e por sexo, em relação à transmissão recente 
e reativação. 

Idade média 

Idade média Homens 

Idade média Mulheres 

C/uster 

42 

42 

35,9 

Não c/uster 

40 

42,5 

38,8 

p 

0,54 

0,61 

0,5 

As mulheres eram mais jovens que os homens, média de 38 e 42 anos, 

respectivamente (p<0,05). Não houve diferença significativa entre as médias de idade 

dos pacientes do sexo feminino quando comparamos em relação à transmissão recente 

ou reativação. O mesmo ocorreu entre os pacientes no sexo masculino (Tabela 10). 

Com relação ao perfil de resistência foi possível observar que 62 isolados eram 

sensíveis aos fármacos (36,3%) e os demais 109 isolados eram resistentes (63,7%). 

Entre os pacientes com isolados resistentes, 39,4% formaram cluster e, apesar de não 

diferir significativamente daqueles com isolados sensíveis, dos quais 25,8% estavam em 

cluster, é indicativo de uma maior propensão dos primeiros à associação com 

transmissão recente (Figura 10). 

80 

60 
liD sensível 

40 liD resistente 

20 

o 
cluster não cluster total 

Figura 10: Análise do perfil de resistência entre isolados em cluster e não c/uster. 

Podemos observar na Figura 11, que nesta população, o número de pacientes 

com tratamento prévio é estatisticamente maior que o número de pacientes sem 

tratamento prévio (p<0,05). Cento e quarenta e oito (86,5%) pacientes receberam 

tratamento prévio. Destes, 50 (33,8%) apresentaram isolados de M. tuberculosis em 

c/uster, sendo sugestivo de transmissão recente, e 98 (66,2%) apresentaram isolados 
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com padrões únicos de RFLP (reativação da doença). Dentre os pacientes que nunca 

receberam tratamento prévio (n=23), a transmissão recente ocorreu em 39, 1%, taxa que 

apesar de não diferir significativamente da média do estudo (34,5%) (p= 0,8), sugere a 

associação deste fator com a formação de cluster. 

100 

90 

80 

70 

60 

50 m1 Pre\4amente tratado 

40 13 Sem tratamento pré\4o 

30 

20 

10 

o 
cluster não cluster total 

Figura 11: Análise do tratamento prévio em relação aos pacientes c/uster e não cluster. 

Cento e três (69,5%) dos 148 pacientes com tratamento prévio, estavam 

infectados com cepas resistentes, e 45 (30,5%) com cepas sensíveis (p<0,05). Dos 103 

(69,5%) pacientes com isolados resistentes, 40 (38,8%) desenvolveram TB devido à 

transmissão recente e 63 (61 ,2%) devido à reativação. Entre os 45 (30,5%) isolados 

sensíveis aos fármacos testados, 10 pacientes (22,2%) desenvolveram TB devido à 

transmissão recente. Não houve diferença estatística entre os pacientes com isolados 

sensíveis e resistentes com relação à transmissão recente (p=0,4), porém, os pacientes 

previamente tratados e portadores de cepas resistentes parecem estar mais propensos a 

desenvolver TB devido à transmissão recente (Tabela 11 ). 

Entre os isolados de pacientes sem tratamento prévio, não foi observada 

diferença significativa entre isolados sensíveis e resistentes. Muito provavelmente isto se 

deve ao baixo número de isolados de pacientes sem tratamento prévio analisados. 

Porém parece existir uma tendência destes pacientes estarem infectados por cepas 

sensíveis aos fármacos. Metade dos isolados resistentes eram MOR e os pacientes que 

estavam infectados por estas cepas desenvolveram TB devido à transmissão recente, 

isto é, adquiriram resistência primária, enquanto 65% (n=11) dos sensíveis 

desenvolveram TB devido à reativação de TB latente (Tabela 11 ). 
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Tabela 11: Perfil de resistência entre os isolados cluster e não c/uster de pacientes 
com e sem tratamento prévio. 

Grupo 

Previamente 

tratado 

Sem tratamento 

prévio 

Total 

148 

23 

Isolados resistentes 

Não clusterl Cluster 

103 (69.5%) 

63 (61%)/40 (39%) 

06 (26.1%) 

3( 50% )/3( 50%) 

Isolados sensíveis 

Não c/usterl Cluster 

45 (30.5%) 

35(78%)/10(22%) 

17(73.9%) 

11 (65%)/6 (35%) 

Foi encontrado um número de isolados resistentes significativamente maior entre 

os pacientes com tratamento prévio, que aquele encontrado dentre os pacientes sem 

tratamento prévio (p<O,OS}. Isto pode estar ocorrendo, pois os pacientes que tiveram 

reingresso no programa após tratamento prévio podem não ter curado a doença, em 

decorrência do uso inadequado dos medicamentos ou por falência terapêutica, entre 

outras possibilidades. Em decorrência disso o nível de resistência tende a aumentar entre 

estes pacientes. 

O índice de abandono, falência e cura são fatores muito importantes no estudo da 

tuberculose. No presente estudo, dos pacientes que abandonaram o tratamento alguma 

vez (não compareceram à unidade de saúde por mais de 30 dias consecutivos após a 

data prevista para seu retomo}, dos que tiveram falência (persistência da positividade do 

escarro ao final do tratamento} e daqueles que tiveram alta por cura, 33,3%, 32,9% e 

32%, respectivamente, formaram cluster. Estas taxas não diferiram entre si e nem da 

média do estudo (34,5%} (Tabela 12}. Sendo assim, estes fatores não apresentaram 

associação com TB devido à transmissão recente. 
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Tabela 12: Características clínicas, demográficas e epidemiológicas dos pacientes 
analisados no estudo. 

Característica 

Gênero 
Masculino 
Feminino 

Estado civil 
Solteiro 
Casado 
Separado 
Viúvo 
Desconhecido 

Escolaridade 
Analfabeto 
Ensino fundamental** 
Ensino médio** 
Desconhecido 

Etnia 
Branca 
Negra 
Mista 
Desconhecido 

Tratamento prévio para TB 
Sim 
Não 

Desfecho do tratamento** 
Falência 
Cura 
Abandono 
Desconhecido 

Perfil de resistência 
Sensível 
Resistente a uma ou mais 
drogas**** 

MOR 
HIV 

Positivo 
Negativo 
Não realizado 

Comorbidades *** 
Desnutrição 
Diabetes 
Hepatites 

Alcoolismo 

Não cluster 
n=112 (%) 

79 (63,2) 
33 (71,7) 

42 (68,9) 
36 (72) 
04 (50) 
01 (50) 
29 (58) 

07 (77,7) 
60 (69) 

12 (63,2) 
33 (58,9) 

74 (64,9) 
12 (70,6) 
15 (62,5) 
11 (64,7) 

98 (66,2) 
14 (60,9) 

47 (67, 1) 
34 (68) 

28 (66,6) 
31 (64,6) 

46 (74,2) 
39 (60,9) 

27 (60) 

18 (66,7) 
54 (62, 1) 
40 (70,1) 

14 (66,6) 
05 (41,7) 
10 (62,5) 

Cluster 
n=59 (%) 

46 (36,8) 
13 (28,3) 

19 (31,1) 
14 (28) 
04 (50) 
01 (50) 
21 (42) 

02 (22,3) 
27 (31) 

07 (36,8) 
23 (41,1) 

40 (35, 1) 
05 (29,4) 
09 (37,5) 
05 (35,3) 

50(33,8) 
09 (39, 1) 

23 (32,9) 
16 (32) 

14 (33,3) 
17 (35,4) 

16 (25,8) 
25 (39,1) 

18 (40) 

09 (33,3) 
33 (37,9) 
17 (29,9) 

07 (33,4) 
07 (58,3) 
06 (37,5) 

Total 
n= 171 (%) 

125 (73,1) 
46 (26,9) 

61 (35,7) 
50 (29,2) 
08 (4, 7) 
02 (1,2) 

50 (29,2) 

09 (5,4) 
87 (50,8) 
19(11,1) 
56 (32,7) 

114 (66,7) 
17 (9,9) 
24 (14) 
16 (9,4) 

148 (86,5) 
23 (13.5) 

70 (33,3) 
50 (23,8) 
42 (20, 1) 
48 (22,8) 

62 (36,3) 
64 (37,4) 

45 (26,3) 

27 (15,8) 
87(50,9) 
57 (33,3) 

21 (42,8) 
12 (24,5) 
16 (32,7) 

Sim 34 (63) 20 (37) 54 (31.6) 
Não 42 (70) 18 (30) 60 (35.1) 
Desconhecido 36 (63,2) 21 (36,8) 57 (33,3) 

**muitos dos pacientes incluídos no estudo reportaram mais de um tratamento prévío, 
conseqüentemente com mais de um desfecho. ***Outros pacientes não reportaram 
comorbidades ou a informação é desconhecida. ****Resistente a uma ou mais drogas, não MOR. 
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Com relação ao grau de escolaridade, verificou-se que 51% (n=87) dos pacientes 

incluídos no estudo possuíam ensino fundamental completo ou incompleto, 11% (n=19) 

dos pacientes possuíam ensino médio completo ou incompleto e 5,4% (n=09) eram 

analfabetos. Com relação à transmissão recente, 36,8% (n=07) dos pacientes com mais 

alta escolaridade tiveram TB por infecção recente, enquanto àqueles com menor 

escolaridade apresentaram taxas menores de TB por transmissão recente (Figura 12). 

100 

90 

80 
70 

60 

50 
40 
30 
20 
10 

o 
auster Nao auster Total 

·· --- !!Ll Analfabeto 

~Ensino Fundamental 
·--~--~-- o Ensino Médio 

o Desconhecido 

Figura 12: Análise do grau de escolaridade dos pacientes envolvidos no estudo versus 
transmissão recente e reativação. 

Pacientes brancos apresentaram uma taxa de transmissão recente de 35,1% 

(n=40), negros 29,4% (n=05) e mistos apresentaram 37,5% (n=09) de cluster. Não houve 

diferença significativa em relação às diferentes etnias analisadas, porém, neste estudo foi 

observado que os negros estão menos propensos a formar c/uster que brancos e mistos 

(Figura 13). 

100 

90 

cluster não cluster total 

liD branco 

m negro 

o misto 

o desconhecido 

Figura 13: Análise das diferentes etnias versus transmissão recente e reativação. 
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Doenças associadas à TB podem, e muitas são fatores de risco para o 

desenvolvimento da doença. Por este motivo analisamos o índice de positividade para 

HIV, presença de diabetes, hepatite e desnutrição entre os pacientes com tuberculose 

incluídos no estudo. A partir desta análise, observamos que na população estudada, 

nenhumas das co-morbidades citadas foram associadas com transmissão recente 

(p=0,35) (Figura 14). 

100 

cluster não cluster total 

lEI desnutrição 

lll diabetes 

o hepatites 

EJHIV 

Figura 14: Análise das co-morbidades versus reativação e transmissão recente. 

Dentre os pacientes que possuem co-morbidades, os diabéticos mostram uma 

tendência maior de formar cluster que os pacientes com hepatite ou HIV. 58,3% (n=07) 

dos diabéticos desenvolveram TB devido à infecção recente. Este dado não foi 

significativo, muito provavelmente em decorrência do baixo número de indivíduos 

portadores desta doença. Observamos que pacientes soropositivos, desnutridos e 

portadores de hepatite apresentaram a mesma taxa de transmissão recente que a média 

geral do estudo. 

As profissões mais freqüentes entre os pacientes deste estudo foram: dona de 

casa (14,2%), pedreiro (8%), doméstica (5,6%) e servente (4,9%). Não houve diferença 

nas taxas de transmissão recente entre as profissões citadas. 

De acordo com o estado civil, verificou-se que 35,7% dos pacientes eram solteiros 

e 29,2% eram casados. Não observamos associação do estado civil com transmissão 

recente (Tabela 12). 
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Em relação ao alcoolismo, que em muitos trabalhos aparece como sendo um fator 

de risco para o desenvolvimento de TB por transmissão recente, neste estudo esta 

característica não foi correlacionada com transmissão recente (Tabela 12). 

Na análise dos dados da vacinação com BCG, observamos que 45% (n=77) dos 

pacientes não foram vacinados e somente 22,8% (n=39) apresentavam cicatriz vacina!. 

Dentre os pacientes vacinados a taxa de transmissão recente foi 38,5% (n=15), 

entre os não vacinados foi de 32,5% (n=25), taxas estas que não diferiram entre si nem 

da média geral do estudo (34,5%) (Figura 15). 
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Figura 15: Análise dos dados de vacinação com BCG versus reativação e transmissão recente. 

Os dados epidemiológicos foram estratificados para análise epidemiológica por 

procedência do paciente. Noventa e quatro pacientes eram provenientes de unidades de 

saúde ambulatorial e 77 provinham de hospitais, sendo que destes, 92,2% eram 

procedentes do Hospital Sanatório Partenon. Quando as características clínicas e 

demográficas foram analisadas dessa forma, não foi possível correlacionar transmissão 

recente com nenhuma delas. Após a estratificação dos dados o número de pacientes em 

cada categoria avaliada tornou-se pequeno, tornando difícil a associação entre as 

características, sendo agravados pela falta de dados disponíveis em decorrência do mau 

preenchimento das fichas epidemiológicas (Tabela 13). No entanto observamos que 

existe uma propensão dos pacientes HIV positivos e diabéticos a desenvolver TB por 

transmissão recente quando são provenientes de hospitais (Tabela 13). Foi observado 

também que pacientes provenientes de unidades ambulatoriais infectados com cepas 

MOR estão mais propensos a desenvolver TB por transmissão recente (43,5%) que 
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pacientes provenientes de hospitais (36,4%), apesar destas diferenças não serem 

significativas. 

Tabela 13: Características epidemiológicas dos pacientes estratificados por procedência do 
paciente. 

Unidades ambulatoriais Hospitais 
Caracteristica 

C/uster Não cluster auster Não cluster 
n(%) n(%) n(%) n(%) 
(35! (59) !24! !53! 

Gênero 
Masculino 29(38,2) 47(61,8) 17(34,6) 32(65,4) 
Feminino 06(33,3) 12(66,7) 07(25) 21(75) 

Idade (anos) 
Média 41 42 40 41 

Estado civil 
Solteiro 06(26,1) 17(73,9) 13(34,2) 25(65,8) 
Casado 10(30,3) 23(69,7) 04(23,5) 13(76,4) 
Separado 04(80) 01(20) 03(100) 
Viúvo 01(50) 01(50) 
Desconhecido 15(45,5) 18(54,5) 06(35,3) 11(64,7) 

Escolaridade 
Analfabeto 02(33,3) 04(66,7) 03(100) 
Ensino fundamental* 11(28,2) 28(71,8) 16(33,3) 32(66,7) 
Ensino médio* 04(50) 04(50) 03(27,3) 08(72,7) 
Desconhecido 18(44) 23(56) 05(33,3) 10(66,7) 

Etnia 
Branca 24(36,6) 43(64) 16(34) 31(66) 
Negra 03(42,9) 04(57, 1) 02(20) 08(80) 
Mista 03(37,5) 05(32,5) 06(37,5) 10(62,5) 
Desconhecido 05(41,7) 07(58,3) 04(100) 

Tratamento prévio 
Sim 28(34,6) 48(65,4) 22(32,8) 45(67,2) 
Não 07(53,8) 06(46,2) 02(20) 08(80) 

Desfecho de tratamento prévio 
Falência 10(29,4) 24(70,6) 13(36, 1) 23(63,9) 
Cura 09(29) 22(71) 07(36,8) 12(63,2 
Abandono 08(34,8) 15(65,2) 06(31,6) 13(68,4) 

Perfil de resistência 
Sensível 11(32,4) 23(67,6) 05(17,8) 23(82,2) 
Resistente 24(40) 36(60) 19(38,8) 30(61,2) 
MDR 10(43,5) 13(56,5) 08(36,4) 14(36,4) 

HIV 
Positivo 05(33,3) 10(66,7) 08(66,7) 04(33,3) 
Negativo 17(43,6) 22(56,4) 16(33,3) 32(66,7) 
Não realizado 13(32,5) 27(67,5) 04(23,5) 13(76,5) 

Comorbidades 
Desnutrição 03(100) 07(38,9) 11(61,1) 
Diabetes 01(16,6) 05(83,4) 04(66,7) 02(33,3) 
Hepatites 01(20) 04(80) 05(45,5) 06(54,5) 

*Incluindo curso completo ou incompleto 
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A taxa de transmissão recente entre os pacientes provenientes de centros de 

saúde ambulatoriais foi de 37,2% e, entre os isolados de pacientes provenientes de 

hospitais foi de 31,1 %, não havendo diferença significativa nestas proporções. Quando 

estas taxas individuais foram comparadas em relação àquela encontrada na população 

em geral, que foi de 34,5%, também não houve diferença significativa. 
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5. DISCUSSÃO 

Porto Alegre é a capital do Estado do Rio Grande do Sul, localizada no sul do 

Brasil. A RM de Porto Alegre tem uma população de aproximadamente 3,5 milhões de 

habitantes e reporta mais de 4.000 casos de TB por ano. A incidência desta doença nesta 

região tem se mantido em tomo de 80/100.000 hab. nos últimos anos. Através deste 

estudo foi possível apresentar uma visão geral da epidemiologia da tuberculose através do 

uso de técnicas de biologia molecular e também realizar uma avaliação do nível de 

resistência aos fármacos dos isolados de M. tubercu/osis estudados. 

No Brasil, como na maioria das regiões do mundo, culturas de M. tuberculosis não 

são realizadas para confirmar o diagnóstico individual de tuberculose e como resultado 

disso, o TS também não é realizado. Dados mundiais sobre resistência, publicados mais 

recentemente, são de um estudo realizado entre 1994 e 1997 pela OMS juntamente com a 

IUATLD (lntemational Union Against Tubercle and Lung Disease). O objetivo deste estudo 

foi medir a prevalência da resistência aos fármacos em 35 países abrangendo os 5 

continentes (Pablos-Mendez et a/., 1998). Em isolados brasileiros, a taxa de resistência 

encontrada foi de 8,6%, sendo que 5,4% dos casos possuíam resistência adquirida e 0,9% 

de resistência primária. O nível de resistência encontrado no presente estudo foi de 

63, 7%. Esta grande diferença nos índices de resistência se deve a um viés de seleção 

amostrai. Os pacientes envolvidos em nosso estudo eram em sua maioria (85%) 

previamente tratados, com mais de um tratamento prévio, que fizeram uso irregular dos 

fármacos e/ou abandonaram o tratamento. 

~O tipo de resistência observada foi, predominantemente adquirida (71 ,9%}, 

enquanto a taxa de resistência primária foi de 31 ,3%. Esse tipo de resistência foi a mesma 

observada em estudo realizado em pacientes com tuberculose tratados nos ambulatórios 

da rede pública do Estado do RS no período de 1995 a 1996 (Jardim et a/., 1998) e reforça 

os dados de outros estudos que indicam que este tipo de resistência é predominante no 

Brasil (WHO, 1997; Fiuza De Melo et a/., 1997). De acordo com outros autores (Girard et 

ai., 1996; Fujiwara et ai., 1997; Liu et ai., 1998), a história prévia de tratamento está 

~fSOciada com um aumento significativo da prevalência de resistência aos fármacos. 
-/' 
Estes resultados indicam que o principal fator de risco para o aparecimento de linhagens 

resistentes é o tratamento inadequado, bem como, um programa de tratamento 

supervisionado que atinge uma pequena parcela de doentes. O nível de resistência 

encontrado entre os pacientes atendidos nos hospitais (44,9%) foi mais baixo que o nível 

de resistência ambulatorial (55, 1 %). 
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Sabe-se que pacientes alcoolistas, soropositivos, desempregados entre outros 

grupos tem uma grande dificuldade para aderir ao tratamento da TB, o que os toma mais 

propensos a desenvolver resistência (Lima et ai., 2001 ). Observamos que pacientes 

soropositivos e pacientes com histórico de alcoolismo apresentaram aumento da taxa de 

resistência, porém este dado não foi significativo. 

Alland et a/. (1994) reportaram previamente que tuberculose resistente é observada 

mais freqüentemente entre pacientes cujos isolados pertencem a c/usters. Na RM de Porto 

Alegre 39,4% dos isolados resistentes à pelo menos um fármaco estão em clusters 

enquanto 25,8% dos isolados sensíveis também formam c/uster. Outros trabalhos 

descrevem uma taxa maior de transmissão recente entre as cepas resistentes quando 

comparadas com cepas sensíveis (Friedman et a/., 1995b; Frieden et a/., 1996; Torrea et 

ai., 1996; Fandinho et ai., 2000; Ferrazoli et a/., 2000). 

Como citado anteriormente, o nível de clustering entre os isolados de M. 

tubercu/osis provenientes de localidades onde a TB é endêmica é sugestivo de infecção 

devido à transmissão recente. Por outro lado, casos não-cluster são considerados 

indicativos de reativação de infecção latente. O número de casos de TB devido à 

reativação de uma infecção prévia (65,5%) é duas vezes maior que o número de casos 

ocorridos devido à transmissão recente. Em conseqüência disso, os esforços para o 

controle da TB devem estar voltados não somente para interromper a cadeia de 

transmissão, mas também para prevenir reativação. Este resultado é bastante semelhante 

àqueles descritos para países em desenvolvimento, onde a taxa de transmissão varia de 

20% a 38% (Warren et ai., 1996; Ferrazoli et ai., 2000; Yang et a/., 2001). Em países 

desenvolvidos esta taxa pode variar de 10% a 58% (Bames et a/., 1996; Bames et a/., 

1997; Braden et a/., 1997). Cafrune (2003) analisou isolados do interior do Rio Grande do 

Sul e observou um percentual de 34,7% de isolados em c/uster, enquanto Suffys et a/. 

(2000) estudando isolados de diferentes regiões do Brasil, inclusive isolados do RS, 

encontraram 37% de cluster entre os isolados do RS. Narayanan et ai. (2002), observaram 

que pacientes que estiveram internados em sanatórios estavam mais propensos a formar 

clusters que aqueles que não haviam sido internados. Em nosso estudo observamos que 

pacientes ambulatoriais estavam mais propensos a desenvolver TB por transmissão 

recente (37,2%) que os pacientes atendidos em hospitais ou que foram internados em 

sanatório (31, 1%). 

Através de diversos estudos, como estes citados acima, tem sido demonstrado que 

a incidência da TB não é o único fator que contribui para as proporções de linhagens 

c/usters, e que a heterogeneidade da população, método de amostragem, período de 

estudo, e a inclusão de pacientes hospitalizados ou não tem grande influência nas 
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proporções de padrões c/usters (Hermans et a/., 1995; Strassle et a/., 1997). Outro fator 

importante, é que em certos países onde a incidência de TB é muito baixa, muitas vezes 

são detectados surtos da doença, contribuindo para uma grande porcentagem de isolados 

em cluster, como o que foi descrito por Bauer et a/. (1998) em isolados da Dinamarca, 

onde apenas 2 linhagens de M. tuberculosis representavam em tomo de 40% de todos os 

isolados cluster. 

Em nosso estudo foi observado que 17 (9.9%) cepas possuíam 6 ou menos cópias 

de IS6110. Cepas sem cópias de IS6110 não foram encontradas. Entre as cepas que 

formaram c/uster, foram encontradas 13 (76.5%) com baixo número de cópias deste 

elemento de insersão. Ferrazoli et a/. (2000), Suffys et a/. (2000) e Baptista et a/. (2002) 

reportaram respectivamente, 1.6%, 6.4% and 1.7% de linhagens com baixo número de 

cópias de tS6110. Cafrune (2003) encontrou 11,4% dos isolados carregando 6 ou menos 

cópias de IS6110, sendo que 83,8% destas eram clusters. De acordo com o presente 

trabalho e com o trabalho realizado por Cafrune (2003), observou-se que os isolados do 

RS parecem ter um percentual maior de cepas com poucas cópias de IS611 O tanto na 

população em geral quanto entre os clusters, quando estes resultados são comparados 

com aqueles obtidos em outros estudos que incluem cepas brasileiras (Suffys et a/., 1997; 

Fandinho et a/., 2000, Ferrazoli et a/., 2000). O número médio de cópias de IS6110 por 

isolado foi 1 O, variando de 2 a 18 cópias por isolado. Dados similares também foram 

encontrados em outros estudos brasileiros (Suffys et a/., 2000; Fandinho et a/., 2000; 

Baptista et ai. 2002, Cafrune, 2003; Borges, 2003) e estudos realizados na Alemanha e 

França (Nienann et a/., 1997; Gutierrez et a/., 1998). 

Tendo em vista que o LACEN/RS utiliza o IS6110 como alvo para amplificação pela 

PCR para o diagnóstico de TB (Rossetti et ai., 1997), é importante o monitoramento da 

freqüência do número de cópias deste elemento em isolados do Rio Grande do Sul, pois já 

foram descritas cepas de M. tubercu/osis que não possuem nenhuma cópia de IS611 O 

(van Soolingen et ai., 1993; Agasino et a/., 1998; Rasolofo-Razanamparany et a/., 2001; 

Narayanan et a/., 2002). No entanto, no Estado do Rio Grande do Sul, mais de 600 

isolados já foram analisados por RFLP e até o momento nenhuma cepa sem cópias de 

IS611 O foi encontrada, demonstrando que a estratégia de diagnóstico utilizada permanece 

válida (Cafrune, 2000; Suffys et a/., 2000; Valim, 2000; Cafrune, 2003). 

Um dos c/usters encontrados neste estudo ( cluster 01 ), composto por 2 isolados de 

M. tuberculosis que apresenta um perfil com 8 cópias de IS611 O, é aparentemente 

idêntico àquele recentemente descrito em estudos que avaliaram cepas brasileiras 

(Baptista et a/. 2002; Ferrazoli et ai., 2000). Suffys et a/. (2000) descreveram este padrão 

como o mais freqüente isolado no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, o qual é quase 
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idêntico ao padrão que parece estar sendo amplamente disseminado em São Paulo. 

Verificando-se padrões de IS6110 publicados em outros estudos, observou-se que este 

padrão está também presente em isolados de Guadaloupe (Sola et a/., 1997), Guinea­

Bissau (Kallenius et a/., 1999) e África do Sul (Wilkinson et ai., 1998). De acordo com 

Suffys et a/. (2000), este padrão é caracteristicamente de mais fácil disseminação ou mais 

estável. Em nosso estudo temos dois c/usters com perfis muito próximos do perfil do 

cluster 01, que possivelmente são uma variação deste, sendo que um dos clusters possui 

uma cópia de IS6110 a mais e o outro apenas uma mudança de posição de uma das 

cópias. Segundo alguns autores esses clusters podem ser classificados como 

geneticamente relacionados por diferirem em apenas uma banda (Small et a/., 1994; 

Tenover et ai., 1997). 

Após a realização de uma investigação epidemiológica mais detalhada entre os 

pacientes em c/usters, observamos que 22% deles possuíam algum tipo de ligação 

epidemiológica. Este resultado é consistente com aqueles encontrados na literatura (van 

Soolingen et a/., 1995; Yang et a/., 1995; Samper, 1998). Para 6 (46,1%) dos 13 isolados 

(22%) cluster com relação epidemiológica, a transmissão foi intra-domiciliar. Observou-se 

também que 45,7% dos pacientes que moravam no município de Porto Alegre 

desenvolveram TB devido à transmissão recente, porém foi encontrada somente 38,5% de 

relação epidemiológica entre estes pacientes, enquanto encontramos 61,5% de relação 

entre aqueles que residiam na RM de POA. A baixa taxa de ligação epidemiológica 

encontrada entre os clusters, pode ter ocorrido por diversos fatores: devido à 

impossibilidade de realização de uma entrevista com o paciente (em decorrência do 

caráter retrospectivo do estudo); contato casual com um paciente infectado, o que leva o 

indivíduo a apresentar o mesmo padrão de fingerprint de outros pacientes sem uma 

conexão definida; e por fim o paciente pode estar reativando a TB adquirida anteriormente 

ao invés de estar desenvolvendo a doença após infecção recente (Biackwood et a/., 2003; 

Weis et a/., 2002). Observamos também que a média de idade (29 anos) entre os 

pacientes incluídos no cluster D foi estatisticamente menor que a média de idade do 

estudo e também menor que a média de idade entre os pacientes em c/uster. Este dado 

sugere que a transmissão entre estes pacientes possa ter ocorrido em um ambiente 

comum freqüentado por jovens desta faixa etária. 

Em nosso estudo a média de idade para mulheres foi 38 anos e para homens foi de 

42 anos (p<0.05). O risco de doença é maior para mulheres em faixas etárias mais jovens 

. que para homens mais jovens, sugerindo que fatores genéticos e maturacionais tenham 

papéis importantes na progressão e expressão da TB doença (Kumaresan, 2002). 
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Diferentes estudos mostram que pertencer ao gênero masculino é um fator de risco 

para o desenvolvimento de TB e/ou para transmissão recente (Dalcolmo et a/., 1999; 

Gutierrez et ai., 1998; Ferrazoli et ai., 2000, Kumaresan, 2002). Isto poderia ser possível 

devido ao tipo do trabalho ao que os homens estão submetidos, que muitas vezes exige 

exposição física constante às variações climáticas, com poucas condições de salubridade, 

além da baixa remuneração e exigência de força corporal (Gonçalves et a/., 1999). Isto 

vem a concordar com os principais tipos de trabalho realizado pelos homens descritos 

neste estudo. Foi observado que 73,1% dos pacientes eram homens (p<0.001 ), mas esta 

característica não é um fator de risco para transmissão recente. 

Nós analisamos 78,4% das cepas recebidas pelo IPB-LACEN/RS que foram 

submetidas ao teste de susceptibilidade no período do estudo, porém, isto não foi 

suficiente para associar transmissão recente com idade, gênero, tipo de emprego, estado 

civil, grau de escolaridade, tratamento prévio para TB, perfil de resistência, doenças 

associadas e outras. Diversos trabalhos têm demonstrado que estas características muitas 

vezes são fatores de risco para a transmissão recente (Chan-Yeung, et a/., 2003; 

McConkey et ai., 2002; Diel, et ai., 2002; Solsona et a/., 2001; Fandinho et a/. 2000; 

Ferrazoli et a/., 2000; Edlin et a/., 1992; Small et a/., 1994). Yang et a/. (2001} e Baptista et 

ai. {2002} não encontraram fatores de risco para transmissão recente na população 

estudada (Brasil e México, respectivamente}. O baixo número e viés amostrai além da falta 

de dados epidemiológicos nos prontuários médicos, nas fichas epidemiológicas e no 

banco de dados do SINAN poderiam ter contribuído para a não associação significativa 

entre as características clínico-demográficas e a transmissão recente. Apesar disso, 

nossos dados demonstram que pacientes com determinadas características estão mais 

propensos a desenvolver TB devido à transmissão recente. Observamos que, pacientes 

com isolados resistentes, pacientes sem tratamento prévio e diabéticos estão mais 

propensos a desenvolver TB devido à transmissão recente, enquanto pacientes negros e 

pacientes previamente tratados tendem a reativar TB latente. 

Small et a/ (1994a) relataram que ser negro pode ser um fator de risco para o 

desenvolvimento da TB e também pode estar associado à transmissão recente. Cafrune 

{2003} relatou que pacientes negros estariam mais propensos a desenvolver TB por 

transmissão recente. Neste estudo observamos que, na RM de Porto Alegre estes 

pacientes estão mais propensos a desenvolver TB por reativação. 

Após estratificação dos dados por local de origem dos pacientes (ambulatório ou 

hospital), observamos que aqueles com TB MOR oriundos de unidades ambulatoriais 

estão mais propensos a desenvolver esta doença por transmissão recente que aqueles 

provenientes de hospital. Borges (2003) relatou que a presença de TB MOR foi fator de 
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risco para a transmissão recente onde foram analisados pacientes de um centro de saúde 

ambulatorial no município de Porto Alegre. Outros estudos demonstram que ser portador 

de TB MOR é fator de risco para transmissão recente quando isolados de pacientes 

atendidos em hospitais foram analisados (Fandinho et a/., 2000). 

Apesar do RS ser o 3° estado do país com maior incidência de HIV, 20/100.000 

habitantes (DATASUS, 2000), quando analisamos os 171 isolados sem estratificação 

observamos que a infecção por HIV não está associada com o desenvolvimento de TB 

nem com transmissão recente, concordando com outros estudos realizados na Europa 

(Holanda- van Soolingen et ai., 1997 e Paris- Gutierrez et a/., 1998), mas contrário aos 

resultados encontrados em trabalhos realizados nos Estados Unidos e na Alemanha, onde 

a presença do vírus HIV é um fator de risco para transmissão recente (Small et a/., 1994; 

Kamerbeek et a/., 1997; Jasmer et a/., 1999; Diel et a/., 2002). É importante salientar que 

33,3% dos pacientes não realizaram o teste anti-HIV, isto pode ter grande influência nos 

resultados obtidos em relação à reativação e transmissão recente. 

A diabetes é uma doença severa, considerada um fator de risco para 

desenvolvimento da TB. A incidência e a prevalência desta doença em diabéticos é de 

duas a quatro vezes maior que na população em geral (Opsahl et a/., 1961; Martins & 

Araújo, 1993). Foi observado que 24,5% dos pacientes eram diabéticos, dos quais 58,3% 

desenvolveram TB devido a transmissão recente. Yang et ai. (2001) demonstraram que 

26,4% dos pacientes estudados eram diabéticos, freqüência semelhante à encontrada 

neste estudo, porém não observaram associação com transmissão recente. Nossos 

resultados são similares aqueles apresentados por Fitzgerald et a/. {2003) que analisaram 

cepas do Canadá. Nossos dados sugerem que este grupo (diabéticos) conhecido por ter 

um alto risco de desenvolvimento de doença ativa, parece estar provavelmente 

relacionado com a transmissão recente. 

A maioria das informações sobre morbidade e mortalidade é baseada em dados 

oficiais de qualidade variável (Kumaresan, 2002). A descrição precisa de dados 

epidemiológicos por tempo, local, idade, gênero entre outras informações podem ajudar a 

identificar grupos especiais e segmentos da população que estejam necessitando mais 

atenção, além de possibilitar um planejamento estratégico das medidas de controle 

priorizando os grupos com maior incidência de TB. Nós observamos que 

aproximadamente 9% dos casos com cultura positiva de nosso trabalho não foram 

notificados oficialmente, sendo que 20% destes pacientes morreram devido a TB. Isto 

mostra a grande falha existente nos cadastros dos sistemas oficiais de notificação da 

doença, o qual é descentralizado e a notificação é realizada muitas vezes por pessoas 
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sem treinamento adequado para esta tarefa. Dessa forma, os dados acabam sendo 

perdidos e a epidemiologia por sua vez não mostra a real magnitude da doença. 

Em virtude da realização deste estudo com uma amostragem não-randômica de 

conveniência, não é possível extrapolar nossos achados como uma descrição definitiva de 

qualquer aspecto da epidemiologia da tuberculose na RM de Porto Alegre. Entretanto, um 

estudo mais amplo que abranja uma população mais diversa e com amostragem 

prospectiva deve ser realizado para identificar fatores associados com o desenvolvimento 

de TB a partir da transmissão recente. Também seria necessário aprofundar a 

investigação epidemiológica de casos com padrões idênticos de RFLP, o que não foi 

possível devido ao caráter retrospectivo deste trabalho. 

Estudos adicionais são necessários para caracterizar cepas com 6 ou menos 

cópias de 156110 por outra técnica molecular (spoligotying) já que a técnica de RFLP tem 

um baixo poder discriminatório quando analisadas cepas com baixo número de cópias de 

156110. 
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6. CONCLUSÃO 

Este trabalho apresenta uma visão geral da tuberculose na Região Metropolitana 

de Porto Alegre utilizando dados obtidos da epidemiologia clássica e molecular além de 

uma estimativa do nível de resistência na população estudada. Este estudo permitiu a 

organização de um banco de isolados de M. tuberculosis circulantes na RM de Porto 

Alegre. Este banco poderá servir como base para trabalhos futuros e permitirá o 

monitoramento da introdução de novos padrões de cepas na população. Os resultados 

mostraram que o índice de resistência entre os isolados dos pacientes estudados é muito 

elevado (63,8%), muito provavelmente devido ao uso inadequado dos fármacos ou por 

falência terapêutica. A partir dos dados disponíveis da técnica de RFLP, foi possível 

estimar a proporção de transmissão recente. A correlação dos dados clínicos e 

demográficos dos pacientes foi realizada a fim de encontrarmos fatores de risco para 

transmissão recente. Nenhuma das características analisadas foi associada 

significativamente com transmissão recente, porém foi possível observar que pacientes 

infectados por cepas resistentes, pacientes que nunca trataram TB anteriormente e 

diabéticos apresentam uma tendência a desenvolver TB devido à transmissão recente. 

Dessa forma, fica evidente que, na população selecionada, a transmissão recente não é 

o único fator responsável pela manutenção da incidência. 
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7. PERSPECTIVAS 

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para 

continuação do mesmo são: 

• Realização da técnica de spofigotyping (spacer ofigotyping) para todos os 

isolados em c/uster, 

• Análise de um número maior de isolados sem tratamento prévio; 

• Identificar fatores de risco para transmissão recente após análise 

epidemiológica dos isolados sem tratamento prévio. 
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ANEXOS 

Anexo 1 - F'ICba epidemiológica do sistema Nacional de Agravos Notificados 
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Anexo 2 - Lista de soluções 

- Clorofórmio/ álcool isoamílico 

clorofórmio 24 V 

Álcool isoamílico 1 V 

- Lisozima 

Solução a 50 mg/ml em Tris-HCI10 mM, pH 7,4. 

Estocada a -20°C. 

- Proteinase K 

Solução de Proteinase K a 10 mg/ml em água destilada. 

Estocada a -20°C. 

- RNAse 

Solução a 1 Omg/ml em Tris-HCI 1 O mM, pH 7 ,5/NaCI 15mM. 

Estocada a -20°C. 

- Solução de desnaturação 

NaCI 1,5M 

NaOH 0,5M 

- Solução de NaCI 5M 

- Solução de Neutralização 

NaCI 1 ,5M 

Tris-HCI 1 ,O M 

pH 7,5 

-Solução de SDS-Proteinase K (para cada amostra) 

5J.LL de proteinase K 1 O mg/ml 

70J.LL de SDS 10% 

-Solução de CTAB/NaCI 
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NaCI 4,1% 

CTAB (brometo de N-cetii-N, N, N-trimetil amônio) 10% 

-SSC 20X 

NaCI3M 

Na-citrato 0,3M 

pH7,0 

- Tampão de amostra SX para DNA 

Ficoll400 15% 

Xileno cianol FF 0,25% 

Azul de bromofenol 0,25% 

-Tampão de amostra com RNAse 

Glicerol 50% 

Tris-HCI SOmM (pH 7 ,5) 

EDTASmM 

Azul de bromofenol O, 05% 

RNAse 30J.lg/mL 

-Tampão de lavagem primária 

Uréia 36% 

SDS4% 

SSC 20X 

-Tampão de lavagem secundária 

SSC2X 

-Tampão 10X de reação de PCR 

Tris-HCL 10mM (pH 8,3) 

KCISOmM 

MgCI230mM 

Gelatina 0,1%f.Y'JN) 

-Tampão TE 

Tris-HC110 mM (pH 8,0) 
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EDTA 0,1mM (pH 8,0) 

-Tampão TEB (Tris-borato-EDTA) 1X 

Tris-HC1890mM 

EDTA2,5mM 

Ácido bórico 890mM 

pH8,2 
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ANEXOS 

Anexo 3 - Dendrograma representando todos os isolados analisados no estudo 
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