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Bendito sejas, 6 Senhor, Deus de Israel, nosso pai, de eternidade a eternidade.

Teus, 0 Senhor, sdo a grandeza, o poder, a gléria, a majestade e o esplendor, pois tudo o
que h& nos céus e na terra é teu.

Teu, 6 Senhor, é o reino, tu estas acima de tudo.

A riqueza e a honra vém de ti; tu dominas sobre todas as coisas.

Nas tuas maos estdo a forca e o poder para exaltar e dar forca a todos.

Agora, nosso Deus, damos-te gracas, e louvamos o teu glorioso nome.

Tudo vem de ti, e nds apenas te damos o que vem das tuas maos.

1 Crbnicas 29:10-14
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RESUMO

A técnica de genotipagenvariable Number of Tandem Repeats of Mycobacterial
Intersperced Repetitive Units (MIRU-VNTR) € promissora em estudos de epidemiolo@ia.
objetivo deste trabalho é realizar a padronizacao da técnica MIRU-VNTR para caedteriz
genotipica de cepas dd. tuberculosis, para as condicbes oferecidas no laboratério da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados. O protocolo
utilizado como referéncia foi o descrito por De Beer e Kremer. A cepa utilizad4d de
tuberculosis padréo de referéncia H37Rv, foi cultivada em meio de culdgeava-Kudoh e

mantida em Meio de Sauton com glicerol 10%, armazenada em criotubos a -70°C. A extracao
de DNA gendmico deéM. tuberculosis foi realizada com o Kit comercial QlAamp. O DNA
gendmico extraido foi utilizado na amplificacdo de regides especificas com auxilio da Rea¢

em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 24 parepriders. As condicdes de
amplificacdo foram constituidas de uma fase inicial a 95°C por 15 min e 30 ciclos de 95°C
por 1 min, 59°C por 1 min e 72°C por 1 min e 30s com extensao final a 72°C por 10 min. Os
fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2,0% corados
com Sybr Safe Dna Gel Stain. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados por
comparacdo com marcadores de peso molecular de 50-pb e 100-pb e o nimero de copia
MIRU por locus foi calculada através do padrdo de bandas das imagens geradas por
eletroforese. Os resultados obtidos demonstraram que objetivo do trabalho foi alcangado, pois
cada loci da cepa H37Rv apresentou o tamanho e nimero de pares de base correspondente:
aos descritos na literatura, mostrando que esta técnica reprodutivel foi padronizada para as

condi¢des encontradas neste laboratorio, sem maiores dificuldades.
Palavras-chavesTuberculose, Epidemiologia molecular, Genotipagem

INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa grave causada por micobactérias que
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pertencem ao complexmycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, M. africanum, M.
microti*. O M. tuberculosis é o principal agente etioldgico da tuberculose (TB), que acomete
primordialmente os pulmdes em 85% dos individuos imunocompetentes, entretanto, em
pessoas com o sistema imunitario comprometido, a doenca dissemina-se em outrds tecidos
O

Brasil esta entre os 22 paises priorizados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os
quais somam 80% da carga mundial de TB. Em decorréncia, o Brasil é ocupante da 192
posicdo em relagdo ao numero de casos e da 104° posicdo em relacdo ao coeficiente de
incidéncia.

No estado do Mato Grosso do Sul foram notificados em 1999, 439 casos baciliferos,
145 extrapulmonares, e cerca de 916 casos relacionados a todas as formas notificadas,
mostrando-se relevante, com um coeficiente de 45,2 para todas as formas ndtifasias
anos de 2006 e 2008 registrou-se um total de 2808 casos de tuberculose sendo 546 referentes
ao municipio de DouraddsUm grande contribuinte do nimero de casos de TB na populacdo
de Dourados reside na etnia Guarani-Kaiwa, compreendendo 22.600 indigenas e média de
160 casos ao ano, significando uma taxa de incidéncia de 700 casos/100 mil habitantes

Estudos epidemioldgicos da tuberculose no municipio revelaram que a ndo concluséo
do tratamento da TB na popula¢éo indigena em Dourados no periodo de 2002 a 2008 sofreu
uma reducao significativa (90%), contudo uma alta taxa de tuberculose em criancas e jovens
indica a transmissdo continua e manutencdo da epidemia nessa comUniesiguisa
realizada entre Junho de 2009 e Agosto de 2011 demonstra uma taxa de incidéncia anual de
222 casos/100 mil habitantes nas comunidades indigenas do municipio e dentre os fatores de
risco apontados como associado a infec¢ao foi uma relacdo potencial entre trabalho em usina
de acucar de cana e infeccdo por tuberculose entre as populacées ihdRgfoasando a
necessidade de implementacdo de estratégias voltadas para o controle da TB em Dourados.

Nos ultimos anos foram introduzidas novas técnicas de deteccdo e caracterizacdo do
M. tuberculosis por amplificagéo do acido nucléico, minimizando o tempo de identificagéo do
agente patogénifo Neste contexto, técnicas de biologia molecular surgem como uma
ferramenta valiosa para auxiliar a elucidagcdo em estudos epidemiolégicos como prévia
deteccdo de surtos, monitoramento de circulacdo de estirpes, deteccao facilitada de falsos
positivos, distingdo de episodios de reinfeccéo e recaida, avaliagdo de investigacdo de contato
e assim auxilio na implementacdo de medidas de cohftfole

Um método altamente discriminatério e o mais utilizado em genotipagem, com

principio nas variagdes da sequéncia de DNA do genoma bacteriano trata-se da Analise do



Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP) baseados em sequencias
repetitivas 1S6110 padronizado mundialmente, porém constitui uma técnica trabalhosa, que
exige profissionais qualificados, a qual tem sido substituida por outras de execucdo mais
rapida e facif".

Diversos estudos se referem as técnicaspdigotyping e VNTR-MIRU como de
referéncia em epidemiologia molecular Bb tuberculosis, sendo baseadas em tecnologias
simples de amplificacdo por PCR, que podem ser traduzidas em codigos numéricos de
interpretacdo direfaSua elevada resolucéo, rapida execucdo, comparabilidade de resultados
entre laboratorios, possibilidade de analise de alto rendimento, tornam esta técnica muito
utilizada A tipagem VNTR-MIRU revela o niumero de repeticbes em tandem, por analise de
produto de PCR em gel de agarose, onde o numero de repeti¢cdes € calculado baseando-se en
dados ja publicadds Devido a complexidade das técnicas de biologia molecular e mesmo
com a disponibilizacdo de protocolos conhecidos e bem estudados, existe a necessidade de
adequacao e direcionamento destas técnicas para a realidade de cada laboratorio. A
amplificacdo de acidos nucléicos varia de acordo com protocolos, em diferentes parametros
como temperaturgrimers utilizados, nimero de ciclos e tratamentos das ambstEsssa
forma o presente estudo propde estabelecer e padrartgarica de MIRU, de acordo com
as condicdes encontradas no laboratério de virologia e bacteriologia da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados, como contribuicdo para eventuais

pesquisas em epidemiologia molecular da tuberculose na cidade de Dourados e regiéo.
METODOS

Cultivo da Cepa de Referéncia

Foi utilizada a cepa d#l. tuberculosis padrao de referéncia H37Rv. A mesma foi
cultivada em meio de cultur@gawa-Kudoh (O-K)'* e mantida em estufa 37°C por um
periodo de oito semanas, para acompanhamento do crescimento. A cepa H37Rv isolada no
meio de cultura foi mantida em Meio de Sauton (Himedia - L-asparagina; Sulfato de
magnésio; Acido citrico; Citrato férrico amoniacal; Glicerina e Agua destilada) com glicerol

10%, armazenada em criotubos em freezer -70°C, para posterior utilizacao.

Extracdo do DNA
A extracdo de DNA gendmico da cepa foi realizada através da utilizacdo de Kit
comercial QIAamp DNA Mini Kit protocol (QIAGEN, Hilden, Germany), conforme

recomendacgdes do fabricante. A PCR foi realizada utilizando-se 24 pgoesnees de 12



loci MIRU, 9 loci VNTR, 2 loci QUB e 1 loci ETR que podem ser visualizados na figura 1,
de acordo com as descricdes do estudo de De Beer e Ktemer

Primer sequences and alias designations of the VNTR-loci for Method 1

Mix Locus Alias Sequence {optional label) Work solution,
’ concentration
(M)
Mix 530 MIRU 4 FETR-D GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FANM) £
1 GCGCAGCAGAAACGCCAGC 20
2226 MiRU 26 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 20
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC) <
802 MIRU 40 GGGTIGCTGGATGACAACGTGT (NED) 4
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA 20
Mix eca MIRU 10 GTICTIGACCAACTGCAGTCGTCC 20
2 GCCACCTIGGTGATCAGCTACCT {(FAM) 4
1544 MiRU 16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 20
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC {VIC) -
3182 MIRU 31 /ETR-E ACTGATTIGGCTICATACGGCTTITA 20
GTGCCGACGTGGTCTIGAT (NED) 4
Mix 424 VNTR 42 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT -20
3 GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTIC (FAM) 2
577 VNTR 42/ ETR-C CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT {VIC) 4
AATGACTTGAACGCGCAAATIGTGA 20
2185 ETR A ABATCGGTCCCATCACCTICTTAT {NED} a
CGAAGCCTGGEGGTGCCCGCGATIT 20
Mix 2401 VNTR 47 CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FANM) 4
4 ACTIGAACCCCCACGCCCATTAGTA 20
3820 VNTR 52 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTIC (VIC) <
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG 20
4156 VNTR &3/ QUB- TGACCACGGATTIGCTICTAGT 20
4158¢c GCCGGUGTCCATGTT {NED) 20
Mix 2183b <QUB-11b CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 20
S CGAAGTGAATGGTGGCAT {FAM) a
1255 VNTR 1855 AGATCCCAGTTIGTCGTCGTC (VIC) 4
CAACATCGCCTIGGTICTGTA 20
4052 QUB-26 AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED) 38
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTICCCGAT 20
Mix 154 MIRU 2 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT 20
6 TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAN) <
2531 MIRU 23 CTGTCGATGGCCGCAACAAAACGS {VIC) 4
AGCTCAACGGGTICGCCCTTIIGTC 20
4348 MIRU 38 CGCATCGACAAACTGGAGCCALAAT 20
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (NED) <
Mix 2058 MIRU 20 TCGGAGAGATGCCCTTICGAGTTAG (FAM) 4
7 GGAGACCGCGACCAGGTACTIGTA 20
2887 MIRU 24 CGACCAAGATGTIGCAGGAATACAT 20
GGGCGAGTTIGAGCTCACAGAA {(VIC) 2
3007 MIRU 27 FfQUB-5 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA 20
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED) <
Mix 2247 VNTR 45 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (FAM) =
] AGCCACCCGGTGTGCCTIGTATGAC 20
2451 VNTR 48/ ETR-B ATGGCCACCCGATACCGCTICAGT {VIC) 2
CGACGGGCCATCTIGGATCAGCTAC 20
3171 VNTR 42 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED) £
GCTCTCATTGCTGGAGGGTIGTAC 20

Figura 1. Sequéncia dos pares @gemers utilizados na técnica MIRU-VNTR segundo a

metodologia de De Beer e Krerfter

MIRU-VNTR

A técnica de MIRU-VNTR foi realizada para cada papidmer descrito na (figura 1.)
Cada uma destas reacfes continham: DNA extraido, HotStarTagPolymerase (PAUR})
dCTP, dGTP, e dTTP (10 mM)ampéao PCR 10X; solugéo Q (5x); MgQ@5 mM); primers

(20 uM) e agua ultra-pura. As condicdes de ciclagem foram: desnaturacao inicial a ©5°C po



15 min, 95°C por 1 min, 59°C por 1 min 72°C por 1 min repetidos por 30 ciclos e uma etapa
de extenso final a 72°C por 10 min segundo protdtolo

Eletroforese em gel de agarose e andlise dos resultados

Os produtos amplificados por PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% preparado com tampdo TBE e corante SYBR SAFE DNA GEL STAIN
(Invitrogen - 10,000X concentrado em DMSO), a cada 9 pl de produto de PCR foi
adicionado 3 ul de DNA Loading Dye e aplicado 10 pl no gel, o qual foi submetido a corrida
eletroforética a uma corrente de 80 V. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
estimados por comparacdo com marcadores de peso molecular de 50 pb e 100 pb. O nimero
de cépias MIRU por locus foi calculada através do padrdo de bandas das imagens geradas por

eletroforese usando as convencées descritas por De Beer e Rremer
RESULTADOS E DISCUSSAO

A padronizacédo da técnica de PCR requer um criterioso processamento de suas etapas
para seu estabelecimehtoEste trabalho propds utilizar o protocolo descrito por De Beer e
Kremero qual foi seguido sem adaptacdes, gerando resultados satisfatorios.

A cepa padrdo dbl. Tuberculosis H37Rv foi cultivada, mantida e armazenada nos
meios e condi¢cdes citadas anteriormente com sucesso. A extracdo de DNA gendmico
realizada apresentou bons resultados, juntamente com a amplificacdo, os quais foram
observados através da visualizacdo do padrdo de bandas gerados no gel de agarose, conform

demonstrado na (figura 2.)
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Figura 2. Produto da amplificacdo por MIRU-VNTR de 21 locus da cepa padrédo H37Rv
visualizado em gel de agarose, *(L) ladder de 50 pb. UFGD, Dourdd&s 2012.

Apbés a extracdo e amplificacdo, foram estimados os tamanhos dos fragmentos
amplificados no gel por comparagcdo com marcadores moleculares de 50-pb e 100-pb. Como o
comprimento das unidades de repeticdo € conhecido, os tamanhos dos produtos de PCR
refletem o nimero de repeticbes em cada locus VN@Bssa forma foi calculado o codigo
numeérico, correspondente ao numero de repeticodarei®m, refletindo oDNA fingerprint
do isolado bacterian&@endo assim, foi constatado que o objetivo do trabalho foi alcangado,
pois cada amostra equivalente ao par de primer ou loci da cepa padréo de referéncia H37Rv
apresentaram o0 tamanho e numero de pares de base corregmadentlescritos na
literartura (Tabela 1), mostrando que esta técnica reprodutivel foi padronizada para as

condicbes encontradas neste laboratorio.



Tabela 1 Numero de repeticdo encontrado e o padrdo esperado para cada um dos 24 loci
VNTR da estirpe de controle H37Rv, segundo a normatizacdo internatidd&iGD,
Dourados- MS, 2012.

Locus Resultado Padrédo Locus Resultado Padrao

encontrado H37Rv encontrado H37Rv
MIRU 04 400 pb=3 3 QUB-11b 417 pb =5 5
MIRU 26 437pb=3 3 VNTR 1955 203 pb=2 2
MIRU 40 401 pb=1 1 QUB-26 712pb=5 5
MIRU 10 638pb=3 3 MIRU 02 502 pb =2 2
MIRU16 670pb=2 2 MIRU 23 465 pb =6 6
MIRU31 650pb=3 3 MIRU 39 640 pb =2 2
VNTR 42 638pb=2 2 MIRU 20 577 pb=2 2
VNTR 43 364 pb=4 4 MIRU 24 440pb =1 1
ETR-A 420 pb =3 3 MIRU 27 651 pb =3 3
VNTR 47 363 pb=2 2 VNTR 46 557 pb =4 4
VNTR 52 503 pb=5 5 VNTR 48 277 pb =3 3
VNTR53 673 pb=2 2 VNTR 49 472 pb =3 3

A principal dificuldade no diagnéstico da tuberculose é o tempo necessario para sua
confirmacéo, dificuldade que aliada a necessidade de identificacdo e distincdo de linhagens
para entender a dindmica de transmissdo, contribuiram para desenvolvimento de métodos
baseados em marcadores moleculares linhagem-especificosj iptrint™.

Atualmente a técnica MIRU tem sido reconhecida e sugerida internacionalmente como
de primeira linha na tipagem & tuberculosis’. Ela se baseia na técnica de PCR estudando
os VNTRs, ou seja, sequéncias repetitivas no genoma. Esta técnica foi desenvolvida por
Suply et. a* em estudo detalhado de 12 loci que possuem VNTRM!.deberculosis e
constitui um método altamente reprodutivel e muito informativo, pois identifica o nimero de
repeticdes de copias em loci especifico que possibilita a comparacao entre linhagens de
diversos sitios geograficos e deteccdo de movimentos de linhagens individuais. Desta forma
0s meétodos de tipagem molecular possuem preponderante importancia em relacdo ao
monitoramento da transmissdo da tuberculose nos paises endémicos

Contudo, devido a grande incidéncia de casos notificados no estado Mato Grosso do
Sul, em particular na cidade de Dourdddaz-se necesséario estudos epidemiolégicos da
doenca. Portanto, este trabalho é de consideravel importancia, pois a partir da padronizacao
desta técnica é possivel iniciar estudos de epidemiologia molecular de cepas circulantes no

Estado, investigar potenciais fontes de infeccéo, determinar perfis genotipicos associados ao



aumento da viruléncia, resisténcia e identificar possiveis surtos, auxiliando dessa forma na

implementacdo de medidas de prevencgdo e controle desta doenca no municipio de Dourados.
CONCLUSAO

Ao instalar o protocolo proposto sem modificacdes, para as condigdes do laboratério
de Virologia e Bacteriologia da FCS na UFGD, foi possivel padronizar a técnica de
genotipagem MIRU-VNTR de acordo com o normatizacdo internacional, sem maiores
dificuldades. Confirmando o fato desta ser reconhecida como uma técnica que consite em um

sistema altamente reprodutivel e raptdo
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