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RESUMO

O spoligotyping é uma técnica molecular baseada na amplificacéo de uma regido de repeticdes diretas polimérficas,
a qual permite detectar e diferenciar Mycobacterium tuberculosis (MT). Neste estudo, foram genotipados MT obtidos
de material fixado em ldminas coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen (ZN), confeccionadas em laboratérios publicos
de Belém. A identificacdo molecular de MT por spoligotyping em amostras de 102 individuos apresentou elevada
sensibilidade, com 90 padrées de hibridizacdo completos e concordantes entre si. A classificagdo dos genétipos foi
realizada comparando os resultados obtidos com aqueles disponiveis no banco de dados internacional SITVITWEB.
Foram observados 45 gendtipos distintos, dos quais 35 previamente relatados e 11 ainda ndo relatados. Sessenta
e um gendtipos apresentaram-se compartilhados por duas a 15 amostras e 29 gendtipos eram Unicos. As familias
LAM, T, H e EAl foram as mais frequentes. Os bairros com maior concentracdo de casos foram Guamé, Jurunas e
Terra Firme. A genotipagem por spoligotyping torna-se uma importante ferramenta no monitoramento de isolados
em diferentes contextos epidemiolégicos. A possibilidade de caracterizar genética e demograficamente estes micro-
organismos contribui para o melhor entendimento de como a doenca ¢é distribuida nesta populacao, no esclarecimento
das transmissdes e das contaminacdes cruzadas e na implementacdo de acdes para o controle da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculose; Spoligotyping; Patologia Molecular; Técnicas de Tipagem
Bacteriana; EAI.

INTRODUCAO

No ano de 2010 foram notificados, no Brasil,
71 mil casos novos de tuberculose (TB), de todas as
formas, ocorrendo 4,6 mil mortes devido & doenca,

correspondendo a uma incidéncia de 37,7/100 mil
habitantes e a uma taxa de mortalidade estimada em
2,4/100 mil habitantes'. O Pard é o Estado da Regido
Norte que concentra o maior nimero de casos novos da
doenca, tendo respondido por 50% das notificacdes em
2011, com 3,364 casos novos e uma taxa de incidéncia
estimada em 47,3/100 mil habitantes, a terceira maior
entre os estados brasileiros?.
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O Paré abriga 11 das 315 cidades que foram definidas
pelo Ministério da Sadde (MS) como prioritdrias para o
controle da TB no Brasil porque, juntas, concentram 75%
dos casos da doenca no pais. Belém, a sua capital, e
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outras dez cidades somam 60% dos casos no Pard®. A
caracterizagéo genética e demogréfica de MT contribui
para elucidar alguns aspectos quanto & dispersdo deste
micro-organismo, além de possibilitar a implementacéo
de ac¢des para seu controle e combate.

A genotipagem do MT tem sido um bom instrumento
no estudo das relacdes de clonalidade e dispersao de
cepas em grupos populacionais*. Nos Ultimos anos,
foram desenvolvidos métodos de tipagem baseados na
reacéo em cadeia da polimerase (PCR)*” que tém como
vantagens a utilizagdo de baixa quantidade de DNA como
alvo para tipagem e serem de fdcil execucdo. Destes, por
sua simplicidade e demais vantagens, como menor custo
e uso de espécimes clinicos diversos, o spoligotyping é
atualmente o mais utilizado, também como método de
tipagem secunddério para cepas com menos de cinco
copias da 1IS6110812,

Embora o RFLP-IS6110 seja considerado o método
padréo-ouro para tipagem de membros do complexo
M. tuberculosis (CMTB) diversas desvantagens tém sido
relatadas quanto ao seu uso’. A técnica de spoligotyping
tem sido empregada com sucesso em diversos tipos de
amostras, tais como tecidos preservados em parafina,
tecidos mumificados, amostras de escarro e laminas
coradas pela técnica de ZN, tanto recentes quanto
antigas''5,

Neste estudo, foram genotipados, por spoligotyping,
MT obtidos a partir de lédminas coradas pela técnica de
ZN, confeccionadas em unidades laboratoriais (UL) da
rede publica de Belém entre outubro de 2007 e marco
de 2008, avaliando-se a aplicabilidade da técnica
neste tipo de amostra e a distribuicdo dos gendtipos na
regido.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi dividido em duas fases: na primeira,
foram selecionadas, aleatoriamente, 102 Idminas com
baciloscopia positiva e com diferentes contagens de
bacilos dlcool-4cido resistentes (BAAR); na segunda, foram
selecionados 32 pacientes, dentre os 102, que realizaram
o exame mais de uma vez e tiveram, individualmente,
uma lédmina extra incluida no estudo, a qual foi utilizada
para comparar os perfis de hibridizacdo obtidos em
diferentes amostras de um mesmo individuo. Desta forma,
as amostras clinicas consistiram em 134 ldminas com
esfregacos de escarro previamente coradas pela técnica
de ZN, provenientes de algumas UL, encaminhadas ao
Laboratério Central do Pard (LACEN-PA) e cedidas para o
desenvolvimento deste trabalho.

SPOLIGOTYPING

O DNA foi extraido conforme proposto por Furlaneto
et al'?. O spoligotyping foi realizado de acordo com as
instrucées do fabricante (Isogen Bioscience B.V., Maarsen,
HOLANDA), com algumas modificacées'é. Para verificar
a reprodutibilidade da técnica, o spoligotyping foi
realizado em duplicata a partir de nova amplificagéo do
DNA das mesmas amostras para ambas as fases em dias
distintos e utilizando-se membranas diferentes. O MT
H37Rv e M. bovis foram utilizados como controle positivo.
Como controle negativo utilizou-se dgua previamente

submetida aos procedimentos de extracéo. Este controle
negativo também foi usado para avaliar a possibilidade
de contaminacéo cruzada laboratorial.

Os resultados foram analisados visualmente por dois
avaliadores experientes, para estabelecer um consenso de
leitura dos padrées. Os gendtipos obtidos foram inscritos
em formato bindrio como planilhas de Excel® (Microsoft,
Redmond, WA, EUA) e comparados com os padrdes
descritos no banco de dados SITVIT (disponivel em:
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/),
a fim de identificar o Spoligo Internacional Type (SIT)
correspondente. Padrées ainda néo descritos foram
classificados em provéveis familias de acordo com Vitol
et al'” (disponivel em: http://cgi2.cs.rpi.edu/~bennek/
SPOTCLUST.html). Os gendtipos que ndo parearam com
nenhum outro previamente descrito nos bancos de dados
foram definidos neste estudo como 6rfGos. Foi definido
como cluster um grupo de duas ou mais amostras que
tiveram padrées idénticos de spoligotyping provenientes
de individuos distintos.

GEOLOCALIZACAO DOS CASOS

A localizagéo dos casos incluidos no estudo foi
analisada através do registro de coordenadas geogrdficas
(latitude e longitude) no local de residéncia de cada
paciente, com o auxilio de aparelho receptor do Sistema
de Posicionamento Global (GPS) (GPS Map60CSx,
GARMIN, Olathe, Kansas, EUA), e, para a base de dados
formada com estas informacées, foi utilizado software
compativel para integrar as bases cartogrdficas, imagens
digitais e o conteddo do estudo (ArcGIS 9.2, ESRI, EUA;
TerraView 3.1, INPE, Brasil). A base cartogréfica do
Municipio de Belém foi cedida pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) para o Laboratério de
Geoprocessamento do Instituto Evandro Chagas.

O endereco dos individuos foi obtido por meio de
consulta ao Livro de Baciloscopia e Cultura enviado pela
unidade laboratorial (UL) ao LACEN-Pa.

ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
BioEstat, versdo 5.0'®. Foram utilizados os testes ¥2 e
Kappa e o valor de p < 0.05 foi usado para definir a
significéincia das variaveis.

APROVACAOQ ETICA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Humanos do Instituto Evandro Chagas
(CEP/IEC/SVS/MS) em 06 de abril de 2009, parecer n°
003/2009, protocolo CEP/IEC n° 0004/2009, CAAE:
0004.0.072.073-09.

RESULTADOS

Em 93/102 DNA (91,2%) obtidos de esfregaco de
escarro de pacientes com bacterioscopia positiva para
BAAR, o spoligotyping foi bem sucedido, apresentando
padrées genéticos reprodutiveis nos DNA de laminas
em duplicata dos mesmos pacientes. Apenas 8,8% das
amostras tiveram padrées duvidosos, ndo sendo possivel
elucidé-los mesmo apds repeticio da genotipagem.
Todas as amostras que apresentaram padrées duvidosos



permaneceram sem definicGo mesmo apds a repeticéo
do experimento. Os controles positivos MT H37Rv e
M. bovis apresentaram os padrées de hibridizacéo
caractferisticos e ndo houve sinal de hibridizacéo
entre os controles negativos. Néo foi significativa a
diferenca quanto & carga bacilar entre as amostras que

apresentaram padrées de hibridizacdo completos e as de
padréo duvidoso (p = 0,2335).

Em trés casos foram observadas discorddncias entre
os perfis de hibridizacGo apresentados por amostras
diferentes de um mesmo individuo, embora todas

apresentassem resultados concordantes entre si apds as
duplicatas.

Das 90 amostras com padrao genético completo e sem
discordéncia, 79 (87,8%) foram classificadas em 35 SIT.
Destas, 20 apresentaram padrées Unicos e 15, padrées
compartilhados (Tabela 1). Onze amostras exibiram
padrées genéticos ainda ndo descritos, compreendendo
nove padrées Unicos e um padrdo compartilhado por duas
amostras (Tabela 2). Entre estes gendtipos, trés pareavam
com perfis descritos como érfdos no SITVITWEB, sendo
estes provenientes do Brasil, Itélia e Portugal.

Tabela 1 — Frequéncia dos espoligotipos encontrados entre as amostras de Belém, identificados
com um numero SIT segundo o banco de dados internacional SITVITWEB'?.

SIT D n Freq (%) Espoligopadréo Espacadores 1-43 Octal
53 T 15 18,9 NN NN O 777777777760771
42 LAM9 10 12,7 777777607760771
100 Manul 4 5,1 777777777773771
93 LAM5 4 5,1 777737607760771
137 X2 3 3,8 777776777760601
17 LAM2 3 3,8 677737607760771
50 H3 3 3,8 777777777720771
740 H3 3 3,8 777777747720771
1580 T 2 2,5 777777747760771
1690 Manu?2 2 2,5 777777777762771
64 LAMé 2 2,5 777777607560771
33 LAM3 2 2,5 776177607760771
20 LAM1 2 2,5 677777607760771
129 EAI6-BGD1 2 2,5 700777747413771
48 EAIT-SOM 2 2,5 777777777413731
4 Unknown 1 1,3 00000000000000000000000 SN EEEE 000D EEEEEE. 000000007760771
46 Unknown 1 1,3 EEEEEEEEEEEEE RN 0 00000000000000000 777777770000000
60 LAM4 1 1,3 777777607760731
73 T 1 1,3 777737777760731
92 X3 1 1,3 700076777760771
95 LAM6 1 1,3 777777607560731
177 LAM9 1 1,3 377777607760771
209 LAM12-Madrid1 1 1,3 776017607760771
216 LAM5 1 1,3 777717607760771
244 T1 1 1,3 777777777760601
245 T 1 1,3 777777777760671
373 T1 1 1,3 777777767760771
430 T4-CEUT 1 1,3 704003347760471
435 LAM9 1 1,3 763777607760771
763 EAI5 1 1,3 777700777413700
888 T2 1 1,3 EEEEEEEEEEEEEEEEEE NN OO OO NN OO 777777777760631
1076 LAM1 1 1,3 Eewwww L e L e ] 007777607760771

SITVITWEB: Banco Mundial de Espoligotipos; SIT: Spoligo-International-Type number; ID: Identificacéo; n: Numero de
amostras; Freq: Frequéncia; EAl: East African-Indian; LAM: Latin American and Mediterranean; T e X: Familias “T” e “X”,
respectivamente; MAD: Madri; CEU: Central Europe; U: Unknown (desconhecida).

Tabela 2 — Frequéncia de espoligopadrées (agrupados e Unicos) sem um ndmero SIT descrito no SITVITWEB, encontrados

enfre as amostras de Belém, e classificados de acordo com as regras propostas por Vitol et al'’.

D Probab Fre Espoligopadréo

b~ SpotClust  SpotClust (%)q Espc’:)goc?ois 1- 43 Octal FAM/SUBF SIT
VO8 T1 0,29 2 2,3 HINEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEEEEEEN_ OO0 NEEE 777737777760071 Orphan Orphan
PO19 LAM9 0.99 111 777767607560671 Orphan Orphan
POQb T2 097 1 11 737777777760700 Orphan Orphan
PO3® LAM1 0.66 111 647777607760771 Orphan Orphan
VO2 EAI5 0,99 111 777307777413621 Orphan Orphan
VO3 Haarlem3 0,77 1 1,1 777773747720771 Orphan Orphon
VO4 EAIS 0,99 1 1,1 770355747413771 Orphan Orph(}n
VO5 F33 0,99 111 777777777773271 Orphan Orphan
VO6 EAI2 0,68 1 1, 777600005413371 Orphan Orphan
VO7 LAM9 0,99 1 1] INEEEEEEE EE O EEEER_ 0 NEEEEEEN OO0 EEOEEOE  777307607760661 Orphan Orphan
Total de amostras 12 13,3

*Designacdo da amostra no estudo; SITVITWEB: Banco Mundial de Espoligotipos; SIT: Spoligo-International-Type number; n: nGmero de amostras;
Freq: frequéncia; EAIl: East African-Indian; F33: Familia 33; LAM: Latin American and Mediterranean; T e X: familias “T” e “X", respectivamente; VO:
verdadeiro 6rfdo; PO: espoligotipos pseudo-6rfdos: **<origem dos perfis pareados: Brasil, Itélia e Portugal, respectivamente.

Afamilia Latin American and Mediterranean (LAM) foi a
mais frequente, agrupando 35 (38,8%) amostras, seguida
pelas familias T, East African-Indian (EAl) e Haarlem (H),

que apresentaram 25, 8 e 7 amostras, respectivamente.
Oito SIT acomodaram 49,4% das amostras (SIT53,
SIT42, SIT100, SIT93, SIT137, SIT17, SIT50 e SIT740). A
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subfamilia T1 reuniv 23,3% das amostras, sendo a mais
frequente neste estudo (Tabelas 1 e 2).

Dos 102 casos de Belém, foram registradas as
coordenadas geogrdéficas de 81 (79,4%) deles, ndo
sendo possivel localizar o endereco dos demais (21;
20,6%), apesar de constarem no Livro de maneira

aparentemente  completa.

A distribuicdo total dos
casos georreferenciados em Belém de acordo com o

spoligotyping estd representada na figura 1. Os 81 casos
estavam distribuidos por 29 dos 71 bairros da capital. Os

bairros que mais concentraram casos foram Guamé (9;

11,1%), Jurunas (6; 7,4%) e Terra Firme (5; 6,2%).
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Nota: Cada circulo representa um caso e cada cor estd associada a um perfil de spoligotyping, conforme legenda.

Figura 1 — Mapa ilustrando a localizagéo geogrdfica, por endereco de residéncia, dos 81 casos geolocalizados
no Municipio de Belém/PA.



DISCUSSAO
O conhecimento dos gendtipos circulantes em
determinada d4rea geogrdfica fornece informacées

sobre a dindmica de transmissdo do MT e, dessa forma,
contribui para elaboracao de estratégias para o controle
da TB. Além disso, o ideal é que possam ser aplicados
diretamente em espécimes clinicos, aumentando assim a
oferta de amostras e diminuindo o tempo de resposta
em dreas endémicas. Recentes avangos no campo da
biologia molecular tém proporcionado o desenvolvimento
de técnicas que permitem a répida identificacdo e o
rastreamento de cepas especificas de MT que circulam no
mundo. A maioria destas técnicas explora o polimorfismo
presente no genoma micobacteriano, utilizando vérios
elementos repetitivos do DNA como marcadores
moleculares genéticos, e gera perfis genéticos estirpe-
especificos.

No presente estudo, que utilizou DNA extraido de
esfregacos fixados em ldminas de ZN, padrées genéticos
completos e reprodutiveis foram obtidos em 90% das
amostras. Estudos prévios relataram rendimento menor
quando a técnica foi aplicada na tipagem de material
extraido de lGminas de ZN'15,

As familias mais frequentes neste estudo (LAM, T e
Haarlem) também reuniram maior nimero de casos em
outros estudos realizados no Brasil?®??, assim como em
outros paises da América Latina'®?324. A prevaléncia
da familia LAM, que agrupou 39,3% das amostras
genotipadas, também tem sido observada no Paraguai?®
e na Venezuela?.

Amplamente distribuidos, os tipos SIT53 (T1) e
SIT42 (LAM9) agruparam maior nimero de amostras,
englobando, juntos, 27,7% de todos os casos deste
trabalho.  Investigagdes mais  detalhadas  devem
ser realizadas para se verificar a transmissdo e/ou
melhor adaptacdo destes gendtipos. Eles ocuparam,
respectivamente, a 2° e a 5° posicdo entre os mais
frequentes no SpolDB4?”. Entre os SIT encontrados,
alguns ainda nao foram descritos em Belém (SIT 4, 60,
216, 435 e 1907) e um ainda néo foi referenciado no
Brasil (SIT209), ocorrendo, porém, em paises vizinhos
ou com relacdes com o pafs, como Venezuela, EUA,
lt¢lia, Espanha?. O SIT1999 apresenta cinco amostras
depositadas no SITVITWEB, sendo trés da Guiana
Francesa e duas da ltdlia.

Quanto & familia EAI, sua presenca na América do
Sul é pouco relatada. De fato, nenhum isolado desta
familia foi relatado em diversos estudos realizados
recentemente no Paraguai?®>, na Venezuela??® e no
Chile?”. No entanto, h& relatos na Guiana Francesa?
e no Brasil?!, onde observaram-se particularidades em
relacéo & distribuicdo desta familia no pafs. Gomes et
al?’, em estudos realizados em 11 Estados brasileiros,
descrevem a presenca de cepas de EAl somente no
Pard, Pernambuco e Rio de Janeiro, sendo que 76,2%
dos isolados eram provenientes do Pard, onde estavam
presentes os SIT 48 e 129, os quais foram também
descritos no presente trabalho. Estes achados parecem
confirmar a hipétese levantada por Gomes et al?', de que
estas cepas foram exportadas da Guiana Francesa para

o Brasil, & que esta familia tem baixa representatividade
no Brasil e é intensa na Guiana. Néo foram observados
gendtipos pertencentes as familias Beijing e CAS e nem
de tipos pertencentes as outras espécies do CMTB, como
o M. bovis, por exemplo. De fato, a presenca do genétipo
Beijing é raramente observada em pacientes com TB na
América do Sul?33031,

As trés amostras que apresentaram perfis de
spoligotyping  discordantes  foram  excluidas das
comparacdes com os bancos de dados. No entanto,
o fato de seus resultados terem se confirmado apés
as duplicatas, aliado & auséncia de hibridizagdo entre
os controles negativos, pode sugerir a presenca de
gendtipos diferentes em um mesmo paciente. Embora
tradicionalmente seja assumido que a TB ativa é
resultado de infeccdo com Unico clone bacteriano e
que recorréncias sdo resultado da reativacdo da cepa
que causou o primeiro episddio, infeccdes simultdneas
por multiplas cepas ou reinfeccdo por uma segunda
estirpe de MT podem ser responsdveis por uma parcela
dos casos da doenca®*%. No entanto, considera-se
importante utilizar reagentes que evitem o carreamento
de DNA e posterior contaminacdo, como uracil DNA
glicosilase e dUTP¥. Para confirmacéo da presenca
de infeccdo policlonal, seria necessério o cultivo
micobacteriano e andlise de colénias individuais por
spoligotyping e uma técnica secunddria, como o MIRU-
VNTR ou por RFLP-1S6110.

Os mapas temdticos sdo instrumentos valiosos
na andlise espacial do risco de determinada doenca,
permitindo sugerir a distribuicdo espacial da doenga
na regido de interesse, os determinantes locais, fatores
etiolégicos e apontar associacdes entre as fontes de
contaminagéo e as dreas de risco elevado®.

A proposta do presente estudo, em relacdo &
distribuicdo espacial dos casos, foi descritiva. Por
meio da localizacéo pontual da residéncia dos casos e
ilustracdo dos mesmos em mapas, foi possivel observar
dreas onde houve certo agrupamento de casos com o
mesmo perfil de Spoligotyping, como aconteceu com
os casos pertencentes aos agrupamentos SITé64 (mesma
residéncia), SITT00 (100 m) e SIT53 (290 m), em Belém.
Este fato chama atencéo para a possibilidade de que os
casos que possuem o mesmo gendtipo participem da
mesma cadeia de transmissdo, ressaltando a importéncia
de aumentar a vigilancia e investigacdo nesta drea. Por
outro lado, como o periodo selecionado para obtencédo
das amostras foi de seis meses e ndo envolveu a totalidade
dos casos com baciloscopia positiva, algumas dreas ndo
tiveram nenhum ponto localizado (como foi o caso da
parte leste de Belém), o que ndo significa auséncia de
casos nestas localidades.

Alguns bairros apresentaram maior concentracéo de
pontos (casos), independentemente do gendtipo (SIT): os
bairros Guamd, Jurunas e Terra Firme, que, em conjunto,
concentraram 24,7% dos casos geolocalizados. Avaliando
as caracteristicas da populacédo neles residente, observa-
se que estdo entre os bairros mais populosos da capital
paraense e contam com as médias mais elevadas de
moradores por domicilio®?4°.
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Outro fator que influenciou na reducdo dos casos
disponiveis para este estudo foi a exclusdo inicial de
27,2% das amostras por motivos relacionados ao
endereco (ausente/ incompleto/ outro municipio). Em
estudo exploratério realizado por Dos Santos et al*,
frente & dificuldade de localizar alguns enderecos, os
autores presumiram que os enderecos incompletos
e consequentemente dificeis de serem localizados
pertenciam a dreas carentes, podendo resultar em
uma subestimacdo de casos nos bolsées urbanos de
pobreza.

De qualquer maneira, estes fatores néo tiveram tanta
influéncia no resultado final deste estudo, j& que ele néo
teve finalidade exploratéria ou ecolégica e tampouco
de ilustrar a incidéncia dos casos de TB. Além disso,
pela prépria caracteristica de uma das UL selecionadas
(HUJBB), que produz muitos exames, porém atende
grande nUmero de pacientes de outros municipios, a
amostra foi sendo reduzida, o que se deveu também
pela dificuldade de localizar os enderecos, pois a Unica
fonte de dados era a cépia do Livro de Baciloscopia e
Cultura enviada pelas UL. Umas das dificuldades em se
trabalhar com dados secundérios é o fato de que, em
muitas situagdes, o registro incompleto — ou até mesmo
a falta de registro — das informacées impossibilita uma
abordagem ampla e fiel dos achados. Neste estudo,
este fato foi evidenciado principalmente em relacéo
aos enderecos: muitos ndo constavam nos registros que
acompanhavam as amostras ou, quando constavam,
ndo continham os elementos bdsicos (rua, ndmero,
bairro), fato que tem sido notado em diversos estudos*?.

Estudos que avaliom a totalidade de isolados
disponiveis de uma determinada drea geogrdfica em um
tempo definido podem ajudar a estimar a importancia
da transmiss@o recente e a identificar os fatores de risco
para a disseminacdo da TB*3. E importante salientar
que investigacées de tracado convencional de contatos
identificam somente uma pequena parcela dos casos

envolvidos em uma cadeia de transmissd@o, o que exige
novas abordagens*.

CONCLUSAO

Atécnica spoligotyping é simples, pratica e reprodutiva
para genotipagem de MT provenientes de |aminas
coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, permitindo
inclusive a deteccdo de infeccbes mistas, podendo ser
inserida na rotina dos Laboratérios de Vigilancia.

As familias LAM, T e H foram as mais frequentes
neste estudo, da mesma forma como em outros estudos
realizados no Brasil e América Latina. A familia EAI estd
entre as mais frequentes na populacéo estudada; no
entanto, é raramente relatada na América Latina.

O preenchimento inadequado das informacées
referentes ao endereco dos individuos aponta para
a necessidade de qualificar o sistema de coleta,
organizacdo e armazenamento de dados, para que estes
possam ser acessados quando necessdrio e, validados,
se tornem parte integrante da vigiléncia da TB e de outras
doencas que possam ser objeto de investigacdo futura.
Somente desta forma estes dados permitirdo a utilizagéo
de abordagens de estatistica espacial que ajudem a
definir, de forma clara e segura, os fatores de risco aos
quais a comunidade estd exposta.
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Spoligotyping of Mycobacterium tuberculosis in Ziehl-Neelsen-stained slides from

Belém, Paré State, Brazil.

ABSTRACT

Spoligotyping is a molecular method based on the amplification of a polymorphic direct repeat locus, which allows
for the detection and identification of Mycobacterium tuberculosis. Samples of M. tuberculosis obtained from material
fixed in Ziehl-Neelsen-stained slides from public laboratories in Belém, Pard State, Brazil, were genotyped in this study.
The molecular characterization of M. tuberculosis through spoligotyping of samples from 102 patients showed high
sensitivity, with 90 complete and matching hybridization patterns. The genotypes were classified based on a comparison
of the results obtained with data available in the SITVITWEB international database. Of the 45 different genotypes
observed, 35 had already been reported and 11 had never been reported. Sixty-one genotypes were observed in 2 to
15 samples, and 29 genotypes did not match. LAM, T, H and EAl were the most common families. The districts with the
highest concentration of cases were Guamd, Jurunas and Terra Firme. Spoligotyping is considered an important tool to
follow up isolates in distinct epidemiologic contexts. Genetic and demographic characterization of these microorganisms
contributes to a better understanding of the distribution of tuberculosis in this population, its fransmission process, the
occurrence of cross contaminations, and the implementation of controlling measures of the disease.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculosis; Spoligotyping; Pathology, Molecular; Bacterial Typing
Techniques; EAL.



Genotipado por spoligotyping de Mycobacterium tuberculosis obtenidos de ldminas de
Ziehl-Neelsen en Belém, Estado de Parq, Brasil.

RESUMEN

El spoligotyping es una técnica molecular basada en la amplificacién de una regién de repeticiones directas polimérficas,
que permite detectar y diferenciar Mycobacterium tuberculosis. En este estudio, se genotiparon M. tuberculosis obtenidos
de material fijado en ldminas tefidas por la técnica de Ziehl-Neelsen (ZN), confeccionadas en laboratorios publicos
de Belém. La identificaciéon molecular de M. tuberculosis por spoligotyping en muestras de 102 individuos presenté
una elevada sensibilidad, con 90 estdndares de hibridacién completos y concordantes entre si. La clasificacién de
los genotipos se hizo comparando los resultados obtenidos con los disponibles en el banco de datos internacional
SITVITWEB. Se observaron 45 genotipos distintos, de los cuales 35 previamente relatados y 11 todavia no relatados.
Sesenta y un genotipos se presentaron compartidos en dos a 15 muestras y 29 genotipos eran Unicos. Las familias LAM,
T, Hy EAl fueron las més frecuentes. Los barrios con mayor concentracién de casos fueron Guamd, Jurunas y Terra Firme.
El genotipado por spoligotyping se torna una importante herramienta en el monitoreo de aislados en diferentes contextos
epidemiolégicos. La posibilidad de caracterizar genética y demograficamente estos microorganismos contribuye a la
mejor comprensién de como se distribuye la enfermedad en esta poblacién, al esclarecimiento de las transmisiones y de
las contaminaciones cruzadas y a la implementacién de acciones para el control de la tuberculosis.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculosis; Spoligotyping; Patologia Molecular; Técnicas de Tipificacién

Bacteriana; EAI.
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