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PADRONIZACAO DA TECNICA MOLECULAR RFLP-I1S6110 PARA ESTUDOS
EPIDEMIOLOGICOS DA TUBERCULOSE EM MATO GROSSO DO SUL

Resumo

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca de grande importancia para a saude global que causa milhdes
de mortes de pessoas a cada ano. Em 2015, a taxa de incidéncia a cada 100 mil habitantes foi
de 28,4 em Mato Grosso do Sul € 39,4 em Dourados. Através de ferramentas moleculares torna-
se possivel caracterizar e identificar linhagens do Mycobacterium tuberculosis que auxiliara na
elaboragdo de medidas de controle da doenga. A técnica de RFLP-IS6/10, quando comparada
com outras ferramentas moleculares, ¢ considera padrao-ouro por conta de seu alto poder
discriminatério para esses estudos. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi padronizar a
técnica RFLP-1S6110 para estudos epidemioldgicos da tuberculose a fim de identificar as
caracteristicas genotipicas das populagdes de M. tuberculosis em Mato Grosso do Sul. As cepas
de M. tuberculosis foram isoladas das bacteriotecas do Laboratério Central e Laboratorio de
Pesquisa em Ciéncias da Satde e o protocolo original para a genotipagem das cepas foi
adaptado para a sua utilizagdo aqui no estado. O protocolo consistiu pelas etapas de digestao
com a enzima de restrigdo Pvull, seguindo de eletroforese, transferéncia por Southern blot,
hibridizacdo e revelacdo colorimétrica. Os perfis genotipicos obtidos na membrana foram
analisados utilizando o banco de dados RIVM-Bionumerics; Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium. Diferentes padrdes de bandas estavam presentes nas membranas, afirmando
a clivagem dos fragmentos do IS6/71/0. Entretanto, algumas bandas eram dificeis de serem
identificadas, entdo, adaptagdes como aplicacdo de uma menor aliquota de amostra no gel e
maior tempo de revelacdo foram adotados para uma melhor qualidade das membranas. Com
isso, foi possivel agrupar cepas com os mesmos perfis moleculares, formando clusters quando
dois ou mais isolados apresentaram o mesmo perfil genotipico. Foi possivel observar a
importancia da padronizagdo e aplicagdo da técnica de RFLP-IS6//0 para estudos
epidemioldgicos em tuberculose no estado de Mato Grosso do Sul, uma vez que é possivel

utiliza-la como uma ferramenta para melhor conhecer a dinamica da doenga aqui no estado.

Palavras-chave: M. tuberculosis. Tipagem molecular. Epidemiologia.



STANDARDIZATION OF THE MOLECULAR TECHNIQUE RFLP-IS6110 FOR
EPIDEMIOLOGIC STUDIES OF TUBERCULOSIS IN MATO GROSSO DO SUL

Abstract

Tuberculosis (TB) is a disease of major importance to global health that causes millions of
deaths annually. In 2015, the incidence rate per 100 thousand inhabitants was 28.4 in Mato
Grosso do Sul and 39.4 in Dourados. Through molecular tools for epidemiological studies, it
is possible to characterize and identify strains of Mycobacterium tuberculosis, assisting in the
development of disease control measures. The RFLP-IS6/10 technique, when compared with
other molecular tools, it is considered gold standard because of its high discriminatory power
for these studies. In this context, the aim of this study was to standardize the IS6/7/0 RFLP
technique for epidemiologic studies of tuberculosis to identify genotypic characteristics of M.
tuberculosis populations in Mato Grosso do Sul. The M. tuberculosis strains were isolated from
the Central Laboratory and Research Laboratory in Health Sciences’ bacterial collections and
the original protocol for genotyping strains was adapted for its use here in the state. The
protocol consisted of digestion step with the restriction enzyme Pvull, followed by
electrophoresis, Southern blot, hybridization and colorimetric revelation. Genotypic profiles
obtained in the membrane were analysed using the RIVM-BioNumerics database; Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium. Different patterns of bands were present in the
membranes of IS6/710 stating cleavage fragments. However, some bands were difficult to be
identified, so adjustments such as applying a lower sample aliquot in the gel and longer
revelation time were adopted for a better quality of the membranes. Thus, it was possible to
group strains that had the same molecular profiles, forming c/usters when two or more isolates
showed the same genotypic profile. It was possible to observe the importance of
standardization and application of RFLP-IS6/70 technique for epidemiologic studies of
tuberculosis in Mato Grosso do Sul since it is possible to use it as a tool for a better

understanding of the disease dynamics in the state.

Key words: M. tuberculosis. Molecular typing. Epidemiology.
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Introducgéo

A tuberculose (TB) é uma doenca causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis e
de grande importancia para a saude global. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
essa enfermidade causa milhdes de mortes a cada ano. Em 2014, foram notificados 9,6 milhGes
de casos novos de TB no mundo, sendo que 1,5 milhdes desses casos resultaram em mortes
decorrentes da doenga (WHO, 2015).

O Brasil esta na 182 posicéo entre 0s 22 paises responsaveis por 80% do total de casos
de tuberculose no mundo, sendo responsavel por 0,9% dos casos estimados mundialmente e
33% dos casos estimados para os paises do continente americano (WHO, 2015). Em 2015,
foram notificados no pais 63.189 casos novos, com 30,9 e 2,2/100 mil habitantes como
coeficientes de incidéncia e de mortalidade, respectivamente. No estado do Mato Grosso do
Sul, a taxa de incidéncia a cada 100 mil habitantes é de 28,4, apresentando um coeficiente de
2,1 mortes a cada 100 mil pessoas (Brasil, 2016). Em Dourados, o coeficiente de incidéncia é
de 39,4 e 3,0 de mortalidade por 100 mil habitantes (Brasil, 2014). Entretanto, em populacgdes
mais vulneraveis como populacéo privada de liberdade (PPL) e indigenas, esse coeficiente de
incidéncia atinge vinte e oito e trés vezes maior, respectivamente (Baussano et al., 2010; Brasil,
2015).

Com a finalidade de se caracterizar e identificar linhagens do M. tuberculosis, a
epidemiologia molecular tem sido utilizada como um instrumento para um melhor
entendimento dos mecanismos relacionados a identificacdo dos fatores de risco e a transmissédo
da doenca em uma comunidade (Santos et al., 2007). Além disso, as técnicas moleculares vém
sendo ser utilizadas para investigar propriedades bioldgicas das linhagens, como viruléncia e
patogenia, e para deteccdo precoce de organismos que adquiriram resisténcia a antibioticos.
Com isso, torna-se possivel a elaboracdo de medidas de controle e intervencdes mais efetivas
(Levin et al., 1999; Pandolf et al., 2007).

O avanco das ferramentas para estudos epidemiol6gicos moleculares desde a década
de 90 (Mathema et al., 2006; Gillespie, 2007) contribuiu para uma maior identificacdo das
caracteristicas genotipicas das populagdes de M. tuberculosis (Lima et al., 2013). Essas técnicas
tém auxiliado na caracterizacdo de isolados clinicos com base no polimorfismo genotipico do
bacilo causador da tuberculose (DNA fingerprint) (Mathema et al., 2006; Gillespie, 2007).

Dentre as tecnicas de biologia molecular mais utilizadas para genotipagem de
micobactérias estdo: unidades repetitivas intercaladas de micobactérias (MIRU- Mycobacterial

Interspersed Repetitive Units), a tipagem pelos oligonucleotideos espagadores (Spoligotyping -



Spacer oligonucleotide typing) e o Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigéo
da sequéncia de insercdo 1S6110 (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism)
(Mathema et al., 2006; Gillespie, 2007; VVan Der Spuy et al., 2009).

A técnica MIRU baseia-se na analise sistematica da amplifica¢do por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) de 12, 15 ou 24 ldcus contendo numeros variaveis de repeticdes em
tandem (VTRNSs), através de primers especificos para cada Iocus, diferindo em nimero de
copias entre os isolados presentes nas cepas de M. tuberculosis (Barnes e Cave, 2007). Essa
técnica é considerada produtivel, rapida e apresenta um poder discriminatorio maior quando
comparado com a técnica de Spoligotyping(Kremer, Arnold, et al., 2005; Jonsson et al., 2014).
Entretanto, a técnica MIRU apresenta um poder discriminatério menor que o RFLP-1S6110
(Kremer, Au, et al., 2005), apenas o igualando quando combinado com a utilizacdo de outra
técnica como o Spoligotyping (Bidovec-Stojkovic et al., 2011)

Através do método Spoligotyping, estuda-se o polimorfismo presente na regido do
I6cus de repeticdo direta (DR-Direct Repeat) de M. tuberculosis por meio de amplificacdo dessa
regido por PCR, baseando-se na presenca ou auséncia de 43 espacadores especificos entre essas
regides DRs presentes nesse l6cus (Kamerbeek et al., 1997). Essa técnica apresenta vantagens
por ser um método rapido e eficaz, que pode identificar cepas com menos de 6 copias do 156110,
entretanto, quando ndo combinado com outro procedimento, apresenta um baixo poder
discriminatorio (Kanduma et al., 2003; Rodriguez et al., 2004).

O RFLP da sequéncia de insercéo (IS) 6110 é considerado uma ferramenta molecular
padrdo-ouro para estudos epidemioldgicos (Kanduma et al., 2003). Através desse método,
ocorre a digestdo do DNA da bactéria por meio de enzimas de restricdo, que geram fragmentos
contendo diferentes comprimentos dessa sequéncia de inser¢do. Com isso, buscam-se as
diferencas quanto ao nimero e posicdo desses fragmentos 1S6110 encontrados dispersos no
genoma do M. tuberculosis (Collins e De Lisle, 1984; Van Embden et al., 1993; Patel et al.,
1996). Entretanto, a técnica é laboriosa e apresenta dificil analise dos resultados gerados
(Mathema et al., 2006; Santos et al., 2007). Por outro lado, ao utilizar essa metodologia,
consegue-se um alto poder discriminatorio para a distingdo entre os perfis genotipicos das
cepas, quando comparado aos outros métodos, servindo de uma 6tima ferramenta para estudos
epidemioldgicos em tuberculose (Kremer et al., 1999; Sahebi et al., 2015).

Nesse contexto, 0 objetivo desse trabalho foi padronizar a técnica RFLP-1S6110 para
estudos epidemioldgicos da tuberculose a fim de identificar as caracteristicas genotipicas das

populagdes de M. tuberculosis em Mato Grosso do Sul.



2 Material e Métodos

Baseado no protocolo proposto por Van Embden et al., (1993), a padronizacdo da
técnica de RFLP- 1S6110 foi realizada no Laboratorio de Pesquisa de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Grande Dourados, localizada na cidade de Dourados, em Mato Grosso
do Sul.

2.1 Isolados de M. tuberculosis

As cepas de micobactérias que foram utilizadas para a padronizacdo do protocolo
foram isoladas de pacientes com tuberculose pulmonar notificados no SINAN (Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo) presentes nas bacteriotecas do Laboratério Central-MS
(LACEN-MS) e do Laboratorio de Pesquisa em Ciéncias da Saude (LPCS). A cultura das cepas
foi feita em meio Ogawa-Kudoh (Kudoh e Kudoh, 1974) e o DNA bacteriano foi extraido
seguindo o método CTAB (brometo de cetil-trimetilaménio) (Van Embden et al., 1993).

2.2 Digestao do DNA com Pvull e eletroforese

Em cada microtubo, foram acrescentados 5 ug de DNA da amostra, 3 pl de enzima
Pvu Il + tampdo NE 1X 3.1 (1ul de enzima + 2 ul de tampdo) e agua de inje¢do, caso necessario,
para se obter um volume final de 18 ul de amostra final. As amostras foram colocadas em
banho-seco a 37°C por 3 horas. Em seguida, 4 ul de solucdo de arraste (Ficoll 400 Azul de
Bromofenol, DSS) foram adicionados em cada tubo para interromper a reacdo. O total de quinze
amostras foi aplicado em gel de agarose 1,0%, juntamente com trés amostras da cepa padrédo
MT 14323. Adotou-se uma corrida eletroforética inicial de 5 minutos a 100 Volts e o restante
do tempo (19 horas e 55 minutos) a 35 Volts. Entretanto, a corrente ndo tinha sido definida,
logo padronizou-se a corrente de 200 Ampéres, para a primeira corrida de 5 minutos, e 80

Ampeéres, para a segunda.

2.3 Transferéncia (Southern blot)

Uma membrana de nylon positivamente carregada (GE Healthcare) foi cortada com as
dimensdes de 19 cm por 19 cm, colocada em um recipiente de vidro para ser umedecida com
agua destilada, posteriormente desprezada, e, entdo, com solucdo de SSC 20X (NaCl 3.0 M,
Nasz citrate 2H>O 0.3 M), também desprezada. O sistema de blotting a vacuo VacuGene XL
(Amersham Biosciences) foi preparado na seguinte ordem: tela de suporte umidificada,
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membrana de néilon, previamente tratada com agua e solucdo SSC 20X, mascara plastica
umedecida com agua e, por fim, o gel contendo o DNA digerido. O equipamento de bomba do
vacuo foi ligado e ajustado a uma pressao de 50 mbar. Cobriu-se o gel com aproximadamente
100 mL de solucdo de despurinacdo (HCI 0,2 M) durante 7 minutos, removendo-a logo em
seguida. O mesmo procedimento foi feito utilizando solucdo desnaturante (NaOH 0,5 M, NaCl
1,5 M) e neutralizadora (Tris 1 M pH 8, NaCl 1,5 M). Por fim, cobriu-se o gel com a mesma
quantidade (100 mL) com SSC 20X por 30 minutos para concluir a transferéncia. A seguir, o
DNA foi fixado na membrana utilizando o equipamento para irradiacdo com luz ultravioleta
(Stratalinker® UV 500 Crosslinker) a 1200 pJ por 12 segundos.

2.4 Hibridizagéo

A membrana foi enrolada em si mesma, colocada dentro do tubo de hibridizagéo e
umedecida com 20 mL de tampdo SSC 2X, posteriormente desprezado. Para a etapa de pre-
hibridizacdo, 10 mL do tampéo de hibridacdo foi adicionado ao tubo contendo a membrana, e
0 mesmo incubado no forno de hibridizagdo (HB-1D Techne Inc) a 42°C por 1 hora e meia.
Para a etapa de hibridizacdo, 50 ul de sonda 1S6110, previamente marcada utilizando o kit
Roche (Dig DNA Labeling kit), foram adicionados em 10 mL de tampdo de hibridizag&o, sendo,
desnaturada por 10 minutos em agua fervente e colocada, posteriormente, em banho de gelo
por 30 minutos. A solucdo que estava no tubo hibridizacdo foi substituida pelo tampéo de
hibridizagdo contendo a sonda marcada desnaturada. O tubo foi incubado por 18-20 horas a
42°C. O tampado de hibridagao adicionado de sonda foi reutilizado por mais 3 vezes em outras

membranas, sendo acondicionado a 20°C para posteriores reutilizaces.

2.5 Deteccdo pelo método colorimétrico

A membrana foi lavada duas vezes, no préprio tubo de hibridacdo, com 50 mL de
solucdo SSC 2X por 5 min, a temperatura ambiente, e, entdo, por mais duas vezes em 50 mL
de solugéo SSC 0,5X por 15 min a 68°C. Posteriormente, a membrana foi incubada em 90 mL
de tamp&o 2 (NaCl 150 mM, Acido Maleico 100 mM, Solugdo Blogqueadora 10%) & 25°C por
30 minutos, sendo o tampdo 2 desprezado logo apés. Assim, 10 mL de Tampao 2, acrescido de
2 ul do conjugado Anti-Digoxigenin-AP (Roche Diagnostics GmbH), foram adicionados ao
tubo antes de ser incubado por mais 30 minutos a 25°C. A membrana, ainda no tubo, foi lavada
duas vezes com 50 ml de tampé&o de lavagem por 15 min a 25°C. Feito isso, a membrana foi

transferida para um recipiente de vidro e equilibrada com 20 mL de tampéo 3 (Tris-base 100
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mM, NaCl 100 mM) + MgCl> por 4-5 minutos. A solucédo foi desprezada, 20 mL de solucédo
reveladora contendo NBT + X fosfato/BCPI (Roche Diagnostics GmbH) foram adicionados e
a membrana foi entdo mantida em local escuro para a revelagédo, sendo checada a cada 30-60
minutos ou até que as bandas atingissem uma intensidade bem nitida. Para interromper a reacao,

a membrana foi lavada com tampd&o 3, para tornar as bandas mais nitidas, ou &gua.

2.6 Analise estatistica dos perfis moleculares

Os perfis moleculares obtidos pela aplicacdo do RFLP-1S6110 foram analisados
utilizando o banco de dados RIVM-Bionumerics; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium. Um cluster foi definido como um grupo de dois ou mais isolados de diferentes
pacientes cujos padrdes de RFLP foram idénticos no que diz respeito tanto ao nimero e peso
molecular de todas as bandas. Isolados que tinham padrdes Unicos foram considerados com
perfil Gnico. Um dendrograma foi construido para demonstrar o arranjo de agrupamento obtido
apos a analise dos dados.

3 Resultados e Discussao

3.1 Isolados de M. tuberculosis

As membranas apresentaram amostras que continham bandas de diferentes pesos
moleculares, certificando que os fragmentos do 1S6110 foram clivados durante a etapa de
digestdo pela enzima Pvull assim como esperado, provando o isolamento de cepas de M.
tuberculosis (Figura 1) (Van Embden et al., 1993; Kanduma et al., 2003).
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Figura 1. Membrana de nylon revelada pelo método colorimétrico evidenciando
fragmentos 1S6110 e gendtipos obtidos durante a padronizacdo da técnica RFLP.

Colunas 1, 10 e 18 - cepa de referéncia (MT 14323). Colunas 2a 9 e 11 a 17 isolados
estudados.

3.2 Qualidade das membranas

Algumas bandas presentes na membrana eram dificeis de serem identificadas, devido

a sua baixa intensidade de nitidez, o que gerou incerteza sobre sua real presenca ou nao (Figura
2).
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Figura 2. Membrana de nylon revelada pelo método colorimétrico evidenciando
fragmentos 1S6110 e gendtipos obtidos durante a padronizacdo da técnica RFLP.
Colunas 1, 10 e 18 - cepa de referéncia (MT 14323). Colunas 2 a9 e 11 a 17 isolados
estudados. A e B presenca de bandas incertas.

Para isso, aplicou-se um tempo maior de revelagdo com o intuito de evidenciar ou ndo
as bandas incertas. Quando persistentes, adotou-se possibilidade de marcar estas bandas
incertas como presentes na membrana quando inseridas no software Bionumerics, decidindo,
posteriormente, sua presenca ou ndo apds a comparacdo feita com a construcdo do
dendrograma.

A presenca de manchas na membrana também foi uma dificuldade para a anélise das

bandas (Figura 3). Com isso, experimentou-se adicionar uma aliquota menor de amostra (16
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ul), que inicialmente era de 24ul no gel de agarose 1,0%, visto, também, que no momento da
aplicagdo no gel, ocorria o transbordamento nos pogos. Consequentemente, obteve-se uma

melhora na qualidade das bandas na membrana e, logo, uma analise mais precisa (Figura 4).

Figura 3. Membrana de nylon revelada pelo método colorimétrico evidenciando
fragmentos 1S6110 e gendtipos obtidos durante a padronizacdo da técnica RFLP
contendo manchas, dificultando a anélise. Colunas 1, 10 e 18 - cepa de referéncia (MT
14323). Colunas 2 a9 e 11 a 17 isolados estudados.
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Figura 4. Membrana de nylon revelada pelo método colorimétrico evidenciando
fragmentos 1S6110 e gendtipos obtidos durante a padronizagdo da técnica RFLP com
auséncia de manchas facilitando a sua analise. Colunas 1, 10 e 18 - cepa de referéncia
(MT 14323).

3.3 Estudo epidemiolégico

Uma vez que o protocolo foi padronizado, foi possivel fazer o estudo epidemioldgico
baseando-se nas caracteristicas genotipicas das cepas isoladas dos pacientes com tuberculose
no estado do Mato Grosso do Sul.

Notou-se que Varias cepas isoladas desses pacientes apresentavam os mesmos perfis
moleculares enquanto outras apresentavam padrfes de bandas distintos, perfis Unicos (Figura
5). Quando duas ou mais cepas apresentaram o mesmo perfil genotipico, foram entdo agrupadas
em clusters através do programa RIVM-Bionumerics; Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgium, através da construcdo de um dendrograma com as relagcfes filogenéticas das cepas
estudadas (Figura 6).
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Figura 5. Membranas de nylon revelada pelo método colorimétrico evidenciando fragmentos
IS6110 e genotipos obtidos durante a padronizagdo da técnica RFLP. Colunas 1, 10 e 18 - cepa
de referéncia (MT 14323). Isolados A formaram um cluster enquanto B formaram outro cluster,

apresentando 0 mesmo padrdo genotipico para a sequéncia de insercdo 1S6110 para cada
cluster.
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Figura 6. Dendrograma gerado utilizando isolados dos géis da Figura 5 e o

agrupamento em clusters.

Os isolados que apresentaram o mesmo perfil genotipico quando analisados pelo
software Bionumerics foram agrupados em clusters que ja estavam inseridos no banco de dados
contendo todas as amostras analisadas até o0 momento (Figura 6). Com isso, algumas foram
inseridas nesses clusters ja pré-estabelecidos enquanto outros isolados apresentaram perfis
unicos (PU), ndo se agrupando em nenhum cluster.

Em um estudo realizado na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul, Flavia et al.,
2015 utilizando a técnica de RFLP-1S6110 padronizada no Instituto Adolfo Lutz, identificaram
17 clusters de 97 isolados de M. tuberculosis. Tal estudo evidenciou a relacdo epidemiologica
dos casos de tuberculose da populagdo urbana e privada de liberdade. O encarceramento foi
associado com os casos de TB na populagédo urbana e identificou-se que 54% das cepas de M.
tuberculosis isoladas da populagdo urbana apresentaram o mesmo genétipo dos isolados da
populacdo privada de liberdade. Esses achados demonstram a real importancia da

epidemiologia molecular e consequente padronizagdo das técnicas moleculares nos laboratorios
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de pesquisa, em especial da técnica padrdo ouro RFLP-1S6110 em nosso municipio, pioneiro
no estado a implementar a metodologia.

Além disso, com a padronizacdo do método de RFLP-1S6110, torna-se possivel o
melhor entendimento dos mecanismos de transmissao da tuberculose (Diel et al., 2002; Glynn
et al., 2008), a identificagdo dos fatores de risco associadas a transmissao recente da doenga
(Haase et al., 2007; Mendes et al., 2008), além da discriminacdo entre doenca enddgena ou
exogena (Diel et al., 2002; Lillebaek et al., 2002).

4 Consideragdes finais

Observou-se a importancia da padronizacéao e aplicacdo da técnica de RFLP-1S6110
para estudos epidemioldgicos em tuberculose no estado de Mato Grosso do Sul, uma vez que é
possivel utiliza-la como ferramenta para melhor conhecer a dindmica de transmissdo da doenca
em uma determinada populacao.

Conhecendo mais como 0 agente transmissor esta se manifestando em uma cidade, por
exemplo, torna-se possivel adotar estratégias de controle da doenca de forma que venha a

diminuir a incidéncia de novos casos.
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