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RESUMO

No contexto de crescente incidéncia de tuberculose (TB) e tuberculose multidroga
resistente (TB-MDR), torna-se fundamental a deteccdo rapida da resisténcia,
possibilitando tratamento eficaz e introducdo de medidas para controle da
disseminagao. A caracterizagao de resisténcia as drogas antituberculosas (anti-
TB), através de testes de sensibilidade e estudo molecular, ganhou importéancia
durante as ultimas décadas. Entretanto, sua disponibilidade estd comprometida,
principalmente em paises em desenvolvimento. Este estudo caracterizou a
resisténcia de cepas de Mycobacterium tuberculosis do Estado de Minas Gerais
(MG) as principais drogas anti-TB, comparando mutagbes genéticas, nivel de

resisténcia e dados clinico-epidemiologicos dos portadores.

Avaliaram-se dados clinico-epidemiologicos de 160 pacientes com TB presumida,
atendidos no Hospital Julia Kubitschek. Desses, selecionaram-se 76 amostras
pulmonares de portadores de maior risco para desenvolvimento de TB resistente,
que foram submetidas a avaliagdo da resisténcia as drogas anti-TB (isoniazida,
rifampicina, pirazinamida, etambutol e estreptomicina), através de: (a) teste de
sensibilidade (TS) radiométrico qualitativo e quantitativo, com determinagcdo da
concentragéo inibitoria minima (CIM); (b) genotipagem pela analise do polimorfismo
de sequéncias geradas pela digestdo por endonucleases (RFLP); (c)
sequenciamento do DNA dos principais genes associados a resisténcia a
isoniazida, pirazinamida e etambutol (katG, ahpC, inhA, pncA, embB); e (d)
hibridizagdo reversa PCR reverse line blot hybridization para o gene associado a

resisténcia a rifampicina (rpoB).

Das 76 amostras avaliadas pelo teste de sensibilidade, 24 (31,6 %) demonstraram
resisténcia a pelo menos uma das drogas anti-TB testadas. Os portadores dessas
cepas apresentaram maior frequéncia prévia de TB e exposigdo a drogas anti-TB.
A resisténcia adquirida foi quatro vezes mais frequente que a resisténcia primaria,
sendo que 19 (79,0%) pacientes apresentaram exposigdo prévia a drogas e 4

(16,6%) ndo. Nenhuma das cepas resistentes apresentou padrao similar no RFLP,



fato que diminui a probabilidade de correlagdo epidemioldgica entre elas. Das
cepas resistentes, 87,5% (21/24) foram resistentes a isoniazida; 70,8% (17/24) a
rifampicina; 54,2% (13/24) a estreptomicina; 43,5% (10/23) a pirazinamida e 41,7%
(10/24) ao etambutol. A maior parte das cepas estudadas (17/24; 70,8%) foram
MDR, considerando resisténcia combinada a rifampicina e isoniazida, e dessas
apenas 40,0% (7/17) nao apresentaram resisténcia adicional. Das 10 cepas
multidroga resistente (MDR) (10/17; 59,0%) que apresentaram resisténcia
combinada, oito apresentaram resisténcia ao etambutol e a estreptomicina. Cepas
resistentes no TS qualitativo apresentaram niveis distintos de sensibilidade as
drogas no teste quantitativo. O TS quantitativo ndao apresentou capacidade

discriminatodria para resisténcia a estreptomicina.

As cepas resistentes a isoniazida apresentaram mutag¢des nos genes katG (75,0%)
e ahpC (20,0%), e nenhuma mutagao no gene inhA. Mutagdes no gene rpoB foram
observadas em 78,6% dos isolados rifampicina resistentes. A detecgao de mutacao
nos genes katG e rpoB, em combinagao, identificou a maioria das cepas MDR
(88,2%). Mutagdes do gene pncA foram identificadas em 62,5% das cepas
pirazinamida resistentes. Quanto aquelas resistentes ao etambutol observaram-se

mutac¢des do embB em 71,4% das cepas.

Para essa amostragem, considerando a elevada frequéncia de resisténcia
combinada, demonstra-se valida a realizagao de TS qualitativo e quantitativo para
as drogas anti-TB, naqueles pacientes com suspeita de TB resistente. Em relagao
a analise genética observa-se que a deteccao de portadores de cepas MDR seria
eficaz em 88,2% dos casos, se utilizada pesquisa de mutagdo dos genes katG e
rpoB em combinagdo, com resultado mais precoce que os testes convencionais e
boa correlagao com CIM elevada. A avaliagdo de mutacbes embB e pncA identifica
apenas cerca de 60% a 70% das cepas resistentes ao etambutol e pirazinamida. A
inatividade da pirazinamidase ndo € bom marcador de resisténcia, apesar de

relacionado com CIM elevada para pirazinamida.



Assim, o uso de técnicas moleculares parece promissor na identificagao rapida do
portador de cepas resistentes, com consequente beneficio clinico-epidemiolégico.
Entre 2000 a 2008 foram publicados nove estudos brasileiros que abordaram a
avaliacdo molecular da tuberculose resistente. Esse estudo apresenta casuistica
expressiva dos casos de MDR notificados do Estado (cerca de 60%) para o periodo
do estudo, sendo o primeiro que avalia seis mutagdes génicas associadas as
quatro principais drogas anti-TB em combinacgao, caracterizando a resisténcia em

seus aspectos fenotipicos e genotipicos.



ABSTRACT

In the context of the growing incidence of tuberculosis (TB) and multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB), the quick detection of resistance is vital, enabling effective
treatment and the introduction of measures to control dissemination. The
characterization of resistance to anti anti-tuberculosis drugs (anti-TB), by means of
sensitivity tests and molecular studies, has gained importance over the last
decades. However, its availability is compromised, especially in developing
countries. This study depicted the resistance of strains of M. tuberculosis in the
state of Minas Gerais to the main anti-TB drugs used, comparing genetic mutation,

level of resistance, and patients clinical-epidemiological data.

Clinical-epidemiological data of 160 patients with presumed TB who had been seen
at the Julia Kubitschek Hospital were assessed. Of these, 76 pulmonary samples
were selected from patients with a higher risk of developing resistant TB who were
submitted to an evaluation of first-line anti-TB drugs (isoniazid, rifampicin,
pyrazinamide, ethambutol, and streptomycin). This assessment was made by
means of (a) radiometric qualitative and quantitative sensitivity testing (ST), with the
determination of the minimal inhibitory concentration (MIC); (b) genotyping by
analysis of the polymorphism of sequences generated by endonucleases digestion -
Restriction fragment length polymorphism (RFLP); (c) DNA sequencing of the
primary genes linked to resistance (katG, ahpC, inhA, pncA, embB); and (d) PCR
reverse line blot hybridization, a reverse hybridization assay for associated

rifampicin resistance gene mutation (rpoB).

Of the 76 samples evaluated by the sensitivity test, 24 demonstrated resistance to
at least one of the anti-TB drugs tested. Patients bearing these strains displayed a
greater incidence of prior TB and exposure to anti-TB drugs. The acquired
resistance was four times as frequent as the primary resistance; 19 (79.0%)
patients had prior exposure to the drugs and 4 (16.6%) had not. None of the
resistant strains showed similar RFLP patterns, a fact that diminished the

epidemiological probability of epidemiological correlation among them. Of the



resistant strains, 87.5% (21/24) were resistant to isoniazid; 70.8% (17/24) to
rifampicin; 54.2% (13/24) to streptomycin; 43.5% (10/23) to pyrazinamide, and
41.7% (10/24) to ethambutol. Most of the strains studied (17/24) were MDR,
considering combined resistance to rifampicin and isoniazid, and about 40.0%
(7/17) of these displayed no additional resistance. Of the 10 MDR strains that
showed additional resistance, eight were resistant to ethambutol and to
streptomycin. Resistant strains in the qualitative ST showed distinct levels of drug
sensitivity in the quantitative test. The quantitative ST showed no discriminatory

capacity for streptomycin resistance.

Strains resistant to isoniazid displayed mutations in genes katG (75.0%) and ahpC
(20.0%), and no mutations in inhA. Mutations in gene rpoB were noted in 78.6% of
rifampicin-resistant isolates. The detection of mutations in genes katG and rpoB
combined, identified most of the MDR strains (88.2%). Mutations of the pncA gene
were identified in 62.5% of the pyrazinamide-resistant strains. As to those resistant

to ethambutol, mutations were observed in embB in 71.4% of the strains.

For this sampling, considering the high frequency of combined resistance, the
performance of qualitative and quantitative ST proved to be valid for first-line anti-
TB drugs in patients with suspected TB resistance. As to genetic analysis, we noted
that the detection of patients with MDR strains in Minas Gerais would be effective in
88.2% of cases, if research of the combined mutation of genes katG and rpoB were
used, furnishing earlier results than with conventional testing and a good level of
correlation with an elevated MIC. Assessment of mutations in embB and pncA only
identified about 60% to 70% of the strains resistant to ethambutol and
pyrazinamide. Inactivity of pyrazinamidase is not a good indicator of resistance, in

spite of being related to a high MIC for pyrazinamide.

Thus, the use of molecular techniques seems promising for rapid identification of

patients with resistant strains, with consequent clinical-epidemiological benefits.
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1 INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma doenga milenar, acompanhando o homem desde
organizagoes tribais até a atualidade e constituindo, ainda hoje, causa importante
de morbimortalidade. Contudo, nos ultimos decénios, além das consequéncias
diretas dessa infecgao, passou-se a reconhecer a crescente intratabilidade com as
drogas antituberculose (anti-TB) disponiveis. Este fenbmeno, determinado pelo
surgimento de mutantes bacterianos resistentes a drogas, em decorréncia do
tratamento irregular e/ou inadequado da TB, tornou-se questdo de relevancia
mundial (PABLOS-MENDEZ et al., 1998).

De forma geral, as principais medidas para limitagdo da expansao da tuberculose
multidroga resistente (TB-MDR) consistem no reconhecimento precoce da
resisténcia e na instituicao de terapéutica eficaz. Contudo, varios sdo os obstaculos
que se interpdem ao éxito dessas medidas. Dentre eles, merecem destaque a
escolha de esquemas eficazes, toleraveis e de baixo custo, a adesédo do paciente
ao tratamento e o acesso rapido ao resultado do teste de sensibilidade (TS) do

Mycobacterium tuberculosis as drogas anti-TB.

A analise de sensibilidade do M. tuberculosis as drogas anti-TB através de métodos
bacteriologicos classicos demandam de 15 a mais de 60 dias apos o isolamento
primario do microrganismo (CANETTI; RIST; GROSSET, 1963). Por este motivo, a
comunidade cientifica tem concentrado esforgos e direcionado suas pesquisas para
utilizagdo de tecnologia molecular, o que permitiria a deteccdo mais rapida de
cepas resistentes, a orientacdo terapéutica precoce e mais efetiva, e o
entendimento da acdo dos farmacos e dos mecanismos de aquisicdo da
resisténcia. Do ponto de vista epidemioldgico, a identificacdo e caracterizagao
molecular das cepas resistentes, de determinadas areas, viabiliza o
desenvolvimento de estratégias direcionadas a contengdo da disseminagdo da

doenca.
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Sendo assim, é importante caracterizar o perfil fenotipico e genotipico de cepas
resistentes com vistas ao controle mais adequado da doenca, uma vez que

variagdes regionais podem ter implicagdes especificas nesse controle.

O presente estudo apresenta cerca de 60% dos casos de MDR notificados do
Estado de Minas Gerais até 2002, sendo o primeiro que avalia seis mutagdes
génicas associadas as quatro principais drogas anti-TB em combinagéao,

caracterizando a resisténcia em seus aspectos fenotipicos e genotipicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Principais aspectos da doen¢a

A TB é definida como doenga infecciosa, cronica, contagiosa, que atinge
principalmente os pulmdes e vem afligindo a humanidade ha mais de cinco
milénios. Considerada como a “grande peste branca”, assolou o continente
europeu durante o século XVIIl e, por ocasidao da urbanizagdo, ha trés séculos,
disseminou-se pelo mundo com o colonialismo e a expansao comercial. Apesar de
conhecida desde a antiguidade, através da descri¢do de Hipocrates (460-377 a.C.),
teve seu agente etioldgico descoberto somente em 1882, por Robert Koch, que foi
agraciado com o prémio Nobel de Medicina em 1905, pela contribuicado de seu
legado (citado por GRANGE, 1996).

O portador bacilifero de TB pulmonar ou traqueal representa a principal fonte de
infeccdo. Ao falar ou tossir, o individuo elimina goticulas contendo bacilos cujas
particulas podem ser inaladas imediatamente ou permanecer suspensas no ar até
inalacdo. Contudo, apenas aquelas de didametro entre dois a dez micrémetros (um),
contendo um a dois bacilos, alcancam os alvéolos pulmonares. O restante
permanece no trajeto da arvore traqueobrdnquica, podendo ser eliminado pelo
sistema de defesa mucociliar (TARANTINO, LEITAO DE OLIVEIRA, 1990).

Uma vez infectado, o individuo pode permanecer anos ou mesmo toda a vida sem
desenvolver a doenga, mas dos 5% a 10% que desenvolvem a TB, a maior parte o

faz nos dois primeiros anos ap6és a infecgao primaria.

A evolugdo para doenca manifesta depende de fatores relacionados com o
tamanho do in6culo e a viruléncia da micobactéria, influenciados pelo estado
imunoldgico do hospedeiro. Sem o tratamento adequado, de cada quatro individuos
baciliferos, dois evoluem para o 6bito, um se cura espontaneamente e um se torna

bacilifero cronico.
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Cada doente com TB pulmonar, sem tratamento, contamina de dez a 15 individuos

por ano, mantendo o ciclo.

2.2 Tratamento da tuberculose

O conceito de cura para TB foi estabelecido a partir das décadas de 1940 e 1950,
com o desenvolvimento de drogas anti-TB eficazes. Essas drogas permitiram a
reducdo drastica da transmissao e possibilitaram a prevencado da doencga através
da profilaxia. Durante a década de 1960, os esforcos foram centrados na
padronizagao de esquemas terapéuticos, inclusive havendo reajustes regulares.
Varios paises, dentre eles o Brasil, introduziram, ao final da década de 1970, o
esquema terapéutico que consiste no uso de rifampicina (R), isoniazida (H),
pirazinamida (Z), por vezes suplementado por etambutol (E) e estreptomicina (S)
(COLE, TELENTI, 1995). Este esquema, quando aplicado de forma regular e
adequada, possibilita a cura de mais de 90% dos pacientes e ainda permite que os
bacilos que adquiriram resisténcia a uma droga sejam eliminados pela agado das
demais (JACOBS et al., 1994).

O tratamento da TB se baseia na agdo medicamentosa direta sobre os bacilos,
inibindo sua multiplicagdo, e deve considerar a emergéncia de cepas resistentes,
além de manter o numero e a viabilidade dos bacilos de multiplicagdo lenta em
nivel minimo. Esta ultima funcao resulta na esterilizagao dos tecidos. Portanto, a
eficacia da quimioterapia (QT) depende da susceptibilidade da cepa e da

destruicdo de bacilos tanto de multiplicagao rapida quanto lenta (ISEMAN, 2000d).

Como a resposta terapéutica é variavel para cada fragao de micobactéria, deve-se

considerar a condicao fisiolégica em que esses bacilos se encontram nos tecidos:

a) bacilos de crescimento rapido no interior das cavitagdées pulmonares;
b) bacilos de crescimento lento que se encontram em local de deplecao de oxigénio

e baixo pH, como nas lesdes caseosas;
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c) bacilos no interior dos macréfagos;
d) bacilos em estado dormente, forma menos responsiva ao tratamento e

provavelmente a fonte mais comum de reativacao (INDERLIED, NASH, 1996).

As drogas mais ativas contra bacilos de multiplicacédo rapida séo H, S e R, sendo
que esta ultima também é ativa para aqueles bacilos do caseum. A Z age
preferencialmente nos bacilos de lesbes caseosas e naqueles situados dentro dos
vacuolos de macrofagos. Até o momento, existem apenas evidéncias de que outras
drogas, como o metronidazol, poderiam agir sobre bacilos em estado dormente,
provavelmente devido a agao desta droga em condi¢cdes anaerdbicas (INDERLIED,
NASH, 1996).

A American Thoracic Society (ATS) e o Center for Disease Control and Prevention
(CDC) dos Estados Unidos da América recomendam esquema com RHZ e duragao
de seis meses para aqueles individuos supostamente infectados por cepas de M.
tuberculosis sensiveis. A adicdo de uma quarta droga, de acordo com essas
recomendacgdes, pode n&o ser necessaria quando a incidéncia de resisténcia
primaria a H da comunidade for inferior a 4%, e nao houver relato de uso prévio de
drogas anti-TB, nem historia de imigragcédo de paises com alta prevaléncia de TB ou
exposi¢ao a bacilo resistente (CDC, 1993; ATS, 1994; CDC, 1994).

No Brasil, o Ministério da Saude (MS) elaborou protocolo de tratamento para TB,
com revisdes periddicas sugeridas pelo Comité Técnico Cientifico de
Assessoramento a TB, recomendando quatro esquemas para tratamento da
doenca:

Esquema 1 - 2RHZ/4RH: indicado para todas as formas de TB (exceto a
meningoencefalica) com duracéao total de seis meses, sendo os numeros referentes
a duracdo em meses de cada droga.

Esquema 1 reforgado (1R) - 2RHZE/4RHE: recomendado para os casos de
retratamento em recidivantes ou apds o abandono do esquema 1;

Esquema 2 ou M - 2RHZ/7RH: indicado para os casos de tuberculose

meningoencefalica;
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Esquema 3 — 3SEZ+Etionamida/9E+Et: preconizado para os casos de faléncia de
tratamento com esquema 1 e 1 R (suspeita de resisténcia micobacteriana as

drogas).

Esses esquemas diferem entre si quanto a indicagao, duragao e tipos de drogas
utilizadas (BRASIL, Ministério da Saude, 2002).

Assim, a TB pulmonar no Brasil é tratada em regime intensivo inicial de trés drogas
(RHZ) nos primeiros dois meses (que assegura a nao emergéncia de mutantes
resistentes a uma das drogas) seguido de quatro meses de R e H (para eliminar os
bacilos que persistem no tubérculo). A R e a H sdo drogas anti-TB potentes, que
destroem 99% dos bacilos dentro de dois meses do inicio da terapéutica; a Z
apresenta efeito esterilizante elevado e age nos bacilos semidormentes, nao
afetados por outras drogas. O uso conjunto de multiplas drogas permite que a

duragao do tratamento seja de seis meses. (PALACI et al., 1997).

2.3 Epidemiologia da TB

A TB é conhecida desde a antiglidade nas remotas civilizagdes do Egito, China e
Grécia, sendo responsavel por significativa morbidade e mortalidade até o século
XIX (ISEMAN, 2000b). No século XX, nos paises desenvolvidos, o impacto da
doenca foi reduzido pela melhoria das condi¢des de vida, tornando-se ainda menor
apos a implementacao de QT efetiva. Contudo, nos paises em desenvolvimento, a
TB manteve-se endémica, constituindo sério problema de saude publica até a
atualidade (KOCHI, 1991). Mesmo para aquelas regides onde a doenga estava
aparentemente sob controle, a partir de 1980 ocorreu recrudescimento global na
incidéncia da TB. No inicio da década de 1990, estimou-se que 1/3 da populagao
mundial (1 bilhdo e 700 milhdes de pessoas) estaria infectada pelo M. tuberculosis
e a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 1993, considera a TB como
‘emergéncia sanitaria mundial” (JOHNSON et al., 1994; OPRAVIL, 1997; SUDRE,
DAM, KOCHI, 1992; WHO, 1999). Infelizmente, se as condigbes presentes forem

mantidas, acredita-se que aproximadamente 200 milhées de pessoas tém risco de
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desenvolver a doengca nos proximos 20 anos (van SOOLINGEN, 2001).
Atualmente, a TB é a causa mais frequente de morte entre as doencas infecciosas,
atingindo principalmente a populagdo economicamente produtiva, com idade entre
15 e 49 anos, e provocando cerca de 2 a 3 milhdes de mortes anualmente
(BLOOM, MURRAY, 1992).

A disseminagéo da TB foi consequente a dificuldade diagnéstica e ao abandono do
tratamento, que refletem a faléncia dos programas de controle da doenca. Nos dois
ultimos decénios, acrescentou-se a esses fatores os fendmenos migratorios
(principalmente em paises desenvolvidos que recebem individuos oriundos de
paises onde a TB é endémica), uso de drogas endovenosas, pobreza e,
particularmente, ao aparecimento de infecgdes pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (ISEMAN, 2000c; MELO et al., 1996; SNIDER, ROPER, 1992).

Foi demonstrado que individuo HIV positivo infectado pelo M. tuberculosis tem risco
de adoecimento maior do que a populagdo em geral. O coinfectado pelo virus HIV
e M. tuberculosis (HIV/TB) apresenta estimativa de desenvolvimento de TB ativa de
5% a 10% ao ano, enquanto para o soronegativo o risco é de 5% a 10% durante
toda a vida (DOLIN et al., 1994; LIMA et al., 1997; LUCAS, NELSON, 1994).

O impacto da epidemia da infecgao pelo HIV e sua associacdo com a TB é
alarmante para paises de diferentes condi¢cdes sécioecondmicas. A estimativa
mundial de infec¢do pelo HIV em adultos, divulgada pela OMS, foi de 13 milhdes
para o ano de 2000, com maior concentragéo na Africa (9,3 milhdes) e na Asia (2,3
milhdes), enquanto que na América Latina seriam 450.000 infectados (HIJJAR,
OLIVEIRA, TEIXEIRA, 2001; WHO, 2000).

De acordo com a Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA) do MS do Brasil,
proporgao significativa dos casos notificados de TB representa coinfeccdo com
HIV, sendo estimado indice de coinfeccdo de 3% a 4% do total de casos de TB, ou
seja, 150.000 casos no periodo de 1996/1997 (KRITSKI et al., 1996, 1998, 2000,
2002).
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Até 1990, a incidéncia de TB no Brasil apresentava declinio de 2% a 4% ao ano
(BRASIL, Ministério da Saude, 1997). Ao final da década de 1990, observou-se
reducdo da frequéncia de declinio para apenas 0,4% ao ano (RUFFINO-NETO,
HIJJAR, 1997). Os principais fatores relacionados ao aumento dos casos foram
atribuidos a questbes estruturais, sistema de saude ineficaz, faléncia dos
programas de controle da TB, crescimento da populacdo marginalizada, crises
econdmicas, migragdes e a epidemia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) (KRITSKI, CONDE, SOUZA, 2000).

O Brasil permanece entre os 22 paises responsaveis por 80% dos casos estimados
de TB no mundo. Considerando-se as notificacoes dos anos de 1996 e 2000 para o
Brasil, observa-se que no ano de 1996 foram notificados 85.869 novos casos da
doenca, entre os quais 44.503 de tuberculosos baciliferos, o que corresponde a
coeficiente de notificacdo de 58,4 casos e 28,4 casos baciliferos por 100.000
habitantes, respectivamente. Os Estados que mais notificaram foram S&o Paulo
(18.534 casos), Rio de Janeiro (14.972 casos), Bahia (7.896 casos), e Minas
Gerais (6.169 casos) (KRITSKI, CONDE, SOUZA, 2000). Em 2000 foram
notificados 82.249 casos novos, sendo 38.690 no Sudeste, 23.196 no Nordeste,
9.281 no Sul, 5.901 no Norte e 3.522 no Centro-Oeste. O coeficiente, para o pais,
foi de 48,4 casos de TB de todas as formas por 100.000 habitantes. Os indices
mais elevados encontram-se no Sudeste (55/100.000), Norte (47,4/100.000) e
Nordeste (44,4/100.000), enquanto os menores situam-se nas regides Sul
(37,7/100.000) e Centro-Oeste (29,5/100.000). O maior coeficiente observado
correspondeu ao Estado do Rio de Janeiro 91,9/100.000 (HIJJAR, OLIVEIRA,
TEIXEIRA, 2001).

Segundo dados da Secretaria Estadual de Saude (SES) de Minas Gerais, através
do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo, nos anos de 2000, 2001 e 2002
notificaram-se 5.053, 5.501 e 5.133 novos casos de TB pulmonar em MG, com
2.278 (45%), 2.914 (53%) e 3.275 (64%) baciliferos, respectivamente (TAB. 1). O

coeficiente de notificacdo de TB, neste periodo, apontou 35,6 casos/100.000
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habitantes em 2000; 34,2 casos/100.000 habitantes em 2001 e 34 casos/100.000
habitantes em 2002, sendo 13, 16,5 e 18 casos baciliferos/100.000 habitantes,

respectivamente.

TABELA 1 - Taxa de incidéncia de casos novos de tuberculose, no periodo de
2000 a 2002, no Estado de Minas Gerais.

; INCIDENCIA
FORMAS POPULAGAO
ANO FORMAS PULMONARES TOTAL por 100.000
EXTRAPULMONARES DO ESTADO
habitantes
BACILOSCOPIA )
TOTAL BACILIFERA TOTAL
POSITIVA
N° % ) N° % ©) N° % )

2000 5.053 81,2 2278 451 1169 188 6.222 17.492.296 13 35,6
2001 5501 91,0 2914 53 543 9,0 6.044 17.689.651 16,5 34,2
2002 5133 83,0 3275 64 1.045 170 6.178 18.343.518 18 34,0

Nota: )% de casos em relagdo ao numero anual

Fonte: SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE/MINAS GERAIS, Sistema Nacional de Agravos de
Notificagéo, 2004.

Em Belo Horizonte, de acordo com a Secretaria Municipal de Saude, no ano de
2001 registraram-se 1.048 casos de TB, incluidos 800 casos de TB pulmonar,
sendo 703 baciliferos (87,8%). Em 2002 foram 777 casos de TB, com 576 casos de
TB pulmonar e 495 baciliferos (85,9%). O coeficiente de incidéncia anual de TB
pulmonar bacilifera notificada foi de 21,39 casos em 2001 e 17,34 casos em 2002,
por 100.000 habitantes.

Estes numeros ndo demonstram a real dimensdo do problema, uma vez que a
subnotificagcdo dos casos deve ser considerada. Conforme dados do Ministério da
Saude, FUNASA, Centro Nacional de Epidemiologia (CENEPI), a taxa de
incidéncia de TB em Belo Horizonte e regiao metropolitana em 2001 corresponde a
61,71 casos/100.000 habitantes (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, FUNASA/CENEPI,
2004).
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2.4 Epidemiologia molecular

De maneira geral, a epidemiologia molecular consiste no uso de técnicas
moleculares para o estabelecimento de correlagdes epidemioldgicas. Esses
meétodos baseiam-se em sistemas de tipagem molecular que permitem a analise e
distingdo de sequéncias de acidos nucléicos dos isolados epidemiologicamente
relacionados (derivados de expansao clonal de precursor comum) daqueles nao
relacionados. Eles sido possiveis devido a estabilidade da sequéncia estudada da
cepa e de sua diversidade dentro da espécie (MASLOW, MULLIGAN, ARBEIT,
1993), e objetivam identificar a distribuicdo, transmissao e manifestacdo da doencga
na populacgao, visando intervencao e prevencao (FOXMAN, RILEY, 2001; SMALL
etal., 1994, van EMBDEN, CAVE, CRAWFORD, 1993).

Essa tecnologia tem sido utilizada na TB para avaliar programas de controle,
monitorizar surtos, discriminar reativacdo enddégena de reinfeccdo exodgena,
rastrear clones de importancia para saude publica, identificar contaminagao

cruzada e transmissiao nosocomial, dentre outros.

Dos métodos de genotipagem utilizados, o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism - polimorfismo do tamanho dos fragmentos gerados por enzima de
restricdo) tem sido considerado técnica de elei¢éo, devido a sua reprodutibilidade,
poder discriminatério, facilidade para realizagcdo e interpretacdo. Este método
baseia-se na detecgao do numero e posicdo gendmica da sequéncia de insercao
IS67110 especifica de espécies do complexo tuberculoso (van EMBDEN, CAVE,
CRAWFORD, 1993) e consiste na extragdo do DNA (acido desoxiribonucleico)
cromossomal, digestdo com enzima de restricdo Pvu Il e hibridizagdo por Southern

blotting com utilizagao de sonda especifica.

O genoma do M. tuberculosis apresenta 10 a 50 copias da sequéncia 1S67110
(BARNES, CAVE, 2003). Estudos tém demonstrado que linhagens de micobactéria
tuberculosa diferentes possuem padrbes polimérficos distintos associados ao
IS6110. Dois ou mais isolados sao definidos como pertencentes ao mesmo cluster,

caso seus padrdes de RFLP sejam idénticos. Isolados que apresentam padrdes de



42

RFLP distintos de todos os outros padrdes sao considerados nao relacionados
(SUFFYS et al., 1997, TENOVER et al., 1997).

Apesar de mais utilizado na epidemiologia molecular, o RFLP possibilita também a
identificacdo rapida da susceptibilidade as drogas anti-TB, além de discriminar se
houve desenvolvimento de resisténcia ou reinfeccdo em um segundo episédio de
TB, permite avaliar surtos e identificar clusters ou aglomerados (BARNES; CAVE,
2003).

2.5 Tuberculose resistente as drogas anti-TB

A resisténcia aos farmacos na TB foi originariamente descrita em ensaios clinicos
para o tratamento antituberculoso com S, em 1947. Na ocasido, observou-se que
algumas cepas, antes susceptiveis a S, apresentaram falha terapéutica com o uso
da droga. A partir de entdo, criou-se o conceito de que o tratamento com droga

unica na TB poderia selecionar bacilos resistentes (McDERMOTT et al., 1947).

Em verdade, a populagédo de micobactérias nao € homogénea e algumas podem
apresentar resisténcia devido a processos espontaneos de mutagdo. Assim, a
pressao seletiva da monoterapia pode selecionar fragdes de bacilos onde ocorreu
mutacado espontanea. Entretanto, esse evento é raro, e pouco provavel se for
utilizada associagao de drogas para o tratamento (ELLNER et al., 1993; WOOQD,
1993).

Se a prevaléncia de mutacdo espontanea a H for de 1x10° organismos e a R for de
1x10® organismos, para gerar resisténcia as duas drogas sdo necessarios 1x10"
organismos (DAVID, 1970; GOBLE, 1986).

A cavidade tuberculosa no pulmdo pode conter até 10° organismos, € mesmo se
houver alguns bacilos resistentes a H ou a R, habitualmente ndo se observara

nenhum resistente a ambas. Todavia, se a micobactéria infectante for
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primariamente resistente a H, o uso de H e R vai funcionar como monoterapia
(CANETTI, 1965).

Assim, na realidade, todas as cepas de M. tuberculosis que apresentarem niveis
significativos de resisténcia a drogas, refletem principalmente o impacto da QT
prévia no fenétipo da cepa, ou seja, selecdo. Cepas selvagens apresentam poucos
mutantes, que n&o constituem populagao significativa de resisténcia na auséncia
de presséo seletiva das drogas (DAVID, NEWMAN, 1971).

Ressalta-se que os mecanismos de resisténcia decorrentes de mutagao conferem
resisténcia a uma unica droga ou aquelas similares. Este fato € comprovado
através de anadlises moleculares, capazes de indicar que a resisténcia as drogas se
situa em Jocus especificos no genoma das micobactérias, sendo certo que a
resisténcia € adquirida a uma droga de cada vez, de forma independente (ELLNER
et al., 1993; WOOD, 1993).

No que concerne a nomenclatura de micobactéria tuberculosa resistente, ainda ha
controvérsia. Frequentemente, o padrao de resisténcia é definido como primario ou
secundario (adquirido), determinando se a cepa isolada teve ou ndao contato com
as drogas anti-TB. Entretanto, a “resisténcia primaria” pode representar também
resisténcia “transmitida” quando o paciente é infectado por cepa resistente
previamente modificada pelo uso das drogas (KRITSKI et al., 1996). Neste sentido,
alguns autores sugerem a expressao resisténcia transmitida para cepas resistentes
de padrdo de resisténcia similar a fonte conhecida ou caso indice (ISEMAN,
2000a).

Em 2000, a OMS sugeriu a reavaliagdo da terminologia e considerou que o
isolamento de cepa resistente de paciente virgem de tratamento deveria ser
referido como resisténcia de caso novo (em vez de resisténcia primaria) e que o
isolamento de cepa resistente de paciente sob tratamento ha pelo menos um més
deveria ser definido como resisténcia a droga em paciente previamente tratado

(resisténcia adquirida).
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A resisténcia cruzada, bem menos comum, esta associada ao uso de drogas
farmacologicamente relacionadas ou que apresentem mesmo alvo de agéo, como a
H e R (WHO, 2000). A resisténcia combinada € a resisténcia global, soma de

resisténcia primaria e secundaria (ISEMAN, 2000a).

Classifica-se como monorresisténcia se o padrao de resisténcia for de apenas uma
dentre as cinco drogas de primeira linha, resisténcia composta aquela a duas ou
mais drogas (exceto H e R) e multirresisténcia quando a cepa é resistente a, pelo
menos, R e H (ISEMAN, 2000b). Deve-se, contudo, considerar que, o conceito de
TB-MDR ¢ distinto para o MS do Brasil.

A TB-MDR ¢é definida internacionalmente como resisténcia a R e a H, mas, no
Brasil, refere-se a uma concepgao operacional, ou seja, pacientes que nao se
curam com o0s esquemas padronizados pela Coordenacdo Nacional de
Pneumologia Sanitaria (CNPS/MS), ou seja, faléncia aos esquemas padronizados
(I, 1 R e lll) e portadores de bacilo resistente a trés drogas, incluindo-se a R e H (Il
Consenso Brasileiro de Tuberculose, 2004). Além da TB-MDR, recentemente tém-
se identificado a resisténcia extensa as drogas (TB-XDR) ou TB super-resistente,
que compreende resisténcia combinada a R e H, em adigdo a uma fluorquinolona e
pelo menos uma das seguintes drogas injetaveis: capreomicina, kanamicina e
amicacina (CDC 2006; JASSAL, BISHAI, 2009; RAVIGLIONE, SMITH, 2007; WHO
2008).

Estudos epidemioldgicos determinaram os fatores de risco para multirresisténcia
que, além do tratamento prévio, incluem residéncia em area endémica de
resisténcia a drogas e contato com paciente com TB-MDR ativa. Todavia, em
apenas 40% dos pacientes consegue-se identificar um fator de risco (KRITISKI,
2002).

Assim, sendo possivel, recomenda-se na primoinfeccdo ou faléncia terapéutica, a
realizacdo dos TS as drogas anti-TB de primeira linha (BLOCH, 1994). Esta

recomendacao foi adotada pelo CDC e ATS devido a observacdo do aumento da
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resisténcia; entretanto, a maioria dos autores concorda com o esquema basico
para o tratamento inicial de todos os casos de TB, mesmo em areas urbanas (onde
a resisténcia primaria pode ser maior que 4%), desde que o paciente ndo tenha
recebido essa medicacédo anteriormente (ATS, 1994; BARNES, 1987; CDC, 1993;
NEVILLE et al., 1994).

Geralmente, em paises desenvolvidos, tem-se observado a emergéncia da TB-
MDR em surtos, principalmente associados ao HIV, devido a maior susceptibilidade
desses pacientes e a transmissdo nosocomial. Nos paises em desenvolvimento, a
TB-MDR é geralmente adquirida e consequente a esquemas de tratamento de
baixa poténcia, irregularidade na tomada de remédios e alta taxa de abandono do
tratamento (VERONESI, FOCACCIA, 2002).

No Brasil, a multirresisténcia primaria parece ser rara, ou nado tem sido
comprovada, devido a indisponibilidade dos TS nos laboratdrios clinicos. Quando
presente, acomete principalmente portadores do HIV, profissionais de saude e
comunicantes intradomiciliares de TB-MDR. Considerando-se que o pais utiliza
esquemas de tratamento eficientes, a maioria dos casos ocorre por uso irregular de
drogas anti-TB e/ou abandono do tratamento. O paciente contribui para a selegao
de resisténcia ndao somente pela utilizacdo equivocada da terapéutica e
descontinuidade do esquema, mas, inclusive, pela ma absor¢do de drogas de
administragao por via oral. Observa-se que, frequentemente, ¢é dificil determinar se
a resisténcia é primaria ou adquirida. No Brasil estima-se que a TB-MDR
representa cerca de 0,5% a 1,0% dos casos notificados (cerca de 400 a 800 casos
por ano) (KRITSKI, 2002).

Aproximadamente 40 anos apos o inicio do uso de drogas anti-TB, constata-se que
a distribuicdo geografica de cepas resistentes € muito diversa. Nas comunidades
com populagdo estavel e programas de tratamento efetivos, a frequéncia da
resisténcia € muito baixa. Contudo, algumas regides apresentam combinagdes
variadas entre a resisténcia propria (indigena) e aquela adquirida através da

migragao de individuos com doenca ativa ou latente (BLOCH et al., 1994).
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E evidente que o conhecimento da resisténcia local possibilita intervencdes
direcionadas. Entretanto, justamente as regides que mais necessitam de
informacdes sdo as que menos tém possibilidade de obté-las. Areas de alta
densidade demografica, compostas de populagdo pobre, com elevada taxa de TB
(inclusive, algumas vezes, associada a coinfeccdo pelo virus HIV), tratamentos
inadequados e auséncia de laboratérios especializados, frequentemente
apresentam indices elevados de resisténcia (ISEMAN, SBARBARO, 1992; WHO,
1999).

Para remediar essas deficiéncias, a International Union Against Tuberculosis and
Lung Disease (IUATLD, 2001) e a OMS (WHO, 2000) iniciaram programa
internacional de vigilancia, objetivando monitorizar os padrdes de resisténcia, cujo
objetivo € o direcionamento de programas de tratamento e prevencgao, essenciais

para a compreensao e melhoria dessas questdes regionais (ESPINAL et al., 2001).

No Brasil, iniciou-se a utilizacado efetiva de esquemas terapéuticos para tratamento
da TB na década de 1960. Varios estudos demonstram que, desde essa €poca,
tém sido empreendidos esforgcos no sentido de se conhecer o perfil de sensibilidade
das micobactérias e os fatores associados a resisténcia desses isolados
(ANDRADE; SOLARI; BECKER, 1975; FANDINHO et al. 1999; LIMA FILHO et al.
1980; MAGARAO et al. 1967; MARRA, 1967; PINTO et al., 1996; PINTO et al.,
2001; ROSEMBERG, WAISBICH, 1967; SALEM et al. 1990; SILVA et al., 1992).
Esses estudos evidenciam que a resisténcia, em geral, associa-se a irregularidade

da administracdo do tratamento e, mais recentemente, com a coinfec¢éo pelo HIV.

O MS realizou estudo nacional de resisténcia das cepas de M. tuberculosis em
pacientes atendidos nos Postos de Saude. Os dados preliminares indicam
prevaléncia da TB-MDR (H e R) de 1% (KRITSKI, CONDE, SOUZA 2000). Nesse
estudo ndo foi avaliada a prevaléncia de infeccdo pelo HIV e nem incluidas
amostras clinicas de pacientes atendidos em hospitais. Contudo, outro estudo,
realizado em Centro de Referéncia para Tratamento da SIDA, em Sao Paulo,

demonstrou prevaléncia de resisténcia primaria a H e R de 11% e adquirida a uma
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ou mais drogas de 33%. No Rio de Janeiro, dois hospitais gerais de referéncia
apresentaram 15% e 5% de resisténcia a R. Esses dados diferem daqueles obtidos
em unidades de saude ambulatoriais (GERHARDT FILHO, HIJJAR, 1993;
KRITSKI, SILVA, CONDE, 1998; PINTO et al., 1995).

Acredita-se que, provavelmente, a TB-MDR primaria no Brasil esteja ocorrendo em
situagdes de relagdo com o HIV. Entretanto, as informagbes nacionais ainda sao
precarias (PINTO et al., 1995; TOLEDO et al., 1995).

SILVA e outros (2001), realizaram estudo retrospectivo avaliando 170 cepas de
micobactérias isoladas entre 1993 e 1995 em duas regides de alta prevaléncia de
TB no Estado do Rio Grande do Sul. Dentre 170 cepas, 96 foram isoladas de
pacientes sem histéria prévia de TB ou imunodeficiéncia, 52 de pacientes tratados
para TB e 22 de HIV positivos. Observaram, ainda, taxas de multirresisténcia de

10%, 44% e 18%, respectivamente.

Publicagdes (ESPINAL et al., 2001; PABLOS-MENDEZ et al., 1998), referentes a
projetos de vigilancia conduzidos pela OMS e IUATLD, objetivando avaliar a
prevaléncia da resisténcia aos farmacos anti-TB, no periodo de 1996 a 1999, em
58 regides geograficas dos seis continentes, demonstraram que a TB resistente no
continente americano (nos paises contemplados pelo estudo) e na maioria dos
paises africanos (mesmo naqueles com elevadas taxas de infeccédo pelo HIV) nao
representa sério problema de saude publica. Em relagcdo a Europa Ocidental,
Oriental e Australia, a TB apresenta aumento da prevaléncia, provavelmente
decorrente da imigracdo. Os paises mais populosos do mundo, China e india,
atingem oito milhdes de casos de TB incidente (39%), sendo que 75% dos casos
do mundo estdo nos cinco paises da Asia. Nesse inquérito mundial, o Brasil
participou com amostra representativa de 2888 cepas de pacientes atendidos
ambulatorialmente, tratados (n=793) e nao tratados previamente (n=2095). A taxa
de resisténcia a uma droga entre pacientes nao tratados anteriormente foi de 6,4%
(3,8% aH; 24% a S; 0,1% ao E, 0,2% a R). Nesse caso a resisténcia associada a

R e H foi de 0,9%. Entre os pacientes com tratamento prévio observou-se
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resisténcia de 7,3% (4,8% a H; 2.4% a S; 0,1% a E, 0,6% a R) com resisténcia a R
e H de 3,9%. O aumento da taxa global de multirresisténcia (RH) demonstra a
importancia do uso prévio de medicamentos anti-TB no desenvolvimento da
resisténcia (BRASIL, Ministério da Saude, 2002).

Algumas consideragbes foram propostas quanto a distribuicdo da resisténcia a
drogas em varios paises ou grupos populacionais. Naquelas regides com baixa
prevaléncia de TB, relativamente présperas, demograficamente estaveis e que
contam com sistema de saude ou tratamento organizado, a prevaléncia da
resisténcia apresenta tendéncia a situar-se abaixo de 5%. Nesse caso, os padroes
migratorios determinam grande influéncia na prevaléncia. Em paises pobres, com
limitadas fontes de recursos para saude, onde as drogas anti-TB ndo estédo
disponibilizadas, a prevaléncia da TB-MDR é baixa, apesar das elevadas taxas de
prevaléncia de TB. Contudo, o padrao mais preocupante encontra-se em paises
em que a TB é prevalente, a medicagao é disponivel, mas o sistema de saude e a
distribuicdo das drogas para o tratamento sdo precarios. Essa situagdo promove
taxas de resisténcia de até 30% a 50%, com varios casos de MDR (ISEMAN,
SBARBARO, 1992). O conhecimento desses fatos permite a compreensédo da

tendéncia mundial quanto a distribuicdo da TB-MDR.

2.6 O bacilo M. tuberculosis

O género Mycobacterium é composto de bastonetes retos ou ligeiramente curvos,
imoveis, nao esporulados, e nao capsulados. Diferem de outros géneros
bacterianos em uma série de propriedades, a exemplo da quantidade e tipos de
lipidios presentes em sua parede celular. Os acidos graxos da parede celular, tais
como acidos micolicos e ceras, conferem resisténcia ao alcool-acido, observada na

técnica de coloragao de Ziehl-Neelsen pela resisténcia a descoloragao.

O M. tuberculosis € um microrganismo intracelular facultativo e aerdbico estrito,
multiplica-se lentamente, com tempo de geragao de aproximadamente 18 horas em

condicbes de temperatura préoximas a 37°C. Sua parede celular contém uma
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camada localizada abaixo do peptideoglicano, excepcionalmente rica em lipides,
glicolipidios e polissacarideos. Esta composicao lhe permite resistir a acéo de anti-
seépticos e antibidticos (WAYNE, KUBICA, 1986).

A recente descoberta de vias biossintéticas responsaveis pela producédo de
constituintes da parede celular, como acido micdlico, acido micocerosico,
fenoltiocerol, lipoarabinomanose e arabinogalactomanose, dentre outros,
contribuem para longevidade da micobactéria, desencadeiam a resposta
inflamatoéria do hospedeiro e determinam a patogénese (CASTRO, TRABULSI,
1991).

O M. tuberculosis teve recentemente seu genoma completamente sequenciado
(cepa H37Rv de M. tuberculosis). Esse genoma €& rico em DNA repetitivo,

particularmente da sequéncia de inser¢cao /IS6710 (COLE et al., 1998).

2.7 Mecanismos moleculares associados a resisténcia

A bactéria torna-se resistente através de modificagdes genotipicas e fenotipicas. A
resisténcia fenotipica ndo € causada por mutagdes genéticas, sendo que a bactéria
se torna susceptivel quando fora de estado estacionario ou dormente, ou seja,
quando em crescimento ativo. Neste caso, a resisténcia da micobactéria é
transitoria. A resisténcia genotipica, demonstrada através de analises moleculares,
sugere que a resisténcia seja adquirida pelos bacilos através de alteragdo do alvo
da droga, mutacao génica ou pela “super producado” do alvo (INDERLIED, NASH,
1996).

Plasmidios e transposons nao tém sido associados aos mecanismos de resisténcia
a drogas no M. tuberculosis, ou seja, ndao ha comprovacado cientifica que
documente a transferéncia de material génico para o bacilo. A resisténcia no M.
tuberculosis decorre de mutagbes em genes cromossomais. Assim, a mutagéo
simultdnea a duas ou mais drogas € produto de probabilidade individual, sendo,

portanto, resisténcia multiplicativa, envolvendo diferentes genes.
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Todavia, a resisténcia ndo confere a bactéria nenhuma vantagem seletiva, a nao
ser quando exposta a droga. Sob tais circunstancias, as cepas sensiveis sao
destruidas e as resistentes proliferam (INDERLIED, NASH, 1996). Em relagdo a
viruléncia, € provavel que algumas linhagens resistentes apresentem menor
patogenicidade, principalmente associada a deficiéncia enzimatica decorrente da
mutagado (HEYM et al., 1994; WILSON, COLLINS, 1996).

A probabilidade de resisténcia € mais elevada para drogas anti-TB menos eficazes
(ex.: etionamida), intermediaria para drogas como H e E e baixa para a R, sendo

também diretamente proporcional a carga bacteriana (INDERLIED, NASH, 1996).

A selegao em série, ou seja, selegcado de cepa com um tipo de mutagao seguida de
nova selecao para mutacgao referente a outra droga, € o mecanismo predominante
para o desenvolvimento de cepa MDR, sendo que, geralmente, pacientes
portadores de cepas MDR constituem um pool das infecgdes crdnicas e propagam
a resisténcia primaria “transmitida” de MDR. Essas mutagbes s&do geralmente
produto do tratamento inadequado ou ndo aderéncia ao tratamento (INDERLIED,
NASH, 1996).

2.8 Testes para determinagao da resisténcia

A realizacdo de testes para determinagédo da resisténcia as drogas com intuito de
adequar o manejo dos pacientes e monitorizar os niveis de resisténcia é importante
e necessario. Porém, os métodos disponiveis que envolvem cultivo de isolados em

meio solido sdo trabalhosos e lentos.

Sao reconhecidos como métodos para medicdo de sensibilidade da micobactéria
as drogas o método das proporgdes, o radiométrico, a concentragao absoluta e a
razdo de resisténcia. Dentre esses, os mais utilizados sdo os métodos das
proporgdes e o radiométrico (INDERLIED, NASH, 1996).
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Os TS sao usualmente eficazes para a avaliagdo da maioria das drogas anti-TB.
Contudo, para a Z, os TS “in vitro” sédo dificultados e restringidos pelas condigbes
de acidez (pH 5.5- 6.0) necessarias para a atividade o&tima da droga
(MACKANESS, 1956; McDERMOTT, TOMPSETT, 1954).

Apesar dessas limitagdes: demora do resultado, custo e dificuldade de
padronizacao, a caracterizagao fenotipica de cepas, classificando sua sensibilidade

em relagado as drogas, costuma ser indispensavel para determinados casos.

O método das proporgdes foi descrito por CANETTI em 1963 e consiste em
detectar a proporcédo de bacilos resistentes presentes em uma amostra de isolado,
frente a concentragdo da droga que € capaz de inibir o desenvolvimento das
micobactérias sensiveis, mas nao o das resistentes. Para cada droga, foi definida a
proporcao de mutantes resistentes. Igual ou acima desta proporgdo o isolado é
considerado resistente (CANETTI, GROSSET, 1986). O método das proporgdes
pode ser direto ou indireto. Se direto, a amostra positiva € inoculada diretamente no
meio contendo ou nao drogas. No indireto, utiliza-se cultura de micobactéria pura
como inéculo. A vantagem do método de proporcdes direto é fornecer resultados
mais precoces, de trés a quatro semanas antes do indireto (INDERLIED, NASH,
1996).

Métodos baseados na producdo de diéxido de carbono (CO, marcado, como do
sistema BACTEC — MB BACT), possibilitam resultados mais rapidos, inclusive
permitindo a deteccdo da CIM, equiparando-se em sensibilidade aos métodos

convencionais. Entretanto, sdo dispendiosos e demandam importacdo de insumos.

No método radiométrico, incuba-se o meio de cultura contendo micobactérias e
drogas e a raz&o do crescimento € medida pela detecgdo do CO, marcado liberado
pelas micobactérias, assim determina se a amostra € sensivel ou ndo a droga
pesquisada (WATTERSON, DROBNIEWSKI, 2000). Esse método ¢é validado pela
OMS.
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Os critérios para realizacdo de TS foram modificados nos ultimos anos mediante a
crescente incidéncia de resisténcia. Atualmente, nos Estados Unidos, recomenda-
se que todos os primeiros isolados do paciente tuberculoso sejam submetidos aos
TS pelos érgéos publicos de saude. Outras recomendagdes incluem positividade
de amostras apos negativagado de baciloscopia, suspeita de resisténcia primaria
(area de elevada incidéncia de MDR) além de doenga disseminada (miliar) ou
meningite. Naquelas areas onde a taxa de MDR é baixa, recomenda-se, por
prudéncia, estocar as amostras congeladas por seis meses para, se necessario,
realizar exame posteriormente (INDERLIED, NASH, 1996). No Brasil, o TS para
drogas anti-TB nao é realizado rotineiramente, apesar de recomendado para casos

de retratamento e suspeita de TB resistente.

2.9 Deteccao da resisténcia a drogas anti-TB por técnicas moleculares

O sequenciamento completo do genoma do M. tuberculosis e as informagdes
obtidas através das anadlises detalhadas de bioinformatica possibilitaram melhor

compreensao sobre a biologia funcional deste patégeno (COLE et al., 1998).

Seu genoma decifrado recentemente compreende 4.411.529 pares de base (pb),
com 3.924 proteinas e um conteudo guanina (G) + citosina (C) de 65,6%, sendo
este relativamente constante em todo o genoma. Contudo, diversas regides
apresentaram conteudo de G+C maior do que a média. Essas regides
correspondem a sequéncias pertencentes a grandes familias génicas que incluem

sequéncias polimoérficas ricas em G e C (COLE et al., 1998).

Uma revisdo do genoma do M. tuberculosis, (cepa H37Rv) apresentada por
CAMUS e outros, em 2002, revelou 82 novas sequéncias que codificam proteinas.
Nessa revisdo sao descritos mais de 300 nomes de genes e observadas
modificagdes no comprimento de 60 deles. A analise genbOmica permitiu
caracterizar a funcdo de 2058 proteinas e demonstrar que somente 376 proteinas
putativas ndao compartilham homologia com outras ja conhecidas, sugerindo serem,

estas, unicas na espeécie.
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Como consequéncia desses estudos genéticos e moleculares, tem sido possivel
uma melhor compreensao das bases moleculares de resisténcia do M. tuberculosis
aos principais farmacos utilizados no tratamento da TB (ZHANG, TELENTI, 2000),
e, em particular, a identificacdo de genes, mutagbes e mecanismos relacionados
com a resisténcia a esses farmacos (JACOBS, BLOOM, 1994).

Andlises genéticas e moleculares de bacilos resistentes sugerem que a resisténcia
€, usualmente, adquirida por alteracées no alvo do farmaco como consequéncia de
mutacdes no gene que codifica este alvo. Durante a exposicdo do M. tuberculosis
ao farmaco existe pressao seletiva para mutantes resistentes. As cepas MDR
surgem apos uma sequéncia de mutagdes nos diferentes genes envolvidos com
cada um dos farmacos (ZHANG, TELENTI, 2000).

As bactérias utilizam uma série de estratégias para desenvolver a resisténcia aos
farmacos. Tais estratégias podem ser divididas nas seguintes categorias:
mecanismos de barreira (redugdo da permeabilidade e bombas de efluxo);
degradagao ou inativacdo de enzimas (ex. f-lactamases); modificagdo do alvo do
farmaco (mutagdo de um gene alvo). As informagdes genéticas para tais
propriedades podem ser adquiridas via elementos genéticos mdveis exdgenos
(plasmideos) ou podem residir no cromossomo da bactéria (ZHANG, TELENTI,
2000).

As micobactérias ndo sao diferentes de muitas outras bactérias, no que se refere
ao uso das estratégias supracitadas. Sua parede celular tem a capacidade de
variar sua permeabilidade a muitos compostos, produzindo enzimas que degradam
ou modificam os farmacos e alteram, de maneira espontdnea, a mutacao
cromossomal previsivel de regides alvo nos genes (TELENTI et al, 1997a).
Entretanto, a resisténcia as drogas utilizadas no tratamento da TB depende desse
terceiro mecanismo de resisténcia. A TB-MDR reflete a acumulagao de etapas de
mutagdes individuais de diversos genes independentes, e ndo a aquisicdo em

bloco de resisténcia a multiplos farmacos (TELENTI et al., 1997a).
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As bases moleculares da resisténcia sao frequentemente mutagdes génicas que
podem ser detectadas direta ou indiretamente por diferentes técnicas. A reagéo em
cadeia da polimerase (PCR) pode ser usada para amplificar regides de genes
envolvidos na resisténcia, permitindo a identificacdo de mutacdes. Geralmente,
realiza-se a PCR seguida da anadlise dessas sequéncias mutadas através de: a)
sequenciamento do DNA; b) avaliagcdo de polimorfismo conformacional de
fragmentos de fita simples (SSCP); c¢) analise de fragmentos de DNA gerados por
enzimas de restricdo (RFLP); que sédo algumas das técnicas desenvolvidas para
esse fim (ROSSETTI et al 2002).

O sequenciamento de produtos da PCR (amplicons) € um método direto que
detecta e caracteriza as mutacdes, além de permitir a identificagcao de diferentes
espécies de micobactérias. Constitui método padrao de escolha para validar outros

meétodos que detectam as mutacgdes indiretamente.

O SSCP baseia-se na diferengca da migracdo de uma fita simples de DNA, que
apresenta diferenga em sua composi¢do. Durante o processo separam-se, pelo
calor, as fitas de DNA, que, apos o esfriamento, mantém a sua estrutura
secundaria. As alteragdes na estrutura do DNA, causadas pelas mutagdes,
influenciam na velocidade de migragdo dos segmentos em gel de agarose ou

acrilamida.

O RFLP pode ser utilizado para identificagdo de sequéncias mutadas como, por
exemplo, mutagdes do gene katG envolvido na resisténcia da micobactéria a H.
Neste caso, utiliza-se a enzima de restricdo Msp/ que reconhece a sequéncia
5’C|CGT"3, clivando o DNA da micobactéria na regiao dos coédons 315 e 463 do
gene katG (locus preferenciais associados a resisténcia a H). Apds a clivagem e a
realizacdo da PCR, esses fragmentos gerados sdo comparados as sequéncias de
cepa selvagem (HAAS et al.,1997; MARTTILA, SOINI, HUOVINEN, 1996).

Até o momento, os métodos moleculares mais simples disponiveis para

identificacdo de resisténcia as drogas anti-TB envolvem apenas a detecgdo da
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resisténcia a R, através do marcador rpoB. Para os outros farmacos de primeira
linha, as bases genéticas de resisténcia ndo foram elucidadas ou sao muito

complexas, o que dificulta o desenvolvimento de técnicas de detecgao rapida.

Um dos testes moleculares disponivel comercialmente que permite a identificagao
do rpoB € o Line Probe Assay, desenvolvido recentemente pela Inno-genetics, da
Bélgica (DE BEENHOUWER et al., 1995 ; SHAFER et al., 1995). Baseia-se na
amplificagdo por PCR de segmento do gene rpoB e posterior hibridizacdo desses
amplicons com sondas correspondentes. Nesse kit, utilizam-se cinco sondas de
linhagem ou cepa sensivel e quatro sondas de cepas resistentes para mutagdes
especificas do gene rpoB. A interpretacao se da pela leitura do padrdo de bandas,
que permite a deteccao de mutagdes do rpoB. Esse teste pode ser realizado em
isolado de cultura ou diretamente em espécimes clinicos, demandando tempo de
realizacao em torno de 48 horas. A sensibilidade do método, quando realizado em
isolados de cultura, varia de 92,2% a 99,0% (SOINI, MUSSER, 2001). Apresenta
boa aplicabilidade e facilidade na execucdo. Contudo, seu elevado custo pode
inviabilizar o uso na rotina e ha necessidade de confirmagao de sua eficacia para
os isolados de M. tuberculosis do Brasil (ROSSETTI et al., 2002).

Cabe ressaltar que a auséncia de mutagdo nos genes alvo n&o significa,
necessariamente, que a cepa de M. tuberculosis avaliada seja sensivel, ja que
pode haver mutacdo em gene nao preferencial, ou que o mecanismo de resisténcia

envolvido ndo seja molecular, a exemplo do sistema de efluxo da droga.

2.10 Isoniazida

Apesar do uso difundido dessa droga no tratamento e profilaxia da TB e do intenso
investimento na pesquisa, pouco se conhece acerca do mecanismo de acao e alvo

da H na micobactéria.

Descrita em 1912 por MAYER e introduzida em 1952 por MIDDLEBROOK, (citados
por TAVARES, 2001) como uma das drogas anti-TB de primeira linha, a H, ou
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hidrazida do acido isonicotinico, apresenta estrutura simples, composta de um anel
piridina e um grupo hidrazida. E o mais antigo e efetivo farmaco no tratamento da
TB, apresentando CIM baixa de 0,02-0,05 pg/mL, sendo que a concentragao sérica
(3-5 ug/mL) da droga excede em muito a CIM e a concentragao bactericida minima.
Contudo, a H so ¢é ativa contra organismos em formas replicativas (HEIFETS,
LINDHOLM-LEVY et al., 1989; TAVARES, 2001).

2.10.1 Mecanismo de agéo da isoniazida

A H é, provavelmente, uma pro-droga que requer, para ativagdo, a presenga da
enzima catalase-peroxidase, codificada pelo gene katG. Atua através da inibicdo da
biossintese de acidos micdlicos, que compdem a parede celular, tornando a
micobactéria  susceptivel ao radical oxigénio e outras substancias
(MIDDLEBROOK, COHN, SCHAEFER, 1954; WANG, TAKAYAMA, 1972).

As evidéncias que embasam esta hipotese decorrem da observacdo de que na
presenga de H: a) as micobactérias se tornam frageis, ocorrendo liberagdo de
material intracelular, inclusive polissacarideos — usualmente ligados aos acidos
micdlicos no meio de cultivo; b) ocorre aumento da viscosidade intracelular,
provavelmente secundario ao aumento do volume intracelular ou acumulo
intracelular de precursores da parede celular; ¢) diminui a hidrofobicidade da célula;
e d) ocorre perda da propriedade de resisténcia acido-alcodlica. As alteragdes
supracitadas sao sugestivas da perda da integridade estrutural e fisioldgica da
parede celular (INDERLIED, NASH, 1996 ; WINDER, COLLINS, 1982).

A H também afeta o metabolismo do nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD) pela
incorporagao da nicotinamida ou pela ativacdo da NAD-glicohidrolase (WINDER,
COLLINS, 1968; WINDER, COLLINS, 1969). O modelo do mecanismo de agao da
H é apresentado pela FIG. 1.
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FIGURA 1 - Representagao do mecanismo de agao da isoniazida

Nota: A figura mostra as mutagdes nos genes katG, inhA e ahpC que tornam a H inativada, levando
a resisténcia. Apds entrar na célula, a H precisa ser ativada pela enzima catalase-
peroxidase, codificada pelo gene katG. Somente, entdo, a H ativada pode inibir a sintese
dos acidos micolicos, impedindo a formagéo da parede celular. Uma mutagdo no gene
katG levaria a um impedimento na ativacdo da H, e a cepa ficaria resistente. Para
compensar a falta da proteina katG, ocorre aumento da expressao da proteina ahpC que
detoxifica os peroxidos orgénicos antes ligados pela katG. A mutagdo no gene inhA, por
sua vez, impede a incorporagdo de acidos graxos, que inibe a sintese de acidos micodlicos
e favorece a destruicao da parede celular da micobactéria.

Fonte: Modificada de RATTAN, KALIA, AHMAD, 1998, p.195.
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2.10.2 Resisténcia a isoniazida e mutagbes génicas associadas

A resisténcia a H esta associada a varias mutagdes, envolvendo um ou mais genes
que codificam enzimas, como katG (catalase-peroxidase), inhA (enoil-ACP
redutase), ahpC (alquil-hidroperdxido redutase), kasA (beta cetoacil-ACP sintase) e
ndh (NADH desidrogenase) (LEE, LEE, JUNG, 2001).

A resisténcia a H pode acontecer em decorréncia de mutagdes génicas. A mutagao
no gene katG que codifica a catalase-peroxidase impede a ativagdo da H e esta
associada a resisténcia de alto ou baixo grau, dependendo do tipo de mutagdo. Em
algumas cepas, a mutacédo do gene katG induz o gene oxyR-ahpC, que resulta na

superexpressao do ahpC, com destruicdo dos peroxidos organicos. A mutagao no
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gene inhA, por sua vez, impede a incorporacdo de acidos graxos, que inibe a
sintese de acidos micolicos e favorece a destruicdo da parede celular da

micobactéria.

Algumas cepas resistentes a H ndao apresentam mutacdes nos genes katG, inhA,
ahpC ou kasA, o que pode indicar a existéncia de outros genes ou mecanismos
envolvidos na resisténcia, embora menos frequentemente (BANERJEE et al., 1994,
MDLULI et al., 1998; ROSSETTI et al., 2002; WILSON, COLLINS, 1996; ZHANG,
TELENTI 2000).

Mutagdes pontuais foram identificadas em ndh, que codifica a NADH
desidrogenase, enzima essencial na cadeia respiratéria, regulando a razdo de
NADH/NAD" nas células (LEE, LEE, JUNG, 2001; MIESEL et al., 1998). Mutagdes
nesse gene apresentam fendtipos pleiotrépicos, incluindo a co-resisténcia para H e
Etionamida (Et) em M. tuberculosis. O mecanismo molecular pelo qual mutag¢des

em ndh conferem resisténcia ao bacilo é pouco entendido.

2.10.2.1 O gene katG

Varios estudos realizados na década de 1950 estabeleceram correlagéo entre a
resisténcia a H e a atividade da enzima catalase-peroxidase (COHN et al., 1954,
MIDDLEBROCOK et al., 1954).

MIDDLEBROOK et al. (1954) observaram que alguns isolados de M. tuberculosis
altamente resistentes a H nao apresentavam atividade da enzima catalase-

peroxidase e frequentemente eram avirulentos para a cobaia.

Posteriormente, ZHANG et al. (1992) identificaram o gene katG que codifica a
enzima catalase-peroxidase e evidenciaram a auséncia desse gene em isolados
resistentes a H, o que permitiu relacionar a atividade dessa enzima com a

resisténcia a droga.
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O gene katG situa-se numa regido altamente variavel do genoma do M.
tuberculosis. Essa regiao contém varias sequéncias repetidas de DNA, que podem
causar instabilidade no local e contribuir para a alta frequéncia de mutagdes. Essas
mutacdes sao frequentemente observadas em isolados resistentes a H que

perderam a atividade de catalase-peroxidase.

A clonagem do gene katG permitiu a identificacdo de mutagdes que resultam em
expressao reduzida do gene ou redugao da atividade peroxidativa. Em relagéo ao
gene, observou-se que as mutagdes mais frequentes sdo pontuais, geralmente
substituicdes (mais frequentes que as delec¢des) nos codons preferenciais 315 (Ser
- Thr) e 463 (Arg 2>Leu) (ZHANG, TELENTI, 2000), conforme representado na
FIG. 2.
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FIGURA 2 - Polimorfismo detectado na proteina katG, identificada em cepas
de M. tuberculosis, resistentes a isoniazida.
Fonte: RAMASWAMY, MUSSER, 1998, p.3.

2.10.2.2 O gene ahpC

A AhpC e KatG sdo duas proteinas com atividade enzimatica, cuja expressao em
organismos gram-negativos é coordenadamente regulada em resposta ao estresse

oxidativo. Essa coordenacao € encontrada através do envolvimento de um fator de
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transcricdo chamado oxyR, que responde ao estresse induzido pelo peroxido
(SLAYDEN, BARRY, 2000).

O oxyR é um gene regulatério que atua como sensor no stress oxidativo e ativador
na transcricdo do gene e que controla a expressao de genes para as enzimas
catalase-hidroperoxidase | e alquil-hidroperoxidase, codificada pelos genes katG e
ahpC, respectivamente (FARR, KOGOMA , 1991).

O ahpC é um gene que codifica a enzima alquil-hidroredutase, a qual inviabiliza o
metabdlito ativo da H. Geralmente esse gene nao € ativo no M. tuberculosis devido
a deficiéncia natural do seu gene controlador, o oxyR. Todavia, muta¢des do ahpC
podem estar associadas a resisténcia a H. Cepas resistentes a H, katG negativas,
podem apresentar aumento da expressdao do ahpC, provavelmente devido a
mecanismo compensatério da perda da fungdo de katG (TELENTI et al., 1997a)
(FIG. 3).
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FIGURA 3 - Representagcao esquematica da regiao intergénica oxyR-ahpC de
M. tuberculosis.

Nota: Figura mostrando as trocas de nucleotideos em isolados resistentes e sensiveis a H. Os
dados referem-se a mutagdes ja descritas anteriormente (B substituicdo de nucleotideo,©
insergéo). Os numeros estdo baseados na posigao no sitio de inicio do RNAm.

Fonte: Modificada de RAMASWAMY, MUSSER, 1998, p.3.
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2.10.2.3 O gene inhA

O gene inhA codifica a enoil-ACP-redutase dependente de NADH, enzima
envolvida na sintese do acido micodlico da parede celular da micobactéria, por¢cao
alvo para agao da H (BANERJEE et al.,, 1994). A forma ativa da H (radical acil-
isonicotinico) inibe a enzima pela reacdo com co-fator de NADH, que bloqueia sitio
ativo da enzima, formando ligacdo covalente de alta afinidade (isonicotinico acil
NADH) (ROZWARSKI et al., 1998).

A resisténcia ocorre através de mutagdes no sitio ativo da enzima que diminui sua
afinidade pelo NADH, sem afetar a sua atividade enzimatica ou através do aumento
da expressao de InhA (BASSO et al., 1998). A redugao da ligagdo da NADH com o
InhA conduz a baixa vulnerabilidade da InhA para atacar radical ativado de H,
porque a inibicdo do InhA pelos radicais H requer a presenca de NADH ligado a
InhA (ZHANG, TELENTI, 2000).

Em geral, mutagdes do inhA estao associadas a resisténcia a H de baixo nivel. As
mutacdes no katG podem causar resisténcia de baixo ou alto nivel, dependendo
das mutagdes que ocorreram na enzima catalase-peroxidase. Mutagdes que levam
a perda da atividade enzimatica geralmente s&o de alto nivel. As mutag¢des de inhA
nao apenas causam resisténcia a H, mas também conferem resisténcia a Et
(BANERJEE et al., 1994). As FIG. 4 e 5 representam a estrutura do inhA e as

mutagdes do locus inhA associadas a resisténcia a H.
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FIGURA 4 - Representagcdao esquematica de mutagoes identificadas no locus
inhA de cepas de M. tuberculosis resistentes a isoniazida e
etionamida.

Fonte: RAMASWAMY, MUSSER, 1998, p.3.

FIGURA 5 - Desenho esquematico com estrutura terciaria da proteina do
inhA, apresentando substituicoes de aminoacidos, identificadas
em cepas de M. tuberculosis resistentes a isoniazida.

Fonte: RAMASWAMY, MUSSER, 1998, p.3.

2.10.24 O gene kasA

Com pequena dose de H (1 pg/mL) pode-se induzir duas proteinas de 12 e 80
kilodaltons (kda) no M. tuberculosis. A proteina menor, de 12 kda, apresenta
ligagdo com lipides e a analise de sequéncia de aminoacidos demonstrou
homologia a ahpC. A proteina de 80 kda apresenta homologia a p cetoacil ACP

sintase, codificada pelo kasA, sendo essa enzima envolvida na sintese de acido
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micolico. Mutagdes no kasA foram encontradas em cepas tanto resistentes quanto
sensiveis a H (LEE et al., 2001; MDLULI et al., 1998; ZHANG, TELENTI, 2000).

Sintetizando, os mecanismos genéticos determinantes da resisténcia a H atuam em
trés niveis: 1) bloqueio da ativagao da droga: katG; 2) inativagdo do intermediario
toxico da H: ahpC ; 3) bloqueio da biossintese do acido micdlico: inhA (CAMPOS,
1999). A FIG.1, apresentada anteriormente, explica 0 mecanismo de agdao da H e a

participagdo dos genes envolvidos na resisténcia.

Estudos bioquimicos e genéticos sdo necessarios para estabelecer o papel das
mutagdes identificadas na resisténcia a H. Na falta do conhecimento quanto as
fungcdes de muitos dos genes, a baixa frequéncia de mutagbes observadas nos
isolados torna dificil concluir com segurangca sobre o papel deles na origem da
resisténcia. A sequéncia dos dados proporcionada pela analise dos 20 genes
estudados por RAMASWAMY et al. (2003) é um passo inicial para compreenséo do

mecanismo complexo da agao de H em M. tuberculosis.

2.11 Rifampicina

A R é uma ansamicina lipofilica, derivada semi-sintética da rifamicina, sintetizada
inicialmente na ltalia, em 1957, a partir do Streptomyces mediterranei e introduzida,
em 1972, como droga anti-TB (CHAULK, KAZANDJIAN, 1998; HIRANO, ABE,
TAKAHASHI, 1999; RAMASWAMY, MUSSER, 1998). E muito ativa contra o M.
tuberculosis, porque se difunde rapidamente através do envelope celular
hidrofébico e atua na inibicdo da sintese protéica. E geralmente eficaz contra o M.
tuberculosis em CIM, que varia de 0,1 a 0,2 yg/mL (BLANCHARD, 1996).

2.11.1 Mecanismo de ac¢éo da rifampicina

A atividade antimicrobiana é atribuida a capacidade do seu anel macrociclico em
ligar a RNA polimerase da micobactéria, o que impede a sintese do RNA. Na

realidade, a rifampicina liga-se a subunidade  da RNA polimerase, codificada pelo
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gene rpoB, inibindo a transcricdo. Essa ligagdo droga-acido nucléico forma
complexos firmes e irreversiveis com a enzima (BLANCHARD, 1996). O
mecanismo de agao primario da droga € bacteriostatico. Todavia, devido a ligagéo
irreversivel com a RNA polimerase (enzima), todo o processo de sintese protéica,
inclusive do DNA, fica comprometido e a célula é destruida pela ndo renovagao de

constituintes vitais.

2.11.2 Resisténcia e mutagbes génicas associadas

A resisténcia a R é observada menos frequentemente do que a resisténciaaHe S
(WHO, 1997), ocorrendo em 108 bacilos. Embora rara, a resisténcia a R resulta na
veloz selecdo de mutantes resistentes a outros farmacos do esquema de curta
duracdo. Assim, como a resisténcia a R pode estar associada a resisténcia a H, e,
sabendo-se que esta é mais frequente que aquela, alguns autores sugerem o uso
da resisténcia a R como marcador para detecgao de linhagens MDR (TELENTI et
al., 1993).

2.11.3 O gene rpoB

Mais de 96% das cepas resistentes a R apresentam mutagdes na regido central de
81 pb do gene rpoB, composta de 27 cdédons. A maioria das mutagdes do rpoB
(65%-85%) alteram os cddons 526 e 531, resultando em resisténcia de alto grau,
com CIM superior a 32 yg/mL. Porém, nem todas as mutagdes do gene exibem o
mesmo grau de resisténcia, sendo que altera¢des dos cdédons 511, 516, 518 e 522
determinam resisténcia de baixo grau (MOGHAZEH et al., 1996; OHNO et al,,
1996).

Mutagdes mais raras relacionadas a resisténcia a R podem ser identificadas na
regido aminoterminal do rpoB (ZHANG, TELENTI, 2000). A maioria dos laboratérios
de referéncia envolvidos com técnicas moleculares avalia somente a regidao de 81
pb; contudo, SOMOSKOVI, PARSONS, SALFINGER (2001) sugerem avaliagao de

mutagdes no terminal amino, quando nao for identificada mutagéo na regido de 81
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pb. A FIG. 6 apresenta as mutacdes descritas no gene rpoB de cepas de M.

tuberculosis resistentes a rifampicina
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FIGURA 6 - Mutagoes descritas no gene rpoB de cepas de M. tuberculosis
resistentes a rifampicina.
Fonte: RAMASWAMY, MUSSER, 1998, p.3.

2.12 Pirazinamida

A Z é um analogo estrutural da nicotinamida, convertida no organismo a acido
pirazindico. A conversdao ocorre em pH baixo e depende das enzimas
nicotinamidase e pirazinamidase (PZase), produzidas pelo bacilo. E uma droga
bactericida que atua nos bacilos de multiplicagao lenta. Utilizada em associagao a
H e R, resultou na reduc¢do da duracao do tratamento da TB de 9 para 6 meses,
sendo que participa nos esquemas de tratamento 1 e 1R (INDERLIED, NASH,
1996; TAVARES, 2001). A acéo da Z ¢é altamente especifica para o M. tuberculosis,
tendo pouco ou nenhum efeito sobre outras micobactérias, incluindo o M. bovis.
Essa espécie demonstra resisténcia intrinseca ao farmaco (KONNO, KAGAYAMA,
OKA., 1959). Esse fato decorre, provavelmente, devido a auséncia de atividade da
PZase, ja que linhagens de M. bovis sao sensiveis ao acido pirazinéico (KONNO et
al., 1967).
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A determinacdo da sensibilidade das cepas a Z é geralmente obtida através da
medicdo do crescimento bacilar em meio contendo a droga. Todavia, métodos
convencionais que estabelecem a CIM demandam até trés meses para execucao e
apresentam elevado coeficiente de variacdo que limitam seu uso na rotina. Sendo
assim, o método radiométrico tem sido considerado padréao ouro. Por outro lado, a
avaliacdo da atividade da PZase tem sido utilizada como preditor de sensibilidade
ao farmaco. Isso é possivel posto que a atividade de PZase é perdida em cepas Z
resistentes. Essa enzima é codificada pelo gene pncA e sua identificagdo
possibilitou a compreensao dos mecanismos associados a resisténcia. Apesar
disso, algumas cepas Z resistentes mantém atividade de PZase sugerindo haver
outros mecanismos envolvidos na resisténcia. Mais recentemente, dois estudos
propuseram que a resisténcia a Z em cepas com PZase positivas estaria
relacionada a entrada e efluxo da droga na micobactéria (ZHANG, TELENTI, 2000;
ZHANG, MITCHINSON, 2003)

2.12.1 Mecanismo de ag¢éo da pirazinamida

Passado mais de 50 anos desde sua descoberta em 1952, ndo se conhece ainda
hoje 0 mecanismo de agdo da droga. Especula-se que seja semelhante ao da H,
uma vez que a Z é ativada pela enzima PZase da micobactéria, que converte a
droga em acido pirazindico (KONNO et al., 1967; SINGAPORE TUBERCULOSIS
SERVICE, 1981; SNIDER et al., 1982). Estudos demonstram que cepas de M.
tuberculosis susceptiveis a Z geralmente apresentam atividade de PZase, que é
ausente nas cepas resistentes (KONNO et al, 1967; McCLATCHY, TSANG,
CERNICH, 1981). A FIG. 7 apresenta desenho esquematico do mecanismo de

acao da Z no M. tuberculosis.
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FIGURA 7 - Desenho esquematico do mecanismo de ag¢ao da pirazinamida em
M. tuberculosis.

Nota: &cido pirazindico (POA); POA protonado (HPOA); pirazinamida ( Z); pirazinamidase (PZase)

Fonte: Modificado de ZHANG, MITCHINSON, 2003, p.6.

2.12.2 O gene pncA

A maioria das cepas resistentes a Z tem sua resisténcia conferida por mutagées no
gene pncA, que codifica a PZase, enzima que hidrolisa a droga para torna-la ativa
(ZHANG, TELENTI, 2000). Identificado por SCORPIO, ZHANG (1996), o gene
pncA contém 561 pb e esta localizado na posi¢cédo Rv 2043 da micobactéria. (COLE
et al., 1998).

Estudos baseados no sequenciamento de DNA do gene pncA de cepas de
micobactérias tuberculosas sensiveis e resistentes a Z estabeleceram forte
associagcdo entre mutagcdes de pncA e resisténcia a Z (CHENG et al., 2000;
HIRANO et al, 1997; LEMAITRE, SOUGAKOFF, TRUFFOT-PERNOT, 1999;
MARTTILA, SOINI, HUOVINEN, 1999; MESTDAGH et al., 1999; SCORPIO et al.,
1997; SREEVATSAN et al., 1997a). Esses estudos identificaram diversas e
distintas mutagdes amplamente distribuidas pelo gene. A maioria das mutagdes €

de substituicdo, porém insergdes, delecdes e mutagdes regulatérias também foram
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descritas (MORLOCK et al., 2000; RAMASWAMY, MUSSER 1998; ZHANG,
MITCHINSON, 2003).

MORLOCK et al., (2000) e SOINI, MUSSER (2001) mostraram que mais de 70%
dos isolados de M. tuberculosis resistentes a Z apresentam mutagdes no gene

pncA.

As cepas com baixo nivel de resisténcia a Z estdo, geralmente, associadas a
alteragdes nos mecanismos de entrada dos farmacos ou bomba de efluxo de
drogas, conforme sugerido por SCORPIO et al. (1997) e ZHANG, MITCHISON
(2003).

2.13 Etambutol

O E é um composto sintético antimicobacteriano descrito independentemente por
THOMAS et al. e WILKINSON et al. em 1961 (TAVARES, 2001). Tem sido
considerado como farmaco de primeira linha, em esquemas de quatro drogas, no
tratamento da TB e da micobacteriose atipica, particularmente em co-infectados
pelo HIV. No Brasil, persiste como droga alternativa em substituicdo aos farmacos
do Esquema 1, em situagdes de intolerancia, intoxicacdo, resisténcia e,
principalmente, no Esquema 1R. Nesse caso, esta indicado na recidiva apds cura
ou retorno apds abandono. Geralmente, as cepas sao sensiveis em concentragao <

1 ug/mL, incluindo aquelas resistentes a H e S.

2.13.1 Mecanismo de agéo do etambutol

O E exerce acdo bacteriostatica sobre bacilos intracelulares e extracelulares,
atuando sobre a biossintese da parede celular, inibindo a polimerizacdo da
arabinose, arabinogalactano e lipoarabinomanose, essenciais a incorporacédo do
acido micolico e formagao da parede da micobactéria (TAKAYAMA et al., 1979;
TAKAYAMA, KILBURN, 1989). Em 2004, LEE et al. sugeriram que o principal alvo
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da droga seria a arabinosiltransferase, enzima que promove a ligacdo do acido

micolico na parede celular.

Essa enzima é uma proteina integral de membrana com 12 dominios
transmembrana, onde as principais alteracbes que determinam resisténcia ocorrem
numa regiao localizada no loop citoplasmatico. O E, atuando nesse sitio especifico,
aumentaria a permeabilidade da parede celular determinando acumulo de acido
micodlico e morte celular (RAMASWAMY et al., 2000). A arabinosiltransferase é
codificada pelo operon embCAB (operon que codifica a aranobinosiltransferase)
localizado no genoma de cepas de micobactéria tuberculosa Rv3793, Rv3794,
Rv3795 (COLE et al., 1998). Esse operon compreende trés genes que codificam a

enzima, designados embC, embA, embB (FIG. 8)

Acidos
micolicos
/ arabinogalactanos \
lipoarabinomanose

polimerizagao
de arabinose

C D=

k arabinosiltransferase /
FIGURA 8 - Desenho esquematico do mecanismo de agao do etambutol em M.
tuberculosis

Fonte: RODRIGUES, 2005.

2.13.2 Resisténcia ao etambutol e mutacdo embB

A resisténcia ao E esta, na maioria dos casos, associada a alteragdes no gene
embB (gene que codifica a arabinosiltransferase). Ha indicios de que os genes
embA e embB estariam envolvidos na biossintese de arabinogalactano e
lipoarabinomanano, componentes estruturais da parede celular de micobactéria e

que mutagdes nos genes dessa regiao determinariam resisténcia ao E.
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TAKAYAMA, KILBURN (1989) foram os primeiros pesquisadores a observarem que
o E inibia a transferéncia do arabinogalactano da parede celular de uma espécie de
M. tuberculosis e que esse processo resultava em acumulo de acido micélico e
ésteres. Posteriormente, foi identificado o maior intermediario da biossintese do
arabinogalactano, o beta-D-arabinofuranosilmonofosfodecaprenol. O rapido
acumulo desse intermediario sugere que o alvo do E no bacilo seja a
arabinosiltransferase (WOLUCKA et al., 1994).

No estudo de BELANGER et al. (1996) foram identificados dois locus génicos que
codificam a arabinosiltransferase. Em paralelo, TELENTI et al. (1997b) clonaram e
sequenciaram os genes que codificam o alvo do E no M. smegmatis, concluindo
que seriam trés os genes designados como operon embCAB. A partir de entao,
identificou-se, no M. tuberculosis, o correspondente ao embCAB. Os estudos
seguintes revelaram que alteragbes nesse gene estariam associadas a resisténcia
ao E. Posteriormente, estudos baseados no sequenciamento do operon embCAB
do M. tuberculosis demonstraram a ocorréncia de mutagdes na regiao associadas a
resisténcia ao E (RAMASWAMY et al., 2000; SREEVATSAN et al, 1997b).
Mutacdes no gene embB, mais especificamente no cédon 306, regiao conservada
que codifica uma metionina, parecem ser responsaveis por resisténcia ao E
observada em M. tuberculosis (RAMASWAMY et al 2000; RINDER et al 2001,
TELENTI et al 1997b; ZHANG et al 2003). Entretanto, mutagdes em outros cédons
nao preferenciais ja foram observadas (RAMASWAMY et al., 2000).

2.14 Estreptomicina

A S, descoberta na década de 1940, em culturas de Streptomyces griseus, € um
aminoglicosideo predominantemente bactericida, em concentracdo de 0,3 a 20
ug/mL e bacteriostatico em concentracdo de 0,2-0,4 pg/mL (RAMASWAMY,
MUSSER, 1998).
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2.14.1 Mecanismo de ac¢éo da estreptomicina

A S atua no 30s dos ribossomas, alterando a formacao de proteinas da parede
celular. Das drogas anti-TB, a S é a unica que independe de metabolizagao
hepatica estando indicada para o tratamento de portadores de hepatopatias. Além
disso, devido as suas caracteristicas farmacoldgicas pode ser usada em esquemas

intermitentes.

2.14.2 Resisténcia a estreptomicina e mutagées génicas associadas

A resisténcia a S ocorre devido a mutagdes no alvo do farmaco, mais
especificamente nos ribossomos. O principal sitio de mutagédo é o gene rpsL, que
codifica a proteina ribossomal 12s. Outros mecanismos de resisténcia descritos
dependem do comprometimento no gene que codifica o RNA 16S em duas
diferentes regides (BLANCHARD, 1996) e de alteracdes relacionadas com a

entrada do farmaco para o interior da célula bacteriana.

2.15 Consideragoes finais

Os mecanismos de resisténcia do M. tuberculosis a drogas s&o bastante
complexos e apresentam grande importancia no cenario clinico e epidemioldgico.
Embora as bases genéticas da resisténcia ainda n&o estejam esclarecidas na sua
totalidade, para todos os farmacos usados no tratamento da TB, as vantagens

oferecidas pelos métodos moleculares sao bastante promissoras.

Diante desta premissa, estudos geograficamente definidos, que permitam conhecer
os tipos mais frequentes de resisténcia do M. tuberculosis a farmacos e as
mutagdes génicas associadas, podem ser a chave para o aprimoramento do
diagnostico, tratamento adequado e contribuir na prevencdo do desenvolvimento

de resisténcia micobacteriana a drogas.
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A tendéncia das publicagdes brasileiras em TB foi analisada em artigo recente
(KRITSKI et al., 2007). A analise incluiu duas décadas de trabalhos publicados,
teses e dissertacdes registradas na Capes e de artigos indexados em base Medline
e SciELO. De acordo com esse estudo, publicagdes que demandam instrumental
molecular foram classificadas como basicas relativas ao desenvolvimento
tecnolégico, como é o caso do presente trabalho. Cento e quarenta e um artigos
(36%) do total de 388 publicacdes referentes ao periodo avaliado de 1986 a 2006

foram considerados de laboratério basico.

Mas utilizando como palavras chave: tuberculosis, gene mutation, molecular
resistance e Brazil é possivel resgatar cerca de 10 artigos, incluindo-se o artigo
resultante dessa pesquisa (CLEMENTE et al., 2008). Os estudos de VALIM et al.
(2000), MIRANDA et al (2001), CARVALHO et al (2003), SENNA et al. (2006)
avaliam a resisténcia a R, utilizando como marcador de resisténcia o gene rpoB.
CARDOSO et al (2004), CARDOSO et al (2007) e mais recentemente DALLA
COSTA et al. (2009) avaliam resisténcia molecular a H. Na avaliagédo da resisténcia
combinada de R e H tém-se o estudo de HOLFING et al (2005). A resisténcia a Z
foi estudada por RODRIGUES et al. (2005) e BARCO et al (2006). A resisténcia a S
foi descrita por SPIES et al. (2008). Mais recentemente, ANDRADE et al (2009)
através do I1S6770 e da analise de regides génicas associadas a resisténcia
registra um unico episddio de TB-MDR por infecgdo supostamente policlonal. O
presente estudo avalia a resisténcia combinada as quatro drogas de primeira linha

através de mutacdes em seis genes da Mycobacterium tuberculosis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil fenotipico e genotipico de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a drogas anti-tuberculosas de pacientes de hospital de

referéncia em tuberculose no Estado de Minas Gerais.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar os parametros demograficos, clinico-propedéuticos e evolutivos dos

portadores de cepas resistentes;

* Determinar o perfil de resisténcia das cepas de M. tuberculosis a drogas

anti-TB, através de método qualitativo e quantitativo;

* Investigar a presenca de mutacdes dos genes katG, ahpC e inhA para cepas
resistentes a H, do gene rpoB para cepas resistentes a R, do gene pncA

para cepas resistentes a Z e do gene embB para cepas resistentes ao E;

* Correlacionar o nivel de resisténcia as drogas com as mutagdes génicas

encontradas.
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4 METODO

4.1 Caracterizagao do estudo

Estudo transversal descritivo que caracteriza cepas de M. tuberculosis resistentes,
isoladas de pacientes atendidos no Servigo de Clinica Médica e Pneumologia
(Unidade Hospitalar, Ambulatério e Urgéncia), do Hospital Julia Kubitschek (HJK)
da Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), Belo Horizonte,
MG, no periodo de janeiro de 2001 a janeiro de 2002, através da identificagao e
quantificacdo do nivel de resisténcia a drogas anti-TB, correlacionando-as com

mutagdes génicas.

4.2 Casuistica

Durante periodo do estudo foram identificados 160 casos de TB pulmonar
presuntiva ou confirmada, sendo que 76 pacientes, por serem considerados
provaveis portadores de cepas resistentes, tiveram amostra de secregao
respiratoria coletada para realizagdo de TS a drogas anti-TB. Foram identificados
24 casos de portadores de cepas resistentes a qualquer uma de cinco drogas anti-
TB (H, R, Z, E, S) (FIG. 9).
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FIGURA 9 - Selecao de pacientes e amostras

Nota: TB: tuberculose; * correspondente a cerca de 60% de TB-MDR do Estado de Minas Gerais

Fonte: Dados do autor

4.3 Caracterizagao dos pacientes e das amostras

Participaram desse estudo pacientes de ambos os sexos, com idade superior a 18

anos, com suspeita clinica de TB pulmonar resistente, baseado em um ou mais dos

seguintes critérios:

» faléncia terapéutica, definida pela nao melhora clinica e/ou persisténcia de

baciloscopia positiva no quarto més de tratamento ou positivacdo da

baciloscopia apds negativagado nos controles mensais;

* abandono de tratamento (>30 dias sem uso de drogas anti-TB);

* irregularidade de tratamento, considerado pela ndo ingestdo de medicagao

por 5 dias continuos ou 10 dias alternados;

* histéria de contato com portador de cepa resistente.
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Critérios de incluséo:

Pacientes atendidos no Complexo de Saude do Hospital Julia Kubitschek
(Unidades de emergéncia e internagdao ou Ambulatério de Pneumologia) e
residentes no Estado de Minas Gerais;

Idade maior de 18 anos, de ambos os sexos, com diagndstico presuntivo ou
definitivo de TB;

Concordancia quanto a participagcdo no estudo proposto, através do

preenchimento do consentimento livre e esclarecido.

Critérios de excluséao

Pacientes pertencentes a grupos especiais, com relacdo de dependéncia ou

deficientes mentais;

Critérios de perda

Pacientes que ndo coletaram amostra de escarro ou ndo apresentaram
escarro para coleta;

Amostras insuficientes ou inadequadas para estudo microbiolégico ou
molecular;

Culturas de escarro negativas ou contaminadas.

4.4 Locais e estudos desenvolvidos

As instituicbes envolvidas neste trabalho e o tipo de estudo desenvolvido em cada

uma delas, estao apresentados no Quadro 1.
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QUADRO 1 - Instituigoes e estudos desenvolvidos

Instituicao

Estudo desenvolvido

Hospital Julia Kubitscheck (HJK) Rede
FHEMIG, Belo Horizonte, MG

Fornecimento dos pacientes e amostras

Laboratorio MICRA - Belo Horizonte, MG

Repique e congelamento das amostras

PCR para M. tuberculosis

Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI)
Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES) - Laboratério de Micobactérias,
Vitoria, ES

Identificacdo das cepas, TS pelo sistema
BACTEC 460 e determinacao da CIM das

cepas resistentes

Instituto Adolfo Lutz - S4o Paulo, SP

Avaliagdo da atividade de pirazinamidase

Laboratério  Central (LACEN) da

Estudo das mutacoes por

Fundacdo Estadual de Producédo e
Pesquisa em Saude (FEPPS) e Centro de

(CDCT),

sequenciamento génico e RFLP

Desenvolvimento Cientifico

Porto Alegre, RS

Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) -
Manguinhos, RJ

Estudo de mutagédo do gene rpoB através

de rifoligotyping

O HJK é um hospital de cuidados terciarios, publico e com capacidade para 327
leitos, considerado centro de referéncia no Sistema Unico de Salde para
atendimento de portadores de doencas respiratorias, e dentre essas, a TB. Durante
o periodo de estudo foram notificados, pela instituigdo, 112 novos casos de TB
pulmonar registrados com o codigo A-15 do Caodigo Internacional de Doengas, ou
seja, “tuberculose respiratoria, com confirmacdo bacteriolégica e histologica”. A
média mensal registrada foi de oito casos. No HJK foi realizado busca ativa dos

pacientes e fornecimento das amostras.

No Laboratério MICRA foram realizados o repique, identificagdo molecular de
espécie M. tuberculosis e congelamento das amostras. E um estabelecimento
particular, certificado pelo programa SENTRY de controle de qualidade e vigilancia

em microbiologia.
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No Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES) procederam-se as identificacbes das cepas, testes de sensibilidade
as drogas pelo sistema BACTEC 460 e determinagcdo da CIM das cepas
resistentes. E referéncia para estudos de farmacologia e resisténcia as drogas,

sendo credenciado pela Rede Brasileira de Pesquisa em Tuberculose (REDE-TB).

O Laboratério Central (LACEN) e Centro de Desenvolvimento Cientifico (CDCT) é
um departamento da Fundagdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude
(FEPPS) vinculada a Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul (RS), e
atua em pesquisa direcionada as ciéncias biolégicas e de saude. Seu objetivo é
desenvolver tecnologias eficientes, modernas e mais baratas para servir a
populacdo da rede publica de salude, especialmente no ambito do Sistema Unico
de Saude. Nesse centro realizou o RFLP e os estudos de mutacido através do

sequenciamento do DNA.

O Complexo de Manguinhos da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), constitui
instituicao de assisténcia, pesquisa e ensino. Contempla laboratério especializado
em TB e outras micobacterioses. Nesse laboratério foi realizado estudo para

avaliacdo de mutacgao referente a resisténcia a R.

O Instituto Adolfo Lutz avaliou a atividade de PZase nas cepas resistentes a Z. E
laboratério de referéncia do Estado de Sao Paulo, um dos principais centros de
pesquisa do pais, sobretudo nas areas de diagnostico e epidemiologia molecular

de micobacterioses.

4.5 Material

Amostras de secrecao respiratdria foram coletadas, utilizando-se técnicas nao
invasivas tais como escarro ou escarro induzido, e posteriormente
descontaminadas e cultivadas em meio de Lowenstein Jensen (LJ) a 37°C. Apds o

crescimento, os tubos contendo coldnias foram armazenados e posteriormente
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encaminhados aos laboratérios supracitados para a realizacdo das analises

propostas neste estudo.

4.6 Meétodo

4.6.1 Dinédmica da coleta e processamento do material

Todos os pacientes admitidos no HJK com suspeita de TB pulmonar foram
localizados através de busca ativa da equipe, com visitas regulares de duas a trés

vezes por semana.

Pacientes nao identificados na busca tiveram sua amostra biolégica localizada no
laboratério de microbiologia do HJK, sendo encaminhados para entrevista. As
coletas de amostras biolégicas e entrevistas com preenchimento do protocolo
foram realizadas por equipe composta de dois médicos e quatro académicos de

graduacao em Medicina.

Todas as amostras de secregdo respiratoria (escarro e escarro induzido) com
baciloscopia e culturas positivas de pacientes com suspeita de resisténcia foram
encaminhadas ao NDI para realizagdo de TS pelo método radiométrico (BACTEC

460), com a determinagao da CIM.

Cepas resistentes a Z foram também estudadas quanto a atividade da enzima
PZase pelo método de Wayne (WAYNE, 1974), no Instituto Adolfo Lutz de Sé&o

Paulo.

Todas as cepas identificadas como resistentes pelo TS radiométrico tiveram DNA
extraido para o estudo de mutacdes e RFLP. Cepas resistentes as drogas H, Ze E
foram estudadas pelo sequenciamento génico para avaliagdo de mutacdes dos
genes inhA, ahpC, katG, pncA e embB. A analise da frequéncia e do polimorfismo
no comprimento dos fragmentos de DNA gerados apds digestdo com enzimas de

restricdo (Restriction Fragment Lenght Polymorphism — RFLP) foi realizada para
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definicdo de correlacdo epidemiolégica. Esses testes foram executados no CDCT
de Porto Alegre, RS.

As cepas resistentes também foram encaminhadas a Fundagdo Oswaldo Cruz do

Rio de Janeiro para avaliagdo de mutacao preferencial relacionada a resisténcia a
R (FIG. 10 e 11).
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Cultura positiva para M. tuberculosis
HJK

Armazenamento e congelamento de
amostras em fase log de crescimento
Laboratério MICRA-MG

TS qualitativo
método radiométrico
NDI-UFES

TS quantitativo CIM
método radiométrico
NDI-UFES

Extracao do DNA
LACEN-RS e Fiocruz-RJ

Sl G RFLP Rifoligotyping
mutagao
LACEN-RS LACEN-RS FIOCRUZ-RJ

FIGURA 10 - Processamento da amostra

Nota: Teste de sensibilidade (TS); Concentragédo inibitéria minima (CIM); acido desoxiribonucléico
(DNA); Restriction fragment length polymorfism (RFLP); Hospital Julia Kubistchek (HJK); Nucleo
de Doengas Infecciosas, Universidade Federal do Espirito Santo (NDI-UFES); Laboratério Central
do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN-RS); Fundagdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro
(FIOCRUZ -RJ)

Fonte: Dados do autor
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Amostras de secregao respiratéria de

pacientes com suspeita de resisténcia

Subcultivo

TS radiomeétrico

Determinagao da CIM

Extracao do DNA

/)
Epidemiologia molecular Identificagcao de mutagoes
RFLP
Rifoligotyping Seqilienciamento do DNA

Rifampicina rpoB
Isoniazida katG, ahpC, inhA

Etambutol embB

Pirazinamida pncA

FIGURA 11 - Avaliacao fenotipica e genotipica das cepas de M. tuberculosis

Nota: Teste de sensibilidade (TS); Concentrag&o inibitéria minima (CIM); Acido desoxiribonucléico
(DNA); Restriction Fragment Length Polymorfism (RFLP)
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4.6.1 Identificacdo das micobactérias isoladas

No NDI da UFES, as cepas selecionadas foram identificadas como M. tuberculosis,
com base em suas caracteristicas fenotipicas, tais como aspecto das colbnias,
tempo de crescimento, alcool-acido resisténcia e, principalmente, considerando sua
sensibilidade ao &cido p-nitrobenzdéico (500ug/mL), p-nitro-a-acetilamino-B-
hidroxipropiofenona (NAP) e resisténcia a hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico
(2ug/mL). O método NAP seguiu as recomendacdes do fabricante (Product and
Procedure Manual, MA 0029, Becton Dickinson Diagnostic Instrument System,
Sparks, MD, May 1996). (ANEXO A)

4.6.2 Testes de sensibilidade qualitativo a drogas anti-TB pelo sistema BACTEC

460

A determinacao do perfil de sensibilidade as drogas anti-TB pelo sistema BACTEC
460, foi realizada no NDI, de acordo com as recomendagdes técnicas do fabricante
(Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Maryland USA) (ANEXO B).

4.6.3 Testes de sensibilidade quantitativo a drogas anti-TB pelo sistema BACTEC

460 (determinacgéo da CIM)

Todas as cepas resistentes as drogas anti-TB no TS qualitativo tiveram a CIM
determinada por TS quantitativo através do sistema BACTEC 460, conforme as
recomendagdes do fabricante (ANEXO C). A estratificacdo da sensibilidade
permitiu classificar as cepas, quanto ao nivel de sensibilidade, em sensivel,
moderadamente sensivel, moderadamente resistente e resistente, de acordo com
HEIFETS (1988) e apresentado na TAB. 2. Os valores de corte do TS quantitativo
para Z obedeceu aos critérios determinados pelo fabricante (Becton Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Maryland USA) e sugeridos por SALFINGER,
HEIFETS em 1988.
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TABELA 2 - Estratificagcao do teste de sensibilidade por método radiométrico.

Categoria de sensibilidade

CIM (ug/mL)
Drogas Sensivel Moderadamente Moderadamente Resistente
sensivel resistente
Isoniazida <0,1 0,2-1,0 2,0 >4,0
Rifampicina <05 1,0-4,0 8,0 >16
Pirazinamida <100 300 900 >900
Etambutol <20 4,0 8,0 =16
Estreptomicina <20 4,0 8,0 >16

Nota: CIM: concentragao inibitéria minima.
Fonte: HEIFETS, 1988; SALFINGER, HEIFETS 1988, modificado.

4.6.4 Prova da pirazinamidase (PZase)

A atividade da enzima Pzase das cepas Z resistentes foi determinada pelo método
de Wayne (WAYNE, 1974). O teste foi realizado no Instituto Adolfo Lutz de Sao
Paulo (ANEXO D).

4.6.5 Testes moleculares

Em seguimento ao estudo fenotipico, foram realizados os testes moleculares
(FIG.11, 12 e 13). Para execucgao desses testes, o DNA cromossomal de todas as
cepas foi extraido por técnica utilizando o brometo de cetiltrimetiaménio (CTAB). A
técnica empregada foi descrita por van EMBDEN et al. (1993) e modificada por van
SOOLINGEN et al. (1994). O DNA das amostras foi utilizado para realizagdo do

RFLP, rifoligotyping e sequenciamento.

4.6.5.1 RFLP

Todas as cepas resistentes tiveram o DNA cromossomal extraido e digerido por

enzima de restricdo Pvu Il, isolada de Proteus vulgaris. Os fragmentos gerados
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foram separados por eletroforese em gel de agarose, transferidos e fixados a
membrana de nylon. Posteriormente, foram hibridizados utilizando como sonda, um
fragmento de 245 pb, contendo parte correspondente a sequéncia de insergéo
6110, situado a direita do sitio de clivagem da enzima (van EMBDEN et al., 1992),

conforme apresentado na FIG.12.

Pvu ll
[ |
Sonda IS

FIGURA 12 - Mapa fisico da sequéncia de IS6770 de M. tuberculosis.

Nota: Sonda de 245 pares de base, a direita do sitio de clivagem da enzima Pvu Il. As linhas a
direita e a esquerda representam o DNA cromossomal.

Fonte: van EMBDEN et al., 1992, p.385.

A deteccao dos fragmentos foi obtida pela sensibilizacdo de filme auto-radiografico
através de reacdo de quimioluminescéncia. O numero e tamanho dos fragmentos
de DNA cromossomal que hibridizaram com o I1S6770 permitem a analise
comparativa dos padrdes eletroforéticos e caracterizagédo do perfil genético, através
do programa de computador Gel Compar versao 4.2 (Applied Maths Bélgica),
seguindo recomendacdes de TENOVER et al., 1997 (FIG.13).
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Nota: Restriction Fragment Length Polymorfism (RFLP); Acido desoxiribonucléico (DNA); enzima de

clivagem Pvu Il (Pvu Il)
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Para interpretagdo, considerou-se que isolados com padrao de RFLP distinto ndo
seriam pertencentes ao mesmo cluster, salvo correlagdo epidemiolégica de forte
evidéncia. A técnica descrita seguiu protocolo relatado por van EMBDEN et al.,
1993 (ANEXO E).

4.6.5.2 Analise genémica para deteccdo de mutacoOes associadas a resisténcia a

isoniazida, pirazinamida e etambutol por sequenciamento automatico do

DNA

As cepas resistentes a H, Z e E tiveram o DNA seqlenciado nas regides
correspondentes a mutagdes génicas associadas a resisténcia (ANEXO F). Para tal

foram utilizados:

a) Primers: para amplificar a regido promotora dos genes estudados, foram
construidas sequéncias especificas de DNA iniciadoras (primers) baseadas em
regides dos genes associados com a resisténcia a H, Z e E, do genoma do M.
tuberculosis (acesso no GenBanK AL123456). A descricdo completa dos
iniciadores para amplificacdo desses genes (katG, inhA, ahpC, pncA e embB) foi
apresentada nos estudos de SILVA et al., 2003 e RODRIGUES et al., 2005.

b) Reacdo de PCR: a reagao de PCR, para a obtengao dos produtos destinados as
analises moleculares, foi realizada em um termociclador (MiniCycler ™ — Hot
Bonnet PTC — 150 / MJ Research). A amplificagdo dos fragmentos foi padronizada

em 2 min a 94°C, 1 min a 55°C e 2 min a 72°C durante 30 ciclos.

c) Detecgédo dos produtos amplificados por PCR: os produtos da amplificacdo da
reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado
com brometo de etidio, e detectados em transluminador de ultravioleta (UV). O
marcador de peso molecular utilizado durante as corridas eletroforéticas foi 100 pb
DNA Ladder (Gibco-BRL).
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d) Sequenciamento automatico: A regiao dos genes e as regides regulatérias dos
genes envolvidos com a resisténcia a drogas anti-TB foram analisadas por
sequenciamento automatico, usando-se o produto de PCR diretamente. As reacdes
de sequenciamento foram realizadas com o kit Tag Dye Deoxy terminator cycle
sequencing kit (Applied Biosystems Inc.), utilizando-se o produto amplificado e

primers para cada gene estudado.

4.6.5.3 Analise genbmica para deteccdo de mutacdo associada a resisténcia a

rifampicina por rifoligotyping (PCR reverse line blot hybridization)

Nesta técnica, a regiao correspondente ao gene rpoB foi amplificada por PCR,
utilizando-se primer biotinilado, resultando em fragmento do DNA marcado por
biotina como produto do PCR. Posteriormente, esse produto foi hibridizado com
sondas de cepas selvagens e mutantes que foram covalentemente ligadas a
membrana através do reverse line blotting. Cepas que apresentaram mutacao
codificadora de resisténcia foram identificadas por hibridizacdo, sendo detectadas
em radiografia apos incubagdo com avidina-estreptovidina, revelada por
quimioluminescéncia. Cepas sensiveis a R hibridizaram apenas com sondas de
cepas selvagens, enquanto cepas mutadas hibridizaram com sondas que codificam
mutantes. A técnica esta apresentada no ANEXO G, sendo adotada pelo National
Institute of Public Health and Environment, Bilthoven, Netherlands e pelo

Laboratério de Micobacteriologia da Fiocruz, RJ.

4.6.6 Analise dos resultados

Os dados recolhidos na forma de questionario (ANEXO H) foram transferidos para
0 banco de dados do programa Epidata e analisados pelo programa Epi-Info 2002,

versao 3.2.2 para programa Windows.

A avaliacdo das varidveis categodricas foi feita através do teste qui-quadrado (x?)
com corregao Yates. Em todos os testes fixou-se em 5% o nivel de rejeicdo da

hipétese nula (p< 0,05).



91

4.6.7 Consideragbes

O projeto do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagao Hospitalar do
Estado de Minas Gerais (no. 072 e no. 215) e pela Universidade Federal de Minas
Gerais (ETIC 039/04), incluindo as Cémaras Departamentais dos Departamentos
de Clinica Médica e Propedéutica Complementar, as quais pertencem o0s
pesquisadores envolvidos. Além disso, obteve-se carta de compromisso do
Hospital Julia Kubitschek, Nucleo de Doencas Infecciosas da UFES, Laboratério
MICRA, LACEN RS, Fiocruz- RJ e Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, instituicbes

que aprovaram e participaram do estudo.

A pesquisa bibliografica foi realizada a partir de consulta a base de dados Medline,
compilada pela National Library of Medicine, dos Estados Unidos da Ameérica,
disponivel na internet. Utilizando-se de estratégias de busca a partir de palavras
chave, foram procurados artigos indexados nas areas de interesse. Outras
referéncias de interesse foram obtidas em livros especializados, teses e livros de

resumos de eventos cientificos.

A estrutura da dissertagao seguiu as orientagdes do Manual para normalizagao de
publicagdes técnico cientificas e as referéncias foram organizadas e citadas de
acordo com as regras da Associacédo Brasileira de Normas Técnicas (FRANCA,
VASCONCELLOS, 2004).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos pacientes

Dos 160 pacientes com diagndstico presuntivo ou definitivo de TB pulmonar, 76
apresentaram suspeita clinica ou microbiolégica de resisténcia. Apds realizagdo do
TS, identificaram-se 24 pacientes portadores de cepas resistentes a pelo menos
uma droga anti-TB estudadas. As principais caracteristicas clinico-epidemiologicas

dos pacientes encontram-se na TAB. 3.

Os 24 pacientes portadores de cepas resistentes apresentaram idade mediana de
39,7 anos (minima: 24 anos e maxima: 68 anos; desvio padrao: 11,7 anos), sendo
16 do sexo masculino (67%) e 8 do sexo feminino (33%). A maioria dos pacientes
(96%) era de origem urbana, sendo 12 (50%) moradores de Belo Horizonte. Sete
pacientes residiam na regido metropolitana, incluindo-se 0s municipios de
Contagem, Ibirité, Mateus Leme e Raposos. Outros cinco pacientes residiam nas
cidades de ltutinga, Ouro Branco, Sdo Gongalo do Para, Sao Jodo Del Rey e
Timéteo. A FIG. 14 apresenta o mapa da regido metropolitana de Belo Horizonte,

indicando as regides de origem dos pacientes portadores de cepas resistentes.
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TABELA 3 Caracteristicas clinico-epidemiolégicas dos 24 pacientes
portadores de cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis,

Hospital Julia Kubitschek, janeiro de 2001 a janeiro de 2002

24 pacientes com
Tuberculose pulmonar resistente

N (1) % (2)
Sexo
Masculino 16 67
Feminino 8 33
Procedéncia
Belo Horizonte 12 50
Outras cidades 12 50
Histéria de contato
Domiciliar 2 8
Ocupacional 1 4
Hospitalar 1 4
Sem contato 8 33
Ignorado 12 50
Comorbidades
Alcoolismo 11 46
Tabagismo 13 54
HIV positivo 0 0
Diabetes 1 4
Neoplasia 0 0
Silicose 1 4
Historia prévia de tuberculose (3) 19 79
Sintomas
Tosse 20 83
Emagrecimento (3) 14 58
Febre 13 54
Dispnéia 14 58
Sudorese noturna 12 50
Astenia 9 37
Dor toracica 7 29
Hemoptise 2 8
Radiografia do térax
Cavitagoes 12 50
Pulméo destruido 6 25
Consolidagéo (3) 1 4
Outras alteragdes 3 12
Ignorada 2 8
Tratamento prévio (3) 19 79
Evolugao clinica
Melhora esquema 1 e 1R 4 17
Melhora esquema 3 1 4
Melhora esquema para TB-MDR (3) 9 37
Piora com esquema para TB-MDR 1 4
Melhora sem uso de tuberculostaticos 1 4
Abandono 4 17
Obito 2 8
Ignorada 2 8

Nota: (1) N = numero de pacientes; (2) % = porcentagem dos valores validos; (3) variaveis que
apresentaram diferenga com significancia estatistica, quando comparados os 52 pacientes sem
cepas resistentes com os 24 pacientes portadores de cepas resistentes. TB-MDR: tuberculose

multidroga resistente.
Fonte: Dados do autor
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FIGURA 14 - Distribuicao geografica dos 24 pacientes portadores de cepas
resistentes na regidao metropolitana de Belo Horizonte
Fonte: Dados do autor

Em relacéo ao tipo de habitagdo, 23 pacientes (96%) tinham residéncia fixa (casa,
apartamento ou barraco) e apenas um era “sem teto”, morador de casa de apoio ou
albergue. Informacbes sobre o grau de escolaridade foram obtidas para 11
pacientes (46%), sendo um analfabeto (4%), oito (33%) tendo concluido o ensino

fundamental (1° grau) e dois (8%) o ensino médio (2° grau).
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Quatro pacientes (19%) informaram histéria de contato com portadores de TB,
sendo um através de contato ocupacional, dois através de contato domiciliar e um

contato hospitalar.

Das comorbidades avaliadas, as mais frequentes foram tabagismo (13 pacientes;
54%) e alcoolismo (11 pacientes; 46%). A sorologia anti-HIV foi obtida em 20/24

pacientes, sendo negativa em todos os casos avaliados.

As principais manifestacdes clinicas relatadas foram tosse (83%), dispnéia (58%),
emagrecimento (58%) e febre (54%). As alteragdes radiograficas mais frequentes

foram cavita¢des unilaterais ou bilaterais (50%).

Dos 24 pacientes portadores de cepas resistentes, 23 informaram sobre episddio
prévio de TB, sendo que desses, 19 confirmaram TB pulmonar e quatro negaram
passado de TB. O numero de episddios de TB pulmonar anteriores variou de um a
cinco ou mais, sendo desconhecido em dois pacientes que nao souberam
quantificar o numero de episddios prévios. A TAB. 4 apresenta a comparacao do
numero de episodios prévios de TB pulmonar dos pacientes portadores de cepas
resistentes com o total de pacientes incluidos no estudo. Os 24 pacientes que
apresentaram maior frequéncia de TB prévia também apresentam maior niumero de
episodios. Em relagdo ao uso de drogas anti-TB, constata-se que 19 dos 24
pacientes fizeram uso dessas drogas € o numero de tratamentos prévios variou de
um a dez. Os dois pacientes que nao informaram o numero de episddios prévios de

TB pulmonar também n&o sabiam precisar o numero de tratamentos anteriores.

No grupo de 24 pacientes com cepas resistentes, a evolugdo do primeiro
tratamento prévio foi estabelecida nos 19 pacientes com histéria anterior de TB,
sendo que, destes, um completou com cura e quatro sem cura, 13 abandonaram o
tratamento e um paciente permanecia em uso de drogas anti-TB e persistia com

baciloscopia positiva (TAB. 5).
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TABELA 4 - Nuamero de diagnodsticos prévios de TB pulmonar nos 24

pacientes com TB pulmonar resistente

. ; Pacientes com TB
HISTORIA PREVIA DE TUBERCULOSE PULMONAR
pulmonar resistente

N (1) % (2)
1vez 5 20,8
2 vezes 4 16,7
3 vezes ou mais 8 33,3
Numero de vezes ignorado 2 8,3
Sem passado de TB pulmonar 4 16,7
Ignorada 1 4,2
TOTAL 24 100,0

Nota: (1) N = niumero de casos; (2) % = porcentagem.
Fonte: Dados do autor

TABELA 5 - Evolugcao clinica dos 19 pacientes portadores de cepas
resistentes de Mycobacterium tuberculosis com historia de tuberculose

pulmonar prévia e submetidos a tratamento anterior.

1° tratamento  2° tratamento 3° tratamento

Evolugao

N (%) N (%) N (%)
Completo com cura 162 - 1 (12,5
Completo sem cura 4 21,1) - -
Abandono de tratamento 13 (68,5) 10 (83,3) 7 (87,5)
Em seguimento 162 2 (16,6) -
TOTAL 19 (100) 12 (100) 8 (100)

Nota: N = nimero de casos; % = porcentagem dos nimeros validos.
Fonte: Dados do autor
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5.2 Caracterizacao fenotipica das cepas de M. tuberculosis por método

qualitativo e quantitativo para as drogas anti-TB

5.2.1 Peffil de sensibilidade qualitativo das cepas de M. tuberculosis

Os resultados dos testes de sensibilidade radiométrico qualitativo as drogas anti-TB
(R, H, Z, E, S), encontram-se descritos na TAB. 6. Das 24 amostras estudadas, 21
(87,5%) foram resistentes a H, 17 (70,8%) a R, 13 (54,2%) a S e 10 (41,7%) ao E.
Detectou-se resisténcia a Z em 10 das 23 cepas (43,5%), devido a néo

recuperacao de uma cepa em subcultivo.

TABELA 6 - Teste de sensibilidade qualitativo as drogas anti-TB

Droga Sensivel Resistente TOTAL
N % N %
H 12,5% 21 87,5% 24
R 29,2% 17 70,8% 24
S 11 45,8% 13 54,2% 24
E 14 58,3% 10 41,7% 24
Z 13 56,5% 10 43,5% 23*

Nota: isoniazida (H); rifampicina (R); estreptomicina (S); etambutol (E); pirazinamida (Z); * teste de
sensibilidade para Z nao foi realizado em uma cepa, devido a ndo recuperacio em subcultivo.
Fonte: Dados do autor

Das 24 amostras, 17 foram consideradas MDR, de acordo com critério da OMS. A
TAB. 7 apresenta a avaliagdo combinada das cepas resistentes a R e H perante as

demais drogas.
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TABELA 7 - Avaliagao combinada de testes de sensibilidade a drogas: perfil
de cepas de M. tuberculosis resistentes a isoniazida e/ou rifampicina testados

em relagao a outras drogas

Resisténcia adicional

Sem resisténcia Z E S E 4 Z
Drogas . Total
adicional S S E E
S
H 1 0 1 1 1
R 0 0 0 0
R+H 7 1 1 0 1 1 6 17

Nota: isoniazida (H); rifampicina (R); estreptomicina (S); etambutol (E); pirazinamida (Z)
Fonte: Dados do autor

Vinte e uma cepas foram resistentes a H, dessas, quatro nado apresentaram
resisténcia combinada para R, apesar de apresentarem resisténcia a Z, S e E. Das
dezessete cepas resistentes a R e H, sete ndo apresentaram resisténcia adicional
a nenhuma outra droga testada e seis cepas foram resistentes a todas as drogas

testadas. Todas as cepas resistentes a R também foram resistentes a H.

5.2.2 Perffil de sensibilidade quantitativo das cepas de M. tuberculosis

A TAB. 8 apresenta a distribuicdo estratificada do TS quantitativo por droga,
baseado nos resultados da CIM. As cepas resistentes que nao tiveram a CIM

determinada nao foram recuperadas em subcultivos.
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TABELA 8 - Distribuicao estratificada dos testes de sensibilidade quantitativos

Droga TS quantitativo TOTAL
Nao
realizado WS VR R
Isoniazida 3 - 2 (11,2%) - 16 (88,8%) 21
Rifampicina 3 - 4 (28,6%) - 10 (71,4%) 17
Pirazinamida 2 - 3 (37.5%) - 5 (62,5%) 10
Etambutol 2 - - 1 (125%) 7 (87,5%) 10
Estreptomicina 2 5 (45,5%) - - 6 (54,5%) 13

Nota: isoniazida (H); rifampicina (R); estreptomicina (S); etambutol (E); pirazinamida (Z)
Fonte: Dados do autor

5.2.3 Correlagéo entre teste de sensibilidade das cepas e uso prévio da droga

Dezessete pacientes (70,8%) informaram as drogas usadas em tratamentos
anteriores, sendo que todos utilizaram H, R e Z. O E foi usado em 13 (54,2%)

pacientes, e aEte S em 11 (45,8%) pacientes.

Considerando-se o perfil de susceptibilidade com a prévia exposicédo a droga, tem-
se para a H que 84,2% (16/19) das cepas resistentes estavam associadas ao uso
prévio deste farmaco. Para a R, Z, E e S, os valores foram de 87,5% (14/16),
100,0% (9/9), 87,5% (7/8) e 60,0% (6/10) de exposi¢ao prévia, respectivamente.
Contudo, nao se observa diferenga com significancia estatistica em relagdo ao TS
qualitativo entre aqueles expostos ou ndao as drogas previamente. A TAB. 9
apresenta a distribuicido das cepas estudadas em relacédo ao perfil de sensibilidade
determinado pelo TS e o uso prévio de cada droga. Nao foi possivel recuperar uma

cepa, havendo a perda de um TS para Z.
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TABELA 9 - Distribuicao das 24 cepas em relagao ao teste de sensibilidade e

uso prévio de droga anti-TB.

Uso prévio da droga Teste de sensibilidade
Sensivel Resistente Total p
Isoniazida
Sim 1 16 17
0,35
N&o 1
ignorado(*) 1
Total 3 21 24
Rifampicina
Sim 3 14 17
0,23
Nao 2 2
ignorado(*) 2 1
Total 7 17 24
Pirazinamida
Sim 8 9 17
0,22
Nao 3 0 3
ignorado(*) 2 1 3
Total 13 10 23 (*%)
Etambutol
Sim 6 7 13
0,16
Nao 6 1
Ignorado(*) 2 2
Total 14 10 24
Estreptomicina
Sim 5 6 11
1,0
Nao 5 4
ignorado(*) 1 3
Total 11 13 24

Nota: isoniazida (H); rifampicina (R); estreptomicina (S); etambutol (E); pirazinamida (Z); (*) pacientes que
nao souberam informar sobre o uso prévio da droga; (**) uma cepa nao teve o TS para pirazinamida
determinado devido a ndo recuperagao em subcultivo.

Fonte: Dados do autor
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5.2.4 Correlagcédo entre teste de sensibilidade das cepas e evolugdo clinica dos

pacientes

A evolugao clinica dos pacientes foi avaliada, apos 18 meses, por revisdao de 22
(91,6%) prontuarios. Em dois pacientes (9,0%) ocorreu melhora clinica com uso do
esquema 1 (RHZ), em outros dois com esquema 1R (RHZE) e em um com
esquema 3 (SEEtZ). Em nove pacientes ocorreu melhora clinica com esquema
para TB-MDR, com amicacina (A), E, ofloxacina (Ofl), terizidona (Trz) e clofazimina
(Cfz). Um paciente piorou, a despeito do tratamento para TB-MDR. Ocorreram dois
obitos, sendo um nao relacionado com a doencga. Um paciente apresentou melhora
clinica sem uso de drogas anti-TB e quatro pacientes abandonaram o tratamento

na instituicao.

A TAB. 10 apresenta a avaliacdo do teste de sensibilidade em relagdo a evolucao
do tratamento. Observa-se que a maioria dos pacientes portadores de cepas
resistentes melhorou com o esquema para o tratamento da TB-MDR e que, nessa

amostragem, a taxa de abandono ocorreu em cerca de 18,0% dos casos.
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TABELA 10 - Avaliagao do teste de sensibilidade as drogas anti-TB de acordo

com a evolugao clinica.

Teste de sensibilidade

Evolugao - . - AT -
) Isoniazida Rifampicina Pirazinamida Etambutol Estreptomicina
clinica
S R Total S R Total S R Total S R Total S R Total
Melhora com
1 1 2 2 2 1 - 1 1 1 2 1 1 2
esquema 1
Melhora com
1 1 2 1 1 2 1 1 2 2 2 1 1 2
esquema 1R
Melhora com
1 1 1 1 1 - 1 1 1 - 1 1
esquema 3
Melhora com
esquema 9 9 1 8 9 4 5 9 4 5 9 4 5 9
TB-MDR
Piora com
esquema TB- 1 1 1 1 1 = 1 1 1 1 - 1
MDR
Abandono 4 4 4 4 2 2 4 2 2 4 2 2 4
Obito 2 2 2 2 1 1 2 1 1 2 1 1 2
Melhora sem
1 1 1 1 1 - 1 1 1 1 - 1
droga anti-TB
Total (%) 3 19 22 5 17 22 12 9 21 13 9 22 1" 1" 22
otal
’ (136) (86,4) (100) (22,7) (77,3) (100) = (57,1) (42,9) (100) (59,1)  (40,9)  (100) (50) (50) (100)

Nota: sensivel (S); resistente (R); Esquema 1: RHZ; Esquema 1R: RHZE; Esquema 3: SEEtZ; Esquema TB-
MDR: Amicacina, Etambutol, Ofloxacina, Terizidona, Clofazimina (AEOflITrzCfz). A evolugéo clinica foi ignorada

para dois pacientes.
Fonte: Dados do autor

5.3 Caracterizagcao genotipica das cepas

5.3.1 Analise do polimorfismo de DNA

Os 24 isolados foram genotipados pela técnica de RFLP. Nenhuma cepa

apresentou padrdo de RFLP similar. A FIG.15 apresenta a autoradiografia de

membrana de transferéncia de Southern blot do RFLP, demonstrando os padrdes

encontrados.
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- MG 14355
- MG 14361
- MG 14144
- MG 9966
- MG 14558
- MG 10771
- MG 8543
- REF 14323
- MG 14134
- MG 14136
- MG 14138
- MG 14150
- MG 14149
- MG 14147
- MG 14137
- MG 14139

MG 14358
MG 10927
MG 10146
MG 10134
REF 14323
MG 9984
MG 8561
MG 14360
MG 14145
MG 14135
MG 9990
MG 9987
MG 8548
REF 14323

FIGURA 15 - Autoradiografia de membrana de transferéncia do Southern blot

Nota: As linhas apresentam os DNA’s extraidos dos isolados de M. tuberculosis, obtidos apos
hibridagéo utilizando como sonda um fragmento de 245 pares de base, contendo parte do
IS6770. O DNA da cepa de referéncia 14323 foi utilizado como marcador. As cepas 10771
e 14137 pertencem ao mesmo paciente. Foram incluidas duas cepas sensiveis: 14360 e
14145. A cepa 14142 nao esta incluida na figura.

Fonte: Dados do autor.
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5.3.2 Analise de mutagdes génicas e correlagdo com resisténcia quantitativa as

drogas anti-TB

Para todas as cepas resistentes as drogas anti-TB, salvo aquelas em que nao
houve crescimento apds repiques sucessivos, foi determinado o nivel de
resisténcia através da CIM e esses valores foram confrontados com as mutacdes

génicas identificadas.

5.3.2.1 Isoniazida

Das 24 cepas resistentes a qualquer droga anti-TB testada, 21 foram resistentes a
H (87,5%) e, destas, 20 foram estudadas através de sequenciamento génico para
as mutacdes katG, ahpC e inhA. Durante repiques, para realizacdo dos testes,
foram excluidas trés cepas (14136, 14134, 14142) devido ao n&o crescimento em
subcultivos. Esse fato resultou no comprometimento de duas CIM e de um estudo

de mutagao.

Das 20 cepas em que foi realizado sequenciamento, 15 apresentaram mutacao
para katG (75,0%) e, destas, 14 (70,0%) apresentaram mutagcdo no coédon 315,
com a substituicdo do nucleotideo guanina por citosina, resultando na troca do
aminoacido serina (Ser) por treonina (Thr). Uma cepa (5,0%) apresentou mutagao
na posi¢cao 299, com substituigdo de adenina por guanina, resultando na troca do
aminodacido serina (Ser) por glicina (Gly). As mutagdes encontram-se descritas na
TAB. 11.
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TABELA 11 - Mutagoes do gene katG associadas a resisténcia a isoniazida

Cédon Alteragao Total de cepas N° de identificagdo das cepas
8543, 8548, 9966, 9984, 9987,
AGC(Ser) — ACC(Thr)
315 14 10927, 14134, 14136, 14137,
S315T

14139, 14146, 14150, 14358, 14361

AGC(Ser) — GGC(Gly)
299 1 14147
S299G

Nota: Serina (Ser); Treonina (Thr); Glicina (Gly)
Fonte: Dados do autor

A maioria das cepas com mutagao do katG (92,3% ou seja 12/13) apresentaram
CIM >4 ug/mL. Nas cepas H resistentes katG negativas houve predominancia de
resisténcia com CIM >4 ug/mL (80% ou seja 4/5), conforme apresentado na TAB.
12.

TABELA 12 - Avaliagao comparativa entre teste de sensibilidade qualitativo e

quantitativo para isoniazida e mutagcao do gene katG

Teste qualitativo

S R
Mutacgao katG Total
Teste quantitativo (CIM)

S MS MR R Nao realizado

Presente - - 1 - 12 2 15
Ausente - - 1 - 4

N&o realizado 3 1

Total 3 - 2 - 16 3 24

Nota: sensivel (S); moderadamente sensivel (MS); moderadamente resistente (MR); resistente
(R); concentragéo inibitéria minima (CIM)
Fonte: Dados do autor

Para o gene oxyR-ahpC, foram identificadas quatro cepas mutantes, em posicdes
distintas do gene e 16 cepas sem mutagdes. As mutagdes identificadas no gene

oxyR-ahpC estao apresentadas na TAB. 13.
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TABELA 13 - Mutagoes do gene ahpC associadas a resisténcia a isoniazida

Posicao Alteragao Total de cepas Cepas
-9 (Gly) — (Ala) 1 14147
-12 (Cys) —(Thr) 1 14355
-30 (Cys) —(Thr) 1 9990

-39 (His) —(Tyr) 1 14135

Nota: Glicina (Gly); Alanina (Ala); Cisteina (Cys); Treonina (Thr); Histidina (His); Tirosina (Tyr)
Fonte: Dados do autor

Todas as mutagbes foram localizadas em porgao regulatéria do gene, entre a

posicao (-9) e (-39), conforme apresentado na TAB. 13. Nas cinco cepas katG

negativas, trés (60,0%) apresentaram mutacdo no ahpC. Em uma cepa foi

observada associagdo de mutagédo do katG e ahpC. Duas cepas (14138 e 14149)

nao apresentaram mutacdo para os genes e regides pesquisadas, incluindo-se o

gene inhA.

A avaliacdo comparativa entre TS quantitativo e mutagado do ahpC encontra-se na

TAB. 14. A maioria das cepas com e sem mutagdo do gene apresentaram CIM na

categoria de resistente.
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TABELA 14 - Avaliagao comparativa entre o teste de sensibilidade qualitativo

e quantitativo para isoniazida e mutagao do gene ahpC

Teste qualitativo

S R
Mutagao ahpC Total
Teste quantitativo (CIM)

S MS MR R Nao realizado

Presente - - 1 - 3 4
Ausente - - 1 - 13 2 16
N&o realizado 3 1 4
Total 3 - 2 - 16 3 24

Nota: sensivel (S); moderadamente sensivel (MS); moderadamente resistente (MR); resistente (R) ;
concentragao inibitéria minima (CIM).
Fonte: Dados do autor.

Para o gene inhA, ndo foram identificadas muta¢gdes em nenhuma das 20 cepas

resistentes a isoniazida testadas.

5.3.2.2 Rifampicina

Foram identificadas, pelo TS qualitativo, 17 cepas resistentes a R. Durante
subcultivos nao foi possivel a recuperacao de trés cepas (14136, 14139, 14134),
sendo realizados 14 TS quantitativos. Do total de cepas com determinacao da CIM,
quatro apresentaram niveis de 1ug/mL a 4 pg/mL, enquanto dez exibiram CIM = 16
Mg/mL. As 14 cepas resistentes a R foram avaliadas através de ribotipagem para
identificacdo de mutagao do gene rpoB (FIG.16). Destas, oito cepas apresentaram
substituicdo de nucleotidios na posicdo 531, sendo que em seis houve substituicao
de serina (Ser) por leucina (Leu) e em duas pelo triptofano (Trp). Em trés cepas foi
identificada mutac&o nao localizada no cédon 531. Desse modo, o rpoB identificou
78,6% (11/14) das cepas R resistentes. Outras trés cepas nédo apresentaram
mutacdo no gene rpoB (TAB.15). Devido a nao recuperacdo das cepas
9987/14151, 14134 e 8548 nao foi possivel realizar a ribotipagem até a conclusao
deste estudo. Contudo, na maioria das cepas resistentes cuja mutagéo ocorreu no
coédon preferencial 531, observou-se CIM 216 ug/mL (TAB. 15 e 16).



109

. - - CEND

FIGURA 16 - Autoradiografia do rifoligotyping com identificagao de mutacgao
do rpoB no cédon 531 e em cdédon especifico nao detectado
(CEND).

Nota: codon especifico ndo detectado (CEND)

Fonte: Dados do autor

TABELA 15 Mutagoes detectadas no gene rpoB

Caédon Alteracao Total de cepas Cepas
TCG (Ser) — TGG (Trp) 2 9966, 14139
531 8543, 14136,
TCG (Ser) — TTG (Leu) 6 14137, 14147,

14149, 14358

9984, 10927,
14134

CEND - 3

Nota: codon especifico ndo detectado (CEND); Serina (Ser); Triptofano (Trp); Leucina (Leu)
Fonte: Dados do autor
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TABELA 16 - Avaliagao comparativa entre teste de sensibilidade qualitativo e

quantitativo para rifampicina e mutagao do gene rpoB

Teste qualitativo
S R

Mutacao rpoB Total
Teste quantitativo (CIM)
S MS MR R Nao realizado
Presente - - 2 - 6 3 11
Ausente - - 1 - 2 3
N&o realizado 7 1 2 10
Total 7 - 4 - 10 3 24

Nota: sensivel (S); moderadamente sensivel (MS); moderadamente resistente (MR); resistente (R);
concentragao inibitéria minima (CIM).
Fonte: Dados do autor.

5.3.2.3 Pirazinamida

Foram identificadas dez cepas resistentes a Z e em oito realizado sequenciamento
do gene pncA. Constatou-se mutagdes do gene pncA em 62,5% (5/8) das cepas,
sendo descritos quatro tipos de mutacodes, localizadas nos cddons 136, 152, 175 e
99 (TAB. 17).

TABELA 17 Mutagoes detectadas nos isolados resistentes a pirazinamida

Caddon Alteracao Total de cepas Cepas
152 Insercédo T 2 8543, 14355
175 ATG (Met) — ATA (lle) 1 14147
136 GAT (Asp) — AAT (Asn) 1 14146
99 TAC (Try) — TAG (stop) 1 14137

Nota: Metionina (Met); Isoleucina (lle); Acido aspartico (Asp); Asparagina (Asn); Valina (Val);
Tirosina (Try); Mutagao terminal (stop)
Fonte: Dados do autor

Em duas cepas foi identificada inser¢cdo de tirosina (T) na posicdo 152. Em uma

cepa a mutagdo ocorreu na posigao 175, com troca de guanina por adenina,
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resultando na substituicdo da metionina (Met) por isoleucina (lle). Outra cepa
apresentou substituicdo da guanina por adenina na posi¢gdao 136, havendo
codificagdo de asparagina (Asn) em vez de acido aspartico (Asp). A mutacdo na
posicdo 99 resultou em stop cdédon, pela substituicdo da citosina pela guanina.
Considerando-se o nivel de resisténcia, observa-se que trés cepas apresentaram
CIM de 300 pg/mL e o restante CIM > 900 ug/mL (TAB. 18).

TABELA 18 - Avaliagao comparativa entre teste de sensibilidade qualitativo e

quantitativo para pirazinamida e mutagcao do gene pncA

Teste qualitativo

S R
Mutacao pncA Total
Teste quantitativo (CIM)

S MS MR R Nao realizado

Presente - - 2 - 3 5
Ausente - - 1 - - 2 3
N&o realizado 13 2 15
Total 13 - - - - 2 23

Nota: sensivel (S); moderadamente sensivel (MS); moderadamente resistente (MR); resistente (R) ;
concentragao inibitéria minima (CIM).
Fonte: Dados do autor

A atividade de PZase foi estabelecida para nove das dez cepas resistentes a Z.
Dessas, quatro (4/9) apresentaram resultado negativo, ou seja, inatividade
enzimatica, sendo que duas apresentaram mutacédo génica do pncA e outras duas
nao tiveram estudo de mutacdo. Trés cepas mutantes preservaram atividade
enzimatica (TAB. 19).
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TABELA 19 - Correlagido da mutacdo do gene pncA e atividade de

pirazinamidase para cepas resistentes a pirazinamida

Atividade de Mutacao do pncA Total
pirazinamidase sim nao n&o realizado
Positiva 3 2 --
Negativa 2 -- 2
N&o realizado -- 1 --
Total 5 3 2 10

Fonte: Dados do autor

A TAB. 20 relaciona a atividade de Pzase com a CIM da Z. Todos os quatro

isolados sem atividade de Pzase apresentaram CIM > 900 pg/mL.

TABELA 20 Relagao entre atividade de pirazinamidase e teste de

sensibilidade quantitativo da pirazinamida

Pirazinamidase ciM Total
300 pg/mL >900 pg/mL

Positiva 3 1

Negativa - 4

Total 3 5

Nota: concentragao inibitéria minima (CIM); micrograma (ug); mililitro (mL)
Fonte: Dados do autor

5.3.2.4 Etambutol

Dez cepas apresentaram resisténcia ao etambutol. Em oito determinou-se a CIM,
sendo que, para a maioria dos isolados (7/8), foi observada CIM = 16 ug/mL. Sete
cepas foram estudadas quanto a mutagédo no gene embB e, destas, 71,4% (5/7)
apresentaram mutagao do cdédon preferencial 306, conforme apresentado na TAB.
21.
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TABELA 21 Mutacoes de embB detectadas nos isolados resistentes ao
Etambutol

Cddon Alteracao Total de cepas Cepas
AUG (Met) — AUA (lle) 2 14136, 14137
AUG (Met) — AUC (Leu) 1 14147
306 AUG (Met) — AUU (lle) 1 14355
AUG (Met) — GUG (Val) 1 14139

Nota: Metionina (Met); Isoleucina (lle); Leucina (Leu); Valina (Val)
Fonte: Dados do autor

Constatou-se em quatro cepas com mutagdo no coédon 306, a substituicdo da
guanina por adenina, citosina e uracila, codificando isoleucina, leucina e isoleucina
em vez de metionina, respectivamente. Em uma cepa a mutagcdo do cédon 306
ocorreu pela substituicdo da adenina por guanina, resultando na troca do
aminoacido metionina por valina. Em duas cepas resistentes ndo foi encontrada
mutacdo para o gene embB. Em todas as cepas em que foi realizado

sequenciamento foi demonstrada CIM elevada (= 16 pyg/mL) (TAB.22).

TABELA 22 Avaliagao comparativa entre TS, CIM e mutagcao embB

Teste qualitativo

S R
Mutagéo embB Total
Teste quantitativo (CIM)

S MS MR R Nao realizado

Presente - - - - 4 1 5
Ausente - - - - 1 1 2
N&o realizado 14 1 2 17
Total 14 - - 1 7 2 24

Nota: sensivel (S); moderadamente sensivel (MS); moderadamente resistente (MR); resistente (R);
concentragao inibitéria minima (CIM).
Fonte: Dados do autor
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6 DISCUSSAO

Este estudo é inédito no Estado de Minas Gerais por empregar método molecular
para a detecgdo de organismos resistentes através da identificacdo de mutagdes
associadas, em correlagdo com informag¢des demograficas e relativas a evolugao

da doenga nos pacientes.

Ensaios realizados no contexto da realidade brasileira sdo escassos e alcangam
areas limitadas. A maioria das publicacdes nacionais contempla cepas dos Estados
de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande do Sul, além de, usualmente,
apresentarem informagdes sobre resisténcia a uma unica droga (BARCO et al.
2006; CARDOSO et al. 2004; CARDOSO et al. 2007; CARVALHO et al. 2003;
DALLA COSTA et al. 2009; HOFLING et al. 2005; MIRANDA et al. 2001;
RODRIGUES et al. 2005; SENNA et al., 2006; SPIES et al. 2008; VALIM et al.,
2000). O presente estudo contempla um panorama da resisténcia, para cinco
drogas anti-TB, de cepas do Estado de Minas Gerais (CLEMENTE et al. 2008). A
amostragem é representativa (cerca de 60%) dos casos notificados de TB
resistente em MG para o periodo de 2000 a 2003, e os resultados possibilitam
inferir sobre o tipo de cepa resistente que circula no Estado, além de determinar

seu perfil fenotipico e genaotipico.

Para instituir, na pratica clinica, testes moleculares visando a deteccao rapida de
resisténcia, recomenda-se que, inicialmente, sejam realizados estudos regionais
com objetivo de validar a capacidade discriminatéria dessas técnicas em
populagdes distintas, antes de seu amplo emprego. Neste sentido, este estudo

contribui para delineamento deste perfil no Estado de Minas Gerais.

O Il Consenso Brasileiro de Tuberculose (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2004)
aponta as linhas prioritarias de pesquisa recomendadas pelas diretrizes nacionais
para controle da TB, com énfase para estudos epidemiologicos referentes a

mortalidade associada e inquérito de resisténcia, e, ainda, para o desenvolvimento
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e validagdo de novas tecnologias de avaliagao da resisténcia. Este trabalho vai ao

encontro dessas determinagdes governamentais.

6.1 Caracterizagao dos pacientes

Dos 160 pacientes com diagndstico presuntivo ou definitivo de TB pulmonar, 76
apresentaram suspeita clinica ou laboratorial de TB resistente e, destes, 24
confirmaram resisténcia através do TS. Dos pacientes submetidos ao TS, 31,6%
(24/76) apresentaram resisténcia a pelo menos uma droga testada e 22,4% (17/76)
eram portadores de cepas MDR pelo critério da OMS, considerando-se a

resisténciaa He a R.

A amostra de portadores de cepas resistentes contempla individuos com
caracteristicas diferentes daquelas habitualmente descritas para os pacientes com
TB resistente, que se reconhece pertencerem a segmento marginalizado da
sociedade, composto por usuarios de drogas, sem teto, alcodlatras, HIV positivos,
além de contactantes daqueles que albergam cepas resistentes (BLOCH et al.,
1994). Contudo, nessa casuistica, o portador de TB resistente foi essencialmente
aquele que interrompeu o tratamento. Tal fato é observado também nos paises em
que a TB é endémica e nos quais se utiliza esquema terapéutico de boa eficacia.

Neste sentido, esse fato desmistifica dogmas que qualificam os portadores de TB.

Aproximadamente 67% dos pacientes (16/24) eram do sexo masculino. Essa
predominancia pode refletir a maior prevaléncia da TB nos homens que nas
mulheres, relacionada com a transmissdo da doenca (PEREZ-GUZMAN, VARGAS,
TORRES-CRUZ, 1999). A idade média foi de 39,7 anos e essa predilecdo pode
resultar tanto das caracteristicas evolutivas da doenga como também do tipo de
unidade de internagdo nas quais esses pacientes foram atendidos, que recebe,

preferencialmente, o publico adulto.

Nos portadores de TB-MDR ¢é frequente que as condi¢gdes de habitagdo sejam

precarias, incluindo individuos “sem teto” e aqueles moradores de habitagcbes
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coletivas (albergues, casas de apoio e pensdes). Tais condigbes favoreceriam a
disseminagao e surtos da doencga (EDLIN et al.,, 1992). Entretanto, neste estudo,
apenas um individuo era sem teto e a quase totalidade dos pacientes atendidos no

HJK procedia de area urbana e com residéncia fixa.

Naqueles portadores de cepas resistentes, as comorbidades mais frequentes foram
o tabagismo e o etilismo. A infecgdo pelo HIV, investigada em 83,3% dos casos,
nao foi confirmada em nenhum paciente. Provavelmente, esse fato se relaciona
com o perfil de pacientes atendidos na instituicdo, considerando-se que o municipio
de Belo Horizonte dispbe de servigo especializado no atendimento ao HIV positivo.
Portanto, ndo se conseguiu com este estudo afastar ou estabelecer relagcdo de
coinfeccdo HIV com a resisténcia micobacteriana, pelas caracteristicas da
populacdo atendida na instituicdo. Conforme dados da literatura internacional, é
reconhecida a associacdo entre TB-MDR e a coinfecgdo pelo HIV. Entretanto,
estudo regional, realizado no Brasil, ndo estabelece relacdo entre a resisténcia
micobacteriana e a sorologia positiva para o HIV (LIBERATO et al., 2004), apesar
de registro oficial demonstrar frequéncia de associacdo de TB-MDR e infeccao pelo
HIV na ordem de 6,8%, superior a estimativa calculada de 0,5% da populagéo geral
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

Quanto a historia de contato, metade dos pacientes (12/24) desconhece essa
situagdo e aqueles que relataram contato se referiram ao domicilio, exposi¢cao
ocupacional e hospitalar. Ressalta-se a importancia da potencial transmissao
durante a internagéo vigente, ja que a identificagdo e o isolamento de portadores
de TB resistente sdo usualmente tardios. Em geral, os pacientes n&o foram
identificados como portadores de cepa resistente previamente ao primeiro
atendimento na instituicdo e, na ocasiao do estudo, o portador de cepa resistente
nao seguia protocolo especifico de isolamento. Atualmente, o HJK possui unidade

de internacao especifica para o acolhimento do portador de TB bacilifera.

Quanto a apresentagao clinica, percebe-se que emagrecimento foi a uUnica

manifestacdo clinica com diferenga estatistica obtida pela comparagao entre
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pacientes portadores ou ndo de cepas resistentes. Tal diferenca possivelmente se
relaciona ao fato de que a TB pulmonar recente esta associada a evolugao aguda
da doenca, e a TB resistente, por sua vez, a evolugdo crbnica, onde a perda

ponderal ja foi controlada.

Considerando-se os achados radiograficos, as cavitagdes e pulmdes destruidos
foram as alteracbes mais frequentes nos portadores de cepas resistentes. Os
estudos de LESSNAU, GORLA, TALAVERA (1994) e, posteriormente, de
BARROSO et al., (2003a; 2003b) demonstram que portadores de cavitagdes
pulmonares apresentaram maior associagao com multirresisténcia e sugerem a
adogdo de medidas de controle mais rigorosas para esses casos. A presenga de
cavitacdo pulmonar pode se relacionar a evolugao crénica da TB resistente, em

contraste com os casos de TB de diagndstico recente.

Cerca de 80% dos portadores de cepas resistentes apresentaram relato de doenca
prévia, e desses um tergco apresentaram maior numero de episodios prévios (trés
ou mais) e consequentemente, maior exposicdo as drogas. Sabe-se que a TB
resistente resulta com frequéncia, do impacto do uso prévio da droga na selecao de
cepas mutantes. Espera-se que, a medida que o numero de tratamentos aumente,
maior seja 0 abandono e o risco de estar infectado por cepa resistente. Esse
achado coincide com a literatura, onde se afirma que, com o uso de drogas anti-TB
eficazes, a emergéncia de resisténcia ocorreria em decorréncia da irregularidade
das tomadas e/ou de multiplas interrup¢cdes (VERONESI, FOCACCIA, 2005).
Entretanto, neste estudo, ndo foi possivel determinar se os episddios prévios
corresponderiam a recidiva ou re-infeccdo, uma vez que nao se realizou
acompanhamento horizontal e coleta sequencial de amostras, essencial para
avaliar o padrao do RFLP e determinar a presenga ou nao de similaridade génica
entre cepas de um mesmo paciente, no sentido de definir re-infec¢cao ou reativacao
de doencga latente. Para aqueles pacientes (4/24) que relataram o primeiro
episdédio de TB, acredita-se que a resisténcia seja primaria, entendida
como resisténcia em caso novo ja que nao houve contato prévio com as

drogas.
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Apenas um paciente nao preencheu critério clinico-radioldgico para o diagnostico
de TB. Considerando-se que esse individuo nao recebeu tratamento durante
permanéncia hospitalar, € possivel que tenha ocorrido contaminagdo da amostra
enviada para analise ou que apresente cultura positiva sem doenca clinica. Relatos
recentes confirmam, através de técnicas moleculares, que o diagndstico de falsa
TB é relativamente frequente e nao estimado (BURMAN, REVES, 2000, CHANG et
al.,, 2001 e HEIFETS et al., 2001). Optou-se pela manutencédo desse paciente na
amostragem, ja que nenhuma cepa resistente processada na ocasiao apresentou
similaridade molecular pelo RFLP, o que torna improvavel a contaminagao cruzada

com as cepas deste estudo.

Nos 17 pacientes portadores de cepas MDR, em nove (52,9%) ocorreu melhora
com o esquema preconizado para TB-MDR pelo MS e Centro de Referéncia Hélio
Fraga, cuja taxa de resposta prevista é da ordem de 61,4% (BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE, 2004). Observou-se também que 17% dos pacientes portadores de
cepas resistentes (4/24) abandonaram o tratamento, mesmo sendo acompanhados
em centro de referéncia da doenca. A elevada taxa de abandono possivelmente se
relaciona com esquemas de longa duragido, uso de medicagdes mais toxicas e a
administragdo parenteral. Nesse contexto, acredita-se que procedimentos que
elevem os indices de adesdo ao tratamento sdo imprescindiveis para garantir

medidas de prevencgao de disseminacao de TB resistente.

6.2 Caracterizagcao fenotipica das cepas: perfil de sensibilidade das cepas

de M. tuberculosis as drogas anti-TB

Utilizou-se para o TS método radiométrico automatizado, considerado de escolha,
através do Sistema BACTEC® 460, que apresenta indices de sensibilidade e
especificidade elevados para todas as drogas testadas (BARRETO et al., 2003).
Contudo, nesse sistema, o tempo de detecgao do crescimento bacilar (em torno de
15 dias) é menor que no meétodo convencional, além de ser validado
internacionalmente e aprovado pela OMS. Embora a detecgao rapida de cepas

resistentes seja, provavelmente, o fator isolado que melhor se relaciona com a
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diminuicdo do contagio, nenhum método para deteccao de resisténcia foi tido como
ideal até o momento, pois, além da rapidez de resultados, deve se ter em conta a
disponibilidade, simplicidade do método, formagdo e descarte de residuos e

biossegurancga.

O TS radiométrico identificou, nas 24 cepas estudadas, 87,5% de resisténcia para
H; 70,8% para R; 54,2% para S e 41,7% para o E. Quanto a Z, 43,5% das 23 cepas

avaliadas foram resistentes a esse farmaco.

A maioria das cepas, cerca de 70% (17/24), foi classificada como MDR pelo critério
da OMS. Das 17 cepas MDR, sete ndo apresentaram resisténcia adicional, mas
dez apresentaram resisténcia combinada com outras drogas, sendo que em seis,
notou-se resisténcia a todas as drogas testadas. Comenta-se que resisténcia a
RHZ somada a E e S limita a eficacia dos esquemas 1, 1R e 3, ou seja, esquema
basico, reforcado e de retratamento ou reserva. De acordo com o Guia de
Vigilancia Epidemiolégica MS 2002 (BRASIL.MS/FUNASA Comité Técnico
Cientifico de Assessoramento a Tuberculose, 2002) é defensavel que sejam
oferecidos testes de sensibilidade aos pacientes com problemas terapéuticos.
Nosso estudo reforca essa premissa, ja que 41,7% das cepas avaliadas
apresentaram resisténcia combinada e 25% resisténcia para as cinco drogas
testadas, predizendo a nao resposta clinica aos esquemas habitualmente

propostos.

O Il Consenso Brasileiro de TB (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2004)
recomenda que a cultura e TS com metodologia validada deve ser realizada para
todos os casos de retratamento e suspeita de TB resistente (baseada em dados
epidemioldgicos locais e evolugdo definida pela persisténcia de baciloscopia
positiva depois de iniciado tratamento, além de positivagdo apos negativagao das
baciloscopias nos controles mensais). Nesse estudo, selecionamos para o TS néo
somente pacientes com persisténcia de baciloscopia positiva como também

aqueles que, por critérios clinico-epidemiolégicos, foram identificados como de
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maior risco para resisténcia, a exemplo de contactantes de TB-MDR e abandono

do tratamento.

6.2.1 TS quantitativo

No Brasil existe dificuldade na realizagdo do TS, tanto convencional quanto
radiométrico, mesmo em instituicbes que admitem portadores de TB. Quando
disponiveis, esbarra-se na discordancia dos resultados. Assim, parece que, além
da dificuldade para disponibilizagdo desses testes para diagnostico e tratamento,
ocorre também a limitada uniformizacdo dos resultados, necessitando-se de
padronizagao e determinacdo das faixas de corte (estratificagdo). Os métodos
radiométricos, apesar de onerosos e de demandarem treinamento especifico, séo
rapidos e recomendados mundialmente, motivo pelo qual foram utilizados neste

estudo.

As cepas resistentes no TS qualitativo apresentaram niveis distintos de
sensibilidade as drogas no teste quantitativo. Considerando a estratificagdo da
resisténcia através da determinacdo da CIM proposta por HEIFETS, em 1988,

observa-se que a maioria das amostras apresenta niveis de resisténcia elevados.

Porém, o TS quantitativo para a S ndo apresentou capacidade discriminatéria para
quase metade das cepas, pois das 11 cepas resistentes a esta droga, cinco foram
sensiveis na avaliagao estratificada, conforme apresentado na TAB. 8. Nota-se que
testes que avaliam resisténcia a S apresentam limitagdes, relacionada a fase de
crescimento da micobactéria. A micobactéria na fase estacionaria ou no inicio da
fase log apresenta atividade metabdlica lenta, fato que limita a entrada de S na
célula, por menor transporte da droga através da parede celular do bacilo e menor
ligacdo com a subunidade ribossomal 30S. Postula-se que a variabilidade dos
resultados dos TS a S deve-se a sua realizagdo ou ndo em fase de crescimento
lento (MINGEOT-LECLERC, GLUPCZYNSKI, TULKENS, 1999).
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6.2.2 Correlagéo entre teste de sensibilidade das cepas e uso prévio da droga

Dezessete pacientes (70,8%) utilizaram previamente esquemas de tratamento que
incluiram R, H, e Z, sendo que foram identificadas 20 cepas resistentes a H, 17
resistentes a R e dez resistentes a Z. Treze pacientes utilizaram E e nove
apresentaram resisténcia a esta droga. Onze pacientes utilizaram Et e S, sendo

que treze apresentaram resisténcia a S.

A resisténcia secundaria ou adquirida €& usualmente mais frequente que a
resisténcia primaria, em paises que utilizam esquemas de tratamento eficazes, a
exemplo do Brasil, onde a maioria dos casos resistentes ocorre devido ao uso
irregular de drogas ou abandono do tratamento. O Inquérito Nacional de
Resisténcia apresenta indices de resisténcia adquirida de 0,8%, 6,7%, 0,2% e 3,9%
para R, H, E e S respectivamente, além de 5,7% para R+H (BRAGA; BARRETO;
HIJJAR., 2003). Contudo, neste trabalho os indices de resisténcia nao permitem
comparagao com dados populacionais, uma vez que as cepas eram oriundas de
amostra selecionada, pertencente a hospital de referéncia, com indices de
resisténcia sabidamente mais elevados. No Inquérito Mundial do Programa de
Tuberculose da OMS, o Brasil participou com amostragem representativa de 2.888
cepas de pacientes, tratados (n=793) e nao tratados previamente (n=2.095), todos
de origem ambulatorial e, portanto, diferentes da amostragem deste estudo.
Destaca-se a diferenga entre a taxa de multirresisténcia (R+H) de tratados (5,4%) e
nao tratados previamente (0,9%), demonstra a importancia do uso prévio de
medicamentos no desenvolvimento da resisténcia (BRASIL, Ministério da Saude.
FUNASA/CRPHF/SBPT, 2002).

No Brasil, a notificacdo sistematica dos casos de multirresisténcia iniciou-se em
2000, e entre marco de 2000 e dezembro de 2003 foram notificados 1469 casos de
TB-MDR, sendo 66,4% na regido sudeste e cerca de 42% (do total) no Estado do
Rio de Janeiro. O Il Consenso Brasileiro de Tuberculose (BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE, 2004) informa 4% de resisténcia primaria e 96% de resisténcia
adquirida, com média de 2,8 tratamentos prévios e 41,8% de taxa de abandono
(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2004).
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No presente estudo, ndo encontrou-se diferenga, com significancia estatistica,
entre perfil de sensibilidade e uso prévio das drogas. Considerando-se que essa
relacdo foi estabelecida por diversos trabalhos cientificos, pondera-se que a
amostra possa ter sido pequena para comprovar tal fato. Estudo realizado na
Universidade Federal do Rio de Janeiro, em 2000, tratou desse tema e avaliou os
fatores de predicdo para a resisténcia aos tuberculostaticos, estabelecendo
aumento do risco para multirresisténcia em sete vezes naqueles pacientes

expostos previamente as drogas anti-TB (NATAL et al., 2003).

Cerca de 17% dos pacientes (4/24) apresentaram resisténcia primaria, sendo dois
portadores de cepa MDR. De acordo com o Inquérito Nacional de Resisténcia
realizado pelo MS, em 1997, os indices de resisténcia primaria a R e H foram
respectivamente de 0,2% e 3,7% e de 0,8% para R+H (BRAGA et al., 2003). A
resisténcia primaria reflete, em geral, falhas nas medidas de controle e prevengéo
da TB, favorecendo a disseminacido das cepas resistentes. O presente estudo, ao
apontar elevada taxa de abandono de tratamento (17%) no portador de cepa
resistente, reforca a necessidade de implementar medidas de prevencédo e
controle, para reducdo da transmissibilidade, em especial em instituicdes de

referéncia para o tratamento da TB.

6.2.3 Correlacédo entre teste de sensibilidade das cepas e evolugdo clinica dos

pacientes

Quanto a evolugdo do tratamento vigente, observa-se que alguns pacientes
informaram melhora clinica com esquemas 1, 1R e 3, a despeito de apresentarem
resisténcia a pelo menos uma droga do esquema. Nesse sentido, reforga-se o

conceito de efeito sinérgico com o uso de combinacao de drogas (TAB. 10).

Nove pacientes melhoraram com esquema para tratamento de TB-MDR proposto
pelo MS e um piorou. Dos pacientes que utilizaram esquema de tratamento para

TB-MDR, 89,0% eram resistentes a R e a H e cerca de 50,0% apresentavam
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sensibilidade a S e ao E, este ultimo farmaco pertencente ao esquema referenciado
pelo MS (TAB. 10).

Todos os pacientes que abandonaram o tratamento (4/24; 17%) eram MDR. Em
que pese 0 uso de esquemas mais prolongados, com drogas onerosas, toxicas e
menos facilmente disponiveis, esse achado reforca a necessidade do
aprimoramento de medidas de controle e prevencao da TB-MDR. Enfatiza-se a
adocao de tratamento supervisionado, medida, esta, que tem se mostrado custo-
efetiva, resultando na maior adesao e organizagao dos servigos, com menor taxa
de abandono. O DOTS (Direct Observed Therapy Strategy), proposto pela OMS,
prioriza 0 acompanhamento dos pacientes com maior risco de abandono, tais como
usuarios de drogas, alcéolatras, moradores de aglomerados, portadores de cepas
resistentes, assim como daqueles em novo tratamento. A orientagdo de
acompanhamento desses casos visa, individualmente, uma melhor qualidade da
assisténcia médica e, coletivamente, o controle da disseminacdo de cepas

resistentes.

DOLIN et al. (1994) relata que a morte atribuida a doenga se relaciona com o
tratamento tardio ou a sua faléncia. A morte de um dos dois pacientes que

faleceram guarda relagdo com a doenga.

De acordo com dados do Il Consenso Brasileiro de Tuberculose (BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE, 2004), que abrange cerca de quatro anos de registros de
TB-MDR no Brasil com a notificagao de 1469 casos, observou-se evolugao para o
obito em 30,2%, sendo 8,4% por abandono do tratamento, 14,6% por faléncia
terapéutica e 2,5% por recidiva verificada no primeiro ano apos a alta. Ressalta-se
que em nosso estudo a taxa de o6bito foi menor e a de abandono de tratamento
mais elevada. Entretanto, o tempo de acompanhamento dos pacientes foi pequeno
para verificar a ocorréncia de obitos tardios. E possivel que aqueles que
abandonaram o tratamento ou nos quais o0 mesmo nao foi eficaz, tenham evoluido

desfavoravelmente.
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6.3 Epidemiologia

A regido sudeste é responsavel por quase metade dos casos notificados de TB no
Brasil. No periodo do estudo, o Estado de Minas Gerais notificou 5.501 casos de
TB pulmonar (TAB. 1). Segundo a Secretaria Municipal de Saude, neste mesmo
periodo, foram notificados 703 baciliferos, sendo 112 casos de TB pulmonar

registrados pelo HJK.

Considerando-se os casos notificados de TB-MDR no Brasil, de 2000 a 2003,
totalizando 1.214 casos, 45,4% deles ocorreram no Estado do Rio de Janeiro
(BRITO et al., 2004). No Estado de Minas Gerais, de acordo com banco de dados
do Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de TB-MDR do Centro de Referéncia
Hélio Fraga, foram registrados 31 casos de resisténcia. Tendo em vista os registros
oficiais, observa-se que as amostras contempladas neste estudo perfazem cerca
de 60,0% do total de casos de TB-MDR (informagéo pessoal de Margareth
Dalcolmo, Servigo de Vigilancia Sanitaria, MS, julho 2005).

Comenta-se que informacdes referentes a TB resistente em MG sdo escassas,
sendo também pequeno o numero de estudos com cepas de M. tuberculosis no
Estado. Acredita-se que a identificagdo da resisténcia seja dificultada pela
deficiéncia de laboratérios especializados, incapazes de oferecer estrutura de
referéncia e contra-referéncia para instituicbes de saude que atendam a demanda

do sintomatico respiratorio e de seus contatos.

Apesar da taxa oficial de TB resistente ndo ser elevada, mesmo levando-se em
conta a subnotificacao, acredita-se que para cada caso de TB confirmado existam,
possivelmente, oito a dez infectados. Sendo assim, refor¢ca-se a necessidade de se
avaliar o risco iminente de transmissédo. Além disso, € preciso salientar que a TB-
MDR apresenta baixa taxa de cura e elevado custo de tratamento, cerca de 700
vezes maior daquele referente ao esquema 1, 1R e 3 (MAHMOUDI, ISEMAN,
1993)
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6.3.1 Epidemiologia molecular: analise do fragmento 1S6110

A analise do fragmento IS6770 por RFLP possibilita avaliar a similaridade
filogenética (proximidade génica entre as cepas), estabelecendo, em conjunto com
informagdes epidemioldgicas, se as cepas pertencem ou ndo ao mesmo cluster.
Cada fragmento (banda) identificado no RFLP representa uma coépia da sequéncia
de insergcéo IS6710, sendo que o numero e tamanho dos fragmentos do DNA sao

utilizados para confirmar ou nao a relagao genética entre as cepas estudadas.

A tipificacdo molecular ou genotipagem tem sido aplicada na identificacdo e
caracterizagdo de cepas associadas a transmissao nosocomial (BIFANI et al.,
1996; FRENCH et al., 1998; FRIEDEN et al., 1995; MOSS et al., 1997) bem como
em investigagao de surtos (BARNES et al., 1997; DAHLE et al., 2003; KUBIN et al.,
1999; JEREB et al., 1995). O uso combinado de técnicas de epidemiologia
convencional e molecular possibilita o aumento da acuracia sendo, atualmente,
considerado instrumento necessario para se estabelecer relagao epidemiologica na

TB, determinando, inclusive, o caso indice na vigéncia de surtos.

Esses testes também sdo aplicados para a confirmagdo da ocorréncia de
contaminagao cruzada no laboratério (CARRICAJO et al., 1999; FILHO et al., 2002;
SMALL, MOSS, 1993). Estudos mostram que 0,9% a 3,5% dos pacientes nos quais
o0 M. tuberculosis foi isolado ndo tém TB, estando as culturas positivas em
consequéncia da contaminagao cruzada. Esse evento € mais propenso a ocorrer
quando a baciloscopia € negativa e a cultura positiva, ou se a micobactéria &
isolada naquele paciente sem quadro clinico de doenga. Para esses casos, a
genotipagem do isolado pesquisado e dos isolados processados ao mesmo tempo
no laboratério pode esclarecer a ocorréncia de contaminacéo cruzada, evitando o
tratamento desnecessario (BARNES,CAVE, 2003; JASMER et al., 2002;
KANDUMA et al., 2003; McNABB et al., 2002).

Estudos populacionais de larga escala, que utilizam técnicas de genotipagem
aplicada a epidemiologia, tém sido realizados com o objetivo de investigar a

transmissao e disseminacao de cepas em diferentes areas geograficas (BIFANI et
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al., 2002; FRIEDMAN, STOECKLE, KREISWIRTH, 1997; LIN et al., 1996; TORREA
et al., 1995). Essa tecnologia também € util na avaliagdo de programas de controle
da TB, (ELLIS et al., 2002; KONG et al., 2002; McNABB et al., 2002; MUNSIFF et
al, 2002) bem como para determinar os fatores de risco associados a TB
(BLACKWOOD et al., 2003; FANDINHO et al., 2000; FERDINAND et al., 2003;
VUKOVIC et al., 2003).

Neste estudo, ndo foi encontrada semelhanca no perfil das bandas geradas pela
digestdo com enzimas de restricdo e analisados pelo fingerprinting. Portanto, ndo
foi observado padrao de RFLP similar, restringindo-se a chance de clonalidade das
amostras resistentes. A genotipagem, somada as informag¢des epidemiologicas,
demonstra a diversidade da amostra avaliada, confirmando a hipétese de que as
cepas do estudo nao apresentaram relagao epidemioldgica evidente. Assim sendo,
limita-se a possibilidade de transmissdo nosocomial atual e contaminagao
laboratorial entre as amostras pesquisadas. Em virtude da pequena amostragem
nao randomizada, ndo € possivel extrapolar nossos achados para além do

comentado.

6.4 Resisténcia as drogas e mutagdes associadas

6.4.1 Isoniazida

O mecanismo de acdo da H é complexo e pelo menos cinco diferentes genes
(katG, inhA, ahpC, kasA e ndh), apresentam mutagdes relacionadas a resisténcia a
esse farmaco. Neste estudo, foram identificadas 21 cepas resistentes a H no TS
qualitativo, as quais foram avaliadas quanto ao nivel de resisténcia e a presenca de

mutagdes nos genes katG, ahpC e inhA, através de sequenciamento génico.

Estudos moleculares demonstram que mutagcdes do gene katG sao as alteragdes
génicas mais frequentemente associadas a resisténcia a H. Apesar de outras
mutagdes terem sido localizadas em outras regides do genoma, elas ocorrem em
frequéncia bem inferior as observadas para o katG (CARDOSO et al., 2004). Até o
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momento, inumeros trabalhos, realizados em todo o mundo, demonstraram
frequéncia de mutagdo do katG variando de 36,0 a 100,0% (aproximadamente
70,0%) nas cepas H resistentes, sendo interessante a destacada preferéncia por
mutacgéao localizada na posigéao 315 (ABAL; AHMAD; MOKADDAS, 2002; ABATE et
al., 2001; ESCALANTE et al., 1998; HAAS et al., 1997; MARTTILA, SOINI,
HUOVINEN, 1996; MARTTILA et al, 1998, MOKROUSOV et al., 2002;
RAMASWAMY et al., 2003; TORRES et al., 2002; van RIE et al., 2001; van
SOOLINGEN et al, 2000). Em nosso estudo, a mutagcdo do gene katG foi
identificada em 75,0% (15/20) das cepas resistentes nas quais foi realizado
sequenciamento, sendo que a maioria das mutacgdes (93,3% ou seja 14/15) ocorreu
no codon 315. As mutagdes pontuais foram as mais frequentes. A mutacado de
substituicdo da serina por treonina na posi¢ao 315 (S3715T) foi observada em todas
as cepas mutantes do codon 315. Esse achado coincide com descricbes de
estudos anteriores (ABAL, AHMAD, MOKADDAS, 2002; FANG et al., 1999; HAAS
et al., 1997; MARTTILA et al., 1998). Sabe-se que variagbes geograficas sao
relatadas e apesar da mutacdo do cédon 315 ser habitualmente a mais comum,

sua frequéncia é variavel.

MUSSER et al., em 1996, avaliaram 85 cepas H resistentes de diversas origens e
identificaram mutagédo do cdédon 315 em 58,0% dos isolados. HAAS et al., (1997)
observaram que 68,0% das cepas resistentes a H apresentaram mutacdo de
substituicdo no cddon 315, usualmente S3757. DOBNER et al, (1997)
demonstraram que 26 de 27 isolados H resistentes da Alemanha e Serra Leoa
apresentavam mutacdes do coédon 315. MARTTILA et al.,, (1998) demonstraram
que 22/24 isolados resistentes a H de S&o Petersburgo (Russia) apresentaram
substituicdo S375T. Resultados similares foram observados por ESCALANTE, et
al., (1998), trabalhando com amostras originadas do Peru, em que 79,0% dos

isolados apresentaram mutagdo S375T.

No Brasil, estudos recentes apresentam variacdes na frequéncia da mutacao
S315T dentre os isolados H resistentes dos Estados de Sao Paulo (60,0%), Rio

Grande do Sul (60,9%) e Rio de Janeiro (87,1%) (SILVA et al., 2003). Evidéncias



129

sugerem que regides de alta endemicidade de TB estdo associadas a elevados
indices de mutagcdo S375T do gene katG (SILVA et al., 2003). Nosso estudo
observou que a totalidade das cepas com mutacdo do katG na posicao 315

apresentou substituicdo S3715T.

Em relagdo ao codon 315 do katG, a substituicdo mais comum descrita é a AGC
(Ser) por ACC (Thr) ou seja, S3715T. Contudo, outras mutagdes, a exemplo de ACA
(Thr), ATC (lle), AGA (Arg), CGC (Arg), AAC (Asp) e GGC (Gly), ja foram
identificadas (SILVA et al., 2003).

Mutagdes do gene katG localizadas em outros cédons, a exemplo do que ocorre na
posicdo 463, polimorfismo caracterizado pela substituicdo CGC (Arg) por CTG
(Leu), posicao 138 (Asn - Ser ou His) e posig¢ao 328 (Trp = Gly ou Leu ou Cys),
também sao frequentes (COCKERILL et al., 1995; DOBNER et al., 1997; HAAS et
al., 1997; HEYM et al.,, 1995; MUSSER et al.,, 1996; PRETORIUS et al., 1995;
ROUSE et al., 1995; ROUSE et al., 1996). Em nosso estudo, foi encontrada
mutacdo no cédon 299 em uma cepa, com a substituicdo da Ser por Gly ja
anteriormente citada, no trabalho de CARDOSO, et al.; em 2004.

Considerando-se a correlagao entre presenga de mutacdo em katG e nivel de
resisténcia (CIM), observa-se que das 18 cepas H resistentes com avaliagdo de
mutacao e determinagdo da CIM, 13 mostraram mutacéo no katG (72,2%), sendo
que 12 apresentaram CIM superior a 4 pg/mL. Varios estudos apresentam
associagao entre mutagdo do katG e resisténcia de alto grau, ou seja, niveis de
CIM elevados para H (ABATE et al., 2001; CARDOSO et al., 2004; RAMASWAMY,
MUSSER 2003; SILVA et al., 2003; van DOORN et al., 2001, 2003; van
SOOLINGEN et al., 2000). Contudo, os autores utilizaram valores distintos para
resisténcia de alto grau, fato que limita o estabelecimento de comparacgdes.
Ressalta-se também que, alguns estudos estabelecem valores muito elevados de
CIM para resisténcia de alto grau. Nesse sentido, tém-se informagdes de menor
aplicabilidade clinica, uma vez que a elevagao da concentragao sérica da droga, na

pratica ndo é possivel de ser atingida devido a toxicidade do farmaco. Neste
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estudo, tendo em vista a escassez da literatura em estabelecer niveis especificos
para resisténcia de alto grau, adotou o sistema de estratificacdo proposto por
HEIFETS (1988). Esse sistema apresenta intervalos de CIM que correlaciona com
classificagdo das cepas em: sensiveis, moderadamente sensiveis, moderadamente

resistentes e resistentes.

Do ponto de vista clinico ressalta-se que o tratamento da TB depende ndo somente
da caracteristica fenotipica da cepa resistente, mas também da biodisponibilidade
da droga e da interacao entre os farmacos. O estudo de ABATE et al. (2001) relata
que os niveis alcancaveis de H no sangue dependem da dose administrada e que,
apos dose de 15 mg/kg, considerada elevada, tem-se 11 pg/mL de nivel sérico.
Esse mesmo estudo afirma que niveis séricos elevados sao dificeis de serem
alcancados clinicamente, sendo valores de CIM iguais ou superiores a 16 ug/mL
potencialmente inatingiveis pelo esquema proposto pelo Ministério de Saude, com
administragao diaria de medicacdo. Acresca-se que a atividade da H pode ser
potencializada pelo uso de outras drogas, a exemplo do E e S, ou mesmo pelo uso
combinado da melatonina. Assim, a H pode ainda ser benéfica no tratamento de
alguns portadores de TB-MDR, como aqueles com niveis de CIM baixos,

usualmente proximos de 2 pg/mL.

Alguns estudos, como o de MARTTILA et al., (1998), PRETORIUS et al., (1995), e
ROUSE et al, (1996) nao identificaram substituicbes do katG na posicdo 315.
Nesses estudos, as amostras apresentavam niveis de resisténcia a H de baixo
grau. Em nosso estudo, por outro lado, quatro das cinco cepas sem mutagdo em

katG apresentaram CIM >4 ug/mL.

Apesar de mutagdes do gene katG serem responsaveis pela maioria dos casos de
resisténcia a H, aproximadamente 30,0% das cepas mutadas apresentam o

envolvimento de outros genes.

Os genes katG e ahpC codificam respectivamente as enzimas catalase-peroxidase

e alquil-hidroredutase, sendo que a expresséo deles é regulada por uma proteina
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regulatéria da transcricdo, denominada OxyR (FARR, KOGOMA, 1991). Esses
genes (katG e a regiao promotora oxyR-ahpC) apresentam relagao estreita, visto
que mutantes katG apresentam aumento da expressao da proteina codificada pelo
ahpC. Nesse caso, as cepas mutantes katG (resistentes a H), para sobreviver,
compensam a perda da atividade de catalase-peroxidase por meio de outra
mutacao, agora no ahpC (SHERMAN et al., 1996). Sabe-se que mutacdes do oxyR
e ahpC determinam alteragdes na sensibilidade da cepa a H (DERETIC et al.,
1995, SHERMAN et al., 1995 e 1996).

WILSON, COLLINS (1996) avaliaram a sequéncia de DNA de cepas de M.
tuberculosis nas regides dos genes oxyR, ahpC e regido intergénica, e
demonstraram alguns polimorfismos localizados na regido intergénica oxyR-ahpC
associados a alteragdes do katG e a redugao da atividade catalase-peroxidase.
Varios outros autores observaram aumento da expressdo do gene ahpC em
isolados resistentes a H e sem mutagdo no gene katG (DERETIC et al., 1995;
SHERMAN et al, 1995). Entretanto, o ahpC parece ndo estar envolvido
isoladamente na resisténcia a H, per se, sugerindo correlagédo seletiva com

mutantes katG negativos.

Assim, considerando que mutagdes na regido promotora do ahpC em cepas
resistentes a H, katG negativas, podem favorecer a hiperexpressdo do ahpC
(mecanismo compensatorio para perda da fungao de katG), a avaliagdo conjunta
do katG e ahpC parece ser eficiente marcador de resisténcia a H (TELENTI et al.,,
1997b; ZHANG, TELENTI, 2000).

Em nosso estudo, das 20 cepas resistentes a H sequenciadas, quatro
apresentaram mutacdo no gene ahpC, sendo que uma apresentou também
mutacao no katG. As mutacdes do ahpC descritas foram C(-39)T, C(-30)T, C(-12)T
e G(-9)A. Como se observa, a maioria das mutagbes do gene ahpC ocorreu em
regido up-stream, ou seja, acima da regiao codificadora do gene. A analise do nivel

de resisténcia revelou que a maioria das cepas resistentes mutantes de ahpC
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apresentou CIM maior que 4 pg/mL, em concordancia com os estudos de KELLEY
et al. (1997) e KIEPIELA et al. (2000).

No presente estudo, 15 das 20 cepas resistentes a H apresentaram mutacido do
katG, enquanto trés das cinco sem mutacdo em katG foram mutantes de ahpC.
Portanto, o emprego dos testes genotipicos katG e ahpC permitiu detectar 18 das
20 (90,0%) cepas resistentes a H. Observa-se também que o emprego dos testes
genotipicos referentes a katG e ahpC detectou 15 das 16 (93,7%) cepas

resistentes com CIM superior a 4 ug/mL.

Outro gene associado a resisténcia a H € o inhA, que codifica a proteina enoil-
redutase, essencial para a sintese normal dos acidos micdlicos, a qual € inibida
pelo farmaco. (BANERJEE et al., 1994). Muta¢gdes nesse gene podem determinar
resisténcia tanto a H quanto a Et, principalmente naquelas cepas resistentes em
que nao foi identificada mutacao no katG e ahpC. Apesar de pesquisada em todas
as cepas H resistentes, ndo foi observada mutagdo de inhA na amostragem.
Provavelmente, nessas cepas, 0 mecanismo de resisténcia ndo é genético ou esta

localizado em porcéo nao pesquisada do genoma.

Embora esses achados mostrem que a pesquisa de inhA nao contribuiu para a
deteccdo genotipica da resisténcia a H, SILVA et al. (2003), estudando cepas do
Brasil, descreveram 10,1% de mutagao na regido regulatéria desse gene e 2,9% na
regido codificadora, em 69 amostras resistentes provenientes dos Estados do Rio
de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul. Nesse contexto, estudos mais
abrangentes, representando as diversas regides do Brasil, devem ser
implementados para estabelecer a importancia da detecgdo da mutagdo do gene

inhA na identificagao de cepas resistentes a H no pais.

Varios estudos realizados em regides diversas do mundo identificaram mutagdes
tanto na regiao promotora quanto no gene estrutural do inhA (BASSO et al., 1998;
KIEPIELA et al., 2000; RAMASWAMY, MUSSER et al., 1998), porém os trabalhos

diferem drasticamente quanto a frequéncia de mutagcbes do inhA para cepas
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resistentes (DOBNER et al., 1997; MDLULI et al., 1996; O'BRIEN et al., 1996;
TELENTI et al., 1997b).

6.4.2 Rifampicina

O mecanismo de atividade da R depende de sua ligagdo com a subunidade 3 da
RNA polimerase, o que resulta na inibicdo da transcricdo. Dessa maneira, o
processo de sintese protéica fica comprometido e a célula é destruida pela nao
renovacgao de constituintes vitais (McCLURE, CECH,1978).

O gene rpoB codifica a RNA polimerase e mutagdes no locus do gene determinam
resisténcia a droga em aproximadamente 96,0% das cepas R resistentes. Varios
estudos demonstram que isolados R resistentes, n&o epidemiologicamente
relacionados, apresentam mutacdes (insergbes ou delegbdes) localizadas
preferencialmente na regido de core de 81 pb do gene rpoB, que corresponde aos
cédons 507 a 533. Essa regido ou sequéncia, codificadora de 27 aminoacidos, foi
denominada regido determinante de resisténcia (RDR) a R (DONNABELLA et al.,
1994; HEYM et al., 1994; KAPUR et al., 1994; KAPUR et al., 1995; MORRIS et al.,
1995; TELENTI et al., 1993).

Nesse contexto, um importante estudo desenvolvido por MUSSER (1995) descreve
as principais mutacdes da RDR, sendo que 43,0% das cepas R resistentes
apresentaram mutacdes no codon 531 (Ser) e 36,0% no codon 526 (His). As
substituicdes mais frequentes foram a S531L (42,0%) e H526Y (26,0%) (MUSSER,
1995). Posteriormente, outros autores confirmaram esses achados e estenderam a
compreensao desses principios com a observacao da frequéncia de distribuicao
dessas mutagdes, em diferentes areas geograficas (CAUGANT et al, 1995;
ESCALANTE et al.,, 1998; RINDER et al.,1997). Mais recentemente, MATSIOTA-
BERNARD, VRIONI, MARINIS (1998), POZZI et al. (1999), GARCIA et al. (2001),
MANI et al. (2001) e YUE et al. (2003), confirmaram o postulado, com a utilizagéo
de métodos distintos. Nesses estudos, a frequéncia de mutacao do rpoB variou de
entre 70,0 e 97,0%.
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Estudos similares, como o de VALIM et al. (2000) e MIRANDA et al. (2001), foram
conduzidos com cepas do Brasil. VALIM et al. (2000) analisaram 100 isolados de
M. tuberculosis, sendo 82 resistentes a rifampicina dos Estados do Rio Grande do
Sul (n= 38), Sdo Paulo (n= 19) e Rio de Janeiro (n= 25). A maioria das mutagdes
associadas a resisténcia ocorreu em apenas um nucleotideo (81%), e envolvendo
sete codons. Onze isolados (13,4%) apresentaram mutagées mais complexas. Os
cédons mais frequentemente afetados por mutagdes pontuais foram o 531 (54,0%),
0 526 (21,0%) e o 516 (7,0%). Nenhuma mutacéo foi observada nas 18 cepas
sensiveis estudadas. Naquele estudo, os isolados do Rio Grande do Sul e Sao
Paulo apresentaram semelhanca quanto a frequéncia das mutagdes. As amostras
do Rio de Janeiro demonstraram maior variagdo de mutagdes, algumas das quais
nao foram observadas nas outras cepas do estudo ou em relatos de literatura. A
maioria das mutacgdes identificadas foram aquelas comumente encontradas em
outras partes do mundo. MIRANDA et al., (2001) estudaram muta¢des do gene
rpoB em 62 cepas de M. tuberculosis resistentes e sensiveis, isoladas do Brasil e
Franca. Foram identificadas mutacbes em 100,0% das cepas resistentes a R
oriundas da Franga e 89,0% das cepas do Brasil. Nenhuma mutacgéao foi detectada
nas 28 cepas sensiveis a R. As cepas resistentes da Franca apresentaram
mutagdes nos cddons 531 (31,2%), 526, 513 e 533 (18,7% cada). As cepas
resistentes do Brasil apresentaram mutag¢des nos coddons 531 (72,2%), 526 (11,1%)
e 513 (5,5%). Questionou-se a heterogeneidade das cepas da Franga,
provavelmente relacionadas ao fato de que essas cepas foram isoladas de
pacientes dos continentes africano e asiatico. Todavia, para nenhum desses
estudos foi estabelecida a correlagdo entre as mutagbes génicas encontradas e o

grau de resisténcia das cepas.

Em nosso estudo, foram identificadas 17 cepas resistentes a R sendo que em 14
foi realizada pesquisa de mutagédo por ribotipagem. Observou-se que 11 cepas
apresentaram mutacao do gene rpoB, sendo a mais frequente localizada no cédon
531(72,7%; 8/11). Em trés cepas nao foi observada mutagdao de rpoB no cdédon

531, mas foi detectada mutagdo em coédon néo especificado (CEND). Assim sendo,
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78,6% das cepas (11/14) apresentaram mutacdo no Jocus determinante de

resisténcia.

Estudos foram conduzidos no sentido de correlacionar mutacdes especificas do
rpoB e CIM da cepa resistente, evento primeiramente sugerido por BODMER et al.
(1995). Apesar de algumas diferencas entre os estudos, considera-se que
mutagdes nos codons 513, 526 ou 531 estdo associadas a elevado grau de
resisténcia, e que mutacdes nas posicoes 514 ou 533 resultam em resisténcia de
baixo grau (OHNO et al.,1996; MOGHAZEH et al., 1996; TANIGUCHI et al., 1996),
embora o valor de corte da CIM varie entre os estudos. Outros trabalhos (CHAVES
et al., 2000; OHNO et al., 1997) também sugerem que ndo sé o local como o tipo
de mutacao determinaria o nivel de resisténcia. Em ambos os casos, observaram
que a substituicdo de Leu (leucina) pelo Trp (triptofano) no cédon 531 resultou em
CIM mais elevada do que a observada com as substituicbes de aminoacidos nos
codons 526 e 516, resultando em escala de grau variavel de resisténcia a droga.
Em nosso trabalho, 71,4% (10/14) das cepas resistentes a R apresentaram CIM
=216 pg/mL, sendo que em 60,0% (6/10) dessas foi identificada mutagdo do rpoB.
Do total de cepas mutantes para o gene pesquisado, 75,0% apresentaram CIM 216

Mg/mL.

O estudo de CHAVES et al., realizado em 2000, foi conduzido com 29 cepas de M.
tuberculosis resistentes a R, sendo 15 obtidas de populagao carceraria de Madri e
14 da populacao geral da Espanha. Caracterizou-se esses isolados através da
analise da sequéncia de DNA da regido de 81 pb que codifica o gene rpoB e
fingerprinting do fragmento IS6770. Todos os isolados apresentaram mutagcdes no
rpoB, 41,0% no cdédon 531. Dos 29 isolados, 23 (79,0%) apresentaram alta
resisténcia a R, com CIM = 64 mg/L, determinado por método convencional. O
estudo do fingerprinting identificou 19 cepas distintas. O restante dos isolados
apresentava similaridade no padréo do fragmento IS67110, fato que demonstra elo
epidemioldgico. Essa publicacdo sugere o uso do rpoB na determinacdo da
resisténcia e na discriminacdo de cepas resistentes a R com idéntico padrao de
IS6110.



136

Acrescenta-se que, como a resisténcia a R esta em 90,0% dos casos associada a
resisténcia a H, poderia se utilizar a identificagdo da mutagao rpoB como marcador
de TB-MDR (DROBNIEWSKI et al., 1998; RATTAN, KALIA, AHMAD, 1998;
TELENTI et al., 1993). Nesse caso, a identificagdo de mutagao no rpoB é utilizada
para screening de resisténcia. Varios estudos recentes, como os de VIEDMA
(2003), HAZBON (2004), WADA et al. (2004), AKTAS et al. (2005) e ZHAO et al.
(2005) reconhecem e utilizam essa tecnologia na detecgdo da multirresisténcia,

sugerindo implementagdo mais ampla desses testes.

Mais recentemente, HOFLING et al. (2005), em estudo realizado pela Universidade
Estadual de Campinas, avaliaram 468 cepas resistentes a H no Brasil e
determinaram a frequéncia das mutacdes de katG e rpoB. Observaram que todas
as cepas resistentes a R apresentaram mutacao do rpoB. Esse trabalho reforga a
elevada correlagdo da resisténcia entre duas drogas (RH) e sugere utilizar-se a
mutagédo de rpoB como marcador para o diagnéstico da TB-MDR, uma vez que a
determinacado de mutagao no rpoB apresenta elevada sensibilidade para as cepas

de M. tuberculosis resistentes do Brasil.

Em nosso estudo, das 17 cepas de M. tuberculosis consideradas MDR, 14 foram
submetidas a estudo de mutagao no gene rpoB, sendo detectadas mutagdes em 11
cepas. Caso o rpoB fosse utilizado como teste de screening para TB-MDR, seriam
detectadas 78,6% das cepas MDR geneticamente estudadas. A detecgao isolada
de mutagdo de katG identificaria 82,4% (14/17) das cepas MDR. Contudo, a

detecgdo combinada de rpoB e katG reconheceria 88,2% (15/17) dessas.

6.4.3 Pirazinamida

Mutacbes do gene pncA, que codifica a PZase, enzima conversora da Z em
farmaco ativo, tém sido demonstradas em cepas de M. tuberculosis resistentes a Z.
MORLOCK et al. (2000) e SOINI, MUSSER (2001) estudando cepas de diversas

localidades geograficas, identificaram mutagdes no gene pncA em 72,0% a 100,0%
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das cepas resistentes a Z, ausentes nas cepas sensiveis. Esses achados foram
também relatados em outros estudos (HIRANO et al., 1999; SCORPIO et al., 1997,
SREEVATSAN et al., 1997a). Todavia, observa-se que, para a maioria dos
trabalhos, mutacdes do pncA apresentam ampla diversidade de localizacdo nesse

gene.

Historicamente, SCORPIO, ZHANG, em 1996, clonaram e caracterizaram o gene
pncA, que codifica uma proteina de 186 aminoacidos, observando que mutacdes
nos codons 63, 138, 141 e 162 resultavam em polipeptideo inativo. Nesse caso,
essas cepas mutantes nao apresentavam atividade de PZase e exibiam CIM
>500ug/mL. Posteriormente, SREEVATSAN et al. (1997a) estudaram 67 cepas Z
resistentes e 51 cepas Z sensiveis de M. tuberculosis, recuperadas de diversas
regides geograficas e sitios anatémicos, e analisaram o IS6770. Todos os isolados
susceptiveis a Z apresentavam idéntico perfil de pncA; 72,0% dos 67 isolados
resistentes apresentaram mutagdes do pncA que determinaram alteragcbes na
sequéncia de aminoacidos da PZase. No mesmo ano, SCORPIO et al (1997),
estudaram cepas resistente a Z, através de sequenciamento génico, e encontraram
resultados similares aos de SREEVATSAN (1997a), contudo, observaram que
cepas mutantes que perderam a atividade de PZase apresentaram niveis de
resisténcia elevados (CIM >900ug/mL). HIRANO et al. (1999) compararam cepas
sensiveis e resistentes a Z de nove diferentes paises, relatando que cepas
sensiveis nao apresentavam alteragdes no gene. MESTDAGH et al.,, (1999)
testaram 62 cepas de M. tuberculosis MDR quanto a atividade da PZase e
susceptibilidade a Z. O sequenciamento do gene pncA das 23 cepas resistentes a
Z revelou mutagcbes em 17 cepas com atividade de PZase negativa. Foram
observadas mutagdes em 17 das 23 (aproximadamente 74%) cepas definidas
como Z resistentes pelo método radiométrico. Onze cepas apresentaram mutagoes
que nao haviam sido descritas anteriormente, sendo essas mutacdes distribuidas

ao longo do gene.

No Brasil, RODRIGUES et al. (2005), estudando cepas resistentes de isolados

clinicos, observaram que 61,1% das cepas apresentaram mutacdes de substituicao
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em uma determinada regido que contempla os cdédons 128 a 171. Esses achados
concordam com os estudos de SCORPIO et al. (1997) e LEMAITRE et al. (1999),
0s quais advogam que poderiam ser essas as regides no gene pncA determinantes

da estrutura ou fungao catalitica da PZase.

Em nosso estudo, observou-se que cerca de 60% das cepas resistentes a Z
avaliadas pelo sequenciamento apresentaram mutag¢des do gene pncA. Embora o
gene pncA seja pequeno, foram identificadas varias mutagbes em posigcdes
diversas de sua estrutura e essa heterogeneidade na localizagdo das mutacdes
(distribuidas entre a posicao 99 a 175 do gene) confirma relatos anteriores, apesar
da pequena amostragem avaliada. Nao foram identificadas alteragées génicas na
regido regulatéria do gene, a despeito das descrigdes de SCORPIO et al. (1997),
MARTTILA et al (1999), PARK et al. (2001), SUZUKI et al (2002) e PORTUGAL et
al. (2004).

Ressalta-se que a instabilidade génica é tida como caracteristica peculiar do pncA
(ZHANG, MITCHISON, 2003), nao sendo frequente para outros genes associados
a resisténcia a drogas anti-TB. Baseado na elevada diversidade de localizagao da
mutacdo no gene pncA, alguns autores sugerem a sua utilizagdo para
caracterizagdo de cepas em investigagdo de surtos, através de técnicas
moleculares (MORLOCK et al., 2000).

Considerando-se a CIM, varios estudos relacionam mutacdo com niveis de
resisténcia da Z e atividade de PZase. MORLOCK et al, (2000) avaliaram
correlagdo entre mutagdes do gene pncA e resisténcia a Z de 60 cepas de M.
tuberculosis e observaram que a mutacdo no gene pncA correlaciona com CIM
usualmente 2100 ug/mL, com perda da atividade PZase (34 de 37 cepas). Foram
identificadas 30 diferentes mutagdes nas 37 cepas resistentes a Z, o que reforca o
elevado grau de diversidade genética do gene pncA nos isolados de M.

tuberculosis Z resistentes.
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A maioria das cepas resistentes a Z (62,5%) apresentou CIM elevada (>900
bMg/mL). Em relacao a PZase, observou-se a manutengcao da atividade enzimatica
para varias cepas resistentes a Z com e sem mutagédo do pncA, o que sugere que
outros genes e/ou outros mecanismos, como bomba de efluxo ou alteragdes
metabdlicas, possam estar envolvidos no desenvolvimento da resisténcia a droga,
como apontado por ZHANG, MITCHISON (2003). Apesar da PZase nao ter sido
eficiente marcador de resisténcia, para essa casuistica, observou-se boa
correlagdo da inatividade enzimatica com CIM >900 ug/mL. Como poucas cepas
foram testadas, é necessario que estudos com maior amostragem sejam realizados
em cepas do Estado de Minas Gerais. Outra limitagdo para o uso da PZase como
marcador de resisténcia a Z é a necessidade de grande volume bacilar para
realizacdo do teste, o que demanda tempo e cultivo prévio (minimo de trés

semanas).

6.4.4 Etambutol

O E é uma droga micobactericida, que atua na inibigdo da incorporagdo do acido
micélico na parede da célula (TAKAYAMA et al, 1979). Em 1989, TAKAYAMA et
al., demonstraram que o E inibiu a transferéncia de arabinogalactano para a parede
celular, fato esse que resultou no acumulo de acido micolico. Posteriormente, foi
sugerido que o alvo do E na micobactéria seria a arabinosil transferase (WOLUCKA
et al., 1994), enzima responsavel pela biossintese da parede celular. O E seria um

analogo da arabinose que bloquearia essa enzima (RODRIGUES, 2005).

Estudos moleculares identificaram, em varias espécies de micobactérias, locus
génicos que codificam a arabinosil transferase, organizados no operon embCAB
(BELANGER et al., 1996, TELENTI et al.; 1997b; SREEVATSAN et al., 1997b).
Analises posteriores demonstraram que cepas E resistentes apresentavam
mutagcdbes do operon embB em aproximadamente 70% dos isolados
(RAMASWAMY, MUSSER, 1998).
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BELANGER et al. (1996) estudaram 72 cepas de M. tuberculosis, sendo 28 E
resistente, e avaliaram as mutagdes do operon através do sequenciamento
automatico do DNA e da analise do SSCP. Dentre os isolados E resistentes, ndo
epidemiologicamente relacionados, foram identificadas mutagcées no cédon 306 em
13 das 28 cepas resistentes (46,4%). As substituicbes de aminoacidos ocorreram
na metionina, substituida pela isoleucina ou valina. Nas 44 cepas sensiveis nao foi
identificada nenhuma mutacdo. Nesse mesmo estudo, realizou-se também a
analise da estrutura secundaria do embCAB e identificou-se que o gene codifica
uma proteina integral de membrana, com 12 dominios transmembrana. Foi
postulado, também, que a resisténcia ao E estaria localizada em uma regiao RDR,

situada no loop citoplasmatico.

SREEVATSAN et al. (1997b) avaliaram os niveis de resisténcia ao etambutol
apresentado por 19 cepas E resistentes e analisaram a sequéncia do gene operon
embCAB. O sequenciamento do DNA e a anélise do SSCP permitiram o estudo da
RDR, que demonstrou ser idéntica para todas as cepas estudadas. Entretanto,
50,0% das cepas, ou seja, 8/16, apresentaram mutagoes na posi¢cao 306 metionina
substituida por isoleucina ou valina. Apreciagdes posteriores, utilizando
sequenciamento automatico do DNA da RDR de 69 isolados resistentes e 30
sensiveis, evidenciaram que 69,0% das cepas resistentes apresentavam
substituicbes de aminoacidos na posi¢ao 306. Outras mutagdes foram identificadas
nas posi¢des 285, 330 e 630. As mutagdes que corresponderam as substituicoes
Met306Leu, Met306Val, Phe330Val e Thr630lle apresentaram CIM mais elevadas
(> 40pg/mL) que a substituicado Met306lle (20pg/mL) (LEE et al., 2004).

No Brasil, RODRIGUES (2005), estudando 39 cepas resistentes ao E oriundas dos
Estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre, observou que 23 dessas

(58,9 %) apresentavam alteragdes no fragmento de embB analisado.

Nesse estudo, foram identificadas dez cepas resistentes ao E e, dessas, sete
analisadas quanto a mutacdo do gene embB, através do sequenciamento

automatico do DNA. Observou-se mutagdo do gene embB em 71,4% das cepas
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estudadas (5/7), reforcando resultados de publicacbes anteriores em que a
frequéncia média de mutacdo do gene para cepas E resistentes varia em torno de
70%. Duas cepas resistentes ndo apresentaram mutagdo no coédon 306, sendo
possivel a ocorréncia de alteragdes em outras regides n&do avaliadas neste estudo,
a exemplo dos coédons 467, 745, 959 e 1024 dentre outros identificados em outras
publicagdes (LEE et al., 2004 e RAMASWAMY et al., 2000). E possivel, também,
que a resisténcia possa estar relacionada a outros mecanismos como efluxo da

droga ou alteragdo de permeabilidade da célula.

Considerando-se o tipo de mutagao identificada em nosso estudo, em todas
aquelas que ocorreram no codon preferencial 306 observou-se a substituicdo do
aminodacido metionina por isoleucina, leucina ou valina, respectivamente em 60,0%
(3/5), 20,0% (1/5) e 20,0% (1/5) das cepas. Segundo dados da literatura, referente
a estudos desenvolvidos em diferentes paises, a ocorréncia de mutacdo do embB
no codon 306 com a substituicio da metionina varia de cerca de 50,0%
(MOKROUSOV et al, 2002) a 89% (SREEVATSAN et al., 1997b). Em conformidade
com esses resultados, tem-se estudo nacional elaborado por RODRIGUES et al.
(2005) que apresenta frequéncia de mutagdo no codon preferencial de 59,0%,
sendo a substituicado da metionina por isoleucina a mais frequente (48,0%), seguida
da Val (39,0%) e Leu (13,0%).

A anadlise da CIM dos isolados resistentes, em que foi determinado nivel
quantitativo de resisténcia, demonstrou que a maioria das cepas apresentou CIM

=216 ug/mL (87,5%, ou seja, 7/8), havendo boa correlagdo com a mutacéo.

6.5 Tuberculose resistente: o cenario

O controle da doenca TB ainda incita preocupacdes. Entre os anos de 1982 e 1986
observou-se um expressivo aumento da TB resistente no mundo e, posteriormente,
no inicio dos anos de 1990 em Nova York, surtos de transmissdo nosocomial de

cepas M. tuberculosis resistentes demonstraram o despreparo dos servigos de
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saude, salientado pelo atraso no diagndstico, tratamento ineficaz, e pela elevada
mortalidade e disseminagao. A década de 1990 foi marcada pelo recrudescimento
da TB e da multirresisténcia. A década vigente, pelo esforco na melhoria da
vigilancia, na implementacdo de laboratorios de referéncia, uso de tecnologia
molecular no diagndstico, estimulo ao tratamento supervisionado e melhoria do
suporte, com a formacdo de alianca global para o controle da TB e
desenvolvimento de novas drogas. No Brasil, a criagdo da REDE-TB em 2001,
impulsionou maior sistematica na abordagem. Ressalta-se que o panorama da
doenca na atualidade reflete a evolugdo adaptativa da micobactéria com a
emergéncia de resisténcia-multirresisténcia e, mais recentemente, em 2006, com a
TB extremamente resistente (XDR), onde as cepas sao resistentes tanto as drogas
de primeira escolha, quanto as duas classes de medicamentos de segunda
escolha, tornando impossivel o tratamento da doenga com as drogas disponiveis.
Portanto, o diagndstico de resisténcia e os medicamentos existentes para o
tratamento n&do sdo adequados para o manejo de todos os casos, fato que
incentiva o desenvolvimento de testes rapidos (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION 2006; DALCOMO, ANDRADE, PICON 2007)

Assim, nas ultimas décadas com o aumento do interesse pela TB resistente, o

numero de publicagdes expressa a repercussao académica desse empenho.

Até o ano de 2000, a maioria das mutagdes génicas associadas a resisténcia ja
havia sido descrita e 0os mecanismos estudados, mesmo que nao totalmente
elucidados, através da PCR seguida do sequenciamento do DNA, SSCP ou RFLP.
Esses estudos inicialmente contemplavam numero limitado de cepas, resistentes e
sensiveis geralmente a apenas uma droga anti-TB, além de avaliarem regides
geograficas especificas. (BLANCHARD 1996, RAMASWAMY, MUSSER 1998,
RATTAN et al., 1998).

Apos o ano de 2000, observa-se a tendéncia de estudos com maior amostragem
(BOLOTIN et al 2009; LIPIN et al 2007; MARTTILA et al 2008), a analise de genes
em combinacdo (ABDELAAL et al 2009; DALLA COSTA et al 2009, SEKIGUCHI et
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al 2007), a diversificacao dos recursos tecnolégicos, a exemplo do PCR-multiplex,
biochip entre outros (ANTONOVA et al 2008; BERGVAL et al 2008; FU, SHINNICK
2007; GEGIA et al 2008; PIETZKA et al 2009), e a disponibilizagéo e utilizagcédo de
testes comerciais (BWANGA et al 2009; CAUSSE et al 2008; HAUCK et al 2009;
LACOMA et al 2008; MIOTTO et al 2008; PALUCH-OLES et al 2009; SHAH et al
2009; SOMOSKOVI 2006; WHO 2008).

Outro aspecto € a necessidade de incremento de métodos rapidos e eficazes para
a identificacdo de cepas XDR. Nesse sentido, progressos recentes tém sido
alcancados com técnicas moleculares (FEUERRIEGEL et al 2009; SUN et al 2008).

6.6 Limitagoes

Neste estudo, foram identificadas 24 cepas resistentes para uma amostragem de
76 isolamentos de pacientes provavelmente portadores de tuberculose resistente.
Apesar do limitado numero de cepas estudadas, considera-se que foram incluidas
cerca de 60% das cepas MDR notificadas do Estado de Minas Gerais do periodo
do estudo. Contudo, sugere-se que estudo prospectivo ampliado seja conduzido a
fim de confirmar os resultados. Ressalte-se, ainda, que ocorreram perdas durante o

cultivo, fato que impossibilitou analise génica de toda amostragem.

Em relacdo a avaliacdo quantitativa da resisténcia (CIM), considerando-se que
estudos similares utilizam valores de corte distintos e n&o padronizados, a

avaliacao comparativa é restrita.

O sequenciamento do DNA é tido como técnica de escolha para a avaliagdo de
mutacodes, pois além de definir o local da mutagcdo também estabelece se houve
substituicdo, delecdo ou insercdo de nucleotideos. No entanto, este método nao
esta frequentemente disponivel e estuda somente uma porgdo do DNA por vez.
Outros mecanismos de resisténcia, a exemplo de bombas de efluxo, também nao
sdo identificados por este método. Além disso, pode haver mutagdo sem

resisténcia manifesta. Neste estudo, apenas para o gene rpoB, utilizou-se outro
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método para identificacdo de mutacido. Nao foi possivel realizar sequenciamento

para esse gene devido a dificuldade para obtengao de primers.

6.7 Propostas

* Implementar pesquisas para estabelecer a real incidéncia de mutagdes génicas
associadas a resisténcia no Estado. Esse dado sera util para o desenvolvimento
de método molecular para identificacdo rapida do portador de cepa MDR, a
exemplo de PCR multiplex combinado, microarray e DNAchip. Sugere-se,

contudo, que se utilize como marcadores os genes katG e rpoB, em associagao;

* Considerar ampliagdo do estudo do gene rpoB, como screening test para as
cepas do Estado de Minas Gerais, a fim de verificar tendéncia, ja que a
frequéncia dessa mutagéo em cepas R resistentes foi de 78%. Comenta-se que
o teste utilizado nesse estudo demonstra a ocorréncia ou nao de mutagao do

cddon 531 e estuda apenas a RDR;

* Avaliar custo-efetividade da utilizacdo de marcadores moleculares de

resisténcia, para aqueles pacientes de maior risco;

* Determinar faixas precisas para estratificacdo de resisténcia de baixo e alto

grau;

* Avaliar o uso de deteccado de mutacdes em ambiente hospitalar para verificar a

ocorréncia de surtos;

* No contexto politico-administrativo, priorizar o desenvolvimento de um centro de
referéncia estadual para realizagdo de TS e veiculacdo de informacdes

referentes a distribuicao de casos de TB resistente para regiao.



145

6.8 Comentarios

Este trabalho permite maior conhecimento das alteragdes fenotipicas e genotipicas
de cepas de M. tuberculosis resistentes do Estado de Minas Gerais, e que sua
continuagdo, com a inclusdo de numero maior de isolados, possa no futuro
estabelecer se a utilizagdo de marcadores moleculares de resisténcia na rotina
constitui instrumento eficaz na promog¢ao de real beneficio para a comunidade,

como foi sugerido neste e em outros estudos similares.
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CONCLUSOES
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7 CONCLUSOES

1. Cepas de M. tuberculosis resistentes as drogas anti-TB isoladas de
pacientes atendidos em Unidade de complexidade terciaria estdo
frequentemente associadas aqueles com passado de TB e exposicao prévia
aos tuberculostaticos. Nessa condigdo, a resisténcia adquirida foi quatro

vezes mais frequente que a resisténcia primaria.

2. O teste de sensibilidade qualitativo revelou que as cepas estudadas
apresentaram maior frequéncia de resisténcia a isoniazida e rifampicina.
Observou-se elevado indice de resisténcia combinada, ou seja, a mais de
uma droga. A maioria das cepas resistentes foi MDR e grande parte dessas
apresentaram resisténcia a todas as drogas testadas, incluidas nos

esquemas 1, 1R e 3.

3. A identificacdo de mutacdes do katG e ahpC apresentou elevado indice de
deteccao de cepas resistentes a H, e frequentemente correlacionaram com
CIM elevadas. A mutagdo do gene inhA pode nao ser relevante na
identificacdo de cepas resistentes a H, sendo que neste estudo nenhuma

cepa resistente a H apresentou mutagao do inhA.

4. A mutacdo do gene rpoB ocorreu na maioria das cepas resistentes a R,
sendo a localizagdo mais frequente no cédon 531, correlacionando com CIM

elevada.

5. A avaliagdo de mutagado nos genes katG e rpoB, em combinagao, identificou

a maioria das cepas MDR, sendo mais eficaz que a avaliagao isolada.

6. Das cepas resistentes a Z, a maior parte apresentou mutagdes do gene

pncA, distribuidas entre a posigdo 99 e 175 do gene, e exibiram CIM
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elevada. A inatividade da PZase nao foi eficiente marcador de resisténcia a

Z, embora tenha apresentado boa correlagdao com CIM elevada.

. Cepas resistentes ao E apresentaram, frequentemente, mutacdo do gene

embB localizadas no cédon 306, sendo a maioria com CIM elevada.

. A utilizagdo de instrumental molecular se mostrou eficaz na identificagao de
cepas de M. tuberculosis resistentes as drogas anti-TB, apresentando
também boa correlacdo com CIM elevada. Nossos resultados sugerem que
a deteccdo combinada de mutacbes seja a alternativa mais eficaz na
identificacdo do portador de cepa MDR. Contudo, mais estudos séao
necessarios para confirmar essa tendéncia, com emprego de amostras de
regides distintas, ampliagcdo do numero de casos e contemplando avaliagao

de custo-efetividade.
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9 APENDICES

9.1 APENDICE A - FICHA DE COLETA DE DADOS

No. do paciente

no. banco de dados:

IDENTIFICACAO:

NOME:

Registro:

1) FICHA NUMERO:

2) NUMERO DO PACIENTE NO ESTUDO:

3) NUMERO DA CEPA:

4) DATA DE COLETA DOS DADOS: [ 1

5) INSTITUICAO:

6) DATA DE NASCIMENTO: [

7) IDADE:

8) SEXO: 1- masculino 2- feminino

9) RACA: 1- branco 2- negro 3- pardo 9- ignorado

10) REGIAO DE HABITACAO: 1- urbana 2- rural 9- ignorado

11) CIDADE ONDE RESIDE:
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12) SE BH, BAIRRO DE RESIDENCIA:

13) TIPO DE HABITACAO:

1- casa/apto/barraco  2- casa de apoio/albergue/penséo

4-rua 9- ignorado

3- priséo

14) GRAU DE ESCOLARIDADE: 1- analfabeto 2- 1 grau 3- 2 grau 4- superior 9- ignorado

15) HISTORIA FAMILIAR OU CONTATOS DE TB: 1- sim 2- ndo 9- ignorado

16) SE SIM: 1- ocupacional 2- domiciliar 3- hospitalar 8- ndo se aplica 9- ignorado

17) COMORBIDADES ASSOCIADAS: 1- SIM 2- NAO 9- IGNORADO

alcoolismo

outras doencas infecciosas

outras

diabetes

corticoide/ imunossupressor
HIV/ AIDS

18) COMPORTAMENTO DE RISCO: 1- SIM 2- NAO 9- IGNORADO

usuario de droga EV

homossexual

bissexual

hemofilico

usuario de droga inalatéria
heterossexual, contato sem
protecéo

transfusdo de sangue

19) DOENGA ATUAL, FORMA CLINICA:

01-pulmonar
02- pleural

03- linfonodal

tabagismo
cancer

silicoses
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04- miliar

05- pulmonar e pleural
06- pulmonar e linfonodal
07- linfonodal e pleural
08- miliar e pulmonar
09- miliar e pleural

10- miliar e linfonodal
11- outra

88- ndo se aplica

99- ignorado

20) SINTOMATOLOGIA: 1- SIM 2- NAO 9- IGNORADO

tosse sudorese noturna astenia
hemoptise dor toracica emagrecimento
febre dispnéia outra

21) TEMPO DE EVOLUCAO DA DOENCA: meses

22) CRITERIO DIAGNOSTICO: 1- SIM 2- NAO 9- IGNORADO

clinico bacterioldgico

radiolégico histoldgico

23) HISTORIA PREVIA DE TB: 1- sim 2- no 9- ignorado

24) SE SIM, QUANTAS VEZES:
1- uma vez

2- duas vezes

3-trés vezes

4- quatro vezes

5- mais de quatro vezes
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8- ndo se aplica

9- ignorado

25) SE SIM, HA QUANTO TEMPO: meses

26) TRATAMENTO PREVIO:

1- Sim
2- Nao
8- Néo se aplica

9- Ignorado

27) SE SIM, NUMERO DE TRATAMENTOS PREVIOS:

01- 1 tratamento

02- 2 tratamentos
03- 3 tratamentos
04- 4 tratamentos

05- 5 tratamentos

06- 6 tratamentos ~ 88- ndo se aplica

07- 7 tratamentos ~ 99- ignorado
08- 8 tratamentos
09- 9 tratamentos

10- 10 ou mais tratamentos

28) EVOLUCAO DO PRIMEIRO TRATAMENTO:

1- ndo realizado

2- completo com cura

4- abandonado

5- completo sem cura

3- faléncia durante tratamento 6- em seguimento

8- ndo se aplica

9- ignorado

29) ESPECIFICAR DROGAS USADAS NOS TRATAMENTOS ANTERIORES:
1- SIM 2- NAO 8- NAO SE APLICA 9- IGNORADO

isoniazida rifampicina
etambutol etionamida
ciprofloxacin ofloxacin

terizidona amicacina

pirazinamida

estreptomicina

clofazimine

outra
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RESULTADO DE EXAMES:

30) IMPRESSAO RADIOLOGICA:

01- leséo cavitada unilateral

02- leséo cavitada bilateral

03- pulmao destruido unilateral
04- pulmé&o destruido bilateral
05- sem cavitagdo (consolidagéo)
06- alteragéo pleural

07- normal

08- outras alteracdes

09- fibroatelactasia

10- miliar

99- ignorado

EXAMES BACTERIOLOGICOS:

31) BAAR (inclusive semiquantitativo)

32) AURAMINA

33) CULTURA CONVENCIONAL

34) CULTURA RADIOMETRICA
35) PCR

POSITIVO, NAO ESPECIFICADO

NAO REALIZADO

()
() NEGATIVO
()
() IGNORADO

36) IDENTIFICACAO DA MICOBACTERIA:

1- M. tuberculosis
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2- outra
8- ndo se aplica

9- ignorada

37) SENSIBILIDADE A DROGAS: 1- SENSIVEL 2- RESISTENTE 3- NAO REALIZADA 8- NAO SE
APLICA 9- IGNORADA

estreptomicina isoniazida rifampicina etambutol pirazinamida

38) CIM:

estreptomicing isoniazida rifampicina etambutol pirazinamida

39) Genotipagem Rifampicina: mutagé@o rpoB 1-Sim 2-N&o 3- néo realizada 8-ndo se aplica 9-

ignorada

39.a) Se sim, codon 531: 1-Sim 2-N&o 3- ndo realizada 8-ndo se aplica 9-ignorada

40) Genotipagem Isoniazida:

mutacdo katG 1-Sim 2-Ndo 3- ndo realizada 8-ndo se aplica 9-ignorada

mutacdo ahpC 1-Sim 2-N&o 3- ndo realizada 8-ndo se aplica 9-ignorada

mutacéo inhA 1-Sim 2-N&o 3- ndo realizada 8-néo se aplica 9-ignorada

41) Genotipagem Etambutol: mutacdo embB 1-Sim 2-N&o 3- ndo realizada 8-ndo se aplica 9-ignorada

41.a) Se sim, codon 306: 1-Sim 2-N&o 3- ndo realizada 8-néo se aplica 9-ignorada

42) Genotipagem Pirazinamida: mutagéo 1-Sim 2-Nao 3- ndo realizada 8-ndo se aplica 9-ignorada

42.a) Se sim, codon pncA



43) SOROLOGIA HIV (ELISA): 1- POSITIVO 2- NEGATIVO 3-INDETERMINADO 9- IGNORADO

EVOLUGAO DO PACIENTE:

44) DIAGNOSTICO DEFINITIVO

01-
02-
03-
04-
05-

TB pulmonar

Neoplasia
Paracoccidioidomicose pulmonar
Silicose

Silicotuberculose

06- Seqilela de TB prévia

07- Nocardiose

08- ndo se aplica

09- ignorado

10- outro diagndstico
11- SIDA
12- TB - MDR

13- outras formas de TB

14- sem outro diagnostico

45) EVOLUCAO CLINICA:

01-

02
03

04-
05-
06-
07-
08-
00-
10-
11-

melhorado com esquema 1
melhorado com esquema 1R
melhorado com esquema 3
melhora com esquema TBMDR
piora clinica com esquema 1
piora clinica com esquema 1R
piora com esquema 3

piora com esquema TBMDR

piora com esquema 1 e melhora com esquema 3

sem tratamento/abandono de tratamento

obito
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12- melhora sem uso de tuberculostaticos

13- piora com esquema 1 e melhora com esquema 1R

14-
15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-

piora com esquema 1 e 3 e melhora com esquema TBMDR
piora com esquema 1R e melhora com esquema 3

piora com esquema 1R e 3 e melhora com esquema TBMDR
piora com esquema 1, 1R e 3 e melhora com esquema TBMDR
piora com esquema 3 e melhora com esquema TBMDR

piora com esquema 1 e 3 e abandono

piora com esquema 1 e 3 e 6hito

piora com esquema 1 e melhora com esquema TBMDR e 6bito

22-abandono e 6bito

88- ndo se aplica

99- ignorado
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9.2 APENDICE B - ARTIGOS PUBLICADOS

a. Conventional and molecular techniques in the diagnosis of pulmonary tuberculosis:

a comparative study.

b. Phenotypic and genotypic characterization of drug-resistant Mycobacterium

tuberculosis strains.
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ANEXOS
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO A - Identificacdo da micobactéria (método NAP)

Principio: O NAP (p-nitro-alfa-acetilamino-B-hidroxipropiofenona) foi utilizado na
diferenciacdo do complexo M. tuberculosis de outras micobactérias do género, por
meétodo radiométrico. Baseia-se na adicdo do NAP ao meio de cultivo 7H-12B e

verificacdo do crescimento da micobactéria através da radiometria.

Procedimento:

Andlise microscépica do isolado teste em meio liquido, para certificacdo da presenca
da micobactéria. Considerar indice de crescimento (growth index-Gl)superior a 30;

Inoculacdo em agar sangue para verificacdo da pureza do cultivo;

Homogeinizacao da cultura apds avaliacdo e transferéncia de 1 mL da cultura para
o frasco NAP;

O frasco mée (original) € mantido como controle. Caso o Gl for >100, a amostra
devera ser diluida;

Incubacéo dos frascos a 37°C;

Realizacéo de leitura diaria por 2 a 6 dias.

Interpretacdo: O teste € considerado negativo, ou seja M. tuberculosis, quando

ocorrer decréscimo consecutivo nos valores de Gl ou auséncia de crescimento.

O processo descrito esta de acordo com o manual de instrucbes do fabricante:
Product and Procedure Manual, MA-0029 Rev E., Becton-Dickinson Diagnostic

Instrument Systems, Sparks, MD, May 1996
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Coleta de raspado de colbénia

Homogeneizacao pelo vértex

Meio para cultivo radiométrico

Cultivo radiométrico - diluicdo de isoniazida
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10.2 ANEXO B - Cultura radiométrica e TS qualitativo pelo sistema
BACTEC460

Principio: Baseia-se no crescimento de micobactérias em meio liquido contendo
didxido de carbono (COz2). A razdo de crescimento é medida pela detec¢do do COz2
marcado liberado pelas micobactérias. Pode ser utilizado para determinagéo da CIM

guando se incorpora droga ao meio.

Procedimento:

Isolamento das col6nias de micobactéria em meio solido Loweinstein-Jensen;
Inoculacao de colbnias de M. tuberculosis nos frascos contendo meio 7H-9 Tween,
seguida de homogeiniza¢do com seringa de tuberculina. Deve-se manter amostras
em repouso até alcangar escala de Mac Farland;

Adicao de cultura em meio de cultivo radiométrico BACTEC 12B, ap6s obtencao de
indice de crescimento (growth index - Gl) entre 500 e 800;

Apés o crescimento, homogeneizacao da cultura com seringa de 1 mL;

Retirada de 0,1 mL da solucédo para diluicdo em um tubo de hemolise contendo 900
uL de dgua destilada estéril;

Transferéncia de 0,1 mL dessa suspensédo para um segundo tubo, contendo 900 pL
de agua destilada para obtencdo de solucdo de in6culo em diluicdo de 100 X
(suspensao microbioldgica);

Injecdo de 0,1 mL da suspensao diluida (1:100) em um frasco de meio de cultura
BACTEC 12 B (controle sem drogas); e nos frascos contendo os antibiéticos
isoniazida (0,1 pg/mL), rifampicina (0,2 pg/mL), pirazinamida (100 pg/mL),
estreptomicina (2,0 pg/mL) e etambutol (2,5 pg/mL).

Incubagao em estufa a 37°C;

Realizagéo de leitura radiométrica diaria e no mesmo horario, até um dia apoés o Gl
do frasco controle exceder 30;

Determinacgdo do indice de crescimento bacteriano (CO:2 radioativo eliminado pela

bactéria);
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Definicdo da sensibilidade ou resisténcia as drogas de acordo com os critérios
estabelecidos pelo fabricante (Becton Dickinson Diagnostic System, Maryland —
Estados Unidos da América), com base nas variacdes do Gl dos frascos controle e

com drogas.

Interpretacdo: nos casos em que diferenca no frasco do controle for menor que a

diferenca obtida nos frascos que contém a droga, tem-se resisténcia.
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10.3 ANEXO C - TS quantitativo: determinacao da CIM pelo sistema
BACTEC460

Procedimento

Diluicdo das drogas e acréscimo aos meio BACTEC 12B, de maneira a se obter as
concentracgdes referentes aos padrdes sugeridos por HEIFETS (1988);

Inoculacdo de volume correspondente a 0,1 mL das culturas obtidas no meio
BACTEC 12B diretamente nos frascos de meio de cultivo BACTEC contendo
concentracOes crescentes das diferentes drogas;

Injecdo de um volume de 0,1 mL das mesmas culturas, apos diluicdo prévia, na razdo
1:10 em um frasco de BACTEC, sem a presenca de drogas (frasco controle);
Incubacéo de frascos em estufa a 37°C;

Realizacdo de leitura diaria em aparelho BACTEC 460;

Estabelecimento da CIM a partir da ndo deteccdo do aumento do indice de
crescimento em pelo menos 3 dias consecutivos, tomando-se como base o frasco

com menor concentracdo da droga e o aumento proporcional no frasco controle.

Interpretacdo: A definicdo da CIM é tida como a menor concentracdo da droga
capaz de inibir 99% da populacdo bacteriana, conforme condi¢cdes metodoldgicas
estabelecidas por HEIFETS (1988).
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10.4 ANEXO D - Prova da atividade da pirazinamidase (PZase)

Fundamento: As cepas de M. tuberculosis que sdo sensiveis a pirazinamida (2)
possuem a enzima pirazinamidase (PZase) que metaboliza a Z em acido pirazindico;
as cepas resistentes perdem atividade da PZase. Nesta técnica, cepas sem atividade
de PZase ndo metabolizam o acido pirazindico e sua presenca € detectada pela
formacéo de um anel de cor rosa, conforme o método de WAYNE (WAYNE, KUBICA,
1986).

Procedimento:

Preparacao do meio com 6,5 g de caldo desidratado, 0,1 g de pirazinamida, 2,0 g
de piruvato de sédio, 15,0 g de 4gar e 1.000 mL de agua destilada;

Fundic&o do agar e distribuicdo de 5 mL em cada tubo; ainda quente.

Retirada da massa bacilar (5-10 mg) proveniente de um cultivo jovem em meio de
Lowenstein-Jensen com uma al¢a descartavel;

Inoculacao sobre a superficie do meio e incubacéo por 37° C, durante 6-7 dias;
Ap0s a incubacgéo, introduziu-se em cada tubo 1 mL da solug&o de sulfato ferroso
amoniacal a 1% e colocou-se na geladeira;

Apos 3 horas, o surgimento de um anel rosado de difusdo de sal ferroso foi

considerado como indicativo de hidrélise da Z com formacéo de &cido pirazindico.

Interpretacdo: Controle positivo: M. tuberculosis, H37 Rv; Controle negativo: M.
bovis, BCG
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10.5 ANEXO E - Analises moleculares

E.1 Extracdo do DNA cromossomal

E.1.1 Técnicade Soolingen:
Isolamento do DNA cromossomal, conforme descrito por van SOOLINGEN et al.
(1994), pela técnica de CTAB (protocolo referenciado em RFLP. National Institute of

Public Health and Enviromental Protection. Bilthoven, The Netherlands, 1994)

Ressuspenséao de algumas colbénias em TE (This EDTA) e aquecimento a 80°C por
20 minutos para inativacao;

Adicédo de lisozima para digestédo da parede da micobactéria em uma concentracao
final de 1 mg/mL e incubacéo do tubo 1 h/37°C;

Adicdo de 70 puL de SDS 10% (s6dio dodesil sulfato) e 5 pL de proteinase K (10
mg/mL) e incubagao da mistura por por 10 minutos a 65°C;

Adicdo de um volume de 100 pL de NaCl5 M e 100 pL de CTAB a mistura, o qual
foi agitado e incubado por 10 minutos a 65°C;

Acréscimo de igual volume de cloroférmio alcool isoamilico a mistura, agitado por
10 segundos;

ApGs a centrifugagdo por 5 minutos/12.000 rpm, transferéncia da fase aquosa para
outro tubo;

Adicao a fase aquosa de 0,6 vol. de isopropanol para precipitacdo do DNA.
Resfriamento da solugdo por 30 min a 20°C negativos e centrifugacédo por 15
minutos a 12.000 rpm, seguido de lavagem de precipitado com etanol 70%;
Secagem do precipitado a temperatura ambiente e dissolu¢cdo em TE (20 mL) ou

agua ultrapura.

E.1.2 Técnicade van Embden

Suspenséao de algumas colonias de M. tuberculosis em tubo de Eppendorf contendo
500 uL de TE 1 x (10 mM Tris-base, 1ImM EDTA, pH 8,0), a partir da cultura em meio
de LJ;
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Aquecimento das amostras em banho-maria a 80°C por 20 minutos para inativagcéo
das células;

Realizac&o de quebra da parede celular com 50 pL de lisozima (10 mg/mL);
Incubacgéo do tubo a 37°C "overnight";

Adicdo, apos, de 5uL de proteinase K (concentracdo de 10mg/mL) e 70uL de
dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%;

Incubacéo dos tubos em banho-maria a 65°C durante 10 minutos;

Adicdo, em seguida, de 100 pL de NaCl 5M e 100uL de uma mistura CTAB/NaCl
(Hexadecyl Trimetyl Amonium Bromide) para complexacéo das proteinas e lipideos;
Reaquecimento dos tubos em banho-maria a 65°C por 10 minutos.

ApOGs este periodo, as amostras séo retiradas do banho-maria, e acrescidas de
750uL de cloroférmio/alcool isoamilico 24:1;

Centrifugacdo das amostras por 15 minutos a 12000rpm, para a separacdo das
fases.

Apbs centrifugacao, transferida a fase aquosa para um tubo de microcentrifuga limpo
e complementado com 450uL de isopropanol, seguido de resfriamento a - 20°C por
30 minutos e posteriormente nova centrifugacdo a 12000 rpm por 20 minutos;
Lavagem dos sedimentos com etanol a 70% por centrifugacao e deixados a
temperatura ambiente até completa secagem;

Dissolucao das amostras de DNA extraidas em 25uL de tampéao TE;

Diluicdo de 2ul dos DNAs extraidos 200ul de tampédo TE 1X;

Quantificacdo do DNA extraido em espectofotdmetro Gene Quant (Pharmacia
Biotech) através de uma medida de absorbancia de 260nm.

E.2 RFLP

Eletroforese em gel de agarose
Obtencéo do DNA pelatécnica de CTAB (van Soolingen, 2001), seguido da digestao
de aproximadamente 4,5 pg de DNA com 10 unidades da enzima de restricdo Pvu I

(Promega);
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Realizacdo da reacéo enzimatica em tubo eppendorff estéril, calculando-se o
volume total da reacgéo para 20 pl, seguido de incubacéo a 37°C por 1 hora;
Aplicacao das amostras de DNA digeridos nos orificios de um gel de agarose 0,8%
medindo de 20x25 cm;

Submissdo a uma corrente inicial de 100 volts por 10 minutos, seguido de uma
corrente de 25 volts durante um periodo de 16 a 18 horas a temperatura ambiente;

Fotografia do gel preparado com brometo de etidio por 10 minutos.

Southern blot e hibridagéo

Transferéncia dos DNAs digeridos presentes no gel de agarose para uma membrana
de nylon (Hybond TM N+ Amersham Life Science Inglaterra) utilizando- se um
equipamento Vacu-gene XL (Pharmacia) e empregando-se 0s reagentes e tempos
recomendados pelo fabricante. Este procedimento foi constituido das seguintes
etapas:

a) depurinagao com solucao de HCI 0,25M por 7 minutos;

b) desnaturacdo com solucdo NaCl 1,5M, e NaOH 0,5M por minutos

c¢) neutralizagcdo com Tris 1,0M e NaCl 1,5M (pH 7,5) por mais 15 minutos

d) transferéncia com solugéo SSC 20x (NaCl 3,0M, Nas citrato 0,3M, pH 7,0) por 30
minutos.

e) fixacdo dos fragmentos de DNA a membrana em forno a 80°c durante 2 horas.

Construcéo da sonda:
Geracgao da sonda utilizada para hibridacdo pela reacdo em cadeia da polimerase

(PCR), utilizando-se os seguintes oligonucleotideos (um par)

INS1-5 CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC

INS2-5" GCG TAG GCG TCG CTG ACA AA

Amplificagéo dos oligonucleotideos numa regido de 245 pares de base do elemento
de insergéo 6110, presente nas cepas do complexo M. tuberculosis;

Extracdo do DNA molde utilizado na PCR pela técnica de CTAB (descrita
anteriormente) de uma cepa de M. tuberculosis H37Rv;

Realizacéo de 10 reacdes da PCR utilizando-se reagentes, da marca Pharmacia,

nas seguintes concentracdes: tampao para PCR 1x concentrado (Tris-HCI 10mM,
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pH 8,3, cloreto de potassio 50 mM, cloreto de magnésio 15 mM, gelatina 0,1%),
Cloreto de magnésio 10 mM, Deoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP 200 mM de
cada um). Taq polimerase 1,5 unidades (U) e agua Milli Q estéril gsp 45pL.
Colocacgédo de 5uL de DNA em tubo estéril, apos adi¢do dos 45 pL da mistura de
reacao.

A mistura foi levada a um termociclador Gene Amp 9600 (Perkin Elmer) e submetida
por 10 minutos a 94°C para desnaturacdo e a 30 ciclos de amplificacdo, a saber: 1
minuto a 94°C, 2 minutos a 56°C e 1 minuto a 72°C.

Deteccao do produto amplificado realizada por eletroforese em gel de agarose a
0,8%, corado e visualizado, como descrito anteriormente.

Realizacao da quantificagéo do produto amplificado em espectrofotometro Gen quant
(Pharmacia) diluindo-se 2 L da amostra em 200 pL de agua destilada estéril;

Realizac&o da leitura em comprimento de onda de 260 nm.

Hibridizac&o e deteccéao:

Hibridizacdo da membrana contendo os fragmentos de DNA com 600 ng sonda
especifica em forno giratério (Hybaid Instruments, Holbrook, NY) a 42° C, por um
periodo de 16-18 horas.

Obtencéo da sonda através da amplificacdo pela PCR de um fragmento de 245 pb,
situado a direita do sitio de clivagem da enzima Pvu Il, presente no 1S6110,utilizando

0S seguintes primers:

INS-1 5’ CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC HERMANS et al., 1990
INS-2 5’ GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA HERMANS et al., 1990

Amplificacdo do DNA pela PCR realizada em um termociclador (Mini Cycler - MJ
Reasearch) sob as seguintes condi¢bes: 30 ciclos de 2 min a 94° C, 2 min a 68° C,
e2mina72°C;
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Purificacéo do fragmento amplificado com colunas MicroSpin™ S-300 (Pharmacia
Biotech) e marcacéo enzimatica utilizando-se o kit ECL™ (Amersham);

Marcacédo direta da sonda de DNA com a enzima peroxidase de raiz-forte (HRP-
Horseradish Peroxidase);

Desnaturacédo completa da sonda, de forma que o DNA fique simples fita e, portanto,
carregado negativamente.

Adicdo da HRP complexada com um polimero carregado positivamente e ligada com
o DNA por atracdo de cargas;

Adicdo do glutaraldeido causa a formacéo de ligagdes quimicas de modo que a
sonda é covalentemente marcada com a enzima,

Utilizacdo da sonda marcada na hibridizacdo com o DNA-alvo imobilizado na
membrana;

Realizacdo da deteccao pela sensibilizacdo de um filme autoradiogréfico através de
uma reagdo de quimiluminescéncia;

Catalizacdo da oxidacéo do substrato luminol pela HRP, o qual, na presenca de um
estimulador (enhancer) quimico, resulta em uma grande emissdo de luz, que é

prontamente detectada em um filme autoradiografico.

Interpretacdo: Andlise dos padrbes de bandas geradas pelo método de RFLP:
Realizacdo da analise comparativa dos padrdes eletroforéticos e caracterizacdo do
perfil genético pelo programa de computador Gel Compar verséo 4.2 (Applied Maths
Bélgica), seguindo recomendacbes de TENOVER et al. (1997).

E.3 -RFLP

E.3.1 Extracdo do DNA e digestdo por enzima de restricao:

Tipificagéo e extragdo dos DNA’s isolados de M. tuberculosis foram (caracterizados
genotipicamente) pelo método padronizado por van EMBDEN et al.(1993);

Digestdo do DNA cromossomal isolado da cada amostra pela enzima de restricdo
Pwvu II, conforme descrito pelo autor (van EMBDEN et al., 1993.);
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Separacéao dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose 0,8% a 35v
(volts).

E.3.2 Transferéncia paraa membrana:

Transferéncia dos fragmentos de DNA transferidos para membrana de nailon apos
corrida eletroforética, utilizando-se equipamento de transferéncia a vacuo, conforme
instrugdes do fabricante;

Fixacao dos fragmentos de DNA a membrana em forno a 80°C por 2h.

Pré-hibridizacéo por 1 h em forno giratério a 42°C (Hybaid -Holbrook NY ®).

E. 3.3 Sonda e marcacao — hibridizacao:

Obtencédo da sonda utilizada corresponde ao fragmento de 245 pares de bases do
IS6110 por PCR, usando DNA molde, com cepa de referéncia 14323.

Utilizacdo de método ndo radioativo para marcacao (Sistema ECL - Amersham

pharmacia “enhanced chemiluminescence”) acoplado a peroxidase.

E.3.4 Analise:

O Southern blot foi realizado para determinar o nimero e tamanho de fragmentos de
DNA cromossomal que hibridizam com o elemento de insercéo 1S6110. Os padrdes
de RFLP foram comparados pelo Software Gel Compar:

isolados idénticos sédo considerados do mesmo cluster;
ndo concordantes (uma ou duas bandas) séo considerados da mesma familia;
padrdes de RFLP distintos ndo sao considerados clusters.
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10.6 ANEXO F - Analise gendmica para deteccdo de mutagbes por

sequenciamento

Drogas e mutacgdes testadas: Isoniazida (katG; ahpC e inhA), Pirazinamida (pncA),
Etambutol (embB).

PCR - Reacdo em cadeia de polimerase e sequenciamento

Primers: Sequéncias especificas de DNA (primers) foram baseadas em regifes dos
genes estudados (katG, inhA, ahpC, pncA e embB) do genoma de M. tuberculosis

(acesso no GenBanK AL123456) associados com a resisténcia a H, Ze E.

Utilizacao de primers descritos nos estudos de SILVA et al. (2003) e RODRIGUES
(2005) para amplificacdo da regido promotora dos genes, desenvolvidos no CDCT
(Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico) da FEPPS (Fundacédo
Estadual de Producao e Pesquisa em Saude), do Rio Grande do Sul.

Reacdo de PCR: A reacdo de PCR, para a obtencéo dos produtos destinados as
andlises moleculares, foi realizada em um termociclador (MiniCycler ™ — Hot Bonnet
PTC — 150/ MJ Research). A amplificacdo dos fragmentos foi padronizada em 2 min
a 94°C, 1 min a 55°C e 2 min a 72°C durante 30 ciclos.

Deteccao dos produtos amplificados por PCR:

Submisséo dos produtos da amplificacdo da reacdo de PCR a eletroforese em gel
de agarose 1,5% corado com brometo de etidio, e detectados em um transluminador
de UV.

Utilizacao de marcador de peso molecular durante as corridas eletroforéticas de 100
pb DNA Ladder (Gibco-BRL®).
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Seguenciamento automatico:

Andlise da regido dos genes e das regides regulatdrias dos genes envolvidos com a
resisténcia as drogas anti-TB, por sequenciamento automatico, usando-se
diretamente o produto de PCR,;

Realizagéo das reagdes de sequenciamento com o kit Taq Dye Deoxy terminator
cycle sequencing kit (Applied Biosystems Inc.) utilizando-se o produto amplificado e
primer para cada gene estudado.

CTAB - Brometo de Cetiltrimetiaménio

SDS - Dodecilsulfato de sodio

TRIS - Trishidroximetil
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10.7 ANEXO G - Anélise gendmica para detec¢do de mutacédo por PCR

reverse line blot hybridization

Droga e mutacao testadas: Rifampicina e gene rpoB

Fundamento da técnica: Amplificagcdo da regido de mutacdo do rpoB por PCR,
utilizando-se um primer biotinilado. Esse produto do PCR (fragmento do DNA
marcado por biotina) é hibridizado com oligo’s (sequéncias de DNA) de cepas
selvagens e mutantes que estdo covalentemente ligados a membrana através do
‘reverse line blotting”. A deteccdo da hibridizacdo positiva é evidenciada em
radiografia, apds incubacdo com estreptavidina-peroxidase e revelacdo por
quimiluminescéncia. Nesse caso, cepas sensiveis a rifampicina hibridizam apenas

com oligo’s selvagens, enquanto cepas mutadas hibridizam com oligo’s mutantes.

Reacédo de PCR:

Preparacao de solugcédo mix de trabalho contendo agua (34,9 pL), primers forward e
reverse (10 picomol/ yL), tampao (10x), dNTPs (0,2 MM), cloreto de magnésio (1,5
MM) e taq polimerase (0,4 pL) para volume final de 50 pL/ tubo, contemplando 22
reacoes;

Adicdo ao mix 5,0 uL do DNA de cada amostra, extraido previamente por choque
térmico;

Colocacéo dos microtubos Eppendorf® contendo mix e amostras na maquina de
PCR (Programmable Thermal Controller) para 35 ciclos de amplificacdo, conforme

protocolo.

Hibridizacao:
Geragao de fragmentos de DNA de mais ou menos 450 pb (fragmentos de DNA)
referente a regido determinante de resisténcia a R, marcados com biotina;

Apb6s a amplificagdo, separacao da dupla fita de DNA através da denaturagéo;
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Os tubos Eppendorf ® sdo mantidos no gelo para impedir o re-anelamento das fitas
do DNA;

Colocacédo de membrana de néilon biodyneC® no minibloter e aplicacdo das
amostras nas canaletas;

Hibridizac&o no forno a 50°C por uma hora;

Realizac&o de duas lavagens sucessivas com 200 mL de SSPE 2 x e SDS a 0,5%;
Retirada da membrana ja hibridizada e colocacéo na garrafa com tampé&o (10 mL)
mais estreptoavidina-peroxidase para ligacdo da biotina com a estreptoavidina-
peroxidase;

Lavagem da membrana por duas vezes por cinco minutos para retirada de

residuos.

Revelacao:
Preparacdo da membrana para revelacéo, utilizando-se reagente de deteccdo da
Pharmacia ECL (contendo peréxido de hidrogénio e luminol);

Incubacéo em camara escura por 1 hora e 30 minutos.

Concentragéo Umareagao
Taq pol 5 U/uL 0,2 uL (1 u)
Tampéao (buffer) 10 x 5,0 pL (1x)
dNTPs 25 MM 0,4 uL (0,2)
Primer TR 10A 10 picomol/uL 2,0 pL (20 picomol)
Primer TR 11A L 10 picomol/u 1,5uL(12 MM)
MgCl2 50 MM 34,9 pL
H20 qgsp 50 pL 5,0 uL

DNA 46 uL/ tubo




