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“.. nossas concepgdes da realidade jamais apresentam outra coisa a ndo ser
solucBes momentaneas. Por conseguinte devemos estar sempre prontos a
transformar estas ideias, ... , se, lucidamente, queremos ver da maneira mais
perfeita possivel os fatos perceptiveis que mudam.”

Albert Einstein



RESUMO

A tuberculose é uma doenca de importancia global e representa um sério problema de salude
publica envolvendo aspectos sociais e econdmicos para o Brasil e 0 mundo. A emergéncia da
resisténcia aos farmacos em Mycobacterium tuberculosis € uma preocupacao crescente e 0
aumento da incidéncia de tuberculose multirresistente e extensivamente resistente dificulta o
tratamento e controle da doenca. A simples separacdo de isolados clinicos de M. tuberculosis
como “resistentes” com base em teste de sensibilidade a "concentracdo critica” precisa ser
completada por testes de medidas quantitativas para demonstrar a existéncia de diferentes
niveis de resisténcia, no intuito de melhor avaliar os farmacos disponiveis para a condugédo de
um tratamento apropriado em tuberculose multirresistente e extensivamente resistente. A
concentracdo inibitéria minima representa a menor concentracdo que inibe o crescimento
bacteriano, sendo uma medida quantitativa da resisténcia aos farmacos. O estudo de mutacoes
nos genes que conferem resisténcia aos farmacos tem sido descrito como relevante nas
avaliacBes dos niveis de resisténcia. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
concentracdo inibitéria minima dos farmacos de primeira e segunda linha e mutacdes
relacionadas a isoniazida e rifampicina de isolados clinicos de M. tuberculosis multirresistente
em laboratorio de referéncia do estado de Minas Gerais. Um total de 115 cepas de M.
tuberculosis multirresistente correspondente a 97 pacientes foi analisado no Laboratério
Central de Saude Publica do Estado de Minas Gerais, Fundacdo Ezequiel Dias, entre 2008 e
2011. A concentracdo inibitéria minima foi determinada por meio do método automatizado
BACTEC® MGIT® 960. Os farmacos testados e suas respectivas faixas de concentragio
foram: isoniazida (0,007 a 32 pg/mL), rifampicina (0,007 a 64 pug/mL), estreptomicina (0,06 a
64 pg/mL), etambutol (0,12 a 64 pug/mL), amicacina (0,06 a 32 pg/mL), levofloxacino (0,03 a
64 pg/mL), rifabutina (0,007 a 16 pg/mL) e cicloserina (0,25 a 128 pg/mL). Também foi
realizada a detec¢do molecular de mutacGes nas regides rpoB, katG e inhA por meio do ensaio
Genotype MTBDRplus®. Das cepas de M. tuberculosis multirresistente do referido periodo
que atenderam os critérios de inclusdo, 42 foram avaliadas para a concentracdo inibitdria
minima (MIC), sendo trés dessas, extensivamente resistente. J& para a detecgdo molecular de
mutacgdes foram avaliadas 40 cepas. Quarenta por cento (40%) das cepas apresentaram baixo
nivel de resisténcia para isoniazida, 13,5% para rifampicina, 31,2% para estreptomicina,
33,3% para etambutol e levofloxacino e 38,9% para rifabutina. Em relacdo a cicloserina, todas
as cepas apresentaram MIC <32 pg/mL e 100% (n=2) das cepas multirreistente resistentes a

amicacina apresentaram alto nivel de resisténcia. Em relacdo as mutagdes em rpoB e 0s niveis



de resisténcia a rifampicina, a mutagdo D516V foi associada a baixo nivel de resisténcia a
rifampicina. Essa mutagdo também estava associada & cepas sensiveis a rifabutina. A
mutacdo S531L em rpoB foi associada a baixo nivel de resisténcia a rifabutina enquanto que
a mutacdo H526Y foi associada a alto nivel. Em relacdo as mutacdes em katG e inhA, a
mutacdo S315T katG foi associada & moderado nivel de resisténcia a isoniazida, enquanto que
mutacBes simultdneas S315T katG e C15T inhA foram associadas a alto nivel. O
conhecimento dos niveis de resisténcia aos farmacos de primeira e segunda linha de M.
tuberculosis mutirresitente e extensivamente resistente e a deteccdo das mutagdes
relacionadas podem fornecer subsidios importantes para auxiliar na condugdo do tratamento

para esses pacientes.

PALAVRAS CHAVE: Resisténcia a multimedicamentos. Diagndstico. Testes de
sensibilidade microbiana.



ABSTRACT

Tuberculosis is a disease of global importance and represents a serious public health problem
involving social and economic aspects for Brazil and the world. The emergence of drug
resistance in Mycobacterium tuberculosis is a growing concern and increased incidence of
multidrug-resistant and extensively drug-resistant TB complicates treatment and disease
control. The simple separation of clinical isolates of M. tuberculosis as "resistant” based on
sensitivity testing the “critical concentration™ must be supplemented by quantitative measures
tests to demonstrate the existence of different levels of resistance, in order to better assess
drugs available to conduct a proper treatment in multidrug-resistant and extensively drug-
resistant tuberculosis. The minimal inhibitory concentration is the lowest concentration that
inhibits bacterial growth, a quantitative measure of drug resistance. The study of mutations in
genes which confer resistance to drugs have been described as important in the evaluations of
resistance levels. Thus, this study aimed to evaluate the minimal inhibitory concentration of
the first and second line drugs and mutations related to isoniazid and rifampicin of clinical
isolates of multidrug-resistant M. tuberculosis in reference laboratory of the state of Minas
Gerais. A total of 115 strains of multidrug-resistant M. tuberculosis corresponding to 97
patients were analyzed at the Central Public Health Laboratory of the State of Minas Gerais,
Ezequiel Dias Foundation, between 2008 and 2011. The minimal inhibitory concentration was
determined by the automated method BACTEC® MGIT® 960. The drugs tested and their
concentration ranges are: isoniazid (0.007 to 32 pg/mL), rifampicin (0.007 to 64 pg/mL),
streptomycin (0.06 to 64 pg/mL), ethambutol (0.12 to 64 pg/mL), amikacin (0.06 to 32
pg/mL), levofloxacin (0.03 to 64 pg/mL), rifabutin (0.007 to 16 pg/mL) and cycloserine (0.25
to 128 pg/mL). We also promoted the molecular detection of mutations in rpoB regions, katG
and inhA through Genotype MTBDRplus® test. Of multidrug-resistant strains of M.
tuberculosis that period who met the inclusion criteria, 42 were evaluated for the minimal
inhibitory concentration (MIC), three of these, extensively drug-resistant. As for the molecular
detection of mutations were 40 strains evaluated. Forty percent (40%) of the strains showed
low level resistance to isoniazid, 13.5% to rifampicin, 31.2% to streptomycin, 33.3% for
ethambutol and levofloxacin and 38.9% for rifabutin. Regarding cycloserine, all strains
showed MIC <32 mg / mL and 100% (n = 2) of multirreistente strains resistant to amikacin
showed a high level of resistance. Concerning the mutations in the rpoB and rifampicin
resistance levels, the D516V mutation was associated with low level resistance to rifampicin.

This mutation was also associated with strains sensitive to rifabutin. The S531L mutation in



rpoB was associated with low levels of rifabutin resistance while the H526Y mutation was
associated with high level. With respect to mutations in katG and inhA, katG S315T mutation
was associated with a moderate level of resistance to isoniazid, while simultaneous mutations
S315T katG and C15T inhA were associated with high level. Knowledge of resistance levels
to drugs of first and second line of M. tuberculosis and extensively drug-resistant
mutirresitente and detection of related mutations may provide important information to assist

in conducting the treatment for these patients.

KEY WORDS: XDR-TB. Diagnostic. Microbial sensitivity tests.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

O aumento do problema da resisténcia aos farmacos de cepas do Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) representa uma ameaca significativa para o controle eficaz da doenca em
algumas partes do mundo. Por isso a estimativa da resisténcia bacteriana tem assumido grande

importancia.

O presente estudo foi proposto em funcdo de estudos que determinam a existéncia de
diferentes niveis de resisténcia aos farmacos no tratamento da tuberculose (TB),
principalmente para o auxilio na conduta terapéutica de casos de TB multirresistente (MDR)
ou extensivamente resistente (XDR).

Assim, este estudo contribui para o conhecimento da concentracao inibitéria minima (MIC)
de cepas MDR e XDR de M. tuberculosis, podendo fornecer subsidios importantes para

permitir melhor condugdo do tratamento, que se constitui de dificil manejo.

Pela primeira vez no estado de Minas Gerais foi verificado os niveis de resisténcia pela
determinacdo do MIC de cepas de M. tuberculosis MDR e XDR para farmacos de primeira e
segunda linha do tratamento da TB e deteccdo de mutacdes nas regides rpoB, katG e inhA,

demonstrando a originalidade do estudo.

"WORLD HEALTH ORGANIZATION/INTERNATIONAL UNION AGAINST TUBERCULOSIS AND
LUNG DISEASE. Global project on anti-tuberculosis drug resistance surveillance. Anti-tuberculosis drug
resistance in the world: fourth global report. WHO/HTM/TB/2008.394. Geneva: WHO, 2008a.
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1.1 Introdugéo

1.1.1 A tuberculose

A TB caracteriza-se por uma doenca infecto-contagiosa causada pelo bacilo M. tuberculosis.
Afeta geralmente os pulmdes, mas pode afetar outros sitios (TB extrapulmonar).? E uma
doenca de importancia global e representa um sério problema de saude publica envolvendo

aspectos sociais e econdmicos no Brasil e no mundo.?3

A doenca € transmitida pelo ar quando pessoas que estdo doentes com TB, principalmente
pulmonar, expulsam as micobactérias, por exemplo, por meio da tosse.? Os sintomas classicos
da TB pulmonar sdo: tosse persistente, produtiva ou ndo (com muco e eventualmente sangue),

febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento.®

Em 1993, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) a declarou uma emergéncia global de
salide publica.*

De acordo com a OMS, em 2013, havia uma estimativa de 9 milhdes de casos novos de TB no
mundo e 1,5 milhdo de mortes pela doenca (cerca de 1,1 milhdo de mortes entre pessoas HIV
negativas e 360 mil entre pessoas HIV positivas). A taxa global de incidéncia média de TB
equivale a 126 casos por 100 mil habitantes (Figura 1).°

No plano internacional, a OMS aponta o0s 22 paises com maior carga de TB, que representam
cerca de 80% dos casos estimados de incidéncia no mundo e sdo prioridade para o controle
global da doenca: Afeganistdo, Bangladesh, Brasil, Camboja, China, Republica Democratica
do Congo, Etiopia, India, Indonésia, Quénia, Mogambique, Mianmar, Nigéria, Paquistdo,
Filipinas, Federacdo Russa, Africa do Sul, Tailandia, Uganda, Republica Unida da Tanzania,

Vietnd e Zimbabue.®

2WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global tuberculosis control: WHO report 2011.
WHO/HTM/TB/2011.16. Geneva: WHO, 2011a.

SBRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salide. Departamento de Vigilancia Epidemioldgica.
Manual de recomendacdes para o controle da tuberculose no Brasil. Brasilia: Ministério da Saude, 2011a.
284 p.

“WORLD HEALTH ORGANIZATION. Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010
global report on surveillance and response. WHO/HTM/TB/2010.3. Geneva: WHO, 2010.

SWORLD HEALTH ORGANIZATION. Global tuberculosis report 2014. WHO/HTM/TB/2014.08. Geneva:
WHO, 2014.
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No mundo, mais de 90% dos casos de TB e das mortes ocorrem em paises em
desenvolvimento, sendo mais comum entre homens do que mulheres, e afeta principalmente
adultos economicamente produtivos; cerca de dois ter¢os dos casos sdo estimados de ocorrer

entre as pessoas com idade entre 15-59 anos.?

Figura 1: Estimativa mundial das taxas de incidéncia de TB por 100 mil
habitantes, 2013.
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1.1.2 A tuberculose no Brasil e em Minas Gerais

Entre os 22 paises com maior carga de TB, o Brasil ocupa a 16 posicdo em nimero absoluto
de casos; por sua vez, india, China e Nigéria sd0 os paises com maior carga da doenca. Ao ser

considerado o coeficiente de incidéncia, o Brasil ocupa a 222 posic&o entre esses paises.®

Segundo estimativa da OMS, em 2012, o Brasil possuia uma incidéncia de 93 mil casos (46
novos casos por 100 mil habitantes) sendo a incidéncia de TB associada a HIV positivo de 13

mil casos.®

A média de mortalidade foi de 6.500 6bitos (1,5 casos por 100 mil habitantes). Desses, 2.100
casos sdo relacionados a TB associada a HIV positivo.> No entanto, os dados do Programa
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Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) informam taxa de mortalidade de 2,3 casos por
100 mil habitantes.®

Em 2013, o Brasil diagnosticou 71.123 casos novos de TB. Destaca-se que o coeficiente de
incidéncia apresentou um reducdo ao longo dos anos, de 44,4 por 100 mil habitantes para 35,4
por 100 mil habitantes, uma reducéo de 20,4% desde 2003.°

O sexo masculino apresentou um coeficiente de incidéncia de 50,2 por 100 mil habitantes (2,1
vezes maior que o do sexo feminino). Observa-se também que, entre 0s homens, a faixa etaria

mais acometida foi de 40 a 59 anos e entre as mulheres de 20 a 39 anos.®

Quando analisadas as regides do Brasil para o ano de 2013, verifica-se que a Norte, Sudeste e
Nordeste possuem, respectivamente, os mais altos coeficientes de incidéncia: 45,2, 37,1 e
34,7 por 100 mil habitantes.®

A concentracdo de casos encontra-se nas capitais e suas regides metropolitanas, sendo que

70% dos casos estdo em 315 municipios.®

No estado de Minas Gerais, cuja populacio é de 19.159.260 habitantes’, dos 853 municipios,
11 sdo prioritarios para o Programa Nacional de Controle da Tuberculose.® O estado
representa a 4% maior carga de TB do pais (média simples de 6.085 casos por ano). Dados de
2013 revelam um coeficiente de incidéncia de 17,9 por 100 mil habitantes e de mortalidade de
1,4 por 100 mil habitantes.®

Entre 2008 e 2010, a taxa média de incidéncia de casos de TB pulmonar e extrapulmonar em
Minas Gerais foram 21,1 por 100 mil habitantes. No mesmo periodo, foi notificada uma

média de 4.198 casos novos de TB por ano.%0

SBRASIL. Ministério da Satde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de Vigilancia Epidemioldgica.
Boletim epidemioldgico. O controle da tuberculose no Brasil: avancos, inovagdes e desafios. v. 44(2).
Brasilia: Ministério da Saude, 2014. 13 p.

"INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Censo Demogréfico de 2010. Fundagéo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2010.

8BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Satde. Sistema Nacional de Vigilancia em Satde:
Relatério de situacdo: Minas Gerais. 5. ed. — Brasilia: Ministério da Saude, 2011b.

®BRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salide. Departamento de Vigilancia Epidemioldgica.
Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Série histérica da taxa de incidéncia de tuberculose. Brasil,
regides e unidades federadas de residéncia por ano de diagnéstico (1990 a 2011). Brasilia: Ministério da
Saude, 2012a.

UBRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica. Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Série historica de casos novos de
tuberculose. Brasil, regides e unidades federadas de residéncia por ano de diagnéstico (1990 a 2011).
Brasilia: Ministério da Satde, 2012b.
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Em Minas Gerais, entre 2002 e 2009, a maioria dos casos de TB foi observada na faixa etaria

de 20-49 anos e 0 sexo masculino o mais frequentemente acometido.!

1.1.3 Tuberculose resistente aos farmacos no mundo

O surgimento da resisténcia aos farmacos em M. tuberculosis representa um fator que

dificulta o controle da doenca em todo o mundo.*?

A TB causada por cepas do M. tuberculosis que sdo resistentes &, no minimo, isoniazida e
rifampicina é definida como TB multirresistente (MDR).# Sua carga anual global é estimada

em cerca de 480 mil casos (Figura 2 e 3).°

Quase 4% de todos os casos novos? de TB e mais de 20% daqueles com historia prévia de
tratamento® foram estimados ser TB MDR. No entanto, apenas cerca de 136 mil casos de TB
MDR foram notificados a OMS em 2013, o que corresponde a menos de um ter¢o dos casos

estimados entre pacientes com TB pulmonar.®

A diferenca entre casos notificados e estimados é devido ao acesso limitado ao teste de
sensibilidade aos farmacos de primeira e segunda linha para o tratamento da TB em muitos

paises.’®

HAUGUSTO, C.J.; CARVALHO, W.S.; GONCALVES, A.D.; CECCATO, M.G.B.; MIRANDA, S.S.
Characteristics of tuberculosis in the state of Minas Gerais, Brazil: 2002-2009. J Bras Pneumol. v. 39(3), p.
357-364, 2013.

2LAWN, S.D.; ZUMLA, A.l. Tuberculosis. Lancet. v. 378, p. 57-72, 2011.

3Caso novo: pacientes que nunca se submeteram ao tratamento para TB, ou tratados por até 30 dias.®
PRetratamento ou tratamento prévio: pessoa ja tratada para TB por mais de 30 dias, que venha a necessitar de
novo tratamento por recidiva apds cura ou retorno apés abandono.®

BMATTEELLI, A.; ROGGI, A.; CARVALHO, A.C. Extensively drug-resistant tuberculosis: epidemiology and
management. Clin Epidemiol. v. 6, p. 111-118, 2014.
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Figura 2: Numero absoluto de casos de TB MDR notificados, 2013.
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Em 2013, segundo dados da OMS, de 1,5 milhdo de mortes causadas por TB, havia uma
estimativa de 210 mil mortes por TB MDR, um total relativamente alto comparado a
incidéncia de 480 mil casos de TB MDR.®

Figura 3: Incidéncia de casos de TB MDR notificados por 100 mil habitantes, 2013.
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Espera-se que cerca de 43.000 casos de TB MDR sejam de TB extensivamente resistente
(XDR);> forma causada por M. tuberculosis MDR com resisténcia adicional a uma
fluorquinolona e no minimo um farmaco do tratamento da TB de segunda linha injetavel

(amicacina, canamicina ou capreomicina).*

A figura 4 apresenta 0 numero de pacientes com TB XDR confirmado laboratorialmente que

iniciaram tratamento em 2013.

Figura 4: Numero de pacientes com TB XDR confirmado laboratorialmente que

iniciaram tratamento em 2013.
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Em suma, um dos desafios mais importantes enfrentados pelos programas de controle da TB é
0 surgimento e disseminacdo do M. tuberculosis resistente aos farmacos em todo o mundo,
especialmente a TB MDR e XDR.?

1.1.4 Tuberculose resistente aos farmacos no Brasil e em Minas Gerais

Quanto a multirresisténcia aos farmacos do tratamento de primeira linha, dados do I Inquérito

de Resisténcia do Brasil (1995-1996) mostraram que as taxas foram de 1,1% para pacientes
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sem tratamento prévio (resisténcia primaria®) e de 7,9% para os pacientes que ja haviam sido
tratados (resisténcia adquirida®).** Dados atuais demonstraram a multirresisténcia no pais de

1,4% para resisténcia primaria e 7,5% para adquirida.®

Em Minas Gerais, segundo levantamento realizado por Augusto et al. (2013), entre 2002 e
2009, a TB MDR representou uma incidéncia de 0,2% dos casos notificados do estado, o que
poderia estar subestimada devido a falta de realizacdo de exames de cultura e teste de

sensibilidade aos farmacos.'-1°

1.1.5 Tratamento

A TB é uma doenca infecciosa grave, mas curavel em praticamente a totalidade dos casos
novos, desde que obedecidos os principios da quimioterapia e assegure-se que ndo haja
abandono do tratamento. A associacdo medicamentosa adequada, a dosagem correta, 0 uso
por tempo suficiente e a adesdo ao tratamento sdo os meios para evitar a persisténcia
bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos. O diagndstico precoce e 0

tratamento adequado s&o considerados as principais estratégias de controle da TB.®

O tratamento de casos novos de TB baseia-se primeiramente no uso de isoniazida, rifampicina
com etambutol e pirazinamida como farmacos de primeira linha. Isoniazida e rifampicina sdo
os farmacos mais efetivos para o tratamento da TB e tém sido utilizados como a base do

tratamento no Brasil e na maioria dos paises.*

O tratamento padrédo para casos de TB MDR, segundo preconizado pelo Ministério da Saude
do Brasil, utiliza um farmaco injetavel (estreptomicina) por no minimo 6 meses, além de

etambutol, levofloxacino, pirazinamida e terizidona, por 18 a 24 meses.?

“Resisténcia primaria: resisténcia a um ou mais farmacos em pacientes de casos novos.®

bResisténcia adquirida: verifica-se em pacientes com M. tuberculosis inicialmente sensivel aos farmacos, que se
tornam resistentes apds tratamento prévio.®

“BRAGA, J.U.; BARRETO, A.M.W.; HIJJAR, M.A. Inquérito epidemioldgico da resisténcia as drogas usadas
no tratamento da tuberculose no Brasil 1995-97. Parte I11: Principais resultados. Boletim de Pneumologia
Sanitaria. v. 11(1), p. 76-81, 2003.

ISMEDICINS SANS FRONTIERES. Out of Step. Deadly implementation gaps in the TB response. A survey of
TB diagnostic and treatment practices in eight countries. Geneva: MSF, 2014.
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O tratamento da TB XDR é muito mais complexo que o da TB MDR e consiste em uma
combinagdo de farmacos.! Além disso, a limitagdo de farmacos disponiveis representa uma

dificuldade para o tratamento.®

Segundo padronizado pelo PNCT, os farmacos capreomicina, clofazimina e acido
paraminossalicilico estdo disponiveis apenas para o tratamento da TB XDR ou casos com
critérios de faléncia para TB MDR.16

A Tabela 1 apresenta a classificagdo dos farmacos de tratamento da TB.

Tabela 1 - Classificacdo de grupos de farmacos utilizados no tratamento da TB

Classificacéo Farmacos
Grupo 1 - Farmacos de primeira linha Isoniazida, rifampicina, etambutol, rifabutina,
orais pirazinamida
Grupo 2 - Farmacos injetaveis Amicacina, canamicina, capreomicina,

estreptomicina

Grupo 3 - Fluorquinolonas Levofloxacino, ofloxacino, moxifloxacino
Grupo 4 - Farmacos de segunda linha Cicloserina, terizidona, etionamida, protionamida,
orais acido p-aminosalicilico

Grupo 5 — Farmacos com eficéacia nao Clofazimina, linezolida, tioacetazona,
esclarecida® claritomicina, amoxicilina/clavulanato

aFarmacos grupo 5 néo sdo recomendados para tratamento de casos de TB MDR. Fonte: WHO, 2008a.!

A resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos resulta em aumento da morbi-mortalidade e
maiores custos para o servico de salude. Isoladamente, o custo dos farmacos para o tratamento
de paciente com TB MDR ¢ 50 a 200 vezes mais elevado que o tratamento de paciente com

M. tuberculosis sensivel aos farmacos.*

Além disso, as melhores medidas para evitar novos casos de TB XDR sdo o correto manejo
dos pacientes com TB MDR, a deteccdo precoce e tratamento adequado de pacientes com TB
XDR.1

BBRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de Vigilancia de Doencas
Transmissiveis. Coordenacdo Geral do Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Esquemas
individualizados para tratamento da tuberculose drogarresistente. Brasilia: Ministério da Saude, 2013.
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1.1.6 Heterogeneidade da resisténcia bacteriana

O laboratorio desempenha um papel critico na identificacdo de casos de TB MDR e XDR, no
entanto, como resultado da negligéncia histdrica, poucos programas nacionais de TB tém
capacidade para a realizacdo de teste de sensibilidade (TS) aos farmacos de primeira linha e

muito menos aos farmacos de segunda linha. >’

Atualmente, procedimentos estabelecidos para TS aos farmacos de M. tuberculosis
classificam os isolados clinicos como “resistentes” ou “sensiveis”, com base na sua
capacidade de crescer na presenca de uma concentracdo Unica do farmaco, denominada

"concentragdo critica".*®

A concentracdo critica é definida como a menor concentracdo do farmaco que inibe no
minimo 95% da cepa selvagem que ndo foi exposta previamente ao farmaco. Resisténcia em
M. tuberculosis € definida pelo crescimento de >1% de um indculo bacilar na concentracdo

critica de um farmaco.®

Assim definida, a concentracdo critica € um parametro epidemioldgico usado para distinguir
cepas de “selvagens” de “ndo selvagens”, sendo estas capazes de crescer na presenca de
concentracfes mais elevadas de farmacos, que corresponde ao que é definido como o ponto de
corte epidemioldgico.?° Como resultado desse procedimento, um isolado é categorizado como
resistente em laboratério, independente de ter baixo, moderado ou alto nivel de resisténcia aos

farmacos.!8

"WORLD HEALTH ORGANIZATION. Policy guidance on drug-susceptibility testing (DST) of second-line
antituberculosis drugs. WHO/HTM/TB/2008.392. Geneva: WHO, 2008b.

1BBOTTGER, E.C. The ins and outs of Mycobacterium tuberculosis drug susceptibility testing. Clin Microbiol
Infect. v. 17(8), p. 1128-1134, 2011.

B CANETTI, G.; FROMAN, S.; GROSSET, J.; HAUDUROQY, P.; LANGEROVA, M.; MAHLER, H.T ;
MEISSNER, G.; MITCHISON, D.A.; SULA, L. Mycobacteria: laboratory methods for testing drug sensitivity
and resistance. Bull World Health Organ. v. 29, p. 565-578, 1963.

2SCHON, T.; JUREEN, P.; GISKE, C.G.; CHRYSSANTHOU, E.; STUREGARD, E.; WERNGREN, J.;
KAHLMETER, G.; HOFFNER, S.E.; ANGEBY, K.A. Evaluation of wild-type MIC distributions as a tool for
determination of clinical breakpoints for Mycobacterium tuberculosis. J Antimicrob Chemother. v. 64, p. 786—
793, 2009.
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A concentracdo critica muitas vezes tem pouca relagdo com as concentracdes de farmacos
presentes in vivo, e sua precisdo na previsdo de falha teapéutica pode estar, em parte,

limitada.?-22

Com o crescente conhecimento sobre 0s mecanismos que constituem a base da resisténcia aos
farmacos, tornou-se claro que a resisténcia é heterogénea e a descoberta de diferentes
mutacBes podem levar a diferentes niveis de resisténcia. A aquisicdo de uma alteracdo
genética pode levar a uma diminuicdo da sensibilidade ao farmaco, mas ndo inevitavelmente
exclui-lo de regimes de tratamento.?® Assim, 0 MIC, que representa a menor concentragio que

inibe o crescimento bacteriano in vitro, pode definir os niveis de resisténcia aos farmacos.8

Os diferentes niveis tém importantes implicacfes bioldgicas, sendo concebivel que o baixo
nivel de resisténcia, em parte, ndo corresponda a falha na terapéutica. Inversamente, na
presenca de um fenotipo de alto nivel de resisténcia, o farmaco seja de pouco, ou nenhum

beneficio clinico. Ja para 0 moderado, as implicaces clinicas estdo menos elucidadas.®

Embora o TS a “concentragdo critica” seja certamente apropriado para a triagem, casos de
resultados mostrando resisténcia aos farmacos devem ser complementados por medida
quantitativa, em particular para os farmacos para os quais a heterogeneidade na resisténcia

fenotipica esta freqiientemente presente.?

1.1.7 Sistema automatizado BACTEC® MGIT® 960

Os sistemas de cultura liquida tém sido utilizados para diagndstico da TB e para TS aos

farmacos de primeira?*2>2627 ¢ segunda linha, 27282930 sendo 0 mais empregado e disponivel

ABOTTGER, E.C. Drug-resistant tuberculosis. Lancet. v. 357, p. 1288—1289, 2001.

2BOTTGER, E.C.; SPRINGER, B. Tuberculosis: drug resistance, fitness, and strategies for global control. Eur
J Pediatr. v. 167, p. 141-148, 2008.

ZSPRINGER, B.; LUCKE, K.; CALLIGARIS-MAIBACH, R.C; RITTER, C.; BOTTGER, E.C. Quantitative
Drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis by Use of MGIT 960 and EpiCenter Instrumentation.
J Clin Microbiol. v. 47(6), p. 1773-1780, 20009.

#BEMER, P.; PALICOVA, F.; RUSCH-GERDES, R.; DRUGEON, H.B.; PFYFFER, G.E. Multicenter
evaluation of fully automated BACTEC mycobacteria growth indicator tube 960 system for susceptibility testing
of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. v. 40, p. 150-154, 2002.

BSMORCILLO, N.; IMPERIALE, B.; Di GIULIO, B. Evaluation of MGIT 960™ and the colorimetric-based
method for tuberculosis drug susceptibility testing. Int J Tuberc Lung Dis. v. 14(9), p. 1169-1175, 2010.
BSAID, H.M.; KOCK, M.M.; ISMAIL, N.A.; BABA, K.; OMAR, S.V.; OSMAN, A.G.; HOOSEN, AA ;
EHLERS, M.M. Comparison between the BACTEC MGIT 960 system and the agar proportion method for
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comercialmente o BACTEC® MGIT® 960 (Mycobacterial Growth Indicator Tube - MGIT).%!
E uma ferramenta rapida e confiavel, tendo a vantagem de ser um sistema automatizado nao-
radiométrico.?#3? Esse sistema utiliza um sensor de fluorescéncia baseado na extingdo de
oxigénio do meio de cultura e permite 0 monitoramento continuo do crescimento bacteriano.?

Além disso, pode categorizar 0s niveis quantitativos de resisténcia aos
férmacos 23,25,33,34,35,36,37,38

susceptibility testing of multidrug resistant tuberculosis strains in a high burden setting of South Africa. BMC
Infect Dis. v. 12, p. 369, 2012.

’KRUUNER, A.; YATES, M.D.; DROBNIEWSKI, F.A. Evaluation of MGIT 960-based antimicrobial
susceptibility testing and determination of critical concentration of first- and second-line antimicrobial drugs
with clinical drugresistant strains of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. v. 44, p. 811-818, 2006.
RODRIGUES, C.; JANI, J.; SHENAI, S.; THAKKAR, P.; SIDDIQI, S. MEHTA, A. Drug susceptibility
testing of Mycobacterium tuberculosis against second-line drugs using the Bactec MGIT 960 System. Int J
Tuberc Lung Dis. v. 12(12), p. 1449-1455, 2008.

PSHARMA, M.; THIBERT, L.; CHEDORE, P.; SHANDRO, C.; JAMIESON, F. TYRRELL, G.;
CHRISTIANSON, S.; SOUALHINE, H.; WOLFE, J. Canadian multicenter laboratory study for standardized
second-line antimicrobial susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. v. 49(12), p.
4112-4116, 2011.

0ZHAO, L.; XIA, Q.; LIN, N.; LIU, B.; ZHAO, X.; LIU, Z.; WAN, K. Evaluation of BACTEC MGIT 960
system for the second-line drugs susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis in China. J Microbiol
Methods. v. 91(1), p. 212-214, 2012.

31SIDDIQI, S.H.; RUSCH-GERDES, S. MGIT Procedure manual for BACTEC™ MGIT™ 960 TB system.
Foundation for Innovative New Diagnostics. Becton Dickinson, Sparks, MD, USA: 2006.

%RUSCH-GERDES, S.; DOMEHL, C.; NARDI, G.; GISMONDO, M.R.; WELSCHER, H.; PFYFFER, G.E.
Multicenter evaluation of the mycobacteria growth indicator tube for testing susceptibility of Mycobacterium
tuberculosis to first-line drugs. J Clin Microbiol. v. 37(1), p. 45-48, 1999.

BMPAGAMA, S.G.; HOUPT, E.R.; STROUP, S.; KUMBURU, H.; GRATZ, J.; KIBIKI, G.S.; HEYSELL, S.K.
Application of quantitative second-line drug susceptibility testing at a multidrug-resistant tuberculosis hospital in
Tanzania. BMC Infect Dis. v. 13, p. 432, 2013.

#SIRGEL, F.A.; TAIT, M.; WARREN, R.M.; STREICHER, E.M.; BOTTGER, E.C.; VAN HELDEN, P.D.;
VAN PITTIUS, N.C.G.; COETZEE, G.; HOOSAIN, E.Y.; CHABULA-NXIWENI, M.; HAYES, C.; VICTOR,
T.C.; TROLLIP, A. Mutations in the rrs A1401G gene and phenotypic resistance to amikacin and capreomycin
in Mycobacterium tuberculosis. Microb Drug Resist. v. 18(2), p. 193-197, 2012a.

$SIRGEL, F.A.; WARREN, R.M.; STREICHER, E.M.; VICTOR, T.C.; VAN HELDEN, P.D.; BOTTGER,
E.C. gyrA mutations and phenotypic susceptibility levels to ofloxacin and moxifloxacin in clinical isolates of
Mycobacterium tuberculosis. J Antimicrob Chemother. v. 67(5), p. 1088-1093, 2012b.

¥KHANNA, A.; RAJ, V.S.; TARAI, B.; SOOD, R.; PAREEK, P.K.; UPADHYAY, D.J.; SHARMA, P.;
RATTAN, A.; SAINI, K.S.; SINGH, H. Emergence and molecular characterization of extensively drug-resistant
Mycobacterium tuberculosis clinical isolates from the Delhi Region in India. Antimicrob Agents Chemother.
V. 54(11), p. 4789-4793, 2010.

STJAMIESON, F.B.; GUTHRIE, J.L.; NEEMUCHWALA, A.; LASTOVETSKA, O.; MELANO, R.G.;
MEHAFFY, C. Profiling of rpoB mutations and MICs for rifampin and rifabutin in Mycobacterium tuberculosis.
J Clin Microbiol. v. 52(6), p. 2157-2162, 2014.

BZHANG, Z.; WANG, Y.; PANG, Y.; KAM, K.M. Ethambutol resistance as determined by broth dilution
method correlates better than sequencing results with embB mutations in multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis isolates. J Clin Microbiol. v. 52(2), p. 638-641, 2014.
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1.1.8 Mutagdes e Genotype MTBDRplus®

Resisténcia a rifamicinas em M. tuberculosis é largamente associada as mutacGes dentro da
regido determinante de resisténcia a rifampicina (RRDR) de 81 pares de base em rpoB, que

corresponde aos cddons 507 a 533 de RpoB.394041

A resisténcia a isoniazida é associada principalmente com mutagdes ou dele¢des no gene katG
e regido do promotor do gene inhA. A mutacdo mais frequente em katG localiza-se no cddon
315 (substituicdo do aminoacido serina por treonina e em inhA na posi¢éo -15 (substituicdo de

base nitrogenada citosina por timina).*243

A OMS recomenda o uso de testes moleculares como o Genotype MTBDRplus® para

diagnosticar a TB e TB MDR em paises em desenvolvimento e com alta carga da doenca.’

O Genotype MTBDRplus® (Hain Lifescience, Nehren, Alemanha) é um ensaio comercial de
hibridizacdo reversa com sonda de DNA projetado para detec¢do de mutacdes nos genes rpoB
que conferem resisténcia a rifampicina, e katG e regido promotora de inhA relacionados a

resisténca a isoniazida.**

BRAMASWAMY, S.; MUSSER, J.M. Molecular genetic basis of antimicrobial agent resistance in
Mycobacterium tuberculosis: 1998 update. Tuber Lung Dis. v. 79, p. 3-29, 1998.

OYANG, B.; KOGA, H.; OHNO, H.; OGAWA, K.; FUKUDA, M.; HIRAKATA, Y.; MAESAKI, S.;
TOMONO, K.; TASHIRO, T.; KOHNO, S. Relationship between antimycobacterial activities of rifampicin,
rifabutin and KRM-1648 and rpoB mutations of Mycobacterium tuberculosis. J Antimicrob Chemother. v. 42,
p. 621-628, 1998.

“SCHON, T.; JUREEN, P.; CHRYSSANTHOU, E.; GISKE, C.G.; KAHLMETER, G.; HOFFNER, S.;
ANGEBY, K. Rifampicin-resistant and rifabutin-susceptible Mycobacterium tuberculosis strains: a breakpoint
artefact? J Antimicrob Chemother. v. 68, p. 2074-2077, 2013.

“2RAMASWAMY, S.V.; REICH, R.; DOU, S.J. et al. Single nucleotide polymorphisms in genes associated with
isoniazid resistance in Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob Agents Chemoter, v. 47, p. 1241-50, 2003.
“CARDOSO, R.F.; COOKSEY, R.C.; MORLOCK, G.P.; BARCO, P.; CECON, L.; FORESTIERO, F.; LEITE,
C.Q.F.; SATO, D.N.; SHIKAMA, M.L.; MAMIZUKA, E.M.; HIRATA, R.D.C.; HIRATA, M.H. Screening and
characterization of mutations in isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis isolates obtained in Brazil.
Antimicrob. Agents Chemoter., v.48, p. 3373-381, 2004.

#MIOTTO, P.; PIANA, F.; CIRILLO, D.M.; MIGLIORI, G.B. Genotype MTBDRplus: a further step toward
rapid identification of drug-resistant Mycobacterium tuberculosis. J. Clin. Microbiol. v. 46, p. 393-394, 2008.
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1.2 Justificativa

O advento da TB MDR e XDR representa um problema no tratamento e esta relacionado a
altas taxas de mortalidade desses pacientes. Com isso, tem-se aumentado a importancia da

conducdo de TS in vitro ndo apenas para farmacos de primeira como também de segunda
Iinha 13,28,45,46,47,48

TB MDR e XDR tornou-se uma séria ameaca para o controle global da doenga como resultado
da dificuldade no diagndstico e tratamento e é associada ao alto custo dos programas de
controle da TB, por requerer o uso de farmacos de segunda linha.l” Esses farmacos s&o menos
eficazes, mais caros e muito mais téxicos do que os farmacos de primeira linha. A taxa de
sucesso do tratamento de TB resistente aos farmacos, particularmente MDR ou XDR, é

significativamente menor que a da TB sensivel aos farmacos. 34647

Com a ascenséo global de TB MDR e XDR,®> ha uma necessidade crescente de determinar os
niveis de resisténcia aos farmacos de tratamento da TB de primeira e segunda linha com
precisdo.'® Segundo Bottger (2011), o tratamento de pacientes com TB resistente aos
farmacos deve ser baseado em medidas quantitativas de teste de sensibilidade, para a
prevencdo do aumento de resisténcia.'® Esta pode ser a razéo pela qual mais de um terco do
tratamento dos casos de TB MDR em tratamento padrdo tem sido eficaz, provavelmente

devido ao baixo nivel de resisténcia.?*°

Assim, a simples categorizacdo de isolados clinicos de M. tuberculosis como “resistentes”

com base em TS a concentracdo critica precisa ser revista e completada por testes de medidas

SGANDHI, N. R.; MOLL, A.; STURM, A\W.; PAWINSKI, R.; GOVENDER, T.; LALLOO, U.; ZELLER, K;;
ANDREWS, J.; FRIEDLAND, G. Extensively drug-resistant tuberculosis as a cause of death in patients co-
infected with tuberculosis and HIV in a rural area of South Africa Lancet. v. 368, 1575-80, 2006.

“CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Emergence of Mycobacterium tuberculosis with
extensive resistance to second-line drugs - Worldwide, 2000-2004. MMWR Morb Mortal Wkly Rep. v. 55, p.
301-305, 2006.

4JAIN, A.; MONDAL, R. Extensively drug-resistant tuberculosis: current challenges and threats. FEMS
Immunol Med Microbiol. v. 53(2), p. 145-150, 2008.

“LIN, S.Y.; DESMOND, E.; BONATO, D.; GROSS, W.; SIDDIQI, S. Multicenter evaluation of Bactec MGIT
960 system for second-line drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis complex. J Clin
Microbiol.v. 47 (11), p. 3630-3634, 2009.

“ESPINAL, M.A.; KIM, S.I; SUAREZ, G.; KAM, K.M.; KHOMENKO, A.G.; MIGLIORL G.B.; BAE’Z, J.;
KOCHI, A.; DYE, C.; RAVLIGIONE, M.C. Standard short-course chemotherapy for drug-resistant tuberculosis:
treatment outcomes in 6 countries. JAMA. v. 283, p. 2537-2545, 2000.
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quantitativas para demonstrar a existéncia de diferentes niveis da resisténcia, no intuito de

melhor avaliar os farmacos disponiveis para o tratamento.!8

Além disso, a vigilancia da resisténcia aos farmacos do tratamento da TB é essencial para
fornecer informacdes sobre a magnitude e tendéncias da resisténcia para o desenvolvimento
de diretrizes de um tratamento adequado e para avaliar o impacto das intervengdes dos

programas de controle da doenca.*

De fato, a definicdo de um tratamento adequado representa um determinante essencial para
um resultado favoravel, e a determinacéo rapida da resisténcia ao farmaco pode permitir uma

abordagem personalizada para o tratamento.>

A avaliacdo das mutacfes dos genes que conferem resisténcia a isoniazida e a rifampicina

leva a uma discusséo das relacdes envolvidas dessas mutacdes e os niveis de resisténcia.®

Além disso, em Minas Gerais ndo ha estudos sobre niveis de resisténcia de cepas
multirresistentes para os principais farmacos dos esquemas terapéuticos padronizados no

Brasil e suas relagbes com as mutacdes nas regides rpoB, katG e inhA.

'ORENSTEIN, E.W.; BASU, S.; SHAH, N.S.; ANDREWS, J.R.; FRIEDLAND, G.H.; MOLL, A.P.; GANDHI,
N.R.; GALVANI, A.P. Treatment outcomes among patients with multidrug-resistant tuberculosis: systematic
review and meta-analysis. Lancet Infect Dis. v. 9, p. 153-161, 2009.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a concentragdo inibitéria minima dos farmacos de primeira e segunda linha e
mutacdes relacionadas a isoniazida e rifampicina de isolados clinicos de M. tuberculosis

multirresistente em laboratério de referéncia do estado de Minas Gerais.

2.2 Objetivos especificos

Determinar os niveis do MIC dos farmacos isoniazida, rifampicina, estreptomicina,
etambutol, amicacina, levofloxacina, rifabutina e cicloserina em cepas do M. tuberculosis pelo
método automatizado BACTEC® MGIT® 960.

Correlacionar os valores do MIC entre rifampicina e rifabutina e entre estreptomicina e

amicacina.

Associar os niveis de resisténcia as mutacdes nas regides rpoB, katG e inhA.

Correlacionar os valores do MIC entre os casos de resisténcia primaria ou adquirida.
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3 METODOLOGIA DETALHADA

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (COEP/UFMG) sob o parecer 122.941 (CAAE 06611912.8.0000.5149).

3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo com 115 cepas do M. tuberculosis, estocadas em freezer a -70°C,
correspondentes a 97 pacientes (amostras de conveniéncia), provenientes de amostras clinicas
pulmonares, identificadas como multirresistentes no Laboratério Central de Saude Publica do
Estado de Minas Gerais (LACEN-MG) — Instituto Octivio Magalh&es - Fundagdo Ezequiel
Dias (FUNED), do periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2011.

A pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Micobactérias do Servigco de Doencas Bacterianas
e Fungicas da FUNED, localizado na cidade de Belo Horizonte, laboratério de referéncia para

teste de sensibilidade aos farmacos de primeira linha e identificacdo de M. tuberculosis.

A identificacdo de M. tuberculosis foi realizada com base em suas caracteristicas fenotipicas,
tais como aspecto das col6nias, tempo de crescimento, alcool-acido resisténcia, inibicdo do
crescimento em meio com &cido p-nitrobenzdico 500 pug/mL, resisténcia a hidrazida do acido

tiofeno-2-carboxilico 2 pg/mL, producio de niacina e redugdo de nitrato.>>2

O teste de sensibilidade das cepas do estudo no referido periodo foi realizado pelo método
das proporgdes em meio de cultura Léwenstein Jensen (LJ) ou BACTEC® MGIT® 960 com

concentracdo critica padrdo conforme Tabela 2.

SIBRASIL. Ministério da Salde. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Departamento de Vigilancia
Epidemiolégica. Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras micobactérias.
Brasilia: Ministério da Saude, 2008. 436 p.

%2LEAQ, S.C.; MARTIN, A.; MEJIA G.1.; PALOMINO, J.C.; ROBLEDO, J.; TELLES, M.A.S.; PORTAELS,
F. Practical handbook for the phenotypic and genotypic identification of mycobacteria. Printed by Vanden
Broelle, Brugges, Belgium, 2004.164 p.
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Como rotina do laboratério da FUNED para confirmagdo dos casos de TB MDR e teste de
sensibilidade para farmacos de segunda linha (amicacina, ofloxacino, capreomicina e
canamicina), os isolados clinicos sdo encaminhados para o Laboratorio de Referéncia
Nacional em Tuberculose — Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga (CRPHF) — Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Os testes de sensibilidade para esses farmacos foram realizados
pelo método BACTEC® MGIT® 960 (Tabela 2). A sensibilidade pelo método das proporgdes

ndo foi testada para os farmacos cicloserina e rifabutina.

Tabela 2 - Concentracao critica de farmacos para teste de sensibilidade pelo método das
proporcdes em LJ e BACTEC® MGIT® 960.

Concentracdes (pug/mL)

Farmacos
LJ BACTEC® MGIT® 960

INH 0,2 0,1

RIF 40 1

STR 4 1

EMB 2 5
AMK - 1

OFX - 2

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; OFX:
ofloxacino. LJ: Léwenstein Jensen. Fonte: SIDDIQI; RUSCH-GERDES, 2006;! SIRGEL et al., 2012a;%*
SIRGEL et al., 2012b;% BRASIL, 2008.5!

A determinacdo do MIC foi realizada para os farmacos isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
estreptomicina (STR), etambutol (EMB), levofloxacino (LVX), amicacina (AMK), rifabutina
(RFB) e cicloserina (CIC). LVX foi utilizado em substitui¢do a ofloxacino (OFX) devido a
sua resisténcia cruzada e serem da mesma classe, além do que o tratamento de MDR no pais é

realizado com LV X 3%

BDEVASIA, R.A; BLACKMAN, A.; MAY, C.; EDEN, S.; SMITH, T.; HOOPER, N.; MARURI, F.;
STRATTON, C.; SHINTANI, A.; STERLING, T.R. Fluoroquinolone resistance in Mycobacterium tuberculosis:
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Dez cepas sensiveis aos farmacos de primeira linha (STR, INH, RIF e EMB) pelo método das
proporgdes em LJ ou BACTEC® MGIT® 960 foram aleatoriamente escolhidas no referido
periodo como controle do MIC, além da realiza¢do do teste em duplicata (indice Kappa de

0,98 = muito boa concordancia).>*

Foi incluida no estudo uma cepa de referéncia de M. tuberculosis ATCC 27294 como controle

do meio de cultura e dos farmacos.

A correlacdo entre os valores de MIC de RIF e RFB foi verificada, pois os dois farmacos séo

da classe das rifamicinas.*® J4 STR e AMK s&o da classe dos aminoglicosideos.>®

Para definicdo das cepas de casos de resisténcia priméria ou adquirida foi realizado consulta
em ficha de informacdo laboratorial e/ou Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo
(SINAN).

A determinacdo do MIC e deteccdo das mutacGes foram realizadas de forma cega.

A manipulacdo do material biolégico nos procedimentos laboratoriais ocorreram segundo as

normas de biosseguranca vigentes.>

3.3 Tamanho amostral

Foram utilizadas amostras de conveniéncia da colecdo de cepas do M. tuberculosis MDR do
LACEN-MG do periodo de 2008 a 2011. Caso fosse considerado o célculo amostral com
intervalo de confianca de 95% e um nivel de significancia de 5%, o tamanho amostral seria de
40 cepas do M. tuberculosis MDR.

an assessment of MGIT 960, MODS and nitrate reductase assay and fluoroquinolone cross-resistance. J
Antimicrob Chemother. v. 63, p. 1173-1178, 2009.

SBRAILE, D.M.; GODOY, M.F. Célculos Estatisticos Basicos para Testes Diagnosticos, 1999.

MARSILI, L.; PASQUALUCCI, C.R.; VIGEVANI, A.; GIOIA, B.; SCHIOPPACASSI, G.; ORONZO, G.
New rifamycins modified at positions 3 and 4. Synthesis, structure and biological evaluation. J Antibiot. v. 34,
p. 1033-1038, 1981.

SSARBEX, M.A.; VARELLA, M.C.L.; DE SIQUEIRA, H.R.; DE MELLO, F.A.F. Antituberculosis drugs: drug
interactions, adverse effects, and use in special situations. Part 2: second line drugs. J Bras Pneumol. v. 36(5),
p. 641-656, 2010.
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3.3.1 Critério de inclusao

Cepa viavel de M. tuberculosis MDR por paciente com resultado de teste de sensibilidade
pelo método das propor¢des em LJ ou BACTEC® MGIT® 960.

3.3.2 Critérios de exclusao

Isolados de micobactéria ndo tuberculosa;
Isolados de M. tuberculosis contaminados com fungos ou outras bactérias;

Crescimento de M. tuberculosis menor que 20 unidades formadoras de colénias (UFC) por

inviabilizar a realizagéo do MIC.

3.4 Viabilidade das cepas bacterianas

Cepas de M. tuberculosis MDR estocadas em freezer -70°C foram descongeladas e 100uL
inoculados em meio LJ previamente identificado com nUmero de registro laboratorial
correspondente. Posteriormente realizou-se incubacao em estufa bacteriologica a 36°C+1. Foi
realizado monitoramento semanal de crescimento bacteriano caracteristico de M. tuberculosis

até oito semanas.®!

Como forma de melhorar a recuperacao das cepas bacterianas, foi também realizado indculo
de 100uL de isolado descongelado em meio Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de
OADC (acido oléico, albumina, dextrose e catalase) e glicerol, contido em tubos de vidro
estéreis previamente identificados com respectivo nimero de registro laboratorial da cepa e
posterior incubacdo em estufa bacteriolgica a 36°C+1 por 21 dias. Apos este periodo, foi

realizado repique em meio LJ.%*

Apos realizacdo de viabilidade, foi selecionada uma cepa que representou cada paciente.
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3.5 Farmacos

Os farmacos INH, RIF, STR, EMB, AMK, LVX, CIC e RFB foram obtidos na forma quimica
pura (Sigma Aldrich®) e foram dissolvidos em solugdo estoque de acordo com a Tabela 3. As
solugdes estoque foram preparadas a 5376 pg/mL (10752 pg/mL para CIC) levando em
consideracao a poténcia do farmaco e mantidas em aliquotas a -70°C por até seis meses.

Tabela 3 - Farmacos utilizados com seus respectivos solventes.

Farmacos Solventes
INH, STR, EMB, AMK e CIC H20
RIF e RFB Metanol
LVX H>O + NaOH 0,1N

INH: isoniazida; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; CIC: cicloserina; RIF:
rifampicina; RFB: rifabutina; LVX: levofloxacino. Fonte: CLSI, 2012.57

Solucdes de uso foram preparadas a partir das solucbes estoque e foram realizadas dilui¢es
duplas seriadas em agua destilada estéril de maneira a obter concentragdes variadas para cepas

sensiveis (Tabela 4) e resistentes (Tabela 5).

STCLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Susceptibility testing of
Mycobacteria, Nocardiae, and other aerobic Actinomycetes; Approved Standard — Second Edition. CLSI
document M24-A2. Wayne, Pensylvania: Clinical and Laboratory Standards Institute. v. 31(5), 2011. 14 p.
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Tabela 4 - Concentracdes dos farmacos testados para MIC em BACTEC® MGIT® 960

de M. tuberculosis sensiveis.

Concentracoes (ng/mL)

Farmacos
INH 0,007, 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1, 2; 4
RIF 0,007; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1, 2; 4
STR 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8
EMB 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16
AMK 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4
LVX 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8

CIC 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64, 128

RBF 0,007; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1, 2; 4
INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; LVX
levofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina. Fonte: Adaptado de MPAGAMA et al., 2013.3

Tabela 5 - Concentragdes dos farmacos testados para MIC em BACTEC® MGIT® 960
de M. tuberculosis resistentes.

Concentragdes (ug/mL)

Farmacos
INH 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32
RIF 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16; 32; 64
STR 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16; 32; 64
EMB 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16, 32; 64
AMK 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16; 32
LVX 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64

CIC 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64, 128

RBF 0,015; 0,03; 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1; 2; 4, 8; 16
INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; LVX:
levofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina. Fonte: Adaptado de MPAGAMA et al., 2013.%
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3.6 Concentracéo inibitéria minima pelo método BACTEC® MGIT® 960

O MIC foi determinado para todas as cepas de MDR com o perfil de sensibilidade definido
como sensiveis ou resistentes para os farmacos de primeira e de segunda linha STR, INH,
RMP, EMB, AMK e LVX.

Devido a indisponibilidade dos farmacos CIC e RFB foi determinado o MIC de 32 cepas para
CIC e 28 para RFB.

O MIC também foi determinado para as 10 cepas sensiveis e a cepa de referéncia ATCC.

A determinacio do MIC foi realizada utilizando o sistema automatizado BACTEC® MGIT®
960 (BD Bioscience, Sparks, MD, USA) conforme recomendagcéo do fabricante.®!

Tubos MGIT contendo meio Middlebrook 7H9 foram suplementados com 800uL de OADC

(&cido oléico, albumina, dextrose e catalase).

Para os tubos contendo farmacos, 100 pL da respectiva diluicdo do farmaco foram
adicionados ao tubo MGIT.?**! Foi utilizado um tubo MGIT como controle de crescimento

bacteriano (CC) ao qual nédo foi adicionado farmaco.

Foi utilizado o primeiro repique das cepas ap6s congelamento a -70°C. Suspensao bacteriana
foi preparada a partir de culturas puras frescas de até quatro semanas® em meio LJ a 37°C
com a transferéncia de coldnias para tubos de vidro estéreis contendo 3 mL de agua destilada
esteril e 5 pérolas de vidro. Os tubos foram agitados por no minimo 60 segundos para permitir

homogeneizacdo. Aguardou-se 10 minutos para sedimentacdo de particulas pesadas.

O sobrenadante foi transferido para tubos estéreis contendo agua destilada estéril e diluido até
atingir a turbidez correspondente a escala padrdo 0,5 de McFarland. A partir dessa suspensao,
foi realizada diluicdo 1:5 em agua destilada estéril. Esta dilui¢cdo foi utilizada para in6culo de
500uL em cada tubo contendo farmaco. A partir da mesma suspensdo, foi realizada diluicdo
1:100 em &gua destilada estéril. Esta diluicdo foi utilizada para in6culo de 500uL em cada
tubo CC.%%1

SSADJERS-KOSKELA, K.; KATILA, M. Susceptibility testing with the manual mycobacteria growth indicator
tube (MGIT) and the MGIT 960 system provides rapid and reliable verification of multidrug-resistant
tuberculosis. J Clin Microbiol. v. 41(3), p. 1235-1239, 2003.
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O conjunto de tubos foi inserido no equipamento BACTEC® MGIT® 960, incubado a 36°C+1

e monitorado continuamente até positividade por até 21 dias.

O MIC para cada farmaco foi definido como a menor concentragdo em que a cepa foi
considerada sensivel.?2> Um tubo com determinado farmaco foi considerado resistente quando
foi positivo até dois dias ap06s a positividade do tubo CC. Um tubo contendo farmaco foi

considerado sensivel quando n&o foi positivo apds dois dias da positividade do tubo CC.%®

Aliguotas de meio de cultura dos tubos positivos foram coradas pelo método de Ziehl Neelsen

para verificacdo de contaminagio.>

O ponto de corte de resisténcia estabelecido para MIC foi definido de acordo com Mpagama
et al., 2013.3 As cepas com MIC acima do ponto de corte foram definidas como resistentes.

As cepas com MIC igual ou menor que o ponto de corte foram definidas como sensiveis.

Tabela 6 — Pontos de corte de resisténcia para MIC de fArmacos de primeira e segunda
linha em BACTEC® MGIT® 960 de M. tuberculosis.

Farmacos Ponto de corte (ug/mL)

INH >0,25

RIF >1

STR >2

EMB >4
AMK >1

LVX >2

CIC >32

RBF >0,5

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; LVX:
levofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina. Fonte: MPAGAMA et al., 2013.%

Os niveis de resisténcia foram definidos arbitrariamente para os referidos farmacos apds
célculo das medianas e percentis 25 e 75 como o estudo de Jamieson et al., 2014.3” Para INH

foram classificados trés categorias, baixo (>0,25 a <2 pug/mL), moderado (4 ug/mL) e alto (>8
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pg/mL). Os niveis de RIF foram definidos como baixo (>1 a <16 ug/mL) e alto (>32 pg/mL);
STR como baixo (>2 a <4 pg/mL) e alto (>8 pg/mL); EMB como baixo (>4 a <8 pg/mL) e
alto (>16 ug/mL); LVX como baixo (>2 a <4 pug/mL) e alto (=8 pg/mL); RFB como baixo
(>0,5 a <4 pg/mL) e alto (>8 pg/mL). Para AMK foi definido apenas o alto nivel (>32
pg/mL).

Para os valores de MIC que ficaram abaixo do ponto de corte de resisténcia os niveis de

resisténcia ndo foram definidos.

3.7 Genotype MTBDRplus®

Genotype MTBDRplus® (Hain Life Sciences, Nehren, Germany) consiste em um ensaio
baseado em amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccdo de

mutacdes nas regides rpoB e katG e inhA (resisténcia & INH).*

Foi realizada o ensaio Genotype MTBDRplus® em 53 isolados de M. tuberculosis, sendo 42

MDR/XDR, 10 sensiveis e uma de referéncia ATCC conforme recomendacéo do fabricante.

3.8 Analises estatisticas

Foi utilizado software SPSS versdo 18 para célculo estatistico com intervalo de confianca de

95% e nivel de significancia de 5%.

A proporc¢do dos niveis de resisténcia foi reportada como frequéncia simples de ocorréncia

para cada farmaco.

As correlagdes entre os MIC de RIF e RFB e entre 0s MIC de STR e AMK foram realizadas

pelo teste de correlagéo p de Spearman.

A associacdo entre 0s niveis de resisténcia e as mutagdes em rpoB (RIF e RFB) e katG e inhA

(INH) foi calculada por meio do teste Exato de Fisher.

Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN),

acuracia e concordancia (indice Kappa) entre a deteccdo de resisténcia do Genotype
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MTBDRplus® e o teste de sensibilidade foram calculados de acordo com Braile & Godoy,
1999.%

A correlacdo dos niveis do MIC entre os casos de resisténcia primaria ou adquirida para os

referidos farmacos foi realizada também pelo teste de correlagdo p de Spearman.
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4 ARTIGO

Nota explicativa

Seguindo uma das orientacdes do Programa de Pds-Graduacdo em Infectologia e Medicina
Tropical, a dissertacdo de mestrado deve conter um artigo a ser submetido em uma revista
indexada. Nesta dissertacdo estd incluido um artigo a ser submetido a revista Journal of
Clinical Microbiology (Fator de impacto em 2013 de 4.232 e classificada Qualis Al).

Titulo: “Niveis de resisténcia aos farmacos de primeira e segunda linha do Mycobacterium

tuberculosis MDR/XDR e mutagdes em rpoB, katG e inhA em Minas Gerais, Brasil”.
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Niveis de resisténcia aos farmacos de primeira e segunda linha do Mycobacterium

tuberculosis MDR/XDR e mutac6es em rpoB, katG e inhA em Minas Gerais, Brasil.

Alan Douglas Gongalves?, Claudio José Augusto?, Pedro Almeida da Silva®, Wania da Silva

Carvalho®, Silvana Spindola de Miranda“#.

Fundacao Ezequiel Dias, Minas Gerais, Brasil?; Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Rio Grande do Sul, Brasil’, Departamento de Farmacia Social/Faculdade de
Farmacia/Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil®; Faculdade de
Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil®.

#Endereco de correspondéncia para Silvana Spindola de Miranda:

silvanaspindola@gmail.com.

A simples categorizacdo de isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis como
“resistentes” com base em teste de sensibilidade a concentracdo critica ndo contempla os
diferentes niveis de resisténcia, por isso a necessidade de determinar o MIC para conduzir o
tratamento adequado, principalmente em cepas multirresistente (MDR) e extensivamente
resistente (XDR). Esse estudo teve como objetivo avaliar os niveis de resisténcia dos
farmacos de primeira e segunda linha do M. tuberculosis MDR/XDR e a relagdo com
mutacBes nas regides rpoB, katG e inhA. O MIC foi utilizado para avaliar o nivel de
resisténcia em 42 cepas e o Genotype MTBDRplus® em 40 cepas. O baixo nivel de resisténcia
foi observado em 40% das cepas resistentes a isoniazida (INH); 13,5% a rifampicina (RIF);
31,2% a estreptomicina (STR); 33,3% a etambutol e a levofloxacino (LVX); 38,9% a
rifabutina (RFB). Em relacdo as mutacOes da regido rpoB e os niveis de resisténcia a RIF, a

mutacdo D516V foi associada a baixo nivel. A mutacdo S531L em rpoB foi associada a baixo
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nivel de resisténcia a RFB enquanto que a mutacdo H526Y foi associada a alto nivel. Em
relacdo as mutacGes em katG e inhA, a mutacdo S315T katG foi associada a moderado nivel
de resisténcia a INH, enquanto as mutagdes simultaneas S315T katG e C15T inhA foram
associadas a alto nivel. A determinacdo dos niveis de resisténcia para farmacos de primeira e
segunda linha e a deteccdo de mutacdes podem oferecer melhores informacdes acerca de
regimes terapéuticos para pacientes com M. tuberculosis MDR e XDR.

Palavras Chave: Resisténcia a multimedicamentos. Diagndstico. Testes de sensibilidade

microbiana.

Um dos desafios mais importantes enfrentados pelos programas de controle da tuberculose
(TB) € o surgimento e disseminacdo do M. tuberculosis resistente aos farmacos (1). A ameaca
representada pela TB aumenta com a emergéncia da TB multirresistente (MDR), definida
como a TB causada por cepas de M. tuberculosis resistentes a, no minimo, isoniazida e
rifampicina, além do surgimento da TB extensivamente resistente (XDR), definida como TB
MDR com resisténcia adicional a uma fluorquinolona e no minimo um farmaco de segunda
linha injetavel (amicacina, canamicina ou capreomicina) (2).

Segundo a OMS, os dados globais de casos TB MDR priméria representam 3,5% enquanto
que casos de adquirida, 20,5% (1). Dados atuais do Brasil demonstram TB MDR primaria de
1,4% e adquirida, 7,5% (1).

Frequentemente os testes de sensibilidade (TS) aos farmacos utilizados no tratamento da TB
classificam os isolados clinicos como resistentes ou sensiveis, utilizando como balizador para
esta classificacdo a concentracédo critica do farmaco testado (3). Embora Util, essa abordagem
apresenta a limitacdo de ndo determinar os niveis de resisténcia, que eventualmente poderia

ser revertida com o uso do mesmo farmaco em uma nova posologia (3). Considerando a
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escassez de farmacos para o tratamento da TB, € urgente uma abordagem mais acurada para a
determinacéo do perfil de resisténcia.

Resisténcia a rifamicinas do M. tuberculosis é largamente associada as mutagdes dentro da
regido determinante de resisténcia a rifampicina (RRDR) de 81 pares de base na regido rpoB,
que corresponde aos cddons 507 a 533 de RpoB (4,5,6).

A resisténcia a isoniazida esta associada principalmente com mutacdes ou delecdes no gene
katG e regido do promotor do gene inhA. A mutacdo mais frequente em katG localiza-se no
cddon 315 (substituicdo do aminoacido serina por treonina e em inhA na posicdo -15
(substituicdo de base nitrogenada citosina por timina) (7,8).

Testes para deteccdo do M. tuberculosis MDR que detectam mutacdes nas regides rpoB e
katG/inhA que conferem resisténcia a rifampicina e isoniazida, respectivamente, séo
comercialmente utilizados (9).

O presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis de resisténcia aos farmacos de primeira
e segunda linha do M. tuberculosis MDR/XDR e sua relagdo com mutagdes nas regides rpoB,

katG e inhA.

MATERIAIS E METODOS

Cepas bacterianas

Um total de 115 cepas de M. tuberculosis, estocadas em freezer a -70°C, provenientes de

amostras clinicas pulmonares, identificadas como MDR ou XDR, correspondente a 97

pacientes foram identificadas no Laboratorio Central de Salde Publica do Estado de Minas

Gerais, Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), Minas Gerais, regido sudeste do Brasil, entre
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2008 e 2011. A partir da colecdo de cepas foi verificada a viabilidade bacteriana como
critério de inclusdo (10). Foram excluidas 73 cepas referentes a 55 pacientes.

O teste de sensibilidade aos farmacos para a deteccdo de cepas MDR ou XDR e a
identificacdo foi realizado conforme protocolo (10,11,12). Foram selecionadas 42 cepas,
sendo 39 MDR e 3 XDR. Das MDR, 14 eram resistentes a estreptomicina (STR), trés a
etambutol (EMB) e uma a ofloxacino (OFX). Das XDR, todas eram resistentes a STR, EMB,
e OFX, enquanto duas resistentes a amicacina (AMK) e uma a capreomicina.

Foi analisado o MIC para isoniazida (INH), rifampicina (RIF), STR, EMB, AMK,
levofloxacino (LVX), cicloserina (CIC) e rifabutina (RFB). A determinacdo do MIC e
deteccdo das mutacdes foram realizadas de forma cega.

Foram incluidos no estudo 10 isolados clinicos sensiveis aos farmacos de primeira linha e

uma cepa padrdo de M. tuberculosis ATCC 27294 como controle.

Solucgdes de farmacos

Todos os farmacos foram obtidos de Sigma-Aldrich®. Solucdes estoque de INH, STR, EMB,
AMK e CIC foram preparadas em agua destilada estéril. Solucdo estoque de LVX foi
preparada em NaOH 0,1N. Solucdes estoque de RIF e RFB foram preparadas em metanol
(13). As solugdes foram mantidas a -70 °C por até 6 meses. Solu¢des de uso foram preparadas
a partir das solucdes estoque e diluidas em agua destilada estéril.

A faixa de concentragdo dos farmacos testados para MIC foi: INH (0,007 a 32 pug/mL), RIF
(0,007 a 64 pg/mL), STR (0,06 a 64 pg/mL), EMB (0,12 a 64 pg/mL), AMK (0,06 a 32

pg/mL), LVX (0,03 a 64 pg/mL), RFB (0,007 a 16 pg/mL) e CIC (0,25 a 128 pg/mL).
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Determinacédo do MIC

O MIC foi determinado por meio do sistema automatizado BACTEC® MGIT® 960 (BD
Bioscience, Sparks, MD, USA) conforme recomendacéo do fabricante (14).

Tubos MGIT contendo meio Middlebrook 7H9 foram suplementados com 10% de OADC
(&cido oléico, albumina, dextrose e catalase) contendo diferentes concentracdes dos farmacos
e um tubo sem farmaco foi utilizado como controle de crescimento.

Suspensdo bacteriana foi preparada a partir de culturas de primeiro repique em meio LJ e
incubadas a 36°Cx1 (15). As coldnias foram transferidas para tubo de vidro estéril contendo 3
mL de &gua destilada estéril e 5 pérolas de vidro. O sobrenadante da suspensdo foi
ressuspendido em outro tubo contendo agua destilada estéril e ajustada a turbidez
correspondente a escala padrdo 0,5 de McFarland. Foi realizada diluicdo 1:5 para indculo nos
tubos contendo farmacos e diluicdo 1:100 nos tubos controle de crescimento (CC). Os tubos
foram inoculados com 500 pL de suspenséo bacteriana.

Um tubo com determinado farmaco foi considerado resistente para uma determinada
concentracdo quando positivo até dois dias ap6s a positividade do tubo CC. Um tubo
contendo farmaco foi considerado sensivel quando nédo positivo apds dois dias da positividade
do tubo CC (15).

O MIC para cada farmaco foi definido como a menor concentracdo em que a cepa foi
considerada sensivel (16).

Os pontos de corte de resisténcia estabelecidos para MIC foram: INH >0,25 pg/mL; RIF >1
pug/mL; STR >2 pg/mL; EMB >4 pug/mL; AMK >1 pug/mL; LVX >2 pg/mL; CIC>32 pg/mL
e RFB >0,5 pg/mL (17). Cepas com MIC acima do ponto de corte foram definidas como
resistentes, enquanto que MIC menor ou igual ao ponto de corte foram definidas como

sensiveis.
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Para facilitar a interpretacdo, os niveis de resisténcia dos referidos farmacos foram definidos
arbitrariamente apos célculo das medianas e percentis 25 e 75 semelhante ao estudo de
Jamieson et al., 2014 (18). Os niveis de resisténcia foram classificados para as cepas com
MIC acima do ponto de corte. Para INH foram definidos trés niveis: baixo (>0,25 a <2
pg/mL), moderado (4 pg/mL) e alto (>8 pg/mL). Para RIF, STR, EMB, LVX, RFB dois
niveis: RIF baixo (>1 a <16 pg/mL) e alto (=32 pg/mL); STR baixo (>2 a <4 pg/mL) e alto
(>8 pg/mL); EMB: baixo (>4 a <8 pug/mL) e alto (>16 pg/mL); LVX: baixo (>2 a <4 pg/mL)
e alto (>8 ng/mL); RFB: baixo (>0,5 a <4 ug/mL) e alto (=8 pg/mL). Para AMK apenas alto

nivel (>32 pg/mL).

Genotype MTBDRplus

Foram utilizadas 53 cepas do M. tuberculosis para deteccdo de mutacdes nas regides rpoB,

katG e inhA (42 MDR/XDR, 10 sensiveis e uma cepa de referéncia ATCC 27294) pelo ensaio

Genotype MTBDRplus® (19) conforme recomendacéo do fabricante.

Andlise estatistica

Foi utilizado software SPSS versdo 18 para calculo estatistico com intervalo de confianca de
95% e nivel de significancia de 5%.

As correlacdes dos valores do MIC entre RIF e RFB e entre STR e AMK foram realizadas
pelo teste de correlagdo p de Spearman.

A associagdo entre os niveis de resisténcia e as mutagdes foi realizada por meio do teste Exato

de Fisher.
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RESULTADOS

Determinacédo do MIC

O MIC foi determinado para um total de 53 cepas de M. tuberculosis, sendo 39 MDR e trés
XDR, 10 sensiveis e uma ATCC de M. tuberculosis.

O MIC das 42 cepas MDR/XDR estdo apresentados na Tabela 1 e os das cepas sensiveis na
Tabela 2. Suas representacdes graficas sdo apresentadas na Figura 1.

Na Figura 1, observam-se cepas MDR em que o MIC esta abaixo ou no ponto de corte. Para
duas cepas resistentes a INH, cinco a RIF, uma a STR e nove a RFB os resultados foram: 0,25
pg/mL, <1 pg/mL, 1 pg/mL e < 0,5 pg/mL, respectivamente. Além disso, para uma XDR, o
MIC de RFB foi 0,25 pg/mL e outra o de LVX 2 pg/mL.

Em relacdo aos niveis de resisténcia das cepas XDR observa-se que: das resistentes a INH,
duas apresentaram baixo nivel e uma moderado. Das resistentes a RIF e STR uma apresentou
baixo nivel e duas alto. Duas das resistentes a RFB apresentaram baixo nivel. Trés das
resistentes a0 EMB, duas das resistentes 8 AMK e duas a LVX apresentaram alto nivel
(Figurala, b, c, d, e, f).

Para CIC, todas as MDR/XDR apresentaram MIC <32 pg/mL (Figura 1g).

Entre as cepas sensiveis, todas apresentaram MIC igual ou abaixo do ponto de corte de
resisténcia, exceto uma para LVX (MIC 4 pg/mL) (Figura 1).

Em 18 cepas com alto nivel de resisténcia a RIF (MIC >64 pg/mL), 11 apresentaram alto
nivel para RFB (MIC >8 ug/mL), porém, as sete restantes apresentaram baixo nivel.

Quatro cepas com baixo nivel para RIF (>1ug/mL ¢ <16 pg/mL) apresentaram MIC de RFB

<0,5ug/mL.
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Codigo  INH RIF STR EMB AMK LvX cCIc® RFB°
R1 4 >64%* 05 05 05 05 8 8
R3 16* >64* 2 4 05 0,25 8 4
R4 16* 4 >64%* 4 1 05 8 0,12
R5 4% 2% 05 1 05 0,25 8 0,25
R6 4% >64%* 2 1 05 0,25 8 8
RO 2% >64%* 05 2 05 05 8 16
R10 4% >64%* 0,25 1 05 0,25 8 8
R11 g* 32% 05 1 1 0,25 8 0,12
R12 1* >64* 05 1 0,25 05 8 4

R13? 4% 64* 4% 32% 1 g* 16 4
R14 4% >64* 05 4 1 0,25 8 8
R15 025  <025* 4* 2 05 0,25 8 0,06
R18 32* >64* 1* 4 05 0,25 8 4
R19 2% >64%* 2 2 1 05 8 8
R20 4 >64* 2 2 1 4 8 4
R24 2% >64%* 4> 05 05 0,25 8 >16
R25 2% g* 16* 16* >32% g* 8 0,25
R27 025%  >64* 05 16* 05 0,25 8 >16
R30 4 g* 64* 4 1 0,25 4 <0,12
R31 16* 16* 4* 2 1 0,25 8 05
R32 2% >64* >64* 1 05 0,25 - -
R33 4% >64* 16* 2 1 0,25 8 -
R34 16* >64%* g* 4 1 0,25 8 >16
R38 2% >64* 05 1 1 05 - -
R40 0,5* 0,5* 16* 4 1 0,25 8 -
R43 2% 64* 4% 1 1 0,25 - -
R46 16* >64* 16* 1 1 0,25 4 >16
R48 2% >64%* g* 05 1 0,25 - -
R53 16* >64* 2 4 05 4 8 >16
R57 2% >64%* 16* 05 1 0,25 - -
R59 2% >64* 16* 16* >32% 2% 8 4
R60 4% >64%* 05 4 05 05 - -
R61 4% >64* 0,25 2 05 0,25 - -
R62 4 64* 2 4 1 0,25 - -
R63 2* <0.25* 05 g* 05 0,25 8 <0,12
R65 16* 1* 05 1 05 0,25 8 <0,12
R66 2* 0,5* 0,25 05 0,25 0,25 8 <0,12
R67 2% >64%* 0,25 2 05 0,25 8 4
R68 >32% >64%* 0,25 4 05 0,25 - -
R69 >32% >64%* 05 g* 05 0,25 8 -
R71 4> >64%* 05 4 05 0,25 - -
R72 2% >64* 05 1 1 1 8 -

*Cepas resistentes; XDR resistente a capreomicina 2,5 pg/mL; °N&o foi testada a sensibilidade
a concentracdo critica. INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB:

etambutol; AMK: amicacina; LV X: levofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina.
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FIGURA 1 Diagrama de pontos de MIC de farmacos de primeira e segunda linha de M. tuberculosis MDR/XDR e sensiveis.

o MDR; @ XDR; A Sensiveis; o0 MDR sensivel ao respectivo farmaco; A M. tuberculosis ATCC 27294; INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB:
etambutol; AMK: amicacina; LVX: levofloxacino; OFX: ofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina. Niveis de resisténcia I: baixo; Il: moderado; I1I: alto. MIC STR M.
tuberculosis ATCC 27294 <1,0 pg/mL; Gréfico b: o valor 0,25 representa MIC <0,25 pg/mL; Grafico h: o valor 0,12 representa MIC <0,12 pg/mL.
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Cadigo INH RIF STR EMB AMK LVX cIct RFB®
S1 0,015 0,03 0,5 0,5 0,25 0,12 8 <0,015
S2 0,015 0,015 0,5 1 0,25 0,06 8 <0,015
S3 0,03 0,015 0,5 1 0,5 0,25 8 0,03
S4 0,06 0,03 0,5 1 0,5 0,25 8 0,03
S5 0,06 0,03 0,5 1 0,5 1 8 0,015
S6 0,03 0,015 0,5 1 0,5 0,25 8 0,03
S7 0,03 0,03 0,5 0,5 0,5 0,25 8 0,03
S8 0,03 0,06 1 2 0,5 0,5 8 0,03
S9 0,06 0,06 1 1 0,5 0,25 8 0,015
S10 0,03 0,03 0,5 2 0,5 0,25 8 0,03

ATCC <0,03 <0,03 <1 1 0,5 0,25 4 <0,03

®PNdo foi testada a sensibilidade a concentragdo critica. INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR:

estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; LVX: levofloxacino; CIC: cicloserina; RFB: rifabutina.

ATCC: M. tuberculosis ATCC 27294.

Nove cepas com alto nivel de resisténcia a STR e cinco com baixo nivel (inclusive uma XDR)

apresentaram MIC de AMK abaixo do ponto de corte. Duas XDR apresentaram alto nivel de

resisténcia a STR (MIC 16 pg/mL) e também a AMK (MIC >32 pg/mL).

Os niveis de resisténcia das cepas de M. tuberculosis MDR/XDR estéo descritos na Tabela 3.

TABELA 3 Niveis de resisténcia de M. tuberculosis MDR/XDR.

Niveis de resisténcia

Farmaco Baixo Moderado Alto
INH 16/40 (40%) 13/40 (32,5%) 11/40 (27,5%)
RIF 5/37 (13,5%) - 32/37 (86,5%)
STR 5/16 (31,2%) - 11/16 (68,8%)
EMB 2/6 (33,3%) - 4/6 (66,7%)
AMK - - 2/2 (100,0%)
LVX 1/3 (33,3%) - 2/3 (66,7%)
RFB 7/18 (38,9%) - 11/18 (61,1%)
INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol; AMK: amicacina; LVX:

levofloxacino; RFB: rifabutina.



54

Correlacéo entre os valores de MIC de RIF e RFB

A correlacdo entre os valores de MIC de RIF e RFB foi significativa (p<0,001), com

coeficiente de correlacdo de 0,85, indicando forte correlacdo entre os valores.

Correlacéo entre os valores de MIC de STR e AMK

A correlacdo entre os valores de MIC de STR e AMK foi significativa (p<0,001), com

coeficiente de correlacdo de 0,61, indicando moderada correlacdo entre os valores.

Genotype MTBDRplus®.

As tabelas 4 e 5 demonstram as mutagdes nas regides rpoB e katG/inhA e as relagdes com os
niveis de resisténcia de 40 cepas do M. tuberculosis MDR/XDR, respectivamente. O resultado
foi indeterminado em duas cepas. Ndo foram detectadas mutacdes nas dez cepas sensiveis e

na cepa de referéncia ATCC.

TABELA 4 Mutac¢des na regido rpoB relacionadas aos niveis de resisténcia a RIF.

Mutac&o rpoB Percentual (n) Nivel de resisténcia
S531L 35% (14/40) 92,8% alto
H526D 17,5% (7/40) 100% alto
D516V 15% (6/40) 83,3% baixo
H526Y 7,5% (3/40) 100% alto

D516V e H526D 2,5% (1/40) 100% alto

Sem mutacao® 22,5% (9/40) 44,4% baixo

28/9 (88,9%) resistente; 1/9 (11,1%) sensivel.
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TABELA 5 Mutacgdes na regido katG/inhA relacionadas aos niveis de resisténcia a INH.

Mutagéo katG Mutacgdo inhA  Percentual (n) Nivel de resisténcia
S315T Sem mutagio 60,0% (24/40) baixo a alto®
S315T C15T 17,5% (7/40) 100% alto

Sem mutacao C15T 5,0% (2/40) 100% baixo

Sem mutacao? Sem mutacao? 17,5% (7/40) 42,8% baixo

3217 (28,6%) resistente; 5/7 (71,4%) sensivel. "baixo (45,8%), moderado (50%) e alto (4,2%).

Observa-se que para INH, as cepas com mutacdo S315T katG foram relacionadas & um
fendtipo de heterogeneidade de niveis de resisténcia (baixo a alto), com MIC 1-8 pg/mL

(Tabela 5).

Associacgdo entre as mutagdes e os niveis de resisténcia

Em relagdo as mutacdes na regido rpoB e os niveis de resisténcia a RIF, a mutagdo D516V foi
associada a baixo nivel. Essa mutacdo também foi associada as cepas sensiveis a RFB.

A mutacdo S531L do rpoB foi associada a baixo nivel de resisténcia a RFB enquanto que a
mutacdo H526Y foi associada a alto nivel.

Em relacdo as mutagdes em katG e inhA, a mutagcdo S315T katG foi associada a moderado
nivel de resisténcia a INH, enquanto que mutagcfes simultaneas S315T katG e C15T inhA

foram associadas a alto nivel.

DISCUSSAO

Com o aumento global de TB MDR e XDR (1), hd uma necessidade crescente de determinar

0s niveis de resisténcia aos farmacos de primeira e segunda linha do tratamento da TB com

precisdo (3). O tratamento de pacientes com TB resistente aos fArmacos deve ser baseado em
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medidas quantitativas de teste de sensibilidade, para a prevencdo do aumento do nimero de
casos de TB com cepas resistentes e maximizacdo no uso dos farmacos disponiveis,
resultando em um melhor manejo e controle da doenca (3).

O laboratorio desempenha um papel critico na identificacdo de casos de TB MDR e XDR, no
entanto, como resultado de negligéncia histdrica, poucos programas nacionais de controle da
TB tém capacidade para a realizacdo de TS aos farmacos de primeira linha e muito menos
para testar resisténcia aos farmacos de segunda linha (20).

Embora o TS a concentracdo critica seja Gtil para a identificacdo de casos de TB com cepas
resistentes aos farmacos, esse deve ser complementado por avaliacdo quantitativa da
resisténcia, em particular para os farmacos para os quais a heterogeneidade na resisténcia
fenotipica esta frequentemente presente (16).

Este trabalho é importante considerando que no Brasil ndo ha estudos que descrevem 0s
niveis de resisténcia de cepas MDR e XDR para os principais farmacos dos esquemas
terapéuticos padronizados no Brasil.

O MIC, que representa a menor concentragdo que inibe o crescimento bacteriano in vitro,
pode indicar os niveis de resisténcia aos farmacos (3). Os diferentes niveis de resisténcia tém
importantes implica¢des bioldgicas, sendo concebivel que o baixo nivel de resisténcia,
eventualmente, ndo corresponda a resisténcia clinica. Inversamente, na presenca de um
fendtipo de alto nivel, o uso de determinado farmaco seja de pouco, ou nenhum beneficio
clinico. As implicacGes clinicas do nivel moderado estdo menos elucidadas (3). Essa pode ser
uma das razbes pela qual mais de um ter¢co do tratamento dos casos de TB MDR em
tratamento padrdo tem sido eficaz (21,22). Adicionalmente, quando o nivel de resisténcia é
baixo para INH, pode ser considerado tratamento com esse farmaco (23,24).

Neste estudo, o0 MIC de INH foi considerado, respectivamente, baixo e moderado para 40% e

32,5% das cepas MDR/XDR e de RIF baixo para 13,5%, bem como algumas cepas resistentes
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a STR e/ou ao EMB que apresentaram baixo nivel de resisténcia. Das cepas MDR que eram
sensiveis a STR, EMB e AMK, o0s seus respectivos MIC estavam abaixo do ponto de corte
(Tabela 1 e 3 e Figura 1). Na maioria dos casos quando se tem um MIC alto observa-se uma
diminuicdo da efetividade da terapéutica, porém quando o MIC é baixo ou mesmo moderado,
0s pacientes podem ter beneficio clinico (24).

Além disso, como demonstrado neste trabalho com INH, RIF, STR e LV X, cepas resistentes a
concentracdo critica e que apresentaram MIC abaixo ou no ponto de corte, podem ser
justificadas pela heterorresisténcia fenotipica (25).

Em nosso trabalho, duas cepas XDR apresentaram resisténcia a OFX com alto nivel de
resisténcia a LVX. Nessas situacGes, pode-se utilizar outras fluorquinolonas tais como,
moxifloxacino ou gatifloxacino (26,27).

Ressalta-se o resultado do MIC da CIC (todas as cepas sensiveis), pois esse pode ser utilizado
em associacdo a outros farmacos com boa perspectiva de sucesso para os pacientes MDR e
XDR. Como no Brasil o farmaco preconizado em substituicdo a cicloserina é a terizidona,
esta poderia ser prescrita (28).

Os pacientes com TB que albergam cepas com baixo nivel de resisténcia a RIF ainda podem
se beneficiarem com a utilizagdo desse farmaco em altas doses (29).

Todas as cepas com baixo nivel de resisténcia a RIF apresentaram MIC para RFB abaixo do
ponto de corte de resisténcia, inclusive uma XDR, 0 que pode ser uma opg¢do para pacientes
com TB/HIV que tem contra indica¢do ao uso da RIF (30,31,32). Também foram observadas
sete cepas que apresentaram alto nivel de resisténcia para RIF e baixo para RFB, sendo que
este poderia ser indicado para o tratamento de TB MDR e XDR (31,33).

Em relacdo a STR e AMK, algumas cepas com alto nivel de resisténcia & STR apresentaram-
se sensiveis a AMK, demonstrando mais uma vez que, em pacientes com pouca Opc¢ao

terapéutica, um esquema com AMK pode ser uma alternativa (30).
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A cepa XDR resistente a capreomicina e sensivel a AMK apresentou MIC de AMK no ponto
de corte de resisténcia, podendo ser uma alternativa no tratamento do paciente com esta cepa.
Segundo dados de Jugheli et al.(2009), quatro cepas de M. tuberculosis apresentaram alto
nivel de resisténcia a capreomicina mas sensiveis a8 AMK (34).

Em nosso trabalho, como descrito por outros autores, a maioria das mutagdes S531L, H526D
ou H526Y em rpoB estavam relacionadas a alto nivel de resisténcia a RIF (18). O mesmo
pode ser observado com as mutagGes em katG e inhA onde as mutacGes S315T katG e ambas
S315T katG e C15T inhA tiveram alto nivel de resisténcia a INH (16,24).

A mutacdo D516V associada a baixo nivel RIF concorda com Schon et al. (2013) (32)
embora alguns autores relataram associacdo a moderado nivel a RIF (18). As cepas sensiveis a
RFB associadas a essa mutacdo foi semelhante aos resultados encontrados por esses autores
(18,32).

A mutacdo S531L rpoB associada a baixo nivel de resisténcia a RFB encontrada em nosso
estudo foi divergente ao estudo de Jamieson et al. (2014) que relataram essa mutagédo
associada a alto nivel (18). Porém, a mutacdo H526Y rpoB associada a alto nivel de
resisténcia concorda com o mesmo estudo (18).

A mutacdo S315T katG associada a moderado nivel de resisténcia a INH concorda
parcialmente com alguns autores que relatam a mutagdo associada a nivel de moderado a alto
(24). A mutacdo simultanea S315T katG e C15T inhA associadas & alto nivel de resisténcia a
INH concorda com os dados de outros trabalhos (16,24).

Apesar de algumas divergéncias dos resultados em relagdo a outros estudos, isso demonstra a
heterogeneidade das cepas circulantes no mundo.

O estudo tem como limitacdo a ndo avaliagdo do desfecho dos pacientes utilizando os
farmacos que apresentaram baixo a moderado niveis de resisténcia, de forma a compreender

se eles apresentariam sucesso com o0 tratamento instituido, o baixo ndmero de cepas
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resistentes a alguns farmacos, a falta de estudo genotipico das cepas e sequenciamento de

outras mutacdes relacionadas a resisténcia.

CONCLUSAO.

O conhecimento dos niveis de resisténcia de M. tuberculosis MDR/XDR e as anélises das
relacbes com a deteccdo das mutacBes podem oferecer subsidios importantes para

personalizar o tratamento desses pacientes.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo de MIC em BACTEC® MGIT® 960 demonstrou ser uma técnica trabalhosa.
Além de ser uma técnica complexa, exige infraestrutura sofisticada de laboratério, o que pode

limitar seu uso em muitos locais com poucos recursos.

Ressalta-se a importancia do nivel de biosseguranca 3 exigido para a manipulacdo de cepas

MDR e XDR, e de profissionais qualificados.

Foi calculada a correlacéo entre os valores de MIC e resisténcia primaria/adquirida. Dentre as
42 cepas MDR/XDR, os dados de resisténcia primaria ou adquirida estavam disponiveis para
36 cepas, sendo 30 adquirida e seis primaria. Nao foi possivel recuperar a informagdo de
tratamento prévio para seis cepas. A correlacdo foi significante apenas para o farmaco CIC
(p=0,047). O coeficiente de correlacdo foi 0,38, apresentando correlacdo fraca. Apesar disso,

todos os MIC de CIC apresentaram-se abaixo do ponto de corte (sensivel).

A sensibilidade do Genotype MTBDRplus® para INH e RIF foi de 87,5% e 97,5%,
especificidade 100% e 100% , VPP 100% e 100%, VPN 68,8% e 91,7%, acuracia 90,2% e
98,0% e concordancia 0,75 (boa) e 0,94 (muito boa), respectivamente, semelhante ao

demonstrado por outros autores.*>

59MIOTTO, P.; PIANA, F.; PENATI, V.; CANDUCCI, F.; MIGLIORI, G.B.; CIRILLO, D.M. Use of Genotype
MTBDR Assay for molecular detection of rifampin and isoniazid resistance in Mycobacterium tuberculosis
clinical strains isolated in Italy. J Clin Microbiol, v. 44(7), p. 2485-2491, 2006.



68

6 PERSPECTIVAS

Novas metodologias mais simples estdo sendo desenvolvidas com a intencdo de atender a
necessidade de realizar os testes de maneira pratica e efetiva.’’ A realizacdo de metodologias
em microplacas para a determinacdo do MIC de casos de MDR e XDR tem como alternativa a
utilizacdo do método MODS do inglés Microscopic Observation Drug Susceptibility Assay,
que utiliza observacdo de crescimento bacteriano por microscépio de luz invertida para
examinar placas de 24 pocos inoculadas com meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado,

solucéo de farmaco e suspensio bacteriana,>3/61:62:63,64.65.66

Outra possibilidade seria os métodos colorimétricos, que baseados na capacidade de bactérias
vivas em reduzir um indicador e produzir uma mudanca de cor visual, podem ser técnicas
promissoras. A utilizacdo de microplacas com indicadores de oxido-reducdo, como os sais de
resazurina (REMA)®7®8 ¢ de tetrazolium (MTT)®%8 sjo uma alternativa para melhor
visualizagdo da leitura desses testes.

SOWORLD HEALTH ORGANIZATION. Noncommercial culture and drug-susceptibility testing methods for
screening patients at risk for multidrug-resistant tuberculosis: policy statement WHO/HTM/TB/2011.9. Geneva:
WHO, 2011b.
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Essa pesquisa levanta a necessidade de mais estudos sobre os niveis de resisténcia em M.
tuberculosis no estado de Minas Gerais, principalmente voltados a clinica médica e desfechos

de tratamento.

Além disso, estudos futuros por genotipagem podem avaliar outras mutacdes em genes de
resisténcia do M. tuberculosis com os niveis de resisténcia em cepas circulantes em Minas

Gerais.

PORTAELS, F.; PALOMINO, J.C. Multicenter study of MTT and resazurin assays for testing susceptibility to
first-line anti-tuberculosis drugs. Int J Tuberc Lung Dis. v. 9(8), p. 901-906, 2005.

®CAVIEDES, L.; DELGADO, J.; GILMAN, R.H. Tetrazolium microplate assay as a rapid and inexpensive
colorimetric method for determination of antibiotic susceptibility of Mycobacterium tuberculosis. J Clin
Microbiol. v. 40, p. 1873-1874, 2002.
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ANEXO A - Folha de aprovagio no Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 06611912.8.0000.5149

Interessado(a): Profa. Silvana Spindola de Miranda
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 19 de outubro de 2012, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagéo
da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de cepas do
Mycobacterium tuberculosis sensiveis e resistentes isoladas em
Minas Gerais" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques AmEral

~Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2 andar — Sala 2005 Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 -
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ANEXO B - Ata da defesa de dissertacdo de mestrado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

/| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E U F ? n G
MEDICINA TROPICAL =

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DO ALUNO
ALAN DOUGLAS GONCALVES

Realizou-se, no dia 19 de dezembro de 2014, as 14:00 horas. Sala 082 - Andar
térreo da Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerals, a 2717
defesa de dissertagdo, intitulada "Concentragdo inibitoria minima de farmacos de
primeira e segunda linha do Mycobacterium tuberculosis multirresistente & mutagdes
relacionadas a isoniazida e rifampicina em laboratério de referéncia de Minas Gerais,
Brasil", apresentada por ALAN DOUGLAS GONCALVES, numero de registro
2013653390, graduado no curso de FARMACIA, como requisito parcial para a
obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias da Saude, a seguinte Comissac
Examinadora: Profa. Silvana Spindola de Miranda - Orientador (UFMG), Profa,
Andreia Maria Camargos Rocha (UFMG), Prof. Afranio Lineu Kritski (UFRJ).

A Comissado considerou a dissertacao:

<) Aprovada
{ ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrel a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada
pelos membros da Comissao. _
Belo Horizonte, 19 de dezembro de 2014,
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FOLHA DE APROVACAO

"Concentragao inibitéria minima de farmacos de primeira e segunda linha do
Mycobacterium tuberculosis multirresistente e mutagoes relacionadas a
isoniazida e rifampicina em laboratério de referéncia de Minas Gerais, Brasil"

ALAN DOUGLAS GONCALVES

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado, como requisito para
obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias da Saude, pelo Programa de Pés-Graduagdo em

Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical.

Aprovada em 19 de dezembro de 2014, pela banca constituida pelos membros:
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Profa. Silvana Spindola de Miranda - Orient
UFMG

nio Lineu Kritski
UFRJ
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Manuscript Submission Checklist
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* Number pages.

* Number lines continuously.

* Present statistical treatment of data where appropriate.

» Format references in ASM style.

* Provide accession numbers for all newly published sequences in a dedicated paragraph, and
if a sequence or sequence alignment important for evaluation of the manuscript is not yet
available, provide the information as supplemental material not for publication or make the

material available on a website for access by the editor and reviewers.
* Confirm that genetic and chemical nomenclature conforms to instructions.

* Include as supplemental material not for publication in-press and submitted manuscripts

that are important for judgment of the present manuscript.

As demais instrucBes e normas para publicacdo encontram-se disponiveis no enderego

eletronico: http://jcm.asm.org/site/misc/ifora.xhtml.
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APENDICE A - Padr3o de sensibilidade pelo método das proporcdes em Lowenstein
Jensen/BACTEC® MGIT® 960 de farmacos de primeira e segunda linha de M.
tuberculosis multirresistentes.
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R43
R46
R48
R53
R57
R59
R60
R61
R62
R63
R65
R66
R67
R68
R69
R71
R72

Legenda: R: resistente; S: sensivel; *XDR resistente a capreomicina (concentragio critica 2,5 pug/mL).
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APENDICE B - Concentraco inibitoria minima de isoniazida

- Concentragbes (ug/mL s
Cadigo | Controle 2 6 3 2 2 g 1(IL 0,2 025 012006 MIC TS |Resisténcia
R1 + S S S S R R R R R R 4 P Priméria
R3 + S S R R R R R R R R 16 P Adquirida
R4 + S S R R R R R R R R 16 M Adquirida
R5 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R6 + - S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R9 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R10 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R11 + S S S R R R R R R R 8 P Adquirida
R12 + S S S S S S R R R R 1 P Priméria
R13 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R14 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R15 + S S S C S S S S R R 0,25 P Adquirida
R18 + S R R R R R R R R R 32 P Adquirida
R19 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R20 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R24 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R25 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R27 + S S S S S S S S R R 0,25 M Adquirida
R30 + S S S S R R R R R R 4 P Priméria
R31 + S S R R R R R R R R 16 P Adquirida
R32 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R33 + S S S S R R R R R R 4 P Adquirida
R34 + S S R R R R R R R R 16 M Adquirida
R38 + S S S S S R R R R R 2 M Priméria
R40 + S S S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R43 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida

R46 + S S R R R R R R R R 16 P -
R48 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R53 + S S R R R R R R R R 16 P Adquirida
R57 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R59 + S S S S S R R R R R 2 P Adquirida
R60 + S S S S R R R R R R 4 M Adquirida
R61 + S S S S R R R R R R 4 P -
R62 + S S S S R R R R R R 4 P Primaria
R63 + S S S S S R R R R R 2 P -
R65 + S S R R R R R R R R 16 P Adquirida
R66 + S S S S S R R R R R 2 P -
R67 + S S S S S R R R R R 2 M Priméria
R68 + R R R R R R R R R R >32 P Adquirida
R69 + R R R R R R R R R R >32 P Adquirida
R71 + S S S S R R R R R R 4 P -
R72 + S S S S S R R R R R 2 P -

MIC: concentracéo inibitdria minima; TS: teste de sensibilidade & concentragéo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; C: contaminado; -: ndo
testada/sem informagao; P: método das proporcdes em Lowenstein Jensen; M: BACTEC® MGIT® 960.




APENDICE C - Concentracéo inibitéria minima de rifampicina

84

ConcentragBes (ug/mL)

Cadigo | Controle ol o 6 3 2 > 1 05 25 MIC TS |Resisténcia
R1 + R R R R R R R R R >64 P Priméria
R3 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R4 + S S S S S R R R R 4 M Adquirida
R5 + S S S S S S R R R 2 P Adquirida
R6 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R9 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida

R10 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R11 + S S R R R R R R R 32 P Adquirida
R12 + R R R R R R R R R >64 P Priméria
R13 + S R R R R R R R R 64 P Adquirida
R14 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R15 + S S S S S S S S S <0,25 P Adquirida
R18 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R19 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R20 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R24 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R25 + S S S S R R R R R 8 P Adgquirida
R27 + R R R R R R R R R >64 M Adquirida
R30 + S S S S R R R R R 8 P Priméria
R31 + S S S R R R R R R 16 P Adquirida
R32 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R33 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R34 + R R R R R R R R R >64 M Adquirida
R38 + R R R R R R R R R >64 M Priméria
R40 + S S S S S S S S R 0,5 P Adquirida
R43 + S R R R R R R R R 64 P Adquirida
R46 + R R R R R R R R R >64 P -
R48 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R53 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R57 + R R R R R R R R R >64 P Adgquirida
R59 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R60 + R R R R R R R R R >64 M Adquirida
R61 + R R R R R R R R R >64 P -

R62 + S R R R R R R R R 64 P Priméria
R63 + S S S S S S S S S <0,25 P -
R65 + S S S S S S S R R 1 P Adgquirida
R66 + S S S S S S S S R 0,5 P -

R67 + R R R R R R R R R >64 M Priméria
R68 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R69 + R R R R R R R R R >64 P Adquirida
R71 + R R R R R R R R R >64 P -

R72 + R R R R R R R R R >64 P -

MIC: concentragédo inibitéria minima; TS: teste de sensibilidade a concentragdo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; P: método das

proporgdes em Lowenstein Jensen; M: BACTEC® MGIT® 960; -: sem informagéo.



APENDICE D - Concentrac&o inibitéria minima de estreptomicina
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- Concentracfes (ug/mL) A
Cadigo | Controle o o 6 8 n > 1 05 25012 | 0,06 MIC TS |Resisténcia
R1 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Primaria
R3 + - - - S S S R R R R R 2 P Adquirida
R4 + R R R R R R R R R - - >64 M Adquirida
R5 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R6 + - - - S S S R R R R R 2 P Adquirida
R9 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R10 + - - - S S S S S S R R 0,25 P Adquirida
R11 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R12 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Priméria
R13 + S S S S S R R R R - - 4 P Adquirida
R14 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R15 + S S S S S R R R R - - 4 P Adquirida
R18 + S S S S S S S R R - - 1 P Adquirida
R19 + - - - S S S R R R R R 2 P Adquirida
R20 + - - - S S S R R R R R 2 P Adquirida
R24 + S S S S S R R R R - - 4 P Adquirida
R25 + S S S R R R R R R - - 16 P Adquirida
R27 + - - - S S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R30 + S R R R R R R R R - - 64 P Primaria
R31 + S S S S S R R R R - - 4 P Adquirida
R32 + R R R R R R R R R - - >64 P Adquirida
R33 + S S S R R R R R R - - 16 P Adquirida
R34 + S S S S R R R R R - - 8 M Adquirida
R38 + - - - S S S S S R R R 0,5 M Priméria
R40 + S S S R R R R R R - - 16 P Adquirida
R43 + S S S S S R R R R - - 4 P Adquirida

R46 + S S S R R R R R R - - 16 P -
R48 + S S S S R R R R R - - 8 P Adquirida
R53 + - - - S S S R R R R R 2 P Adquirida
R57 + S S S R R R R R R - - 16 P Adquirida
R59 + S S S R R R R R R - - 16 P Adquirida
R60 + - - - S S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R61 + S S S S S S R R 0,25 P -
R62 + - - - S S S R R R R R 2 P Priméria
R63 + - - - S S S S S R R R 0,5 P -
R65 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adquirida
R66 + - - - S S S S S S R R 0,25 P -
R67 + - - - S S S S S S R R 0,25 M Priméria
R68 + - - - S S S S S S R R 0,25 P Adquirida
R69 + - - - S S S S S R R R 0,5 P Adgquirida
R71 + - - - S S S S S R R R 0,5 P -
R72 + - - - S S S S S R R R 0,5 P -

MIC: concentragdo inibitéria minima; TS: teste de sensibilidade a concentragéo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; -: ndo testada/sem informagéo; P:

método das proporcdes em Lowenstein Jensen; M: BACTEC® MGIT® 960.



APENDICE E - Concentrac&o inibitéria minima de etambutol
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- Concentragdes (pg/mL N
Codigo | Controle o o 6 3 2 § 2(“ l) 05 2 1 MIC TS |Resisténcia
R1 + - - S S S S S S R R 0,5 P Primaria
R3 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R4 + - - S S S R R R R R 4 M Adquirida
R5 + S S S S S S S R R - 1 P Adquirida
R6 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida
R9 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R10 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida
R11 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida
R12 + - - S S S S S R R R 1 P Priméaria
R13 + S S R R R R R R R - 32 P Adquirida
R14 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R15 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R18 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R19 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R20 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R24 + - - S S S S S S R R 0,5 P Adquirida
R25 + S S S R R R R R R - 16 P Adquirida
R27 + S S S R R R R R R - 16 M Adquirida
R30 + - - S S S R R R R R 4 P Primaria
R31 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R32 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida
R33 + - - S S S S R R R R 2 P Adquirida
R34 + - - S S S R R R R R 4 M Adquirida
R38 + - - S S S S S R R R 1 M Primaria
R40 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R43 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida

R46 + - - S S S S S R R R 1 p -
R48 + - - S S S S S S R R 0,5 P Adquirida
R53 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R57 + - - S S S S S S R R 0,5 P Adquirida
R59 + S S S R R R R R R - 16 P Adquirida
R60 + - - S S S R R R R R 4 M Adquirida
R61 + - - S S S S R R R R 2 P -
R62 + - - S S S R R R R R 4 P Priméria
R63 + S S S S R R R R R - 8 P -
R65 + - - S S S S S R R R 1 P Adquirida
R66 + - - S S S S S S R R 0,5 P -
R67 + - - S S S S R R R R 2 M Primaria
R68 + - - S S S R R R R R 4 P Adquirida
R69 + S S S S R R R R R - 8 P Adquirida
R71 + - - S S S R R R R R 4 P -
R72 + - - S S S S S R R R 1 P -

MIC: concentragdo inibitoria minima;

TS: teste de sensibilidade a concentragdo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; -:

informagéo; P: método das proporcdes em Lowenstein Jensen; M: BACTEC® MGIT® 960.

nédo testada/sem



APENDICE F — Concentracéo inibitéria minima de amicacina
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- Concentragdes (ug/mL A
Codigo | Controle o T 3 2 > § 1(M 0’5) P 1 06 MIC TS [Resisténcia
R1 + - - - S S S S R R R 0,5 M Primaria
R3 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R4 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R5 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R6 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R9 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adgquirida
R10 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R11 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R12 + - - - S S S S S R R 0,25 M Priméria
R13 + S S S S S S R R R - 1 M Adquirida
R14 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R15 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R18 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R19 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R20 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R24 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R25 + R R R R R R R R R - >32 M Adquirida
R27 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R30 + - - - S S S R R R R 1 M Priméria
R31 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R32 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R33 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R34 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R38 + - - - S S S R R R R 1 M Priméria
R40 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R43 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida

R46 + - - - S S S R R R R 1 M -
R48 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R53 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R57 + - - - S S S R R R R 1 M Adquirida
R59 + R R R R R R R R R - >32 M Adquirida
R60 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R61 + - - - S S S S R R R 0,5 M -
R62 + - - - S S S R R R R 1 M Primaria
R63 + - - - S S S S R R R 0,5 M -
R65 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R66 + - - - S S S S S R R 0,25 M -
R67 + - - - S S S S R R R 0,5 M Primaria
R68 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R69 + - - - S S S S R R R 0,5 M Adquirida
R71 + - - - S S S S R R R 0,5 M -
R72 + - - - S S S R R R R 1 M -

MIC: concentragdo inibitéria minima;

informagio; M: BACTEC® MGIT® 960.

TS: teste de sensibilidade a concentragdo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; -:

nédo testada/sem



APENDICE G - Concentrac&o inibitéria minima de levofloxacino
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- Concentragfes (ug/mL) A
Cadigo | Controle o o T 3 7 2 1 05 2 1 0 0.03 MIC TS Resisténcia
R1 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Priméria
R3 + - - - S S S S S S R C R 0,25 M Adquirida
R4 + - - - S S S S S R R R - 0,5 M Adquirida
R5 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R6 + - - - S S S S S S R R R 0,25 M Adquirida
R9 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Adquirida
R10 + - - - S S S S S S R R R 0,25 M Adquirida
R11 + - - - S S S S S S R C R 0,25 M Adquirida
R12 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Priméria
R13 + S S S S R R R R R R - - 8 M Adquirida
R14 + - - - S S S S S S R R R 0,25 M Adquirida
R15 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R18 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R19 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Adquirida
R20 + S S S S S R R R R R - - 4 M Adquirida
R24 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R25 + S S S S R R R R R R - - 8 M Adquirida
R27 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R30 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Priméria
R31 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R32 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R33 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R34 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R38 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Priméria
R40 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R43 + - - - S S S S S S R C - 0,25 M Adquirida

R46 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M -
R48 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R53 + S S S S S R R R R R - - 4 M Adgquirida
R57 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R59 + S S S S S S R R R R - - 2 M Adquirida
R60 + - - - S S S S S R R R R 0,5 M Adquirida
R61 + - - - S S S S S S R R R 0,25 M -
R62 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Priméria
R63 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M -
R65 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R66 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M -
R67 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Priméria
R68 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M -
R69 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M Adquirida
R71 + - - - S S S S S S R R - 0,25 M -
R72 + - - - S S S S R R R R - 1 M -

MIC: concentragéo inibitoria minima;

informagéo; M: BACTEC® MGIT® 960.

TS: teste de sensibilidade a concentracdo critica; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; C: contaminado;

-1 ndo testada/sem



APENDICE H - Concentrac&o inibitéria minima de cicloserina

Concentragoes (ug/mL)

Codigo | Controle 128 o o 6 3 2 > 1 05 1025 MIC | Resisténcia
R1 + S S S S S R R R R R 8 Priméria
R3 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R4 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R5 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R6 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R9 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida

R10 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R11 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R12 + S S S S S R R R R R 8 Priméria
R13 + S S S S R R R R - - 16 Adquirida
R14 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R15 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R18 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R19 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R20 + S S S S S R R R R R 8 Adquirida
R24 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R25 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R27 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R30 + S S S S S S R R - - 4 Primaria
R31 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R33 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R34 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R40 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R46 + S S S S S S R R - - 4 -
R53 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R59 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R63 + S S S S S R R R - - 8 -
R65 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R66 + S S S S S R R R - - 8 -
R67 + S S S S S R R R - - 8 Priméria
R69 + S S S S S R R R - - 8 Adquirida
R72 + S S S S S R R R - - 8 -

MIC: concentracéo inibitoria minima; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; -: ndo testada/sem informagéo.




APENDICE | — Concentrac&o inibitéria minima de rifabutina

Concentragbes (ug/mL)

Cadigo | Controle % 3 2 > 1 05 | 02501 06 1 0.03 MIC |Resisténcia
R1 + S S R R R R R R R R 8 Primaria
R3 + S S S R R R R R R R 4 Adquirida
R4 + S S S S S S S S R - 0,12 Adquirida
R5 + S S S S S S S R R - 0,25 Adquirida
R6 + S S R R R R R R R R 8 Adquirida
R9 + S R R R R R R R R - 16 Adquirida

R10 + S S R R R R R R R R 8 Adquirida
R11 + S S S S S S S S R R 0,12 Adquirida
R12 + S S S R R R R R R R 4 Primaria
R13 + - S S R R R R R - - 4 Adquirida
R14 + S S R R R R R R R R 8 Adquirida
R15 + S S S S S S S S S R 0,06 Adgquirida
R18 + S S S R R R R R R R 4 Adquirida
R19 + S S R R R R R R R R 8 Adgquirida
R20 + S S S R R R R R R R 4 Adquirida
R24 + - R R R R R R R - - >16 Adquirida
R25 + S S S S S S R - - 0,25 Adquirida
R27 + - R R R R R R R - - >16 Adquirida
R30 + - S S S S S S S - - <0,12 Primaria
R31 + - S S S S S R R - - 0,5 Adquirida
R34 + - R R R R R R R - - >16 Adgquirida
R46 + - R R R R R R R - - >16 -
R53 + - R R R R R R R - - >16 Adquirida
R59 + - S S R R R R R - - 4 Adquirida
R63 + - S S S S S S S - - <0,12 -
R65 + - S S S S S S S - - <0,12 | Adquirida
R66 + - S S S S S S S - - <0,12 -
R67 + - S S R R R R R - - 4 Primaria

MIC: concentragdo inibitéria minima; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; -: ndo testada/sem informagéo.

90
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APENDICE J — Concentracéo inibitéria minima de cepas de M. tuberculosis sensiveis

- . Concentragbes (ug/mL)

Codigo | Farmaco | Controle ==~ =T 055 | 0.12 ] 0,06 ] 0,03 [0.015]0.007] M'C
st | INH N - | - [ s | s]|s]|s|s|s]|cls/|s]|RrR] oos
s2 | INH ¥ - | - [ s | s ]| s|s|s|s]|s | s | s | R/ o0os
s3 | INH ; - - | s s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003
s4 | INH ; - | - | s | s]|s]|s|s|s|s|R|IR]|R] 006
s5 | INH N - | - [ s s|s]|s|s|s|s|R|R]|R]| 006
s6 | INH N - | - [ s| s | s]|s|s|s|s]|s|RrR]|R]| 003
s7 | INH ; - - | s s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003
s8 | INH ; - - | s|s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003
s9 | INH N - | - | s | s]|s]|s|s|s]|s]|R|IR]|R]| 006
S10 | INH N - | - [ s | s|s]|s|s|s|s]|s|RrR]|R]| 003

ATCC | INH N - | - [ s | s ]| s|s|s|s]|s|s|RrR]|R]| <003
St | RIF ; - - | sl s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003
s2 | RIF T - | - | s | s]|s]|s|s|s]s]s ]| s]|RrR] oo
s3 | RIF ¥ - | - [ s | s]|s]|s|s|s]|s|s | s | R/ oos
s4 | RIF T - | - [ s | s|s]|s]|s|s|s]|s|RrR]|R]| 00
S5 | RIF ; - - | s s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003
6 | RIF ; - - | s | s]|s]|s|s|s]|s]|s]|s|RrR]oos
s7 | RIF N - | - | s | s]|s]|s|s|s]|s]|s|RrR]|R] 00
s8 | RIF N - | - [ s | s|s]|s|s|s|s|R|R]|R]| 006
9 | RIF ; - - | sl s|s|s|s|s|s|RIR|R]| 006
S10 | RIF ; - - | s|s|s]|s|s|s|s]|s|RrR|R]| 003

ATCC | RIF " - | - | s | s]|s]|s|s|s]s]|s|RrR]|R]| <003
s1 | s N - | s | s|s|s]|s|RrR|R]|R]| -1 -1]- 05
s2 | s N - | s | s|s|s]|s|RrR|R]|R]| -1 -]- 05
3 | SR ; - | s | s|s|s|s|RrRIRIR]| -1 -1- 0.5
s4 | SR T - | s | s|s|s]|s|RIR|IR]| -1 -1- 0.5
s5 | ST N - | s | s|s|s|s|RrR|R]|R]| -1 -]- 0.5
6 | STR N - | s | s|s]|s]|s|RrR|R]|R]| -1 -]- 05
s7 | SR ; - s|s|s|s|s|RrRIRIR]| -1 -1- 0.5
8 | ST T - | s|s|s|s|RIRIRI|IR]| -1 -1- 1
s9 | SR N - | s | s|s|s|RIR|R|R]| -1 -1]- 1
s10 | ST N - | s | s|s]|s]|s|RrR|R]|R]| -1 -]- 05

ATCC | STR N - | s | s|s|s|R|IR|R]|R]| -1 -]- <1
st | EMB ¥ S| s|s]|s|s|sIRIR]| -1 -1-7- 0.5
s2 | EMB N S| s|]s|s|s|IRIRIR]|-1-1]-1- 1
s3 | EMB N s | s|s]|s|s|R|R|R]|-1|-1]-1- 1
s4 | EMB ; s | s|s]|s]|s|RrR|IR|R]| -1-1-7]- 1
S5 | EMB " S| s|s]|s|s|IRIRIR]|] -1 -1-7- 1
6 | EMB n S| s|]s]|s|s|IRIRIR]| -1-]-1- 1
s7 | EMB N s | s|s]|s|s|s|RrR|IR]|-1|-]-71- 0.5
s8 | EMB N s | s|s|s|RIR|R|R]| -1|-1]-1- 2
S9 | EMB " S| s|s]|s|s|IRIRIR]| -1 -1-7- 1
S10 | EMB N S| s|s|s|RIRIRIR]| -1 -1-7- 2

ATCC | EMB N s | s|s]|s|s|IRIR|IR]| -1-1]-1- 1

MIC: concentragdo inibitdria minima; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; C: contaminado; -: ndo testada/sem informagdo; ATCC: M. tuberculosis ATCC

27294; INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR: estreptomicina; EMB: etambutol.

Continua na préxima pagina.
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APENDICE J — Concentrac&o inibitéria minima de cepas de M. tuberculosis sensiveis -
continuacao

- . Concentragdes (pg/mL)

Codigo | Farmaco| Controle =127 05 [ 025 [ 0,12 | 0,06 [ 003 [0015]0007] M'°
S1 AMK + - S S S S S R R - - - 0,25
S2 AMK + - S S S S S R R - - - 0,25
S3 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S4 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S5 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S6 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S7 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S8 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S9 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S10 AMK + - S S S S R R R - - - 0,5

ATCC | AMK + - S S S S R R R - - - 0,5
S1 LVX + S S S S S S S R R - - 0,12
S2 LVX + S C S S S S S S R - - 0,06
S3 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S4 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S5 LVX + S S S S R R R R R - - 1
S6 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S7 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S8 LVX + S S S S S R R R R - - 0,5
S9 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S10 LVX + S S S S S S R R R - - 0,25

ATCC LVX + S S S S S S R R R - - 0,25
S1 RFB + - S S S S S S S S S - <0,015
S2 RFB + - S S S S S S S S S - <0,015
S3 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03
S4 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03
S5 RFB + - S S S S S S S S S R 0,015
S6 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03
S7 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03
S8 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03
S9 RFB + - S S S S S S S S S R 0,015
S10 RFB + - S S S S S S S S R R 0,03

ATCC RFB + - S S S S S S S S R R <0,03

MIC: concentragdo inibitéria minima; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; C: contaminado; -: ndo testada/sem informacéo; ATCC: M.

tuberculosis ATCC 27294; AMK: amicacina; LVX: levofloxacino; RFB: rifabutina.

Continua na préxima pagina.
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APENDICE J — Concentrac&o inibitéria minima de cepas de M. tuberculosis sensiveis -
continuacao

- . Concentragdes (ug/mL)

Cadigo | Farmaco | Controle 28 | 62 2 16 3 2 > 1 MIC
S1 CIC + S S S S S R R R 8
S2 CIC + S S S S S R R R 8
S3 CIC + S S S S S R R R 8
S4 CIC + S S S S S R R R 8
S5 CIC + S S S S S R R R 8
S6 CIC + S S S S S R R R 8
S7 CIC + S S S S S R R R 8
S8 CIC + S S S S S R R R 8
S9 CIC + S S S S S R R R 8
S10 CIC + S S S S S R R R 8

ATCC CIC + S S S S S S R R 4

MIC: concentracdo inibitéria minima; +: positivo; S: sensivel; R: resistente; ATCC: M. tuberculosis ATCC 27294; CIC:

cicloserina.



APENDICE K — Correlagio de MIC de RIF e RFB de M. tuberculosis MDR/XDR
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RIF: rifampicina; RFB: rifabutina.
Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE L - Correlacio de MIC de STR e AMK de M. tuberculosis MDR/XDR

MIC STR (ug/mL)
b

2:3 24 28 32
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STR: estreptomicina; AMK: amicacina.
Fonte: Dados da pesquisa.

95



de M. tuberculosis MDR/XDR

- Mutagoes MIC (ug/mL) | MIC (ug/mL)

Codigo OB RIE REB MTBDRplus
R1 H526D >64 8 R
R3 H526D >64 4 R
R4 - 4 0,12 R
R5 D516V 2 0,25 R
R6 S531L >64 8 R
R10 S531L >64 8 R
R11 D516V 32 0,12 R
R12 S531L >64 4 R
R13 S531L 64 4 R
R14 - >64 8 R
R15 S531L <0,25 0,06 R
R18 S531L >64 4 R
R19 S531L >64 8 R
R20 S531L >64 4 R
R24 H526D >64 >16 R
R25 D516V 8 0,25 R
R27 S531L >64 >16 R
R30 D516V 8 <0,12 R
R31 D516V 16 0,5 R
R32 S531L >64 - R
R33 - >64 - R
R34 H526Y >64 >16 R
R40 - 0,5 - R
R43 - 64 - R
R46 H526Y >64 >16 R
R48 H526D >64 - R
R53 H526Y >64 >16 R
R57 - >64 - R
R59 S531L >64 4 R
R60 S531L >64 - R
R61 H526D >64 - R
R62 - 64 - R
R63 - <0,25 <0,12 S
R65 D516V 1 <0,12 R
R66 - 0,5 <0,12 R
R67 H526D >64 4 R
R68 S531L >64 - R
R69 D516V e H526D >64 - R
R71 H526D >64 - R
R72 S531L >64 - R

R

RIF: rifampicina; RFB: rifabutina; MTBDRplus: Genotype MTBDRplus ®; -: sem mutagéo detectavel; R:

resistente; S: sensivel.
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APENDICE M - Resultados de mutacdes em rpoB por Genotype MTBDRplus® de cepas



APENDICE N - Resultados de mutacdes em katG e regido promotora de inhA por

Genotype MTBDRplus® de cepas de M. tuberculosis MDR/XDR

.- Mutacoes MIC (ug/mL)

Codigo s hA INH MTBDRplus
R1 S315T - 4 R
R3 S315T C15T 16 R
R4 S315T C15T 16 R
R5 S315T - 4 R
R6 S315T - 4 R
R10 - - 4 S
R11 S315T - 8 R
R12 S315T - 1 R
R13 S315T - 4 R
R14 S315T - 4 R
R15 - - 0,25 S
R18 S315T C15T 32 R
R19 S315T - 2 R
R20 S315T - 4 R
R24 S315T - 2 R
R25 S315T - 2 R
R27 - - 0,25 S
R30 S315T - 4 R
R31 S315T C15T 16 R
R32 S315T - 2 R
R33 S315T - 4 R
R34 S315T C15T 16 R
R40 - C15T 0,5 R
R43 S315T - 2 R
R46 S315T C15T 16 R
R48 S315T - 2 R
R53 S315T C15T 16 R
R57 S315T - 2 R
R59 - - 2 R
R60 S315T - 4 R
R61 S315T - 4 R
R62 S315T - 4 R
R63 S315T - 2 R
R65 - - 16 S
R66 - C15T 2 R
R67 S315T - 2 R
R68 - - >32 R
R69 - - >32 S
R71 S315T - 4 R
R72 S315T - 2 R

INH: isoniazida; MTBDRplus: Genotype MTBDRplus ®

sensivel..

; - semmutacdo detectavel R: resistente; S:
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APENDICE O - Resultados de mutacdes em rpoB, katG e regido promotora de inhA por

Genotype MTBDRplus® de cepas de M. tuberculosis sensiveis

Mutagses

MIC (ug/mL)

rpoB

RIF

MTBDRplus

0,03

0,015

0,015

0,03

0,03

0,015

0,03

0,06

8|4 Q) B R R B2 §

0,06

S10

0,03

ATCC

<0,03

| W ||

RIF: rifampicing; MTBDRplus: Genotype MTBDRplus®™; ATCC: M. tuberculosis ATCC 27294;
sem mutacdo detectavel; S: sensivel.

Mutages _

MIC (ug/mL)

katG

inhA

INH

0,015

0,015

0,03

0,06

0,06

0,03

0,03

0,03

8|43 L) B A LB B2 g

0,06

S10

0,03

|| vl v K| K| K| || w|n g
&

ATCC

<0,03

INH: isoniazida; MTBDRplus:

mutacdo detectavel; S: sensivel.

Genotype MTBDRplus®; ATCC:

M. tuberculosis ATCC 272%; -1 sem




