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RESUMO

Diversidade clinica, epidemiologica e Genética do Mycobacterium

tuberculosis na regido Noroeste paulista

A tuberculose é considerada um problema prioritario de saude publica. Ha
cada vez mais evidéncias de que, a variagdo das cepas de M.
tuberculosis tem um papel importante no resultado da infeccdo por
tuberculose. No presente estudo, além de descrever os aspectos
sociodemograficos, clinico-epidemiolégicos e  bacteriolégicos da
tuberculose e relacionar com a distribuicido de resisténcia aos farmacos
antituberculose, também objetivou-se avaliar a diversidade dos gendtipos
de isolados de Mycobacterium tuberculosis utilizando as técnicas de
Spoligotipyng  (Spacer  Oligonucleotide  Typing) e MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-variable-number tandem
repeats). Com relagao a resisténcia aos farmacos, as culturas de MT e os
testes de sensibilidade mostram que cepas de pessoas que fizeram
tratamento de TB anterior ou infectados pelo HIV apresentaram mais
resisténcia os farmacos quando comparados aos que nao apresentavam
essas caracteristicas (p<0,05). Os casos resistentes, em sua maioria, sdo
de origem pulmonar e apresentam baciloscopia positiva. A analise
molecular mostrou que das 377 amostras com perfis completos para 14
loci MIRU-VNTR, os loci 10, 16, 23, 26, 27, 31, 39 e 40 tiveram um alto
poder discriminatério (>0.6), os loci 2, ETRB e Mtub21 foram
moderadamente discriminatérios (>0.3) e loci 4, 20 e 24, baixo poder
discriminatério (<0.3). Dos 250 isolados de M. tuberculosis analisados por
spoligotyping, 92 diferentes padrdes foram observados e diferentes
familias foram identificadas: Haarlem (H), Latin American and
Mediterraneam (LAM), T Family, undesignated (U), S lineage e X Family.

Significativa variabilidade genética foi observada nos isolados de M.



tuberculosis circulantes na regido Noroeste Paulista quando analisados

por spoligotyping e MIRU-VNTR.

Palavras chaves: Mycobacterium tuberculosis; diagnostico; perfil

epidemiologico; perfil molecular.



ABSTRACT

Clinical, epidemiological and Genetic diversity of Mycobacterium

tuberculosis in the northwestern region of Sao Paulo State

Tuberculosis is considered a high priority public health problem. There is
increasing evidence that the variation in Mycobacterium tuberculosis
strains play an important role in the outcome of infections by tuberculosis.
Apart from describing sociodemographic, clinical, epidemiological and
bacteriological aspects of tuberculosis (TB) and correlating the distribution
of resistance to antituberculosis drugs, one objective of this study was to
evaluate the diversity of the genotypes of M. tuberculosis isolates using
the Spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) and MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units variable-number tandem
repeats) techniques. With respect to drug resistance, cultures of M.
tuberculosis and susceptibility tests showed that strains from people
previously submitted to TB treatment or infected with HIV have more
resistance to drugs compared to those without these characteristics (p
<0.05 ). Resistant cases are mostly pulmonary M. tuberculosis, and have
positive smear test results. Molecular analysis showed that of the 377
samples, 14 MIRU-VNTR loci had complete profiles; the 10, 16, 23, 26,
27, 31, 39 and 40 loci had high discriminatory power (>0.6) the 2, ETRB
and Mtub21 loci were moderately discriminatory (>0.3) and 4, 20 and 24
loci had low discriminatory power (<0.3). Ninety-two different patterns were
observed in the 250 M. tuberculosis isolates analyzed by spoligotyping
and different families were identified as Haarlem (H), Latin American and
Mediterranean (LAM), T Family, undesignated (U), S lineage and X
Family. Significant genetic variability was observed in M. tuberculosis
isolates circulating in the northwestern region of Sao Paulo State when

analyzed by spoligotyping and MIRU-VNTR.



Keywords: Mycobacterium tuberculosis; diagnostics; health Profile;

molecular profile
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I. INTRODUGAO

1. Aspectos gerais da tuberculose

Embora passivel de prevengédo, tratamento e mesmo de cura (WHO, 2013), a
tuberculose (TB) & doenca bacteriana crénica, infectocontagiosa, de distribuicao
universal, que se destaca por continuar a se constituir em grave problema de Saude
Publica, em ambito mundial, e, também, por ter, no comprometimento da fungao
pulmonar, sua principal forma clinica — responsavel pelo acometimento, no mundo, de
cerca de 80% dos individuos infectados que padecem dessa doenga (WHO, 2013).

As medidas atuais de controle globais da doenga nao foram suficientes para
interromper a transmissao e erradicar a TB, e o risco de progressao entre os contatos
infectados tem permitido a perpetuagcdo da doenca entre a populagdo mundial
(WHO,2013). Tal ineficacia faz ndo s6 subsistirem o risco tanto de progressao da
doencga entre os contatos infectados, quanto o risco de perpetuagcdao da TB entre a
populacdo mundial (MAULEN, 2011), como permite inferir, ainda, que, para ser
controlada, a TB exija o desenvolvimento de estratégias, mais do que somente de
Saude Publica, também do ponto de vista humanitario e socioeconémico (WHO, 2013).

Dentre os varios fatores envolvidos na patogénese da TB, verificam-se variaveis
ambientais, socioecondémicas e comportamentais, tipicas da sociedade contemporanea,
como a disseminagao de praticas, tais como a do etilismo, a do tabagismo, a da adigéo
ao consumo de drogas ilicitas, a do uso indiscriminado e, por vezes, abusivo de
antibioticos e a do abandono do tratamento. Além dessas variaveis e dos componentes
genéticos individuais de cada doente, observam-se, também, variaveis bioldgicas, como
a pré-existéncia de outras doencas de base, tais como o diabetes, a hipertensao arterial
e, a principal delas, a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA, ou AIDS, do
inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome) (CORREA; GOMEZ; ANAYA et al,
2004). Disso, ha de se ressaltar, como bastante relevante para a prevaléncia das altas
taxas de TB na atualidade, o surgimento, dentre o agente causador da moléstia, de
cepas do bacilo resistentes aos medicamentos que deveriam combaté-la, o que, sem
duvida, dificulta o tratamento da doenca (WHO, 2011; SAID et al., 2012; WHO, 2013).
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O agente etiolégico da TB (Mt) € uma bactéria aerdbica estrita, em forma de
bacilo alcool-acido resistente (BAAR), imével, com didmetro de 0,2 a 0,6 micrébmetro
(um) e comprimento de 1,0 a 4,0 um, sem capsula, nem esporos, e, ainda, sem a
producéo de toxinas (WAYNE; KUBICA, 1986; LAW; ZUMLA, 2011).

Taxonomicamente pertencente a familia Mycobacteriaceae e a ordem
Actinomycetales (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005), o género Mycobacterium exige um
periodo que costuma variar de quatro a oito semanas, para a reprodu¢cao, em meios
artificiais de cultura, de colbnias visiveis (KRITSKI et al., 2000; DUCATI et al., 2006).

Dotada de complexa estrutura lipidica, a parede celular do Mt é constituida, em
sua porcao externa, por acidos micdlicos, os quais, além de formarem camada
resistente a agua, tornam o bacilo capaz de sobreviver a ambientes e a situagdes
adversos, como o ressecamento, o uso de desinfetantes e ao tratamento com certos
antibioticos (COLE et al., 1998; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Atribuidas ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMt), as seguintes
espécies — Mt, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti e M. pinipedii
— que apresentam sequéncias altamente conservadas e similares de Acido
Desoxirribonucleico (DNA - Desoxyribonucleic Acid), em uma propor¢cdo que chega a
cerca de 99%. Diferem essas espécies, entretanto, quanto a sua distribuicdo
geografica, sua patogenicidade e seus hospedeiros (SOLA, 2003; ALMEIDA, 2009).
Estudos recentes tém atribuido ainda outras espécies ao CMt — M. mungi, M. orygis e
M. chimpanzee (VAN INGEN et al., 2012; COSCOLLA et al., 2013).

O sequenciamento genético do CMt permitiu o conhecimento da estrutura
biolégica do bacilo, que apresenta genoma circular, teor de guanina e de citosina de
65,6% (COLE et al., 1998) e tamanho variavel, conforme a espécie, de 4 a 7 milhdes de
pares de bases (pb) (HOMOLKA et al., 2008). A cepa de referéncia do Mt, a ATCC H37
RV 27294, apresenta 4.411.529 pb.

O genoma do CMt é descrito, ainda, como rico em elementos ou sequéncias de
insercao (IS, do inglés Insertion Sequences) e em sequéncias repetidas e o complexo
Mt pode ser diferenciado das outras micobactérias, por apresentar sequéncias
genéticas IS 6110 (COELHO; MARQUES, 2006).
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A principal fonte de transmissao da TB pulmonar € de pessoa para pessoa, e
sua infeccao costuma ocorrer, principalmente, durante a tosse, a fala ou o espirro
quando o individuo contaminado libera, no ar, incontaveis goticulas infectantes
(BRASIL, 2011), as quais, ao serem inaladas pelo individuo saudavel e ao atingirem o
interior dos macrofagos alveolares, dao inicio ao ciclo de replicagédo do Mt no organismo
sdo. O bacilo, embora ndo produza toxinas, tdo logo se encontre envolvido pelos
macrofagos dos alvéolos dos pulmdes sadios, ativa um mecanismo que inibe, por meio
dos sulfolipideos, a fusdo das vesiculas fagociticas com os lisossomos, impedindo,
desse modo, sua eliminagdo. A bactéria induz, entdo, a produgdo de citocinas e de
quimiocinas, provocando, nos pulmdes, o inicio de uma resposta inflamatéria, que faz
com que macrofagos, linfécitos, mondécitos e outras células do sistema imunolégico
migrem para o local da infecgdo e constituam um granuloma (TEIXEIRA; ABRAMO;
MUNK, 2007; MONTENEGRO, 2013).

Em cerca de 95% dos casos, ou seja, em sua vasta maioria, o sistema
imunoldgico do hospedeiro competente impde-se, subito, a infecgdo primaria, levando a
formacgao do granuloma caseoso, o qual ndo sé contém o bacilo, como controla, ainda,
sua proliferagdo, no organismo recém-infectado. No entanto, no caso especifico do M,
considerado um agente patogénico habil na criagcdo e na manutencao de um estado de
laténcia, com opgao de recuperagédo no futuro (GLICKMAN; JACOBS JUNIOR, 2001;
WHO, 2010), costuma nem sempre ocorrer essa sobreposicdo imediata do sistema
imunologico do bacilo relativamente a infecgdo primaria: esta ndo cede, portanto, de
imediato, a superioridade do sistema imunolégico do bacilo invasor, e, por fatores ainda
desconhecidos, o Mt conserva, ao longo da infecgdo primaria, a habilidade ou de
replicar-se de imediato ou de, alternativamente, estabelecer infeccao persistente, para,
s6 no futuro, acionar uma possivel reativagdo (MAULEN, 2011).

O diagndstico precoce do Mt faz-se por exame direto, por cultura/ tipificagao, e
por teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Quanto mais cedo diagnosticar-se o Mt,
mais se estara contribuindo para a interrupgcdo do seu ciclo de transmissdo e para o
controle e a cura da TB (KENT; KUBICA, 1985; BRASIL, 2008; PARRISH; CARROLL,
2011).
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2. Epidemiologia da tuberculose

Em todo o mundo, s6 no ano de 2012, cerca de 8,6 milhdes de pessoas — com
uma variagédo de 8,3 a 9,0 milhdes de individuos — desenvolveram TB, o que resulta
em uma proporcao de 125 casos, em cada 100 mil habitantes. No mesmo ano, também
em nivel mundial, foram a 6bito, em razdo dessa doencga, 1,3 milhdo de pessoas. Dos
8,6 milhdes de casos de individuos infectados com o bacilo da TB, estima-se que de 1,0
a 1,2 milhdo sejam pessoas soropositivas para o virus causador da AIDS, o Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV) e 0,5 milh&o sejam criangas (WHO, 2013).

Apesar de a maioria dos casos notificados de TB, no ano de 2012, ter sido
registrada em paises localizados nos continentes asiatico e africano (Figura 1), dados
epidemiologicos apontam que, no mundo, 82% dos casos de TB concentram-se em 22
paises (WHO, 2013), dos quais o Brasil ocupa a 16? posigdo, em numero absoluto de
casos registrados da doenca, e a 222 colocagao, quando considerado o coeficiente de
incidéncia da TB (BRASIL, 2014).

o
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Figura 1. Taxa estimada de casos novos de TB, por 100 mil habitantes,
em 2013 (WHO, 2014).



24

No continente americano, o Brasil e o Peru foram responsaveis por notificar
49% do total de casos da doenga (WHO, 2012). Internamente, dos 71.123 casos novos
de TB diagnosticados no Brasil, em 2013, com um coeficiente nacional de incidéncia
estimado em 35,4 para cada 100 mil habitantes, verificou-se que a maior parte das
notificagdes proveio dos grandes centros urbanos nacionais, e, de forma heterogénea,
de diferentes partes do pais, dentre as quais as regides Norte, Sudeste e Nordeste
foram aquelas que apresentaram os mais altos coeficientes de incidéncia, para cada
100 mil habitantes (BRASIL, 2013).

Ja, em termos de Estados da Federacdo, aqueles com as maiores taxas de
incidéncia da doencga foram o Rio de Janeiro (RJ), Pernambuco (PE), o Acre (AC) e o
Rio Grande do Sul (RS) (BRASIL, 2014).

No pais, a doengca tem como fontes predisponentes, em geral, a ma
alimentacado; ao abuso do alcool, do tabaco e de outras drogas; e a deficiéncia de
infraestrutura publica dos espagos urbanos mais periféricos, onde se encontram
moradias precarias e redes de abastecimento de agua e de esgotamento sanitario
inexistentes, situacéao tipica de aglomerados urbanos nao atendidos pelo poder publico
(BRASIL, 2012). Tal contexto social faz com que, no Brasil, a TB seja considerada a
quarta causa de morte, por doengas infecciosas, € a primeira causa mortis, entre
individuos portadores de AIDS (BRASIL, 2012; BARBOSA; LEVINO, 2013).

De notificacdo compulséria no pais (BRASIL, 2011), os casos de TB
comunicados as autoridades de saude permitiram, dentre as 27 unidades da Federacgao
(26 Estados e o Distrito Federal, DF), fossem classificados, como prioritarios para o
controle nacional da doencga, 290 Municipios brasileiros (BRASIL, 2011; LOPES et al.,
2013), os quais passaram a receber subsidios publicos, para o controle da TB.

Em 2011, s6 no Estado de Sao Paulo (SP), foram notificados 19.550 casos da
doenca (SAO PAULO, 2012), e, dentre essa populagdo de individuos com TB,
observou-se um numero relativamente alto, tanto de pacientes multirresistentes (1.056
casos, no ano de 2007), quanto de pacientes com HIV (12%) (MARTINS et al., 2013).

Um dos 17 Departamentos Regionais de Saude (DRS) em que, na area da
Saude, a Secretaria Estadual de Saude divide, administrativamente, o Estado, o

Departamento Regional de Saude de Sao José do Rio Preto corresponde ao da 152
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Regido (DRS XV); compde-se de dois Grupos de Vigilancia Epidemiolégica (GVESs), os
GVEs 29 e 30, e responde pelo atendimento a 102 municipios da Regido de
abrangéncia®. No periodo em que se realizou este estudo, entre os anos de 2009 e
2013, no ambito dos GVEs 29 e 30, expediram-se 1.579 notificacbes de pacientes
tratados de TB (Municipio: 794 sujeitos e Regiao: 785).

Em relagdo aos dados epidemiolégicos da TB, o principal municipio que foi
objeto de estudo neste trabalho, diagnosticou no ano de 2012, cento e dezenove casos
novos de TB e a taxa de co-infecgdo TB/HIV foi de 13% (SAO PAULO, 2015).
Publicagdes sobre o tema revelam em 2009, o coeficiente de incidéncia em Sao José
do Rio Preto foi de 23,1 casos da doencga, por 100 mil habitantes, e taxa de coinfecgao
de TB e AIDS, de 23% — acima das médias estadual e nacional. Ainda com relagcéo ao
ano de 2009, para este Municipio, os dados de desfecho do tratamento da TB mostram
que a taxa de cura foi de 77,7%; o abandono do tratamento, de 6,8%, e o 6bito, em
razao da doenca, de 15,5% — abaixo dos parametros considerados recomendaveis
(SAO JOSE DO RIO PRETO, 2009; PONCE et al., 2013).

3. Métodos moleculares de diferenciagcao do Mt

Nas ultimas décadas, as técnicas de genotipagem das cepas de Mt tém

possibilitado compreender a estrutura populacional do bacilo, sua dindmica da

* Na divisdo administrativa da Secretaria Estadual de Saude do Estado de Sdo Paulo (SP), é de
atribuicdo do Departamento Regional de Saude de Sao José do Rio Preto (DRS XV) o atendimento aos
seguintes 102 Municipios, por ordem alfabética: 1) Adolfo, 2) Alvares Florence, 3) Américo de Campos,
4) Aparecida d’Oeste, 5) Ariranha, 6) Aspasia, 7) Bady Bassitt, 8) Balsamo, 9) Cardoso, 10) Catanduva,
11) Catigua, 12) Cedral, 13) Cosmorama, 14) Dirce Reis, 15) Dolcinépolis, 16) Elisiario, 17) Embauba,
18) Estrela d’Oeste, 19) Fernandépolis, 20) Fernando Prestes, 21) Floreal, 22) Gastado Vidigal, 23)
General Salgado, 24) Guapiacu, 25) Guarani d’Oeste, 26) lbira, 27) Icém, 28) Indiapora, 29) Ipigua, 30)
Irapud, 31) Itajobi, 32) Jaci, 33) Jales, 34) José Bonifacio, 35) Macaubal, 36) Macedbnia, 37) Magda,
38) Marapoama, 39) Marindpolis, 40) Mendonga, 41) Meridiano, 42) Mesdpolis, 43) Mira Estrela, 44)
Mirassol, 45) Mirassolandia, 46) Mongdes, 47) Monte Aprazivel, 48) Neves Paulista, 49) Nhandeara,
50) Nipoa, 51) Nova Alianga, 52) Nova Canaéd Paulista, 53) Nova Granada, 54) Novais, 55) Novo
Horizonte, 56) Onda Verde, 57) Orindiuva, 58) Ouroeste, 59) Palestina, 60) Palmares Paulista, 61)
Palmeira d'Oeste, 62) Paraiso, 63) Paranapua, 64) Parisi, 65) Paulo de Faria, 66) Pedrandpolis, 67)
Pindorama, 68) Pirangi, 69) Planalto, 70) Poloni, 71) Pontalinda, 72) Pontes Gestal, 73) Populina, 74)
Potirendaba, 75) Riolandia, 76) Rubineia, 77) Sales, 78) Santa Adélia, 79) Santa Albertina, 80) Santa
Clara d’Oeste, 81) Santa Fé do Sul, 82) Santa Rita do Oeste, 83) Santa Salete, 84) Santana da Ponte
Pensa, 85) Sdo Francisco, 86) Sao Jodo das Duas Pontes, 87) Sdo Jodo de Iracema, 88) S&o José do
Rio Preto, 89) Sebastiandpolis do Sul, 90) Tabapua, 91) Tanabi, 92) Trés Fronteiras, 93) Turmalina, 94)
Ubarana, 95) Uchoa, 96) Unido Paulista, 97) Urania, 98) Urupés, 99) Valentim Gentil, 100) Vitéria
Brasil, 101) Votuporanga e 102) Zacarias.
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transmissdo na comunidade, suas variagdes genéticas, bem como as possiveis
relagdes filogenéticas entre as varias cepas conhecidas do Mt. Desse modo, tem sido
possivel tratar de questdes cruciais de Saude Publica (CHOI et al., 2011; OELEMANN
et al, 2011), como a elucidagdo da histéria natural de uma epidemia de TB e a
identificacdo dos esforgos mais efetivos para o controle da doenga (GENCER;
SHINNICK, 2005).

Das técnicas de tipagem molecular dos membros do CMt, as mais utilizadas
sdo a de Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP, do inglés
Restriction Fragment Length Polymorfism) IS 6110 (RFLP-IS 6110), a das Unidades
Repetitivas Intercaladas Micobacterianas (MIRUs, do inglés Mycobacterial Interspersed
Repetitive Units) em Repeticdes em Tandem de Numero Variavel (VNTRs, do inglés
Variable Number Tandem Repeats) (MIRUs-VNTRs) e a da “spoligotipagem”
(spoligotyping) (SUPPLY et al., 2000; MAZARS et al., 2001; SANTOS; KIPNIS; KIPNIS,
2007).

Utilizando um fragmento de insergdo /S 6110, exclusivo do CMt, Van Embden e
colaboradores publicaram, em 1993, um protocolo-padrdao, logo aceito
internacionalmente, para a tipagem de isolados de MT pelo método RFLP. O fragmento
IS 6110 é um transpdson que se repete, varias vezes, no genoma da micobactéria
(KREMER et al., 1999), com uma sequéncia de 1.361 pb, que, entre os diferentes
isolados, tem mostrado uma sequéncia bastante conservada (SANTOS; KIPNIS;
KIPNIS, 2007). O método tem, por base, a digestdo do DNA gendmico bacteriano, por
enzimas de restricdo, as endonucleases, que geram fragmentos de diferentes
comprimentos, os quais, por sua vez, sdo separados em gel de agarose e, a seguir,
hibridizados por uma sonda de DNA (THIERRY et al., 1990). A diferenga na localizagéo
e no numero de coépias dessa sequéncia de insercao € o que define o polimorfismo
entre os isolados. Na espécie Mt, especificamente, o numero de copias dessa
sequéncia de insercao é, com frequéncia, alto, conferindo a espécie elevado poder
discriminatério (DEVALLOIS et al., 1998).

Na década de 90, a metodologia do RFLP foi considerada padrédo-ouro para a
tipificacao das cepas de Mt (GIBSON et al., 2008) e, desde entdo, vem sendo adotada,

com sucesso, para rastrear a transmissdao da TB, em surtos; para confirmar, em
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laboratério, a contaminagdo cruzada; para identificar os fatores de risco da doenca,
entre populagbes de pacientes com TB, e, ndo menos importante, para investigar a
dinamica de transmissdo do bacilo, nas mais diversas populacées (VAN EMBDEN et
al., 1993; SMALL et al., 1994; GENCER; SHINNICK, 2005). Ao mesmo tempo, porém,
nos isolados com baixo numero de copias de IS 6110 (com numero menor do que de
seis copias), essa metodologia apresenta uma diminuicdo do poder discriminatorio e
requer ndo somente um DNA com alto grau de pureza e de concentragdo, como, ainda,
um intenso trabalho laboratorial (BEHR et al., 1999), sendo necessaria a utilizagdo de
outros métodos complementares de genotipagem.

Dessa forma, tem havido uma tendéncia mundial de substituicdo dessa técnica,
por outras, de execugdao mais pratica e facil. Para contornar essas limitacbes
associadas ao RFLP-IS 6110, desenvolveram-se métodos de tipagem molecular
baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés, Polymerase Chain
Reaction). Dentre as propostas de novas metodologias para a tipagem molecular das
cepas de Mt, estdo a técnica de spoligotyping e de MIRUs-VNTRs (COWAN et al.,
2005).

Baseada na amplificagdo de um unico locus, por PCR, a técnica de tipagem
molecular de spoligotyping é rapida, de facil execug¢ao e baseada no polimorfismo das
regides de Repeticdo Direta (DR, do inglés Direct Repeat), presentes exclusivamente
no genoma de micobactérias do CMt (Figura 2). A micobactéria possui uma regiao
cromossOmica distinta contendo multiplas regides com 36 pb, intercaladas por
sequéncias espacadoras, diferentes e nao repetitivas de DNA, de tamanho variavel,
entre 35 e 41 pb (BRUDEY et al., 2006).
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Figura 2. Spoligotyping (BARNES; CAVE, 2003). Genotipagem de
M. bovis-BCG, M. tuberculosis H37Rv e isolado X de Mt, utilizando
a técnica de Spoligotyping, evidenciando nos retangulos as regides
direct repeat (DR) do M.

A técnica Spoligotyping consiste na detecgdo desses espagadores (cerca de
43), na regiao DR do genoma das cepas de Mt (MATHEMA et al., 2006), espagadores
esses que podem ser representados por um codigo binario, positivo ou negativo, sendo
positivo o codigo com a presenga de espagador na membrana hibridizada e, negativo,
aquele com a auséncia de espacador nessa membrana (MOSTROM et al., 2002). Os
isolados de Mt de amostras clinicas variam, de acordo com o numero de DRs e, ainda,
de acordo com a presenca ou com a auséncia das sequéncias espacadoras
(KAMERBEEK et al., 1997).

A técnica de spoligotyping testa, simultaneamente, até 43 amostras, com base
na reacdo de PCR. Apds a PCR, é realizada a hibridizacdo, em uma membrana que
contém oligonucleotideos ligados covalentemente, especificos para cada uma das 43
diferentes sequéncias espacgadoras (KAMERBEEK et al., 1997).

Utilizada na identificacdo e na diferenciacdo dos membros do CMt, essa
metodologia de spoligotyping pode ser uma alternativa de tipagem de amostras com
poucas coépias de IS 6110 e pode ser, também, um método secundario de genotipagem,

para screening de um grande numero de isolados, ja que fornece respostas rapidas, na
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investigacao epidemiolégica (KREMER et al., 2005a; KREMER, 2005b; BRUDEY et al.,
2006).

Os “espoligotipos” comuns a mais de um isolado sdo designados Perfis
Compartilhados (STs, do inglés Shared Types) e, de acordo com o Banco de Dados
Internacional SITVITWEB, tém-lhes sido atribuido, individualmente, um numero
chamado de Perfil Internacional Compartilhado (SIT, do inglés Shared International
Type) (SOLA et al.,, 2001; DEMAY et al.,, 2012; INSTITUT PASTEUR DE LA
GUADELOUPE, 2015). Os SITs sao, entao, agrupados em familias e subfamilias.

Tal banco de dados descreve o armazenamento de 7.105 STs, representando
um total de 62.582 isolados clinicos provenientes de 153 paises, agrupados em 2.740
SITs e em 4.364 padrdes 6rfaos. O banco torna possivel fazer analises e comparagoes
genéticas e epidemiologicas dos diferentes perfis gerados por spoligotyping do CMt
(BRUDEY et al., 2006; MALASPINA, 2009; DEMAY et al., 2012).

Outra proposta de tipagem molecular adotada por varios grupos de
pesquisadores é a técnica MIRU-VNTR (SUPPLY et al., 2000; SUPPLY et al., 2006;
OELEMANN, 2007a; OELEMANN et al., 2011). Na década de 90, Supply et al. (2000)
identificaram, no genoma do Mt, elementos repetitivos, as MIRUs, similares as
sequéncias de minissatélites, descritas no genoma humano.

As regides de VNTRs, no genoma micobacteriano, sdo compostas por 40 a 100
pb de sequéncias repetitivas, chamadas MIRUs, sendo algumas idénticas e outras
ligeiramente variaveis, em sequéncia e em comprimento, os quais podem ser
denominados, de acordo com sua localizacédo no genoma bacteriano (BARNES; CAVE,
2003) (Figura 3).
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Figura 3. Cromossomo hipotético de um isolado X de Mt e genotipagem
de M. bovis-BCG, M. tuberculosis H37Rv e isolados X, utilizando as
técnicas de RFLP-IS 6110 e MIRU-VNTR (BARNES; CAVE, 2003).

Exemplificando, na nomenclatura variavel para os VNTRSs, identificaram-se,
pelas letras de A a E, cinco Repeticbes Exatas in Tandem (ETRs, do inglés Exact
Tandem Repetitions) (FROTHINGHAM e MEEKER-O' CONNELL, 1998). Denominado
Queens University of Belfast (QUB), nome do local de sua descoberta, esse conjunto de
loci contém sequéncias de repeticdes perfeitas ou quase perfeitas, seguidas de
repeticoes parciais, de diferentes comprimentos: QUB 11a, QUB 11b, QUB 26, QUB
1895, QUB 3336, QUB 3232, QUB 18, QUB 5 e QUB 4156 (SUPPLY et al., 2006).

Com base em seu comprimento, sequéncia nucleotidica e organizagéo, as
MIRUs sao classificados, ainda, em trés tipos principais, os tipos I, Il e Ill. As
sequéncias do tipo | contém aproximadamente 77 pb; ja as MIRUs dos tipos Il e lli
apresentam um intervalo (gap) de 24 pb e de 15 pb, nas extremidades 3’ e 5 das
sequéncias do tipo [, respectivamente. Ja as MIRUs mistas do tipo Ill e Il, que contém
ambos os tipos de intervalos, foram encontradas, por exemplo, nos loci 8 e 20 (SUPPLY
et al., 1997).

Nessa técnica, primeiramente € realizada PCR, utilizando-se, para tanto, de

diferentes pares de iniciadores (um para cada uma das 12 MIRUs-VNTRs), para a
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determinagcado do numero de repeticbes em cada locus. Depois, por eletroforese em gel
de agarose, € determinado o tamanho do amplificado (com o peso molecular
estabelecido em pb), e sdo comparados os achados, com marcadores de tamanho
molecular, para que, entdo, possa-se deduzir o numero presente de repeticbes em
sequéncia, de cada locus. Para a interpretacdo dos resultados, utiliza-se tabela de
alelos que relaciona o peso molecular obtido, com o numero de alelos repetidos em
cada locus. O resultado final das MIRUs-VNTRs € um codigo numeérico, que
corresponde ao numero de repeticdes do locus alvo e que serve como uma impressao
digital do respectivo isolado (BEER et al.,, 2012). O Banco de Dados Internacional
SITVITWEB, citado anteriormente, armazena um total de 2.379 perfis de MIRUs de
isolados clinicos, de 87 paises de origem dos pacientes (DEMAY et al., 2012).

Inicialmente, esse método teve, por base, a amplificagdo, pela PCR, de um
sistema com 12 loci (MIRUs 2, 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26, 27, 31, 39 e 40) dos 41 loci
identificados no genoma do Mt, com condigcdes de amplificagdo especificas de cada
locus descritas por Mazars et al., em 2001. Apds estudos, em 2006, Supply et al.
fizeram a proposta de utilizagdo de 24 loci, como ferramenta de alta resolugéo, em
estudos filogenéticos. As MIRUs propostas incluem os 12 sistemas ja descritos e os
recém-inseridos Mtub 04, ETRC, ETRA, Mtub 30, Mtub 39, QUB 4156, QUB 11b,
Mtub21, QUB 26, Mtub 29, ETRB, Mtub34 (SUPPLY et al., 2000; COWAN et al., 2005;
SUPPLY et al., 2006; OELEMANN et al.,, 2007a). Alguns autores relatam que, na
discriminagao de isolados de Mt, em relagdo ao conjunto dos 12 Joci originalmente
sugeridos, o sistema com 24 loci demonstrou maior confiabilidade, com resultados
altamente reprodutiveis e faceis de serem trocados entre laboratorios (NOGUTI et al.,
2010; PEREIRA et al., 2013). Ja segundo outros estudos, o sistema de 15 loci vem
apresentando um maior poder de discriminacéo, entre os isolados de Mt, o que tem
levado a concluir que esse tipo de estratégia pode ser util, na genotipagem do bacilo
(ALONSO-RODRIGUES et al., 2008; LIU et al., 2014).

Nos Estados Unidos da América (EUA), as duas técnicas, de spoligotyping e de
MIRU-VNTR, foram colocadas como metodologias de primeira linha, na discriminagao

de isolados clinicos em larga escala, consistindo, assim, em poderosas ferramentas de
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estudo da epidemiologia, da filogenia e da adaptabilidade dos bacilos da tuberculose,
de acordo com o seu gendtipo (KAMERBEEK et al., 1997; SUPPLY et al., 2006).

Assim sendo, por se tratar de técnicas rapidas, faceis de executar e pouco
onerosas, a utilizacdo, em pesquisa epidemioldgica e filogenética, de técnicas
moleculares, individualmente e, sobretudo, associadas, constitui ferramenta primordial,
para tragar perfis exclusivos das linhagens das cepas, quanto a sua identidade e as
caracteristicas, e, até mesmo, para aprofundar o conhecimento de informagdes, como
seu local de origem e sua viruléncia, e € essencial, para controlar as transmissdes da
TB.

4. Aplicagao das técnicas de genotipagem em estudos populacionais

A possibilidade de aplicar técnicas de biologia molecular em estudos
epidemiologicos somados aos de epidemiologia classica, tem trazido contribui¢cdes
significativas para o entendimento das relagdes entre os microorganismos e as doencgas
infecciosas.

As técnicas moleculares ajudam a estratificar e a refinar os dados, fornecendo
nao s6 um melhor entendimento da patogénese da doenga em nivel molecular, mas
também, medigdes mais sensiveis e especificas, que faciltam as atividades
epidemioldgicas, incluindo a vigilancia das doengas, a investigagdo de surtos, a
identificacdo da transmissdao de padroes e de fatores de risco entre casos
aparentemente dispares, a caracterizacdo da interacdo patdgeno-hospedeiro
(FOXMAN; RILEY, 2001).

O uso de métodos moleculares, principalmente aqueles baseados em reagdes
da PCR, tem proporcionado grande impulso nos estudos da epidemiologia molecular do
Mt. Além disso, mostram que a técnica de MIRU-VNTR tem poder discriminatério similar
ao da técnica RFLP-IS 6110 e que tal poder discriminatério pode ser aumentado, se
combinada a aplicacdo da técnica da MIRU-VNTR com aquela do spoligotyping
(KREMER et al., 2005a; MATHEMA et al., 2006; ALLIX-BEGUEC; FAUVILLE-DUFAUX;
SUPPLY, 2008).

Embora, com relagcdo a sua sequéncia de DNA o CMt seja relativamente
homogéneo, o aumento do numero de espécies e de linhagens genéticas especificas

revelou variagbes de elementos genéticos repetitivos moveis, as quais tém sido
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exploradas, como marcadores, para fins de epidemiologia ou de identificagdo de
estirpes, em nivel de espécie (LAZZARINI et al., 2007).

Estudos epidemioldgicos também tém apontado que a distribuicdo genotipica
do CMt é altamente estruturada quanto as areas geograficas particulares de ocorréncia
e quanto a populacdo humana e a etnia passiveis de serem afetadas, o que permitiu
dividir o CMt, em seis grandes linhagens filogeograficas mundiais, cujo nome reflete
essa associagao geografica: primeiramente, a linhagem Indo-Oceanica (EAI); depois, a
linhagem do Leste Asiatico, incluindo a chamada Pequim (W/Beijing); a seguir, a
linhagem Leste Africano-Indiana (CAS); em quarto lugar, a linhagem Euro-Americana;
depois, a linhagem da Africa Ocidental ou Mycobacterium africanum |, e, finalmente, a
linhagem da Africa Ocidental ou Mycobacterium africanum 1l (GAGNEUX et al., 2006;
DOU et al., 2008; DOU; HUANG; SU 2011; COLL et al., 2014).

Os padrdes de spoligotyping permitem o agrupamento das diferentes cepas de
Mt, em familias (subespécies) epidemiologicamente importantes (MOSTROM et al.,
2002). Uma das principais familias € a familia Latino-Americana e Mediterranea (LAM),
que pertence a linhagem Euro-Americana e que é dividida em subfamilias de LAM1 a
LAM10 (MENDES, 2010) e, também, em familias menores, S, T e X (Figura 4), sendo a
mais heterogénea das seis linhagens (GAGNEUX et al., 2006). A familia dominante no
Brasil e na América tém sido a Euro-Americana (OELEMANN et al., 2011; PITONDO-
SILVA et al., 2013; SANTOS et al., 2013) e as linhagens T e H (MALASPINA, 2009;
NOGUTI, 2010; VON GROLL et al., 2010).

Algumas das principais familias de Mt foram caracterizadas por perfis
“spoligotipicos”, da seguinte forma: Beijing, auséncia de espagadores de 1 a 34; EAI,
auséncia de espacadores de 29 a 32 e 34, e presenca de, pelo menos, um espacador
de 1 a 30; Haarlem, auséncia de espacadores 31 e de 33 a 36, e presencga de, pelo
menos, um espacador de 1 a 30; LAM, auséncia de espacgadores de 21 a 24 e de 33 a
36, e presenca de, pelo menos, um espacador de 1 a 30; X, auséncia de espacgadores
18 e de 33 a 36; T, auséncia de espacadores de 33 a 36, e presencga de, pelo menos,
um espagador de 1 a 30 e de separadores 9 ou 10, e 31, e presenca de, pelo menos,
um espacgador de 21 a 24 (FERDINAND et al., 2004).
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Uma das linhagens mais conhecidas e estudadas da espécie de Mt séo as
cepas da linhagem W/Beijing, pertencentes a familia Leste-Asiatica, que, se
comparadas as outras familias, dentro de certos espagos geograficos, apresentam
caracteristicas especificas, como a capacidade de causar a TB, a facilidade de
transmiti-la e a resisténcia a multiplas drogas (REED et al., 2009). O spoligotyping é,
atualmente, o método padrao-ouro, para a identificacdo e a classificagdo de cepas
Beijing (SUN et al., 2008).

Ancestor

ThD1+
“Ancient”

Figura 4. Representacdo esquematica das seis principais linhagens de Mt e
respectivas familias, com quadrados indicando linhagens e circulos, familias
spoligotypes (ZAMBRANO et al., 2012).
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Il. JUSTIFICATIVA

O presente estudo foi idealizado, com a finalidade de caracterizar e de
compreender a estrutura populacional dos isolados de Mt, na Regido Noroeste do
Estado de Sdo Paulo (SP), ja que se sabe que estudos de marcadores genéticos tém
contribuido para o entendimento da dinamica da doencga, quanto a sua epidemiologia,
transmissao e historia natural.

Situado na Regido Noroeste paulista e distante cerca de 450 km da capital
estadual, o Municipio de Sao José do Rio Preto, que tem, por coordenadas geograficas,
20° 49°11"" na latitude sul e 49° 22°46"" na longitude oeste (SAO JOSE RIO PRETO,
2013), apresenta uma populacao de 408.258 habitantes, de acordo com o censo
populacional de 2010, realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) (IBGE, 2010; populacéo estimada 2014: 415.769 hab.

http://www.cve.saude.sp.gov.br/indicador.htm). A cidade de S&o José do Rio Preto, de

meédio porte (populagdo entre 100 mil e 500 mil habitantes), € sede ndo s6 do
Municipio, como, ainda, da 8% Regido Administrativa do Estado (que, por sua vez,
subdivide-se em 96 municipios)™ e, também, do DRS XV (abrangendo 102 Municipios).
E considerada uma cidade que é tida como centro de referéncia na prestacdo de
servicos da area da Saude, atendendo nao sé a todos os 102 Municipios abrangidos

pela DRS XV, bem como, aos Municipios integrantes de Estados da Federacao,

** Na divisdo administrativa do Estado de Sao Paulo, por regido administrativa, Sdo José do Rio Preto
sedia a 82 Regido Administrativa, formada pelos seguintes 96 Municipios, por ordem alfabética: 1)
Adolfo, 2) Alvares Florence, 3) Américo de Campos, 4) Aparecida d’Oeste, 5) Aspasia, 6) Ariranha; 7)
Bady Bassitt, 8) Balsamo, 9) Cardoso, 10) Catanduva, 11) Catigua, 12) Cedral, 13) Cosmorama, 14)
Dirce Reis, 15) Dolcindpolis, 16) Elisiario, 17) Estrela d’Oeste, 18) Fernanddpolis, 19) Floreal, 20)
Guapiagu, 21) Guaraci d’Oeste, 22) Ibira, 23) Icém, 24) Indiapora, 25) Ipigud, 26) Irapua, 27) Itajobi, 28)
Jaci, 29) Jales, 30) José Bonifacio, 31) Macaubal, 32) Macedbnia, 33) Magda, 34) Marapoama, 35)
Marinépolis, 36) Mendonga, 37) Meridiano, 38) Mesoépolis, 39) Mira Estrela, 40) Mirassol, 41)
Mirassolandia, 42) Mongdes, 43) Monte Aprazivel, 44) Neves Paulista, 45) Nhandeara, 46) Nipoa, 47)
Nova Alianga, 48) Nova Canaé Paulista, 49) Nova Granada, 50) Novais, 51) Novo Horizonte, 52) Onda
Verde, 53) Orindiiuva, 54) Ouroeste, 55) Palestina, 56) Palmares Paulista, 57) Palmeira d'Oeste, 58)
Paulo de Faria, 59) Paraiso, 60) Paranapua, 61) Parisi, 62) Planalto, 63) Pedranépolis, 64) Pindorama,
65) Poloni, 66) Pontalinda, 67) Pontes Gestal, 68) Populina, 69) Potirendaba, 70) Riolandia, 71)
Rubineia, 72) Sales, 73) Santa Adélia, 74) Santa Albertina, 75) Santa Clara do Oeste, 76) Santa Fé do
Sul, 77) Santa Rita d’Oeste, 78) Santa Salete, 79) Santana da Ponte Preta, 80) Sado Francisco, 81)
Jodo das Duas Pontes, 82) Sdo José do Rio Preto, 83) Sebastiandpolis do Sul, 84) Tabapua, 85)
Tanabi, 86) Trés Fronteiras, 87) Turmalina, 88) Ubarana, 89) Uchoa, 90) Unido Paulista, 91) Urania, 92)
Urupés, 93) Valentim Gentil, 94) Vitéria Brasil, 95) Votuporanga, 96) Zacarias.


http://www.cve.saude.sp.gov.br/indicador.htm
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limitrofes ao de SP, quais sejam, os Estados de Minas Gerais (MG), de Goias (GO) e
do Mato Grosso do Sul (MS). No cenario nacional, a cidade é tida, ainda, como
prioritaria no Programa de Controle da Tuberculose, por causa da alta taxa de
pacientes com TB e, também, com exame soroldgico positivo para o HIV (SAO PAULO,
2008; VENDRAMINI et al., 2010).

O presente estudo — que é pioneiro nessa regido do pais — é de interesse da
Saude Publica, pois, a partir da caracterizagao da diversidade genética dos isolados de
Mt, permite tragar o perfil das cepas circulantes, com a possibilidade de, por
similaridade genética, agrupar as cepas de Mt isoladas dos pacientes, avaliando, assim,
nao s6 a presenga ou a auséncia de cepas predominantes, como, também, a
resisténcia dessas cepas aos farmacos.

Dessa forma, pretende-se que este estudo possa permitr um melhor
entendimento da TB, com possiveis casos relacionados e com a identificacdo dos
vinculos de transmissdo da doenga, para fomentar respostas rapidas aos programas de
controle em todas as instancias governamentais para que se possa estabelecer

estratégias e agdes de controle nos programas de vigilancia epidemioldgica.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo geral

» Caracterizar a diversidade genética de isolados de Mt na Regido Noroeste

Paulista, utilizando as técnicas moleculares spoligotipyng e MIRUs-VNTRs.

Objetivos especificos

» Agrupar, por similaridade genética, os isolados de Mt, com a finalidade de
identificar focos de transmissao da doenca.

» Avaliar a presenca de perfis genéticos de Mt predominantes na Regido
Noroeste paulista.

» Descrever os aspectos sociodemograficos e clinico-epidemiolégicos entre os
pacientes estudados.

» Verificar o status da resposta antimicrobiana de Mt aos farmacos que

compdem a poliquimioterapia antituberculose.



IV. CAPITULOS
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Artigo 1: Revisdo (submetido a Revista Hansenologia Internationalis e
outras doencas infecciosas)

Panorama atual da tuberculose

Current status of tuberculosis

Heloisa da Silveira Paro Pedro'?; Susilene Maria Tonelli Nardi'; Amanda Juliane
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Resumo

Mesmo apos 133 anos desde a descoberta do Mycobacterium tuberculosis, a
tuberculose continua ser uma das principais causas de morte por doengas infecciosas
no mundo, principalmente em paises em desenvolvimento. O objetivo deste estudo foi
mostrar aspectos relevantes da doencga visando uma atualizacio literaria e a busca de
um olhar mais atento a problematica da tuberculose no cenario atual. Foram utilizados
133 artigos advindos das bases LILACS, MEDLINE/PUBMED, SCielo, Paho, Biblioteca
Cochrane, WHOLIS, IBECS e Scopus, com as principais palavras-chaves selecionadas
em terminologia em saude encontradas no DECS. As espécies pertencentes ao
Complexo M. tuberculosis compartilham cerca de 99% de identidade do DNA, com
sequéncias altamente conservadas, mas diferem na distribuicdo geografica,
patogenicidade e hospedeiros. O mecanismo de resisténcia clinicamente significativo
para rifampicina € uma mutacao do gene rpoB, que codifica o alvo desse antibiético. Ha
grandes avangos no diagnostico da TB, com novos instrumentos de biologia molecular
e testes rapidos, mas ainda n&o substituem os métodos classicos bacteriologicos,
apesar de suas conhecidas limitagbes. Atualmente, a associacdo de meétodos
moleculares, principalmente aqueles baseados em reagdes da PCR tem proporcionado
grande impulso nos estudos da epidemiologia molecular do MT. Embora haja uma
diminuicdo do numero de casos no mundo, dentre os desafios da doenga estdo a
necessidade de pesquisas na area, envolvimento politico para solucionar as questdes
sociais atribuidas a TB, treinamento permanente dos profissionais e monitoramento de
vigilancia dos casos para eliminar a doenca no cenario mundial.

Palavras-chave: tuberculose pulmonar, Mycobacterium tuberculosis, diagnostico,

técnicas de laboratério clinico, biologia molecular.

Abstract

Even 133 years after the discovery of Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis
continues to be one of the main causes of death due to infectious diseases worldwide,
especially in developing countries. The objective of this study was, after a survey of
recent publications, to show issues relevant to the disease and to take a closer look at

the tuberculosis problem in the current scenario. A total of 133 articles were found in the
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LILACS, MEDLINE/PubMed, SciELO, Paho, Cochrane Library, WHOLIS, IBECS and
Scopus databases using the main keywords selected from health terminology of MeSH.
Species belonging to the M. tuberculosis complex have highly conserved sequences
and share about 99% DNA identity, but differ in their geographic distribution,
pathogenicity and host. The clinically significant mechanism of rifampicin resistance is
due to a mutation of the rpoB gene which encodes the target of the antibiotic. Great
advances in the diagnosis of tuberculosis have occurred, with new molecular biology
tools and rapid tests, but without replacing classical bacteriological methods, despite
their known limitations. Recently, the association of molecular methods, especially
based on PCR, has provided great impetus in molecular epidemiology studies of M.
tuberculosis. Although the number of cases in the world has decreased, among the
challenges are the need for further research, political involvement to solve social issues
linked to tuberculosis, permanent training and the surveillance of cases in order to

eliminate the disease on the world stage.

Keywords: pulmonary tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, diagnosis, clinical

laboratory techniques, molecular biology

Introdugao

Doenca bacteriana cronica, infectocontagiosa e de distribuicdo universal
prevalente, a tuberculose (TB) exige, para o seu controle no mundo, o desenvolvimento
de estratégias sob os aspectos humanitarios, econdmicos e de Saude Publica’.

Séo fatores limitantes desse controle a auséncia de um teste diagndstico de
baixo custo, a longa duragdo do tratamento, a falta de uma vacina efetiva e o
surgimento, em paises de poucos recursos econdmicos da TB resistente 23. Como
responsaveis pela doenca, apontam-se, ainda, os fatores ambientais, os fatores sociais,
os componentes genéticos dos individuos 4%, a imunidade e doengas associadas 3.

No final dos anos 70 do século XX, em razdo da constatacdo de dados
epidemioldgicos favoraveis relativos a TB, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

comegava a preparar, para a erradicagao da doenga, um programa a ser implementado
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na década seguinte’. Entretanto, no inicio dos anos 80, a entdo recém-descrita
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome),
causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (Human Immunodeficiency Virus,
HIV), modificou a historia natural da TB, reconduzindo esta doenca ao status de
ameaca a Saude Publica, mesmo em paises desenvolvidos®®. Ainda, segundo a OMS3,
as maiores taxas de coinfeccdo de TB e de AIDS (TB/HIV) aparecem no continente
africano (44%) e, em seguida, no americano (17%). A infeccdo com HIV aumenta
consideravelmente o risco de progressao para a TB sendo a principal causa de morte
entre pessoas com HIV 10,

A transmissdo da TB é maior em locais de grande contingente de populagao
como em grandes centros urbanos € em populagdes de instituicbes fechadas como
asilos e presidios, onde ha também populagdes vulneraveis. Tratar as pessoas
privadas de liberdade, refugiados, pessoas vivendo em situagdo de rua e outras
populagdes mais vulneraveis € um dos pilares da estratégia Stop-TB da Organizagao
Mundial de Saude (Global Plan to Stop TB — 2006-2015), que visa otimizar o alcance
das metas globais para eliminagdo da doenga '1-13,

As estratégias dos planos de eliminagdo da doenga e dos programas de
cooperacao internacional tém contribuido, ainda, para a capacitacdo de recursos
humanos e para o fortalecimento de instituicbes dos paises participantes, pela
transferéncia de conhecimentos e de equipamentos e, também, pela busca de uma
melhor qualidade com as boas praticas laboratoriais e dos servigos'?. Instituicdes como
a Foundation for Innovative New Diagnostics (FIND), Stop TB Partnership’s World
Health Organization (WHO), Bill & Melinda Gates Foundation dentre outras, tém
contribuido para o desenvolvimento e otimizacdo de métodos diagndsticos da TB em
paises de recursos limitados.

A existéncia da TB foi registrada em esqueletos de mumias do Antigo Egito e
em esqueleto de uma mumia pré-colombiana no Peru'®16. Estudo recente aventa que a
historia da TB teria sido tragcada por evidéncias de restos humanos derivados de sitios
arqueolégicos no mundo todo, com possivel origem no norte da Europa, ha quase oito

mil anos'’.
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O agente etiologico causador da TB, o Mycobacterium tuberculosis (MT) foi
identificado em 1882, pelo pesquisador e bacteriologista alem&do Robert Koch (1843-
1910), sendo esta descoberta um marco fundamental do conhecimento da doenga'®.
Surpreende o fato de que, mesmo apds 133 anos de pesquisas, desde entdo, a doenca
continue a ser uma ameaga, principalmente em paises em desenvolvimento'®'® e uma
das principais causas de morte por doengas infecciosas no mundo.

A TB faz parte do rol das doengas negligenciadas, um grupo de afeccgdes
transmissiveis, cujo tratamento é inexistente, precario ou desatualizado?°2".

Diante destes fatores, ha necessidade de investimentos em conhecimentos e em
pesquisas para acelerar o progresso da eliminagédo da TB'. Nesse sentido, esta revisédo
de artigos cientificos publicados sobre aspectos relevantes da doenga tem, por objetivo,
apontar algumas nuances da doenga visando uma atualizagao literaria e a busca de um

olhar mais atento a problematica da tuberculose no cenario atual.

Material e método:

A busca pela literatura deu-se por meio da realizacdo de pesquisa exploratéria
bibliografica, na Biblioteca Virtual em Saude (BVS), e a pesquisa das palavras-chave
incluiu artigos integrantes das bases de dados da Literatura Latino-Americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), do Sistema Online de Pesquisa e de Analise
da Literatura Médica (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online,
MEDLINE/PubMed), Biblioteca Eletronica e Cientifica Online (Scientific Electronic
Library Online, SciELO), Organizagdo Pan-Americana da Saude (Pan American Health
Organization, PAHO), Biblioteca Cochrane, Sistema de Informagdo da Biblioteca da
Organizacao Mundial da Saude (World Health Organization Library Information System,
WHOLIS), indice Bibliografico Espanhol de Ciéncias da Saude (/BECS), e Elsevier
Scopus. O conjunto das fontes pesquisadas integra artigos cientificos, publicados em
revistas nacionais e internacionais.

Partindo-se da terminologia em Saude, encontrada nos Descritos em Ciéncias
da Saude (DECs), selecionaram-se as principais palavras-chave, que foram
pesquisadas de forma associada ou nao, empregando-se, quando necessario, 0S

boleadores AND, OR e $, nas palavras-chave seguintes: TB pulmonar, Mycobacterium
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tuberculosis, diagnéstico, Técnicas de Laboratoério Clinico, transmissao, quimioterapia
combinada, meios de cultura, resisténcia a medicamentos; Biologia Molecular.

Para ampliar a busca nos sitios eletrénicos oficiais de universidades, de bancos
de dissertagbes de mestrado e de teses de doutorado, no Scholar Google e em érgaos
governamentais, foram ainda utilizados os termos seguintes: Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable
Number (MIRU-VNTR) e Spoligotyping.

A busca resultou na inclusao de 133 estudos com cerne na problematica da TB,
incluindo publicagbes originais, portarias, manuais, teses e demais investigagcbes
baseadas em evidéncias cientificas e/ou de carater investigativo epidemioldgico-
operacional, nas linguas portuguesa, espanhola e inglesa. Livros, manuais, artigos e
outros documentos impressos fizeram parte da metodologia, com o propodsito de
sustentar teoricamente esta revisdo, sendo a referéncia cientifica mais antiga a de
1985, e as mais atuais, as de 2015. Com vistas a conferir um carater mais didatico ao
texto, optou-se por dividi-lo nos topicos seguintes, que abordam os aspectos gerais da
TB: epidemiologia; etiologia; transmissdo, sintomatologia e prevencao; tratamento e
resisténcia; aspectos socioecondmicos; diagndstico laboratorial e uso de técnicas de

Biologia Molecular para o estudo de perfil molecular.

Aspectos gerais da tuberculose
1. Epidemiologia

No ano de 2012, cerca de 8,6 milhdes de pessoas desenvolveram TB, e 1,3
milhées delas morreram da doenca, incluindo 320 mil mortes entre os pacientes
coinfectados com TB e com o HIV".

A maioria dos casos de TB ocorridos em 2012 esta em paises localizados na
Asia (58%) e na Africa (27%); menores proporcdes de casos ocorreram na regido leste
do Mediterraneo (8%), na Europa (4%) e nas Américas (3%). india, China, Africa do Sul,
Indonésia e Paquistdo ocupam, respectivamente, as primeiras posi¢cdes em paises com
0os maiores em numeros de casos da doenca'. No entanto, dados epidemiologicos
mostram que 82% dos casos de TB do mundo estdo concentrados em 22 paises do

globo (por ordem alfabética): Afeganistao, Africa do Sul, Bangladesh, Brasil, Camboja,
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China, Etiépia, Filipinas, India, Indonésia, Quénia, Mogcambique, Mianmar, Nigéria,
Paquistdo, Republica Democratica do Congo, Republica Unida da Tanzania, Russia,
Tailandia, Uganda, Vietna e Zimbabue'. A Ultima avaliagdo dos 22 paises com alta
carga sugere que as taxas de incidéncia estdo caindo na maioria deles??. Em nimero
absoluto de casos, o Brasil ocupa a 162 posicdo, mas cai para a 222 posigao, se for
considerado o coeficiente de incidéncia™®.

Nas Américas, o Brasil e o Peru notificaram 49% do total de casos do
continente 2%, Nesse contexto, o Brasil diagnosticou 71.123 casos novos de TB em
2013, perfazendo um coeficiente de incidéncia de 35,4/100 mil habitantes. Em sua
maioria, tais casos ocorrem nos grandes centros urbanos brasileiros e de forma
heterogénea nas diferentes unidades da federagdo'®, que somam 27 divisdes do
territorio, entre Estados e Distrito Federal. Comparados os anos de 2003 e de 2013, o
pais apresentou, em dez anos, uma reducdo de 20,4% nas ocorréncias. Apesar da
queda significativa de casos de TB no intervalo de uma década e apesar dos esforgos
empregados para o controle da TB pulmonar no Brasil, persiste como preocupante o
numero de casos da doenga no Pais, seja considerado como um todo ou, apenas por
regides. Quando analisadas as regides brasileiras, para o ano-base de 2013, verifica-se
que as Regides Norte, Sudeste e Nordeste, apresentam os mais altos coeficientes de
incidéncia por 100 mil habitantes©.

No Brasil, a doenga afeta, principalmente, as periferias ou aglomerados urbanos
e, geralmente, mostra-se associada as mas condi¢gdes de moradia e de alimentagao, a
falta de saneamento basico, ao abuso do alcool, tabaco e de outras drogas?3. A TB tem
sido considerada como a quarta causa de morte por doenca infecciosa no Pais, sendo
a maior causa em individuos portadores de A/IDS?324. No Brasil, de conformidade com
os dados fornecidos pelo MS'°, os moradores de rua do pais representam a populagdo
mais vulneravel a TB, com um risco de contrairem a infecgao da ordem de 44 vezes
maior que a populacdo em geral, seguidos das pessoas com HIV/AIDS, que tém risco
35 vezes maior, em seguida, esta a populagao carceraria, com risco 28 vezes maior, €,
por fim, a populacao indigena, com risco trés vezes maior.

Sao duzentos e noventa os municipios considerados prioritarios para o controle

da TB, dentre os 5.565 Municipios atualmente existentes no Pais'®2% e a doenca esta
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entre as doengas de notificagdo compulsoria da Portaria do Ministério da Saude (MS)
de numero (n°) 104, datada de 25 de janeiro de 2011'S. E fundamental que a
informacdo seja introduzida com qualidade nos sistemas de vigilancia, para que
possam ser identificados o0s grupos populacionais que necessitem de agdes de
intervengao?®.

O Estado de SZo Paulo notificou 19.550 casos em 201127, e necessita de
atencao devido ao alto numero de pacientes multiresistentes (1.056 casos, em 2007) e

alta prevaléncia de HIV (12%) em pacientes com TB?8,

2. Etiologia

O MT é uma bactéria aerdbia estrita, em forma de bacilo, alcool-acido-resistente
(BAAR), imével, medindo de 0,2 a 0,6 ym de didametro por 1,0 a 4,0 ym de
comprimento, que ndo possui capsula, nem esporos e que nao produz toxinas?%2.

Muitas caracteristicas do bacilo da TB, como a alcool-acido resisténcia, a
resisténcia aos farmacos, a patogenicidade e a taxa de crescimento lento, estdo
relacionadas a estrutura lipidica complexa da parede celular. A parede é formada, em
sua porcao externa, por acidos micolicos, que formam uma camada cérea, resistente a
agua, o que torna o bacilo capaz de sobreviver a situagbes adversas, como o
ressecamento e a administragdo de algumas drogas antimicrobianas3%3!. A coloragéo
mais comum utilizada é a de Ziehl-Neelsen (ZN)3*?. Uma caracteristica importante é o
agrupamento dos bacilos, de modo a formarem ramos alongados e tortuosos,
conhecidos como cordas, devido a presenca de ésteres de trealose-dimicolato 6,6’
trealose33.

O Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMt) é constituido pelas espécies M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. caprae, M. microti, M. pinipedii, que
compartilham cerca de 99% da identidade do DNA, apresentando sequéncias altamente
conservadas, mas diferem na distribuicdo geografica, na patogenicidade e nos
hospedeiros343°. Em estudos recentes, outras espécies tém sido atribuidas ao CMt: M.
mungi; M. orygis; M. chimpanzee3%-%".

O genoma é circular e apresenta teor de guanina e de citosina da ordem de

65,6%°3°, seu tamanho variando, de espécie para espécie, de 4 a 7 milhdes de pares de
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bases (pb)%®, sendo que a cepa de referéncia MT H37Rv - ATCC 27294 apresenta
4.411.529 pb.

Também é caracteristico do genoma ser rico em Elementos de Insercao (IS) e
em sequéncias repetidas, podendo o Complexo M. tuberculosis (CMt) ser diferenciado,

das outras micobactérias, pela presenca das sequéncias genéticas 15611033,

3. Transmiss&o, sintomatologia e prevengao

A TB pulmonar é transmitida no contato interpessoal: a inalagdo de aerossois
expelidos por individuos baciliferos constitui a principal fonte de infecgao,
principalmente durante a tosse, a fala ou o espirro, que os liberam no ar, sob a forma de
goticulas infectantes’®.

A principal forma clinica da TB €& caracterizada pelo comprometimento
pulmonar, acometendo de 80 a 85% dos casos'®3° uma vez que o MT tem predilecéo
pelos pulmdes e é a principal forma de transmissdo e manutencdo da cadeia de
transmiss&ao*°.

Mesmo sendo a TB uma doenga contagiosa, para o bacilo nao é facil encontrar
condigbdes favoraveis, intrinsecas ao hospedeiro ou ao ambiente, que Ihe possibilitem
invadir o organismo e estabelecer a doencga, de forma ativa*'.

Na maioria dos casos (95%), o sistema imunitario do hospedeiro competente
controla a infecgao primaria, formando o granuloma caseoso, o qual ndo s6 contém o
bacilo, mas controla, ainda, sua proliferacdo. O MT é considerado, no entanto, como um
agente patogénico habil na criagdo e na manutengdo de um estado de laténcia que
incluiu a opcao de recuperacao no futuro*?43, Fatores que influenciam na habilidade
inicial de o MT replicar-se ou, alternativamente, de estabelecer infeccao persistente,
para possivel reativagéo, ainda sdo desconhecidos*.

Os sintomas classicos da TB pulmonar sao: tosse persistente, produtiva ou nao,
com muco e, eventualmente, com sangue; febre vespertina; sudorese noturna; perda de
apetite e emagrecimento?'6. Ja a TB extrapulmonar pode afetar qualquer 6rgdo do
organismo humano, apresentando manifestagdes clinicas multiformes, dependendo da
origem étnica, da idade, da presenga ou da auséncia de doenga subjacente, do

genotipo do MT e do status imunoldgico*®. Na TB extrapulmonar, os sintomas variam,



51

de acordo com os 6rgaos atingidos, podendo acometer, dentre outros, os rins, 0s 0Ssos
e as meninges, em fungédo das quais se expressara clinicamente. Podem ocorrer, assim
sendo, outros sinais e sintomas, além da tosse prolongada, e tais sinais adicionais
devem ser valorizados na investigacao individualizada, principalmente nas regiées com
maior nimero de casos notificados'® 46

A vacina disponivel (BCG) para a TB pulmonar apresenta baixa eficiéncia
(variavel entre 0 a 80%). Apesar dos continuos esforgos para se desenvolver vacinas

mais eficazes contra a TB, uma nova vacina ainda nao foi aprovada®’.

4. Tratamento e resisténcia

O tratamento adequado da TB consiste na administracdo combinada de drogas,
de modo a evitar o desenvolvimento de resisténcia medicamentosa, a prevenir
complicagbes tardias e o Obito, a diminuir a transmissdo e a assegurar a cura da
doenca. A esses principios, soma-se a Estratégia do Tratamento Diretamente
Observado (Directly Observed Treatment Strategy, DOTS), como tatica fundamental a
ser adotada, para o sucesso do tratamento'®. A DOTS constitui mudanca significativa
na forma de administrar os medicamentos, com o profissional treinado passando a
observar, desde o inicio do tratamento e até a cura da doenca, a tomada da medicagao
pelo paciente®.

Com vistas a conter o aumento da Tuberculose Multidrogarresistente (MDR-
TB), o Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) reviu o sistema vigente
de tratamento da TB no Pais, introduzido em 1979. Tal mudanga baseou-se nos
resultados preliminares do segundo Inquérito Nacional de Resisténcia aos
Medicamentos da Poliquimioterapia da TB (2007/2008), que mostrou o0 aumento da
resisténcia primaria a isoniazida (INH), de 4,4% para 6,0%, e consistiu na introdugéo do
etambutol (EMB), como o quarto farmaco a ser administrado, na fase intensiva do
tratamento, a qual compreende os dois primeiros meses do chamado Esquema Basico,
com doses fixas e combinadas dos quatro medicamentos (RIF/INH/pirazinamida
(PZA)/EMB), reunidas em um unico comprimido. Na fase de manutengéo do tratamento,
que dura quatro meses, usa-se um comprimido contendo a associagao da RIF com a

INH16:4849.50 O Esquema Basico é indicado para todos os casos novos de todas as
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formas de TB pulmonar e extrapulmonar, para todos os casos de reincidéncia e de
retratamento por abandono, com excegdo da TB meningoencefalica*®.

Para todos os casos de retratamento, devem ser solicitados cultura,
identificacdo e Teste de Sensibilidade aos Antibidticos (TSA), iniciando-se o tratamento
com o Esquema Basico, até obterem-se os resultados desses exames'6.

Para casos de faléncia do Esquema Basico, o tratamento € composto por
medicamentos de segunda linha, com cinco farmacos na primeira fase (estreptomicina,
etambutol, ofloxacina, pirazinamida e terizidona) as quais serdo ministradas ao longo de
seis meses, e, posteriormente, devendo ser ministradas, durante 12 meses da fase de
manutengdo do tratamento, trés drogas, o etambutol, a ofloxacina e a terizidona“®.

Problema crescente, a MDR-TB tornou-se preocupagdo global'6285%,
Mundialmente, em 2012, cerca de 450 mil pessoas desenvolveram MDR-TB, com
estimativa anual de 170 mil mortes, mas existe uma grande diferenga entre o numero
estimado de casos e o numero diagnosticado e tratado®2.

No Brasil, a ultima pesquisa nacional de M. tuberculosis resistente as drogas
constatou que os casos de MDR-TB representaram uma estimativa de 0,90% dentre
todos os casos de TB notificados, recentemente’®. No entanto, segundo a Organizagédo
Mundial de Saude, o Brasil faz parte dos cinco paises (Afeganistdo, Brasil, Republica
do Congo, Indonésia e Federagdo Russa), com alta carga de TB e de MDR-TB que
ainda possuem apenas dados parciais sobre a resisténcia e que devem, em razao
disso, considerar a realizagao, a curto prazo, de levantamentos de casos de TB com
resisténcia a drogas em todo o Pais, para melhor compreender o 6nus da MDR-TB e,
com isso, poder orientar o planejamento dos servigos de diagndstico e de tratamento’.

O MT é naturalmente resistente a muitos antibiéticos, trazendo dificuldade ao
tratamento. Essa resisténcia é devida, principalmente, ao fato de o envelope da célula
ser altamente hidrofébico, agindo como se fosse uma barreira permedavel. Muitos
determinantes de resisténcia potenciais, porém, sdo também codificados no genoma3°.
Com o sequenciamento do genoma, torna-se cada vez mais acessivel a
disponibilizacdo de uma tecnologia que detecte a resisténcia genotipica simultanea a

rifampicina e isoniazida e farmacos de segunda linha%?, mas para projetar ensaios de
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resisténcia baseados em testes moleculares rapidos, é necessario desvendar toda a
base genética da resisténcia aos antibidticos®3.

Dentre os desafios para alcangar o controle global da TB resistente a multiplas
drogas estdo a identificagcdo precoce dos casos, o tratamento nao téxico, de baixo
custo, a minimizag&o da transmissao e a vigilancia epidemioldgica eficaz®.

Os casos monorresistentes sao considerados aqueles com resisténcia a, pelo
menos, um antibidtico utilizado na poliquimioterapia para a TB e s&do o tipo mais comum
de ocorréncia. Os casos multirresistentes de MDR-TB sdo os que apresentam
resultados de TSA resistente a, pelo menos, a INH e a RIF, os dois principais farmacos
utilizados no tratamento da doenca e a polirresisténcia, € a resisténcia a dois ou mais
farmacos, exceto a RIF e a INH. (BRASIL, 2011). A resisténcia denominada XDR-TB
(extensively drug resistant) € definida como sendo o de resisténcia a INH e a RIF,
acrescido de resisténcia a uma fluoroquinolona e, pelo menos, a um agente de segunda
linha injetavel (amicacina, canamicina e/ou capreomicina)':52,

A aquisigao de resisténcia a antimicrobianos em micobactérias € um evento
aleatério, resultante de mutacdes espontaneas. E denominada de Resisténcia Natural,
quando surge, naturalmente, no processo de multiplicagdo do bacilo e independe de
contato prévio do bacilo com o farmaco. Ja a Resisténcia Primaria verifica-se em
pacientes que se infectaram com bacilos previamente resistentes. Por fim, a
Resisténcia Adquirida, também chamada de Resisténcia Pods-Primaria ou de
Resisténcia Secundaria, verifica-se em pacientes com TB inicialmente sensivel, que se
torna resistente, apds a exposicdo aos medicamentos. As principais causas do
surgimento da Resisténcia Adquirida sdo o uso de esquemas inadequados de
tratamento, o uso irregular do esquema terapéutico por ma adesao ou a simples falta
temporaria de medicamentos, o que acaba, nos trés casos, por privar o paciente da
regularidade do seu seguimento’®.

A histéria do tratamento de TB anterior continua a ser o risco mais importante
para a resisténcia. No entanto, em pacientes HIV positivos, devido a interagao dinadmica
entre o HIV e a TB e apesar de ainda nao estar completamente elucidada a relagao da
MDR-TB com o HIV, sabe-se que tal associagao € de grande importancia para a saude

publica, uma vez que tem sido associada com surtos de MDR-TB em ambientes
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institucionais, como hospitais e penitenciarias®*.

A RIF é um antibiético valioso para o tratamento de micobactérias, e se usado
em combinagdo adequada evita o aparecimento de resisténcia. O mecanismo de
resisténcia clinicamente significativo € definido por meio de uma mutacéao identificada
na regido do gene rpoB, que codifica o alvo de RIFS,

A vigilancia global e local da resisténcia do MT é essencial para os programas de
controle da TB, com grandes implicagdes na saude publica para a TB multiresistente,

uma vez que estas informagdes sdo importantes para evitar novas transmissdes®2.

5. Aspectos Socioeconémicos

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) assinala como uma das principais
causas para a gravidade contemporanea global da TB, a desigualdade social e suas
implicagdes, o envelhecimento da populagdo, os grandes movimentos migratérios e a
piora na qualidade dos programas de controle da doenga®6-%8.

Na sociedade atual, a desigualdade social € fendmeno desencadeado pela ma
distribuicdo de renda, com a consequente diferenca de acesso as variaveis
econdmicas, educacionais, de saude e de segurancga, que geram desigualdade em
varios niveis para a populagéo®®.

Apesar de ser curavel, existe um impacto na qualidade de vida da pessoa com
TB. Estudos sobre a qualidade de vida dessa populagao nao sao tao frequentes; alguns
resultados, porém, apontam para consequéncias fisicas, psicologicas e sociais®®. Uma
doencga, como a TB, pode significar mudanga na qualidade de vida e nas relagdes
pessoais e profissionais, haja vista que a doenga e os medicamentos podem causar
apatia, levando a uma menor disposicdo para o bom desempenho das atividades
cotidianas®. Os profissionais de salde que atuam nos servigos de atendimento a TB
precisam estar atentos a importancia da qualidade de vida do paciente e a necessidade
de, por parte deles, de uma melhor compreensdo das vivéncias daqueles que sao
acometidos pela doencga, visto que a falta de aderéncia ao tratamento pode ser
desencadeada pela falta de proximidade desses individuos com aqueles que l|hes

prestam o cuidado e os assistem do ponto de vista técnico®'-62.
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Para a manutengdo da qualidade de vida dos sujeitos que contraem essa
complexa doenca é preciso investigar e dar atencdo a fatores socioeconémicos,
estigma, discriminagdo. Deve-se, também, tentar combinar o tratamento,
preferencialmente, com a vida familiar, o trabalho e as atividades sociais do individuo
com TB®3. Oferecer ao usuario a baciloscopia, os exames complementares e a
medicacdo ndo garantem atendimento com equidade, conforme preconizado pelo
Sistema Unico de Saude (SUS). A integralidade do atendimento pode colaborar para a
redugdo do estigma do doente e pode, igualmente, prover acdes assertivas para o
tratamento, em especial nos casos de desigualdades socioeconémicas®.

Ha de se considerar, também, os sistemas inadequados de saude®, muitas
vezes sem um assistente social disponivel®. Para o controle da doenga, € preciso
organizar servigos para o diagnostico e o tratamento, além de haver maior flexibilidade
das equipes quanto ao tratamento diretamente administrado®? e de melhorar a coleta
das varidveis sociais nos sistemas de registro da TB®5, objetivando, com tal
procedimento, a busca de solugbes consonantes com O0s recursos a serem
disponibilizados em cada comunidade.

O deslocamento crescente de pessoas no mundo, devido a globalizagdo, pode
afetar o controle de TB nos paises receptores de imigrantes, por causa do aumento das
fontes de infeccdo. E de fundamental importancia a avaliagdo da incidéncia de TB entre
os imigrantes, segundo seu pais de origem®. Quando chegam ao destino, eles podem
tornar-se vulneraveis, devido a situagdo econbmica, as diferencas culturais e
linguisticas, a falta de conhecimentos sobre o acesso a assisténcia social e a saude e
as dificuldades com moradia no novo pais, ocasionando problemas de ordem fisica,
psicologica e social, o que pode acarretar piora nas condi¢gdes de saude e a diminuigao
da imunidade®’.

No Brasil, um exemplo bastante claro desse tipo de adversidade pode ser visto
junto a populagao de imigrantes bolivianos em algumas Subprefeituras do Municipio de
S&o Paulo, uma vez que seu pais de origem apresenta alta incidéncia de TB®8.
Clandestinos, eles se constituem em habitantes de segunda classe, que nao tém
acesso as facilidades dos imigrantes legais, tornando-se, assim, mais facilmente

expostos, muitas vezes, a condigdes degradantes de trabalho na industria de
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confecgbes, que |lhes impde carga horaria abusiva, a ser cumprida em ambiente
adverso, em lugares, como pordes, nos quais ha, geralmente, pouca luminosidade e
quase nenhuma ventilagdo®, aumentando o risco do acometimento de doencgas
respiratdrias e facilitando sua transmissdo’®. Dessa forma sdo necessdrias politicas

publicas especificas para o monitoramento e manutengéo de sua saude’".

6. Diagnostico laboratorial

Diagnéstico bacteriolégico

A capacidade inadequada de diagndstico da TB, de forma rapida e precisa,
continua a ser um obstaculo para o controle global da doencga’®.

O diagnéstico precoce das micobactérias faz-se por exame direto, cultura,
tipificagdo e teste de sensibilidade aos antimicrobianos, o que contribui para a
interrupcao do seu ciclo de transmissdo e para o controle e a cura da doencga’?76,

Embora os laboratérios desempenhem um papel fundamental no tratamento de
TB, apenas 57% dos 4,6 milhdes de casos novos de TB pulmonar, notificados em todo
o mundo, em 2012, foram bacteriologicamente confirmados, por meio de um método
diagnostico recomendado pela OMS (baciloscopia/cultura). Além disso, os 5,7 milhdes
de pacientes com incidéncia de TB, entre os casos novos da doenga e aqueles em que
a doenca se apresenta de forma recidiva, diagnosticados e notificados em 2012,
representam apenas 66% dos 8,6 milhdes de casos de TB globalmente estimados. A
diferenca reflete tanto a subnotificagdo de casos de TB diagnosticados, quanto a
incapacidade de diagnostica-los de maneira rapida e eficaz, incapacidade esta, em
parte, atribuida a falta de estrutura laboratorial de muitos paises”.

Do ponto de vista epidemiolégico, a baciloscopia direta do escarro é
fundamental, uma vez que determina as mais importantes fontes da infeccido: os
individuos baciliferos'®. Por tratar-se de exame ndo invasivo, rapido e econdmico, é o
método preconizado para o diagndstico da TB pulmonar*®, permitindo a visualizagao
microscépica do bacilo, por meio de coloragédo especifica Ziehl Neelsen (ZN)’7. Outra
técnica utilizada é a da fluorescéncia com auramina, que apresenta acuracia
semelhante e que, segundo alguns autores, aumentaria a sensibilidade da microscopia,
em relacdo ao ZN’®7° mas que, em casos positivos, precisa de confirmacao, pelo

ZN478081 Em regides carentes, como a Africa, a auramina tem sido largamente
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utilizada, com os microscépios com lampadas de Diodo Emissor de Luz (Light Emitting
Diode, LED), uma alternativa recente, recomendada pela OMS®, para a substituigdo do
microscopio convencional de fluorescéncia, que utiliza lampada de Vapor de Mercurio
(Mercury Vapor Lamp, MVP). Os microscopios com LED fornecem uma fonte de luz de
custo menor, com vida Gtil de 150 mil horas, sem risco potencial de toxicidade® e sem o
comprometimento das vantagens operacionais da técnica tradicional. A desvantagem,
de acordo com Hanscheid (2008)%4, é que esses microscopios, por serem monoculares,
podem levar a fadiga ocular. Em dois estudos®38%, nao foram encontradas diferencgas de
sensibilidade da fluorescéncia, por microscépio com MVP relativamente aquele com
LED, e, no estudo conduzido por Alfred et al. (2014)%, observou-se que houve
diminuicdo da especificidade da técnica de coloragdo por auramina, com microscopia
de LED, em relagao a coloracgao por ZN.

A sensibilidade da baciloscopia é baixa, variando entre 60 a 80%, conforme o
volume, o tratamento prévio da amostra e o nimero de campos examinados 686, Assim
sendo, pode apresentar resultados falso-negativos, em espécies paucibacilares, e/ou
falso-positivos, pela presenca de bacilos mortos, evidenciados na coloragdo®. No
entanto, ainda € um exame muito utilizado no Brasil, dada a escassez de recursos, em
grande parte do territorio nacional, para outros exames de alta complexidade.

O isolamento de micobactérias, a partir de espécimes clinicos, é o padrao-ouro,
por ser técnica mais sensivel e por permitir a identificacdo da espécie e o Teste de
Sensibilidade (TS) aos medicamentos utilizados no tratamento da TB. Nos casos
pulmonares com baciloscopia negativa, a cultura do escarro pode aumentar em até
30% o diagndstico bacteriolégico da doenga’, sendo que o método apresenta
especificidade acima de 98%?2.

As células de MT multiplicam-se muito lentamente em laboratério e necessitam
de trés a oito semanas de incubacdo, em meios artificiais solidos, os mais usados
sendo aqueles a base de ovo, como o Lowenstein-Jensen e o Ogawa-Kudoh’3,

No final da década de 90 do século passado, o sistema de cultura liquida,
Bactec® MGIT® 960 Mycobacteria Growth Indicator Tube (Becton & Dickinson,
Baltimore, Maryland, EUA) passou a ser utilizado, tanto para o isolamento, quanto para

a deteccdo de resisténcia a drogas, apresentando tempo médio de sete dias de
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detecgdo do bacilo causador da doenga (BRASIL, 2010) 4°, monitorando-se a incubagéo
por sistema informatizado”374.

A tipificagdo do MT é realizada, segundo caracteristicas fenotipicas, a
presenca do fator corda por microscopia corada por ZN"3 e o teste imunocromatografico
rapido AG MPT-64, que é um imunoensaio cromatografico para a identificacdo
qualitativa do CMt, que utiliza o anticorpo monoclonal MPTP-64. Este kit pode ser
utilizado para a identificagao rapida do CMt, em combinagdo com sistemas de cultura
sélida (colénia e fluido de condensacao) e de cultura liquida, com sensibilidade de
98,6% e com especificidade de 100%?%".

O TSA é uma ferramenta recomendada pelo PNCT, para avaliar a resisténcia
do bacilo frente aos farmacos, para detectar faléncia de tratamento e para monitorar a
resisténcia primaria e/ou adquirida, contribuindo, desta forma, para a interrupgao do
ciclo de transmissao de resisténcia e, também, para o controle e a cura da doenga'6.72-
74 Os testes de sensibilidade aos quimioterapicos utilizados no tratamento s&o
importantes para a prescricdo dos antimicrobianos adequados, que reduzem a
possibilidade de falha terapéutica e, portanto, contribuem para a melhora do quadro
clinico®.

O método utilizado no Brasil é o das proporgcdes, que utiliza concentragdes fixas
das drogas, e o sistema detecta resisténcia das cepas a determinadas drogas,
utilizando a proporcéo critica de 1%, associado ao sistema automatizado MGI/T® 960
(Becton & Dickinson, Baltimore, Maryland, EUA; BRASIL, 2008)’3, com algumas
modificagdes sugeridas por Giampaglia et al. (2007). A incubagéo é realizada por, no
minimo, cinco e, no maximo, 12 dias, com frascos contendo as drogas. A leitura,
programada para ser realizada a cada hora, € automaticamente interrompida, a partir
do indice final de crescimento obtido no tubo controle, com posterior emissao de
relatdrio final, no aparelho supracitado’4:8%%,

Os farmacos de primeira linha utilizados para a realizagdo do TSA sao: SM,
RIF, INH, EMB e PZA'S.
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Outros métodos laboratoriais

Na ultima década, os testes imunolégicos também tém sido empregados no
diagnodstico da TB. Alguns exemplos sdo a adenosinadeaminase e a replicagao de
bacteriéfagos, mas eles apresentam limitagcdes. Devido a baixa especificidade e
sensibilidade e a falta de valor clinico', ainda ndo s&o recomendados, para o
diagndstico de TB, pelos programas oficiais no pais*°.

Dentre os testes moleculares, o PCR em tempo real destaca-se, por sua
rapidez, tendo seu resultado liberado em de uma hora e meia a duas horas depois da
extragdo do DNA, com baixo risco de contaminagao, devido ao fato de, para fazé-lo,
utilizar-se apenas um tubo de ensaio. No entanto, esse teste apresenta, como
desvantagens, a necessidade de recorrer-se a equipamentos e a reagentes de custo
elevado, além de dispor de profissional especializado em Biologia Molecular4©.

Em 2010, recomendou-se o uso do teste molecular rapido GeneXpert®
MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, Califérnia, EUA), para o diagndstico da TB pulmonar e
da resisténcia a RIF, em adultos. Trata-se de método de amplificacdo de acidos
nucleicos, que permite a detecgédo simultdnea de MT e a triagem de resisténcia a RIF,
por meio da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) em
tempo real, que identifica corretamente 97,6% dos pacientes com resisténcia a RIF,
sensibilidade muito melhor do que da baciloscopia e semelhante a da cultura,
fornecendo resultados em menos de duas horas, sem necessitar de tratamento da
amostra’. Essa tecnologia molecular deve ser cada vez mais utlizada em
levantamentos de resisténcia a medicamentos, para simplificar a logistica e, assim,
reduzir a carga de trabalho dos laboratérios, além de reduzir o custo da triagem inicial
por sistemas convencionais’, mas ela ainda ndo substitui a microscopia convencional,
nem o cultivo do microorganismo, necessarios para monitorar o tratamento e a
detecgao de resisténcia a outras drogas™’.

Varios paises ja estdo usando, ou, para breve, planejam usar o GeneXpert®
MTB/RIF, como ferramenta de triagem, na resisténcia a droga, pois a resisténcia a RIF
€ 0 mais importante indicador de MDR-TB, com implicagdes clinicas graves para os
pacientes afetados. Como a maior parte desses métodos ndo se faz disponivel, na

atualidade, em paises nos quais a TB é altamente endémica, estima-se que apenas



60

10% dos atuais casos de MDR-TB sejam diagnosticados em todo o mundo e que
apenas a metade deles recebam tratamento adequado®'.

Devido as novas metodologias disponiveis, a OMS, em 2013, revisou e
modificou a definicdo de caso de TB, do ponto de vista bacteriolégico, baseando-se na
utilizacdo dos testes rapidos, como o geneX-pert, sendo considerado, caso novo todo
paciente cuja amostra biologica apresentar-se positiva na baciloscopia, na cultura ou no
método rapido, como o GeneXpert® MTB/RIF".

7. Uso de Técnicas de Biologia Molecular para o estudo de perfil molecular

O desenvolvimento e o aprimoramento do uso de técnicas de genotipagem de
cepas de MT, nas ultimas décadas, tém possibilitado a compreensdo da estrutura
populacional e da dinamica de transmissao desse patdégeno na comunidade, sendo
frequentemente aplicadas tais técnicas, para compreender as variagées genéticas e as
possiveis relacdes filogenéticas entre as varias cepas de MT, o que permite esclarecer
questdes cruciais para a satde publica®>%.

As técnicas mais utilizadas para estudos de tipagem molecular de membros do
CMt sao RFLP-IS6110 (Restriction Fragment Lenght Polymorfism), MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) e Spoligotyping®*.

Utilizando um fragmento de insercédo IS6110, no ano de 1993, Van Embden e
colaboradores®, publicaram um protocolo-padréo, aceito internacionalmente, para a
tipagem de isolados de MT. O fragmento 1IS6110 é um transpdson que se repete, varias
vezes (em geral, de uma a 25 repetigdes), dentro do genoma da micobactéria®, com
uma sequéncia de 1.361 pb que se tem mostrado bastante conservada entre os
diferentes isolados®. O método tem, por base, a digestdo do DNA gendmico bacteriano
por enzimas de restricio chamadas de endonucleases, que geram fragmentos de
diferentes comprimentos, os quais sdo separados em gel de agarose e sdo, a seguir,
hibridizados por uma sonda de DNA®’. A diferenca na localizagdo e no numero de
copias dessa sequéncia de insercao € o que define o polimorfismo entre os isolados.
Na espécie MT, o numero de cépias dessa sequéncia de insercao € frequentemente

alto, conferindo a espécie elevado poder de discriminacdo®. Com excelente poder
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discriminatério, essa metodologia foi considerada, na década de 90 do século XX,
padrao-ouro para a tipificagdo de cepas de MT*°.

Desde entdo, a genotipagem baseada em I1S6110 vem, com sucesso, sendo
utilizada, para rastrear a transmissédo da TB, em surtos; para confirmar, em laboratdrio,
a contaminacio cruzada da doenca; para identificar os fatores de risco da doenca entre
as populacdes de pacientes com TB e para investigar a dindmica da transmissao da TB
em populagdes®-100.101,

No entanto, esse método apresenta inumeras limitagdes, pois, na presenga de
isolados com baixo numero de cépias de 1S6110 (menos do que seis cdpias), seu poder
discriminatério diminui, sendo necessaria a utilizacdo de métodos complementares de
genotipagem. A metodologia requer ainda DNA com alto grau de pureza e de
concentragdo, aliado a exigéncia de um trabalho laboratorial intenso%2,

Outra técnica de tipagem molecular, Spoligotyping, baseia-se na amplificagao,
por PCR, de um unico locus. Trata-se de técnica rapida, de facil execucéo, baseada no
polimorfismo da regido da regido DR (Direct Repeat), presente exclusivamente no
genoma de micobactérias do CMt. A micobactéria possui uma regido cromossémica
distinta, contendo multiplas regides de 36-pb (na regido DR) intercaladas por
sequéncias de DNA (35 a 41 pb) Unicas de espacadores'%,

O método Spoligotyping consiste na deteccdo desses espacadores (cerca de
43) na regido DR do genoma das cepas de MT'%“ Os espacadores podem ser
representados por codigo binario, o qual pode ser positivo ou negativo, sendo
considerado positivo, quando, na membrana hibridizada, ha a presenca de espacador,
e negativo, quando ausente o espacador'®. Os isolados de MT de amostras clinicas
variam, de acordo com o numero de DRs, e variam, ainda, com a presenga ou com a
auséncia das sequéncias espacadoras’%®,

Essa metodologia € utilizada na identificacdo e na diferenciagdo dos membros
do CMt e pode ser uma alternativa de tipagem para as amostras com poucas copias de
IS6110. O poder discriminatério do Spoligotyping € menor, quando comparado ao do
RFLP 1S6110'%, Entretanto, varios grupos de pesquisadores reportaram que é um
método secundario de genotipagem, que pode ser utilizado para rastreamento de um

grande numero de isolados, fornecendo respostas rapidas, na investigagcédo
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epidemiologica’@107.108 - Como pode superestimar as ligagdes epidemioldgicas, €
recomendado que tal metodologia, quando adotada, esteja associada a uma outra
técnica’®®.

Os “spoligotipos” comuns a mais de um isolado sdo designados como Shared
Types (ST) e tém a si atribuido, individualmente, um numero designado como Shared
International Type (SIT), de acordo com o0 banco de dados internacional do Instituto
Pasteur de Guadalupe (SITVITWEB)'%112_ Os SITs s&o entdo agrupados em familias e
subfamilias.

Outra proposta de tipagem molecular utilizada por varios grupos de
pesquisadores € o “Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — Variable Number
Tandem Repeats”™ MIRU-VNTR®: 113115 Com efeito, na década de 90, Supply e
colaboradores (2000)'"? identificaram, no genoma do MT, elementos repetitivos,
similares as sequéncias de minissatélites anteriormente descritas no genoma humano.
Os minissatélites no genoma dos eucariotos superiores encontram-se dispersos, em
milhares de copias, com tamanhos que variam entre 10 e 100 pb, e muitos desses loci
sao hipervariaveis em seres humanos e em outros animais, recebendo a denominacgao
de Variable Number Tandem Repeats (VNTRS).

Dentro do genoma micobacteriano, as regides de VNTR sao compostas por 40 a
100 pb de sequéncias repetitivas, chamadas Unidades Repetitivas Intercaladas
(MIRUs), sendo algumas idénticas e outras que variam ligeiramente em sequéncia e
comprimento, os quais podem ser denominados de acordo com sua localizagdo no
genoma bacteriano'"®.

Este método teve por base, inicialmente, a amplificacdo, pela PCR, de um
sistema com 12 (MIRUs 2, 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26, 27, 31, 39 e 40) dos 41 loci
identificados no genoma do MT, com condi¢bes de amplificagdo especificas de cada
locus descritas por Mazars et al. (2001)'"7.

Supply et al. investigaram, em 2006''4, o poder de resolugdo, a estabilidade
clonal e a aplicabilidade da técnica em estudos de epidemiologia molecular e, entao,
propuseram, como uma ferramenta de alta resolugdo para estudos filogenéticos, a
utilizacao de 24 loci. Os MIRUs propostos incluem os 12 sistemas ja descritos acima,
mais os recém-inseridos Mtub 04, ETRC, ETRA, Mtub 30, Mtub 39, QUB 4156, QUB
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11b, Mtub21, QUB 26, Mtub 29, ETRB e Mtub34. Todos esses locos exibem
polimorfismos, em numero de cépias, entre os isolados de MT néao relacionados, de
diversas origens geograficas, além de serem altamente estaveis, entre isolados com
ligagdo epidemiologica’!3-115.118,

Alguns autores relatam que, na discriminagao de isolados de MT, o sistema com
24 locos demonstrou maior confiabilidade, em relagdo ao conjunto de 12 locos
originalmente sugeridos, com resultados altamente replicaveis e faceis de serem
trocados entre laboratérios''%120, J4 em outros estudos, o sistema de 15 loci vem
apresentando um maior poder de discriminagéo, entre os isolados de MT, concluindo
que esse tipo de estratégia pode ser util na genotipagem do bacilo da TB'?".122,

Atualmente, a associacdo de métodos moleculares, principalmente aqueles
baseados em reagdes da PCR tem proporcionado grande impulso aos estudos da
epidemiologia molecular do MT. A técnica de MIRU, quando aplicada, como primeira
técnica de escolha de tipagem, associada com a técnica de Spoligotyping, tem
apresentado, na grande maioria dos casos, excelente discriminagéo'%4123,

Embora o CMt seja considerado um taxon relativamente homogéneo, com
relagdo a sua sequéncia de DNA, o aumento no numero de espécies e de linhagens
genéticas especificas revelou variagdes de elementos genéticos repetitivos, moveis.
Essas diferengas tém sido exploradas, como marcadores, para fins epidemiolégicos, ou
para a identificacdo de estirpes, em nivel de espécie, aumentando a compreensao da
biodiversidade do MT, com relagdo a sua filogenia, as variagdes nas preferéncias
geograficas, a viruléncia, a transmissibilidade, a resposta do hospedeiro, a resisténcia
as drogas e a capacidade de induzir respostas imunes'?.

Estudos epidemiolégicos tém apontado, também, que a distribuicdo genotipica
do CMt é fortemente relacionada a area geografica, a populagdo humana e a etnia'?®-
128, Tais estudos permitiram definir o CMt em seis grandes linhagens filogeograficas
mundiais, as quais foram ainda subdivididas em familias: a Indo-Oceanica (EAI); a
Leste Asiatica, incluindo Pequim (W/Beijing); a Leste Africano-Indiana (CAS); a Euro-
americana (Latino-Americana e Mediterranea ou LAM); a Africa Ocidental ou

Mycobacterium africanum | e a Africa Ocidental ou Mycobacterium africanum .
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Os padrbes de spoligotyping permitem agrupar diferentes cepas de MT, em
familias (subespécies) epidemiologicamente importantes'®. Uma das principais é a
familia LAM, que pertence a linhagem Euro-americana e é dividida em subfamilias, de
LAM 1 a LAM 10'%°, A superlinhagem Euro-Americana possui, ainda, outras familias
menores, a S, a T e a X e a Toscana. A familia dominante no Brasil e na América, em

geral, tem sido a Euro-Americana 93130.131 'em suas subfamilias, T e H'"® 132133,

Consideragoes finais

Doenga antiga e atual no contexto mundial, a TB merece atencdo dos Poderes
Publicos, por suas caracteristicas de transmissibilidade, de necessidade de tratamento
prolongado e de dificil adesdo do paciente ao tratamento. Somam-se a esses fatores o
advento da AIDS e a resisténcia as drogas, problemas globais que agravam a doencga e
complicam sua cura.

Em plena Era da Biologia Molecular, testes rapidos e microscopia por lampadas
LED, a TB ainda apresenta forte estigma social e se encontra no rol das doencgas
negligenciaveis. Mesmo com os grandes avangos obtidos nos testes de diagndstico da
TB e apesar das conhecidas limitagdes dos métodos bacteriolégicos classicos, estes
ainda se mostram a modalidade mais usual dentre os métodos de deteccdo da TB e
seguem sendo muito utilizados para o diagnostico da doenga, principalmente em paises
com poucos recursos financeiros.

Para o desenvolvimento de ensaios de resisténcia baseados em testes
moleculares rapidos ainda é necessario desvendar por completo a base genética da
resisténcia aos antibidticos.

Embora a vacina atualmente disponivel proteja das formas mais graves da
doenga, ha a necessidade de uma forma mais efetiva de protegao contra a TB.

Houve, nos ultimos anos, uma diminuicdo do numero de casos no mundo todo,
mas, dentre os desafios, ainda esta a necessidade de pesquisas na area, de
envolvimento politico, de lideranga estratégica e de treinamento permanente dos
profissionais, além de monitoramento e vigilancia dos casos, no sentido de eliminar a

doenca, ameaca de Saude Publica mundial.
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Os programas de cooperacéo internacional tém contribuido para a capacitagao
dos recursos humanos e para o fortalecimento das instituicbes dos paises participantes
do consorcio colaborativo, gracas a transferéncia de conhecimentos técnicos e gragas,
ainda, a disponibilizagdo de equipamentos visando ao desenvolvimento de estratégias
transnacionais de eliminagao da TB.

A presente revisdo da literatura especializada n&o inclui todas as nuances
relativas a TB, uma vez que seria impossivel de fazé-lo neste espaco, diante das
multiplas facetas da doenga. Embora apresente a limitagdo de nao ter incluido todos os
estudos concernentes aos temas aqui explorados, espera-se contribuir como uma
abordagem geral dos temas relevantes sobre a doenga, nos dias de hoje.
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Drug-resistant tuberculosis (TB) is a growing global threat. Approximately 450,000 people developed multidrug-
resistant TB worldwide in 2012 and an estimated 170,000 people died from the disease. This paper describes the
sociodemographic, clinical-epidemiological and bacteriological aspects of TB and correlates these features with the
distribution of anti-TB drug resistance. Mycobacterium tuberculosis (M7) cultures and drug susceptibility testing were
performed according to the BACTEC MGIT 960 method. The results demonstrated that MT strains from individuals who
received treatment for TB and people who were infected with human immunodeficiency virus were more resistant to TB
drugs compared to other individuals (p < 0.05). Approximately half of the individuals received supervised treatment,
but most drug-resistant cases were positive for pulmonary TB and exhibited positive acid-fast bacilli smears, which
are complicating factors for TB control programs. Primary healthcare is the ideal level for early disease detection, but
tertiary healthcare is the most common entry point for patients into the system. These factors require special attention
from healthcare managers and professionals to effectively control and monitor the spread of TB drug-resistant cases.

Key words: tuberculosis - diagnosis - antimicrobial resistance

An inadequate capacity to quickly and accurately di-
agnose tuberculosis (TB) in developing countries (WHO
2011) and the growing threat of multidrug-resistant TB
strains (MDR-TB) are global concerns (Said et al. 2012).
Approximately 450,000 people developed MDR-TB
worldwide in 2012, with an estimated 170,000 deaths an-
nually. Most TB cases and deaths occurred in men, but
this disease remains one of the top three causes of deaths
in women worldwide (WHO 2013). The lack of low-cost
testing, the long duration of treatment, the lack of an ef-
fective vaccine and the emergence of drug-resistant TB
in low-income countries are limiting factors for disease
control worldwide (Lawn & Zumla 2011).

The Brazilian National Tuberculosis Control Pro-
gram (PNCT) recommends antibiotic susceptibility test-
ing (AST) to evaluate bacilli resistance to anti-TB drugs,
detect treatment failure and monitor the primary and/or
acquired nature of resistance, which interrupts the trans-
mission cycle of drug resistance to control and cure the
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disease (MS/SVS/DVE 2008, 2011, Parrish & Carroll
2011). These strategies reduce the risk of drug-resistant
TB and MDR-TB. which are particularly important in
immunosuppressed individuals. AST is performed using
the following first-line drugs: streptomycin (SM), rifam-
picin (RMP). isoniazid (INH). ethambutol (EMB) and
pyrazinamide (PZA) (MS/SVS/DVE 2011).

Epidemiological features and disease control vary ac-
cording to the geographic region. Therefore. knowledge of
the characteristics of patients with drug-resistant TB is es-
sential to develop therapeutic measures and establish poli-
cies to control the problem in Brazil (Melo et al. 2003).

This study identified the antimicrobial response of
MT to the drugs that comprise anti-TB polychemother-
apy to identify possible correlations between resistance
and the sociodemographic and clinical-epidemiological
features of patients.

MATERIALS AND METHODS

This cross-sectional study was conducted in a city
located in the northern region of the state of Sao Paulo
(SP) (coordinates: 20°49°11"°S 49°22°46>"W) with a pop-
ulation of 408.258 individuals (IBGE 2010) [estimated
population in 2014: 415,769 individuals (SES/CVE/DCT
2008)]. This municipality is a priority in the PNCT be-
cause of the high incidences of TB and human immu-
nodeficiency virus (HIV) (SES/CVE/DCT 2008, Ven-
dramini et al. 2010, SMPGE 2013).
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The majority of the population in this study lives in a
city with demographic and social indicators that are sim-
ilar to developed countries. The United Nations Devel-
opment Program considers a Human Development Index
of 0.797 high and the levels of wealth, life expectancy
and education are good (SMPGE 2013). The incidence
of TB in 2009 was 23.1/100.000. The TB-HIV co-infec-
tion rate was 23% and the TB detection rate was 73.2%.
Cure, dropout and mortality rates were 77.7%. 6.8% and
15.5%. respectively (SMSH 2009, Ponce et al. 2013).

The population of this study consisted of patients
whose samples were cultured, identified and subjected to
AST of MT between 2009-2013. Patients of both genders
who were suspected of having TB that was subsequently
confirmed using a positive acid-fast bacilli (AFB) smear
or MT strain typing were included in the study.

Data were retrieved from the records of the regional
reference laboratory for the Epidemiological Surveillance
Groups (GVE) 29 and 30. which serve 102 municipalities
in the region and an estimated population of 1,493.835 in-
habitants [population of GVE 29: 1.237.177 and popula-
tion of GVE 30: 256,658 (SES/CVE/DCT 2008)]. All cul-
tures from GVE 30 were sent to the reference laboratory.
Other laboratories also (2 hospitals and 3 laboratories
from the private healthcare network) cultured samples
from GVE 29. However. culture samples that were found
positive in other laboratories and fulfilled the criteria
established by the PNCT (SES-SP/CVE/DT 2002, MS/
SVS/DVE 2008) were sent to the reference laboratory for
typing and susceptibility testing.

Sociodemographic and clinical-epidemiological data
were collected from the medical records of patients who
received TB treatment in the Municipal Reference Cen-
tre for Tuberculosis Control and Government Health
Clinics and were complemented by the TB Surveillance
System of Sdo Paulo State (TB-WEB) (SES/CCD/CVE/
DCT 2008). which is a system that was developed as a
joint venture between the State Department of Health
and Sao Paulo State Data Processing Company. Collect-
ed data included gender. age. years of schooling. AFB
smear and HIV test results, deprivation of liberty, use of
alcohol. tobacco and illicit drugs. clinical presentation of
the disease and details of previous TB treatment.

All subjects with positive MT complex samples for
which AST was performed in the mycobacteria labora-
tory of the Regional Reference Laboratory during the
study period were included.

Samples that were contaminated during strain iden-
tification or AST and samples with insufficient material
to perform all tests were excluded.

Samples in the laboratory were used for the direct
examination of AFB in smears stained using the Ziehl-
Neelsen method. Bacilli were counted using a semiquan-
titative scale (score) according to the bacterial index as
recommended by the Brazilian Ministry of Health (MS/
SVS/DVE 2008).

Associated microbiota were eliminated from clinical
specimens during culturing following the neutralisation
and decontamination procedures of Petroff’s method.
The decontaminated material was inoculated in flasks
containing MGIT 960 medium (Becton & Dickinson,
USA) according to the manufacturer’s instructions
(Parrish & Carroll 2011).

Positive cultures were examined using AFB after
subculture in Ogawa-Kudoh medium in a bacteriological
incubator at 37°C to obtain colonies (Miller et al. 2002).
MT was identified in grown colonies using the PNB
growth inhibition method (medium with p-nitrobenzoic
acid at 500 pg/mL) to identify colony morphology and
confirm the presence of cord factor following the tech-
niques recommended in the Manual of Tuberculosis
Bacteriology (MS/SVS/DVE 2008).

Strains identified as MT were tested to assess their
susceptibility to the antimicrobial drugs that comprise the
polychemotherapy recommended by the Brazilian Minis-
try of Health: INH, RMP, SM and EMB (MS/SVS/DVE
2008). Susceptibility to PZA was performed separately
using the pyrazinamidase test (Collins et al. 1997).

Susceptibility testing was performed using the
BACTEC MGIT 960 system (Becton & Dickinson)
following the manufacturer’s instructions with some
modifications as suggested by Giampaglia et al. (2007).
Briefly, the turbidity of the MT inoculum was adjusted
to McFarland scale 1. This suspension was diluted 1:5
and 1:100 using sterile distilled water. Then, 0.5 mL of
the 1:5 inoculum was added to tubes containing BBL-
MGIT 960 medium and the following drugs in the re-
spective final concentrations were added: SM 1.0 pg/
mL, INH 0.1 pg/mL, RMP 1.0 pg/mL and EMB 5.0 pg/
mL. Simultaneously, the 1:100 suspension was used to
inoculate a tube containing the culture medium without
drugs (growth control tube).

The tubes were incubated for five and 12 days at 37°C
in an automated MGIT 960 device (Becton & Dickin-
son). Readings were taken at hourly intervals during this
period until the final growth index was attained in the
growth control tube and a subsequent final report was
issued (Kruuner et al. 2006, Riisch-Gerdes et al. 2006,
Parrish & Carroll 2011).

Patients resistant to at least one antibiotic in the poly-
chemotherapy regimen for TB were classified as mono-
resistant. Patients resistant to at least INH and RMP
based on the AST were classified as MDR-TB and pa-
tients with resistance to two or more drugs, except for
both RMP and INH. were classified as poly-resistant
(MS/SVS/DVE 2011).

Patients were stratified based on AFB smear results
(positive or negative), schooling (less than, equal to or
more than 8 years of education) and age (15-45 years and
older than 45 years) for statistical analyses.

Chi-square and Fisher’s exact tests were used for sta-
tistical analyses and the odds ratio was used as a measure
of association. A significance level of 5% was adopted.

The Research Ethical Committee of the Adolfo Lutz
Institute in SP approved the study (protocol 079/2011).

RESULTS

The TB-WEB database identified 1.579 patients
who received TB treatment in GVE 29 and 30 during
the study period (municipal: 794 subjects: regional: 785
subjects). AFB smears (n = 887) and cultures (n = 151)
were used as the diagnostic criteria for 1,038 of the pa-
tients registered in the TB-WEB system. There was no
bacteriological confirmation for the remaining cases.
The population of the current study included 84.1% (n =



TABLE I

Laboratory diagnostic results of clinical specimens from
patients diagnosed with AMycobacterium tuberculosis®

Tests n (%)
Acid-fast bacilli smear
Positive 221 (63.5)
Negative 127 (36.5)
Antibiotic susceptibility testing
Susceptible 317 (91.1)
Resistant
Mono-resistant (n = 23)
INH 72
RMP 4 (1.
PZA -
SM 12 (3.4)
EMB -
Multidrug-resistant (n = 6)
INH + RMP 2 (0.6)
INH + RMP + PZA 3 (0.9
SM + INH + PZA + RMP 1(0.3)
Poly-resistant (n = 2)
SM + INH 2 (0.6)
Total 31 (8.9)

a: n=348: EMB: ethambutol: INH: isoniazid: PZA: pyrazina-
mide; RMP: rifampicin; SM: streptomycin.

127/151) of TB cases confirmed by cultures and 24.9%
(n =221/887) of cases confirmed by AFB smears.

A total of 348 MT strains, isolated from 348 individ-
uals. were subjected to AST. All of these patients were
being treated in the Healthcare Services of the region.

The patients had a mean age of 38.8 years [standard
deviation (SD) 3.6] and the majority (n=295: 84.8%) were
male. Stratification according to the TB-WEB system
revealed that most patients had either four-seven years
(36.4%) or eight-11 years (28.9%) of schooling, 18.4% of
subjects were diagnosed with TB previously and 18.4%
were HIV-positive. Alcoholism (27.6%). smoking (20.4%)
and drug addiction (17%) were the other most commonly
observed problems. Approximately 94% of cases were
positive for pulmonary TB and 56% received supervised
treatment or directly observed treatment. short-course.

Collected clinical samples sent to the laboratory in-
cluded sputum (95.6%). bronchoalveolar lavage fluid
(1.4%), gastric lavage fluid (1.2%), pleural fluid (0.6%),
blood (0.6%). ascitic fluid (0.3%) and cerebrospinal fluid
(0.3%). A total of 70.1% of the samples were used to di-
agnose TB and 29.9% were used for treatment control.
The highest number of MT strains (33.6%) was identi-
fied in prisons, followed by primary (28.2%), tertiary
(24.1%) and secondary healthcare institutions (12.9%).
The lowest percentage of MT strains (1.2%) was identi-
fied in the private healthcare network.

A total of 317/348 (91.1%) of the analysed cases were
susceptible to all tested drugs and 31/348 (8.9%) were
resistant to one or more drugs used in TB treatment
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regimens. Drug-resistance was distributed as follows:
23 strains were resistant to one drug used to treat TB:
MDR-TB was observed in six strains and poly-resistance
was observed in two strains (Table I).

Seven of the patients with any type of resistant strain
were diagnosed at the primary healthcare level and 10 pa-
tients were diagnosed at the secondary healthcare level.
Nine patients were diagnosed at the tertiary healthcare
level. Three patients were diagnosed in closed institutions
(prisons) and two patients were diagnosed in other institu-
tions. AST was performed concomitant to TB diagnostic
tests for 24 patients with resistant strains. All 31 MT iso-
lates were obtained from pulmonary clinical specimens.

Table II describes the distribution of sociodemograph-
ic, epidemiological and clinical aspects associated with
drug resistance. Patients most frequently appeared in the
15-45 year age group, who had less than eight years of
schooling, with smear-positive pulmonary TB and who
submitted to supervised treatment. Other features. such as
the use of alcohol and tobacco and being deprived of lib-
erty. were not positively associated with TB resistance.

Drug-resistant TB was positively associated with
HIV infection and previous TB treatment (Table II).

Seven (7/31) patients with drug-resistant TB were
also HIV-positive and received previous treatment. The
most frequent resistance profile in these individuals was
INH-mono-resistant TB (n = 3).

DISCUSSION

A further understanding of drug-resistant TB is es-
sential to eradicate this discase worldwide. This study
demonstrated the resistance of MT strains to TB poly-
chemotherapy in a strategic region of SP. The rate of
drug-resistance in the study area was lower than other
parts of the country, but the study area lies where SP con-
verges with the southern region of the states of Minas
Gerais (MG) and Mato Grosso do Sul. The study area
is the headquarters of the eighth Sdo Paulo Administra-
tive Region, which is an important centre for healthcare
and other services (SMPGE 2013). Healthcare services
are provided to the local population and the region of the
states mentioned above and the state of Goias (Gazetta et
al. 2007). This region is also a distribution centre of illicit
drugs to other states and it has a high rate of acquired im-
mune deficiency syndrome (AIDS). which influences TB
co-infections (Santos et al. 2009). Control measures need
to be prioritised to contain the spread of resistant strains
because of the geographical proximity to other Brazilian
states and the intense migration of people seeking jobs.

The results of gender (Fandinho et al. 1999, Brito et
al. 2004, Zaman et al. 2005, Mendes et al. 2007, Roz-
man et al. 2007, Vieira et al. 2007, Coelho et al. 2012,
Micheletti et al. 2014). mean age (Teixeira et al. 2001,
de Souza et al. 2006, Mendes et al. 2007, Rozman et al.
2007, Vieira et al. 2007, Marques et al. 2010. Coelho et
al. 2012, Micheletti et al. 2014) and educational level
(Brito et al. 2004, Vieira et al. 2007) were similar to oth-
er authors. These data demonstrate that TB mainly af-
fects adult males with low educational levels (Baptista et
al. 2002, Melo et al. 2003, Motta et al. 2009, Vendramini
et al. 2010, Valenga et al. 2012).

Co-infection with HIV is a challenge for the diagnosis
and treatment of TB and disease control requires a global



4 M. tuberculosis resistance * Heloisa da Silveira Paro Pedro et al.

TABLE II
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Distribution of the main sociodemographic, epidemiological and clinical characteristics associated with drug resistance

Characteristic Susceptible Resistant OR 95% CI p Total”
Gender
Male 269 26 0.92 0.33-2.53 0.900 295
Female 48 5 53
348
Age group (years)
15-45 230 23 0.91 0.39-2.13 0.987 253
>45 87 8 95
348
Educational level® (years)
<8 164 12 1.04 0.39-2.64 1.000 176
=8 105 8 113
289
HIV*
Negative 248 17 3.36 1.51-7.47 0.004 265
Positive 52 12 64
329«
AFB smear
Negative 117 10 1.22 0.55-2.69 0.698 127
Positive 200 21 221
348
Deprivation of liberty*
No 174 21 0.33 0.12-0.91 0.035 191
Yes 124 5 129
320
Alcoholism¢
No 225 20 1.30 0.58-2.90 0.526 245
Yes 86 10 96
341¢
Tobacco smoking”
No 246 23 1.16 0.48-2.84 0.813 269
Yes 64 7 71
340
Drug addiction®
No 256 28 0.32 0.07-1.41 0.133 284
Yes 56 2 58
342¢
Clinical presentation
Pulmonary 304 31 2.66 0.00-2.66 0.165 335
Extrapulmonary 13 - 13
348
Previous TB treatment”
No 259 14 5.66 2.57-12.47 <0.001 273
Yes 49 15 64
3374
Type of treatment”
Supervised 180 15 0.79 0.31-2.00 0.818 195
Self-administered 106 7 113
308

a: data not available at TB Surveillance System of Sao Paulo State: AFB: acid-fast bacilli: CI: confidence interval: HIV: human
immunodeficiency virus; OR: odds ratio: TB: tuberculosis.



effort (Lawn & Zumla 2011, MS/SVS/DVE 2011, Miiller
et al. 2013, Zumla et al. 2013). The municipality in this
study exhibited high co-infection rates compared to na-
tional and state levels (Vendramini et al. 2010). Therefore,
this area is a priority for TB control. Anti-TB drug re-
sistance was associated with HIV infection in this study.
Approximately 40% of the drug-resistant strains were
from patients living with HIV/AIDS, which suggests that
special attention and healthcare measures should be tar-
geted to this population. The World Health Organization
(WHO) recommends that these patients undergo AST at
the beginning of treatment and the standard WHO-recom-
mended drug treatment should be adopted while awaiting
the AST results. Rapid molecular tests should also be used
to detect drug-resistant TB (CT/GTD 2009).

Most drug-resistant TB cases occur because of irreg-
ular treatment and treatment dropout. The current study
demonstrated that previous TB treatment was associated
with drug resistance. which was described previously (de
Souza et al. 2006, Faustini et al. 2006, Hoffner et al. 2009,
Wang et al. 2012, Al-Hajoj et al. 2013, Liu et al. 2013,
Micheletti et al. 2014). Other factors. such as alcoholism
and illicit drugs. were not associated with antibiotic resis-
tance. but these factors contribute to the treatment drop-
out rate and noncompliance to treatment (MS/SVS/DVE
2011). Additionally, interactions with antiretroviral ther-
apy may cause intolerance and toxic effects (Zumla et al.
2013). Smoking may also prolong treatment and overload
the public healthcare system because smoking is associ-
ated with delayed sputum culture conversion and a higher
recurrence rate (CT/GTD 2009). The economic impact
should also be mentioned because the treatment of drug-
resistant cases is more expensive than nondrug-resistant
cases (Garcia 2003, de Souza et al. 2006). Drug-resistant
TB is more difficult to treat because it may prolong the
infectious period, reduce the odds of cure and result in
increased transmission (French et al. 2008).

The high number of patients with resistant strains
who exhibited positive AFB smears contributes to dis-
case transmission. Notably. the percentage of patients
with resistant strains at diagnosis may facilitate the
spread of resistant MT. which could be a complicating
factor for TB control programs and therapeutic regi-
mens. These results suggest the need for a systematic
monitoring of circulating strains. Approximately half
of the individuals underwent supervised treatment. but
most individuals had pulmonary cases that were used for
diagnostic assessment. These cases were smear-positive
and drug-resistant. which are complicating factors for
control programs and require the attention of surveil-
lance teams with rapid interventions, as stressed by the
WHO (2011). This type of surveillance is essential to ef-
fectively monitor and control the spread of a global TB
epidemic (Talip et al. 2013) and reduce the transmission
of resistant strains (Marais et al. 2013).

The local healthcare network is composed of 13 Gov-
ernment Healthcare Clinics, 11 Family Healthcare Clin-
ics, five Emergency Care Clinics. one Tuberculosis and
Leprosy Outpatient Clinic, one Sexually Transmitted
Disease/AIDS Outpatient Clinic and six hospitals (Ponce
et al. 2013). However, more than half of the cases in this
study were diagnosed at the tertiary level (i.e.. in hospitals
where the patient is usually diagnosed in a severe condi-
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tion) or prisons. which are closed institutions with a high
risk of TB transmission. Ponce et al. (2013) reported that
approximately 40% of the cases were diagnosed at hos-
pitals since 2000, which was after the decentralisation of
TB control measures and investments in primary health-
care. The rate of total TB cases and drug-resistant cases in
the current study (24.1%) was lower than the abovemen-
tioned study. However, MDR-TB (SM-+INH+PZA+RMP)
was detected in a young female healthcare professional
who died quickly during the early treatment stage of
the disease. The fact that she was a healthcare profes-
sional at a hospital is worrisome because there was a risk
of transmission/exposure of this resistant strain to other
professionals and patients of that hospital. The Centre for
Epidemiological Surveillance (SES/CVE/DCT 2013) rec-
ommends that all TB cases in healthcare professionals
be investigated quickly. Surveillance. hospital infection
control and occupational healthcare services should be
involved in these investigations because the Social Wel-
fare Regulation of the Brazilian Ministry of Health (MS/
SVS 1999) considers TB an occupational or work-related
disease. Primary healthcare is the ideal level for early
disease detection, but tertiary healthcare has been the
entry point of patients into the system. which increases
the risk of transmission and suggests that TB diagnosis is
delayed. This fact requires special attention from health-
care managers and professionals.

Prisoners are at a greater risk of infections because of
conditions that include overcrowding, poor air circulation,
poor hygiene and sanitation. nutritional deficiency. high-
risk behaviours, including alcohol abuse and illicit drug
use and contact with other infectious diseases (Martin et
al. 1994, Reyes & Coninx 1997, Lobacheva et al. 2007).

Notably. the results of this study indicate that resis-
tance to anti-TB antibiotics was lower in liberty-deprived
individuals than nondetainees. However, the WHO rec-
ommends that TB control policies should target prisons
and long-term care facilities to minimise the risk of
transmission by instituting changes in the organisation
of the service, including training and a reorganisation of
care. Local TB control programs should prioritise health
surveillance measures to diagnose the disease at the pri-
mary healthcare level (MS/SVS/DVE 2011). Addition-
ally, professionals working in governmental and nongov-
ernmental institutions should discuss the need for more
investment targeted at groups who are at highest risk for
resistant MT strains (e.g.. HIV-positive individuals, indi-
viduals in contact with patients with drug-resistant TB,
homeless people and patients seen in hospitals and pris-
ons without effective control measures) (Kritski 2010).

Studies in different regions of the states of Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul, Ceara, Mato Grosso, SP and
MG reported variations in resistance levels in respiratory
samples (Aratjo et al. 2005, de Souza et al. 2006, Men-
des et al. 2007, Rozman et al. 2007, Marques et al. 2010,
Coclho ct al. 2012, Micheletti et al. 2014). Resistance to
any drug in the current study was detected in 8.9% of
the cases, which is lower than the abovementioned val-
ues. MDR-TB cases are less common, but these cases are
the most severe (Pereira 2012). The rates of MDR and
poly-resistance in the current study were also identified
in other studies in the state (Baptista et al. 2002, Rozman
et al. 2007, Coelho et al. 2012).
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The lack of complete information of some variables
in the TB-WEB system hindered analyses in this study.
Nevertheless, the information presented here is valuable
for the management and prevention of drug-resistant TB
in the study area and other areas of the country.

It is important to emphasise that knowledge of the mo-
lecular profiles of the strains that are circulating in the
region and the implementation of rapid molecular tests for
routine diagnosis will promote faster measures to control
TB. particularly the transmission of TB strains that are
resistant to currently available treatment drugs. Skills and
resources are required for these tests, which are in ac-
cordance with the Stop TB Strategy towards eradication.
These tests should be implemented particularly in devel-
oping countries, such as Brazil (Zumla et al. 2013).

The sociodemographic and clinical-epidemiological
features of infections caused by MT revealed that most
TB patients were working-age adult males with less than
eight years of schooling. Pulmonary TB accounted for the
majority of TB cases and more than half of the patients re-
ceived supervised treatment. TB was diagnosed primarily
in closed institutions or at the tertiary healthcare level.

High rates of resistance to TB treatment drugs were
detected in individuals who were HIV-positive or who
had previously received TB treatment. Alcoholism,
smoking and drug addiction were not correlated with
drug resistance. Resistance to anti-TB antibiotics was
lower in liberty-deprived individuals than nondetainees.

The status of the antimicrobial response of MT to
anti-TB polychemotherapy revealed that most of these
patients were diagnosed at secondary and tertiary
healthcare levels and closed institutions. The frequency
of mono-resistant strains was higher in these patients,
but the presence of patients with MDR-TB in hospitals
requires closer attention.

The majority of patients with resistant strains had pos-
itive smears, which is a high risk factor for disease trans-
mission that facilitates the spread of resistant MT strains.
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Resumo

A proposta desse estudo foi caracterizar a diversidade genética de isolados de
Mycobacterium tuberculosis para um melhor entendimento da dinamica da doenca,
utilizando Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) e MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units-variable-number tandem repeats). Na analise das 377
amostras com perfis completos para 14 loci MIRU-VNTR, verificamos que os loci 10, 16,
23, 26, 27, 31, 39 e 40 tiveram um alto poder discriminatério (>0.6), os loci 2, ETRB e
Mtub21 foram moderadamente discriminatérios (>0.3) e loci 4, 20 e 24 apresentaram
baixo poder discriminatério (<0.3). Dos 250 isolados de M. tuberculosis analisados por
spoligotyping, 92 diferentes padrdes foram observados. Com base nos spoligotypes,
diferentes familias foram identificadas: Haarlem (H), Latin American and Mediterraneam
(LAM), T Family, undesignated (U), S lineage e X Family. Significativa variabilidade
genética foi observada nos isolados de M. tuberculosis circulantes na regido da
Noroeste Paulista quando analisados por spoligotyping e MIRU-VNTR, sendo
observadas duas grandes subpopulagdes bem definidas. No entanto, ndo foram

encontradas cepas predominantes de um municipio em especifico. Devido ao impacto,
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individual e coletivo da TB, este estudo tem a pretensao de continuar a contribuir para o
entendimento da dindmica regional de transmiss&o e, em médio prazo, num contexto
onde outras investigagcdes possam formalmente analisar a variagdo genética bacteriana
sobreposta a atributos espaciais, étnicos, clinicos e socioeconémicos, visando a
definigdo de novas estratégias de prevencgéao e controle da doenca.

Palavras chaves: Mycobacterium tuberculosis; MIRU-VNTR; Spoligotyping; variabilidade

genética

Introdugao

A tuberculose (TB) € uma doenga infecciosa de distribuicdo universal e continua
sendo um grave problema de saude publica mundial. Embora os avangos importantes
no diagnostico e tratamento continuem a ser realizados, ainda sao necessarios
investimentos em pesquisas para eliminar a doenga como uma ameaca para a saude
até 2050 (WHO, 2013). De acordo com a Organizagdo Mundial de saude, globalmente
em 2012, cerca de 8,6 milhdes de pessoas desenvolveram TB e 1,3 milhdes morreram
da doenga, incluindo 320 mil mortes entre os pacientes coinfectados com o virus da
imunodeficiencia adquirida - HIV (WHO, 2013).

O Brasil diagnosticou 71.123 casos novos de tuberculose em 2013, com um
coeficiente de incidéncia na ordem de 35,4/ 100.000 habitantes (BRASIL, 2013).

O municipio de Sao José do Rio Preto é sede da 8? regiao administrativa do
Estado de Sao Paulo, com 96 municipios e sede da Divisdo Regional de Saude (DRS
XV) constituido por 102 municipios. E centro de referéncia na prestacéo de servicos de
saude, uma vez que atende todos os municipios da DRS XV e ainda outros Estados,
tais como: Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul. No contexto nacional € prioritaria
para o Programa de Controle da Tuberculose devido ao fato de apresentar alta taxa de
pacientes com tuberculose e exame soroldgico positivo para o HIV (SAO PAULO, 2008;
VENDRAMINI et al., 2010). Situa-se na regiao norte do Estado de Sao Paulo, a cerca
de 430 Km da capital do Estado (IBGE, 2010; populagao estimada 2014: 415.769 hab.
http://www.cve.saude.sp.gov.br/indicador.htm).

Métodos de genotipagem tém sido extensivamente aplicados em estudos de

epidemiologia molecular da tuberculose em todo o mundo para compreender a
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estrutura populacional dos isolados de Mycobacterium tuberculosis (Mt.), com a
finalidade de melhor compreender a dindmica de transmissdo da doenca e a
identificacdo de familias de “spoligotypes” e sua distribuigdo geografica (NOGUTI et al.,
2010; VALCHEVA et al., 2008; MENDES et. al, 2011). Varios métodos baseados em
PCR foram desenvolvidos nos ultimos anos, incluindo o “Spoligotyping” e o
“mycobacterial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeat typing (MIRU-
VNTR) (KAMERBEEK et al., 1997; BRUDEY et al., 2006; DONG et al., 2012).

O Spoligotyping € um método de tipagem rapido e oportuno no reconhecimento
das linhagens do complexo M. tuberculosis com base na presenga ou na auséncia de
algumas sequencias espagadoras especificas na regidao DR (Direct Repeat) do genoma
micobacteriano. Assim como o MIRU-VNTR, é um método facil e rapido de se realizar e
€ considerado uma excelente alternativa ao método padréao ouro RFLP-IS6110, pois se
baseia na variabilidade encontrada em 12 loci especificos intercalados ao longo do
genoma micobacteriano. Recentemente, 15 ou 24 loci foram avaliados e aplicados em
novas estratégias de tipagem visando melhor entendimento da epidemiologia molecular
da tuberculose em diferentes paises (SUPPLY et al., 2000; MAES et al., 2008;
OELEMANN et al., 2007a; VALCHEVA et al., 2008; MAZARS et al., 2001; SUPPLY et.
al, 2006; FRONTHINGHAM; O'CONNELL, 1998).

O uso de MIRU-VNTR aplicado como primeira linha como método de tipagem
molecular de isolados de M. tuberculosis em combinagdo com spoligotyping, tem se
mostrado adequado para discriminagdo dos isolados em uma grande maioria dos
casos, incluindo estudos em larga escala (MENDES et. al, 2011)

O objetivo deste estudo foi caracterizar por meio de técnicas de genotipagem, a
diversidade genética de isolados do M. tuberculosis de municipios da regido Noroeste

Paulista.

Material e métodos
Isolados Clinicos

De 01 de janeiro de 2009 e 31 de dezembro de 2013, um total de 390 isolados
de M. tuberculosis foram obtidos de espécimes clinicos de pacientes com tuberculose, a

partir dos exames realizados como parte da rotina diagnéstica do Laboratério de
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referéncia regional de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz. O projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz Central de Sao
Paulo (protocolo n° 079/2011).

No laboratério o exame direto dos espécimes clinicos foi realizado pela escala
semiquantitativa em cruzes, conforme o indice baciloscépico recomendado pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2008). A cultura foi realizada em frascos contendo o
meio de cultura MGIT 960 (Becton & Dickinson —BD, Baltimore, EUA), todos os isolados
de M. tuberculosis foram identificados de acordo com técnicas preconizadas no Manual
de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2008) e o teste de sensibilidade, quando
realizado foi efetuado por meio do método Bactec MGIT 960, segundo as instrugdes do
fabricante com algumas modificacdes sugeridas por Giampaglia et al., 2007.

Os isolados de M. tuberculosis foram ressuspensos em tampao TE e inativados a
80° C por 20 minutos e em seguida o DNA cromossémico foi extraido pelo método de

CTAB conforme descrito por Van Embden et al., 1993.

Métodos de tipagem molecular

Spoligotyping: um total de 250 isolados foram submetidos a metodologia realizada de
acordo com o protocolo padrao descrito por KAMERBEEK et al., 1997. Os resultados
foram inseridos em planilha Excel em um formato binario (0 = sem hibridacédo e 1 =

hibridacao) de 43 digitos que representa os 43 espacadores (BRUDEY et al., 2006).

MIRU-VNTR: um total de 390 isolados foram submetidos a amplificacdo para 14 loci
MIRU-VNTR segundo protocolo descrito por Supply et al., 2000. Os fragmentos obtidos
ap6s a amplificacdo pela PCR produziram sequéncias de DNA com tamanho variavel
entre 51 a 77 pb. Foram incluidos controles positivos (DNA do M. tuberculosis H37Rv) e
controles negativos (“mix-PCR” sem DNA). Os produtos de PCR foram analisados em
gel de agarose a 3% utilizando um marcador de 100 pb e a corrida eletroforética foi
efetuada a 90 V por um periodo de 4 horas. O tamanho de cada fragmento de PCR foi
determinado pela comparagao visual com o marcador molecular e o alelo MIRU foi

definido por uma matriz numérica segundo Mazars et al. (2001) e Supply et al. (2000).
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Analise da genotipagem: Os perfis de “spoligotypes” foram comparados utilizando o
banco de dados SITVIT2 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) do
Instituto Pasteur de Guadalupe, que é uma versao atualizada da base de dados
SpolDB4.0 (BRUDEY et al., 2006). O software Bionumerics (versao 7.1, Applied Maths,
Belgium) foi utilizado na analise “spoligotyping” e dos perfis de MIRU-VNTR por meio de
um indice de matriz de similaridade “Categorical values”. Posteriormente, foram
gerados dendrogramas e arvores filogenéticas utilizando os algoritmos: “Unweighted
Pair Group Arithmetic Averages” (UPGMA), “Neighbor-Joining” (N-J) e “Minimum
Spanning Tree” (MST). A avaliagdo do poder discriminatério dos métodos de tipagem foi
realizado utilizando-se o indice de Hunter-Gaston (HGI) (HUNTER; GASTON 1988),
sendo que a diversidade alélica de cada loci MIRU-VNTR foi definido como "altamente
discriminatério”" (HGI> 0,6), "moderadamente discriminatério” (0,3 < HGI < 0,6) e "pouco
discriminatério" (HGI <0,3) (SOLA et al., 2003). A Taxa de Agrupamento (Clustering
Rate) foi calculada segundo a férmula: CR= (nc — ¢)/n. Calculo da taxa de agrupamento:
onde n € o numero total de casos no estudo, ¢ € o numero de gendtipos representados
por pelo menos dois casos, € nc € o numero total de casos em clusters de dois ou mais
pacientes (SUPPLY et al., 2006).

Resultados
Populacao estudada

Foram identificadas, 390 cepas de M. tuberculosis, provenientes de 373
individuos oriundos de municipios da regido Noroeste Paulista.

Dos 373 pacientes, 83% eram do sexo masculino e 17% do sexo feminino; 16,9
% dos sujeitos tiveram TB no passado e 19,8% eram infectados pelo HIV. Além da
infecgao pelo HIV, as co-morbidades mais freqlentes foram o alcoolismo (29,2%), o
tabagismo (23%) e a drogadi¢ao (13,4%). Cerca de 94% dos casos foram notificados
como tuberculose pulmonar e 6% como tuberculose extra-pulmonar; 56,5% receberam
tratamento supervisionado ou diretamente observado (DOTS - Directly Observed

Treatment Short-course).

Spoligotyping
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Dos 250 isolados de M. tuberculosis, 92 diferentes padrbes de spoligotyping foram
observados. Com base nos spoligotypes, diferentes familias foram identificadas:
Haarlem (H), Latin American and Mediterraneam (LAM), T Family (isolados de M.
tuberculosis modernos), undesignated (U), S lineage e X Family com 36, 110, 48, 12, 2
e 5 isolados respectivamente.

Os padrdes de spoligotyping de 244 isolados foram classificados de acordo com a base
de dados SITVIT e destes, 62 tinham perfis Unicos e 182 estavam divididos em 25
clusters de sublinhagens, sendo 4 clusters H, 12 LAM, 06 T, 2 U e 1 X. Um total de 3
clusters foram identificados pelo SIT como 6rfdos. Dentro de familias e sublinhagens de
acordo com o SPOLDB4, 213 isolados foram classificados, como LAM, T, H, U, X e S,
com 51,5%, 22.5%, 16,9%, 5,7%, 2,4% e 1%, respectivamente. Um total de 34 isolados
nao foram identificados, 02 isolados foram ambiguos para LAM5/ LAM4 e 01 ambiguo
T3/ X1.

Tipagem de MIRU-VNTR

Dos 390 isolados submetidos ao MIRU-VNTR, obtivemos um total de 377 com perfil
completo para 14 loci avaliados. Nao foram obtidos resultados para 13 amostras, sendo
5 amostras para 1 locus, 2 para 2 loci, 3 para 3 loci, 2 para 9 loci e 1 amostras para 4
loci. Na analise dos resultados do MIRU-VNTR dos 377 isolados, 19 (5%) estavam
agrupados em clusters e 358 (95%) eram perfis unicos. A taxa de agrupamento (CR) do
total de isolados testados pelos 14 loci foi de 0,026.

Nessa analise com perfis completos, verificamos utilizando “Gaston Hunter
Discriminatory Index” (h=1 - X y2,) que os loci 10, 16, 23, 26, 27, 31, 39, 40 tiveram um
alto poder discriminatério (>0.6), os loci 2, ETR-B e MTUB21 foram moderadamente
discriminatérios (>0.3) e os loci 4, 20 e 24 com baixo poder discriminatério (<0.3),
conforme quadro1.

Dezenove isolados pertenciam a 9 clusters, sendo 1 cluster com 3 isolados e 8 com 2
isolados cada. O perfil de 21 isolados apresentou diferenca em apenas um ou outro
marcador com variacdo de uma unica repeticdo, indicando maior similaridade entre as

amostras.
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Observamos que oito loci apresentaram alta diversidade (10, 16, 23, 26, 27, 31, 39, 40)
e foram responsaveis por 57,2 % do poder discriminatorio em relagdo aos 14 avaliados.
Para o MIRU 24 que na populagao brasileira € invariavel, observamos que um total de

92% das amostras tinha 1 copia, 3,2% com 2 e 4,8% com 3 cépias.

Analise filogenética

A figura 1, mostra um Minimum Spanning Tree (MST) baseado nos 250 spoligotypes,
com 3 grupos maiores pertencentes aos principais grupos genéticos LAM, T e H, com
predominio da familia LAM.

Para visualizar a similaridade entre os gendtipos definidos na populagdo estudada, um
MST foi construido, com base nos gendtipos de 377 isolados de M. tuberculosis com a
finalidade de melhor compreender a relagao entre os gendétipos e a origem geografica
dos isolados analisados.

As cores empregadas na figura 2 se referem ao local de origem do isolados, ou seja, os
municipios da Noroeste Paulista. Assim, pode-se verificar a grande diversidade
genética de M. tuberculosis com uma estrutura populacional formada por cepas
estreitamente relacionadas e que podem ser observadas dentro de uma estrutura
composta por duas grandes subpopulag¢des aqui representadas por area 1 e 2.

Tanto na area 1 como na 2, os isolados estdo divididos em 3 outros subgrupos com
poucos clusters e gendtipos muito similares entre os municipios de Sdo José do Rio
Preto, Riolandia, Catanduva, José Bonifacio e demais municipios. Em ambas as
extremidades, néo foi observado o predominio de um perfil particular em um ou outro
municipio. Os agrupamentos eram compostos por gendtipos similares de varios

municipios.

Discussao

Este é o primeiro estudo detalhado sobre a variabilidade genética e estrutura
populacional dos isolados de M. tuberculosis na regiao Noroeste Paulista, que
apresenta taxas de incidéncia relativamente alta para tuberculose. Com a finalidade de

entender a dindmica da doenca, foram avaliados os isolados de M. tuberculosis
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utilizando dois métodos de tipagem molecular baseado em PCR: spoligotyping e MIRU-
VNTR.

Em um painel de 250 isolados avaliados por spoligotyping este estudo revelou 92
padrdes distintos, sendo LAM, T Family e Haarlem as maiores familias observadas com
90, 34 e 30 isolados respectivamente. Segundo Brudey et al. (2006), elas sédo as trés
familias genotipicas mais frequentes na Africa, América Central, América do Sul e
Europa.

Outros grupos familiares também foram caracterizados nesse estudo, entre eles
S, U e X. Todas essas familias pertencem a linhagem Euro-American e sao descritas
em varias partes do mundo (LUIZ et al., 2013; MIRANDA et al.,2011).

A familia LAM foi a mais frequente em nosso painel de amostras, sendo a
subfamilia LAM 9 a mais comum, que é prevalente em todas as Américas, Caribe,
Europa e partes da Africa (LAZZARINI et al., 2008). A predominancia da familia LAM no
Brasil foi confirmada em um estudo com isolados coletados no Rio de Janeiro, Porto
Alegre e Belém. Segundo os autores a supremacia da familia LAM provavelmente
reflete o efeito do fluxo imigratdrio da populacdo do Sul da Europa e Africa para o Brasil
(OELEMANN et al., 2007).

A analise do isolados de M. tuberculosis por meio do MIRU-VNTR com 14 loci
diferentes mostrou importante poder discriminatério. A maior diversidade alélica foi
observada nos MIRUs loci 23, 39 e 40, corroborando com os dados observados Nogulti
et al. (2010). Interessante observar que MIRUs 23 e 39 em outras populagdes avaliadas
apresentaram-se com baixo poder discriminatério (LIU et al., 2014).

O MIRU locus 24 ¢é descrito como invariavel em muitas populagdes inclusive a
brasileira, ou seja, sempre com uma unica copia (NOGUTI et al., 2010; KOVALEYV et al.,
2005), no entanto em nosso estudo foram caracterizados isolados com 1, 2 e 3 copias,
evidenciando importante mudanga no relégio molecular dos isolados dessa populacéo,
ocasionado por fatores ambientais, do hospedeiro e do proprio bacilo, mas que deverao
ser investigados.

Uma grande diversidade genética de M. tuberculosis foi observada neste estudo.
Poucos clusters foram observados, no entanto os isolados analisados compartilham

gendtipos com alta similaridade. Tanto na area 1 como na 2, € indiscutivel a presencga
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magica dos genotipos determinados pelos isolados de Sdo José do Rio Preto e essa
conformacao sugere uma alta mobilidade populacional que contribui sobremaneira para
0 aumento da variabilidade genética dos isolados de M. tuberculosis presentes nessa
regiao.

Em estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, foi observado um maior
numero de grupos formados entre amostras oriundas da regido central da cidade,
considerada de maior movimentagao populacional, apesar de nenhuma associagao
com caracteristicas clinicas e epidemiolégicas foi estabelecida entre os individuos
pertencentes aos grupos definidos (OELEMANN et al., 2007b).

Extrapolando a mesma analise nesse estudo, o fluxo de gendtipos que circulam
na regidao Noroeste Paulista, por meio da associagdao de uma regido especifica da
cidade com os municipios proximos que compartiiham alta similaridade, sugere
transmissdo recente da tuberculose nestas areas.

Assim, verificar a composi¢cdo dos gendtipos em nosso estudo, a partir de uma
analise nao tao estringente, pode colaborar na compreensdo sobre as cadeias de
transmissao da doencga, pois segundo Warren et al. (2002), o rigor na definicdo dos
grupos genéticos pode subestimar os niveis de agrupamento dentro de uma populagao
especifica.

A variabilidade genética observada nos isolados de M. tuberculosis circulantes
na regido da Noroeste Paulista quando analisados pela combinagéo de spoligotyping e
MIRU-VNTR forneceram um satisfatorio poder discriminatério reforcam a necessidade
da ampliacdo das analises para todos os 24 loci MIRU-VNTR. Estudos dessa natureza
tornam-se cada vez mais importantes para a rastreabilidade das relacbes entre os
isolados, podendo colaborar para a interrupcédo da cadeia de transmissdo e também
para a definicdo de gendtipos predominantes responsaveis pela disseminagdo da
doenca.

Devido a importancia, individual e coletiva da TB, este estudo teve o objetivo de
contribuir para o entendimento da dinamica de transmissdo da doenca e, em médio
prazo, num contexto com outras investigagdes, formalmente analisar a variagao

genética bacteriana sobreposta a atributos espaciais, étnicos, clinicos e
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socioeconémicos visando a definicdo de novas estratégias de prevengao e controle da

doenca.
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Quadro1: Diversidade alélica dos 14 loci MIRU-VNTR avaliados nos 377 isolados de M.

tuberculosis dos municipios da regido Noroeste Paulista. Diversidade alélica (h) definida

como: h=1 -3 i, onde a i é a freqiiéncia do alelo no locus.
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V. DISCUSSAO GERAL

Nas ultimas décadas, produto do esforgo de inumeros pesquisadores do mundo
todo, investigagdes mais intensamente conduzidas acerca da TB e de sua etiologia
possibilitaram que houvesse um aumento substancial da compreensao cientifica das
bases moleculares do Mt. Estudos evidenciam que as cepas circulantes variam em
termos de sua composicdo gendmica e diferem em relagdo a viruléncia, distribuicdo
geografica e imunogenicidade. Revelam, ainda, que as interagdes entre patégeno e
hospedeiro e a manifestagcdo da doencga indicam que a variagao das cepas do patégeno
deva desempenhar papel importante na TB e em seu resultado clinico, embora ainda
nao se conhecga totalmente a extensdo do impacto de tal diversidade patogénica
(COSCOLLA; GAGNEUX, 2010).

Nos isolados avaliados por spoligotyping, este estudo revelou 92 padrdes
distintos, dos quais as familias mais numerosas foram a LAM, a T Family e a Haarlem.
Segundo Brudey et al. (2006), essas trés sao as familias genotipicas mais frequentes
na Africa, na América Central e do Sul, e na Europa. Entre os outros grupos familiares
caracterizados neste estudo, estdo 0 S, o U e o X. Todas essas familias pertencem a
linhagem Euro-Americana e foram descritas, também, em outras partes do mundo
(LUIZ et al., 2013; MIRANDA et al., 2011).

No painel de amostras coletadas para o presente estudo, a familia LAM foi a
mais frequente, e a subfamilia LAM 9, a mais comum, ja que €& prevalente ndo s6 em
toda a América continental e no Caribe, mas também na Europa e em partes da Africa
(LAZZARINI et al., 2008). Estudo feito com isolados coletados nas cidades do Rio de
Janeiro (RJ), de Porto Alegre (RS) e de Belém (PA) confirmou a predominancia da
familia LAM no Brasil, o que, segundo seus autores, refletiria, provavelmente, o fluxo
imigratério, para o Pais, de expressiva populagao, oriunda do sul da Europa e de partes
da Africa (OELEMANN et al., 2011).

A analise do isolados de Mt, por meio do MIRU-VNTR, com 14 oci diferentes,
mostrou importante poder discriminatério. A maior diversidade alélica foi observada nos
MIRUs de loci 23, 39 e 40, corroborando dados observados por Noguti et al. (2010).
Interessante observar que, em outras populagdes avaliadas, os MIRUs de loci 23 e 39



106

apresentaram baixo poder discriminatério (Liu et al., 2014). Ja os MIRUs de /oci 10, 16,
26, 27 e 31 mostraram alta diversidade alélica.

O MIRU de locus 24, por sua vez, descrito em muitas populacdes, inclusive na
brasileira, como invariavel, ou seja, como caracterizado sempre com uma unica copia
(KOVALEV et al., 2005; NOGUTI et al., 2010), mostrou-se, no presente estudo, isolado
com uma, duas e trés cdpias, evidenciando, no relégio molecular dos isolados dessa
populagao, ter ocorrido importante mudancga, ocasionada, possivelmente, por fatores do
ambiente, do hospedeiro e do proprio bacilo, o que devera ser investigado.

Verificou-se, neste estudo, grande diversidade genética de Mt. E em que pese
poucos clusters terem sido observados, os isolados efetivamente analisados
compartilham gendtipos de alta similaridade. Tanto na area 1 como na 2, mostra-se
indiscutivel a presenga magcica dos gendtipos determinados pelos isolados de Sao José
do Rio Preto. Tal conformacdo sugere alta mobilidade populacional, o que contribui,
sobremaneira, para o aumento da variabilidade genética dos isolados de Mt dessa
regiao.

Quando observado os gendtipos circulantes na regido Noroeste paulista, por
meio da associagdo de uma regido especifica da cidade de Sdo José do Rio Preto com
os Municipios que lhe sdo proximos, verifica-se que compartilham alta similaridade, o
que sugere transmissao recente da TB, nessas areas.

Analisados pela combinagao de spoligotyping e de MIRU-VNTR, os isolados de
Mt da regido da Noroeste Paulista forneceram variabilidade genética de satisfatorio
poder discriminatorio, reforcando a necessidade de que seja ampliada a analise para
todos os 24 Jloci MIRU-VNTR. Estudos dessa natureza tornam-se, mais e mais
importantes para a rastreabilidade das relagdes entre os isolados, colaborando, desse
modo, para a interrup¢cdo da cadeia de transmissao e, ainda, para a definicdo dos
gendtipos predominantes, responsaveis pela disseminagao da doenca.

O conhecimento da dinamica da transmissdo da TB vem ao encontro da
necessidade de compreender a doenca, funcionando como significativa ferramenta para
entender, ainda, a variabilidade do agente e, com isso, enfrentar a complexidade da

patologia, obtendo um nivel adequado de controle, em escala global.
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Nao menos relevante para a eliminagdo da TB € a compreensao da resisténcia
de seu agente patogénico aos medicamentos ministrados para tratar a doenga. Parte
deste estudo evidencia a resisténcia de cepas do Mt as drogas utilizadas no tratamento
da doenga, em regido estratégica do Estado de S&o Paulo, situada no noroeste
paulista, em area de confluéncia do Estado de Sdo Paulo com o leste do Estado do
Mato Grosso do Sul, com o sul do Estado de Goias e com o sudoeste do Estado de
Minas Gerais.

Se comparado a outras partes do Brasil, que apresentam valores mais elevados
de resisténcia das cepas do patégeno as drogas antiTB, o local onde foi realizado este
estudo, € de particular importancia, por abranger municipio, cuja sede, S&o José do Rio
Preto, é nao apenas cidade de porte médio e quase meio milhdo de habitantes, além de
capital regional da 82 Regido Administrativa paulista, mas que se destaca, também,
como polo médico, industrial e de prestacdo de servicos (SAO JOSE DO RIO PRETO,
2013). O municipio é ainda, polo de prestagdo de servigos na area da Saude, para
usuarios advindos do municipio, de outros municipios da regidao e, at¢é mesmo, de
outras Unidades da Federacdao (GAZETTA et al., 2007), além de apresentar elevado
coeficiente de infeccao por AIDS, o que interfere na coinfeccao HIV/TB (SANTOS et al.,
2009).

Devido a localizagdo geografica desse Municipio da Alta Araraquarense e
devido, ainda, a intensa migracdo populacional em busca de todo tipo de servicgo,
especialmente de atendimento médico-hospitalar de referéncia, medidas de controle
precisam ser priorizadas para conter a disseminacdo de cepas resistentes,
especialmente em presidios e hospitais, evitando a propagac¢ao dessas estirpes.

Os resultados coletados nesse estudo, referentes ao sexo, a média de idade e a
escolaridade dos pacientes infectados, reforcam que a TB atinge mais frequentemente
pessoas do sexo masculino, adultas e de baixa escolaridade (FANDINHO et al., 1999;
BRITO et al., 2004; COELHO et al., 2012; ROZMAN; SANTO; ROZMAN, 2007; ZAMAN
et al., 2005; MICHELETTI et al., 2014; VIEIRA et al., 2007; MENDES et al., 2007;
TEIXEIRA et al., 2001; MARQUES et al., 2010; SOUZA; ANTUNES; GARCIA, 2006;
DIAS BAPTISTA et al., 2002; MELO et al., 2003; VENDRAMINI et al., 2010).

A associagdao HIV/TB representa um desafio tanto para o diagnéstico quanto
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para o tratamento da TB e exigem esforgos globais no controle da doenga (BRASIL
2011; LAWN; ZUMLA, 2011; ZUMLA et al., 2013). O municipio estudado apresenta
altas taxas de co-infecgdo quando comparado ao pais e ao estado (VENDRAMINI et al.,
2010), recebendo a classificagcdo de prioritario para a TB. Houve associagao de
resisténcia as drogas anti-tuberculose e infeccéo pelo HIV, fato requer atengao especial
e acbes de saude para essa populacgao.

A maior parte dos casos de resisténcia a medicamentos € desenvolvida por meio
de tratamentos irregulares de TB e/ou por abandonos do tratamento. Os resultados
deste estudo confirmaram essa premissa, apontando que pacientes com tratamento
anterior tiveram associagcdo com a resisténcia, do mesmo modo como descrito em
outros estudos (FAUSTINI; HALL; PERUCCI, 2006; SOUZA; ANTUNES; GARCIA,
2006; HOFFNER et al., 2009; WANG et al., 2012; AL-HAJOJ et al., 2013; MICHELETTI
et al., 2014). No entanto, muito embora tanto o alcoolismo, como a dependéncia de
drogas sejam fatores que podem contribuir para o abandono do tratamento e/ou para o
tratamento irregular da doenca (BRASIL, 2011), assim como a terapia antirretroviral
pode sé-lo, por sua interacdo poder causar intolerancia e efeitos toxicos ao paciente
(ZUMLA et al., 2013), fatores como alcoolismo e drogadicdo n&o tiveram associacéo
com a resisténcia antibidtica nos casos aqui analisados.

Embora quase metade dos individuos estudados tenha sido submetida a
tratamento supervisionado, o fato de ser em sua maioria casos pulmonares, para
elucidacdo diagndstica, com a baciloscopia positiva e resisténcia sao fatores
complicadores para o programa e necessitam de atencao das esferas de vigilancia com
interferéncia rapida (WHO, 2011). Tal vigilancia mostra-se fundamental, para o
monitoramento eficaz do controle e propagacéao da tuberculose global (BALKIS, 2013) e
para reducao da transmissao de cepas resistentes (MARAIS et al., 2013).

Apesar de a atengado basica de saude (Unidade Basica de Saude) ser o nivel
ideal para a realizagdo do diagndstico precoce da doencga, a atengdo terciaria (
hospitais), vem sendo a porta de entrada dos doentes com TB e, também, local de risco
para a transmissao da doencga, o que foi confirmado por este estudo, ja que mais da
metade dos casos analisados foi diagnosticada ou no nivel terciario de atendimento,

nos hospitais — nos quais o doente é geralmente diagnosticado em estado grave da
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doenca — ou nos presidios — instituicbes fechadas e de alto risco para a
transmissibilidade da TB. O perfii MDR SM+IHN+PZA+RMP em individuo jovem, do
sexo feminino, profissional de saude, que rapidamente foi a 6bito, ainda no inicio do
tratamento da doenga é preocupante devido ao risco de transmissao e de exposigcao
dessa cepa resistente a outros profissionais e pacientes do hospital em questao.

Para que se diagnostique a TB na atengao basica de saude, devem as agdes de
vigilancia em saude ser priorizadas pelos Programas locais de Controle da Tuberculose
(BRASIL, 2011), além de ser imperioso que os profissionais envolvidos discutam sobre
a necessidade de mais investimento para atender os grupos de maior risco, que
apresentem individuos com cepas Mt resistentes, com HIV, com contatos de TB
resistentes, ou moradores de rua e pacientes atendidos em hospitais e prisdes sem
medidas efetivas de controle (KRITSKI, 2010).

Devido a superpopulacéo carceraria, a baixa circulagcao de ar, a falta do minimo
de condicbes sanitarias, a deficiéncia nutricional, ao comportamento de risco, a
exemplo do abuso de alcool, do consumo de drogas ilicitas e da promiscuidade sexual
por vezes encontrada, além do contato com outras doencgas infecciosas, € reconhecida
a maior vulnerabilidade e risco de infeccdo da populacdo privada de liberdade em
relagdo aquela dos ndo encarcerados (MARTIN et al., 1994; REYES; CONINX, 1997;
LOBACHEVA; ASIKAINEN; GIESECKE, et a.l, 2007). Curiosamente, os resultados
deste estudo apontam que, entre os individuos privados de liberdade, a resisténcia aos
antibiéticos antiTB foi menor do que aquela encontrada entre os nao detentos. De
qualquer forma, para minimizar o risco de transmissdo da TB em presidios, a OMS
preconiza o direcionamento de politicas publicas, de modo que se fagam mudancas na
organizacdo do servico, no treinamento dos profissionais e na reorganizacdo do
atendimento das penitenciarias.

No presente estudo, encontrou-se uma taxa de 8,9% de resisténcia a qualquer
droga. E, embora a resisténcia a multiplos medicamentos tenha sido menos frequente,
sabe-se que esses sdo casos de maior gravidade (PEREIRA, 2012). Os padrées MDR
e polirresistentes aqui encontrados também foram identificados em outros estudos no
Estado (BAPTISTA et al., 2002; ROZMAN; SANTO; ROZMAN, 2007; COELHO et al.,
2012).
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A auséncia de completude das informag¢des de algumas variaveis no Sistema de
Notificacdo —TBWEB foi fator que dificultou a analise, embora, a despeito disso, as
informacgdes aqui apresentadas sejam valorosas, para a gestdo e prevencao de TB

resistente ndo somente na area estudada, mas, ainda, em outras areas do pais.
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VI. CONCLUSOES

A variabilidade genética observada nos isolados de Mt circulantes na regidao do
Noroeste paulista é significativa, quando analisados por spoligotyping e por MIRU-
VNTR.

Os perfis genéticos de Mt predominantes na regido pertencem as familias LAM, T
Family e Haarlem, todas da linhagem Euro-Americana.

Ainda que poucos tenham sido os clusters observados, os isolados analisados
compartilham gendtipos com alta similaridade e com presenga maciga dos genétipos
determinados pelos isolados de Sao José do Rio Preto. Tal conformagao sugere alta
mobilidade populacional, o que, por sua vez, contribui, sobremaneira, para o0 aumento
da variabilidade genética dos isolados de Mt presentes nessa regiao.

Em relacdo aos aspectos sociodemograficos e clinicoepidemiolégicos da
infeccéo por espécies do género Mt e resisténcia aos antibioticos:

A resisténcia aos farmacos ministrados no tratamento da TB € mais evidente em
pessoas infectadas por HIV ou com tratamento anterior de TB. Caracteristicas como
alcoolismo, tabagismo e drogadicdo nao apresentam associacdo quanto a resisténcia
aos medicamentos. Entre os individuos privados de liberdade, a resisténcia aos

antibidticos anti-TB € menor que aquela encontrada entre os ndo detentos.
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Protocolo: 079/2011

Registro CEPIAL n® 023/2011 de 24/08/11

I° Parecer - Protocolo 053/2011 de 21/09/11
2° Parecer - OProtocolo 0592011 de 25/10/11

Projeto de Pesquisa: “Diversidade genética do Mycohacterium tuberculosis na regido
noroeste paulista”,

Pesquisador Responsavel: Heloisa da Silveira Paro Pedro
Instituigdo; Instituto Adolfo Lutz

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz - CEPIAL analisou ¢
deliberou em reunido de novembro de 2011, de acordo com a Resolugao CNS n” 196 de
10 de outubro de 1996 ¢ resolugdes complementares, o projeto na categoria
APROVADO.

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugiio CNS n” 196/1996 - cabe ao
pesquisador: aklesenvolver o projeto conforme delineado: bjclaborar e apresentar os
relatorios parciais ¢ final: c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer
momento; dymanter em arquivo. sob sua guarda, por S anos, os dados da pesquisa,
contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
ejencaminhar os resultados para publicagiio, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados € ao pessoal técnico participante do projeto; fjustificar. perante o CEP,
interrupgdo do projeto ou a ndio publicacdo dos resultados.

Os relatérios parciais deverdo ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir
do inicio da pesquisa,
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