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RESUMO

Os indices insatisfatorios de sucesso no tratamento e demora no
diagndstico tém suportado as altas taxas de incidéncia de TB na regido da
grande Floriandpolis. O objetivo do presente estudo foi entender a
influéncia de fatores de risco do paciente e de caracteristicas do
microrganismo sucesso do tratamento de casos novos da doenga por meio
de uma coorte prospectiva de dois anos. O estudo, que acompanhou 223
casos novos de TB pulmonar tratados com esquema basico na regido da
grande Floriandpolis, utilizou dados clinico-epidemioldgicos, além de
genotipagem por spoligotyping, pesquisa da delecdo RDR® por PCR e
teste de sensibilidade a rifampicina e isonizada por microdiluicdo em
caldo. Os dados possibilitaram 0 mapeamento da doenca na regido,
verificando uma distribuicdo geogréfica heterogénea dos casos e uma
sobreposi¢do com &reas de alta densidade populacional, baixa renda e
condicdes precarias de higiene e saneamento. Foi possivel verificar
demora no diagndstico dos sintomaticos respiratérios, contribuindo para
um pior prognostico individual e aumento na transmissdo da doenga na
comunidade. Todas as manifestacfes clinicas classicas da doenca
estiveram presentes em mais de 80% dos casos, que acometeram
predominantemente individuos do sexo masculino, a faixa etaria
economicamente ativa e foram associados a alto nivel de desemprego. A
coinfeccdo TB/HIV representou 1/5 dos casos novos de TB, que
juntamente com a baixa escolaridade e o uso de drogas ilicitas,
representaram fatores preditivos independentes associados a desfechos
desfavoraveis. O mapeamento das sublinhagens de M. tuberculosis
possibilitou a visualizacdo da disseminacdo de pequenos clusters nos
bairros de maior concentracdo da doencga, destacando o SIT216/LAM5
gue emergiu nos Gltimos cinco anos na regido, tornando-se 0 mais
frequente entre os isolados, indicando transmissao recente do bacilo. Os
SITs 20/LAM1 e 3099/LAM9 mostraram associagdo com maior
transmissibilidade e doenca mais severa, ambos apresentaram a delecdo
RDR° em todos os isolados. No entanto, a delecéo, presente em 1/3 dos
casos novos estudados, ndo foi associada a alta transmissibilidade, mas
foi predominante na faixa etaria mais elevada e em microrganismos com
CIM mais baixas para rifampicina e isoniazida. Além disso, apresentou
ampla variedade genética e formacdo de pequenos clusters, possibilitando
inferir a associacdo da delecdo RDR® com reativacéo de TB latente. Os
SITs 3099/LAM9, 42/LAM9 e 73/T associados a desfechos
desfavoraveis, principalmente ao abandono, estiveram presentes em
maior propor¢do entre usudarios de drogas ilicitas. O SIT50/H3 apresentou



microrganismos com CIM mais elevadas para rifampicina, incluindo um
isolado monorresistente, e associagdo com desfechos desfavoraveis,
corroborando a importancia do antimicrobiano na terapia anti-TB. Em
conjunto com o ST137/X2, que também apresentou CIMs elevadas para
rifampicina, o SIT50/H3 foi associado a individuos vivendo em situagéo
de rua. CIM para rifampicina > 0,5 pg/mL foram observadas
principalmente entre individuos que viviam em situac&o de rua, abusavam
de &lcool. Na familia LAM o SIT216, associado a alta transmissibilidade,
apresentou CIM mais altas para isoniazida e rifampicina. Os dados
sugerem que, se mantido o ritmo de transmissao e abandono de tratamento
atuais, envolvendo especialmente as sublinhagens H3, T1, LAMS5, e X2,
a grande Floriandpolis enfrentara sérios problemas com TB-MDR em um
futuro préximo. O estudo colaborou com a compreenséo da dinamica da
TB e demostrou a influéncia direta de fatores de risco, da coinfeccdo com
HIV e da diminuicdo da sensibilidade & rifampicina nos desfechos
desfavoraveis na regido, podendo auxiliar de maneira efetiva no
planejamento de estratégias para diminuicdo da incidéncia da doenga.

Palavras-chave:  Tuberculose,  Epidemiologia,  Spoligotyping,
Concentracdo Inibitéria Minima, Rifampicina.



ABSTRACT

Unsatisfactory success rates in TB treatment corroborate the high TB
incidence rate observed in the Greater Floriandpolis region. The objective
of this study was to understand the influence of patient risk factors and
M. tuberculosis characteristics in the outcome of new cases through a
two-year cohort study. Clinical-epidemiological data, spoligotyping
genotyping, RDR° deletion search by PCR and rifampicin/isoniazid
sensitivity test by broth microdilution were employed to evaluate 223 new
pulmonary TB cases treated with the basic regimen in Greater
Floriandpolis. Data allowed for disease mapping, showing a
heterogeneous case distribution and the relation with high population
density, low income, and precarious hygiene and sanitary condition areas.
Results showed a high diagnosis lag time for symptomatic respiratory
patients, leading to worsened individual prognoses and increased
transmission rates in the community. All the characteristic clinical
manifestations of TB were present in more than 80% of the cases,
affecting predominately male individuals, the economically active age
group and showing an association with unemployment. TB/HIV
coinfection was responsible for 1/5 of new TB cases and, as well as low
level of schooling and use of illicit drugs, represented an independent
predictive factor associated with unfavorable disease outcomes. Mapping
of M. tuberculosis sublineages showed the spreading of small clusters,
mainly in neighborhoods with a higher concentration of the disease, with
emphasis to SIT216/LAMS5, which emerged in the region in the last five
years, having become the most frequently detected sublineage and highly
associated with recent transmission. SIT20/LAM1 and SIT3099/LAM9
showed an association with higher transmissibility and more severe forms
of the disease, both displaying the RDR deletion in all analyzed isolates.
This deletion, which alone was not associated with high transmissibility,
occurred mostly in the higher age group and in microorganisms with
lower MICs for rifampicin and isoniazid. Data suggest that the presence
of the RDR® deletion in one-third of new cases, in small clusters and with
a wide genetic variability, can be associated with latent-TB reactivation.
SITs associated with unfavorable outcomes (SITs 3099/LAMY,
42/LAMY, and 73/T), especially default, were present in higher
proportions among illicit drug users. SIT50/H3 had microorganisms with
higher MICs for rifampicin, including a monoresistant isolate, and was
associated with unfavorable outcomes, corroborating the importance of
this antimicrobial drug in anti-TB therapy. SIT50/H3 was associated with
individuals experiencing homelessness, along with ST137/X2, which also



had a higher MIC for rifampicin. A MIC > 0.5 pg/mL for rifampicin was
related mainly to alcohol abuse and homelessness. In the LAM family,
SIT216, associated with high transmissibility, showed higher MICs for
isoniazid and rifampicin. These data suggest that, with the current rates
of TB transmission and default, especially involving sublineages H3, T1,
LAMDS, and X2, the Great Florianopolis region may face serious problems
with MDR-TB in the near future. This study expanded the comprehension
of TB dynamics and demonstrated the direct influence of risk factors, HIV
coinfection, and reduction in rifampicin sensitivity on the unfavorable
outcome rates of the region and can effectively aid in the strategic
planning for TB incidence reduction.

Keywords: Tuberculosis, Epidemiology, Spoligotyping, Minimal
Inhibitory Concentration, Rifampicin.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB), uma das mais antigas doencas infecciosas
conhecidas, permanece como um dos maiores problemas de satde plblica
e uma importante causa de mortalidade no mundo, apesar da
disponibilidade de tratamento eficaz e barato. O problema afeta também
a economia, devido a incapacidade laborativa temporaria ou permanente
do doente, que na maioria dos casos, se encontra em idade produtiva.

A integracdo de ferramentas de genotipagem com investigacao
epidemiolégica classica promove uma abordagem diferenciada,
possibilitando o entendimento da distribuicdo da TB e o modo de
transmissdo do bacilo na populagdo. Atualmente, a determinagdo do
gendtipo de M. tuberculosis representa uma importante colaboragdo na
projecdo de esforcos para controlar a TB, especialmente em razdo do
conhecido impacto de variagGes genotipicas sobre o desfecho da doenca
e resisténcia aos farmacos. A genotipagem sugere que 0S casos de
recorréncia sdo devidos a reativacdo ou reinfeccdo exdgena, até o
entendimento da distribuicdo global de linhagens de M. tuberculosis, com
monitoramento da disseminacdo de isolados de alto-risco, bem como
exploracédo de caracteristicas evoluciondrias da espécie.

No Brasil, 0 monitoramento genético ainda é restrito a informacoes
isoladas de grupos de pesquisa. Embora insuficiente, este monitoramento
em pequenos blocos, permitiu caracterizar as principais linhagens
circulantes em algumas regifes do pais que, até 0 momento, nao detectou
a circulacdo do principal genétipo mundial associado com resisténcia aos
antimicrobianos, a linhagem Beijing. Possibilitou também a
caracterizacdo de uma variante genética RDR°, em 2007 no Rio de
Janeiro, que foi inicialmente associada & doenca cavitaria na populacéo
brasileira, ao aumento na eficiéncia da transmissibilidade e a resisténcia
aos farmacos.

O crescente nimero de casos de TB causados por isolados
resistentes aos principais antibimicrobianos, tem representado um
obstaculo ao tratamento, aumentando a mortalidade e a dificuldade de
conter a disseminac&o da infeccdo. A realizagao de testes de sensibilidade
para M. tuberculosis além de guiar o manejamento dos casos
individualmente, tem papel fundamental na vigilancia epidemiolégica e
influencia o desenvolvimento de novos guidelines para tratamento da TB.
A utilizacdo de testes quantitativos com determinacdo de concentracao
inibitéria minima (CIM) para os principais antimicrobianos, pode ser uma
importante ferramenta na batalha contra o aumento da resisténcia,
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especialmente pela otimizacdo da utilizacdo dos farmacos de primeira
linha.

A regido da grande Floriandpolis apresenta a segunda maior
incidéncia de TB do Estado de Santa Catarina. Dados divulgados pelo
municipio de Floriandpolis, mostram uma incidéncia crescente, que
alcancou 53,3 casos/100.000 habitantes em 2015, associada a baixas taxas
de sucesso no tratamento, proximas a 60%.

Neste contexto, o objetivo do estudo foi analisar influéncia de
fatores de risco associados ao paciente, de caracteristicas genéticas de M.
tuberculosis e da concentragdo inibitéria minima a Rifampicina e a
Isoniazida, no desfecho dos casos novos de tuberculose pulmonar que
iniciaram tratamento com esquema bdsico na grande Florian6polis/SC.
Foi realizada uma coorte prospectiva por um periodo de 2 anos, na qual
foram incluidos casos de tuberculose pulmonar ativa, com cultura
positiva, diagnosticados entre maio de 2014 e maio de 2016, que foram
acompanhados até o desfecho. Os desfechos dos casos incluiram sucesso
no tratamento, abandono, faléncia ao tratamento ou morte. A
caracterizacdo molecular das linhagens de M. tuberculosis foi realizada
por spoligotyping; a pesquisa da delecdo RDR° por reacdo em cadeia da
polimerase; e a determinacdo da CIM por microdiluigdo em caldo. Os
resultados laboratoriais foram relacionados com dados clinico-
epidemioldgicos e desfecho, coletados por entrevista e acompanhamento
em prontuario.

Com o monitoramento genético pretende-se contribuir para o
entendimento do curso da tuberculose na regido, auxiliando no
planejamento e racionalizagdo dos recursos dos programas de controle da
infeccdo. Com a determinagdo das CIMs, pretende-se relacionar niveis de
resisténcia com o desfecho clinico, provendo informacfes importantes
para o tratamento da TB resistente, especialmente em relacdo a real
necessidade de utilizacdo de farmacos de segunda linha e tempo de
tratamento. Além de otimizar a utilizacdo dos farmacos disponiveis, estas
informacgfes tém importancia econdmica, visto que o tratamento com
farmacos de segunda linha é substancialmente mais oneroso ao sistema
de salde, além de causar mais efeitos adversos nos pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Tuberculose

Mycobacterium  tuberculosis, é um patdgeno humano
extraordinario que infecta cerca de um terco da populagédo mundial (WHO
2015a), e causa umas das mais recalcitrantes infecgdes bacterianas da era
moderna, a tuberculose (TB) (KIESER; RUBIN, 2015). Através de
milhares de anos de coevolugdo, M. tuberculosis tornou-se um dos
patégenos humanos de maior sucesso, adquirindo a habilidade de
estabelecer infecgdo progressiva ou latente e persistir mesmo na presenca
de um sistema imune completamente funcionante (GOLDBERG et al.,
2014). As primeiras evidéncias da doenca, que afeta principalmente o
pulméo (TB pulmonar) podendo ocorrer em outros sitios corpéreos (TB
extrapulmonar) ou se disseminar (TB miliar), datam de pelo menos 4.000
anos (ZINK et al., 2007). O grupo do paleontologista britanico Don
Brothwell revelou uma frequéncia de TB entre 28% e 22% em mimias
egipcias de diferentes periodos, sugerindo taxas de infec¢des comparaveis
durante aproximadamente 2.500 anos (ZINK et al., 2007). Segundo
Roberts (2015), evidéncias de estudos de paleopatologia sugerem que o
advento da agricultura levou a um aumento nos casos de TB, com novo
aumento no ambiente urbano na era medieval tardia, afetada
principalmente pela pobreza da populacdo. Em 1865, Jean Antonie
Villemin comprovou que a TB era uma doenca contagiosa e nao
hereditaria como se acreditava, e em 1882 Robert Koch descobriu o
agente causal, esclarecendo assim a patogenia da TB na segunda metade
do século XIX. Inicialmente, o agente foi denominado Bacterium
tuberculosis, e em 1886, Lehmann e Neumann alteraram o0 nome para
Mycobacterium tuberculosis, presume-se que foi devido a sua
semelhan¢a com um fungo, considerando a aparéncia e o0 crescimento
lento em cultura (GOODFELLOW; MAGEE, 1998).

2.1.1 Transmissao e Patogénese

Individuos com TB pulmonar aerolizam M. tuberculosis,
transmitindo o bacilo (YATES et al., 2016). Esta aerolizagdo acontece de
maneira mais rapida durante a tosse, que pode produzir goticulas
suficientemente pequenas, que permanecem suspensas no ar (TURNER;
BOTHAMLEY, 2015). No entanto, goticulas respiratérias maiores
podem cair no chdo, ressecar € evaporar, a evaporagao rapida permite que
muitas goticulas com massa suficientemente baixa permanecam
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suspensas em correntes de ar até que sejam inaladas ou ventiladas para
fora do ambiente (ZAYAS et al., 2005). A infeccdo é causada pela
inalacdo dessas particulas aerolizadas contendo M. tubeculosis. Varios
fatores como o status do sistema imune do hospedeiro, a carga bacilar
inalada, a proximidade dos contatos e a infecciosidade do caso fonte,
desempenham um papel fundamental na transmisséo da TB. No inicio da
infeccdo, as goticulas inaladas contendo a bactéria, sdo depositadas nos
alvéolos pulmonares. M. tuberculosis nos alvéolos é fagocitado por
macrofagos (ERNST, 2012, NUNES-ALVES et al., 2014), no entanto,
estudos em pulmdes de camundongos infectados por aerosséis,
proporcionaram evidéncias de extensiva replicagdo bacteriana nas
primeiras semanas apds a infec¢do em um compartimento ‘“ndo
migratorio” (WOLF et al., 2008). Evidéncias indicam que o
microrganismo provavelmente invade e se replica em células epiteliais
alveolares, que estdo em nUmero muito superior aos macréfagos, um
ambiente permissivo para rapida replicacdo, protegido de células
fagociticas. Além disso, esta replicacdo em células epiteliais alveolares
possibilita a aquisicdo de um fendtipo invasivo, que facilita a
disseminacdo bacteriana, antes de desencadear a resposta imune
adaptativa (RYNDAK et al., 2015).

Os estagios iniciais da infeccdo sdo caracterizados por resposta
imune inata, resultando no recrutamento de mondcitos e linfocitos. A
resposta imune adaptativa ocorre mais tarde, apés a disseminacdo do
microrganismo pelos linfonodos (NUNES-ALVES et al., 2014).
Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs), como receptores Toll
Like, Nod Like e C-type Lecitin, desempenham um papel central no
reconhecimento de M. tuberculosis, resultando na ativagdo da resposta
imune inata e adaptativa (MISHRA et al., 2017). PRRs estdo envolvidos
na ativacdo do inflamossoma, biogenese do fagossoma, trafego
endossomal, e padrdes de processamento de antigenos, criticos para uma
resposta imune efetiva. O polimorfismo nesses receptores tem sido
associado com aumento na suscetibilidade a TB em humanos (LIU et al.,
2014; DITTRICH et al., 2015; GUO, XIA, 2015). Evidéncias mostram
ainda, que para aumentar sua sobrevivéncia intracelular, M. tuberculosis
evoluiu com multiplas estratégias para subverter e reprogramar a resposta
imune mediada por PRRs (KHAN et al., 2016; PEDDIREDDY et al.,
2017).

M. Tuberculosis é uma bactéria intracelular, e embora possa ser
fagocitada por diferentes tipos de células, encontra o seu nicho
preferencial nos macrofagos alveolares (ERNST et al., 2012; NUNES-
ALVES etal., 2014). A funcdo do macrdfago € de restringir o crescimento
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micobacteriano através de mecanismos bactericidas como autofagia,
apoptose, liberacdo de Oxido nitrico, formacdo do inflamossoma,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e peptideos antimicrobianos
induzidos por vitamina D (GUTIERREZ et al., 2004; LIU et al., 2006;
BEHAR et al.,, 2011). No entanto, uma diversidade de bactérias
intracelulares, incluindo M. tuberculosis, podem causar desregulacdo
epigenética nas células do hospedeiro, contribuindo para o inicio e
progressdo da doenca (NILLER et al., 2017) Estudos recentes
demonstraram, que diferentes efetores liberados por M. tuberculosis,
conhecidos como nucleomodulinas, podem alterar o padrdo de expressao
de genes do hospedeiro, por inducéo de metilacdo do DNA, estabelecendo
um ambiente favordvel para persisténcia da bactéria intracelular. Isto
ocorre via alteragdes na liberacdo de citocinas, com inibi¢do da fusdo do
fago-lisossomo, permitindo a persisténcia e replicacdo de M. tuberculosis
fagocitado (YASSEN et al., 2015; SHARMA et al., 2016; JOSE et al.,
2016; ZHENG et al., 2017). A inducéo da apoptose no hospedeiro durante
a infeccdo do macrdfago pelo M. tuberculosis é outro exemplo cléassico
de como este microrganismo causa imunossupressao no individuo
infectado ganhando vantagens de sobrevida (SHARMA et al., 2009).

A expansdo da resposta imune leva a migracdo de células T
efetoras (Thl) para o pulmdo infectado, que secretam fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interferon (IFN-y), recrutando outras células como
neutréfilos, células dendriticas e células B, que podem eliminar a
infeccdo, ou o bacilo pode multiplicar-se levando a infec¢do priméria
(PEDDIREDDY et al., 2017). Entretanto, alguns bacilos podem ainda
escapar da resposta imune, manipular a resposta do hospedeiro e entrar
em dorméncia, com formacdo do granuloma, que vai restringir a
replicacdo e dispersdo de M. tuberculosis (ERNST et al., 2012; PHILIPS
et al., 2012; NUNES-ALVES et al., 2014; KHAN et al., 2015;
PEDDIREDDY et al., 2017). Granulomas sdo agregados compactos de
células imunes, principalmente macréfagos maduros, formados em
resposta a estimulos persistentes, infeciosos ou ndo, e sdo associados a
varias doencas (RAMAKRISHNAN, 2012). Na TB ativa e latente, o
granuloma caseoso classico, apresenta baixa disponibilidade de oxigénio,
é circundado por fibroblastos, com macrdfagos e neutrofilos na periferia,
apresentando macrofagos mortos na parte central (BARRY et al., 2009).

Desta forma, o sistema imune consegue controlar a infecgdo, mas
em geral, ndo consegue levar a esterilizacéo, assim a maioria das pessoas
infectadas pelo microrganismo se torna assintomatica, permanecendo em
um estado conhecido como TB latente, e representando um enorme
reservatério potencial da doenca (KONDRATIEVA et al., 2014). Embora
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a formacdo do granuloma seja uma resposta imune basica produzida
contra um agente infeccioso, ela também € promovida pelo
microrganismo como parte de sua viruléncia. O estado de dorméncia é
definido como uma inabilidade de replicagcdo em cultura, combinada com
atividade metabdlica extremamente baixa (GANGADHARAM, 1995).
Para M. tuberculosis é atribuida sofisticada capacidade de evadir do
sistema imune, permitindo sua persisténcia indefinidamente. Estratégias
adotadas para manutencéo desta fase de dorméncia incluem mecanismos
imunes (manipulagdo de receptor Toll-Like, de citocinas e de fungdo
celular), bioquimicos (desenvolvimento de resisténcia a intermediarios
reativos e a antimicrobianos), e genéticos (ativacdo de genes associados
com dorméncia) (PEDDIREDDY et al., 2017). A habilidade de
permanecer no estado de dorméncia ou reativar, depende de fatores
genéticos do microrganismo e do hospedeiro (KONDRATIEVA et al.,
2014). Em M. tuberculosis essa habilidade é regulada por
aproximadamente 50 genes, destacando as proteinas reguladoras DosR,
gue auxiliam o microrganismo a adaptar-se ao ambiente anaerébico,
induzindo a expressdo de 48 genes e garantindo a sobrevivéncia no
granuloma (SELVARAJ et al., 2012). A expressdo dos genes ¢ induzida
na hipéxia e parece ter papel na manutencdo do baixo crescimento
bacteriano em condicdes desfavoraveis.

A reativacdo de M. tuberculosis dormente ocorre quando
prevalecem condicdes favoraveis como disponibilidade de nutrientes, re-
aeracdo e comprometimento imune do hospedeiro, que levam a ativacdo
de diferentes genes, necessarios para o crescimento do bacilo. E
gerenciada por proteinas pertencentes a familia de fator promotor de
ressuscitacdo (RPF — resuscitation-promoting factor), essenciais a lise da
parede celular granulomatosa (KONDRATIEVA et al., 2014). E também,
por reguladores de proteases (ClpgR — Clp protease gene Regulator) que
desempenham um papel vital na manutencdo do turnover de proteinas e
na degradacdo de proteinas acumuladas, auxiliando a bactéria a entrar
novamente na fase metabolica (MCGILLIVRAY et al., 2015). Esses
genes encontram-se superexpressos quando o estresse é removido
(PEDDIREDDY, 2017).

Assim, multiplas possibilidades sdo decorrentes da inalagéo de M.
tuberculosis: a depuracdo bacteriana pela ativa¢do imune do hospedeiro;
a multiplicacdo de bactérias levando a infecgdo primaria; a sobrevivéncia
adormecida de bactérias no granuloma, tornando o hospedeiro
assintomatico e ndo contagioso; e a reativacdo de bactérias por violacdo
do estado de dorméncia causando o ressurgimento da infec¢do. No
entanto, uma proporcdo relativamente pequena (5-15 %) dos 2 a 3 bilhdes
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de pessoas infectadas com M. tuberculosis desenvolverdo a doenga
durante suas vidas, probabilidade aumentada entre pessoas infectadas
com HIV (WHO 2015a).

2.1.2 Classificacdo, Manifestacdes Clinicas e Radiograficas da
Tuberculose Pulmonar

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), TB pulmonar
refere-se a casos confirmados bacteriologicamente ou diagnosticados
clinicamente, que envolvam o parénquima pulmonar ou a arvore
brénquica. Na TB miliar, a despeito da dissemina¢do do bacilo via
corrente sanguinea, ocorrem lesdes nos pulmdes, sendo classificada como
TB pulmonar. O derrame pleural, sem alteracBes radiograficas nos
pulmdes, é classificado como TB extrapulmonar. Um paciente que
apresente ambas as formas, pulmonar e extrapulmonar, deve ser
classificado para notificagdo como um caso de TB pulmonar (WHO,
2013).

A tosse € o sintoma mais comum de TB pulmonar, no inicio pode
ser ndo produtiva, mas subsequentemente, com a inflamacéo e necrose
tecidual, o escarro é normalmente produzido. Hemoptise é infrequente,
usualmente é resultado de doenca prévia, ndo necessariamente associada
com doenca ativa, pode resultar de bronquiectasia tuberculosa residual,
ruptura de vaso na parede de uma cavidade, infeccdo por outras bactérias
e fungos em cavidade residual, ou brocolitiase em lesdes calcificadas. A
TB frequentemente produz sinais e sintomas de natureza sistémica, como
febre, perda de apetite, perda de peso, fraqueza, suores noturnos e mal-
estar. Em muitos pacientes a doenca pode estar associada a outras
desordens como infec¢do pelo HIV, diabetes mellitus, neoplasias,
insuficiéncia renal crbnica, alcoolismo ou abuso de drogas, que podem
mascarar ou modificar os sinais e sintomas cléassicos da TB, levando
inclusive a erro e/ou atraso no diagndstico, especialmente em pacientes
com infeccdo pelo HIV (ATS, CDC, 2000).

Na TB primaria, a imagem radiografica geralmente é vista como
um infiltrado no lobo inferior ou médio. Se o processo persiste, com 0
desenvolvimento de imunidade mediada por células, pode ocorrer
cavitacdo. Quando ocorre reativacdo de TB latente, € comum a presenca
de anormalidades no lobo superior em um ou ambos os pulmdes.
Cavitacgdo é frequentemente observada nesta forma de TB. A ocorréncia
de erosdo de um foco parenquimal de TB, dentro de um vaso sanguineo
ou linfatico, pode levar a disseminacdo do microrganismo com o
aparecimento de um padrdo “miliar” na imagem radiografica (distribuicao
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de pequenos nédulos). O termo miliar é derivado da semelhanga visual
entre as lesGes disseminadas com sementes de paingco tais nédulos,
histologicamente, sdo granulomas. A ocorréncia de ruptura de uma
cavidade ou foco parenquimal adjacente via fistula broncopleural, leva a
efusdo, resultando no microrganismo derramado no espaco pleural,
formando o empiema tuberculoso (ATS, CDC, 2000).

2.2 Epidemiologia

TB ¢ considerada uma doenca social com implicacdes médicas.
Sempre ocorreu desproporcionalmente entre populagfes desfavorecidas,
como pessoas vivendo em situagdo de rua, desnutridas e vivendo em areas
de grande densidade demografica. A propagacao da infeccéo pelo HIV e
de imigracéo de pessoas de areas com alta incidéncia de TB, colaboraram
com o0 aumento no nimero de casos da doenga no mundo (ATS, CDC,
2000)

Segundo o Relatério Global da OMS de 2016, o Brasil esta entre
os “top 20” em ntimero absoluto estimado de casos de TB no mundo, estes
paises detém 84% dos casos mundiais da doenca. No relatério, a OMS
apresentou os resultados em trés diferentes categorias, além dos paises
com alta carga de TB, foram definidos aqueles com alta coinfeccéo
TB/HIV, lista na qual o Brasil também figura entre os “top 20”, e com
alta taxa de infeccdo multirresistente (WHO 2016). Globalmente, em
2015, a OMS estimou uma incidéncia de 10,4 milhGes de casos de TB
(variagdo entre 8,7 e 12,2 milhGes), equivalente a 142 casos/100.000
habitantes.

A maioria dos casos estimados em 2015 ocorreu na Asia (61 %) e
na Africa (26 %); o continente americano apresentou uma pequena
porcentagem (3%). A india, € o pais com maior nimero de casos de TB,
juntamente com a China e a Indonésia, contabilizaram 45% dos casos
globais em 2015. Quando relacionado ao tamanho da populagéo (taxa de
incidéncia), alguns paises incluindo Africa do Sul, Lesoto, Coréia do
Norte e Mogcambique, apresentaram taxas superiores a 500 casos/100.000
habitantes (834, 788, 561 e 551/100.000 habitantes, respectivamente)
(WHO 2016).

Em 2015, foram notificados aos Programas Nacionais de Controle
de TB (PNCT) 6,4 milhdes de casos de TB no mundo, dos quais 57%
foram confirmados bacteriologicamente. No continente Americano foram
184.081 casos, dos quais 77% confirmados bacteriologicamente (WHO,
2016).
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No Brasil, a notificacdo de TB é compulséria e de investigacao
obrigatdria conforme Portarias Ministeriais n® 204 e 205, de 17 de
fevereiro de 2016. Em 2015, foram notificados 73.221 novos
casos/recidivas no pais, aproximadamente 40% das notificacGes do
continente Americano (WHO, 2016), com 4.374 6bitos registrados em
gue a TB aparece como causa basica (BRASIL, 2016a), e mortalidade
estimada de 7.700 casos conforme relatério da OMS (WHO, 2016).
Segundo boletim epidemioldgico do Ministério da Salde, o pais ocupa a
182 posi¢do em carga de TB, representando 0,9% dos casos estimados no
mundo (BRASIL, 2016a). A taxa de incidéncia foi de 30,9/100.000
habitantes, com uma distribuicdo bastante heterogénea dos casos,
variando entre 10,5/100.000 habitantes no Tocantins e 70,1/100.000
habitantes no Amazonas (BRASIL, 2016a). Quatro Estados e o Distrito
Federal apresentaram incidéncias abaixo de 20 casos/100.000 habitantes.
Santa Catarina ficou em 6° lugar no ranking de menor incidéncia
apresentando 23,1 casos/100.000 habitantes em 2015 (BRASIL, 2016a).

De acordo com o informativo da Diretoria de Vigilancia
Epidemioldgica do Estado de Santa Catarina (DIVE/SC), a taxa de
incidéncia de TB vem se mantendo estavel nos Gltimos 10 anos, em 2014
foi de 16,1/100.000 habitantes na forma pulmonar, e 28,3/100.000
habitantes incluindo TB extrapulmonar (DIVE, 2016). Apesar de
encontrar-se entre os Estados com as mais baixas taxas de incidéncia de
TB no pais, algumas regides de Santa Catarina apresentam taxas
superiores a média nacional (30,9/100.000 habitantes), confirmando a
distribuicdo heterogénea da doenca também em nosso Estado.
Considerando o ano de 2014, a regido da Foz do Rio Itajai e a Grande
Floriandpolis apresentaram incidéncias proximas a 60/100.000 habitantes
e 50/100.000 habitantes, respectivamente (DIVE, 2016). Desde 2004, o
PNCT elencou municipios brasileiros prioritarios, com o objetivo de
intensificar as estratégias de controle da TB, especialmente nos locais de
maior incidéncia da doenca. Santa Catarina possui sete municipios
enquadrados nessa categoria: Balneario Camborit, Blumenau, Camborid,
Cricitima, Floriandpolis, Itajai e Sdo José (BRASIL, 2004).

Na regido da Grande Floriandpolis, o municipio de Florianépolis
apresenta a maior incidéncia de TB, 53,3/100.000 habitantes. Em 2006, o
municipio apresentava incidéncia de 40/100.000 habitantes,
caracterizando uma tendéncia a elevagdo do nimero de casos nos Ultimos
10 anos (FLORIANOPOLIS, 2015). O municipio de Sao José apresentou
uma incidéncia de 26,7/100.000 habitantes em 2015, caracterizando uma
gueda nos casos de TB quando comparado aos 38,8/100.000 habitantes
registrados em 2006 (TABNET/DIVE). Em 2015, a densidade
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demogréfica de Floriandpolis era 623,68 habitantes/lkm2, com IDHM
(indice de Desenvolvimento Humano Municipal) 0,847 e PIB (Produto
Interno Bruto) per capita 32.385,04 reais; Sdo José/SC apresentava uma
densidade demogréfica de 1.376,78 habitantes/lkm2, IDHM 0,809, PIB
per capita 34.181,78 reais. O IDH brasileiro é de 0,754 e o pais situa-se
em 15° lugar nas Américas. O IDH desses dois municipios é semelhante
ao IDH do Chile (0,847), situado em 3° lugar nas Américas (UNDP 2016).
Por outro lado, os dois municipios estdo entre as maiores incidéncias de
HIV/AIDS do Brasil (BRASIL, 2016b)

2.3 Controle da Tuberculose

Apesar da promulgacdo de estratégias mdltiplas, pela OMS e
governos dos paises, para prevenir e controlar a TB, ndo hd queda
significativa no nimero de novos casos. A tarefa de controlar a TB parece
ainda mais utdpica, considerando-se o risco de recidiva da doenga, a
faléncia terapéutica, com surgimento e disseminacdo de isolados
resistentes aos antimicrobianos, além da capacidade de laténcia de M.
tuberculosis (PEDDIREDDY et al., 2017).

Atualmente, os programas de controle da TB tém por objetivo
reduzir a mortalidade, prevaléncia e incidéncia da doenca, com agdes
baseadas em encontrar e tratar 0s casos, especialmente aqueles
baciliferos, responsaveis pela manutencédo do ciclo da transmissdo de M.
tuberculosis (WHO, 2015a). Com as estratégias “Stop TB/2006” ¢ “End
TB/2016”, a OMS busca frear a trajetéria da epidemia por meio da
intensificacdo da pesquisa e inovacgdo, e do fortalecimento das politicas e
sistemas de apoio. Busca incluir o governo, a comunidade e a iniciativa
privada, promovendo prevencdo, ampliagdo do diagnostico e do
tratamento, com foco especial na populacdo pobre e vulneravel,
coinfec¢do TB-HIV e TB-MDR (WHO, 2006; WHO, 2015b).

O pilar fundamental dos programas de controle continua sendo a
estratégia DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course),
promovida pela OMS a partir de 1993. O pacote técnico e de gestdo
DOTS foi baseado em um modelo de sistema de controle de TB
desenvolvido por Karel Styblo da Unido Internacional Contra
Tuberculose e Doengas Pulmonares (IUATLD: International Union
Against Tuberculosis and Lung Disease) em 1970, com uma abordagem
gerencial para deteccdo e tratamento dos casos. Nesse modelo, as
unidades basicas de salde ja existentes, receberiam recursos e pessoal
necessarios para realizar o diagndstico, tratamento, registro e relato do
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progresso dos pacientes em areas delimitadas entre 100.000 e 150.000
habitantes (WHO, 1999).

A recomendagdo da estratégia DOTS foi fundamentada na
constatagdo de que o maior problema em relagdo ao controle da TB néo
era a falta de meios para detectar e curar os pacientes, mas a falta de
organizacdo dos servigos para garantir o diagnostico e a cura (WHO,
1999; WHO, 2001). As maiores deficiéncias eram a garantia do
fornecimento do tratamento, as altas taxas de abandono e a auséncia de
sistemas adequados de vigilancia e monitoramento (SBARBARO et al.,
2001).

A partir da metade do século XX, com o advento da quimioterapia,
o tratamento da TB passou a ser ambulatorial, os doentes poderiam
conviver na sociedade ou com suas familias, ainda que com estigmas, mas
ndo segregados em sanatdrios e hospitais destinados a tratar a doenca
(GONGCALVES, 2000). A medicina descobriu a cura para TB, operaram-
se mudancas na forma de lidar com a doenga e com o doente, o individuo
assumiu seu grau de participacdo no processo (BETHLEM, 1995). No
entanto, a autonomia do paciente, ainda que relativa, possibilitou o
descontrole em vez do controle previsto pela politica de saide. Em
decorréncia, novos elementos surgiram e se tornaram agravantes: o
abandono, a recidiva, a faléncia terapéutica e a resisténcia aos
antimicrobianos (GONCALVES, 2000).

Com a estratégia DOTS, o tratamento padronizado deveria ser
diretamente observado pelo menos durante a fase intensiva (dois
primeiros meses) e o progresso do paciente registrado e relatado até a cura
por sistemas de monitoramento. Bons exemplos da eficacia do sistema
chegaram a taxas de cura de 95% dos casos, com sucesso também no
aumento dos casos diagnosticados (TSOGT et al., 1999).

O objetivo da OMS para os paises em desenvolvimento, em 2001,
era alcancar taxa de cura de 85%, por meio da ado¢éo da estratégia DOTS,
com a realizagdo de coortes de acompanhamento do desfecho do
tratamento para todos os pacientes com baciloscopia positiva, em todos
os centros (WHO, 1999). Em 2016, com o “End TB”, a meta foi ampliada
para 95% de cura (WHO, 2015b). Desde 2001, a meta foi pactuada pelo
governo brasileiro, que verificou a necessidade de consolidar a atuacéo
de Estados e Municipios, por meio da descentralizacdo das estratégias de
controle da TB nos municipios considerados prioritarios. Segundo a
OMS, a descentralizagdo refere-se a uma mudanca na responsabilidade
das funcdes de planejar, administrar e executar, de niveis centrais
(estaduais) para niveis mais periféricos (municipais) no sistema de salde
nacional (WHO, 2003). No processo de descentralizagdo proposto pelo
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Ministério da Salde, a atencéo aos pacientes deveria ser expandida para
a rede de atencdo béasica que substituiria os ambulatérios municipais
especializados. O tratamento supervisionado sugerido, foi a observacéo
direta da tomada do medicamento, pelo menos uma vez por semana,
durante o primeiro més do tratamento (BRASIL, 2004). Para as
recomendacfes vigentes, sdo considerados em tratamento diretamente
supervisionado (TDO) os doentes com 24 doses supervisionadas na
primeira fase do tratamento, e 48 doses supervisionadas na segunda fase
(BRASIL, 2011).

No entanto, de 2004 a 2014, a taxa de sucesso no tratamento dos
pacientes notificados no Brasil (74.117 casos em 2014), permaneceu
estacionada nos 70%. O pais ocupava o segundo pior desempenho entre
0s 20 paises com alta carga de TB no mundo em 2013 (WHO, 2015), e
com a nova abordagem da OMS, ocupou o sétimo pior desempenho entre
os “Top 30” em 2014 (WHO, 2016a).

A baixa adesdo ao tratamento para TB pode levar a morte,
resisténcia aos farmacos, continuidade da transmissdo na comunidade, e
consequentemente, aumento nos custos para o sistema de salde
(MAARTENS, WILKINSON, 2007; FRANKE et al., 2008; TOCZEK et
al., 2013; WOIMO et al., 2017). Alguns estudos sul-americanos
apontaram como fatores de risco para o abandono, 0 uso excessivo de
alcool, uso de drogas ilicitas, baixa escolaridade, tratamento para TB-
MDR, histérico de encarceramento, histérico de residéncia em centros de
reabilitacdo, pobreza ou pobreza extrema, sexo masculino, tabagismo,
individuos com coinfeccdo TB/HIV, e dificuldades com custo do
transporte a unidade de salde (HERRERO et al., 2015; LACKEY et al.,
2015; NOGUEIRA et al., 2016). No continente Africano, estudos
relacionam a ndo aderéncia ao tratamento a baixa escolaridade, falta de
informacéo sobre a doenca nas visitas a unidades de saude, quantidade de
comprimidos, a distancia entre a unidade de saide do DOTS e a residéncia
do paciente superior a 10 km, efeitos colaterais, custo de medicamentos
outros além dos antimicrobianos anti-TB, e falta de alimentacdo adequada
(IBRAHIM et al., 2014; FAGUNDEZ et al., 2016; BORU et al., 2017;
WOIMO et al., 2017). Além disso, revisdo sistematica sobre fatores
relacionados a ndo adeséo ao tratamento entre populagfes de imigrantes,
acrescenta a lista, fatores como status de imigracdo ndo documentado,
idade avancada e fatores sociais (LIN, MELENDEZ-TORRES, 2016). O
grande numero de fatores associados ao abandono é um indicativo de que
uma complexa combinacéo de causas independentes pode afetar a adesdo
ao tratamento (LACKEY et al., 2015).
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Um dos mais preocupantes tdpicos relacionados a ndo adesdo ao
tratamento é a emergéncia de resisténcia e consequentemente de TB-
MDR. Em 2005, o Brasil estimava entre 0s casos novos 0,9% (0,5-1,4) de
TB-MDR e entre os casos previamente tratados 5,4% (4,0 — 7,2); em
2015, TB-MDR foi estimada em 1,5% (1,1-1,9) entre 0s casos novos €
8% (5,9-10) entre os previamente tratados (WHO, 2007; WHO, 2016).
Embora o pais néo faga parte dos “Top 30” da TB-MDR mundial, em dez
anos foram observados aumentos de aproximadamente 70% dos casos de
TB-MDR, entre os casos novos, e 50% entre aqueles previamente
tratados. A taxa de sucesso no tratamento para os casos de TB-MDR que
iniciaram tratamento em 2013 no pais, foi de 52%, e de apenas 12% para
0s casos de TB-XDR (tuberculose extensivamente resistente) (WHO,
2016). Diante da dificuldade de tratar a TB resistente, é fundamental
reunir esforgos para frear sua disseminagdo, sendo recomendado
inclusive, a necessidade de considerar a internacdo para garantir um
tratamento efetivo e pelo tempo recomendado (ARBEX et al., 2015).

O governo brasileiro fez investimentos expressivos em melhorias
no diagndstico dos casos novos, com a implementacdo de metodologia
molecular na rede publica, oferecendo um diagndstico rapido, mais
sensivel, e com a possibilidade de detectar e iniciar imediatamente o
tratamento dos casos de TB-MDR. O objetivo da implementagéo do teste
diagndstico Xpert MTB/RIF® (Cepheid, EUA) foi reduzir a transmisséo
e a morbidade da doenca e avancar na reducdo das taxas de incidéncia
(BRASIL, 2013). Entretanto, entre as metas de detectar, tratar e curar do
Ministério da Salde, a adesdo ao tratamento continua como o grande
desafio, sendo necessarios investimentos em pessoal, gestdo,
planejamento estratégico e supervisao para melhorar a adesdo as politicas
publicas (SCHEFFER et.al, 2017 — artigo submetido).

A interagdo de muitos fatores afeta a transmissdo da TB na
populacdo, incluindo fatores demograficos e outros riscos, padrdes de
contato dentro e entre diferentes grupos, tendo diferentes locais de
trabalho, de socializacdo e vivendo em diferentes sitios (incluindo abrigos
para pessoas vivendo em situacdo de rua), com diferentes acessos aos
servigos de salde para diagnosticos, e tendo diferentes necessidades para
aderéncia ao tratamento (WHITE; ABUBAKAR, 2016). Estes fatores
distintos precisam ser conhecidos, quantificados e compreendidos, para
melhorar o controle da TB. S&o necessarias melhorias na quantificacéo de
fatores de risco e taxas de transmissdo, utilizando métodos de
epidemiologia molecular, associados a dados epidemioldgicos de alta
qualidade, incluindo rastreamento de contatos, documentacgdo detalhada
de fatores de risco e historico de exposicdo (WHITE; ABUBAKAR,



44

2016). A combinacdo de tais abordagens deve ser utilizada para dirigir
questdes de fundamental importancia, como a ndo adesdo ao tratamento,
tratamento de infeccédo latente e TB-MDR. O hipotético fim da epidemia
de TB, passa pelo desenvolvimento de novos sistemas que possibilitem
intervencOes adaptadas a epidemias heterogéneas (THERON et al., 2015).

Para atingir as metas da estratégia End TB, com seu ambicioso
objetivo de eliminar a TB epidémica, é necessaria intensificagcdo e
continuidade de pesquisas nas areas de clinica, epidemiologia, sistemas
de saude e ciéncias sociais. Alcancar tal objetivo serd possivel somente
com desenvolvimento e rapida aceitagdo de novas ferramentas, incluindo
diagndstico rapido, tratamento seguro e de curta duracdo para infeccéo
ativa e TB latente, e uma vacina eficaz, combinadas com sistemas de
salde eficientes, e provisdo de cuidados e acbes sobre determinantes
sociais da TB (LIENHARDT et al., 2016).

2.4 Agente etioldgico

Membro da ordem Actinomycetales, composta principalmente por
bactérias ambientais, a familia Mycobacteriacea provavelmente evoluiu
do solo, e M. tuberculosis tornou-se um dos mais bem-sucedidos
patégenos humanos da historia (GALAGAN et al., 2014). O género
Mycobacterium acomoda 169 espécies distintas, entre elas destacam-se
0s membros do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), agentes
causais da tuberculose (TB). Séo patogenos intracelulares em humanos e
animais (JAGIELSKI et al., 2016). O complexo compreende espécies
tipicamente associadas a infec¢Ges humanas, como M. tuberculosis, M.
africanum e M. canettii, bem como outras espécies adaptadas
especificamente a animais domésticos e selvagens, como M. bovis, M.
caprae, M. microti, M. mungi, M. orygis, M. pinnipedii, M. surucattae, e
bacilo de dassie (http://www.bacterio.net/mycobacterium.html). M.
tuberculosis é o principal membro do CMTB, a causa mais comum de TB
e um dos patdgenos mais devastadores da histéria da humanidade
(DANIEL, 2006; JAGIELSKI et al., 2016).

O microrganismo apresenta forma bacilar, levemente curvada ou
reta, e quando sofre algum estresse, pode tornar-se fragmentado (MAGEE
et al., 2015). Resiste a descoloracdo com alcool acido, sendo essa uma
propriedade caracteristica do género. A maioria das espécies ndo cora
bem pelo método de Gram, mas usualmente sdo consideradas Gram-
positivas, devido a algumas semelhancas na parede celular (MAGEE et
al., 2015). No entanto, a parede celular micobacteriana tem caracteristicas
Unicas, contém camada polipeptidica, camada de peptideoglicano e
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lipidios livres, sendo o alto teor de lipidios responsavel pela caracteristica
de alcool acido resisténcia e impermeabilidade a inimeros compostos.
Sua parede celular complexa é responsavel, em parte, pela resisténcia
intrinseca a varios antimicrobianos e pelo crescimento lento, requerendo
mecanismos especializados para que ocorra a divisdo celular (HETT,
RUBIN 2008). A composi¢do principal da parede se da por trés tipos de
macromoléculas: peptideogicano, arabinogalactano e &cidos micdlicos,
gue sao intercalados com moléculas de proteinas da parede celular, de
manosideo de fosfatidilinositol, lipidios de tiocerol, lipomanano e
lipoarabinomanano (BRENNAN, 2003). Acidos graxos complexos, como
os acidos micolicos podem estar ligados a membrana celular ou acoplados
a um carboidrato, como o dimetilcolato de trealose, que é responsavel
pela formacdo tipica de M. tuberculosis, o fator corda (FORRELAND et
al., 2013).

O genoma da linhagem H37Rv de M. tuberculosis é composto por
4.411.529 pb (pares de base), que codificam aproximadamente 4.000
genes, apresenta um alto conteldo de guanina e citosina, 65,6%,
distribuido uniformemente ao longo do genoma (COLE et al., 1998). A
comparacao entre 0 genoma do microrganismo referéncia H37Rv com o
de isolados clinicos, encontrou polimorfismo de grandes sequéncias e de
nucleotideos Gnicos, em numerosos genes, incluindo codificadores de
fatores de viruléncia e resposta imune ao hospedeiro. Tais resultados
indicam que o polimorfismo entre isolados de M. tuberculosis € maior do
gue previamente antecipado, e que variacdes genéticas podem ter um
importante papel na patogénese e imunidade da tuberculose
(FLEISCHMANN et al, 2002). Mais recentemente, foi sugerido que
variantes clonais podem emergir como resultado de um fendmeno de
microevolucdo, um isolado pode sofrer rearranjos genéticos em um dnico
episodio de infeccdo, levando a emergéncia de variantes clonais que
abrigam diferencas sutis em relagdo ao isolado parental, podendo
apresentar diferenga na infectividade. O que representaria, por um lado,
uma variante clonal com maiores taxas de crescimento, com capacidade
aumentada de formar cavidades, com consequente aumento na sua
transmissdo, por outro, uma variante clonal com infectividade diminuida,
poderia representar uma vantagem evolutiva em termos de garantia da
manutencdo do hospedeiro, com consequente sobrevivéncia bacteriana
(NAVARRO et al., 2013).
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2.4.1 Epidemiologia Molecular

Genotipagem classica, e mais recentemente, sequenciamento do
genoma total de isolados clinicos do complexo M. tuberculosis, tem se
tornado uma ferramenta padrdo para rastreamento epidemiol6gico e
investigagdo de estrutura populacional de isolados locais e globais
(NIEMANN; SUPPLY, 2014). A somatéria de técnicas moleculares e
abordagens epidemioldgicas convencionais tem permitido a identificacao
de determinantes da distribuicdo, transmissdo e manifestacdo da doenca
na populacdo, contribuindo muito para o conhecimento da genética
populacional da TB. Estudos de epidemiologia molecular demonstraram
gue M. tuberculosis sofreu evolucdo clonal em linhagens divergentes,
associadas a regides geograficas especificas e, possivelmente, com
distintas populagdes étnicas (WEISENBERG et al., 2012). O cenério
evolucionario do CMTB sugere que isolados ancestrais sejam
caracterizados pela presenca de uma regido de delecéo especifica (ThD1)
e isolados modernos pela delecdo de TbhD1 (BROSCH et al., 2002)
(Figura 1). A biologia evolutiva postula que a diversidade genética e
biolégica em espécies do CMTB e suas sublinhagens, decorrem
principalmente de alteragbes gendmicas brutas, tais como dele¢oes,
insercdes, inversdes, e duplicagdes, que sdo conhecidas coletivamente
como regido-de-diferenca (RD) (COLE, 2002). Atualmente, a presenca
ou auséncia de regides RD, permitiu classificar o CMTB em 7 diferentes
linhagens (NEBENZAHL-GUIMARAES et al., 2016) (Figura 1).

Em 1997, Kamerbeek e colaboradores, utilizando como
marcadores a estrutura do locus DR (Direct Repeats), que representa uma
grande familia de repeti¢ces de DNA, denominadas CRISPR (repeti¢des
palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas),
subdividiram M. tuberculosis em familias. A técnica de Spacer
oligonucleotide typing (Spoligotyping) descrita pelo grupo, baseada em
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), é muito versatil para genotipagem
do CMTB, possibilitando o agrupamento de padrfes de acordo com a
similaridade, explorando o polimorfismo existente no locus DR entre 0s
diferentes isolados. Mudancgas neste locus sdo quase neutras e ocorrem
via consecutivas dele¢des irreversiveis de uma Unica unidade ou em
blocos contiguos.
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Figura 1: Classificagdo das linhagens filogenéticas baseadas na presenca
ou auséncia de regides de diferenca (RD) e pequenas delecdes
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Fonte: NEBENZAHL-GUIMARAES et al., 2016

Globalmente, varias familias ou linhagens filogenéticas, podem ser
distinguidas pelo perfil de Spoligotyping, cuja distribuicdo geografica é
marcadamente variavel. Estudo com 39.295 isolados, de 122 paises,
distribuiu as principais linhagens entre os cinco continentes, a Beijing foi
predominante na Asia e Oceania; a East African Indian (EAI) foi
altamente prevalente na Asia e Oceania, particularmente nas Filipinas; a
linhagem Central Asian (CAS) foi prevalente no sul da Asia,
especialmente na india; a X foi altamente prevalente na América do Norte
e poderia ser relacionada a ancestrais Angloxacfes, pois foi
frequentemente encontrada em &reas de colonizagdo inglesa; a linhagem
Haarlem (H) foi prevalente na Europa; a Latin American and
Mediterranean (LAM) foi prevalente na América do Sul; a superfamilia
T foi a Unica encontrada em proporcdo semelhante em todos os
continentes (aproximadamente 30%) (BRUDEY et al, 2006). Em estudo
posterior, utilizando o sequenciamento de 89 genes, Comas e
colaboradores (2009) agruparam estas familias segundo linhagens,
altamente congruentes com as definidas com base em dele¢des gendmicas
ou polimorfismos de grandes sequencias. Nesta classificacdo a linhagem
1 corresponde a familia EAI, a linhagem 3 a familia CAS, a 5 e 6
correspondem a M. africanum 2 e 1, respectivamente. No entanto, o
estudo sugere que outros grupos definidos por spoligotyping deveriam ser
classificados como sublinhagens, isolados da familia Beijing seriam parte
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da linhagem 2, e cinco grupos de spoligotyping LAM, H, X, Unganda e
Cameroon, seriam sublinhagens dentro da linhagem 4 (COMAS et al.,
2009) (Figura 1). Outros estudos do mesmo grupo classificaram ainda T
e S como pertencentes a sublinhagem Euro-Americana ou 4 (KATO-
MAEDA et al., 2011) .

Trés linhagens genotipicas principais, LAM, H e T séo as mais
frequentes na Africa, América Central, Europa e América do Sul
(BRUDEY et al., 2006). Estudo com 1991 isolados, de 11 Estados
brasileiros, mostrou que quase metade dos isolados pertencia a linhagem
LAM (46%), seguido pela T (18,6%) e H (12,2%) (GOMES et al., 2012).

Em 2007, Lazzarinni e colaboradores identificaram uma nova
sublinhagem como sendo a maior causa de TB no Rio de Janeiro
(LAZZARINI et al., 2007). A sublinhagem RDR° ¢ membro da linhagem
LAM e apresenta uma delecdo de 26.314 pb na sequéncia do DNA. Esta
delecdo envolve 10 genes, incluindo dois que codificam proteinas
micobacterianas denominadas PPE (prolina-prolina acido glutamico) que
sdo associadas ao reconhecimento da micobactéria pelo sistema imune
(LAZZARINI et al., 2007). De acordo com os primeiros estudos, a
sublinhagem RDR© disseminou-se no Brasil e internacionalmente,
emergindo como importante causa de TB (WEISENBERG et al., 2012;
VON GROLL et al., 2010b; BARBOSA et al., 2012), com um aumento
na possibilidade de causar doenca cavitaria, aumento na eficiéncia de
transmissibilidade (LAZZARINI et al., 2007; 2008) e associacdo a maior
resisténcia aos antimicrobianos (DALLA-COSTA et al., 2013). Lazzarini
e colaboradores (2008), em uma coorte de casos de TB na cidade de Belo
Horizonte, mostraram associacéo significativa entre a linhagem RDR© e
cavitacdo pulmonar. Como TB cavitaria é associada com maior carga
bacilar no escarro, o estudo sugeriu que a linhagem estaria associada com
maior transmissibilidade da doenca, alimentando a cadeia de transmisséo
(LAZZARINI et al., 2008). No entanto, esta associacdo foi
posteriormente questionada por resultados do mesmo grupo, em estudo
prospectivo realizado no Rio de Janeiro, que ndo encontrou distingdo
clinica entre doenca causada pela sublinhagem RDR° (BARBOSA et al.,
2012). Dalla Costa e colaboradores (2013) relataram associagdo
significativa entre casos de TB-MDR e pacientes infectados com a
sulinhagem RDR°, mas n&o observaram diferencas clinicas, radioldgicas
ou laboratoriais.

Evidéncias sugerem que a diversidade genética tem impacto
significativo sobre a patogenicidade e imunogenicidade dos isolados
individuais. Este conhecimento, estd mudando o paradigma cléssico da
TB, no qual fatores relacionados ao hospedeiro, como imunidade, e
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fatores ambientais, como duracdo e intensidade da exposicéo, sdo vistos
como os principais ou Unicos responsaveis pelo desfecho da infec¢do, nao
considerando a importancia da diversidade genética do patdgeno
(GAGNEUX; SMALL, 2007).

2.5 Tratamento

Sem tratamento a mortalidade por TB é alta. Estudos da era pré-
guimioterapia mostraram que cerca de 70% das pessoas com TB
pulmonar e baciloscopia de escarro positiva morriam em 10 anos, e entre
o0s casos de TB pulmonar com baciloscopia negativa e cultura positiva a
mortalidade era de 20% (TIEMERSMA et al., 2011). Com diagndstico
precoce e tratamento adequado, quase todas as pessoas com TB podem
ser curadas (WHO 2015a).

O primeiro farmaco efetivo contra a TB foi a estreptomicina,
descoberta em 1943. Recebida com grande entusiasmo pela comunidade
cientifica e pelos doentes, trouxe consigo a resisténcia do bacilo, e
somente a partir de 1949 com a descoberta de outro farmaco
antituberculose, o0 4&cido paraminossalicilico (PAS), utilizado em
associacdo com a estreptomicina, foi possivel reduzir a frequéncia de
casos com isolados resistentes (GONCALVES, 2000; GILLESPIE,
2002). O uso da combinacdo de terapias levou & diminuigdo na
emergéncia de resisténcias aos farmacos, tornando-se o padrdo para
terapias antituberculose (GILLESPIE, 2002; HALL et al., 2009). Os
antimicrobianos utilizados, atualmente, como primeira linha no
tratamento da TB, isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z) e
etambutol (E), foram descobertos na metade do século XX, em 1952,
1963, 1954 e 1961, respectivamente (GILLESPIE 2002; WONG et al.,
2013). O tratamento atual utiliza a combinacdo de quatro farmacos, por
dois meses (2RZHE), seguida pela combinacdo de dois farmacos, por
quatro meses (4RH) (WHO 2016). Inicialmente, o tratamento padrdo era
realizado em 18 meses, com internacdo nos primeiros trés meses. Em
1965, ap6s pesquisa da IUATLD, o tratamento foi reduzido para 12
meses. O regime padronizado, atualmente, foi reduzido para seis meses
(“curta duragdo”) e pode atingir taxas de cura superiores a 95% em
condicdes experimentais, e mais de 90% em tratamento sob a supervisdo
de programas de controle da tuberculose (ZUMLA et al., 2013).

Acredita-se que na tuberculose cavitaria estdo presentes trés
populacdes de M. tuberculosis: bacilos na fase log de crescimento, bacilos
se replicando lentamente em condi¢des &cidas, e bacilos sob condigdes de
hipoxia que ndo estdo em replicagdo (MITCHISON, 1979). Farmacos
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como a rifampicina, isoniazida e pirazinamida tém acédo seletiva sobre
cada uma destas populacfes, tornando essencial o uso de terapias
combinadas para erradicar todos os bacilos. Isoniazida é ativa nos bacilos
na fase log de crescimento, enquanto a pirazinamida é ativa nos bacilos
em replicacdo lenta ou semi-dormentes, que residem no ambiente &cido
das lesbes da TB (MITCHISON, 1985). A rifampicina é ativa em bacilos
em crescimento e ndo replicantes (metabolismo lento) durante os seis
meses de tratamento, com a isoniazida associada para prevenir a
resisténcia durante a fase de manutencdo (HALL et al., 2009;
PALOMINO; MARTIN, 2014). A introdug&o do etambutol, como quarto
farmaco na fase intensiva do tratamento para o esquema béasico, tem como
justificativa a constatacdo do aumento de resisténcia primaria a isoniazida
e da resisténcia priméria a isoniazida associada a rifampicina, observado
no Il Inquérito Nacional de resisténcia aos farmacos antituberculose
conduzido em 2007-2008, em compara¢do com os resultados do |
Inquérito Nacional, realizado no periodo de 1995 a 1997 (BRASIL 2009).

2.5.1 Resisténcia aos Antimicrobianos

Em casos de resisténcia a rifampicina e isoniazida, faléncia ao
esquema basico ou na impossibilidade do uso do esquema bdsico por
intolerdncia a dois ou mais farmacos, o Ministério da Salde recomenda a
utilizacdo do esquema para multirresisténcia. Neste esquema, utiliza-se
estreptomicina, etambutol, levofloxacina, pirazinamida e terizidona
(BRASIL 2009). Segundo o Ministério da Salde, faléncia terapéutica é
caracterizada pela persisténcia da baciloscopia positiva ao final do
tratamento; ou por pacientes positivos (++ ou +++) no inicio do
tratamento, mantendo essa situagdo até o quarto més de tratamento; ou
por positividade inicial seguida de negativacdo e nova positividade a
partir do quarto més de tratamento (BRASIL 2011). Os fatores de risco
para faléncia terapéutica incluem cavitagdo, doenca extensa e
imunossupressao, culturas de escarro que permanecem positiva apés oito
semanas de tratamento sdo indicativas de faléncia. Se algum dos fatores
de risco estiver presente, a terapia pode ser estendida por até nove meses
(ZUMLA et al., 2013).

A resisténcia aos farmacos utilizados emerge por multiplicacdo
seletiva de mutantes resistentes dentro das lesdes, apesar da presenga do
antimicrobiano na concentracdo que inibe o crescimento, como resultado
de um tratamento inapropriado e/ou inadequado. A frequéncia de
mutantes resistentes e os niveis de resisténcia variam dependendo do
farmaco, do gene que sofreu mutagéo e posigao/local da mutagdo, cujas
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expressdes fenotipicas incluem: alteracdes de sitio de ligacdo, perda de
enzimas ativadoras da molécula do farmaco, mudancas na
permeabilidade, efluxo e produgéo de enzimas inativadoras da molécula
do antimicrobiano (KIM, 2005). A resisténcia simultanea a isoniazida e
rifampicina define um isolado de M. tuberculosis como TB-MDR. Sem
estes dois potentes antimicrobianos, o tratamento de TB-MDR torna-se
dificil, uma vez que os farmacos de segunda linha utilizados sdo menos
eficientes e ndo tdo bem tolerados quanto os de primeira linha
(MUKHERIJEE et al., 2004).

O mecanismo de acdo da isoniazida é complexo, afeta a sintese de
macromoléculas, especialmente o acido micolico. A pro-droga é ativada
pela enzima catalase-peroxidase (KatG), e os produtos ativos tem como
alvo a proteina carreadora enoil-acil (ACP) redutase (InhA) e a beta-
cetoacil enoil-ACP-sintetase (KasA), da via da sintese de acido micolico
(BANERJEE etal., 1994; MDLULI etal., 1998; PALOMINO; MARTIN,
2014; UNISSA et al., 2016). Além disso, a isoniazida é inativada pela
enzima arilamina N-acetiltransferase (NAT), que também tem importante
papel na via de sintese de acido micolico (BHAKTA et al., 2004). Desta
forma, o mecanismo de resisténcia a isoniazida pode envolver maltiplos
genes. Os dois principais mecanismos moleculares de resisténcia séo
associados com mutagBes em katG e inhA e sua regido promotora
(PALOMINO; MARTIN 2014; UNISSA et al., 2016). O mecanismo de
acdo da rifampicina é por ligagdo a subunidade B da RNA polimerase,
inibindo a elongacdo do RNAmM (BLANCHARD, 1996). A maioria dos
isolados clinicos resistentes a rifampicina apresentam mutacfes no gene
rpoB, que codifica a subunidade B da RNA polimerase (TELENTI et al.,
1993; PALOMINO; MARTIN 2014). Aproximadamente 96% dos
isolados resistentes a rifampicina apresentam muta¢des em uma regido de
81 pb que abrange os cédons 507-533 do gene rpoB. Além disso, a
atividade aumentada de bombas de efluxo, levando a extrusdo do
antimicrobiano, foi proposta como mecanismo de resisténcia,
especialmente em isolados clinicos que ndo apresentavam mutacGes nos
genes descritos (DA SILVA et al.,, 2011). O sinergismo, entre a
permeabilidade reduzida da parede celular e a atividade de efluxo, pode
constituir o primeiro estagio para o desenvolvimento e efetivacdo de
fendtipos resistentes (MACHADO et al., 2012; VIVEIROS et al., 2012).
Recentemente, Machado e colaboradores (2017), evidenciaram atividade
de efluxo e superexpressdo de genes de bombas na presenca do
antimicrobiano, contribuindo para o aumento dos niveis de resisténcia em
M. tuberculosis, independentemente do genétipo. O estudo demonstrou
que os diferentes niveis de resisténcia entre isolados clinicos, incluindo
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isolados MDR e XDR, se devem a combinacdo entre a atividade das
bombas de efluxo e mutagdes nos genes alvo (MACHADO et al., 2017).

2.5.2 Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

O teste convencional de susceptibilidade aos antimicrobianos para
micobactérias utiliza uma Unica concentracdo do farmaco, chamada de
concentracdo critica, categorizando um isolado clinico como sensivel ou
resistente. Esta concentragdo critica é considerada mais um pardmetro
epidemiolégico, que distingue o tipo selvagem do tipo ndo selvagem
capaz de crescer na presenca de altas concentracdes do farmaco, do que
um valor de ponto de corte estabelecido para guiar as decisdes
terapéuticas (KI1M, 2005).

Na década de 60, Canetti e colaboradores demonstraram
preocupacdo com a atividade dos ‘“novos farmacos antituberculose”,
devido ao aparecimento de isolados bacterianos capazes de crescer na
presenca de altas concentragdes dos antimicrobianos, e com a busca por
testes de suscetibilidade acurados, reprodutiveis, econdmicos e rapidos.
Os autores sugeriram a utilizacdo de isolado sensivel como controle,
possivelmente H37Ryv, para assegurar o desempenho do método, evitando
a classificacdo de isolados selvagens como resistentes ou resistentes como
selvagens. Outras recomendagBes, em relacdo aos metodos de
concentracdo absoluta, foram a padronizacdo do indculo e a determinacéo
da concentragdo critica para aquele método, naquele laboratério, com
amostras de isolados selvagens. Por fim, os autores consideraram que o
melhor tipo de teste de suscetibilidade para M. tuberculosis seria a
determinacdo totalmente quantitativa, na qual o microrganismo é capaz
de crescer em meio contendo uma ampla gama de concentragfes
conhecidas do farmaco, proporcionando informacdes sobre o nivel de
resisténcia (CANETTI et al., 1963).

A demanda por um teste de suscetibilidade confiavel tem
aumentado com a expansdo da resisténcia aos antimicrobianos
antituberculose, e com a necessidade de um tratamento apropriado para
TB-MDR. Este teste deve ser baseado em medidas quantitativas
confidveis para prevenir futuras amplificagbes da resisténcia
(MUKHERJEE et al., 2004).

Estudos com protocolos quantitativos padronizados séo
necessarios para prover dados dos niveis de resisténcia fenotipica in vitro.
Estes niveis devem ser cuidadosamente correlacionados com amostras
clinicas representativas de isolados de M. tuberculosis de pacientes
virgens de tratamento, e de pacientes que tenham falha no tratamento com
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0 regime contendo o farmaco testado (SPRINGER et al., 2009). A
correlagdo entre os niveis de resisténcia e os desfechos dos tratamentos,
poderia ser utilizada como referéncia para otimizar o uso dos farmacos de
primeira linha, reduzindo a utilizagdo dos farmacos de segunda linha, que
s80 mais caros, mais toxicos e menos eficazes.

Os primeiros ensaios quantitativos para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima aos antimicrobianos, em isolados de M.
tuberculosis, foram realizados em meio LOwenstein-Jensen com
diferentes concentracdes dos farmacos, e a leitura era realizada entre 4 a
6 semanas (CANETTI et al., 1963). Ensaios colorimétricos utilizando
meio liquido (7H9 suplementado), baseados na oxirredugdo do Alamar
Blue, Resazurina ou sais tetrazélicos como MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), com leituras realizadas entre 7 e
14 dias, mostraram boa concordancia com os resultados do método das
proporcdes (YAJKO et al., 1995; MSHANA et al., 1998; PALOMINO et
al., 2002; RAUT et al., 2008). Outra metodologia para determinacgéo de
CIM descrita foi o Etest, que segundo os autores, apresentou facil leitura
dos resultados e boa concordéancia com a CIM feitas em &gar Middlebrook
7H11 e com metodologia automatizada radiométrica (BACTEC 460,
BD). Para a metodologia por Etest, utilizando-se um in6culo equivalente
a escala 3,0 de McFarland, a leitura foi realizada entre 5 a 10 dias
(WANGER; MILLS, 1996; JOLOBA et al., 2000; AKCALI et al., 2005).

Teste automatizado, baseado no MGIT 960® e software TB
sXiST® (BD, USA), foi avaliado em estudo multicéntrico para isolados
de TB-MDR. Utilizando farmacos de primeira e segunda linhas, com
validacdo pelo perfil genético de resisténcia, apresentou concordancia
superior a 80%, exceto para o etambutol. O estudo mostrou que niveis de
resisténcia baixos, moderados ou altos, foram associados a mutagdes
genéticas especificas, reforcando a imagem da heterogenicidade do termo
resisténcia para M. tuberculosis e a importancia da padronizacdo e
realizacdo de testes quantitativos (CAMBAWU et al., 2015).

Outro sistema comercial disponivel é o Sensititre™ (Thermo
Fischer Scientific, USA), um teste para determinacdo de CIM para 12
antimicrobianos de primeira e segunda linhas, com leitura dos resultados
entre 7 e 21 dias, que possibilita automacao da inoculagdo das placas e da
leitura final. Estudos comparando o desempenho do sistema Sensititre™
com o método das proporgdes tém demonstrado boa acuréacia do teste,
excec¢do para os testes com etambutol (LEE et al, 2014, YU et al., 2016).

Atualmente, nenhum método de referéncia para determinar a CIM
para M. tuberculosis é universalmente aceito. Devido a utilizagdo de
diferentes técnicas para determinacdo da CIM, ndo existe um cut-off
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epidemiolégico (ECOFF), pois este, deveria ser delineado pela
distribuicdo Gaussiana das CIMs compiladas, de varios laboratdrios,
utilizando a mesma metodologia. Além disso, os resultados dos métodos
genotipicos apresentam o desafio da falsa resisténcia, pela presenca de
mutacdo que ndo conferem resisténcia, ou da falsa sensibilidade, por
mutacOes diferentes dos mecanismos de resisténcia conhecidos, 0 que
torna importante sua complementagdo por metodologias fenotipicas.
Sendo assim, é urgente o estabelecimento de uma metodologia de
referéncia, com definicdo de pontos de corte, que permitam a avaliacdo
da atividade dos antimicrobianos antituberculose in vitro, possibilitando
precisdo no auxilio da decisdo terapéutica e na vigilancia da resisténcia
(SCHON et al., 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar os fatores de risco associados ao hospedeiro, variagdes
genotipicas como presenca da delecdo RDR e spoligotype, além do nivel
de resisténcia a rifampicina e isoniazida da bactéria, como interferentes
no desfecho de casos novos de tuberculose pulmonar tratados com
esquema basico na grande Floriandpolis.

3.2 Objetivos Especificos

« Analisar dados clinico-epidemiol6gicos de casos novos de
tuberculose pulmonar obtidos por entrevista e pesquisa em prontuario;

» Avaliar a influéncia de fatores de risco associados a tuberculose
no sucesso do tratamento;

» Mapear (a distribuicdo) os casos novos de tuberculose pulmonar
na regiao estudada;

« Caracterizar e mapear as linhagens de M. tuberculosis circulantes
na regido estudada por metodologia molecular de Spoligotyping;

« Analisar a influéncia da variacdo genotipica caracterizada pela
presenca da dele¢do RDRio no fendtipo da doenca clinica;

« Avaliar a associacdo entre dados clinico-epidemioldgicos e as
caracteristicas genotipicas dos isolados de M. tuberculosis estudados;

« Avaliar a influéncia das variagcBes genotipicas caracterizadas
pelas diferentes linhagens no sucesso do tratamento;

« Avaliar o0 método da microdiluicdo em caldo com leitura por
oxirreducdo e por microscopia para determinacdo da CIM para M.
tuberculosis isolados de casos novos de TB pulmonar;

* Determinar a CIM a Isoniazida e a Rifampicina nos isolados de
M. tuberculosis de casos novos de tuberculose pulmonar tratados com
esquema basico;

« Avaliar a relacdo entre os valores de CIM apresentados pelo
microrganismo no inicio do tratamento e o desfecho clinico;

« Associar as linhagens circulantes a presenca da dele¢cdo RDRio,
a CIM e ao desfecho do tratamento.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo e local do estudo

Coorte prospectiva que acompanhou o desfecho de casos novos de
tuberculose pulmonar, tratados com esquema basico, no periodo de maio
de 2014 a maio de 2016 diagnosticados nos municipios de Floriandpolis
e S&o José, considerados prioritarios para 0 PNCT.

Floriandpolis possuia uma populacdo estimada em 2015 de
469.690 habitantes, area territorial 675,409km?, densidade demogréafica
de 623,68 habitantes/lkm?, IDHM 2010 0,847 e PIB per capita 32.385,04
reais (IBGE, 2016). Nesse municipio, o programa de tuberculose é
descentralizado, sendo as 70 Unidades Béasicas de Salde responsaveis
pelo atendimento aos pacientes em tratamento para TB. Sdo José possuia
uma populacdo estimada em 2015 de 232.309 habitantes, area territorial
150,453 Km?, densidade demografica de 1.376,78 habitantes/km?, IDHM
2010 0,809, PIB per capita 34.181,78 reais (IBGE, 2016). Nesse
municipio, o programa de tuberculose é centralizado em um ambulatério
especializado, localizado no Centro de Triagem e Aconselhamento.

Os defechos, sucesso no tratamento, faléncia, abandono ou ébito,
foram avaliados conforme as seguintes definigdes, de acordo com OMS
(WHO, 2013 revison 2014) e PNCT (BRASIL, 2015):

Sucesso no tratamento: soma dos pacientes que completaram o
tratamento e aqueles declarados curados (WHO, 2013 revision 2014).

Tratamento completo: Conforme recomendado pela politica
nacional, sem evidéncia de falha, mas sem registro de que trés ou mais
culturas negativas realizadas com pelo 30 dias de intervalo apés a fase
intensiva (WHO, 2013/2014).

Cura®: auséncia da doenca ao final do tratamento comprovada por:
baciloscopia e cultura negativas (cura bacteriol6gica comprovada, uma na
fase de acompanhamento e outra no final do tratamento); e/ou radiografia
e avaliacdo clinica (cura ndo comprovada bacteriologicamente para
pacientes que ndo tiverem realizado o exame de escarro por auséncia de
expectoracdo) (BRASIL, 2015) .

1 Os critérios de cura estabelecidos ndo sdo totalmente seguidos nos
municipios avaliados por falta da comprovacgdo bacterioldgica e ou radioldgica
da cura.
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Faléncia ao tratamento: persisténcia da baciloscopia e/ou cultura
positivas ao final do tratamento; ou pacientes positivos (baciloscopia: ++
ou +++) no inicio do tratamento, mantendo esse perfil baciloscdpico até
0 quarto més de tratamento; ou positividade inicial seguida de
negativacdo e nova positividade a partir do quarto més de tratamento
(BRASIL, 2015) .

Abandono: paciente que deixou de utilizar a medicag¢do por mais
de 30 dias ou mais e interrompeu o tratamento por mais de 30 dias
consecutivos (BRASIL, 2015).

Morte: morte do paciente, durante o periodo de tratamento
independente da sua causa (WHO 2013/2014).

4.2 Critérios de Inclusdo

Foram incluidos pacientes com diagndstico confirmado por cultura
positiva para M. tuberculosis, que realizaram diagnéstico nos municipios
de Floriandpolis e Sao José e iniciaram tratamento com esquema basico
para TB pulmonar, entre maio de 2014 e maio de 2016, que concordaram
em participar do estudo mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A).

O tratamento dos pacientes foi conduzido de acordo com o
protocolo padronizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2011). O
esquema basico para adultos e adolescentes consiste em comprimidos
com dose fixa combinada de Rifampicina (R) 150 mg, Isoniazida (H) 75
mg, Pirazinamida (Z) 400 mg e Etambutol (E) 275 mg, seguido por
comprimidos com R 150 mg e H 75mg. O tratamento € dividido em fase
intensiva, dois meses de RHZE e fase de manutencdo, quatro meses de
RH. Pacientes com forma cavitaria da doenga, que permane¢cam com
baciloscopia positiva ao final do segundo més de tratamento, ou com
aparecimento de poucos bacilos no exame de escarro do quinto ou sexto
meses, OU Mesmo com 0sS escarro negativo que apresentem evolugdo
clinico-radioldgica insatisfatdria, ou ainda aqueles com monorresisténcia
a R ou H, poderdo ter a segunda fase prolongada para nove meses. O
estudo ndo interferiu com a rotina e tratamento do paciente.

4.3 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do estudo pacientes com baciloscopia positiva
que posteriormente resultaram em culturas negativas; ou culturas
positivas identificadas como Micobactéria N&o-Tuberculosa (MNT) a
partir de testes fenotipicos realizados pelo LACEN/SC; ou culturas
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positivas para M. tuberculosis que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos do  esquema  basico  (monorresisténcia  ou
multirresisténcia) com posterior mudanca de esquema de tratamento, ou
que devido a hepatopatias prévias ou efeitos adversos graves ao
tratamento basico foram submetidos a mudanca de esquema de
tratamento.

4.4 Fluxo de Coleta de Casos/Isolados Bacterianos

Os pacientes com baciloscopias positivas, diagnosticados no
Hospital Universitario/lUFSC, foram entrevistados no momento do
diagndstico, ha emergéncia ou leitos de internagdo do hospital, assinando
0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Para os demais
casos, diagndstico realizado em outras unidades de salde, o contato com
0 paciente ocorreu ap0s a entrada da sua respectiva cultura positiva no
setor de tuberculose do LACEN/SC. Foram realizadas visitas semanais
ao setor de tuberculose do LACEN/SC para verificar a entrada de culturas
positivas provenientes dos municipios de Florianopolis e Sdo José. Os
casos residentes em Séo José, por realizarem consultas médica mensais,
previamente agendadas, foram entrevistados no momento consulta
subsequente. Os pacientes residentes em Florianépolis foram contatados
por meio dos postos de saude de sua regido ou por telefone. Apds
assinatura dos TCLEs, os isolados bacterianos dos pacientes provenientes
de outras unidades de saude, foram cedidos pelo LACEN/SC para
realizacdo da pesquisa. Os casos foram acompanhados por prontuarios ate
0 desfecho.

4.5 Dados Demogréficos e Clinicos

Os dados demogréaficos e clinicos dos pacientes foram coletados
nos prontuarios nas unidades de salde e por meio de questionario
aplicado ao paciente (Apéndice B). Todas as entrevistas e pesquisas em
prontuarios foram realizados pela pesquisadora. Na pesquisa, 0s pacientes
foram identificados com um nimero sequencial. As variaveis coletadas
foram: idade, sexo, escolaridade, endereco residencial (para mapeamento
das familias circulantes de M. tuberculosis); dados clinicos (tosse,
producdo de escarro, hemoptise, febre, sudorese noturna, peso, perda
ponderal, status HIV) e comorbidades; além de habitos como tabagismo;
utilizacdo de drogas ilicitas; e uso abusivo de alcool (ingestdo alcodlica
foi classificada como ndo abusiva para aqueles que reportaram beber
raramente ou em pequenas quantidades; e como abusiva para aqueles que
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reportaram beber frequentemente, chegando ou ndo a embreagués e
apresentando ou ndo dependéncia psiquica cultural ou fisica pelo alcool).
Foram avaliados ainda, o local onde foi realizado o diagnéstico (hospital,
unidade béasica de saude (UBS), unidades municipais de pronto
atendimento (UPA) ou consultérios particulares) e o tempo decorrido
entre o inicio dos sintomas, especialmente a tosse, e o diagnostico da
tuberculose.

4.6 Dados Laboratoriais

Os dados laboratorias avaliados foram baciloscopia e cultura para
M. tuberculosis realizados nos laboratérios municipais e hospitalares da
grande Floriandpolis no momento do diagndstico, identificacdo
bacteriana e teste de sensibilidade aos antimicrobianos realizados no
LACENY/SC.

As baciloscopias foram realizadas por coloracao de Ziehl-Neelsen
seguindo as recomedacGes do Manual Nacional de Vigilancia da
Tuberculose e outras Micobacterioses (BRASIL, 2008). Foram avaliados
de 20 a 100 campos microscopicos/lamina em objetiva de imersao, sendo
no minimo 100 campos para as amostras negativas. Interpretacdo: néo
observacdo de BAAR nos 100 campos, a amostra foi considerada
negativa; observacdo de 1 a 9 BAAR nos 100 campos, foi relatado o
nimero exato de BAAR encontrados; observacdo de 10 a 99 BAAR nos
100 campos, amostra positiva (+); observagdo de 1 a 10 BAAR por campo
em 50 campos, amostra positiva (++); observacdo de mais de 10 BAAR
por campo em 20 campos, amostra positiva (+++). A baciloscopia para
controle de tratamento da tuberculose seguiram os mesmos critérios de
interpretacdo, e segundo o MS deveria ser realizada mensalmente.
(BRASIL, 2011)

As amostras biologicas dos pacientes (escarro, lavado
brénquico/broncoalveolar e/ou liquido pleural) foram cultivadas em meio
solido Ogawa-Kudoh ou Lowestein-Jensen, apés descontaminacao,
guando necessario, e incubadas a 36 °C (+/- 1 °C), nos laboratérios de
origem. Apds semeadura, foram realizadas leituras semanais das culturas
até a visualizacdo de crescimento bacteriano caracteristico. Foram
realizadas as coloracdo de Ziehl-Neelsen para confirmacdo de alcool
acido resisténcia, e os isolados foram encaminhados ao LACEN/SC para
identificagdo e antibiograma.

A identificacdo bacteriana foi realizada pela presenca do fator
corda e por teste imunocromatografico para deteccdo do antigeno MPT
64 (Bioeasy, Coreia). Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos
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foram realizados por metodologia fenotipica qualitativa e automatizada
no BACTEC-960® - MGIT™ (BD, EUA). Os farmacos testados foram
rifampicina, isoniazida, etambutol e estreptomicina.

4.7 Dados Radiograficos

Foram avaliadas radiografias ou tomografias realizadas no inicio
do tratamento, preferencialmente antes do inicio e até 30 dias ap6s. Nos
exames de imagens, analisou-se a presenca de cavitacdo, consolidacéo,
infiltrado homogéneo, nddulos e/ou derrame pleural. A avaliacdo foi
realizada por laudos, quando presentes, ou por imagens fotografadas ou
diretamente dos sistemas informatizados de radiologia do Hospital
Universitario/UFSC e do Estado de Santa Catarina. As imagens foram
analisadas por pneumologista que recebeu somente a imagem com o
numero de identificacdo do paciente.

4.8 Isolados Bacterianos

Os isolados primarios de M. tuberculosis identificados no
LACENY/SC foram subcultivados em Ogawa-Kudoh a 36 °C (+/- 1 °C)
durante 20 a 30 dias no laboratério de microbiologia do Hospital
Universitario, sendo entdo submetidos a extracdo de DNA no LBMMS e
ao congelamento de aliquotas da bactéria a -20 °C e -80 °C para posterior
realizacdo de antibiograma pela metodologia de concentragdo inibitoria
minima por microdiluicdo em caldo.

4.9 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por metodologia previamente
descrita por van Soolingen e colaboradores (1994), método enzimatico
que utiliza CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio). As coldnias de M.
tuberculosis foram semeadas em meio de Ogawa-Kudoh (Laborclin,
Brasil) incubadas a 36 °C (+/-1 °C) por 20 a 30 dias. Ap6s esse periodo,
um inoculo bacteriano equivalente a uma al¢a de 10 pL foi transferido
para uma solugdo de 400 pL de TE 1X (10mM Tris/1,0 mM EDTA, pH
8,0) em criotubos com tampa rosca. A suspensdo foi inativada em bloco
térmico a 90 °C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 50 uL
de lisozima (10 mg/mL) e os tubos foram incubados overnight a 37 °C.
No dia seguinte, foram adicionados 75 pL da solugdo SDS (10
%)/proteinase K (10 mg/mL) e os tubos foram incubados a 65 °C por 10
minutos. Na sequéncia, adicionaram-se 100 pL de NaCl 5 M e 100 uL da
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solugcdo CTAB/NaCl (10 g/4,1 g/100 mL). A mistura foi incubada a 65
°C por 10 minutos. Foram adicionados 750 pL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1), que ap6s homogeneizagdo por inversdo e por vortex,
seguida de centrifugacdo (7250 x g por 5 minutos), possibilitou a
separacdo das fases. A fase aquosa foi transferida para um tubo tipo
eppendorf, o DNA foi entdo precipitado por adicdo de 600 uL de
isopropanol (proporgéo 1:1) seguido de resfriamento overnight a -20 °C.
No dia seguinte, os tubos foram centrifugados (7250 x g) por 15 minutos.
O isopropanol foi removido e ao DNA precipitado foi adicionado 1 mL
de etanol 70 % (peso/peso), que apds homogeneizacdo delicada foi
novamente centrifugado e o sobrenadante desprezado. Apos essa etapa de
lavagem o pellet de DNA foi seco em temperatura ambiente e
posteriormente ressuspenso em 50 pL de TE 1 X e armazenado em
aliquotas a 4 °C para uso imediato e a -80 °C para estoque.

4,10 Reaco em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccéo da delecéo
RDRio

A PCR para amplificacdo do gene 1S1561 foi realizada utilizando-
se os iniciadores F-1S1561 (5"-GACCTGACGCCGCTGACAC-3') e R-
I1S1561 (5"- CACCTACACCGCTTCCTGCC-3"), que amplificam um
fragmento de 530 pb, do interior da regido deletada, caracterizando a
auséncia de delecdo. A amplificacdo da ponte RDR° utilizou os
iniciadores F-Brg (5’- CACTCCGGCTGCCAATCTCGTC-3’) e R-Brg
(5’-CACCGCCACGCTGAATGAGACCA-3), que amplificam um
fragmento de 1175 pb, formado pela unido das extremidades da regido
deletada, e caracterizam a presenca da delecdo. A PCR multiplex foi
realizada em termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems™ Thermo Fisher Scientific-USA) seguindo as
condicdes padronizadas por Gibson e colaboradores (2008) e adaptadas
por VVon Groll e colaboradores (2012): 95 °C por 1 minuto, 30 ciclos de
95 °C por 1 minuto, 62 °C por 1 minuto, 72 °C por 4 minutos, e um ciclo
final de extensdo de 72 °C por 4 minutos. Em todas as reages foram
utilizados controles RDR e 1S1561, além do controle negativo (auséncia
de DNA). A reagdo foi realizada em volume final de 25 pL, contendo 0,2
UM dos iniciadores RDR° BrgF/R e 0,2 uM dos iniciadores IS1561F/R,
200 puM de cada desoxinucleotideo trifosfato (Invitrogen™ Life
Technologies), 20 mM de Tris-HCI pH 8,4 e KCI 50 mM, Glicerol 50 %
(Amresco, EUA), 1,0 uL de DNA e 1 U da enzima Taq Platinum DNA
polimerase (Invitrogen™ Life Technologies).
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4.11 Deteccdo dos Fragmentos Amplificados pela PCR

Os produtos foram detectados por eletroforese em gel de agarose a
1 %, corados por brometo de etidio (1 pg/mL), visualizados e
fotografados sob iluminacdo ultravioleta de 320 nm (HOEFER-
MacroVue UV- 20), utilizando-se o sistema de fotodocumentacéo de géis
ImagenQuant LAS500 (GE- EUA). O tamanho dos fragmentos foi
estimado por comparagdo com marcadores de tamanho molecular de 100
pb. A identificacdo da linhagem RDR® foi estabelecida pelo tamanho do
fragmento amplificado, um fragmento de 1175 pb corresponde a
linhagem RDR® e de 530 pb corresponde a auséncia de delecéo (Figura
2).

Figura 2: Gel de eletroforese da PCR para caracterizagdo da presenca da
delecdo RDR© entre os isolados de M. tuberculosis estudados.

1234567

1175 pb

600 530 pb

Canaleta 1: marcador de tamanho molecular 100 pb (Life Thechnologies- USA);
Canaletas 2, 3, 4 e 7 representam isolados sem a presenca da delecdo (amplicon
530pb);

Canaletas 5 e 6 representam isolados com a presenga da delecdo RDR® (amplicon
1175pb).

Fonte: a autora
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4,12 Spoligotyping

A realizacdo da genotipagem dos isolados de M. tuberculosis pela
técnica de Spoligotyping (Spacer oligonucleotide typing), utilizou o kit
Spoligotyping IM9701 (Ocimum Biosolutions, India), a metodologia foi
realizada seguindo o protocolo do fabricante:

4.12.1 Reacao de amplificacéo

Os oligonucleotideos DRa (5> GGT TTT GGG TCT GAC GAC
3’) e DRb (3° CCG AGA GGG GAC GGA AAC 5’) pareiam nas
extremidades das sequéncias de Repeti¢do Direta (DR) do locus DR e
foram utilizados para amplificar as sequéncias espacadoras entre duas
DRs. Para cada reagdo foram utilizados entre 50 a 100 ng de DNA molde,
20 pmoles de cada oligonucleotideo, 200 uM de desoxiribonucleosideos
trifosfato (Invitrogen™ Thermo Fisher, USA), 10 mM Tris-HCI (pH 8,3),
50 mM KCI, 3,0 mM MgCl;, 25 U de Tag DNA Polimerase
recombinante (Invitrogen™ Thermo Fisher, USA). As amplificacdes pela
PCR foram realizadas em termociclador Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler (Apllied Biosystems™ Thermo Fisher Scientific, USA)
conforme as condigdes descritas por Kamerbeek e colaboradores (1997)
e referenciadas no protocolo do fabricante: um ciclo inicial de 96 ° C por
3 minutos, 20 ciclos de 96 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C
por 30 segundos e uma extensao final de 72 °C por 5 minutos.

4.12.2 Hibridizacgéo e deteccio dos produtos amplificados

Os produtos amplificados foram hibridizados em uma membrana
contendo o conjunto de 43 oligonucleotideos imobilizados, cada um
correspondendo a uma das sequéncias Unicas dos espacadores no lécus
DR.

Para hibridizacdo, 45 pL do produto amplificado desnaturado (99
°C por 10 minutos) foram diluidos em 140 uL de SSPE 2X (0,02 M
Na;HPO4.2H20, 0,36 M NaCl, 2 mM EDTA — pH 7,4)/SDS 0,1 %. Cada
amostra diluida foi aplicada sobre a membrana em um canal paralelo no
miniblotter (Ocimum Biosolutions, India), ficando perpendicular as
linhas dos oligonucleotideos previamente imobilizados. O miniblotter foi
incubado a 60 °C por 60 minutos para hibridizagdo. Em seguida, a
membrana foi lavada duas vezes em 100 mL de SSPE 2X/SDS 0,5 % por
10 minutos a 60 °C em forno giratério (Marconi, Brasil). Apds as
lavagens, a membrana foi incubada a 30 °C com 5 pL de um conjugado
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de estreptavidina-peroxidase (Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific,
USA) diluido em 20 mL de SSPE 2X/SDS 0,5 % por 60 minutos. A
membrana foi lavada duas vezes em 100 mL de SSPE 2X-SDS 0,5 % por
10 minutos a 30 °C e duas vezes com 250 mL de SSPE 2X por 5 minutos
em temperatura ambiente.

A revelacdo foi realizada pela sensibilizagdo de um filme
autorradiografico (Fuji 100NIF 18 X 24) através da deteccdo da
quimiluminescéncia do DNA hibridizado utilizando o kit ECL™
(Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific, USA), com exposicdo de 10
minutos (Figura 3).

Figura 3: Perfis de diferentes isolados de M. tuberculosis visualizados em
foto de filme de RX revelado a partir de membrana de Spoligotyping dos
pacientes incluidos no estudo na grande Floriandpolis (2014-2016).
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CN — Controle Negativo / CP H37Rv — cepa padrdo M. tuberuclosis
Fonte: a autora
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4.12.3 Analise dos spoligotypes

Os spoligotypes encontrados foram classificados em SITs
(Spoligotyping International Type) com base no banco de dados
internacional SITVIT Database — Institute Pasteur de La Guadeloupe,
Franga  (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/),
versdo disponivel SpolDB4 2017. Os spoligotypes com perfil
desconhecidos  foram  analisados  também  pelo  Spotclust
(http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.html) possibilitando determinar
a porcentagem de similaridade com as subfamilias j& descritas.

4.13 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM),
considerada padrdo ouro para determinar a suscetibilidade dos
microrganismos aos antimicrobianos, é definida como a menor
concentracdo do agente antimicrobiano capaz de inibir mais que 99 % do
crescimento bacteriano, ou neste estudo, capaz de inibir o crescimento
visivel do microrganismo em ensaio de microplaca. A escolha do sistema
de microdiluigdo em caldo foi realizada devido ao baixo custo e por ndo
necessitar de equipamentos para sua realizacao.

4.13.1 Solucéo estoque dos farmacos

A CIM foi determinada para os dois principais farmacos utilizados
no tratamento da tuberculose Isoniazida (H) e Rifampicina (R) nas
concentracgdes de 0,03 — 0,06 -0,125-0,25-05-10-2,0-4,0e 8,0
pug/mL. As solucBes estoque dos antimicrobianos foram preparadas
seguindo as recomendacdes do CLSI (M07-A10:2015) com a férmula:

peso (mg) = volume (mL) X Concentracdo (pug/mL)
Poténcia (ug/mg)

Estoque H (Sigma-Aldrich, Belgica):
Peso= 10 mL x 1600 pg/mL_= 16,161 mg

990 pg/mg
Estoque R (Sigma-Aldrich, Belgica):
Peso= 10 mL x 1600 pg/mL__= 16,495 mg

970 pg/mg
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Ap0s pesagem, isoniazida foi diluida com 10 ml de &gua tipo |
(MiliQ®) e rifampicina com um ml de metanol e nove ml de agua tipo I.
As solugdes foram esterilizadas por filtragdo, utilizando filtro com poros
de 22 um, em cabine de fluxo laminar. Aliquotas de 500 uL de cada
antimicrobiano foram distribuidas em criotubos estéreis e armazenadas
em freezer -80 °C. O Tempo de armazenamento maximo ¢ de 6 meses,
todas as aliquotas foram utilizadas em até 4 meses.

4.13.2 Meio de cultura e solucdo de resazurina

e Caldo Middlebrook 7H9 (Difco, USA): (4,7 g em 900 mL de
agua tipo I, suplementado com 0,5 % (v/v) de glicerol e 0,1 % de
casitona (Difco, USA) seguido de autoclavagdo. O caldo foi
posteriormente suplementado com OADC 10 % (v/v).

e OADC (&cido oleico, albumina, dextrose e catalase): 8,5 g/L de
cloreto de sodio, 50,0 g/L albumina bovina (fracdo V), 0,04 g/L
de catalase, 0,5 g/L de acido oleico, e 20,0 g/L de dextrose
(Sigma, USA) em agua tipo | quantidade suficiente para um litro.
A solucdo foi esterilizada por filtragdo e armazenada sob
refrigeracdo, protegida da luz, até 0 momento do uso (2-8 °C).

e Resazurina (Sigma, USA): O sal de resazurina sodica foi
preparado na concentracdo de 0,01 % (peso/vol) em agua tipo I,
esterilizado por filtracdo (0,22 um), a solucédo foi estocada sob
refrigeracéo (2-8 °C), protegida da luz, por até sete dias.

4.13.3 Preparo das placas de microdiluigdo

Aliquotas das solugdes estoque dos farmacos foram descongeladas
imediatamente antes do uso e diluidas em meio de cultura 7H9
suplementado. Tubos de 10 ml previamente esterilizados foram
identificados para realizacdo das diluicdes seriadas (1:2) de cada
antimicrobiano. No 1° tubo foram adicionados 9,9 mL de caldo 7H9
suplementado e 100 pL da solugéo estoque (1600 pg/mL), concentracéo
final de 16 pg/mL; do 2° ao 9° tubos foram adicionados 5 mL de caldo
7H9 e realizada a diluicdo seriada transferindo 5 mL da solucdo de
antimicrobiano do tubo anterior. As placas de 96 pocos foram preenchidas
conforme representado na Figura 4, sendo os pocos externos “O”
preenchidos com 200 uL de agua tipo | estéril, para assegurar a umidade;
os pogos “CP” (linhas 1 e 11) preenchidos com 100 pL de caldo 7H9 e
100 pL do in6culo bacteriano diluido 1:20, para verificar a viabilidade
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bacteriana; o pogo “CN” (A12) preenchido com 200 pL de caldo 7H9,
para confirmar a esterilidade do meio de cultura; e os pogcos B10-B2 até
G10-G2 preenchidos com 100 pL de concentragdes crescentes do
antimicrobiano e 100 uL do inoculo bacteriano diluido 1:20.

Figura 4. Representacdo esquematica de placa de 96 pogos para realizagéo
de teste de sensibilidade aos antimicrobianos (rifampicina ou isoziazida)
por microdiluicéo.

6 7 8 9 10 11 12

Al O 0] 0] ] 0] ] ] 0] 0 0 0 CN

CpP 8 4 2 1 05| 025 | 012 | 006 | 0,03 | CP O

c| CP 8 4 2 1 0,5 025 | 012 | 0,06 | 0,03 | CP

p| CP 8 4 2 1 0,5 025 | 012 | 0,06 | 0,03 | CP

| CP 8 4 2 1 05 025 | 012 | 0,06 | 0,03 | CP

| CP 8 4 2 1 05 025 | 012 | 0,06 | 0,03 | CP

G| CP 8 4 2 1 0,5 025 | 012 | 0,06 | 0,03 | CP

ol Ol O] O] o] ©

H O 0 0 0 0 0 0 0] 0 0 0

Concentragdes em pg/mL

0: 200 pL de &gua tipo | estéril;

CP (controle positivo): 100 pL de caldo 7H9 e 100 pL do indculo bacteriano;
CN (controle negativo): 200 pL do caldo 7H9 utilizado para preparar as placas.
Fonte: a autora

4.13.4 Preparo do indculo bacteriano

Os isolados de M. tuberculosis armazenados a — 20 °C foram
descongelados, semeados em Ogawa-Kudoh e incubados em 36 °C (+/- 1
°C) durante 20 a 30 dias, sendo entdo submetidos ao teste de sensibilidade
aos antimicrobianos.

Col6nias de M. tuberculosis, massa equivalente a uma alca de 10
uL, foram transferidas para um tubo de vidro com tampa de baquelite,
contendo pérolas de vidro, previamente esterilizados. O tubo foi
submetido a forte agitacdo mecanica, em vartex, por aproximadamente
um minuto. Apos repouso de 15 minutos, foi adicionado 1 mL de caldo
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7H9 e submetido a nova agitacdo para completa dissolu¢do dos grumos
bacterianos. Ap6s novo repouso de 15 minutos, o sobrenadante foi
aspirado com pipeta tipo pasteur estéril, e transferido para tubo tipo
falcon de 15 mL contendo 2 mL de caldo 7H9, em volume suficiente,
ajustando a turbidez a escala 1 de McFarland, verificada em densitdmetro
(DensiCheck — BioMérieux, Francga). O indculo foi diluido 1:20 em caldo
7H9 (4.750 pL de caldo 7H9 e 250 uL do indculo ajustado). Na
sequéncia, 100 pL do in6culo diluido 1:20 foi adicionado a placa de
microdiluicdo previamente preparada. Os testes foram realizados em
duplicatas para cada isolado, assim, em cada placa foram testados trés
isolados, linhas B1/11-C1/11 representando o isolado 1; linhas D1/11-
E1/11 o isolado 2; e linhas F1/11-G1/11 o isolado 3 (Figura 4).

Apo6s completo preenchimento, as placas foram seladas com
parafilme, armazenadas em caixas plasticas fechadas e transferidas para
estufa onde foram incubadas a 36 °C (+/- 1 °C).

4.13.5 Controles

Além dos controles de esterilidade do caldo 7H9 (controle
negativo) e do controle de viabilidade do isolado bacteriano (controle
positivo), para cada experimento, independente do nimero de isolados
testados, foi realizado o controle da diluigdo dos antimicrobianos
utilizando a cepa referéncia H37Rv (ATCC 25618) sensivel a isoniazida
e a rifampicina, bem como isolados monorresistentes a isoniazida e a
rifampicina, gentilmente cedidos pelo LACEN/SC.

4.13.6 Leiturae interpretacéo
4.13.6.1 Resazurina

Apos sete dias de incubacao, 30ul da solugéo 0,01% de resazurina
foi adicionada aos pocos da microplaca para verificar o crescimento
bacteriano. A resazurina é um corante redox sollvel, estavel nos meios de
cultura e ndo tdxico aos microrganismos, capaz de medir a proliferacdo e
viabilidade celular por monitorizagdo do estado de oxirredugdo do
ambiente de crescimento celular.

As placas foram novamente seladas com parafilme e incubadas a
36 °C (+/- 1 °C). Foram realizadas leituras ap6s 24 e 48 horas de
incubacdo, avaliando-se a mudanca de coloracdo. A coloragdo
inicialmente azul da resazurina muda para rosa ou roxa devido a sua
reducdo em presenca do crescimento bacteriano por liberagdo de NADH
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proveniente do metabolismo celular. A CIM foi definida como a menor
concentracdo do antimicrobiano na qual ndo houve mudanca na coloracao
(Figura 5).

4.13.6.2 Microscopia

As placas de microdiluicdo também foram lidas utilizando-se
microscépio de luz invertida (CK2 — Olimpus, Japdo) para observacgdo do
crescimento micobacteriano em objetiva de 10 X. Em meio liquido M.
tuberculosis apresenta crescimento tipico em forma de corda ou
emaranhados (Figura 6), sendo facilmente diferenciado da turvacdo
devido contaminacdo por crescimento de fundo com outras bactérias, bem
como, por crescimento de fungos.

Figura 5: Placa de microdiluicdo em caldo para isoniazida, revelada por
oxirreducdo com resazurina para visualizacdo de concentracdo inibitoria
minima.

—lm~~
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Controle: CP (controle positivo); CIM: concentracdo inibitéria minima. Linhas
A e H: &gua tipo I; Linhas B e C: isolado 1; colunas 1 e 11 controle positivo;
colunas 10 a 2: microrganismo exposto a concentragdes crescentes de isoniazida;
Linhas D e E: isolado 2; colunas 1 e 11 controle positivo; colunas 10 a 2:
microrganismo exposto a concentragdes crescentes de isoniazida. Linhas F e G:
isolado 3; colunas 1 e 11 controle positivo; colunas 10 a 2 microrganismo exposto
a concentragdes crescentes de isoniazida.

Fonte: a autora
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Apos 10 e 14 dias de incubagdo, as placas foram observadas por
microscopia de luz invertida. A CIM foi definida como a menor
concentragdo do antimicrobiano na qual ndo foi verificado crescimento
bacteriano por microscopia (Figura 7).

Figura 6. Visualizagcdo em microscopio de luz invertida, objetiva de 10 X,
do crescimento em corda ou emaranhado das coldnias de M. tuberculosis
em poco contendo caldo 7H9.

Figura 7. Visualizacdo, em microscépio de luz invertida com objetiva de
10 X, do crescimento de M. tuberculosis apds 10 dias de incubacdo em
caldo 7H9 e concentracBes crescentes de isoniazida, para determinagdo
da concentragdo inibitéria minima.

CONTROLE

Sem Isoniazida Isoniazida Isoniazida Isoniazida Isoniazida
antimicrobiano 0,03 pg/mL 0,06 ug/mL 0,125 pg/mL 0,25 pg/mL 0,5 pg/mL

CIM: concentragdo inibitoria minima
Fonte: a autora
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4.13.6.3 Interpretacdo

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos para
micobactérias foram avaliados conforme as defini¢des do documento
M24-A2 / CLSI (2011):

Concentracdo Critica: sdo adotadas por convengdes
internacionais, para cada antimicrobiano, a concentracéo critica é a menor
concentracdo que inibe 95 % de isolados “selvagens”/ wild-type de M.
tuberculosis que ndo foram expostos ao farmaco, mas que
simultaneamente ndo inibem amostras consideradas resistentes que séo
isoladas de pacientes que ndo respondem a terapia.

Concentragao Inibitéria Minima (CIM): menor concentragéo de
um agente antimicrobiano que impede/evita crescimento visivel de um
microrganismo em teste de suscetibilidade por diluicdo em caldo.

As comparagdes dos resultados das leituras obtidas por
metodologia de oxirreducdo (colorimétrica) e por microscopia foram
realizadas conforme as defini¢Ges do documento M23-A3 / CLSI (2008):

Suscetivel: Isolados que sdo inibidos por um agente
antimicrobiano em concentra¢des que sdo usualmente alcangadas quando
as dosagens recomendadas sdo utilizadas para aquele sitio de infeccéo,
com provavel resposta clinica.

Resistente: Isolados que ndo sdo inibidos pelas concentracfes de
um agente antimicrobiano que sdo usualmente alcangadas com dosagens
normais, ou a eficacia clinica do agente sobre o isolado ndo foi
demonstrada em estudos.

Erro grave: mudanca da categoria sensivel para resistente (falsa
resisténcia)

Erro muito grave: mudanca da categoria resistente para sensivel
(falsa sensibilidade)

4.14 Céalculo Amostral

Para o célculo amostral do estudo foi considerada a populacio
estimada e o nimero de casos novos de TB pulmonar confirmados por
cultura nos dois municipios para o periodo do estudo, um nivel de
significancia de 95 % e poder do teste de 80 %, com sucesso em
aproximadamente 70% dos casos tratados. Esperava-se 126 casos com
desfecho favordvel (sucesso no tratamento) e 67 casos de desfecho
desfavoravel (abandono, falha ou 6bito).

No periodo do estudo, foram diagnosticados 476 casos novos de
tuberculose pulmonar nos dois municipios, sendo 284 casos confirmados
por cultura, em 63,8% dos casos o registro de encerramento foi de sucesso
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no tratamento (TABNET/DIVE/SC). Destes 284 casos, 242 pacientes
foram entrevistados e aceitaram participar do estudo, mas 223 atenderam
os critérios de incluséo.

4.15 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados com o auxilio do software SPSS 22.0®
(SPSS Inc., Chicago, USA), sumarizados como numeros absolutos e
percentuais. As associacdes foram analisadas por meio de teste de Qui-
quadrado de Pearson ou exato de Fischer, conforme apropriado, em nivel
de significancia de 5%. Adicionalmente, foram calculados os riscos
relativos, e intervalo de confianca de 95%. Modelo de regressdo logistica
foi utilizado para determinar o efeito independente das potenciais
variaveis preditoras associadas ao desfecho do tratamento.

4.16 Considerag@es Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-
UFSC) no dia 10 de margo de 2014 Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica: 25716113.7.0000.0121 (Anexo 1).
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5 RESULTADOS
5.1 Perfil Epidemioldgico da Populacéo Estudada

No periodo do estudo, foram arrolados 242 pacientes com
diagndstico de TB pulmonar confirmado por cultura, que iniciaram
tratamento nos municipios de Florianépolis e Sdo José. Foram excluidos
da analise 19 pacientes que ndo utilizaram o0 esquema basico para
tratamento, em seis deles foi utilizado esquema alternativo devido a
hepatopatias graves, em 13 casos houve mudanca de esquema apés
liberacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, dos quais nove
eram multirresistentes, e quatro eram monorresistentes que ndo estavam
evoluindo bem com o esquema basico.

Entre os 223 casos de TB pulmonar incluidos no estudo, 60,5%
(135/223) dos pacientes residiam no municipio de Florianopolis, 35,9%
(80/223) residiam em Sao José, 1,3% (3/223) residiam em Biguacu 0,9%
(2/223) residiam na Palhoca. Foi incluido também um paciente que
residia em Rancho Queimado, um em Tijucas e um em Porto Belo.

A Figura 8 apresenta a distribuicdo geografica dos casos novos de
TB pulmonar do estudo que residiam em Florian6polis e em S&o José. No
mapa, a regiao central de Floriandpolis, corresponde a regido de maior
localizagdo de moradores de rua, que representaram 16 pacientes no
periodo estudado (11,9%), o bairro Monte Cristo concentrou o maior
numero de casos residentes (14/135: 10,4%), seguido dos bairros Saco
dos Limdes (8/135: 5,9%) e José Mendes (7/135: 5,2%). No mapa do
municipio de Sao José, o bairro Serraria concentrou 0 maior nimero de
casos (15/80: 18,8%), seguido de Forquilhinha (12/80: 15%) e Bairro
Ipiranga (9/80: 11,2%), os trés bairros abrigaram 45% dos casos de TB
do municipio.

Nos casos estudados, o diagnéstico de TB foi realizado
principalmente em unidades hospitalares 46,8% (102/218), sendo 32,6%
(71/218) realizados nas UBSs, 9,6% (21/218) nas UPAs, 9,2% (20/218)
em consultérios particulares e 1,8% (4/218) nos Centro de Testagem e
Aconselhamento (CTA), e 2,2% (5/223) dos pacientes ndo informaram.
Quando questionados sobre contato prévio com pessoas com TB, somente
64% (143/223) dos individuos respondeu, sendo que 79% (113/143) dos
casos informou que conheciam pessoas que trataram ou estavam em
tratamento para TB, incluindo 14 pacientes que haviam tratado TB a mais
de 5 anos (12,4%: 14/113). Parentes de primeiro grau como méae, irmao
ou conjuge representaram 44% (50/113), amigos 23,9% (27/113),
parentes de segundo grau como tios e primos 7,1% (8/113), além disso,
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8,8% relatam passagem por presidios (10/113) e 3,5% (4/113) por clinica

de recuperacéo para usuarios de drogas.

Figura 8: Distribuicdo geografica dos casos novos de TB incluidos no
estudo, segundo bairro de residéncia, nos municipios de Floriandpolis e

Sdo José (2014-2016).

Fonte: a autora

|:| Nenhum caso
D 1a3 casos
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A populagdo estudada compreendeu predominantemente
individuos do sexo masculino, 65% (145/223), e 35% (78/223) do sexo
feminino. A média de idade foi de 37,6 + 14,2 anos (minima de 15 e
méaxima de 83 anos), sendo 19,7 % (44/223) na faixa etéria entre 15-24
anos, 30,0% (67/223) entre 25-34 anos, 19,3% (43/223) entre 35-44 anos,
16,1% (36/223) entre 45-54 anos, 11,7% (26/223) entre 55-64 anos e
3,2% (7/223) maiores que 65 anos. A faixa etaria mais jovem apresentou
uma inversdo no género predominante, 56,8% (25/44) dos individuos
foram do sexo feminino (Figura 8). Aproximadamente metade dos casos
ocorreu na faixa etéria entre 25-44 anos (49,3 %), quase um terco entre
25-34 anos (30%). Observou-se diminuicdo da doenca com o aumento da
faixa etaria (Figura 9).

Figura 9 — Distribuicdo dos casos novos de tuberculose pulmonar
incluidos no estudo, segundo género e faixa etéria.
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—O=—Feminino =—=O=—Masculino

p=0,02
Fonte: a autora

A escolaridade dos casos novos de TB pulmonar foi < 8 anos para
65,5% (146/223) dos pacientes do estudo, dos quais 5,4% (12/223) ndo
eram alfabetizados, 24,7% (55/223) estudaram por 9 a 11 anos, e somente
9,0% (20/223) dos casos iniciaram a educacdo superior (> 12 anos).
Relacionando-se com sexo, a baixa escolaridade foi mais expressiva no
sexo masculino, 69,0% (100/145) desses individuos estudaram < 8 anos,
sendo que no sexo feminino foram 59,0% (46/78) (p = 0,27) (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo dos casos novos de tuberculose pulmonar
incluidos no estudo segundo género e anos de escolaridade.

analfabeto 1-8 anos 9-11 anos >12 anos
—O=—Feminino =O=Masculino

p =0,27
Fonte: a autora

Dos pacientes entrevistados, 16,1% (36/223) ndo informaram a
atividade exercida. Entre as respostas obtidas, aproximadamente 28%
(53/187) estavam desempregados, 15% (28/187) trabalhavam na
construcdo civil, 7% (13/187) em restaurantes/lanchonetes, 6,4%
(12/187) no comercio (lojas e supermercados), 4,8% eram aposentados,
4,8% do lar (9/187), 4,3% (8/187) em servigos gerais e 0s demais tinham
ocupacBes diversas (serralheiro, marceneiro, professor, reciclador,
taxista, zelador, frentista, mecanico, entre outras). A profissdo de quatro
individuos poderia estar diretamente relacionada & transmiss&o da doenca:
dentista, agente de saude, funcionario de laboratério de salde publica e
agente penitenciério. Além disso, 4,0% (9/223) relataram passagens
prévias por presidios e 2,2% (2/223) por clinica de recuperagdo para
usuarios de drogas.

O tempo médio entre o inicio dos sintomas, mais especificamente
a tosse, e a realizacdo do diagnostico foi de 9,6 + 8,0 semanas (0 a 48),
com mediana de oito semanas. Entre os 172 pacientes que responderam,
34,3% iniciou o tratamento em até quatro semanas (59/172), 29,1%
(50/172) entre 5 e 8 semanas, 13,4% (23/172) entre 9 a 15 semanas €
23,3% (40/172) ap6s 16 semanas do inicio dos sintomas. Cinco pacientes
relataram ndo ter tido tosse como sintoma (tempo zero) e dois pacientes
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relataram mais do que 40 semanas de tosse até o diagndstico. Ambos os
casos que relataram tempo superior a 40 semanas, realizaram diagndéstico
em unidades hospitalares, apds episodios de hemoptise. Ambos haviam
convivido com casos de TB previamente, um era ex-presidiario cujo
parceiro de cela adoeceu com TB e o outro relatou que a mée tratou TB
no anterior. Neste Ultimo caso, devido ao tempo prolongado de tosse com
exposicdo dos familiares, durante o periodo do estudo, a mae adoeceu
novamente, além da irma e do cunhado que residiam no mesmo terreno.
Relacionando-se o tempo decorrido entre o inicio da tosse e o diagndstico
da TB com género (Figura 11) e com escolaridade do paciente (Figura
12), ndo foram observadas diferencas significativas.

Figura 11: Distribuicdo segundo proporcdo do género, do tempo
decorrido entre o inicio dos sintomas (tosse) e o diagndstico de TB em
semanas, para os individuos do estudo.

B Feminino M Masculino

<4 SEM 5 A8 SEM 9 A 15 SEM 216 SEM

p=0,93
Fonte: a autora
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Figura 12: Distribuicdo em proporcao de tempo decorrido entre o inicio
dos sintomas (tosse) e o diagnostico de TB em semanas, segundo o tempo
de escolaridade dos individuos do estudo.
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Fonte: a autora

5.2 Perfil Clinico da Populagéo Estudada

A testagem para HIV entre os casos novos de TB foi realizada em
199 pacientes (89,2%), dos quais 20,6% (41/199) foram soropositivos
para o virus. Entre os individuos do sexo masculino a coinfec¢do TB/HIV
foi observada em 22,3% (29/130) e no sexo feminino em 17,4% (12/69)
(p=0,41), sendo a porcentagem de individuos ndo testados semelhante
entre os géneros, 10,3% e 11,5% respectivamente. A faixa etaria entre 35-
44 anos apresentou maior porcentagem de individuos HIV soropositivos
29,3% (12/41) dos testados, sendo também a faixa etaria com maior
porcentagem de testagens realizadas 95,3% (41/43) (Figura 13).
Avaliando-se individualmente cada faixa etaria, entre 0s mais jovens (15-
24 anos), a coinfeccdo TB/HIV foi significativamente menor 5,4% (2/37)
(p=0,01), no entanto, a porcentagem de individuos testados foi baixa 84,0
% (37/44). Entre 25-34 anos, a coinfecgdo foi 23,3% (14/60) e a testagem
89,6% (60/67); 45-54 anos foi 28,1% (9/32) e 88,9% (32/36), 55-64 foi
12,5% (3/24) e 92,3% (24/26), e entre os individuos com 65 anos ou mais
foi de 20,0% (1/5) e testagem em 71,4% (5/7). Entre os pacientes HIV
soropositivos 61% (25/41) realizou contagem/quantificacdo de CD4 no
momento do diagnostico de TB, 72% (18/25) apresentou contagem < 200
células/ mm?3 (19-192) e 28% (7/25) > 200 células/ mm? (207-833).
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Figura 13: Proporcao de coinfeccdo TB/HIV e de individuos ndo testados
para presenca do virus, segundo a faixa etdria, no estudo.

80
B HIV soropositivos B HIV soronegativos ndo testados

p=0,09
Fonte: a autora

Outras comorbidades associadas a TB foram registradas em 21,5%
(48/223) dos individuos do estudo. A principal delas foi diabetes em 6,7%
(15/223), seguida por doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) em
2,2% (5/223), hepatite C em 1,8% (4/223), asma e bronquite cronica em
1,3% (3/223). Sete pacientes diagnosticaram TB durante a gestacdo
(3,1%).

Os sintomas tipicos da TB pulmonar relatados pelos pacientes
foram tosse cronica, com expectoracdo e em alguns casos hemoptise;
perda de peso involuntaria, febre vespertina e sudorese noturna. Entre as
respostas obtidas no estudo, 96,3% (209/217) dos pacientes relataram a
presenca de tosse, que em 94,5% (205/217) dos casos evoluiu para
expectoracao e 31,7% (66/208) apresentaram episodios de hemoptise. Em
83,9% (172/205) dos casos, houve relato de febre e em 82% (169/206) de
sudorese noturna. Os episodios de hemoptise foram significativamente
mais frequentes entre os pacientes HIV soronegativos (p=0,03), no
entanto, para febre, sudorese noturna, tosse e expectora¢do ndo houve
diferenca em relagdo ao status HIV (Tabela 1). No momento do
diagndstico, para 83% (197/223) dos individuos o peso foi registrado em
prontuario, sendo o peso médio dos pacientes de 57,95 £10,9 kg, variando
entre 35-96 kg. Entre os individuos de sexo feminino o peso médio foi de
54,3 +10,4kg (37-83 kg) e entre os individuos do sexo masculino foi de
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60,2 +10,8 kg (35-96 kg). Dos entrevistados que relataram perda
ponderal, em 60,6% (103/170) a perda de peso foi superior a 10 % da
massa corporal caracterizando perda de peso severa. Relacionando-se a
perda de peso severa com o status HIV, ndo houve diferenga significativa
entre pacientes HIV soropositivos (70%) e soronegativos (57%) (p=0,19).

Tabela 1: Distribuicdo dos sintomas classicos de TB segundo o status
HIV nos pacientes do estudo.

HIV
. HIV HIV x
Sintomas LOE%/IO) soropositivo | soronegativo tgstc; do p?
o) (o)
N (%) N (%0) N (%)
172 19
Febre (83.9) 30 (81,1) 123 (83,1) (90,5) 0,82
Sudorese 169 18
noturna (82.0) 27 (73,0) 124 (83,8) (85.7) 0,15
Tosse 5569 3) 37 (94,9) 150 (96,1) 22 (100) | 0,66
Expectoragdo ?&55) 37 (94,9) 146 (93,6) 22 (100) | 1,00
Hemoptise 217) 6 (16.7) 54 (35,6) 6 (28,6) | 0,03
Perda  peso | 103
severa® (60.6) 21 (70,0) 73 (57,0) 9(75,0) | 0,29

2Para célculo do p foram considerados somente 0s pacientes com status
HIV conhecidos

p<0,05

¢ Perda de peso >10% da massa corporal

Exames de imagens como radiografias e/ou tomografias de torax
foram realizados no inicio do tratamento por 86,1% dos pacientes
(192/223), a presenca de consolidagBes foi evidenciada em 59,9%
(115/192) dos casos, cavitagdes em 46,4% (89/192), nddulos em 18,2%
(35/192), infiltrados homogéneos em 16,7% (32/192) e derrame pleural
em 6,8% (13/192). Entre os 178 casos que realizaram exames de imagens
e com status HIV conhecido, a presenca de cavitagbes foi
significativamente associada aos pacientes soronegativos (p=0,03). Os
demais perfis radiograficos foram predominantes nos HIV soropositivos,
sendo estatisticamente significativos predominio de derrame pleural e
infiltrado homogéneo nos pacientes HIV soropositivos (p= 0,01) (Tabela
2). O risco de derrame pleural foi 3,7 vezes maior (IC 95%: 1,26 — 10,78)
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e de apresentar infiltrado homogéneo foi 2,2 vezes maior (IC 95%: 1,19
—4,11) nestes pacientes. A despeito do nimero pequeno de pacientes que
realizou a quantificagdo de CD4, a presenca de cavita¢do, infiltrado
homogéneo e em menor proporcao, nddulos, foi superior nos individuos
com CD4 > 200 células/mm? da mesma forma, derrame pleural e
consolidacdes naqueles com CD4 < 200 células/mm?.

Tabela 2: Distribuicdo dos perfis de imagens observadas em radiografias
ou tomografias realizadas no inicio do tratamento e associacio com status
HIV e quantificacdo de CD4 nos individuos do estudo.

HIV soropositivo
Total N (%) HIV HIV p?
N soronegativo néo
(%) Total SZDOA(') Sz%‘(l) N (%) testado
= N (%)
Imagens 192 38 17 6 140 (88,6) 14 -
(86,1) | (92,7) | (41,5) | (14,6) (58,3)
Cavitacdo 89 11 2 1 69 (49,3) 9(64,3) | 0,03
(46,4) | (28,9) | (11,8) | (16,7) b
Consolidagéo | 115 23 10 2 80 (57,1) 12 0,67
(59,9) | (60,5) | (58,8) | (33,3) (85,7)
Infiltrado 32 12 4 2 20 (14,3) - 0,01
Homogéneo | (16,7) | (31,6) | (23,5) | (33,3) b
Nodulos 35 11 5 2 23 (16,4) 1(7,1) | 0,08
(18,2) | (28,9) | (29,4) | (33,3)
Derrame 13 6 4 1 6 (4,2) 1(7,1) | 0,01
pleural (6,8) | (15,8) | (23,5) | (16,7) b

2 Para calculo do p foram considerados somente 0s pacientes com
status HIV conhecidos
p<0,05

Todos o0s pacientes do estudo apresentaram cultura com
crescimento de M. tuberculosis em amostras de trato respiratorio inferior.
Os resultados das baciloscopias realizadas no diagnostico foram
registrados em prontudrio para 99,1% dos casos (221/223). Observou-se
alta carga de bacilos alcool &cido resistentes (BAAR): +++ em 45,2%
(100/221) dos pacientes; 22,6% (50/221) apresentou BAAR: ++; 19,5%
(43/221) apresentou BAAR: +; e 1,8% (4/221) <10 BAAR/100campos;
totalizando 89,1% (197/221) de baciloscopias positivas. A baciloscopia
foi negativa em 10,9% (24/221) dos pacientes. Associando-se ao status
HIV, observou-se diferengas significativas (p=0,02) nos resultados das
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baciloscopia, no momento do diagnéstico, aproximadamente metade dos
individuos HIV soropositivos (48,7%) apresentaram baixa carga bacilar
(negativo 21,9%, <10 BAAR/100 campos 4,9% e BAAR+ 21,9%). O
inverso foi observado entre os individuos HIV soronegativos, 71,1%
apresentaram alta carga bacilar (BAAR+++ foi observado em 46,1% e
BAAR ++ em 25,0%) (Figura 14). Além disso, a baciloscopia negativa
isoladamente, foi significativamente associada a pacientes HIV
soropositivos (p < 0,01). Associando com a contagem de células CD4,
61,1% (11/18) dos individuos com CD4 < 200 células/mm?apresentaram
baixa carga bacilar, e 71% (5/7) dos individuos com CD4 > 200
células/mm? apresentaram BAAR +++.

Figura 14: Distribuicdo dos resultados das baciloscopias de diagnéstico
segundo status HIV dos individuos do estudo.
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Fonte: a autora

Relacionando-se a presenca de cavitagcdo no exame radioldgico
com carga bacilar no diagnéstico, observou-se que em 70% dos casos com
cavitacdo a baciloscopia apresentou alta carga bacilar (BAAR +++: 41,7
% e BAAR ++ 253 %) (p=0,02) (Figura 15). Por outro lado,
baciloscopias negativas foram significativamente associadas a auséncia
de cavitacdo (p <0,01) e a presenca de derrame pleural (p <0,01).
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Figura 15: Distribuicdo da carga bacilar na baciloscopia de diagndstico
segundo a presenca ou ndo de cavitacdo no exame radioldgico nos
pacientes do estudo.

BAAR +++

BAAR ++ |
BAAR + G
BAAR... I
NEG
0 20 40 60 80 100
B com cavitacdo M sem cavitagdo
P=10,02

Fonte: a autora

Tabela 3: Distribuicdo de varidveis associadas a gravidade e
transmissibilidade da tuberculose segundo o tempo decorrido entre o
inicio dos sintomas (tosse) e o diagnéstico da doenga.

Tempo de Tosse
< 4| 5-8 9-15 > 16 | p
semanas semanas semanas semanas
N (%) N (%) N (%) N (%)
Baciloscopia
Negativa 11 (18,6) 7 (14,0) 0 0
BAAR+ 8 (13,6) 8 (16,0) 5(22,7) 7(17,5)
BAAR ++ | 16 (27,1) 10 (20,0) 6 (27,3) 10 (25,0)
BAAR +++ | 24 (40,7) 25 (50,0) 11 (50,0) 23 (57,7) 0,13
Cavitacéo 24 (43,6) 17 (39,5) 150 (50) 19 (50) 0,77
Hemoptise 13 (22) 19 (38,8) 7(30,4) 19 (47,5) 0,05

Baciloscopias de controle foram realizadas em apenas 57,8% dos
pacientes no segundo més de tratamento (129/223) e em 48,0% no quarto
més de tratamento (107/223) (Figura 16). Dos pacientes com alta carga
bacilar, BAAR +++ ¢ BAAR ++, no momento do diagnoéstico, 32,2%
(32/99) e 26% (13/50) respectivamente, mantiveram baciloscopias
positivas em no segundo més de tratamento (p = 0,02 e p = 0,66,
respectivamente) (Figura 17). Destes, 13,1% (13/99) e 6% (3/50)
respectivamente, mantiveram baciloscopias positivas no quarto més de
tratamento (p = 0,05 e p = 0,42, respectivamente). No entanto, a despeito
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da associacdo significativa entre individuos com BAAR +++ no
diagnostico e a permanéncia de bacilos no escarro durante o tratamento,
somente 61,6 % (61/99) destes pacientes realizou o controle no 2° més e
50,5% (50/99) no 4° més de tratamento, sendo que 32,3% (32/99) deles,
ou seja, aproximadamente um a cada trés pacientes com BAAR +++, ndo
realizou nenhuma das duas baciloscopias de controle. A presenca de
cavitacdo nas imagens radiograficas de diagndstico foi associada com a
permanéncia de baciloscopia positiva no segundo més de tratamento em
68,6% (35/51) dos pacientes (p<0,01) e no quarto més de tratamento em
66,7% (12/18) deles (p=0,11).

Figura 16: Distribuicdo dos resultados das baciloscopias de diagndstico e
controles do segundo e quarto meses de tratamento, incluindo
baciloscopias ndo realizadas.
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Fonte: a autora
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Figura 17: Seguimento dos casos com alta carga bacilar no diagndéstico
(BAAR +++ e BAAR ++), nos controles de 2° e 4° meses de tratamento
dos pacientes do estudo.
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Fonte: a autora

5.3 Perfil Comportamental da Populagdo Estudada

Em relaco aos héabitos de vida considerados fatores de risco para
TB, os individuos foram questionados sobre tabagismo, abuso de alcool
e uso de drogas ilicitas, bem como viver em situacdo de rua. Entre os
individuos que responderam as questdes, o tabagismo foi relatado por
64,7% (134/207) deles, sendo que 59,9% (124/207) fumavam no
momento do diagnostico e 4,8% (10/207) informaram ser ex-tabagistas.
Separando-se os individuos do sexo masculino, o percentual de tabagistas
aumenta para 79,3%, (107/135), sendo significativamente superior ao
observado no sexo feminino 59,7% (43/72) (p<0,01). O uso abusivo de
alcool foi relatado por 36,8% (74/201), incluindo 5,5% (11/201) dos
individuos que informaram ser ex-alcoolistas, da mesma forma,
considerando-se somente 0 sexo masculino, 59,2% (77/130) relatou
problemas com 4lcool, proporcao significativamente superior ao sexo
feminino 26,8% (19/71) (p<0,01). O uso de drogas ilicitas foi relatado por
34,3% (68/198) dos individuos, o crack foi a droga mais utilizada (35,1%:
27/70), seguida por maconha (21,4%: 15/70) e cocaina (11,4%: 8/70),
sendo que 24,3% (17/70) relataram fazer uso de varias drogas. Entre os
individuos do sexo masculino 44,1% (56/127) informaram fazer uso de
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drogas ilicitas, proporcdo significativamente superior ao sexo feminino
16,9% (12/71) (p<0,01) (Figura 18). Dezenove individuos incluidos no
estudo viviam em situacdo de rua (8,5%), dos quais 16 no municipio de
Floriandpolis, sendo todos do sexo masculino. Considerando a populagéo
de Floriandpolis (469.690) e o nimero de casos de TB do municipio
incluidos no estudo no periodo de dois anos (135), observou-se um risco
131,23 vezes maior de adoecer por TB entre as pessoas que vivem em
situacdo de rua (IC 95%= 79,45-220,05).

Figura 18: Distribuicdo da populagdo estudada segundo habitos de vida
considerados fatores de risco para tuberculose, segundo o género dos
individuos do estudo
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Fonte: a autora
5.4 Desfecho dos Casos de Tuberculose do Estudo

Dos 223 pacientes acompanhados, 162 (72,6%) evoluiram para
desfechos favoraveis com sucesso no tratamento, 46 (20,6%)
abandonaram o tratamento, quatro (1,8%) tiveram cultura positiva a partir
do quarto més sendo caracterizada faléncia terapéutica, 10 (4,5 %) foram
a Obito durante o tratamento e um (0,4%) foi transferido para outro Estado
com perda de seguimento (Figura 19).
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Figura 19: Distribuicdo em porcentagem dos casos de tuberculose
pulmonar confirmados por cultura, segundo o desfecho do tratamento,
entre 0s pacientes acompanhados no estudo.

M sucesso tratamento Mabandono Mfaléncia M obito M transferéncia

Fonte: a autora

Os 223 casos realizaram tratamento com o esquema béasico
(RHZE). O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado para
204 isolados de M. tuberculosis, em 19 isolados, o teste ndo foi realizado
no LACEN/SC devido ao pequeno nimero de colbnias na cultura
primaria. Entre os isolados testados, 95,6% (195/204) apresentaram
sensibilidade aos quatro antimicrobianos testados (rifampicina,
isoniazida, etambutol e estreptomicina). Foram identificadas
monorresisténcia aos quatro farmacos, sendo uma a rifampicina (0,5%),
uma ao etambutol (0,5%), uma & estreptomicina (0,5%) e 5 a isoniazida
(2,5%), além de um caso de polirresisténcia (isoniazida+estreptomicina).
Associando-se as resisténcias identificadas nos microrganismos ao
desfecho clinico, o caso resistente a rifampicina foi a 6bito; o resistente
ao etambutol e dois casos resistentes a isoniazida abandonaram o
tratamento; e quatro resistentes a isoniazida evoluiram para cura,
incluindo o polirresistente. Em 18 casos, o esquema primario foi
prorrogado por nove meses (2RHZE/7RH), entre eles, os quatro
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resistentes a isoniazida que evoluiram para cura, trés com comorbidades
associadas a TB e 11 entre os casos que apresentaram baciloscopia de
controle positiva no quarto més de tratamento com cultura negativa, todos
alcangaram sucesso terapéutico. Além dos 11 casos que prorrogaram o
tratamento, outros sete apresentaram baciloscopia positiva no quarto més
de tratamento, trés abandonaram o tratamento e quatro foram
considerados falha terapéutica, pois a cultura também permaneceu
positiva no periodo.

5.5 Associagdo entre Desfecho e Variaveis Epidemioldgicas

Buscando-se compreender as baixas taxas de sucesso no
tratamento da TB pulmonar na regido estudada, a primeira andlise
realizada foi a associagéo do desfecho com as variaveis epidemioldgicas
de interesse. Analise univariada evidenciou maior sucesso no tratamento
entre 0 sexo feminino (p=0,02), em individuos do sexo masculino a
probabilidade de desfecho favoravel diminuiu 18% (IC 95%=0,71-0,96).
A despeito da faixa etaria ndo apresentar diferencas significativas
relacionadas ao sucesso no tratamento, os individuos com idade entre 55-
64 anos, apresentaram maior probabilidade de sucesso no tratamento,
sendo 1,36 vezes maior (IC 95%: 1,11-1,68) quando comparado a faixa
etaria mais jovem (Tabela 4).

Avaliando-se fatores de risco cléssicos associados & TB, como o
tabagismo, o estudo mostrou que a exposi¢do diminuiu a probabilidade
de sucesso no tratamento em 25% (IC 95 %= 0,64-0,88). O abuso de
alcool diminuiu a probabilidade de sucesso no tratamento em 26% (IC 95
%= 0,64-0,91). No entanto, as piores associa¢bes foram relacionadas ao
uso de drogas ilicitas, que diminuiu a probabilidade de sucesso no
tratamento em 44% (IC 95 %= 0,43-0,72), e a viver em situacdo de rua,
que diminuiu a em 51% (IC 95 %=0,27-0,88). A probabilidade de
resultados favordveis no tratamento também foi significativamente menor
nos pacientes HIV soropositivos (p<0,01) (Tabela 4). Dos 41 pacientes
soropositivos do estudo 51,2% (21/41) obtiveram sucesso no tratamento,
sendo que 31,7% (13/41) abandonaram e 14,6% (6/41) foram a 6bito. A
soropositividade para HIV diminuiu 34% (IC 95%=0,48-0,90) a
probabilidade de sucesso no tratamento, e aumentou em 7,85 (IC 95%=
2,05-30,08) vezes o risco de morte. Entre os 25 pacientes soropositivos
que realizaram contagem de CD4, ndo houve diferenca significativa para
as contagens acima ou abaixo de 200 células/mm? (p=0,26),
possivelmente devido ao pequeno nimero de casos, no entanto, observou-
se que em 80% (4/5) dos coinfectados que foram a ébito a quantificacéo
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de CD4 foi <200 células/mm?. Além disso, a soropositividade para HIV
foi significativamente associada ao tabagismo, uso de drogas ilicitas,
abuso de alcool (p<0,01).

Tabela 4: Andlise univariada, com risco relativo e intervalo de confianga
de 95%, para os casos de sucesso no desfecho tratamento entre os
pacientes estudados.

SUCESSO NO TRATAMENTO

Variaveis (N) N (%) RR IC 95% p
Sexo

Masculino (145) 98 (67,6)

Feminino (78) 64 (82,1) 0,82 | 0,71-0,96 0,022
Faixa etéria (anos)

15-24 (44)° 31 (70,5)

25-34 (67) 49 (73,1) 1,04 | 0,82-1,32

35-44 (43) 29 (67,4) | 0,96 | 0,72-1,27

45-54 (36) 24 (66,7) 0,91 | 0,66-1,24

55-64 (26) 25(96,1) 1,36 | 1,11-1,68

> 65 (7) 4(57,1) | 081 | 042-1,58 | 0,07
Escolaridade

Ensino fundamental (146)° 98 (67,1)

Ensino médio (55) 45 (81,8) - -

Ensino Superior (22) 19(86,4) 0,04
Tabagismo

N4o (73) 63 (86,3)

Sim (134) 87 (64,9) 0,75 0,64-0,88 | <0,01?2
Abuso de &lcool

Né&o (127) 100 (78,7)

Sim (74) 43(58,1) | 0,74 | 0,60-0,91 | <0,012
Uso de drogas ilicitas

Néo (130) 110 (84,6)

Sim (68) 32 (47,1) 0,56 | 0,43-0,72 | <0,012
Vivendo em situacdo de rua

N#o (204) 154 (75,5)

Sim (19) 7 (36,8) 0,49 0,27-0,88 | <0,01?
HIV

Negativo (158) 123 (77,8)

Positivo (41) 21 (51,2) 0,66 0,48-0,90 | <0,012

ap <0,05

b variavel utilizada como referéncia para célculo do RR
RR: Risco Relativo;
IC 95%: Intervalo de Confianca de 95%;
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Ao utilizar o modelo de regressdo logistica para as variaveis
associadas ao sucesso no tratamento entre os dados do presente estudo,
com o objetivo de estimar o papel das variaveis independentes que atuam
multiplicativamente sobre a chance de sucesso, observou-se que a baixa
escolaridade, soropositividade para HIV e o uso de drogas ilicitas foram
fatores preditivos independentes associados a desfechos desfavoraveis no
tratamento (Tabela 5 e Figura 20).

Tabela 5: Regressao logistica, com odds ratio e intervalo de confianca de
95% para desfecho sucesso no tratamento nos pacientes do estudo.

Intervalo de Confianca de
95%
Variaveis p? OR® Inferior Superior
Sexo Masculino 0,96 1,023 0,406 2,578
Escolaridade 0,022 0,329 0,125 0,866
Priméria
HIV-soropositivo 0,022 0,320 0,126 0,811
Tabagismo 0,93 0,952 0,331 2,737
Abuso de Alcool 0,81 0,893 0,359 2,224
Drogas llicitas <0,012 0,200 0,85 0,473
Viver em Situagdo 0,15 0,377 0,100 1,430
de Rua
2p<0,05

bOR = odds ratio

Figura 20: Odds ratio e intervalo de confianca de 95% para o desfecho
sucesso no tratamento entre os pacientes do estudo, utilizando modelo
multivariavel.
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Fonte: a autora
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5.6 Genotipagem dos Isolados do Estudo

Foram incluidos no estudo 223 isolados de M. tuberculosis, um por
paciente. A andlise dos isolados por metodologia de Spoligotyping foi
realizada para 219 isolados, sendo que 4 nao amplificaram/hibridizaram.
A metodologia possibilitou a identificacdo de 65 diferentes spoligotypes
(Figura 21), 89,5% (196/219) dos isolados pertenciam a 48 Spoligotypes
International Type (SIT), 3,7% (8/219) a cinco diferentes perfis Orphan
e 6,8% (15/219) a 12 diferentes perfis ainda ndo registrados no SpolDB4
(perfis desconhecidos). Os perfis que ndo foram classificados em
familia/subfamilia na plataforma SITVIT-WEB (SpolDB4), foram
analisados posteriormente na plataforma Spotclust, que possibilitou
determinar a similaridade dos perfis ndo classificados com familias ja
descritas (Tabela 6).

Figura 21: Representagdo de todos os spoligotypes encontrados nos
isolados de M. tuberculosis incluidos no estudo, classificacdo segundo
SITVIT-WEB.

SIT Perfil Familia e Isolados
Subfamilia N (%)
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33 [[ [ [ [ [ WEW [ [ [ [ SWmS [ [ [ Wwes [ [ EEPYVE 2(0,9)
34 [[ [ [ [ ®8 [T [ [T [ Wwme [ [ NI 1(0,5)
39 EEEEEEEEEEEEEEEEEROEEN_ O EEEEEREROO0ONOONEEE | T4-CEUL 1(0,5)
42 [[ [ [ [ [ NNmE [ [ Wwes [ [ BNV 21 (9,6)
44 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER_EEEEEEEERO O ENEEEEN | 75 1(0,5)
47 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER 000000 NEEEEEE | 1 3(1,4)
50 [T T[T [[ ][ [ Nwwm [[[ [ NN 9(4,1)
51 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN O OEEN0000 | 71 2(0,9)
52 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER I ENEOEEE | T, 1(0,5)
53 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER I ENEEEEE | 7] 6 (2,7)
59 EEEEEEEEEEEEEEEEERRE BN O OEE T NEEEEEN | [ AM11-ZW 2(0,9)
60 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 NEEEEREN_ OO NEN_ONEN | | AMZ 2(0,9)
64 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 EEEROEER_ OO NNEREEE | | AMG 11 (5,0
65 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENO OO0 NEEN | 7] 10 (4.6)
73 [ [T [ S [T [ [[ ][ [ [ Wwws [[ [ BNEEY 12 (5,5)
36 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOEEEEEEEEER I ENEEEEE | 7] 1(0,5)
o1 EEN0000000 O NEEE_EEENEREEEEEREN OO NEEEEEN | X3 1(0,5)
93 EEEEEEEEREEE EEEERER O NERRERER_EEEEEEN | | AMS 2(0,9)
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119 [ L W [ [] e [ []] X1 4 ( 1, 8)
137 [ W [ [ EEEE | EEEE ] X2 5 (2 , 3)
176 [ [ @ [ WNWET | | W | | EEWE[] ] LAM6 1 (0l 5)
177 T L W W ] LAM9 4 ( 1, 8)
179 [ [ & T [ M NEWET ] NN WE ] LAM?2 2 (0l 9)
194 [ [ & [T T [ BT[] WEEE [ | NEWE || N ] LAM?2 1 ( 0, 5)
211 [ [ [ WEW BT[] WEEE [ || EEWE [ []] LAM3 1 ( 0, 5)
216 [ [ [ [ WE [ WEWS[' || | WSS |[[[]|/] LAMS5 24 ( 11, 0)
237 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 0000000000 NC 1 ( 0, 5)
241 [ L[] NN EEEE ] T1 3 ( 1 ’4)
388 [ [ & [ [T [ WEWET | [ WEEE[[ ] LAM9 1 (0l 5)
433 [ [ U T ] [ W | W WEWE [ []] H3 1 (O’ 5)
729 [ [ W W [ [ [T [ WEWEl [ | WEWS[[]]| ] LAM1 3 ( 1, 4)
823 [ [ [ [ [ [ | eSS ] WEWE ] T1 5 (2 , 3)
866 [ & [ T [ [ [ WeWer [ WEWS[[]]]] LAM9 3 ( 1 l4)
908 [ [ W [ [ [ W [ WEWE[ | | EEEE | §N§§§ LAM?2 1 (0l 5)
1241 [T WEWEl || EESEEE ] ]] NC 1 (0l 5)
1321 [ [ O T [ [ [ [[ ] WEEE [ [ ESWE || § ] Ambigou 1 (O’ 5)
1537 [ [ [ [ [ WEN WU [ WWEE [ [ ES&N |[®§ ] LAM3 1 (O’ 5)
1580 [T [ [ Wal [ [ [ WEWE[[[[]] T1 1 (0l 5)
1694 m W T [ W WEEE ] WA ] LAM?2 1 (0’5)
2512 [ [ ST Wl [ T [ [ W] WWEE[ [ [ NNWE [ [][]] LAM1 1 (0’ 5)
2514 [ [ [ [ [ [ [ WEE[[[ NEWE[ | || EEEE | E§§§ LAM4 4 ( 1, 8)
2571 EREERERRRER O ORERO0]000000000000000000001 R NC 1 (0’ 5)
3099 [ L[] WENEE [ §EESESEWEE ] ]] NC 6 (2 , 7)
4004 AN OO0 000000000000 NN NN NC 2 (0l 9)
Orphi [ [ [ WE [ WNNEE [ | ESEEEEEEEE ] LAM4 3 ( 1, 4)
Orph2 [ [ [ [ W [ [ [T [ [ WENWEl | | W | §ES§WS[] ][] LAM9 1 (0]5)
Orph3 [ [ W [ [ [ [ @ [ WEWEl [ W&« ] LAM?2 2 (0l 9)
Orph4 [ [ [T [ [ e[ W[ [ [ WENWEE | || WEWE [ ][]] S 1 (0’ 5)
Orph5 [ [ [ [ [ [ [ [ ST [T T [ [ T T [ B T [ [ ] ] Orphan 1 (0l 5)
Unk1 [ [ W [ [ @ [ WEWEl | | EEWWWE]]] NC 2 (0l 9)
Unk2 [ [ [ WEW [ [ [ [ [ [ [ WEEE [ [ EEEE || N | § NC 2 (O’ g)
Unk3 [ [ NEEWEE [ ] WEEE ] WEWE ] NC 2 (0l 9)
Unk4 mr T WEEE [ WEEE W] NC 1 (O’ 5)
unks [ LT[ [ WENEEWE [ [ EEWE [ [ []] NC 1 (O’ 5)
Unké [ L W W W] NC 1 (0l 5)
uUnk?7 [ [ [ I [T [ [ [ [ WS | | W | W ESWE [ []] NC 1 (O’ 5)
Unk8 [ [ [ [ NEEEEEE | e Seew [ []] NC 1 (O’ 5)
Unk9 [ L L W BN W] NC 1 (0l 5)
Unk10 EEEEEEEEE O EEE O OOR000000000000000000a00aa00 NC 1 (0l 5)
Unk11 [ L L L L [ [ T [ ST T [ [N T T O T A A A NC 1 (O’ 5)
Unk12 EE S SN N NN NN NS e [ W W] NC 1 (O’ 5)

NC: ndo classificado no programa SITVIT-WEB/ Fonte: a autora
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Tabela 6: Classificagdo por similaridade, utilizando a plataforma
Spotclust, das provaveis familias dos Spoligotypes ndo classificados ou
desconhecidos segundo o SITVIT-WEB.

SIT Linhagem Maior Familiae | Isolados
Subfamilia N
4 Euro-American T1-RUS2 2
237 Euro-American X2 1
1231 Euro-American LAM1 1
1241 Euro-American LAM 1
2571 Indo-Oceanic/ ZERO? 1

EuroAmerican

3099 Euro-American LAM9 6
4004 Indo-Oceanic/EuroAmerica H1 2
Orphan5 Indo-Oceanic/EuroAmerica H1 1
Unknownl | Euro-American LAM2 2
Unknown2 | Euro-American LAM4 2
Unknown3 | Euro-American LAM 2
Unknown4 | Euro-American LAM 1
Unknown5 | Euro-American LAM 1
Unknown6 | Euro-American H3 1
Unknown7 | Euro-American H3 1
Unknown8 | Euro-American H1 1
Unknown9 | Euro-American H3 1
Unknownl10 | Indo-Oceanic/EuroAmerica ZEROP 1
Unknownll | Indo-Oceanic/EuroAmerica ZERO? 1
Unknownl12 | M. bovis PINI2 1

Fonte: a autora
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Utilizando os resultados obtidos com a anélise das duas
plataformas de classificacdo, foram identificadas 6 familias e 19
subfamilas: LAM (LAM1, LAM2, LAM3, LAM4, LAM5, LAMS,
LAM9 e LAM11), T (T1, T1-RUS, T2, T4 e T5), H (H1, H2 e H3), X
(X1, X2 e X3), Se BOVIS.

A linhagem Latin-American-Medirerraneam (LAM) foi a mais
frequente, representando 62,1% dos isolados (136/219), seguida da
familia T com 20,5% (45/219), da Harleem (H) com 9,6% (21/219), da X
com 5,0% (11/219) e S com 0,9% (2/219) (Figura 21 e 22). Além dos
isolados de M. tuberculosis, foi identificado no Spotclust um isolado de
M. bovis. A figura 23 mostra a distribuicdo geofrafica das subfamilias nos
bairros com maior concentracdo de casos de TB durante o periodo
estudado.

Entre as 19 subfamilias identificadas, LAM9 foi a mais frequente,
representando 16,4% (36/219) dos isolados, seguida da T1 com 12,8%
(28/219), LAM5 e LAM2, ambas com 11,9% (26/219), LAM1 com 6,4%
(14/219), H3 com 5,9% (13/219), LAM6 e T com 5,5% (12/219) e LAM4
com 5,0% (11/219). As demais subfamilias representaram, isoladamente,
menos de 3% dos isolados identificados (Figura 21 e 22).

Avaliando-se os 48 SITs identificados, 0 SIT216/LAMS5 foi 0 mais
frequente, representando 11,0% (24/219) dos isolados. Outros SITs
identificados com maior frequencia foram SIT42/LAM com 9,6%
(21/219), SIT17/LAM2 com 7,8% (17/219), SIT73/T com 5,5% (12/219),
SIT64/LAM6 com 5,0% (11/219), SIT 65/T1 com 4,6% (10/219),
SIT50/H3 e SIT20/LAM1 ambos com 4,1% (9/219) (Figura 21).

Considerando a genotipagem por Spoligotyping, que encontrou 65
perfis entre 0s 219 (n) isolados do estudo, sendo 33 representados por
apenas um isolado e 186 (nc) isolados agrupados em 32 (c) clusters (2 a
24 isolados) (Figura 24), podemos aplicar a equacdo para calcular de
maneira simplificada o indice de transmissdo recente (ITRn1) [ITRn-
1=(nc-c)/n], sendo n o nimero total de isolados, nc o nimero de isolados
em clusters, ¢ o nimero de clusters (WADA, et al., 2009). O indice
calculado utilizando-se somente o spoligotyping, que isoladamente néo
representa um alto poder discriminatdrio, mostra uma taxa de transmisséo
recente de 0,70, ou seja, 70% dos isolados circulantes na regido estariam
associados a transmissédo recente da TB e ndo a reativacdo, baseado nos
dados de Spoligotyping, um nimero provavelmente superestimado. O
cluster representado pelo SIT216/LAMS teria um ITR,1 de 0,85, o
SIT50/H3 teria um ITRn.1 de 0,69, 0 SIT17/LAM2 teria um ITRn.1 de 0,5,
0 SIT42/LAM9 que representa o segundo mais frequente teria um ITRn.1
de 0,47, e 0s SIT73/T e SIT64/LAMG teriam um ITRn.1 de 1,0.
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Figura 22: Distribuicdo das familias e subfamilias segundo genotipagem
por metodologia de Spoligotyping de isolados de M. tuberculosis do
estudo
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A variacdo genotipica caracterizada pela presenca da delecdo
RDR° foi detectada em 33,6% (75/223) dos isolados estudados. Todas as
delecdes foram identificadas na linhagem LAM, compreendendo 16
perfis diferentes, compostos por seis perfis Gnicos e 10 clusters (2 a 17
isolados). A sublinhagem LAM2 representou 38,2% (26/68) dos isolados,
e também o maior cluster SIT17/LAM2 (17 isolados), LAM9 representou
27,9% (19/68) dos isolados € o terceiro maior cluster SIT42/LAM9 (oito
isolados), LAM1 representou 20,6% (14/68) e o segundo maior cluster
(nove isolados), LAM4 com 13,2% (9/68), LAM5 e LAM11 com 2,9%
(2/68), e 4,4% (3/68) foram classificados apenas como linhagem LAM.
Portanto, 100% dos isolados da sublinhagem LAM2, LAM1 e LAM11
apresentaram a delegdo RDR, nas demais sublinhagens a delecdo foi
encontrada em 81,8% (9/11) dos isolados LAM4, 52,8% (19/36) dos
LAMOY, e 7,7% (2/26) dos LAM5 (Figura 25). Nas sublinhagens LAM3 e
LAMS6 néo foram observados isolados com a presenga da delecdo RDR°
(Figura 25).
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Figura 23: Distribuicdo das principais linhagens de M. tuberculosis
isoladas no estudo e nos bairros com mais de sete casos de TB durante o
periodo estudado.
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Figura 24: Representacao gréafica dos clusters definidos por spoligotyping
entre M. tuberculosis isolados na regido da grande Floriandpolis no
periodo de 2 anos.
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Figura 25: Distribuicdo da delecdo RDR® entre os isolados da linhagem
LAM, segundo as subfamilias.
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5.7 Associagdo entre Genotipagem, Delecdo RDR, Populagdo Estudada
e Desfecho

Avaliando-se as linhagens genéticas (familias e subfamilias), ndo
houve diferenca significativa associada a distribuicdo dos individuos em
relagdo ao género (p=0,70). No entando, observando-se as principais
subfamilias do estudo, verifica-se que 78,6% (22/28) dos individuos com
subfamila T1, 69,2% (9/13) da H3 e 66,7% (8/12) da T, eram do sexo
masculino (Figura 26). Na familia LAM a proporg¢éo de individuos do
sexo feminino foi um pouco maior, sendo que a sublinhagem LAMG6 foi
a Unica que apresentou predominancia de individuos do sexo femino,
66,7% (8/12) (Figura 26).

Agrupando-se as principais subfamilias encontradas no estudo
segundo habitos que poderiam estar associados com a via de transmissao
da TB, foi observada associacdo entre as linhagens de M. tuberculosis e
pessoas vivendo em situacdo de rua (p<0,01). A avaliacdo dos
spoligotypes entre 0s 19 isolados de pacientes vivendo em situagéo de rua,
mostrou que dois isolados pertenciam & subfamilia H3, dois & T1, dois a
T1-RUS, dois a X2, e os demais eram perfis Unicos. Nao foi observada
diferenca significativa em relacdo a distribuicdo das linhagens em
pacientes que utilizavam drogas ilicitas, abusavam de alcool, ou eram
tabagistas (p=0,39, p=0,13, p=0,88 respectivamente). No entanto, ao
avaliar a proporgdo de isolados dentro de cada sublinhagem associada aos
mesmo habitos, observou-se que a sublinhagem LAM9 foi isolada
predominantemente entre usuérios de drogas ilicitas (51,5%) e H3 entre
aqueles que abusavam de alcool (50,0%), sendo que T1 foi isolada em
grande propor¢do em ambos (Figura 27). Ao avaliar os principais SITs
dentro de cada sublinhagem, o SIT3099 classificado pelo Spotclust como
LAMO e representado no estudo por apenas 6 isolados, destacou-se entre
os demais pela alta proporcdo de usudrios de drogas ilicitas (83,3%) e
alcoolistas (66,7%). Da mesma forma, o SIT65/T1 apresentou alta
propor¢do de ambos, e os SITs 42/LAM9 e 73/T alta proporcdo de
usuarios de drogas ilicitas (Figura 28).



Figura 26: Distribuicdo das subfamilias mais frequentes segundo o género
dos individuos do estudo
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Figura 27: Proporcédo dentro das principais sublinhagens dos individuos
segundo hébito de utilizagdo de drogas ilicitas e uso abusivo de alcool.
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Figura 28: Proporcéao dentro dos principais SITs dos individuos segundo
habito de utilizacdo de drogas ilicitas e uso abusivo de alcool.
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Entre os tabagistas, a propor¢do de individuos em cada
sublinhagem foi semelhante, sendo a menor porcentagem observada na
subfamilia T (50%) e a maior em LAM4 (72,7%) (p=0,91). Entre os
pacientes HIV soropositivos, ndo houve diferenca significativa na
distribuicdo das sublinhagens (p=0,91). No entanto, foi observada baixa
proporcao de individuos soropositivos nas sublinhagens LAM4 e LAM6
(10%), sendo as maiores porcentagens observadas em LAML1 (25%),
LAMB9 (24,2%) e LAMS5 (24%) (Figura 29). Ao avaliar os principais SITs
dentro de cada sublinhagem, novamente o SIT3099/LAM9 destacou-se
entre os demais, todos os individuos eram tabagistas além da alta
propor¢do de soropositivos para HIV (33,3%). Da mesma forma, para 0s
SITs 50/H3 e 42/LAM aproximadamente um tergo dos individuos eram
soropositivos para HIV (33,3 e 31,6%, respectivamente) (Figura 30).
Figura 29: Proporcédo dentro das principais sublinhagens dos individuos
segundo tabagismo e soropositividade para HIV.
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Figura 30: Proporcéao dentro dos principais SITs dos individuos segundo
tabagismo e soropositividade para HIV.
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Associando  caracteristicas  clinicas relacionadas a maior
transmissibilidade e maior gravidade da doenca com os principais SITs
encontrados no estudo, observou-se que mais da metade dos individuos
infectados por M. tuberculosis classificado como SIT20/LAM1
apresentaram alta carga bacilar, hemoptise, perda ponderal severa e
cavitacdo, SIT com predominédncia de individuos soronegativos para
HIV. Aproximadamente 60% dos individuos com microrganismos
pertencentes ao SIT216/LAM5 apresentaram alta carga bacilar. A maior
proporcdo de hemoptise foi observada nos individuos infectados por
microrganismos do SIT3099/LAMY, sendo que os seis individuos
realizaram diagnéstico em menos de oito semanas, SIT que também
apresentou perda ponderal severa e presenca de cavitagdo em
aproximadamente 60% dos individuos, sendo que um tergo deles eram
HIV soropositivos. O SIT64/LAMG6 apresentou maior propor¢ado de perda
ponderal severa (80%) e presenca de cavitagcdo (70%), sendo a menor
proporcao de individuos HIV soropositivos (11,1%) (Figura 31).

Para o SIT 216/LAM5 que apresentou a maior propor¢do de
individuos com alta carga bacilar no diagnostico (58,3%),
aproximadamente 62% realizou baciloscopia de controle no segundo més
de tratamento, dos quais 33,3% permaneceram positivas, e entre 0s 41,7%
que realizaram controle no quarto més, todas negativaram. Por outro lado,
para o SIT20/LAM1, que apresentou 55,6% de individuos com alta carga
bacilar no diagnostico, 75% dentre os 44,4% que realizaram a
baciloscopia de controle no segundo més permaneceram positivos, e dos
55,5% que realizaram controle no quarto més 20% mantiveram
positividade. No SIT50/H3, aproximadamente um ter¢o dos individuos
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apresentou alta carga bacilar no diagnéstico, sendo que entre os 55,5%
que realizaram controle no segundo més, 66,7% das baciloscopias
permaneceram positivas e 20% permaneceram positivas no quarto més de
tratamento. No entanto, o SIT relacionado a maior proporgdo de
baciloscopias positivas no quarto més de tratamento foi o 73/T, para o
qual, entre os 41,7% dos individuos que realizaram a baciloscopia de
controle no quarto més, 60% foram positivas (Figura 32).

Figura 31: Proporcédo dentro dos principais SITs dos individuos segundo
alta carga bacilar, presenca de hemoptise, perda ponderal superior a 10%
do seu peso, presenca de cavitagao e soropositividade para HIV.
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A delecdo RDRP°, presente em 33,6% dos isolados de M.
tuberculosis do estudo, foi mais frequente em microrganismos isolados
de individuos do sexo feminino 41% do que entre os do sexo masculino
(29,7%), mas a diferenca ndo foi significativa (p=0,09) (Tabela 7).
Quanto a faixa etéria, foi observada maior proporcdo da delecdo nos
microrganismos isolados de individuos mais velhos, entre 55 a 60 anos
(46,2%) e >65 anos (71,4%), nas faixas etarias mais jovens, a delecéo
esteve presente em aproximadamente 30% dos microrganismos isolados
(Tabela 7). A delecéo foi pouco frequente entre microrganismos isolados
de individuos com maior escolaridade (18,2%).
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Figura 32: Proporcéao dentro dos principais SITs dos individuos segundo
alta carga bacilar no diagnoéstico e permanéncia de baciloscopias positivas
no segundo e quarto meses de tratamento, com as respectivas
porcentagens de individuos que realizaram os controles.
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Associando-se a presenca ou ndo de habitos como tabagismo, uso
de drogas ilicitas e abuso de alcool nos individuos do estudo, a
distribuicdo de microrganismos com a delecdo foi muito semelhante,
préximo aos 30% para todas as variaveis. Da mesma forma em relagéo ao
status HIV, a delecéo foi observada em 34% dos microrganismos isolados
tanto de pacientes soropositivos quanto de soronegativos. Entre os
individuos vivendo em situacdo de rua foi observado o menor percentual
de microrganismos apresentando a delecdo RDR 15,8% (p=0,04) (Tabela
7).

No presente estudo, ndo foi observada associacédo entre a presenca
da delecdo RDR° e alta carga bacilar (BAAR +++), a proporcéo de
individuos com as duas varidveis foi de 24,7%, consequentemente, a
presenca da delecdo néo foi associada a maior transmissibilidade. Quando
associada com variaveis relacionadas a maior gravidade da doenca, como
hemoptise, cavitacdo e nddulos, a presenca de microrganismos com
delecéo foi relacionada significativamente ao aparecimento de nodulos
nos exames radiolégicos de imagens (p=0,04) (Tabela 8).
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Tabela 7: Distribuicdo da sublinhagem RDR° de segundo o perfil dos
individuos epidemioldgicos do individuos do estudo.

Variavel Sem delecdo | Com dele¢do p Total
RDRio RDRio
N(%) N(%)

Sexo

Masculino 102 (70,3) 43 (29,7) 145 (65,0)

Feminino 46 (59,0) 32 (41,0 0,09 78 (35,0)
Faixa etaria

15-24 30 (68,2) 14 (31,8) 44 (19,7)
25-34 45 (67,2) 22 (32,8) 67 (30,0)
35-44 31(72,1) 12 (27,9) 43 (19,3)
45-54 26 (72,2) 10 (27,8) 36 (16,1)
55-64 14 (53,8) 12 (46,2) 26 (11,7)
>65 2 (28,6) 5 (71,4) 0,18 7 (3,1)
Escolaridade

Fundamental 97 (66,4) 49 (33,6) 146 (65,5)
Nivel médio 33(60,0) 22 (40,0) 55 (24,6)
Nivel superior 18 (81,8) 4(18,2) 0,19 22 (9,9)
Tabagismo

Sim 87 (64,9) 47 (34,6) 134 (60,1)

N#o 47 (64,4) 26 (32,2) 0,94 73 (32,7)
Né&o informou 16 (7,2)
Uso abusivo de
alcool

Sim 49 (66,2) 25 (33,8) 74 (33,2)

Néo 80 (63,0) 47 (37,0) 0,65 127 (56,9)
Né&o informou 22 (9,9
Uso de drogas
ilicitas

Sim 45 (66,2) 23(33,8) 68 (30,5)

Né&o 84 (64,6) 46 (35,4) 0,83 130 (58,3)
N&o informou 25(11,2)
Vivendo em
situagdo de rua

Sim 17 (84,2) 2 (15,8) 19 (8,5)

Né&o 131 (66,0) 73 (34,0) 0,042 204 (91,5)
HIV
Negativo 104 (65,8) 54 (34,2) 158 (70,8)
Positivo 27 (65,9) 14 (34,1) 0,99 41 (18,4)
Né&o testado 24 (10,8)

4p<0,05
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Tabela 8: Distribuicdo da sublinhagem RDR° de acordo com variaveis
associadas a maior transmissibilidade e/ou gravidade da TB na grande

Floriandpolis (2014-2016).

Sem dele¢do Com delecéo p? Total
RDRio RDRio
N(%0) N(%)
Hemoptise
Sim 40 (60,6) 26 (39,4) 66 (31,7)
Nao 100 (70,4) 42 (29,6) 0,16 142 (68,3)
Cavitagdo
Sim 58 (65,2) 31 (34,8) 89 (46,4)
Néo 69 (67,0) 34 (33,0) 0,79 103 (53,6)
Nodulos
Sim 18 (51,4) 17 (48,6) 35 (18,2)
Nao 109 (69,4) 48 (30,6) 0,04 157 (81,8)
Carga
bacilar 74 (75,3) 26 (24,7) 93 (44)
3+ 30 (58,8) 20 (41,2) 51 (24)
2+ 42 (61,8) 29 (38,2) 0,23 68 (32)
<1+
ip<0,05

Nao houve diferenca significativa entre o desfecho do tratamento
e as diferentes subfamilias (p=0,21) ou entre os diferentes SITs (p=0,34).
A associagdo entre as principais subfamilias do estudo ao desfecho,
mostrou maior proporcao de sucesso no tratamento em individuos com
infeccdo por microrganismos da linhagem LAM4 (90,9%), sendo as
menores proporgdes de cura associadas a T (58,3%), H3 (61,5%) e LAM9
(63,9%) (Figura 33). Quando avaliamos os principais SITs associados ao
desfecho do tratamento, SIT3099/LAM9 teve desfecho favoravel em
somente 33% dos individuos, SIT50/H3 em 55,5%, SIT73/T em 58,3%,
SIT42/LAM9 em 61,9%, e SIT216/LAMS5 em 62,5% (Figura 34).
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Figura 33: Propor¢do do desfecho sucesso no tratamento associado as
principais subfamilias encontradas entre os microrganismos isolados no
estudo.
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Figura 34: Proporcao do desfecho sucesso no tratamento associado aos
principais SITs encontrados entre 0s microrganismos isolados no estudo.
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A tabela 9 mostra a distribuigdo de microrganismos com a delecdo
RDR segundo o desfecho de sucesso ou insucesso do tratamento. A
propor¢do de delecdo permaneceu em torno dos 30%, ndo havendo
correlagdo significativa com nenhum desfecho especifico.

Tabela 9. Desfecho do tratamento para TB de acordo com a presenca da
delecdo RDR®© entre os pacientes acompanhados na grande Floriandpolis
(2014 — 2016).

Desfecho Total Sem Com p2
N (%) delecgéo delecgéo
RDRio RDRio
Sucesso no 161
tratamento (72,2) 103 (64.0) 58 (36,0)
Insucesso no 62 (20,4) 45 (72,3) 17 (27,4) 0,22
tratamento
Abandono | 46 (20,6) 33 (71,7) 13 (28,3)
Faléncia 4(1,8) 4 (100) -
Obito 10 (4,5) 7 (70,0) 3 (30)
p<0,05

Considerando o desfecho favordvel: sucesso no tratamento,
associado a diferentes varidveis, a presenca de microrganismos que
apresentaram a delecdo RDR foi significativamente maior em individuos
do sexo feminino (p=0,02) (Tabela 10). Entre os individuos do sexo
feminino, a frequéncia de microrganismos com delecéo foi superior ao
sexo masculino (41% e 29,7%, respectivamente), do mesmo modo que o
sucesso no tratamento (82,1%) (p=0,02).

5.8 Concentracdo Inibitoria Minima

Dos 223 isolados de M. tuberculosis, cinco microrganismos nao
cresceram em duas tentativas de repique e foram considerados inviaveis
para realizacdo do teste de sensibilidade. Em outros quatro isolados ndo
foi possivel a leitura por ambas as metodologias, resazurina e
microscopia, um contaminou com leveduras e um por Staphylococcus
spp, e dois deles ndo tiveram crescimento no poco controle. A CIM para
isoniazida e rifampicina foi determinada para 214 isolados do estudo.
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Tabela 10: Distribuicdo dos individuos que alcangaram sucesso no
tratamento segundo variaveis de interesse e a presenca ou auséncia da
delecdo RDR® no estudo.

Variavel Sucesso no Sucesso no p? | Total
tratamento tratamento
Sem delecéo Com delecéo
N(%) N(%)
Sexo
Masculino 69 (71,1) 28 (28,9) 97
Feminino 34 (53,1) 30 (46,9) 0,022 | 64
Faixa etaria
15-24 22 (71,0 9 (29,0 31
25-34 32 (65,3) 17 (34,7) 49
35-44 19 (65,5) 10 (34,5) 29
45-54 16 (69,6) 7(30,4) 23
55-64 13 (52,0) 12 (48,0) 25
> 65 1(25,0) 3(75,0) 0,39 4
Escolaridade
< Ensino 61 (62,9) 36 (37,1) 97
fundamental 26 (57,8) 19 (42,2) 45
Ensino médio 16 (84,2) 3(15,8) 0,12 19
Ensino superior
Tabagismo
Sim 54 (62,8) 32 (37,2) 86
N&o 39 (61,9) 24 (38,1) 0,91 63
Abuso de élcool
Sim 27 (64,3) 15 (35,7) 42
N&o 60 (60,0) 40 (40,0) 0,63 | 100
Uso de drogas
ilicitas 21 (67,7) 10 (32,2) 31
Sim 67 43 0,49 | 110
Né&o
Vivendo em
situacdo de rua 6 (85,7) 1(14,3) 7
Sim 97 (63,0) 57 (37,0) 0,22 | 154
Néo
HIV
Negativo 79 (64,2) 44 (35,8) 123
Positivo 12 (60) 8 (40) 0,71 | 20

ip<0,05
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Considerando-se determinacdo da CIM para isoniazida, na leitura
utilizando-se oxirreducdo da Resazurina, em 9,3% (20/214) dos isolados
ndo houve alteracdo na coloragdo dos controles, inviabilizando o
resultado do teste devido a falta de crescimento do microrganismo (NC).
Em 4,2% (9/214) houve alteracdo da coloracéo para tons rosa/roxo claros
em varios pocos, impossibilitando a determinagdo exata da CIM, na
leitura posterior por microscopia 0S mesmos po¢os ndo apresentaram
crescimento tipico de micobactéria, somente um pequeno crescimento de
fundo, e foram, por esse motivo, considerados como contaminagéo (CT).
A Figura 35 apresenta a distribuicdo das CMIs por leitura colorimétrica.
Por microscopia foi possivel determinar a CIM de todos os 214 isolados
apos visualizagdo do crescimento em corda ou emanharado tipico de M.
tuberculosis. Para os testes com Isoniazida, as leituras por microscopia
realizadas ap6s 10 e 14 dias de incubagdo apresentaram CIM idénticas,
sua distribuicdo estd representada na Figura 36. Comparando-se 0s
resultados de leituras colorimétricas (oxirreducdo) e microscopia para
Isoniazida, foram observadas diferencas de 1-log, em 6,5% (14/214) dos
isolados, sendo que a microscopia foi 1-logz maior que a resazurina em
5,1% (11/214) e a resazurina foi 1-log; maior em 1,4% (3/214).
Diferencas de 1-logz ou uma concentracdo, sdo consideradas
concordantes e, portanto, aceitdveis para métodos de teste de
sensibilidade por dilui¢cdo segundo o documento M7A10/CLSI (2015), o
estudo considerou discordantes diferengas > 2-logzentre as CIMs.

Na leitura da CIM para rifampicina por oxirreducao da resazurina,
8,4% (18/214) dos isolados ndo apresentaram alteracdo na coloragdo dos
controles, inviabilizando o resultado do teste devido a falta de
crescimento do microrganismo (NC). Um isolado (0,5%) apresentou
alteracdo da coloracdo para tons rosa/roxo claros em Vvarios pogos,
impossibilitando a determinacdo exata da CIM, na leitura posterior por
microscopia 0S mesmos pocos ndo apresentaram crescimento tipico de
micobactéria, somente um pequeno crescimento de fundo, sendo
considerado como contaminacdo (CT). A Figura 37 apresenta a
distribuicdo das CIMs para rifampicina por leitura colorimétrica. Para os
testes com rifampicina, houve diferengas entre as leituras realizadas apds
10 dias de incubacéo e as leituras apés 14 dias de incubagdo, a distribuigéo
das CMIs segundo as leituras nos respectivos periodos sdo apresentadas
na Figura 38.
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Figura 35. Distribui¢éo dos isolados de M. tubeculosis do estudo segundo
a CIM para Isoniazida, determinada por oxirreducdo da resazurina.
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NC: ndo houve crescimento no pogo controle

CT: contaminacdo, alteracdo de coloragdo ndo devida a crescimento de
micobactéria

Fonte: a autora

Na leitura da CIM para rifampicina por oxirreducdo da resazurina,
8,4% (18/214) dos isolados ndo apresentaram alteracao na coloragdo dos
controles, inviabilizando o resultado do teste devido a falta de
crescimento do microrganismo (NC). Um isolado (0,5%) apresentou
alteracdo da coloracdo para tons rosa/roxo claros em Vvarios pogos,
impossibilitando a determinagdo exata da CIM, na leitura posterior por
microscopia 0s mesmos pogos ndo apresentaram crescimento tipico de
micobactéria, somente um pequeno crescimento de fundo, sendo
considerado como contaminacdo (CT). A Figura 37 apresenta a
distribuicdo das CIMs para rifampicina por leitura colorimétrica. Para os
testes com rifampicina, houve diferencas entre as leituras realizadas apds
10 dias de incubacéo e as leituras apés 14 dias de incubagdo, a distribuigéo
das CMIs segundo as leituras nos respectivos periodos sdo apresentadas
na Figura 38.
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Figura 36. Distribuicdo dos isolados de M. tuberculosis do estudo
segundo a CIM para Isoniazida, determinada por microscopia.
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Fonte: a autora

Na leitura da CIM para rifampicina por oxirreducao da resazurina,
8,4% (18/214) dos isolados ndo apresentaram alteracéo na coloracdo dos
controles, inviabilizando o resultado do teste devido a falta de
crescimento do microrganismo (NC). Um isolado (0,5%) apresentou
alteracdo da coloracdo para tons rosa/roxo claros em Vvarios pogos,
impossibilitando a determinacdo exata da CIM, na leitura posterior por
microscopia 0S mesmos pogos nNdo apresentaram crescimento tipico de
micobactéria, somente um pequeno crescimento de fundo, sendo
considerado como contaminacdo (CT). A Figura 37 apresenta a
distribuicdo das CIMs para rifampicina por leitura colorimétrica. Para os
testes com rifampicina, houve diferencas entre as leituras realizadas ap6s
10 dias de incubacdo e as leituras apés 14 dias de incubacdo, a distribuicdo
das CMIs segundo as leituras nos respectivos periodos sdo apresentadas
na Figura 38.

As CIMs para rifampicina obtidas por leitura colorimétrica foram
inferiores as leituras microscopicas apds 10 dias de incubacdo em 57,0%
(112/195) dos isolados, com resultados validos para resazurina, em 3,6%
(7/195) foram observadas diferengas > 2-logy entre as leituras, sendo
considerados discordantes. Considerando-se as leituras por microscopia
apos 14 dias de incubagdo e por resazurina, as CIMs foram inferiores em
78% (152/195), em 26,1% (51/195) foram observadas diferencas de 2-
logy, sendo consideradas discordantes (Tabela 10). As CIMs obtidas por
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leitura microscopica ap6s 14 dias de incubacdo foram superiores as
realizadas ap6s 10 dias de incubacdo em 1-log, para 40,7% (87/214), os
resultados foram considerados concordantes (Tabela 11)

Figura 37: Distribuigdo dos isolados de M. tubeculosis do estudo segundo
a CIM para Rifampicina, determinada por oxirreducdo da resazurina.

CIM Rifampicina/Rezasurina
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NC: ndo houve crescimento no pogo controle

CT: contaminacdo, alteracdo de coloragdo ndo devida a crescimento de
micobacteria

Fonte: a autora

Figura 38: Distribuicdo dos isolados de M. tuberculosis do estudo
segundo a CIM para Rifampicina, determinada por microscopia com
leituras em 10 e 14 dias de incubagéo.

CIM Rifampicina/ Microscopia

<0,03 0,0 0,125 0,2 0,5 8 28
@ CIM Rifampicina/Microscopia 10 dias B CIM Rifampicina/Microscopia 14 dias

Concentragdes em pg/mL
Fonte: a autora
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Tabela 11: Diferencas de leitura da CIM para os microrganismos do
estudo, segundo método utilizado e o tempo de incubacdo, para
Rifampicina.

Resazurina | Microscopia | Microscopia | N°de | Total de
10 dias 14 dias isolados | isolados
+1 Log
<0,03 0,06 0,06 1
0,06 0,12 0,12 8
0,12 0,25 0,25 30
0,25 0,5 0,5 19
0,5 1 1 3 61
+1 Log
0,06 0,06 0,12 6
0,12 0,12 0,25 11
0,25 0,25 0,5 19
0,5 0,5 1 4 40
+1 Log
NC 0,06 0,12 4
NC 0,12 0,25 2
NC 0,25 0,5 1 7
+1 Log +1 Log +1 Log
<0,03 0,06 0,12 1
0,06 0,12 0,25 16
0,12 0,25 0,5 17
0,25 0,5 1 10 44
+2 Log +1 Log
<0,03 0,12 0,25 1
0,06 0,25 0,5 2 3
+2 Log
0,06 0,25 0,25 2
0,12 0,5 0,5 2 4

Concentragdes em pg/mL

Considerando-se  as  concentragdes  criticas de 0,2
pg/mL/isoniazida e 1 pg/mL/ rifampicina para crescimento em meio
solido 7H10 segundo documento M7AI10/CLSI (2015) e para
crescimento em meio liquido no sistema automatizado (MGIT - BD,
USA), os resultados obtidos pelos diferentes médotos de leitura foram
considerados concordantes pois encontraram-se em uma mesma categoria
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de sensibilidade, ndo sendo observados erros graves ou muito graves
(Figuras 39 e 40).

Figura 39: Distribuicdo das CIMs para Isoniazida, segundo 0 método e
tempo de leitura, considerando a concentracao critica > 0,25 pg/mL.
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Concentragdes em pg/mL
Fonte a autora

Figura 40: Distribuicdo das CIMs para Rifampicina, segundo o método e
tempo de leitura, considerando a concentragéo critica > 1 pug/mL.

CIM Rifampicina

0,03 006 0135 0,25 0,5 1 2 4 8 28

W LIV Rifampicina/Rezasuring @ CIM Rifam picina/Microscopia 10 dias mCIM Rifampicina/Microscopia 14 dias

Concentragdes em pg/mL
Fonte: a autora
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No entanto, quando comparados aos resultados do MGIT 960
realizados no LACEN/SC, foram observadas discordancias entre
categorias. Para isoniazida foram descritos um erro grave, isolado
classificado como sensivel pelo MGIT apresentou CIM de 4 pg/mL na
microdilui¢do em caldo, e trés erros muito graves, isolados considerados
resistentes pelo MGIT apresentaram CIM <0,03 e 0,06 pg/mL por
microscopia e <0,03 e 0,12 pg/mL por oxirredugdo (Tabela 12). Para
rifampicina foi observado um erro grave, isolado classificado como
sensivel pelo MGIT apresentou CIM 8 pug/mL na microdiluigdo em caldo
(Tabela 13). Com base nestes resultados, o teste de microdiluicdo em
caldo utilizado no presente estudo, apresentou sensibilidade de 50% e
especificidade de 98,4% para isoniazida, e sensibilidade de 100% e
especificidade de 95% para rifampicina (Tabela 14).

Tabela 12: Comparacdo entre os resultados de suscetibilidade para
isoniazida por metodologia MGIT 960 (LACEN/SC) e por microdiluicdo
em caldo com leitura por oxirredugdo (resazurina) e microscopia.

N° isolados — CIM INH (ug/mL) CT NC T

MGIT <0,03 | 0,06 | 0,12 | 0,25 | 4 8 | =8
INH Re 18 99 43 3 1 2 7 20 193
S Mi 17 118 52 3 1 2 - - -
INH Re 1 - 1 - 3 - 1 - 6
R Mi 1 2 - 3 - - - -
NR Re 1 7 5 - 1 - - 1 - 15

Mi 1 5 8 - 1 - - - -

S: Sensivel, R: Resistente; Re: leitura por oxireduagdo com resazurina;
Mi: leitura por microscopia; CT: contaminacdo; NC: auséncia de crescimento nos
pogos controles.

Destaque em cinza para resultados discordantes

Fonte: a autor
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Tabela 13: Comparacdo entre os resultados de suscetibilidade para

rifampicina  por

metodologia MGIT 960 (LACEN/SC) e por

microdiluicdo em caldo com leitura por oxirredugdo (resazurina) e

microscopia.
MGIT N° isolados — CIM RIF (ug/mL CT | NC | Total
<0,03 | 0,06 | 0,12 | 025 | 0,5 | 1 8 | >8
RIF Re 6 34 62 66 | 11 | - | 1| - - 18 | 198
S Mi10 2 16 45 9% [ 38| - | 1] - - -
Mil4 2 5 30 81 | 65 |14 |1 - - -
RIF Re - - - - - - [ 1] - - - 1
R Mi10 - - - - - - [ 1] - - -
Mil4 - - - - - [ 1] - -
NR Re - 1 I 4 2 2 |- - 1 - 15
Mi10 - - 4 6 3 -l - - -
Mil4 - - 2 7 3 3 1-1 - - -
S: Sensivel, R: Resistente; Re: leitura por oxireduagdo com resazurina;

Mi10: leitura por microscopia ap6s 10 dias; Mil4: leitura por microscopia apds
14 dias CT: contaminacdo; NC: auséncia de crescimento nos pogos controles.
Destaque em cinza para resultados discordantes

Fonte: a autor

Tabela 14: Sensibilidade e especificidade para o teste de sensibilidade por
microdiluicdo em caldo, utilizando como referéncia a metodologia
MGIT960 recomendada pela OMS.

N MGIT960 Sensibilidade | Especificidade

CIM (n=214) Resistente | Sensivel % %
Isoniazida (0,25 pg/mL)

Resistente 3 3 50 98,4

Sensivel 3 190
Rifampicina (1,0 pg/mL)

Resistente 1 1 100 99,5

Sensivel 0 197
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5.9 Associacdo entre a Concentracdo inibitéria minima, as
Caracteristicas Genéticas dos Isolados e o Desfecho dos Casos

Para as associagOes realizadas a seguir, foram consideradas as
CIMs da leitura por microscopia ap6s 14 dias de incubacao.

Né&o houve diferenga significativa entre as CIMs para isoniazida ou
rifampicina e as sublinhagens de M. tuberculosis no estudo (p=0,28 e p=
0,94, respectivamente). Os isolados resistentes a isoniazida estavam
distribuidos em diferentes sublinhagens, com CIM = 4 pg/mL pertenciam
as sublinhagens LAM9, LAM4, LAM?2 ¢ H3, e com CIM > 8 ug/mL
pertenciam a LAM2 e perfil desconhecido. Os isolados com CIM de 0,25
pg/mL para isoniazida, considerada concentracdo critica, pertenciam as
sublinhagens T (SIT73: dois isolados) e X2 (SIT137: um isolado). Os dois
isolados resistentes a rifampicina (CIM > 8 pg/mL), pertenciam as
sublinhagens H3 e T1 (SIT50 e SIT823, respectivamente) (Figura 41 e
42). Entre os 17 isolados que apresentaram CIM de 1 pg/mL para
rifampicina, considerada concentragdo critica, seis isolados pertenciam a
sublinhagem T1, sendo cinco do SIT53, dois isolados pertenciam a
SIT50/H3, SIT33/LAM3 e SIT137/X2, os demais isolados estavam
distribuidos entre SIT908/LAM2, e SITs ndo classificados dentro das
sublinhagens H1, LAM, LAM2 e T1RUS.

Figura 41: Proporcéo de distribui¢do das CIMs para Rifampicina entre as
seis sublinhagens mais frequentes no estudo.

60 55
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50 4239 38 43
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T1 H3 LAM9 LAMS5 LAM2 LAM1

<0,12 0,25 m0,5 m1 m2>8

Concentragdes em pg/mL

Nota: para alguns isolados a CIM ndo pode ser determinada: (T1=1),
(LAM9=1), (LAM5=3), (LAM2=2), e (LAM1=1).

Fonte: a autora
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Figura 42: Proporc¢éo de distribuicdo das CIMs para Rifampicina entre 0s
SITs que apresentaram maior associagdo com CIMs mais elevadas.
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Concentracdes em pg/mL

Nota: para alguns isolados a CIM néo pode ser determinada: (T1=1), (LAM9=1),
(LAM5=3), (LAM2=2), e (LAM1=1).

Fonte: a autora

Seis sublinhagens representaram aproximadamente 64% (143/223)
dos isolados do estudo. Avaliando-se a distribuicdo das CIM para
Rifampicina em relag&o & propor¢éo de isolados entre estas sublinhagens,
observou-se CIMs predominantemente mais baixas (< 0,25 pg/mL) entre
isolados LAM9 (77,0%), LAM5 (50%), LAM2 (69%) e LAM1 (64%)
(Figura 39). Entre os isolados das sublinhagens T1 e H3 observou-se
CIMs predominantemente mais altas (> 0,5 pg/mL), 71% e 69%,
respectivamente. Considerando-se que a concentracdo critica para a
isoniazida é > 0,25 pg/mL, observou-se CIMs mais baixas (< 0,06 pg/mL)
para cinco das seis sublinhagens predominantes, somente a LAMS5
apresentou maior proporgdo de CIM (> 0,12 pg/mL) (Figura 43)

A associacéo entre as CIMs e a presenca da delecdo RDR® mostrou
gue as CIMs foram predominantemente mais baixas nos microrganismos
com a delecdo, sendo esta diferencga considerada significativa apenas para
a Rifampicina (p<0,01). (Tabela 15)
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Figura 43: Proporcédo de distribuicdo das CIMs para Isoniazida entre as
seis sublinhagens mais frequentes no estudo.
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Nota: para alguns isolados a CIM ndo pode ser determinada: (T1=1),
(LAM9=1), (LAM5=3), (LAM2=2), e (LAM1=1).

Fonte: a autora

A associacdo entre CIM mais alta e a permanéncia da baciloscopia
positiva no segundo e quarto meses de tratamento, foi observada para
isoniazida, mas ndo foi estatisticamente significativa, no entanto, devido
a ndo realizacdo de baciloscopias de controle para muitos pacientes,
aproximadamente 40% no segundo més e 50% no quarto més, incluindo
€asos que apresentaram resisténcia ao antimicrobiano, esta avalia¢do foi
considerada prejudicada (Tabela 16). Néo foi observada associacédo entre
CIM mais altas para rifampicina e a permanéncia de baciloscopias
positivas durante o tratamento (Tabela 16).
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Tabela 15: Associacdo entre a CIM categorizada e a presenca da delecéo
RDR® nos isolados de M. tuberculosis do estudo.

Sem delecdo | Com delecéo p? 2)855
N (%) N (%) ’
Isoniazida
S (CIM baixa) 93 (65,0) 51 (71,8)
S (CIM alta) 45 (31,5) 18 (25,4)
R 5(3,5) 2(2,8) 0,61
Rifampicina
S (CIM baixa) 73 (51,8) 53 (74,7)
S (CIM alta) 66 (46,8) 18 (25,3)
R 2(1,4) 0 <0,018

Isoniazida-CIM baixa < 0,06 pg/mL, CIM alta 0,12 a 0,25 pug/mL, R > 0,5 pg/mL
Rifampicina-CIM baixa < 0,25 pg/mL, CIM alta 0,5 a 1 pg/mL, R >2 pg/mL

Associacdo entre as CIMs baixas, altas ou resisténcia para
isoniazida e rifampicina, e o desfecho do tratamento, ndo mostrou
diferencas significativas, p=0,49 e p=0,14 respectivamente. Apesar do
pequeno namero de isolados, CIM altas ou resisténcia a isoniazida parece
ndo ter relacdo com casos de faléncia terapéutica e 6bito. No entanto, para
rifampicina, esta relacdo ndo pode ser descartada, visto que 50% dos
casos de faléncia tiveram CIM mais altas para o antimicrobiano e em 60%
dos casos de 6hito foram observadas CIM mais altas ou resisténcia
(Tabela 17). Os sete casos de monorresisténcia para a isoniazida
estudados evoluiram para cura, ja os dois casos de monorresisténcia para
rifampicina tiveram desfechos desfavoraveis, um abandonou o tratamento
e o outro foi a ébito.
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Tabela 16: Associacdo entre a CIM categorizada e os resultados das
baciloscopias de controle do segundo e quarto meses de tratamento para

0s pacientes do estudo.

CIM Isoniazida Isolados p?
analisados
<0,06 0,12a >0,5
pg/mL 0,25 Mg/mL
pg/mL
Baciloscopia | Positiva 126 55 7 (100) 210
diagnéstico (89.,4) (88,7)
Negativa | 15(10,6) | 7 (11,3) 0 0,09
Total 141 62 7
Baciloscopia | Positiva | 30 (21,2) 17 1(14,4) 121
2°més (27,4)
Negativa | 49 (34,8) 21 3(42,8) 0,87
(33,9)
Nao 62 (44,0) 24 3(42,8)
realizada (38,7)
Baciloscopia | Positiva 9(6,4) 8(12,9) 0 103
4°més
Negativa 59 (41,8) 22 4 (57,1) 0,41
(35,5)
N&o 73 (51,8) 32 3(42,9)
realizada (51,6)
CIM Rifampicina
<0,25 05a1l >2
pg/mL pug/mL pug/mL
Baciloscopia | Positiva 110 76 (90,5) 2 (100) 210
diagnostico (88,7)
Negativa | 14 (11,3) | 8(9,5) 0 0,85
Total 124 84 2
Baciloscopia | Positiva 29(23,4) | 19(22,6) 0 121
2°mes Negativa | 39 (314) | 33(39,3) | 1(50,) 071
N&o 56 (45,2) | 32(38,1) | 1(50,0)
realizada
Baciloscopia | Positiva | 11(8,9) 6(7.1) 0 103
4°més
Negativa | 53(427) | 32(381) | 1(50,) 0,90
Nao 60 (48,4) | 46 (54,8) 1(50,0)
realizada

ap>0,05
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Tabela 17: Associagdo entre a CIM categorizada e o desfecho do
tratamento dos pacientes do estudo.

Isoniazida p?
Sensivel Resistente
<0,06 012a >0,5
pg/mL 0,25 pg/mL
pg/mL
Sucesso no | 104 (67,5) 43 (27,9) 7 (4,5)
tratamento
Abandono 30 (68,2) 14 (31,8) 0
Falha 4 (100) 0 0
Obito 5 (50,0) 5 (50,0) 0 0.49
Total 143 (66,8) 63 (29,4) 732
Rifampicina
Sensivel Resistente p?

<0,25 05al >2 pg/mL

pg/mL pg/mL
Sucesso no 95 (61,3) 60 (38,7) 0
tratamento
Abandono 25(56,8) | 18(40,9) 1(2,3)
Falha 2 (50,0 2 (50,0)
Obito 4 (40,0) 5 (50,0) 1(10,0)

0,14

Total 126 (58,9) 82 (38,2) 2(0,9)

Nota: foi excluido da analise um paciente cujo desfecho foi transferéncia

para outro Estado

4 >0,05
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6 DISCUSSAO
6.1 Perfil Epidemiol6gico da Tuberculose na Regido Estudada

A distribuicdo espacial dos casos de TB pulmonar bacilifera nos
municipios de Floriandpolis e Sao José (Figura 8) possibilitou a viséo da
heterogeneidade da doenca na regido, que é de fundamental importancia
para sua compreensdo e para definicdo de prioridades nas acbes de
controle da TB, permitindo a racionalizacdo dos recursos. Em ambos os
municipios, areas com alta densidade populacional associadas a baixa
renda, higiene e saneamento inadequados, representaram os locais com
maior namero de casos de tuberculose no periodo estudado (Figura 44).
Estudos mostram que a TB tem relacdo direta com condicGes precarias de
vida, populacBes socialmente desfavorecidas e marginalizadas séo
desproporcionalmente mais atingidas pela doenca (VICENTIN et al.,
2002; SANTOS et al.,, 2007; HINO et al., 2011; SAN PEDRO;
OLIVEIRA, 2013; APOLINARIO et al., 2017). Pobreza, condigbes
precérias de higiene e aglomerados habitacionais tém sido associadas ao
aumento no nimero de casos de TB desde a era medieval (ROBERTS,
2015).

Dye e colaboradores (2009) demonstraram uma relagdo inversa
entre a incidéncia de TB e 0 aumento do PIB, indice de desenvolvimento
humano (IDH) e acesso a saneamento basico, em estudo envolvendo 134
paises nos cinco continentes. As cidades de Santa Catarina com as
maiores incidéncias de TB, paradoxalmente, estdo entre os maiores PIB e
IDH do Brasil (IBGE, 2016). A despeito disso, areas constituidas por
aglomerados populacionais, com acesso restrito ao saneamento bésico, e
baixas condi¢fes de higiene, que representam bolsdes de pobreza em
ambos 0s municipios, foram associadas ao maior nimero de casos de TB
(Figura 44). As comunidades cientificas e de salde publica reconhecem
gue para diminuir a TB, é necessario expandir o controle da doenga além
dos esfor¢os habituais, abordando um dos principais impulsionadores da
epidemia, o determinante socioeconémico da saide (RASANATHAN et
al., 2011; APOLINARIO et al., 2017).



124

Figura 44: Mapa com distribuicdo dos casos de tuberculose do estudo,
com fotografias registrando a associagdo das areas com maior nimero de
casos da doenca e baixas condi¢cGes de higiene e saneamento e
aglomerados populacionais.
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Fonte: a autora
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A aglomeragdo de pessoas favorece a disseminacdo da doenca,
principalmente em locais pouco ventilados e iluminados. A transmissdo
do bacilo de pessoa para pessoa, por meio de goticulas eliminadas
principalmente pela tosse, coloca em risco todos os contatos. No entanto,
0 risco de transmissdo aumenta quando o caso indice tem alta densidade
bacilar nas secrecBes respiratérias, em condi¢cGes de alta densidade
populacional, e quando ha grande proximidade, portanto, aqueles que
vivem sob 0 mesmo teto estdo em maior risco do que os contatos casuais
(SINFIELD et al., 2006; FOK et al., 2008; FOX et al., 2013). No presente
estudo, entre os individuos que responderam a questao sobre contato com
pessoas que tiveram ou estavam em tratamento para TB,
aproximadamente 80% respondeu afirmativamente, sendo que 56,6%
deles conviveu sob 0 mesmo teto (50 eram parentes de primeiro grau, 10
ex-presididrios e 4 ex-internos ou internos em clinicas de
recuperacao/113). Contatos de pacientes com TB constituem um grupo
de alto risco para desenvolver a doenca, particularmente no primeiro ano,
especialmente criangas menores de cinco anos e pessoas vivendo com
HIV (FOX et al., 2013). Para reduzir a incidéncia de TB, prevenindo e
detectando rapidamente novos casos, 0s programas de controle da doenga
devem investir ainda mais na investigacdo e tratamento dos contatos, pois
a exposicao destes individuos ao M. tuberculosis é muito maior. Além
disso, 0s programas devem intensificar acfes de educagdo que
proporcionardo informagdo sobre a doenca aos individuos e seus
familiares, ampliando conhecimentos e consequentemente a rede de
controle de TB junto a comunidade.

A patogénese da TB é caracterizada por um periodo de infeccédo
subclinica assintomatica que pode levar semanas a décadas, como
resultado, existe um grande reservatério de individuos infectados, entre
0s quais novos casos podem ocorrer a qualquer momento (RANGAKA et
al., 2015). A OMS reconhece que para reverter a epidemia mundial de
TB, é necessério ir além da busca ativa de sintomaticos respiratérios, ndo
basta encontrar precocemente e tratar todos os casos, é essencial acabar
com os reservatorios da doenca, investindo no diagnostico e tratamento
da TB latente (WHO, 2015).

No entanto, muito aquém das metas da OMS, preocupada com 0s
reservatérios da doenca, ndo estamos conseguindo sequer realizar o
diagndstico precoce dos individuos doentes. O presente estudo observou
um tempo médio de aproximadamente 10 semanas entre o inicio da tosse
e o diagnostico da TB em pacientes baciliferos, aproximadamente um a
cada trés pacientes demorou mais que dois meses para diagnosticar a
doenca. N&o existe consenso na definicdo de atraso/tempo “aceitavel”
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para inicio do tratamento, esse fator é dependente do servigo de salde, da
situacdo epidemioldgica, com um periodo menor sendo esperado em
locais com alta incidéncia da doenca (WARD et al., 2001). Segundo as
diretrizes para TB da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia
(Conde et al., 2009), estudos realizados no Brasil demonstraram um
intervalo de sete semanas entre a primeira visita ao médico, e entre 10 a
12 semanas entre o inicio dos sintomas, em relacdo ao inicio do
tratamento. A India, pais que se mantém entre as maiores incidéncias
mundiais de TB, relatou em reviséo sistematica, atrasos no diagnostico de
TB e consequente inicio do tratamento semelhantes ao encontrado neste
estudo (mediana de 7,9 semanas e 8 semanas, respectivamente)
(SREERAMAREDDY et al., 2014).

Em paises como Zimbabwe e Etidpia, 0 atraso em iniciar o
tratamento parece estar relacionado a longa distancia até o centro de
salde, além de falta de conhecimento sobre a doenga e da automedicacéo
(TAKARINDA et al., 2015; TSEGAYE et al., 2016). Uma Metanalise
que incluiu 38.947 pacientes na China, relatou que os principais
determinantes do atraso no diagnostico individual e consequente inicio do
tratamento, foram fatores soécio demograficos e econdmicos,
principalmente a pobreza, residéncia em area rural (dificil acesso ao
sistema de saude), baixos niveis de escolaridade, estigma e pouco
conhecimento sobre a doenca (LI et al., 2013). Duas revisdes sistematicas
mostraram que individuos do sexo feminino tiveram maior risco de atraso
em realizar o diagnostico (STORLA et al., 2008; LI et al., 2013). No
presente estudo, o baixo nivel de escolaridade (<8 anos de estudo), assim
como o género do individuo ndo apresentaram relacéo significativa com
0 atraso no diagndstico. Além disso, em ambientes urbanos como o do
presente estudo, os atrasos parecem ndo ter relagdo direta com a
dificuldade de acesso aos servicos de salde, e sim ao desemprego, € a
atitude geral em relacdo a saude, refletindo a maneira como 0s servicos
de saude estdo organizados (SANTOS et al., 2005).

Fato preocupante registrado no presente estudo foram os dois
pacientes, que mesmo referindo contato intimo anterior com casos da
doenca, levaram mais de 10 meses para diagnosticar e iniciar o
tratamento. Atrasos no diagnéstico e consequente inicio do tratamento da
TB constituem uma enorme barreira ao rompimento do ciclo da doenga,
aumentando o risco de transmissao e 0 numero de contatos expostos. Um
exemplo disso foi um caso deste estudo que demorou 48 semanas para
realizar o diagndstico, levando trés familiares de convivéncia intima a
adoecer no ano seguinte, expondo inimeros outros contatos ao M.
tuberculosis.
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Em revisdo sistematica, Storla e colaboradores (2008) relataram
gue o principal problema na demora do diagndstico pareceu ser um ciclo
vicioso de repetidas visitas a0 mesmo nivel de cuidado de salde,
resultando em tratamentos antimicrobianos inespecificos com
consequente atraso no diagndstico da TB. Esse fato ndo foi mensurado
sistematicamente no presente estudo, mas foi relatado muitas vezes pelos
pacientes entrevistados. De qualquer maneira, seja devido a demora do
paciente em procurar uma unidade de salde ou a falta de capacitacdo dos
diversos niveis de salde para diagnosticar TB, o tempo para iniciar o
tratamento est4 acima do aceitavel. O atraso no diagndéstico é ruim para o
prognostico individual do paciente e para o aumento da transmissao na
comunidade, visto que a maioria das transmissdes acontece entre 0
aparecimento da tosse e o inicio do tratamento (STORLA et al., 2008).
Neste estudo, foi observada uma tendéncia ao aumento da carga bacilar e
da presenca de lesdes pulmonares (cavitacBes), a medida que aumentava
0 tempo entre o inicio dos sintomas e o diagndstico da doenca (Tabela 3).
A ocorréncia de hemoptise foi significativamente associada ao atraso no
diagndstico, reforgando o prognéstico individual ruim correlacionado a
demora em iniciar o tratamento. Achados semelhantes aos relatados por
Santos e colaboradores (2005) em estudo realizado em Recife.

Segundo o Ministério da Sadde (BRASIL, 2011), as acdes
prioritrias para controle da TB sdo de responsabilidade das UBSs e das
Unidades Ambulatoriais de Referéncia, no entanto, 46,8% dos pacientes
deste estudo realizaram diagndstico em unidades hospitalares. Somente o
Hospital Nereu Ramos, referéncia em doencas infectocontagiosas em
Santa Catarina, realizou 22% das notificacGes de casos novos entre 2010
a 2014 (SANTANA, 2014). Quase metade dos diagnosticos de TB do
presente estudo foi realizado em hospitais, refletindo diferentes
problemas: um estagio de maior gravidade da doenca devido a demora no
diagndstico; a falta de capacitacdo profissional em diversos niveis de
assisténcia a saude (incapacidade de realizar o diagndstico na primeira
visita); e ainda falha dos programas de combate a TB que deveriam estar
investindo em estratégias de busca ativa dos sintomaticos respiratorios e
em conscientizagdo da populacdo sobre a doenca.

Historicamente os homens sdo mais acometidos pela TB e no
presente estudo representaram 66,7% dos casos, uma proporcao de 2:1.
Recente revisdo sistematica, compreendendo 83 publicagdes entre 1993 e
2016, em 28 paises, envolvendo 3,1 milhGes de participantes, concluiu
gue a prevaléncia de TB é significativamente maior entre homens
(HORTON et al., 2016). Em 2015, dos 10,4 milhdes de casos novos de
TB, 5,9 milhdes eram homens e 3,5 milhdes eram mulheres, proporgéo de
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1,6:1 (WHO, 2016). Esta diferenca pode ser reflexo, pelo menos
parcialmente, de fatores socioecondmicos e culturais. Os homens estdo
mais expostos porque sdo mais propensos a trabalhar fora de casa, viajam
mais, tem mais contatos sociais, permanecem mais tempo em locais
favoraveis a transmissdo, como bares, e sdo a maioria em profissbes
associadas ao risco de TB como mineracdo (NHAMOYEBONDE;
LELIE 2014; KATSNELSON, 2017).

Outro argumento para esclarecer o fato, € dado pela maior
exposicdo dos homens a fatores de risco associados a TB, como
tabagismo, abuso de &lcool e drogas ilicitas, que pode indiretamente
influenciar nas taxas da doenca (WATKINS; PLANT, 2006;
NARASIMHAN et al., 2013, NHAMOYEBONDE, LELIE 2014). No
presente estudo, foi observado predominio significativo de individuos do
sexo masculino associado a fatores de risco como tabagismo (p<0,01),
uso excessivo de alcool (p<0,01), uso de drogas ilicitas (p<0,01) e de
individuos vivendo em situacdo de rua (p<0,01). Um outro fator de risco
associado a TB é a coinfeccdo com HIV, no Brasil, as taxas de notificagéo
de HIV registraram em 2015 uma razao entre os sexos de 2,4 individuos
do sexo masculino para cada um do sexo feminino (BRASIL, 2016b). A
razdo de prevaléncia de coinfeccdo TB/HIV para casos novos de TB em
2016 foi de 2,6:1 (BRASIL, 2017). No presente estudo, a razdo
encontrada entre os coinfectados TB/HIV foi de 2,4:1 (29 masculino:12
feminino), reforcando a influéncia indireta da maior prevaléncia de
HIV/TB em individuos do sexo masculino.

Recentemente, especialistas tém discutido que a diferenca entre
géneros na TB também possa ter uma base biolégica (BURNS et.al.,
2015; KATSNELSON, 2017). Alguns autores comecaram a explorar
diferencas sexo-especificas nas fungbes do sistema imune,
simplificadamente, estudos apontam que o estradiol sustenta/mantém a
imunidade, e que a testosterona seria um mediador inibindo a resposta
imune (GOURDY et al., 2005; JANELE et al., 2006; CALIPPE et al.,
2008; NHAMOYEBONDE; LELIE, 2014). Os hormbnios sexuais
masculinos e femininos podem influenciar a funcéo de células do sistema
imunoldgico, e assim ter relevancia no controle da TB. Revisando o
assunto, Nhamoyebonde e Lelie (2014), mostraram que a robusta resposta
imune Thl, caracterizada pela producdo de IFN-y ¢ TNF-q, vital para o
controle da TB, é regulada negativamente pela testosterona e parece ser
melhorada pelo estrogénio. Além disso, os macréfagos, centrais ao
controle da TB, séo regulados negativamente pela testosterona, por
reducgdo da expressao de receptor Toll-Like4, e a ativacdo dos macréfagos
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é melhorada pelo estradiol (FISH, 2008; NEYROLLES; QUINTANA-
MURCI, 2009; NHAMOYEBONDE; LELIE, 2014).

Estudo avaliando variagcBes genéticas que poderiam estar
envolvidas no desenvolvimento de TB ativa, encontrou quatro
polimorfismos no cromossomo X, mais especificamente no gene do
receptor Toll-Like8, associados a maior suscetibilidade a TB em homens
(DAVILA et al., 2008). Estudo posterior corroborou o efeito sexo-
especifico relacionado ao receptor Toll-Like8, sugerindo que esse achado
poderia explicar parcialmente o viés masculino na TB (SALIE et al.,
2015).

Ademais, evidéncias indicam que o0s homens estdo em
desvantagem na busca e/ou acesso aos cuidados de salde em muitos
contextos, sinalizando que os programas nacionais de controle da TB
devam reconhecer os individuos do sexo masculino como um grupo de
alto risco, para que busquem melhorar 0 acesso ao diagndstico e servigos
de rastreio para estes pacientes, com o objetivo de reduzir a carga global
de TB de forma mais eficaz, garantindo equidade de género (HORTON
et al., 2016).

Um fato inusitado chamou a atencdo entre os dados do presente
estudo, a observacdo de uma inversdo na predominancia entre géneros na
faixa etdria mais jovem (15-24 anos), com a maioria dos casos
diagnosticados pertencendo ao sexo feminino (58,5%). Nos graficos do
Relatério Global da OMS de 2016, pode-se observar esta mesma
inversdo, com predominio do sexo feminino na mesma faixa etéria (15-
24 anos) na regido do mediterraneo oriental (WHO, 2016). Estudo que
avaliou casos novos de TB notificados entre 2006 e 2010 no Brasil, ja
havia descrito que na faixa etaria mais jovem (15-19 anos) a proporcéo
de casos entre homens e mulheres era mais equilibrada (BARBOSA;
COSTA, 2012). Considerando somente a hipotese comportamental, e
utilizando a explicacdo de alguns autores para o predominio de TB em
homens, como o produto de diferengas culturais no desempenho de papeis
entre 0s sexos, englobando o modo de vida determinado pela insercéo
social de cada individuo (HINO et al., 2011), pode-se pensar em uma
nova tendéncia, ditada por mudangas comportamentais observadas mais
intensamente na populagdo mais jovem.

A TB acomete principalmente adultos jovens, justamente a
populacdo economicamente ativa, contribuindo para diminuicdo da
capacidade produtiva da comunidade (ARAUJO et al., 2013). No presente
estudo, aproximadamente 50% dos individuos acometidos pela doenca
encontravam-se entre 25 a 45 anos, enquadrados justamente na categoria
economicamente ativa, agravando ainda mais a vulnerabilidade social.
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A associacdo entre a doenca e a caréncia socioecondmica e
consequente vulnerabilidade social, é refletida também no alto nivel de
desemprego entre 0s doentes do estudo (28%), comparado ao indice de
desemprego no Brasil (7,9%) e no Estado de Santa Catarina (3,9%), no
mesmo periodo (IBGE/PNAD-2015). A proporcdo de desempregados
mostrou associacgdo direta com notificagdo de casos de TB em recente
estudo realizado em Portugal, no qual, 0s municipios com altos indices de
desemprego registraram as mais altas taxas da doenca (APOLINARIO et
al., 2017). Nogueira (2012), também relatou desemprego de 21,6% entre
0s pacientes com TB em Santa Catarina, com a maior parte dos
empregados realizando atividades de baixa qualificacdo profissional,
destacando-se atividades relacionadas a construcdo civil (15%: 45/292).
No presente estudo, a construcdo civil também representou a principal
atividade relatada pelos doentes empregados (15%: 28/187). Uma das
hipoteses para a alta incidéncia de TB em trabalhadores da construcdo
civil, poderia ser a associacdo da doenca com a silicose, doenca
ocupacional que atinge os pulmdes devido a inalacdo do po de silica,
principal constituinte da areia. Os individuos com silicose expostos ao M.
tuberculosis sdo mais propensos a desenvolver TB, risco que pode variar
de 2,8 a 39 vezes, dependendo da gravidade da doenca de base
(BARBOZA et al., 2008). Por outro lado, estudo brasileiro relatou baixa
escolaridade, alto indice de tabagismo e abuso de 4dlcool entre
trabalhadores da construcdo civil (GAVIOLLI, et al., 2014), todos fatores
associados significativamente ao aumento do risco de TB no presente
estudo.

A predominancia de individuos com baixa escolaridade observada
no presente estudo (65,5%), corrobora o padrdo para TB observado em
estudos realizados em outras regides do pais (COELHO et al., 2010;
THEME et al., 2012; HINO et al., 2013; ARAUJO et al., 2013). A baixa
escolaridade configura-se como reflexo de um conjunto de condicbes
socioecondmicas desfavoraveis (BOWKALOWSKI; BERTOLOZZI,
2010), e influencia diretamente a capacidade do sujeito de compreender
as informacdes de promocdo e prevencdo das doencas, além da
terapéutica  prescrita (ARAUJO et al., 2013). Indicadores
socioecondmicos referentes aos baixos niveis de renda e escolaridade,
poderiam aumentar a vulnerabilidade a TB ao refletir o acesso individual
e desigual & informacdo, a beneficios oriundos do conhecimento e ao
servigo de saude (SAN PEDRO et al., 2013). Fica implicito, portanto, que
melhorar o acesso e a qualidade da educacédo, € uma acao necessaria ao
combate a TB, com contribui¢des diretas nos indices relacionados a
doenca.
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6.2 Perfil Clinico da Tuberculose na Populacdo Estudada

A infeccdo pelo HIV emergiu como um importante fator de risco
para o desenvolvimento da TB em individuos infectados por M.
tuberculosis, um risco até 37 vezes maior que nos individuos HIV
soronegativos (GETAHUN et al., 2010). A coinfeccdo com HIV
amplificou a epidemia de TB (DERIEMER et al., 2007). HIV e TB séo
responsaveis por uma carga significativa de morbidade e mortalidade
globais, TB ¢é a infeccdo mais comum afetando os individuos HIV
soropositivos (WHO, 2016). O HIV complica todos os aspectos da TB
pulmonar, do diagndstico ao tratamento, demandando uma abordagem
diferente para combater efetivamente ambas as doencas (GOPALAN et
al., 2016). Por outro lado, a TB ¢ a principal causa de 6bito por doenca
infecciosa em pessoas vivendo com HIV, causando um tergo das mortes
relacionadas ao HIV (WHO, 2015a). M. tuberculosis e HIV
potencializam um ao outro, acelerando a deterioracdo das funcdes
imunoldgicas e resultando em morte prematura dos individuos néo
tratados (PAWLOWSKI et al., 2012).

Como ferramenta para auxiliar no enfrentamento da epidemia de
TB relacionada ao HIV e desenvolvimento de estratégias baseadas no
esforco conjunto, a OMS promove a iniciativa de testagem sistematica de
HIV nos pacientes com TB. A investigacdo de TB é recomendada como
componente essencial do pacote de cuidados de pessoas vivendo com
HIV (WHO, 2016). O Brasil esta entre os 20 paises com maior incidéncia
de TB, e de coinfeccdo TB/HIV. Mundialmente, em 2015, 3,4 milhGes de
pacientes notificados por TB foram testados para HIV (55%), dos quais
15% eram positivos. A maior proporcao de coinfeccdo foi encontrada no
continente Africano (31%), e excedeu 50% em partes do sul da Africa
(WHO, 2016). No Brasil, dos 81.137 casos de TB notificados em 2015,
82% foram testados para HIV, com coinfeccdo observada em 15% dos
testados (WHO, 2016). Entre os casos novos de TB notificados no Brasil
em 2016, 76,3% realizou testagem para HIV, com coinfeccdo de 9,4%,
sendo que em Santa Catarina, a testagem foi realizada em 83,6% com
16,2% de coinfeccdo, e em Floriandpolis em 75% com 22,6% de
coinfeccdo (BRASIL, 2017). No presente estudo, testagem para HIV foi
realizada em 89,2% dos pacientes, e a coinfeccao foi 2,2 vezes a média
nacional para casos novos, sendo detectada em 20,6% dos casos testados.
A coinfeccdo TB/HIV foi ainda maior nos individuos do sexo masculino
e na faixa etéria entre 35-44 anos, apresentando taxas de 22,3% e 29,3%,
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respectivamente. Nesta faixa etaria ocorreu a maior porcentagem de
testagem para HIV (95,3%).

Na faixa etéria mais jovem (15-24), o presente estudo encontrou
menor proporgéo de coinfeccdo 5,4%, significativamente menor do que o
observado para os demais grupos etarios (p=0,02). Considerando as
notificacGes de HIV no pais, entre 2007 a 2016, 22,7% delas foram de
individuos entre 15-24 anos, 35,2 % entre 25-34 e 22,3% entre 35-44
(BRASIL, 2016). Nos registros disponiveis no sistema da DIVE/SC para
a grande Florianodpolis, que sdo somente de AIDS, nos anos de 2014 e
2015 foram notificados 15,5% de individuos entre 15-24 anos, 34,2%
entre 25-34 anos e 26,1% entre 35-44 anos (TABNET/DIVE/SC). Outros
estudos brasileiros descrevem a coinfeccdo TB/HIV com idade mediana
de 41/44 anos (BARBOSA; COSTA, 2012; NETO et al., 2013). A
despeito das taxas de notificacdo de HIV/AIDS variarem entre 15,5% e
22,7% na populacdo entre 15/24 anos, a taxa de coinfec¢do foi de apenas
5,4%, em uma darea de alta prevaléncia de HIV. Inferimos que a baixa
coinfeccdo nesta faixa etaria poderia ser justificada por uma menor
proporcdo de TB latente na faixa etaria mais jovem, devido a menor
exposicdo e maior probabilidade de infeccdo primaria na infancia,
associada também a possivel protecdo pela BCG, que poderia reduzir o
risco de infec¢do na populagdo mais jovem.

Entre os individuos soropositivos do estudo, que realizaram
guantificacdo de CD4 no diagndstico da TB, 72% apresentou contagem
inferior a 200 células/ mm2. A imunidade mediada por células, com
ativacdo de CD4 e CD8 ¢ essencial para controle da infeccdo por M.
tuberculosis, sendo os linfécitos CD4, especialmente o subgrupo Thi, os
mais criticos (NORTH; JUNG, 2004; COOPER, 2009; PREZZEMOLO
et al., 2014). Células CD4 Th1 tem um papel protetivo na TB, por sua
habilidade polifuncional de produzir citocinas como IFN-y e TNF-a, que
contribuem com a ativacgdo e recrutamento de células da resposta imune
inata. O individuo HIV soropositivo tem alto risco de desenvolver TB
ativa por progressiva deplecdo de células CD4 (PREZZEMOLO et al.,
2014). Além disso, estudos em individuos coinfectados caracterizaram
defeitos funcionais nas células CD4, que apresentaram reduzida
capacidade de secretar mais que uma citocina quando a carga viral estava
aumentada, ou seja, em HIV soropositivos as células Thl tém reduzida
capacidade polifuncional antigeno especifica (DAY et al., 2008). O
comprometimento das células T antigeno micobacteriano especificas,
poderia contribuir para o desenvolvimento de TB ativa, sugerindo que a
infeccdo por HIV afeta a frequéncia de células T polifuncionais em
pessoas com TB latente (KALSDORF et al., 2009).
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Alteracfes no sistema imunolégico ao longo da vida, podem
contribuir para a reativacdo da TB latente, assim, o proprio HIV ou
doencas cronicas como diabetes, doenca hepatica alcodlica, ou em
algumas circunstancias como o uso de esteroides ou outros
imunossupressores, podem desencadear TB ativa (PREZZEMOLO et al.,
2014). No presente estudo, a segunda comorbidade mais associada a TB
foi o diabetes mellitus tipo 2 (DM) afetando 6,7% dos individuos.
Porcentagem semelhante foi descrita em outro estudo realizado na Bahia
(6,2%) (GIL-SANTANA et al., 2016). No entanto, estes niUmeros podem
estar subestimados, visto que nao foram observados rastreios sistematicos
para DM entre os pacientes em tratamento para TB nos municipios
estudados.

Ambas as patologias influenciam a histéria natural e o desfecho do
tratamento uma da outra, assumindo importancia clinica e de saude
publica (KALRA; ATREJA, 2016). Pacientes com DM apresentam risco
trés vezes maior de desenvolver TB (JEON et al., 2008; WHO, 2011),
além de aumento no tempo de conversdo da cultura do escarro, falha
terapéutica, recorréncia da TB e morte (BAKER et al., 2011; KALRA,;
ATREJA, 2016). Entre as possiveis razdes associadas ao aumento da
suscetibilidade do paciente diabético a TB, estdo as mudangas na
imunidade humoral e celular (NIAZI; KALRA, 2012). Estudo recente
demostrou que um aumento na concentracdo de acidos graxos de cadeia
curta, em especial o butirato (observado em pacientes com deficiéncia a
insulina), pode estar associado & diminuicao da resposta de citocinas pro-
inflamatdrias na infeccéo por M. tuberculosis, com aumento da produgéo
da citocina anti-inflamatéria IL 10 (LACHMANDAS et al., 2016). Por
outro lado, pacientes com TB e DM apresentaram concentragoes
aumentadas de biomarcadores inflamatérios no plasma, que poderiam
estar envolvidos no aumento da suscetibilidade ao pior desfecho clinico
relacionado a TB (ANDRADE et al., 2014).

Segundo Ruslami e colaboradores (2010), aproximadamente 15%
dos casos estimados de TB poderiam estar relacionados ao DM. A
propor¢cdo de DM entre os casos de TB no Brasil aumentou de
380/100.000 habitantes para 6.150/100.000 habitantes entre 2001 a 2011
(REIS-SANTOS et al., 2014). Mudancas no estilo de vida e na dieta tém
contribuido para um aumento na prevaléncia do DM, em paises de renda
baixa e média nos quais a incidéncia de TB ¢ alta (WHO, 2011), tornando
a doenga um fator de risco cada vez mais importante para o controle da
TB. A melhor abordagem para rastreio do DM em pacientes com TB,
incluindo tempo e método utilizado para diagnostico, ainda nao foi
estabelecida. Como uma doenca infecciosa, TB pode elevar
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temporariamente a glicemia e resultar em diagnoésticos falso-positivos se
as investigacbes forem feitas muito no inicio, por outro lado, a
hiperglicemia, mesmo que temporaria, pode ser um fator de risco para
pior desfecho do tratamento da tuberculose. Além disso, estudos de coorte
concluem que o DM pode exacerbar a severidade da TB
(ALISJAHBANA et al., 2007; GIL-SANTANA et al., 2016). Estas, entre
outras razdes, justificam o rastreio para diabetes no inicio do tratamento
para todos os pacientes com TB, recomendado pela OMS (WHO, 2011),
bem como o controle da glicemia para melhorar o desfecho do tratamento
(ALISJAHBANA et al., 2007; GIL-SANTANA e al., 2016).

Em relacdo as manifestagBes clinicas, os individuos do estudo
relataram a presenga dos sintomas classicos da TB pulmonar, como tosse
(96,3%), expectoracdo (94,5%), febre (83,9%) e sudorese noturna
(82,0%). Além destes sintomas, 31,7% relataram episodios de hemoptise,
gue foram associados significativamente a pacientes HIV soronegativos,
e ao atraso no diagnostico da TB (> 16 semanas/ p=0,05). Recente revisao
sistematica associou a presenca de hemoptise ao atraso no diagnostico
(CAl etal., 2015), que consequentemente, piora o progndstico e aumenta
0 risco de morte por TB (YEMER et al., 2005). A perda ponderal severa,
superior a 10% da massa corporal, foi relatada por 60,6% dos individuos
respondentes, e assim como 0s demais sintomas classicos de TB, nado
apresentou diferenca significativa entre individuos HIV soropositivo ou
negativo. A presenca dos sintomas classicos de TB entre HIV
soropositivos verificada no estudo, ¢ uma informagdo importante,
especialmente pela caracteristica do estudo realizado em pacientes com
cultura positiva, sendo que 21,9% dos soropositivos apresentaram
baciloscopia negativa. Pelo fato de que outras complicagdes infecciosas
do HIV podem causar as mesmas manifestacdes, a triagem baseada em
sintomas como ferramenta para diagnéstico de TB em pacientes
soropositivo, parece ter alto valor preditivo negativo, auxiliando na
exclusdo do diagnoéstico de TB (GETAHUN et al.,, 2011). Nossos
resultados corroboram outros estudos que relataram a presenca de tosse,
febre de qualquer duracdo, suor noturno e perda ponderal, com alta
sensibilidade, para TB em pacientes HIV soropositivos (CAIN et al.,
2010, GETAHUN et al., 2011, SARA et al., 2016, HENOSTROZA et al.,
2016).

As imagens radiograficas para diagnostico de TB pulmonar ativa
sdo limitadas pela pobre especificidade e inconsisténcia de leitura
(KOPPAKA; BOCK, 2004; PINTO et al., 2013). Em conjunto com a
baciloscopia do escarro, constituem os dois testes mais amplamente
utilizados para diagnostico de TB na maioria dos paises com alta
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incidéncia da doenca. Além disso, a utilizacdo de exames radioldgicos na
fase inicial e periodicamente, a partir do segundo més de tratamento,
permite acompanhar a regressdo ou o agravamento das lesfes na forma
pulmonar da doenca, sendo um recurso Util para controle do tratamento
(BRASIL, 2011). Reviséo sistematica, utilizando cultura como padrédo
ouro, relatou que a presenca de infiltrados nos lobos superiores e
cavitacbes estdo significativamente associadas com TB pulmonar
(PINTO et al., 2013). A infeccdo pelo HIV, no entanto, leva ao aumento
na frequéncia de padrBes radioldgicos atipicos em pacientes com TB,
incluindo um aumento na frequéncia de linfoadenopatias, infiltrados
miliares e derrames pleurais, além de diminuicdo na frequéncia de
cavitagcBes (BADIE et al., 2012). Padrdes radioldgicos atipicos podem
levar a sub-diagnostico de TB em pacientes HIV soropositivos e estdo
relacionados ao nivel de imunidade do paciente (BADIE et al., 2012). No
presente estudo, consolidagfes foram o padrdo mais frequente entre os
pacientes, caracterizando a alta inespecificidade dos achados
radiologicos. A presenca de cavitagdes foi observada em 43,7% dos
pacientes HIV soronegativos e em 26,8% dos soropositivos (p=0,03).
Entre os pacientes HIV soropositivos, foi observada maior frequéncia de
infiltrados (p=0,01), bem como dos padrdes considerados atipicos como
derrame pleural e padrédo miliar (p=0,01 e p=0,08, respectivamente), em
consonancia com a literatura. Estes padrfes estdo relacionados ao
envolvimento extrapulmonar, mais frequente entre pacientes HIV
soropositivos (PRADO et al., 2011). A presenca de derrame pleural foi
associada a contagens de CD4 < 200 células/mm?, no entanto, a propor¢éo
do padrdo miliar foi ligeiramente superior naqueles individuos com
contagens de CD4 > 200 células/mm?, fato que poderia estar relacionado
aos possiveis defeitos funcionais descritos para estas células em
individuos com coinfeccdo TB/HIV.

Segundo o Il Brazilian Thoracic Association Guidelines on
Tuberculosis (CONDE et al., 2009), os primeiros testes requisitados para
diagndstico de TB séo a radiografia de torax e a baciloscopia de escarro,
que apresentam alto valor preditivo positivo no Brasil (>95%), mas baixa
sensibilidade (40-60%). Entre os pacientes deste estudo, nos quais a TB
foi confirmada bacteriologicamente pela cultura como critério de
inclusdo, a baciloscopia foi positiva em 88,2% dos casos, sendo
paucibacilar em 20,2% dos casos. Quando selecionados somente
pacientes HIV soropositivos, baciloscopias negativas representaram
21,9% dos casos (p<0,01), um risco 2,34 (Cl 95%= 1,05-5,23) vezes
maior do que entre os individuos HIV soronegativos, e somada &
baciloscopia com baixa carga bacilar, corresponderam a
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aproximadamente metade dos casos diagnosticados (Figura 13). Estudos
que incluiram maior numero de individuos HIV soropositivos,
encontraram aproximadamente 33% de baciloscopia negativas (APERS
et al., 2004; PRADO et al., 2011). Estes achados reforcam a necessidade
de realizagdo de cultura para TB em todos 0s pacientes com suspeita
clinica, e a relevancia da realizacéo do teste molecular, especialmente por
estarmos em &rea de alta prevaléncia para HIV. Além de corroborar as
evidencias de Apers e colaboradores (2004), de que resultados de
baciloscopia negativa ndo devem ser limitantes no processo de decisdo de
iniciar o tratamento para TB em pacientes HIV soropositivos.

Por outro lado, a baciloscopia positiva, especialmente com grandes
guantidades de bacilos (BAAR ++ ou +++), esteve fortemente associada
a presenca de cavitagGes nos exames radioldgicos (Figura 14). Em 1965,
Canetti e Grosset compararam a carga bacilar no tecido pulmonar de
pacientes com TB e observaram que nas paredes das cavidades a carga
bacilar foi de 107 a 10° UFC em contraste com 102 a 10* UFC nas areas
de necrose caseosa (CANETTI, 1965). Outros estudos tém mostrado que
baciloscopia/cultura de pacientes com TB pulmonar cavitaria tem alta
carga bacilar (GOMES et al., 2003; MATSOUKA et al., 2004; PALACI
et al., 2007; O’SHEA, 2014). A carga bacilar no paciente com TB
aumenta de acordo com a progressao da doenca, baseada na extensdo do
envolvimento pulmonar, na densidade das lesdes, e na presenca e
extensdo das lesdes cavitarias (YODER et al., 2004; PALACI et al.,
2007). No estudo, apesar de ndo apresentar significancia estatistica, foi
observada uma tendéncia de aumento na carga bacilar e na presenca de
cavitagdo, com a progressao da doenca (maior tempo entre o inicio dos
sintomas e o diagnostico de TB: Tabela 3). Individuos com alta carga
bacilar e cavitagBes, apresentaram um curto tempo para deteccdo de
positividade em cultura liquida (< nove dias), e foram associados a maior
infectividade, ou seja, maior risco de transmissdo da TB (YODER et al.,
2004; O’SHEA 2014). Além disso, casos de recaida e faléncia terapéutica
foram mais frequentemente associados com presenga de cavitacdo
(BENATOR et al., 2002, KUABAN et al., 2009, HORNE et al., 2010,
KANG et al.,2016), que foi considerada fator de risco independente para
faléncia e recaida (ZIERSKI et al., 1980, BENATOR et al., 2002). O
ambiente com alta tensdo de oxigénio encontrado nas cavitagdes, facilita
a multiplicagdo bacilar, e consequentemente a ocorréncia de mutacoes
espontaneas, que podem resultar em resisténcia antimicrobiana, portanto,
existe uma alta probabilidade de mutantes resistentes emergirem de lesdes
cavitérias (YODER et al., 2004). Portanto, individuos com cavitagdes
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e/ou alta carga bacilar devem ser foco de maior atencdo pelo sistema de
salde e pelo controle da TB.

Os cuidados com o paciente com TB sdo responsabilidade
essencial das instituicfes de saude publica e incluem o diagnéstico rapido
e preciso, regimes de tratamento padronizados e com eficicia
comprovada, que devem ser realizados em conjunto com apoio e
supervisdo adequados, monitorando a resposta ao tratamento (FAIR et al.,
2007). Como parte do monitoramento, as orienta¢cfes do Manual de
Recomendagbes para Controle da TB no Brasil (BRASIL, 2011)
preconizam a realizacdo de baciloscopia de controle mensal, sendo
indispensaveis as dos 2° 4° e 6° meses, para 0 esquema basico de
tratamento. No presente estudo, baciloscopias de controle foram
realizadas somente em 57,8% dos pacientes no segundo més e em 48,0%
no quarto més. A dificuldade de expectoracéo referida pelo paciente, a
partir do inicio do tratamento, faz com que esse controle essencial ndo
seja realizado na sua plenitude. A recomendacdo do Ministério da Salde
nesses casos seria a realizacdo de coleta de escarro induzido (BRASIL
2011). A adequacdo da estrutura fisica dos postos de atendimento para
permitir a realizacdo da coleta desse tipo de amostra € uma medida que
poderia garantir a realizacdo do acompanhamento por baciloscopia em
100% dos pacientes em tratamento.

Entre os critérios de infecciosidade para pacientes hospitalizados
ou institucionalizados, o guideline de Controle da TB nos Estados Unidos
(ATS; CDC; IDSA, 2005) sugere que o paciente deva permanecer em
isolamento respiratério até apresentar trés amostras de escarro com
baciloscopia negativa. Esta recomendacao deve ser estendida a pacientes
gue residem no mesmo ambiente que criangas e individuos
imunocomprometidos (HORNE et al., 2010). A conversdo do escarro esta
associada a inimeros fatores individuais, autores sugerem que a carga
bacilar e caracteristicas radiograficas como a presenca de cavitacao,
possam ser preditivas para 0 aumento no tempo de conversao, pois estes
sdo marcadores da severidade da doenca (KUABAN et al., 2009; HORNE
etal., 2010; PEFURA-YONE et al., 2014). No presente estudo, apesar de
um a cada trés pacientes com BAAR +++ ndo terem realizado nenhuma
baciloscopia de controle durante o tratamento, foi significativa a
permanéncia de baciloscopias positivas no segundo e quarto meses de
tratamento entre os pacientes com alta carga bacilar (p=0,02 e p=0,05,
respectivamente). Nossos dados corroboram a associagdo entre a alta
carga bacilar e o maior tempo de conversdo do escarro, sendo que 0 risco
do paciente BAAR +++ manter baciloscopia positiva foi 1,62
(C195%=1,03-2,54) vezes maior no segundo més e 2,96 (C195%=1,14-



138

7,73) vezes maior no quarto més de tratamento. Além disso, nossos dados
mostraram que, entre os individuos que permaneceram eliminando
bacilos no segundo e quarto meses de tratamento, 68,6% e 66,7%
respectivamente, apresentaram cavitacdo na imagem de diagnéstico
(p<0,01 e p=0,11, respectivamente).

Além disso, devido a associagdo da alta carga bacilar e presenca de
lesbes cavitarias, como fatores de risco para faléncia terapéutica, a
permanecia da eliminacdo de bacilos apds quatro meses de tratamento,
deve sugerir a extensdo do tratamento para nove meses (ZUMLA et al.,
2013). Kang e colaboradores (2016) observaram que 97,7% dos pacientes
com TB pulmonar sensivel aos antimicrobianos, com esfregaco positivo
no quinto més de tratamento, concluiram o tratamento com éxito apds o
prolongamento do regime primario (fase de manutencdo). As causas de
baciloscopia positiva no final do tratamento de primeira linha foram
principalmente bacilos inviaveis (80,5%) ou MNT (17,1%), por essa
razdo o0s autores recomendaram a realizacdo da cultura e teste de
sensibilidade antes de alterar o esquema terapéutico nos pacientes
(KANG et al., 2016). Em 1984, Kim e colaboradores ja relataram que a
observacdo de baciloscopias positivas com culturas negativas estava
relacionada a extensdo da doenca e a regimes de tratamento que
utilizavam rifampicina, antimicrobiano padronizado atualmente para o
tratamento de primeira linha pela OMS, e que a extensdo do mesmo
regime convertia a baciloscopia para negativa. Para Kuaban e
colaboradores (2009), pacientes que ndo convertem o esfregaco do
escarro, ja no segundo més, devem receber tratamento totalmente
supervisionado durante todo o tempo da terapia para evitar as falhas no
tratamento autoadministrado, com consequentes desfechos desfavoraveis.

Diante da importancia da realizacdo das baciloscopias de controle
e dos exames radioldgicos para 0 acompanhamento da TB, na busca de
desfechos favoraveis, acreditamos que uma mudanca na organizacgao do
servico seria positiva na cidade de Florianopolis. Quando observada
isoladamente, Floriandpolis tem apresentado aumento na incidéncia de
TB nos Ultimos anos, de 40/100.000 habitantes em 2005 para
53.3/100.000 habitantes em 2014. Entre os fatores que colaboraram com
esse aumento estd a diminuicdo observada nas taxas de cura, que
alcancaram niveis préximos a 80% em 2005 e em 2014 ficaram proximos
a 60% (FLORIANOPOLIS, 2015). O municipio, com uma extensio
territorial 675,409km? e uma populacéo de 469.690 habitantes, seguindo
0 modelo de Styblo (WHO, 1999), poderia substituir a atencdo ao
paciente em tratamento para TB hoje pulverizada nas 70 UBSs, por
poucas equipes especializadas, responsaveis exclusivamente pelo
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atendimento aos pacientes com TB, localizadas nas UPAs municipais ja
existentes. A cobertura territorial e populacional seria satisfatéria, além
disso, a estrutura atual das UPAs conta com exames radioldgicos e
poderiam ser adaptadas para realizagdo de coleta de escarro induzido,
garantindo a realizagdo em uma Unica visita de todos os procedimentos
necessarios ao acompanhamento ideal do paciente em tratamento. A
equipe dedicada exclusivamente ao atendimento de pacientes com TB
teria mais disponibilidade, sendo mais capacitada para dar suporte ao
tratamento e apta para acdes educacionais com 0 paciente e seus
familiares, reforcando a importancia de completar o tratamento e da
ingestao regular da medicacdo, fatores que fortaleceriam o vinculo entre
0 paciente e o sistema de saude, diminuindo o abandono (TOSGT et al.,
1995; WALLEY etal., 2001; LIENHARDT et al., 2012).

6.3 Perfil Comportamental da Populacéo Estudada

Conhecer os fatores de risco para uma doenca infecciosa como a
TB possibilita identificar grupos alvos para intervencGes, como busca
ativa de sintomaticos respiratdrios, triagem e profilaxia, otimizando os
recursos disponiveis para alcancar de maneira mais efetiva a reducdo na
incidéncia da doenca. Embora os fatores de risco para TB sejam
classicamente conhecidos, estudos locais devem ser realizados para guiar
os alvos das intervengdes. A OMS estima que um terco da populacao
mundial esteja infectada por M. tuberculosis, portanto é imprescindivel
para o sistema de salde conhecer qual parcela desta populagéo apresenta
maior chance de desenvolver TB. Segundo Narasimhan e colaboradores
(2013), o risco de infeccdo e progressao para doenca envolve dois
aspectos diferentes, o risco de TB seguinte a exposi¢do, que é regido
principalmente por fatores exdgenos, determinados por uma combinagéo
intrinseca de infecciosidade do caso fonte, da proximidade entre 0s
contatos e de fatores de risco sociais e comportamentais, incluindo
tabagismo, consumo abusivo de alcool e poluicédo do ar internamente; e 0
risco de progressdo da infec¢do latente para a doenca ativa, determinado
principalmente por fatores enddgenos. Condigdes que alteram a resposta
imune aumentam o risco de progressao, com a coinfeccéo por HIV como
a mais importante entre elas. Diabete, alcoolismo, ma nutricdo e
tabagismo, sdo fatores que tém impacto sobre uma grande parcela da
populacdo, e podem acelerar a progressao para doenga (NARASIMHAN
etal., 2013).

O tabagismo, portanto, aumenta o risco de infecgdo no momento
da exposicdo, bem como de progressdo da infecgdo latente para a doenga
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ativa. No presente estudo, 64,7% dos doentes tinham histérico de
tabagismo, 59,9% eram fumantes e 4,8% ex-fumantes no momento do
diagndstico. Quando considerados apenas 0s individuos do sexo
masculino o percentual subiu para 79,3%. NUmeros muito acima da atual
prevaléncia de tabagismo no Brasil, que reduziu de 32,7% em 1997 para
14,8% em 2011 (SILVA et al., 2014b). Em revisdo sistematica, Bates e
colaboradores (2007) mostraram que o risco relativo para TB foi 2,3-2,7
vezes maior entre os fumantes. Considerando que aproximadamente 65%
dos individuos do presente estudo eram tabagistas, e que
aproximadamente 15% da populacdo geral ¢ tabagista, é possivel estimar
um risco 4,81 (IC 95%=2,97-7,81) vezes maior de um individuo fumante
desenvolver TB atualmente. Em 1994, Buskin e colaboradores ja
relatavam que as bases biolégicas para o fumante ter risco aumentado de
adoecer de TB envolvem diminuicdo da resposta imune e/ou outros
mecanismos como efeitos hormonais e disrupgdo mecénica da funcdo
ciliar ou competéncia das membranas mucosas. Mais recentemente,
Shang e colaboradores (2011) demonstraram em modelos in vitro que o
tabagismo suprime a resposta imune protetiva ao M. tuberculosis em
ratos, em células THP-1 humanas e em macro6fagos alveolares primarios
humanos. Os ratos expostos ao tabaco tiveram maior carga bacteriana,
piores lesbes, menor producdo de interleucina 12 e de TNF-o pelos
macréfagos e células dendriticas, e maior producgdo de interleucina 10, foi
observada também tendéncia ao aumento no nimero de M. tuberculosis
viaveis isolados em macréfagos humanos expostos ao tabaco (SHANG et
al., 2011).

O uso abusivo de alcool foi relatado por 36,8% dos individuos do
presente estudo, incluindo 5,5% que informaram ser ex-alcoolistas. Da
mesma forma, considerando somente o sexo masculino, mais da metade
dos individuos (59,2%) relatou problemas com alcool. Segundo Relatério
Global sobre alcool e satide da OMS (WHO, 2014), estimou-se que cerca
de 6,0% (homens 8% e mulheres 3,5%) dos brasileiros preenchiam
critérios para abuso ou dependéncia do alcool. Em revisdo sistematica,
Lonnroth e colaboradores (2008), concluiram que o risco de TB é
substancialmente mais elevado entre pessoas que abusam do alcool (RR
= 2,94). Considerando que aproximadamente 37% dos individuos do
presente estudo faziam uso abusivo de alcool, e a estimativa da OMS, é
possivel estimar um risco 6,17 (IC 95%=2,72-13,96) vezes maior de um
individuo que abusa de &lcool desenvolver TB atualmente. Além disso,
essas pessoas tém maior probabilidade de viver em condices de rua, em
abrigos, ou em centros de reabilitacdo de drogas e alcool, fatores que
aumentam o risco de exposi¢do ao M. tuberculosis. O uso abusivo de
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alcool foi considerado fator de risco para disseminagdo clonal
(“clustering”) ou transmissao recente da doenga em paises de alta e baixa
incidéncia de TB (FOK et al., 2008). Além de poder aumentar o risco de
progressao para TB ativa por meio de maus habitos alimentares e nutri¢éo
inadequada, resultando em deficiéncia imunoldgica, e por outros
mecanismos diretos como altera¢@es da funcéo ciliar, da resposta imune
humoral e celular (BURSKIN et al., 1994).

Taxas de infeccbes por HIV, hepatites virais e TB séo
substancialmente mais elevadas entre pessoas que utilizam drogas ilicitas,
compreendendo todos 0s niveis de uso, abuso e dependéncia, pois cada
nivel é associado com comportamentos que aumentam o risco de contrair
e transmitir doengas infecciosas (CDC, 2012). No presente estudo, 0 uso
de drogas ilicitas foi relatado por 34,3% dos individuos, e em 44,1%
guando considerado somente o sexo masculino. Nos Estados Unidos, o
principal comportamento de risco associado & TB entre 153.268 casos
estudados foi o0 uso de drogas ilicitas, que entre aqueles nascidos no pais,
representaram um ter¢o dos casos (OELTMANN et al., 2009). Além
disso, Oeltmann e colaboradores (2009) relataram que estes pacientes
eram mais contagiosos (baciloscopia positiva) e permaneciam
contagiosos por mais tempo, devido a falhas no tratamento, estendendo
presumivelmente os periodos de infectividade/transmissibilidade. O
aumento da transmissdo foi comprovado com a localizagdo de clones
genotipicos entre os usuarios de drogas ilicitas, que pode representar
transmissdo recente da doenca. Em revisao sistematica, Nava-Aquilera e
colaboradores (2009) concluiram que a transmissdo recente da TB esta
associada, entre outros fatores, ao uso de drogas, consumo excessivo de
alcool e pessoas vivendo em situacao de rua.

Estudo de TB entre pessoas vivendo em condi¢Ges de rua,
realizado em Houston, Texas, que fundiu a quantificagdo dos moradores
de rua com dados de vigilancia da TB, calculou a incidéncia da doenca
em 411/100.000 habitantes entre os sem-teto, comparando com 9,5/
100.000 habitantes entre pessoas alojadas (FESKE et al., 2013). Entre os
individuos do presente estudo, 19 (8,5%), todos do sexo masculino,
viviam em situacéo de rua. Segundo o resultado do levantamento feito
pelo Projeto Contagem da Populagdo em Situacdo de Rua, da Secretaria
Municipal de Assisténcia Social da Prefeitura de Floriandpolis, no
municipio existem 421 pessoas em situacdo de rua, sendo que 144 estdo
em casa de acolhimento (46 no Albergue Municipal, 66 nas Casas de
Apoio e 32 em unidades cofinanciadas pela prefeitura) e 277 ndo utilizam
nenhum abrigo, destes, a maioria (67,1%) se concentra no centro da
cidade. No presente estudo, 16 dos 19 individuos com TB em situagdo de
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rua, viviam no municipio de Floriandpolis. Considerando somente 0s
pacientes com cultura positiva, localizados para tratamento, incluidos no
estudo, eles representaram 3,8% do total de individuos vivendo em
situacdo de rua em Floriandpolis no periodo de dois anos, o que
corresponde a um risco 131,23 vezes maior de adoecer por TB em relacao
as pessoas alojadas. O PNCT considerou a prevaléncia 67 vezes maior de
TB nessa populagéo, de acordo com estudo realizado em 2004 (BRASIL,
2012). Feske e colaboradores (2013) demostraram ainda que 0s casos de
TB entre a populacdo em situagdo de rua ndo estariam relacionados a
comorbidades, mas sim a determinantes sociais.

6.4 Desfecho dos Casos e Associacdo com Variaveis Epidemiologicas

Em relacéo ao tratamento da TB, a meta da OMS com a estratégia
DOTS era alcancar taxas de cura de 85% para todos os pacientes, e foi
ampliada para 95% em 2016 com a nova estratégia End TB (WHO
2015b). No entanto, segundo o Relatério Global da OMS (WHO 2016) o
Brasil mantém as taxas de sucesso terapéutico na faixa de 70% desde o
ano 2000 (71% em 2015), bem abaixo da primeira meta da OMS. De fato,
desde 2001 a OMS ja afirmava que entre as maiores deficiéncias em
relacdo ao controle de TB estavam as altas taxas de abandono
(SBARBARO et al., 2001). No presente estudo, a taxa de sucesso no
tratamento foi de 72,6%, com 20,6% de abandono e 4,5% de débito.
Segundo o boletim epidemioldgico da SMS de Floriandpolis, as taxas de
cura no municipio foram de 62% em 2014. A pobre adesdo e a interrupgéo
prematura do tratamento contribuem para a infectividade prolongada,
aumentando o numero de pessoas expostas ao M. tuberculosis e por
consequéncia a incidéncia da TB (LIENHARDT et al., 2012). A Adeséo
ao tratamento continua a ser uma barreira ao sucesso dos cuidados com o
paciente de TB. Reduzir a frequéncia de abandono é importante tanto para
salde dos pacientes quanto para salde da comunidade (LACKEY et al.,
2015).

Para compreender e buscar alternativas para reverter as baixas
taxas de sucesso no tratamento da TB na regido estudada realizou-se
associacdo de diferentes variaveis ao desfecho do tratamento. Constatou-
se que desfechos favoraveis foram associados a individuos do sexo
feminino, a faixa etaria mais alta (55-64 anos) e a individuos com maior
escolaridade (p=0,02, p=0,07 e p=0,03, respectivamente). Por outro lado,
viver em situacdo de rua, usar drogas ilicitas, soropositividade para o
HIV, abusar de &lcool e ser tabagista diminuiram a probabilidade de
sucesso no tratamento em 51%, 44%, 34%, 26% e 25%, respectivamente
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(p<0,01). Em coorte com 1.233 pacientes e 10% de insucesso terapéutico,
realizada no Peru, Lackey e colaboradores (2015) relatam que varios
fatores foram associados com a falha no tratamento, sugerindo um
conjunto complexo de causas. No presente estudo, utilizando modelo de
regressdo multivariavel, somente a baixa escolaridade, soropositividade
para HIV e uso de drogas ilicitas foram fatores preditivos independentes
associados a desfechos desfavoraveis no tratamento entre os individuos
estudados (Figura 20).

A baixa escolaridade foi associada ao maior risco de abandono de
tratamento em outros estudos brasileiros (NATAL, et al., 1999;
CAMPANI et al., 2011; MARUZA et a. 2011; GARRIDO et al., 2012;
MACEDO et al., 2013; SILVA et al., 2014a; CAMELO et al., 2016). O
baixo nivel de escolaridade pode comprometer a percepcéo da gravidade
da doenga, bem como a capacidade de compreensdo das orientacdes e da
prescricdo médica (NATAL et al., 1999). Um estudo sobre a escolaridade
de todos os casos de TB notificados no Brasil no ano de 2013 (91,576
€asos) mostrou que pacientes com baixa escolaridade sdo mais propensos
ater TB e a abandonar o tratamento (CAMELO et al., 2016). No presente
estudo, individuos com baixa escolaridade apresentaram um risco 1,99
(1C95%= 1,15-3,43) vezes maior de abandonar o tratamento para TB. No
estudo de Camélo e colaboradores (2016), Santa Catarina aparece entre
os trés principais Estados onde a baixa escolaridade foi fortemente
associada aos casos novos de TB, e a taxas mais altas de abandono. Os
autores concluem que programas destinados a reduzir o impacto da TB
no Brasil devem levar em conta a importancia dos niveis de educacdo. A
educacdo €, portanto, uma importante ferramenta de capacitacdo, pois
além de facilitar a compreensédo da informacg&o de salde, gera meios para
fortalecer a autonomia individual e o autocuidado em matéria de salde e
prevencdo de doengas (HINO et al., 2013).

Pessoas vivendo com HIV sdo consideradas mais propensas a
resultados desfavoraveis no tratamento da TB. Considerando 0s casos
novos notificados no Brasil em 2016, somente 49,1% dos individuos
soropositivos que iniciaram tratamento evoluiram para cura, sendo que
22,6% foram a Obito e 13,9% abandonaram o tratamento (BRASIL,
2017). No presente estudo, 0 sucesso no tratamento foi observado em
51,2% dos individuos soropositivos, a taxa de abandono foi de 31,7%
entre eles, mais que o dobro da média nacional, e 14,6% foram a 6bito,
sendo que o risco de morte foi 7,85 vezes maior do que entre os individuos
soronegativos para HIV. Prado e colaboradores (2017), avaliando o
desfecho de 68,295 casos de coinfeccdo TB/HIV no Brasil, notificados
entre 2001 a 2011, descreveram cura em 55% dos casos e 6bito em 25,7%.
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O estudo, que utilizou fontes secundarias (SINAN), incluiu TB pulmonar
e extrapulmonar, e considerou todos os tipos de entrada, inclusive
retratamento, concluiu que desfechos desfavoraveis em pacientes HIV
soropositivos foram associados a idade (15-19 e > 60 anos), uso de alcool,
viver em situacdo de rua e baixo nivel educacional, no entanto, néo
avaliou o uso de drogas ilicitas. Como a maioria dos fatores associados
com mortalidade no estudo sdo considerados marcadores
socioecondmicos de vulnerabilidade, os autores concluiram que um
melhor suporte socioecondmico para 0s pacientes, seria a chave para
melhorar os desfechos entre soropositivos (PRADO et al., 2017). Estudos
recentes na Europa e Africa confirmaram o HIV como forte fator de risco
para desfechos desfavoraveis no tratamento da TB, aumentando a
mortalidade (KARO et al., 2016; GEBREMARIAN et al., 2016). E
importante ressaltar que a coinfeccdo TB/HIV ja representa um estado
avancado da doenca pelo HIV/Aids, deixando o paciente em maior
situacdo de vulnerabilidade e risco aumentado de morte (BRASIL, 2017).
No entanto, o diagndstico precoce da coinfeccdo com inicio da terapia
antirretroviral apresenta impacto significativo na sobrevida desses
pacientes, sendo importante medida para reducdo da mortalidade
(BRASIL, 2017). Estudo que avaliou o risco de morte entre pessoas
vivendo com HIV que abandonaram o tratamento para TB, encontrou
uma probabilidade quatro vezes maior do que entre aqueles que
completaram o tratamento, o risco foi mais alto entre aqueles que
abandonaram o tratamento nos primeiros trés meses (CUNHA et al.,
2017). Neste contexto, a taxa de abandono de 31,7% observada entre os
pacientes soropositivos do presente estudo é um fator alarmante e
demanda atenc¢do dos programas de controle da TB e HIV locais.

Entre os fatores individuais associados ao abandono, a utilizagéo
de drogas ilicitas apresentou o maior risco (RR 3,14 — 1C95%=1,77-5,58).
Nossos dados corroboram estudos anteriores nos quais a utilizacdo de
drogas ilicitas foi o principal determinante associado a falha no
tratamento (CAYALA et al., 2009, LACKEY et al., 2015). No entanto,
varios estudos realizados em diferentes regides do Brasil que avaliaram
fatores associados ao abandono ndo incluiram a variavel uso de drogas
ilicitas (GARRIDO et al., 2012; FURLAN et al., 2012; MACEDO et al.,
2013; PRADO et al., 2017; CUNHA et al., 2017). Um estudo utilizando
abordagem qualitativa elenca o uso de drogas ilicitas, além do etilismo,
reacdes adversas, problemas socioecondmicos, vinculo com o
profissional de salde, sensacdo de cura antes do término do tratamento,
entre outros, como fatores que levaram o paciente a abandonar o
tratamento da TB (COUTO et al., 2014). Conhecer os principais fatores
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associados com falha pode ajudar a identificar, no inicio do tratamento,
pacientes com alto risco para intervencdes suplementares antes deles
interromperem do tratamento (LACKEY et al., 2015). A utilizacdo de
drogas ilicitas, especialmente o crack, é fator de risco fortemente
associado ao abandono de tratamento na regido estudada, devendo ser
motivo para intervencGes e maior atencdo da equipe de salde desde o
inicio do tratamento.

A despeito de que caracteristicas como o uso de drogas ilicitas
foram altamente associadas ao abandono, muitos pacientes com varios
fatores de risco foram capazes de completar o tratamento com sucesso,
sendo que o contrario também foi observado no estudo. Em revisdo
sistematica Toczek e colaboradores (2013) apontam que entre outros
fatores que podem contribuir com a interrup¢do precoce do tratamento
esta a falta de engajamento e empenho do servico de salide em integrar e
educar o paciente com a finalidade de promover a cura. O impacto da
estratégia de educacao intensiva na adesdo foi demostrado em Bangladesh
(LEE et al., 2013). Diminuicdo significativa do abandono devido a
intervencBes educacionais e aconselhamento psicologico também foi
demostrada na Etidpia (TOLA et al., 2016).

6.5 Caracterizacdo Genética

Com excecdo de um isolado caracterizado como M. bovis, 0s
demais isolados do estudo pertenciam a linhagem moderna 4 ou Euro-
Americana, predominantemente LAM, T e Haarlem, que constituem as
familias mais frequentes na Europa, Africa, América Central e América
do Sul (BRUDEY et al.,, 2006). Ndo foram observados isolados
pertencentes as linhagens CAS, EAI, Beijing e Africanum na regido. A
linhagem LAM representou 62,1% dos isolados do presente estudo, sendo
16,4% identificados como LAM9 principalmente SIT42/LAM9 (9,6%),
no entanto, o SIT mais frequente foi o SIT216/LAM5 que representou
11,0% de todos isolados. Em estudo recente realizado, por nosso grupo
de pesquisa, nos complexos penitencidrios de Santa Catarina, Medeiros
(2015) descreveu o SIT216/LAM5 como o mais frequente entre os
presidiarios do Estado. Prisdes superlotadas, com altas taxas de HIV e
usuarios de drogas ilicitas constituem um excelente meio para
transmissdo da TB. O presente estudo evidenciou alta circulagdo na
comunidade do principal cluster de M. tuberculosis isolado nos presidios
catarinenses. De fato, a circulacdo de visitantes e trabalhadores nas
prisGes, entre prisdes e dentro da populagdo em geral, além da liberacdo
de presidiarios, leva a rapida transmisséo da TB dentro e fora do sistema
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penitenciario, conforme demonstrado no presente estudo, representando
um grave problema de salde publica, pois 0s muros sdo irrelevantes
diante do movimento de individuos e de uma doenca infecto contagiosa
de transmissao por via aérea (OLIVEIRA; CARDOSO, 2004; MACNEIL
et al., 2005; TODRYS et al., 2011). No presente estudo, entre os 24
individuos dos quais foram isolados microrganismos da sublinhagem
SIT216/LAMS5, um informou ser ex-presidiario, um informou que
visitava um amigo presidiario com TB, dois eram moradores de rua, um
era ex-interno de clinica de recuperacao para dependentes quimicos, 11
informaram ter parentes que trataram ou estavam em tratamento para TB
e oito informaram ndo conhecer ninguém com a doenca. O indice de
transmissdo recente calculado com base no spoligotyping para o SIT216
foi 0,85, ou seja, 85% dos isolados circulantes na regido estariam
associados com transmissdo recente da TB.

A regido da grande Floriandpolis foi colonizada por imigrantes
portugueses no século XVIII, fato que pode estar associado a similaridade
entre a maioria das linhagens circulantes em ambas as regides. Estudo
realizado em Portugal descreveu um predominio da linhagem LAM
(51%), sendo 18,5% LAM9 e 11,50% SIT42/LAM9 (DAVID et al.,
2007). No presente estudo, a familia T representou 20,5% dos isolados,
sendo 12,8% T1, e a Haarlem 9,6% dos isolados sendo 5,9% H3,
principalmente SIT50 (4%). Resultados semelhantes aos observados em
Portugal, no qual 23% dos isolados pertenciam a familia T, sendo 18%
T1 e 10% H sendo 4,1% H3, principalmente SIT50 (4%) (DAVID et al.,
2007). Nogueira e colaboradores (2016), em estudo com amostras do
Estado de Santa Catarina, também descreveram o predominio de LAM
(47,5%), sendo 16,5% LAM9 e 9,6% SIT42/LAMY, seguido pela
superfamilia T (25,9%) e Harleem (12,3%). No referido estudo, o
principal SIT isolado entre as 135 amostras da regido da grande
Florianépolis, no entanto, foi SIT64/LAM6 (9,6%), seguido pelos
SIT73/T (8,1%), SIT42/LAM9(6,7%), SITI3/LAMS (5,9%) e SIT65/T1
e SIT50/H3 (4,4%), sendo que ndo foram descritos isolados
SIT216/LAMS. Tais diferencas podem ser referentes aos periodos de
coletas de amostras de ambos os estudos (2010-2011 e 2014/2016),
informacdo relevante para caracterizar uma recente e importante
disseminacdo da sublinhagem SIT216/LAMS5 na regido, com aumento na
circulagho do SIT42/LAM9 e SIT17/LAM2, e diminuicdo do
SIT64/LAMS, SIT73/T, sendo que SIT65/T1 e SIT50/H3 se mantiveram
em proporcGes semelhantes. No entanto, estas diferencas podem
representar um viés de amostragem, visto que no periodo do estudo de
Nogueira e colaboradores (2010-2011), a grande Floriandpolis realizava
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cultura  somente para casos de retratamento, pacientes
imunocomprometidos, baciloscopias positivas no final de segundo més
de tratamento, e pacientes com suspeita de TB resistente. Em meados de
2013, os laboratérios municipais e hospitais da regido passaram a realizar
culturas para todas as amostras enviadas para pesquisa de bacilo alcool
acido resistente, 0 que torna a amostragem do presente estudo mais
representativa dos isolados circulantes em toda a comunidade.

Um estudo com amostras de 11 Estados brasileiros, sendo 51% o
delas do Rio de Janeiro, e no qual ndo foram incluidas amostras de Santa
Catarina, descreveu uma frequéncia de 46,2% de isolados LAM,
apresentando distribuicdo bastante heterogénea da linhagem, chegando a
81,6% dos isolados de Sergipe e 70% dos isolados do Ceara, regides
também colonizadas por portugueses, caindo para 35% em Sédo Paulo
(GOMES et al., 2012). Vasconcelos e colaboradores (2014) descreveram
em estudo com isolados mais recentes no Rio de Janeiro, que a linhagem
LAM representou 43,6% dos isolados, sendo 14,7% LAM9 e 8,2%
SIT42, a superfamilia T representou 34,9% dos isolados, sendo 23,8% T1
e a Haarlem 18,3%, sendo 11% H3. Diferentes regides dos Estados
vizinhos, Parana e Rio Grande do Sul, apresentaram diferentes padrfes
de distribuicdo das principais linhagens encontradas, LAM 50,1/26,9%,
T 20,8/11,8% e Haarlem 2,1/17,2% em estudos realizados no Parand, e
LAM 38/37% Haarlem 31/11,1% e T 20/27,4% em estudos realizados no
Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2009; CAFRUNE et al., 2009;
NOGUTl etal., 2010; MACHADO et al., 2014). Este compilado de dados
mostra que, apesar da proximidade geografica, as linhagens de M.
tuberculosis circulantes sdo bem diferenciadas, reforcando a importancia
de estudos locais de genotipagem para compreensdo da distribuicdo e
circulagdo dos isolados, que parece sofrer influéncia do tipo de
colonizacéo e de caracteristica referentes com circulacdo de pessoas em
cada regido. O presente estudo encontrou isolados com descri¢do pouco
frequentes no Brasil, sendo dois isolados LAM11 ZWE/SIT59,
predominantes na regido do Zimbabwe, que foram recuperados de um
paciente residente em Sdo José, de raca branca, que trabalha como
vigilante na mesma cidade e 0 outro recuperado de paciente residente em
Florianodpolis, raca branca, dentista, sem vinculo aparente entre 0s casos;
além de um isolado T1-RUS2, recuperado de paciente morador de rua e
usuério de crack da cidade de Floriandpolis.

Analisando a distribuicdo das principais sublinhagens nos bairros
com maior prevaléncia de TB, o presente estudo evidenciou uma possivel
disseminacéo de clusters em alguns bairros da regido (Figura 22). No
bairro José Mendes 85,7% (6/7) dos isolados pertenciam aos SITs
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216/LAMS e 42/LAMSY; no bairro Ipiranga 33,3% (3/9) dos isolados
pertenciam ao SIT241/T1, 22,2% (2/9) ao SIT65/T1 e 22,2% (2/9) ao SIT
216/LAMDS; no Saco dos Limdes 28,6% (2/7) dos isolados do pertenciam
ao SIT3099; em Forquilhinhas 25% (3/12) e dos isolados pertencia ao
SIT73/T e 25% ao SIT216/LAMDS; e no bairro Monte Cristo, os SITs
20/LAM1, 47/H1, 73/T, 216/LAMS5 e 823/T1 representaram pequenos
clusters (2/14). Embora ligacGes epidemioldgicas especificas nado
puderam ser determinadas no estudo, nossos dados sugerem que a alta
prevaléncia de TB nesses bairros possa estar sendo influenciada pela
transmissdo ativa destes pequenos clusters, chamando atencdo para o
SIT216 associado a clusters em quatro dos sete bairros com maior nimero
de casos de TB nos dois municipios. Ribeiro e colaboradores (2015)
realizaram analise espacial e genotipica da transmissdo de M. tuberculosis
na cidade de Vitoria/ES, que assim como Floriandpolis, tem apresentado
aumento na incidéncia de TB, e revelaram uma transmissdo ativa e
continua da TB causada por pequenos clusters em bairros especificos da
cidade. Os autores sugerem que a TB é transmitida dentro de pequenas
areas de pobreza com condi¢des precérias de habitacio e saneamento.
Além disso, o agrupamento espacial pode representar redes sociais dentro
de areas urbanas, a rede provavelmente se rompe por barreiras raciais e
econdmicas como um movimento que atravessa a paisagem urbana, ou
seja, pessoas de bairros pobres provavelmente estdo interagindo e
participando de atividades, assim, uma vez que determinada linhagem
entra em uma rede social, aguele isolado em particular tende a se propagar
e permanecer naquela rede, revelando vias de transmissdo que seguem
classes sociais distintas (RIBEIRO et al., 2015). Os dados sugerem que
0s programas de controle de TB, devem focar em rigorosa investigacdo
dos contatos, intensificar o monitoramento dos pacientes em tratamento,
mantendo-0s em isolamento respiratdrio até a comprovada negativacéo
da baciloscopia, além de investir em novas estratégias para reduzir o
abandono, rompendo de forma especifica e ativa a transmissao dentro das
comunidades ou nlcleos sociais.

Em 2007 foi identificado um gendtipo de M. tuberculosis
predominante na cidade do Rio de Janeiro. A sublinhagem RDR ¢ um
derivado da familia LAM que apresentou uma delecdo de
aproximadamente 0,6% do genoma (LAZZARINNI et al., 2007). Entre
0s genes deletados encontram-se alguns associados ao reconhecimento da
micobactéria pelo sistema imune do hospedeiro (LAZZARINNI et al.,
2007). No presente estudo, a delecdo foi observada em 33,6% dos
isolados de M. tuberculosis, compreendendo 16 perfis diferentes, todos
pertencentes a linhagem LAM, representando seis perfis Gnicos e 10
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clusters (2 a 17 isolados). Apesar da descricdo mais recente, Soares e
colaboradores (2013) demonstraram que a sublinhagem estava presente
em 28,9% dos isolados da cidade de Rio Grande-RS entre 1998 e 2001 e
que alta diversidade clonal foi observada entre esses isolados. Assim
como descrito por Lazarinni em 2007, as sublinhagens LAM1 e LAM2
do presente estudo foram exclusivamente formadas pelo genétipo RDRP,
e em nenhum isolado da sublinhagem LAM3 foi encontrada delecéo. O
presente estudo, no entanto, descreveu a presenca da delecdo em dois
isolados LAM11, sublinhagem que ndo foi encontrada no estudo de
Lazarinni e colaboradores. Além disso, todos os 11 isolados LAM6 do
presente estudo ndo apresentaram a delecéo, diferentemente do observado
nos isolados do Rio de Janeiro, dos quais 11,8% (2/17) apresentaram a
delecdo RDR® (LAZARINNI et al., 2007).

Segundo Brudey e colaboradores (2006), LAM9 seria o
spoligotype LAM basico e presumivelmente a origem da linhagem LAM.
Partindo desta informacéo e verificando o inter-relacionamento genético
entre os isolados LAM, Lazarinni e colaboradores (2007) sugeriram que
a delecdo RDR pode ter se originado em um progenitor LAM9, que entéo
diversificou e expandiu com sucessivas perdas ou disrupces de
elementos espacgadores DR. Por outro lado, 0s autores apontam ainda que
a presenca de isolados LAM9, LAM4 e LAMS5 com e sem delecéo,
poderia sugerir homoplasia de polimorfismo de grande sequencias como
origem da delegdo. Independentemente da sua origem, a diversidade de
padrdes de spoligotypes entre os isolados da familia LAM, segundo os
autores, sugere que provavelmente a linhagem deva ter uma histéria
relativamente longa de circulacdo no Brasil (LAZARINNI et al., 2007).

6.6 Associagdo entre Caracteristicas Genéticas dos Isolados, Populagdo
Estudada e Desfecho

No presente estudo, as sublinhagens T1, H3 e T foram
predominantemente isoladas em individuos do sexo masculino (78,6%,
69,2% e 66,7%, respectivamente), sendo LAM9 e T associadas
predominantemente a usuérios de drogas ilicitas (51,5% e 41,7%,
respectivamente), H3, LAM1 e LAM2 a individuos que abusavam de
alcool (50%, 41,7% e 38,5%, respectivamente), e T1 associada a ambos
(47,8%). T1 e H3 foram também associadas a individuos vivendo em
situacdo de rua (p<0,01). As sublinhagens LAM1, LAM9, LAMS5 e H3,
apresentaram maiores propor¢des de individuos HIV soropositivos.
Considerando a representatividade em ndmero de individuos e a
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associacdo ao uso de drogas ilicitas, os SITs 42, 65, 73, 216 e 3099
representaram clusters de no minimo 5 isolados. Associando ao abuso de
alcool, os SITs 17, 42, 65, e 216 também representaram clusters de no
minimo 5 isolados. Este achado demonstra transmissdo relacionada a
habitos, possivelmente devido a formacdo de redes sociais, conforme
discutido anteriormente. O uso abusivo de alcool e de drogas ilicitas foi
considerado fator de risco para disseminacdo clonal (“clustering”) ou
transmissao recente da doencga em paises de alta e baixa incidéncia de TB
(FOK et al., 2008).

Ao avaliar algumas caracteristicas clinicas associadas a gravidade
da doenga e & maior transmissibilidade os SITs 20/LAM1 e 3099/LAM9
destacaram-se pela alta carga bacilar, presenca de hemoptise e cavitagéo,
além da perda ponderal severa observadas em mais de 50% dos
individuos (Figura 31). Todos os isolados destes dois SITs apresentam a
delecdo RDR. No entanto, considerando todos os isolados RDR® do
estudo, que representaram um ter¢o dos casos novos de TB na regido
(33,6%), ndo foram encontradas associagdes positivas entre a presenca da
delecdo e fatores relacionados a maior transmissibilidade como a
presenca de alta carga bacilar e cavitagdes. Mas corroboram os relatos de
alta prevaléncia da delecdo em diversas regifes do Brasil (LAZZARINNI
et al., 2008, GIBSON et al., 2008, VON GROLL et al., 2010b, GOMES
et al., 2012; MORAES et al., 2017). Em relacdo a gravidade da doenga,
foi observada maior porcentagem de pacientes com hemoptise associada
a presenca da delecdo (p=0,16), e foi significativamente associada ao
aparecimento de nodulos nas imagens radiograficas (p=0,04), implicando
maior probabilidade de doenca disseminada. Outro achado do presente
estudo foi a menor porcentagem de microrganismos com dele¢do em
individuos do sexo masculino (p=0,09), sendo significativamente mais
baixa entre a populacdo vivendo em situagdo de rua (p=0,04), que no
presente estudo foi constituida exclusivamente pelo sexo masculino.
Diferentemente do encontrado por Moraes e colaboradores (2017), o
presente estudo ndo observou associacdo entre a presenca da delecéo e o
uso abusivo de alcool (p=0,65). Por outro lado, a despeito das diferencas
na segregacdo entre faixas etérias, Moraes e colaboradores (2017)
relataram uma probabilidade 2,59 vezes maior e 2,94 vezes maior da
delecdo estar presente em individuos entre 36-60 anos e >60 anos,
respectivamente. No presente estudo, em individuos das faixas etarias
inferiores a 54 anos, as porcentagens de microrganismos com delecéo
foram proximas a 30%, subindo para 46,2% entre 55-64 anos e 71,4% em
individuos com 65 anos ou mais (p=0,18). Assim, considerando todos 0s
individuos do presente estudo, na faixa etaria > 55 anos a probabilidade
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da presenca delegéo foi 1,69 (C195%=1,14-2,50) vezes maior, ¢ em > 65
anos foi 2,20 (C195%=1,33-3,66) vezes maior, corroborando, embora em
menor propor¢do, os achados de Moraes e colaboradores (2017).

Os primeiros estudos sobre a sublinhagem RDRP revelaram uma
alta taxa de transmissao, que foi associada como possivel causa de doenca
mais severa (LAZZARINNI et al., 2008), associacdo questionada por
estudos posteriores que ndo observaram diferencas clinicas, radioldgicas
ou laboratoriais (BARBOSA et al., 2012; DALLA COSTA et al., 2013;
MORAES et al., 2017). Os achados do presente estudo sugerem que a
associacdo a maior transmissibilidade, descrita por Lazzarinni e
colaboradores, possa ndo estar relacionada diretamente a presenca da
delecdo, mas talvez a outras caracteristicas de clusters especificos,
representados aqui pelos SITs 20 e 3099 que precisam ser melhor
avaliados. Da mesma forma, a associagdo observada no presente estudo
entre a presencga da dele¢do e a ocorréncia de hemoptise, pode ndo estar
relacionada a dele¢do em si, mas a outras caracteristicas especificas destes
clusters.

Como observado no estudo de Lazarinni e colaboradores (2007),
os isolados RDR® do presente estudo estiveram dispersos por toda area
geogréfica e periodo estudados e foram responsaveis por grande
proporcdo da carga de TB. Nosso estudo também ndo confirmou
caracteristicas de maior transmissibilidade associadas diretamente a
delecdo. No entanto, diante da alta prevaléncia, ampla distribuicdo e da
associagdo as faixas etérias mais velhas/avancadas, poderiamos especular
que a delecdo RDR® influenciaria a capacidade de reativacdo do bacilo
em estado de laténcia. Entre os 10 genes deletados encontram-se dois que
codificam proteinas da familia PE/PPE, cujo papel ainda ndo foi
completamente elucidado, mas que representam aproximadamente 10%
da capacidade codificadora do genoma do M. tuberculosis. Estudo
realizado com proteinas PE/PPE demonstrou que elas formam um
complexo sollvel, localizado na superficie bacteriana ou secretado, que
interage com células do hospedeiro, induzindo a morte de macréfagos por
necrose, independentemente de TNFa, 6xido nitrico ou NF-kB, utilizando
mecanismo ainda desconhecido (TUNDUP et al., 2014). Os autores
sugerem que o complexo poderia estar envolvido ainda em uma espécie
de “quérum sensing imune”, que seria secretado para detectar o status
imune do hospedeiro, e apbs isso, transmitiria um sinal para o
microrganismo permanecer em dorméncia ou promover a necrose do
macréfago. Estas proteinas teriam importante papel na viruléncia e
reativacdo da TB, associadas com multiplicacdo e disseminacdo
bacteriana apds a morte do macréfago por necrose (TUNDUP et al.,
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2014). Embora necessitando de comprovagédo, os dados sugerem que a
delecdo poderia estimular respostas compensatorias associadas ao
aumento na expressdo de genes, resultando no aumento da secrecdo de
proteinas do complexo PE/PPE, e consequentemente em uma maior
probabilidade de reativacdo da TB latente.

Por outro lado, a laténcia parece representar um porto seguro para
infeccbes futuras, otimizando a persisténcia de M. tuberculosis em
populacdes humanas (CHISHOLM; TANAKA, 2016). Estudo indica que
a taxa de ativacdo € diferente entre as linhagens, sugerindo que este
fendtipo esta sob selecdo evolutiva (De JONG et al., 2008). Utilizando
modelos matematicos, Zheng e colaboradores (2014), mostraram que
uma laténcia prolongada pode prover uma vantagem evolucionaria,
melhorando a persisténcia na populacdo, sendo a laténcia intermediaria
considerada 6tima para persisténcia do microrganismo. Uma longa
laténcia e baixa taxa de ativacdo poderia ser uma estratégia com
beneficios evolucionarios ao microrganismo por aumentar seu fitness.
Para doencas infecciosas, a medida do fitness geralmente é a
transmissibilidade, definida pelo nimero de reproducgdes (Ro), o isolado
com maior Ro serd mais competitivo em uma disputa direta. No entanto,
na auséncia de concorréncia direta, isolados com Ro mais baixas poderiam
ter vantagens, pois evitariam a sua exting¢ao local e, portanto, venceriam
a concorréncia indireta contra isolados com maior transmissibilidade.
Dessa forma, um modo alternativo de capturar o fitness de um patégeno
seria pela quantificacdo de sua habilidade de persistir na populagéo
hospedeira (PARVIEN; DIECKMANN, 2013; ZHENG et al., 2014;
CHISHOLM; TANAKA, 2016). Uma vez que M. tuberculosis ¢ um
microrganismo que infecta humanos por milénios, desenvolveu
estratégias que Ihe permitiram persistir promovendo infeccdo ativa em
populacdes relativamente pequenas de hospedeiros e espacialmente
estruturadas. Sob tais circunstancias, os beneficios do fitness devido a ndo
extincdo podem ter tido um impacto importante na dindmica evolutiva
geral (ZHENG et al., 2014; CHISHOLM; TANAKA, 2016). Baseado
nestas teorias evoluciondrias, a alta prevaléncia de microrganismos com
a delecdo RDR, poderia ser resultado de uma longa laténcia e uma baixa
taxa de ativacdo, possivelmente relacionadas a perda de genes do
completo PE/PPE, que evolutivamente levaram a persisténcia destes
isolados na populagéo.

A delecdo ndo apresentou associagdo significativa com fatores
como escolaridade ou comportamentos relacionados a TB no presente
estudo. Da mesma forma, ndo foram observadas associagBes entre a
presenca da delegdo e algum desfecho especifico (cura, abandono, falha
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ou 0bito). Quando correlacionada com ao sucesso no tratamento, a
presenca da delecdo foi significativamente associada a individuos do sexo
feminino (p=0,02). No entanto, a delecdo foi mais frequente no sexo
feminino (41,0%), género que também apresentou maior probabilidade
de sucesso no tratamento (82,1%) (p=0,02).

Em relacdo a maior transmissibilidade, o SIT216/LAM5, o0 mais
frequente entre os isolados do estudo, que baseado no indice de
transmissdo recente calculado (ITRn1 = 0,85) teria 85% dos isolados
circulantes associados a transmissdo recente, foi também o que
apresentou maior propor¢do de individuos com alta carga bacilar,
aproximadamente 60%. Nossos resultados corroboram estudos discutidos
anteriormente, que associam a alta carga bacilar com maior infectividade,
ou seja, maior risco de transmissdo da TB (YODER et al., 2004; O’'SHEA
et al.,2014).

O SIT73/T, a despeito da baixa taxa de realizagdo de baciloscopia
de controle, foi 0 que apresentou maior proporcdo de permanéncia de
baciloscopias positivas no quarto més de tratamento (60%). Neste SIT, a
alta carga bacilar no diagnostico e a presenca de cavitacdo estiveram
presentes somente em cerca de 30% dos individuos, fatores que foram
associados a permanéncia de bacilos no segundo e quarto meses de
tratamento e que sdo amplamente relacionados a falha terapéutica, recaida
(BENATOR et al., 2002, KUABAN et al., 2009, HORNE et al., 2010,
KANG et al.,2016). Por outro lado, o SIT73/T apresentou alta propor¢édo
de individuos que relataram uso de drogas ilicitas, representando um
importante viés para desfechos desfavordveis. Da mesma forma, o
SIT42/LAM9 que também apresentou alta proporcdo de individuos
usuarios de drogas ilicitas, teve aproximadamente 30% de individuos com
alta carga bacilar e cavitagdo no diagndstico e 28,6% dos individuos que
realizaram baciloscopia no quarto més de tratamento permaneceram
positivos. Entre os SITs mais prevalentes no estudo, outros trés foram
associados com permanéncia de baciloscopia positiva no quarto més de
tratamento, o SIT20/LAM1, que no presente estudo foi relacionado
também a alta carga bacilar, cavita¢cdes e doenca mais severa e foi o que
apresentou maior propor¢do de baciloscopia positivas no segundo més, o
SIT65/T1 relacionado em 50% dos individuos com presenga de
cavitacBes, além de 60% deles utilizarem drogas ilicitas e alcool e o
SIT50/H3. Os SITs T1 e H3 foram relacionados também a CIMs mais
elevadas para Rifampicina (Figura 42), 80% dos microrganismos
classificados no SIT65 apresentaram CIM entre 0,5 e 10 pg/mL para
rifampicina e 56% no SIT50, sendo que neste Ultimo um microrganismo
foi resistente (> 8 pg/mL).
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Quando associamos as principais linhagens do estudo ao sucesso
no tratamento, observamos que as sublinhagens T, H3, LAM9 e LAM5
representaram as menores proporcoes de desfecho favoravel. No SIT
3099/LAM9, apenas um terco dos individuos obteve sucesso no
tratamento, um pouco mais da metade dos individuos com infec¢des por
microrganismos pertencentes ao SIT 50/H3 e aproximadamente 60% dos
pertencentes aos SITs 73/T, 42/LAM9 e 216/LAMS5 evoluiram com
desfechos favoraveis. Estes representaram o primeiro, segundo, quarto,
sétimo e nono maiores clusters isolados no estudo. Com excecéo dos SITs
50/H3 e 216/LAMS, os demais foram também muito frequentes entre
usuarios de drogas ilicitas. Considerando que o uso de drogas ilicitas foi
uma das variaveis independentes associadas ao abandono de tratamento,
jaseria esperado que os clusters relacionados a estes pacientes estivessem
sendo transmitidos em maior frequéncia dentro da comunidade.
Corroborando a afirmacéo de Lienhardt e colaboradores (2012), de que a
interrupcdo prematura do tratamento aumenta 0 ndmero de pessoas
expostas ao M. tuberculosis, verificado pela disseminacdo dos clusters, e
por consequéncia aumenta a incidéncia da TB. A linhagem LAM 4, por
outro lado, foi representada no presente estudo por 11 isolados de quatro
SITs diferentes (60/2514/Orphanl/Unknown2), ou seja, teve ampla
diversidade genética, apresentou 90,9% de associagcdo com sucesso no
tratamento. Estes dados fortalecem a associacdo entre abandono e
aumento na circulacdo de linhagens especificas (clusters), aumentando
consequentemente o numero de casos de TB na regido.

A presenca da delecdo RDR, que representou 33,6% dos isolados
de M. tuberculosis do estudo, foi associada ao sucesso no tratamento em
36% dos individuos e ao abandono em 28,3%. A despeito de ndo haver
diferencas significativas, a delecdo foi mais frequentemente relacionada
a desfechos favoraveis, reforcando a hipétese de que sua ampla
distribuicdo (1/3 dos casos de TB na grande Florianépolis), poderia ser
associada com reativacdo da TB latente.

6.7 Concentragdo Inibitéria Minima

Passados mais de 50 anos das consideracdes de Canneti (1963),
sobre a superioridade de um teste de sensibilidade quantitativo para M.
tuberculosis que proporcionasse informagdes sobre o nivel de resisténcia,
e com a urgente demanda atual por medidas quantitativas, ainda ndo
existe um método universalmente aceito para determinacédo da CIM para
M. tuberculosis (SCHON et al., 2017). Um dos métodos comerciais
disponiveis, MGIT 960 é proposto por alguns especialistas como
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referéncia para determinagédo da CIM (CAMBAU et al., 2015; SCHON et
al., 2017). No entanto, seu alto custo torna a determinacdo da CIM
inviavel para utilizacdo na rotina, especialmente nos paises de baixa
renda, onde a TB é mais frequente e os problemas com resisténcia sao
maiores. O presente estudo, determinou a CIM por metodologia de
microdiluicdo em placa, amplamente utilizada como padrdo ouro em
microbiologia para bactérias Gram positivas e negativas, que além de ndo
necessitar de equipamentos, apresenta baixo custo, realizando leitura por
oxirreducdo e microscopia. Este método se constitui uma alternativa
barata que poderia ser implementada em paises com recursos escassos.
Na primeira avaliagdo, por comparacdo direta com resultados do
LACEN/SC realizados no MGIT960 com concentragdo critica, a
metodologia apresentou excelentes resultados para rifampicina
(sensibilidade de 100% e especificidade de 99,5%), mas a sensibilidade
foi muito baixa para Isoniazida (50%), com boa especificidade (96,9%
ponto de corte de 0,12 pg/mL e 98,4% ponto de corte de 0,25 pg/mL). Os
resultados discordantes foram repetidos com novo repique da aliquota de
estoque e confirmados por metodologia de microdiluicdo. Em um
segundo momento, os isolados discordantes serdo repetidos no MGIT960
e mantidas as discordancias, serdo avaliados por metodologia molecular
para verificar a presenca de mutacGes associadas & resisténcia aos
respectivos antimicrobianos. A metodologia de microdiluicdo em placa,
utilizando indculo de mesma concentracdo e comparadas ao
MGIT960/460, avaliada por outros estudos, apresentou boa sensibilidade
para isoniazida (95,0-98,2), e rifampicina (91,5-96,2) (PALOMINO etal.,
2002, RIBEIRO et al., 2004). Metanalise com estudos que incluiram
como padrdo de comparagdo o método das proporches, descreveu
sensibilidade a isoniazida como 96% (94-98%) e rifampicina 97% (95-
98%) (COBAN et al., 2014). No entanto, em todos estes estudos os
isolados eram predominantemente multirresistentes. A determinacdo da
CIM realizada com os isolados MDR no presente estudo (excluidos da
andlise) teve 100% de concordancia com os resultados do MGIT (dados
ndo mostrados). O estudo de Heysell e colaboradores (2015), comparando
a microdiluicdo em placa comercial (Sensitre™) com MGIT 960, com
sensibilidade para isoniazida de 93,8% (0,12 pg/mL) e 90,0% (0,25
pug/mL), encontrou oito isolados resistentes pelo MGIT que foram
sensiveis pela microdilui¢ao (CIM entre < 0,03 e 0,25), dois apresentaram
mutagdo em katG, além de dois isolados sensiveis & isoniazida pelo MGIT
que foram resistentes pela microdiluicdo (CIM 2,0 e 4,0 ug/mL), um
apresentou muta¢do em inhA (CIM 2,0 pg/mL) (HEYSELL et al., 2015).
Ainda no estudo de Heysell e colaboradores (2015), dois isolados
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sensiveis a rifampicina pelo MGIT foram resistentes pela microdilui¢éo
(CIM >16,0 pg/mL) e um deles apresentava mutacdo em rpoB. Baixos
niveis de resisténcia a rifampicina, ligados a mutacdes especificas no gene
rpoB, com desfechos bacteriologicamente desfavoraveis, foram
erroneamente classificados como sensiveis pelos sistemas MGIT em teste
de proficiéncia em laboratorios de referéncia supra-nacionais, sugerindo
necessidade de incubacdo prolongada ou aumento no indculo ou ainda,
diminuicdo no ponto de corte para o sistema automatizado para 0,5 pg/mL
(VAN DEUN et al., 2009). O mesmo grupo de pesquisa, associou
resultados falso sensiveis no sistema MGIT a mutagGes para rifampicina
nos codons 511Pro, 516Tyr, 533Pro, 572Phe e diversas mutagdes 526
(RIGOUTS et al., 2013).

Comparando as duas metodologias de leitura utilizadas no estudo,
inferimos que a microscopia foi superior & oxirredugdo por permitir a
leitura e interpretagdo de resultados para 0s quais a resazurina ndo
apresentou reatividade, por meio de alteracdo da cor dos controles
positivos, ap6s sete dias de incubacdo (20 isolados) ou apresentou
redugdo do corante por provavel contaminagdo (9 isolados), assim, em
13,5% das amostras a leitura de fato, sé foi possivel por microscopia. A
vantagem da resazurina sobre a microscopia seria 0 tempo mais curto para
liberacdo dos resultados, sete versus 10/14 dias. No entanto, para 0s
isolados resistentes a altas concentragfes do antimicrobiano, as leituras
por microscopia em sete dias foram bem definidas, as dificuldades de
leitura neste tempo foram em relacdo & visualizagdo do ponto de corte
para isolados com CIM mais baixas, que ficavam mais definidas a
medida que os corddes, demonstrando o crescimento bacteriano, ficavam
maiores (14 dias). A principal vantagem da microscopia seria a
possibilidade de visualizar o crescimento bacteriano tipico da
micobactéria, evidenciando a ocorréncia de contaminacdo por
crescimento de outros microrganismos, no presente estudo, permitiu
ainda a leitura de isolados com crescimento mais lento, possibilitando a
interpretacdo de um nlmero maior de resultados.

A definicdo do ponto de corte depende da distribuicdo Gaussiana
dos niveis de CIM associados aos mecanismos de resisténcia, separando
em resisténcia de baixo, moderado ou auto nivel, o ponto de corte
epidemiolégico é a CIM mais alta para microrganismos desprovidos de
resisténcia fenotipica detectavel (BOTTGER, 2011; KAHLMETER,
2015). O ponto de corte deve ser resultado de uma porcentagem
cumulativa da distribuicdo dos niveis de CIM associados a diferentes
mecanismos de resisténcia e a frequéncia da presenca dos diferentes
mecanismos de resisténcia na populacdo (BOTTGER, 2011). Para
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isoniazida, a resisténcia fenotipica de baixo nivel parece ser uma entidade
genética distinta separada por medidas quantitativas do fenétipo de alto
nivel de resisténcia, ja descrito na década de 90 e confirmado em estudo
recente. Relacionando alta frequéncia de mutagdes em KatG
(principalmente S315T) com niveis intermediarios e altos de resisténcia
e mutagdes na regido promotora inhA com baixos niveis de resisténcia
(VICTOR et al., 1997; CAMBAU et al., 2015). No entanto, segundo
Bottger (2011), concentragfes do farmaco que superam o fenétipo de
resisténcia de baixo nivel sdo facilmente obtidas in vivo, podendo nédo
corresponder a resisténcia clinica. Caracteristicas de biodisponilidade
utilizando dados de farmacocinética e farmacodindmica dos
antimicrobianos sdo utilizadas para sugerir pontos de cortes, mas podem
ndo estar diretamente ligadas ao desfecho clinico, ainda mais no caso da
TB que combina quatro farmacos simultaneamente. A eficiéncia de
farmacos ndo antagdnicos em terapia combinada serd normalmente
aditiva, reduzindo efetivamente a CIM, dessa forma concentragdes
suficientemente altas podem ser alcancadas in vivo a despeito da
resisténcia de nivel baixo ou moderado (BOTTGER 2011). Portanto,
pontos de corte clinicos deveriam ser definidos por meio da combinagéo
da distribuicdo da CIM, desfecho clinico e dados de farmacocinética e
farmacodindmica (BOTTGER 2011; ANGEBY et al., 2012;
KAHLMETER 2015; SCHON et al., 2017).

Quando associados ao monitoramento terapéutico e resposta
clinica os testes quantitativos determinardo o impacto das CIMs no
desfecho do tratamento. A despeito da falta de informac@es robustas, criar
a categoria intermediaria, comum para outros microrganismos, parece
uma alternativa interessante para M. tuberculosis, pois separaria isolados
sensiveis daqueles com CIM mais elevadas, associadas a mutagdes. A
categoria intermedidria indica que um isolado pode ser tratado com doses
maiores do antimicrobiano obtendo sucesso terapéutico (KAHLMETER,
2015). Evitando que isolados com baixos niveis de resisténcia,
erroneamente classificados como sensiveis, sejam tratados com doses
inadequadas do antimicrobiano, levando a desfechos desfavoraveis e
desenvolvimento de resisténcia de alto nivel conforme descrito por
Pasipanodya e colaboradores (2013). Além disso, possibilitaria a
utilizacdo de doses mais elevadas de farmacos de primeira linha em
isolados com resisténcia de baixo nivel, classificados como resistentes
pela concentragdo critica, otimizando a terapia e melhorando o0s
desfechos, visto que sdo mais potentes e menos tdxicos.

Considerando a concentracdo determinada pelo CLSI para o
método das proporgoes, de 0,2 ug/mL para isoniazida e 1,0 ug/mL para
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rifampicina, no qual os microrganismos que crescem nos meios com estas
concentracBes sdo considerados resistentes, e que a CIM é a menor
concentragdo de um antimicrobiano que impede o crescimento visivel do
microrganismo, o presente estudo assumiu a CIM para isoniazida como
>0,25 pg/mL e para rifampicina como > 1,0 pg/mL. Estas CIMs também
corresponderam a distribui¢do Gaussiana dos isolados do presente estudo
considerados sensiveis pelo sistema MGIT 960 (Figura 39 e 40).

Entre os casos novos de TB pulmonar que receberam tratamento
com esquema basico na grande Florian6polis, a sensibilidade a isoniazida
foi observada em 96,7% (207/214) dos isolados, a CIM90 foi 0,125
pug/mL e a CIM50 foi 0,06 pg/mL. A sensibilidade a rifampicina foi
observada em 99,6% dos isolados, a CIM90 foi 0,5 pg/mL e a CIM50 foi
0,25 pg/mL.

Nossa hipotese de que CIMs mais altas estariam relacionadas a um
maior tempo para negativagdo da baciloscopia no escarro ndo foi
confirmada no presente estudo, mas a avaliagdo foi considerada
prejudicada devido a ndo realizacdo de baciloscopias de controle para
40% e 50% dos individuos do estudo no segundo e quarto meses de
tratamento, respectivamente. No entanto, entre os isolados pertencentes
ao SIT50/H3 que apresentaram CIMs mais altas para rifampicina,
aproximadamente 70% dos individuos que realizaram baciloscopia de
controle no segundo més permaneceram positivos, e 20% no quarto més
de tratamento (Figura 30). Como os individuos infectados por
microrganismos deste SIT, ndo apresentaram predominancia de alta carga
bacilar ou cavitagdo no momento do diagndstico (Figura 29), e, além
disso, apresentaram pouca associacdo com uso de drogas ilicitas e abuso
de alcool (Figura 26), podemos inferir que as CIMs mais elevadas para
rifampicina observadas nos isolados do SIT50/H3 influenciaram a
permanéncia de bacilos nos controles de segundo e quarto meses de
tratamento. Certamente, outros fatores estdo envolvidos na resposta
diminuida ao tratamento da TB, principalmente a biodisponibilidade do
farmaco para aquele individuo (PK/PD), que ndo foi avaliada no presente
estudo. Heysell e colaboradores (2010), em estudo com monitoramento
terapéutico dos farmacos, relataram que a maioria dos pacientes com
resposta lenta ao tratamento apresentou baixas concentracdes de
rifampicina e isoniazida duas horas apds a ingestdo. A baixa
disponibilidade dos farmacos parece estar altamente relacionada com
recidiva e demora na negativagdo da cultura. Alguns autores sugerem que
0 monitoramento terapéutico com ajuste das dosagens, em situa¢6es como
a presenca do HIV, na qual é muito frequente a observacdo de
concentracdes dos farmacos abaixo da requerida para terapia efetiva,
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aumentard a probabilidade de sucesso terapéutico (BABALIK et al.,
2011; MAGIS-ESCURRA et al.,, 2012; ALSULTAN, PELOQUIM,
2014). Aproximadamente 80% dos pacientes com biodisponibilidade
correta dos farmacos e isolados suscetiveis, terdo baciloscopia e cultura
negativas no segundo més de tratamento (BTA, 1982). Como individuos
com resposta mais lenta ao tratamento podem ter maior risco de desfecho
desfavoravel, aqueles com baciloscopia/cultura positiva no segundo més,
seriam candidatos ao monitoramento terapéutico (HEYSELL et al., 2010;
ALSULTAN; PELOQUIM, 2014). A concentracdo absorvida e o tempo
de absorcéo, especialmente da isoniazida e da rifampicina, sdo reduzidas
com a ingestdo de alimentos gordurosos, devendo sempre ser
administradas em um estdmago vazio (ALSULTAN, PELOQUIM,
2014). Além disso, polimorfismos no gene da N-acetiltransferase na
populacdo, afeta a biodisponibilidade da isoniazida. No estudo de
Hemanth e colaboradores (2017), a concentragdo sérica variou de 4,1
pg/mL em acetiladores lentos versus 10,2 ug/mL em acetiladores rapidos.

Por outro lado, apesar do pequeno nimero de casos, 0 presente
estudo observou uma tendéncia associando CIM mais altas para
rifampicina (>0,5 pg/mL) com faléncia terapéutica (50%) e obito (60%),
ndo observada para isoniazida. Além disso, 0s casos de monorresisténcia
a isoniazida evoluiram para sucesso no tratamento, sendo que os de
monorresisténcia a rifampicina tiveram desfechos desfavoraveis. Gumbo
e colaboradores (2007), afirmaram que a rifampicina é o pilar da terapia
anti-TB atual, devido a sua acdo sobre M. tuberculosis em fase
exponencial de crescimento e em bacilos ndo replicantes persistentes,
sendo um importante agente esterilizante. Considerando que durante a
fase de ataque ha uma alta carga bacilar, com muitos bacilos
extracelulares e em multiplicagdo, portanto, mais acessiveis a agdo dos
quatro antimicrobianos combinados, e que a fase de manutencéo teria a
funcdo de eliminar os bacilos persistentes, a rifampicina pode ser
considerada o alicerce da terapia combinada atual (ALSULTAN,
PELOQUIM, 2014). Em uma revisdo sistematica, Menzies e
colaboradores (2009), relataram que o desfecho do tratamento foi
significativamente pior, com altas taxas de faléncia, recidiva e aquisicéo
de resisténcia, em tratamentos que utilizaram rifampicina somente na fase
intensiva, quando comparado com regimes que utilizaram o
antimicrobiano durante os seis meses de tratamento. Segundo Van Deun
e colaboradores (2009), apesar da TB-MDR ser definida como resisténcia
a pelo menos isoniazida e rifampicina, o determinante de faléncia no
tratamento é a resisténcia a rifampicina. E possivel inferir que a influéncia
das CIMs altas (> 8 pg/mL) para a rifampicina sobre desfechos
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desfavoraveis do tratamento observadas no presente estudo, seriam
reflexo da diminuicdo ou auséncia de sua acdo esterilizante sobre os
bacilos persistentes, especialmente durante a fase de manutencao.

Por outro lado, diferentes niveis de resisténcia fenotipica foram
observados no presente estudo para isoniazida, 71,4% dos isolados
resistentes apresentaram CIM de 4 ug/mL e 28,6% CIM > 8 pg/mL.
Diferengcas que ndo aparecem quando se determina somente a
concentracdo critica, categorizando uniformemente os isolados como
resistentes. No entanto, as implicacdes biolégicas de uma resisténcia de
baixo nivel sdo diferentes de altos niveis de resisténcia, especialmente
guando sabidamente 0s niveis séricos de isoniazida podem ser muito
superiores a CIM (BOTTGER, 2011). Além disso, é possivel inferir que
a menor influéncia de CIMs mais altas para isoniazida no desfecho do
tratamento, poderia ainda ser relacionada a utilizagcdo concomitante do
etambutol na fase intensiva, que apresentando mecanismo de agdo
semelhante ao da isoniazida, compensaria sua falta/diminuicdo no
momento do tratamento em que sua a¢do é mais requerida.

Outrossim, a maior limitagdo da rifampicina no tratamento da TB
seria sua curta meia vida, que possibilita a ocorréncia de ciclos de
recrescimento bacteriano com consequente emergéncia da resisténcia,
motivo pelo qual a isoniazida é adicionada a fase de manutengdo do
tratamento (GUMBO et al., 2007). O recrescimento bacteriano parece ndo
acontecer quando altas doses de rifampicina sdo administradas; segundo
Peloquin e colaboradores (2017) a exposi¢do do microrganismo a altas
doses pode oferecer mais cura, menos selecdo de mutantes resistentes aos
farmacos e menor duracdo do tratamento.

6.8 Associacdo entre a Concentragdo Inibitéria Minima, as
Caracteristicas Genéticas dos Isolados e o Desfecho dos Casos.

A distribuico das CIMs ndo foi associada significativamente a
linhagens especificas de M. tuberculosis no presente estudo. No entanto,
observou-se uma tendéncia entre os isolados das sublinhagens H3 e T1, a
apresentarem CIMs mais altas para rifampicina, incluindo os dois
isolados resistentes. As CIMs mais elevadas para rifampicina na
sublinhagem T1 foram associadas principalmente ao SIT 53 e o isolado
resistente ao 823. Na sublinhagem H3, foram associadas exclusivamente
ao SIT50/H3, que foi relacionado também com positividade de
baciloscopias de controle no segundo e quarto meses de tratamento e a
desfechos desfavoraveis em aproximadamente metade dos individuos, a
despeito da baixa propor¢do de usudrios de drogas ilicitas (33,3%) em
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relagdo aos demais SITs. Diferentes estudos tém associado a linhagem
Haarlem a resisténcia aos antimicrobianos, incluindo isolados XDR
(PALMERO et al., 2003; FARNIA et al., 2008; CUBILLOS-RUIZ et al.,
2010; RAMAZANZADEH et al., 2015; ALVAREZ et al., 2016). No
presente estudo, outro SIT chamou a aten¢do pelas CIMs mais elevadas,
0 137/X2, que entre os cinco isolados, 3 apresentaram CIM de 0,5 pg/mL
e dois de 1 pg/mL, sendo que 40% dos individuos vivia em situacdo de
rua e 60% utilizava drogas ilicitas. Os SITs H3 e TI, também foram
associados a individuos vivendo em situacdo de rua, com possivel
associacdo a transmissdo em redes sociais influenciando a disseminagédo
primaria de isolados mais resistentes. Quando associadas diretamente
com viver em situacdo de rua, abuso de &lcool e uso de drogas ilicitas,
CIMs mais elevadas para rifampicina (> 0,5 pg/mL) foram observadas
em 52,6%, 50% e 40% dos individuos de cada grupo, respectivamente.
CIMs > 0,5 ng/mL para rifampicina foram associadas significativamente
ao abuso de alcool (p=0,04), sendo a probabilidade destes individuos de
apresentarem CIMs mais elevadas para rifampicina 1,44 (1,03-2,02)
vezes maior do que na populacdo ndo alcoolista. Além disso, estas
variaveis foram significativamente associadas ao abandono do
tratamento, que, por sua vez, tem relagdo com o aumento e disseminacao
da resisténcia aos antimicrobianos.

Estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, mostrou que 9,4%
dos isolados de M. tuberculosis MDR que circularam em Santa Catarina
entre 2008 e 2012 pertenciam a linhagem Haarlem, todos sublinhagem
H3 (PRIM et al., 2015). A linhagem Haarlem é amplamente distribuida
ao redor do mundo, predominante nos paises europeus e tem sido
associada com resisténcia aos antimicrobianos e rapida expanséo clonal
(FARNIA et al., 2008; RAMAZANZADEH et al., 2015). Na América do
Sul esta presente em maiores propor¢des na Colémbia, associada a altas
taxas de transmisséo e a resisténcia aos antimicrobianos, inclusive com
isolados TB-XDR (CUBILLOS-RUIZ et al., 2010; ALVAREZ et al.,
2016), e na Argentina foi associada a surto prolongado de TB-MDR
(PALMERO et al.,, 2003). Haarlem apresenta assinatura genética
especifica (associada a seis grandes polimorfismos: quatro delecdes e
duas insercBes) que provavelmente tem consequéncias funcionais,
relacionadas a ampla disseminacéo/difusdo desta linhagem e que podem
afetar a eficacia de novos farmacos e vacinas (CUBILLOS-RUIZ et al.,
2010), além de contribuir para emergéncia e disseminagdo de TB-MDR
(HERSHBERG et al., 2008).

Outra linhagem que assumiu caracteristicas preocupantes na regido
foi justamente o SIT mais frequente entre os isolados do estudo,
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STI216/LAMS. Esta sublinhagem, além de ser predominante entre as
pessoas privadas de liberdade em Santa Catarina (Medeiros, 2015), ndo
estava presente entre os isolados circulantes na grande Floriandpolis em
estudo realizado com isolados de 2010/2011, sugerindo intensa
transmissdo recente. No presente estudo, aparece como a Unica
sublinhagem com CIMs predominantemente mais altas para isoniazida
(0,25 pg/mL) e entre os demais isolados da linhagem LAM, apresentou a
maior propor¢do de CIM mais altas para rifampicina (>0,5 pg/mL).
Somado a isso, dos 24 individuos com a sublinhagem STI216/LAM5
aproximadamente 60% apresentou alta carga bacilar no diagndstico,
34,6% abandonou o tratamento, 33,3% fazia uso abusivo de alcool e
27,3% utilizava drogas ilicitas. O presente estudo evidenciou que, se
mantido o ritmo de transmissdo recente e abandono envolvendo
especialmente as linhagens H3, T1, LAMS5 e X2, em um futuro préximo
a regido da grande Florianopolis enfrentar& um sério problema
relacionado a disseminagdo de TB-MDR.

Entre os isolados do presente estudo que apresentaram a delegéo
RDR as CIMs foram predominantemente mais baixas, sendo a
associacdo significativa para a rifampicina (p<0,01). Dalla Costa e
colaboradores (2013), associaram a presenca da delecéo a isolados MDR
na cidade de Porto Alegre, o estudo demonstrou a disseminacdo de
clusters, principalmente SIT93/LAMS, que representou
aproximadamente 20% dos isolados MDR e 40% da delecdo RDR®
associada @ MDR. A ampla disseminag&o da delecdo em isolados MDR
na cidade de Porto Alegre parece estar relacionada com intensa
transmissao do clone SIT93/LAMS especificamente. Em outro estudo que
relacionou a presenca da dele¢do com isolados MDR, realizado em
Portugal, David e colaboradores (2012) estimaram que aproximadamente
60% dos isolados MDR eram RDR©° e que a transmissdo clonal,
especialmente da sublinhagem SIT20/LAML, foi responsavel por 1/5 da
resisténcia no pais. A implicacdo da sublinhagem M. tuberculosis RDR"
com TB-MDR parece estar altamente relacionada a transmissdo de
clusters, que devido a vantagem seletiva da multirresisténcia, estdo sendo
amplamente disseminados em determinadas regides. Segundo Chisholm
e Tanaka (2016) a estocastica, uma caracteristica importante na dindmica
da evolucdo, permite que uma propriedade escondida pela laténcia,
atravesse um cenario para uma regido onde possa ser selecionada, fato
que pode ter ocorrido com esses diferentes clones MDR que carreiam a
delecdo RDR®, Por outro lado, a associacéo da presenca da delecdo com
CIM baixas, observada entre 0s casos novos de TB do presente estudo,
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fortalece nossa hipétese de que a ampla disseminacdo da delegdo estaria
relacionada a ativacdo da TB latente.
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7 SUMARIO DE RESULTADOS POR OBJETIVO ESPECIFICO

A distribuicdo geografica dos casos novos de TB apresentou
bastante heterogeneidade na regido estudada, sendo que os locais com
maior ndmero de casos da doenca corresponderam a bairros com alta
densidade populacional, baixa renda e condi¢des precarias de higiene e
saneamento.

O atraso no diagndstico da TB entre os sintomaticos respiratorios,
que foi realizado principalmente em unidades hospitalares, proporcionou
um pior prognostico individual ao paciente, com consequente aumento da
transmissdo na comunidade e manutengdo de nichos de disseminacéo da
doenca.

A populacdo acometida pela TB foi constituida principalmente por
adultos jovens e individuos do sexo masculino, que apresentaram alto
nivel de desemprego e baixa escolaridade. O tabagismo, uso abusivo de
alcool, uso de drogas ilicitas e viver em situac@es de rua foram fatores de
risco fortemente associados a TB.

A coinfeccéo TB/HIV representou 1/5 dos casos novos de TB na
regido estudada, com alta proporc¢éo de contagens de CD4 inferiores a 200
células/mm?, sendo o diabetes mellitus a segunda comorbidade mais
frequentemente associada & doenca.

Todas as manifestagcBes clinicas classicas da TB estiveram
presentes em mais de 80% dos individuos estudados, incluindo os
soropositivos para HIV. Padrbes radioldgicos atipicos como derrame
pleural e padrdo miliar foram associados a individuos HIV soropositivos
e a presenca de cavitacOes aos soronegativos.

Baciloscopias negativas foram associadas a soropositividade para
HIV. Demonstrando a relevancia da realizacdo da cultura e de testes
moleculares para diagnostico de TB para todos 0s casos
investigados/suspeitos na regido estudada.

A presenca de cavitacdes e alta carga bacilar foram associadas ao
maior tempo de negativacdo da baciloscopia no escarro, a despeito da
baixa realizacdo de baciloscopias de controle, e sdo consideradas
essenciais ao acompanhamento do tratamento, por representarem maior
probabilidade de falha terapéutica e recidiva. A realizacdo da coleta de
escarro na propria unidade de salde, durante a consulta de
acompanhamento, utilizando inducdo se necessério, especialmente em
pacientes baciliferos no diagndstico deveria ser mandatéria. A liberacéo
do isolamento respiratério deveria acontecer somente ap6s negativacdo
da baciloscopia, sendo considerada medida essencial para reduzir a
transmissibilidade da TB. Além disso, pacientes que ndo convertam a
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baciloscopia no segundo més de tratamento deveriam ser veementemente
monitorados para evitar desfechos desfavoraveis.

As baixas taxas de sucesso terapéutico observadas, especialmente
no municipio de Floriandpolis, foram associadas ao sexo masculino,
baixa escolaridade, tabagismo, uso abusivo de alcool, soropositividade
para HIV, uso de drogas ilicitas e viver em situacéo de rua.

Utilizando regressdo multivaridvel, a baixa escolaridade,
soropositividade para HIV e principalmente o uso de drogas ilicitas
representaram fatores preditivos independentes associados a desfechos
desfavoraveis, especialmente ao abandono do tratamento, sendo a
coinfeccdo TB/HIV associada ainda ao aumento na mortalidade.

A andlise por Spoligotyping mostrou disseminacao quase exclusiva
da linhagem Euro-Americana (linhagem 4) na regido estudada,
predominantemente LAM, T e Haarlem, distribuidas em 65 perfis
diferentes, 33 perfis Unicos e 32 clusters (contendo entre 2 a 24 isolados).

O mapeamento dos principais SITs possibilitou visualizar a
disseminacdo de pequenos clusters principalmente nos bairros Jose
Mendes, Ipiranga, Saco dos Limdes, Forquilhinha e Monte Cristo,
demonstrando transmisséo recente de TB nessas localidades.

Neste contexto, o SIT216/LAMS foi o mais frequente entre as
amostras do presente estudo e também o mais preocupante, pois emergiu
na regido nos ultimos cinco anos, com ampla disseminagdo, segundo o
calculo do ITRs.1 85% dos isolados circulantes estariam associados com
transmissao recente, sendo ainda o SIT mais frequente entre os isolados
de M. tuberculosis nos presidios catarinenses.

A variancdo genotipica caracterizada pela presenca da delecédo
RDR© foi detectada em 1/3 dos casos novos de TB pulmonar estudados.
No entanto, nosso estudo ndo observou fatores relacionados a maior
transmissibilidade como alta carga bacilar e presenca de cavitacdo nos
individuos com microrganismos que apresentaram a delecéo.

A delecéo foi significativamente associada a presenca de nédulos
em imagens radiograficas (TB miliar), e consequentemente maior
probabilidade de doenca disseminada. Além disso, a delecdo esteve
presente em aproximadamente 30% dos individuos até 54 anos, subindo
para 46% na faixa etaria entre 55 e 64 anos, e para 71,4% naqueles com
65 anos ou mais.

O estudo demonstrou alta prevaléncia, ampla distribuicao
geogréfica, CIM mais baixas, presenga em 16 spoligotypes diferentes e
maior frequéncia da delecdo RDR° em faixas etarias mais velhas. Além
disso, estudos associando proteinas codificadas por alguns dos genes
deletados (familia PE/PPE) com a reativacdo da TB latente, nos
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permitiram especular uma possivel associacdo da delecdo RDR° com a
capacidade de reativacdo de M. tuberculosis causando doenca ativa.

Os SITs 20/LAM1 e 3099/LAM9 destacaram-se no estudo pela
alta carga bacilar, associagdo com presenga de hemoptise e cavitacdo,
além da perda ponderal severa observadas em mais de 50% dos
individuos infectados por estes spoligotypes. Todos os isolados destes
dois SITs apresentaram a delecdo RDR, esses dados sugerem que a maior
transmissibilidade e doenca mais severa, descritas anteriormente como
associadas a delecdo, poderiam estar relacionadas a caracteristicas de
SITs especificos e ndo diretamente a delecéo.

Os SITs 42, 65, 73, 216 e 3099, representaram clusters de no
minimo cinco individuos relacionados ao uso de drogas ilicitas, e os SITs
17, 42, 65 e 216 ao abuso de alcool, corroborando estudos anteriores que
consideram tais habitos como fatores de risco para disseminacéo clonal.
Juntos, os SITs 216, 42, 17, 73, 65 e 3099 representam 41% (90/219) dos
casos novos de TB diagnosticados na regido, representando um nicho
importantissimo para desenvolvimento de estratégias para reducdo da
incidéncia.

Os SITs com maior proporcao entre os usuarios de drogas ilicitas
(3099, 42, 73) foram associados a desfechos desfavoraveis. Os SITs 42 e
73 também foram associados com maior positividade nas baciloscopias
de controle no quarto més de tratamento. Por outro lado, a sublinhagem
LAMA4, que apresentou alta diversidade genética entre os isolados do
estudo, foi relacionada a sucesso no tratamento em 90,9% dos individuos.
Estes dados, fortalecem a ligacdo entre o abandono de tratamento e o
aumento da circulacéo de clusters especificos, com consequente aumento
na incidéncia da TB.

A metodologia de microdiluicdo em placa para determinacdo da
CIM apresentou alta concordancia com a concentracdo critica realizada
por metodologia automatizada (MGIT960), sendo um método barato e de
leitura rdpida (entre 7 a 14 dias). Apresentou alta especificidade para
isoniazida (96,9%) e rifampicina (99,5%), e sensibilidade de 100% para
rifampicina. No entanto, devido a baixa porcentagem de resisténcia entre
os isolados estudados, a discordancia entre 3 de 214 isolados baixou a
sensibilidade para isoniazida para apenas 50%.

A leitura da CIM por microscopia se mostrou superior a
metodologia de oxirreducdo, pois permitiu detectar possiveis
contaminac0es, e a realizacéo de leituras em isolados com crescimento
mais lento.

A distribuico Gaussiana dos niveis de CIM entre 0s casos novos
de TB mostrou ponto de corte coincidente com a concentracgao critica,
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separando os isolados resistentes dos sensiveis fenotipicamente. Foi
observada alta sensibilidade a isoniazida (96,7%) e a rifampicina (99,6%)
entre os isolados, sendo CIM90 mais alta para isoniazida, apenas um log
do ponto de corte para resisténcia.

A despeito do pequeno ndmero de casos, 0 estudo observou uma
tendéncia associando CIMs mais altas para rifampicina com faléncia
terapéutica (50%) e Obito (60%), sendo que os dois casos de
monorresisténcia também apresentaram desfechos desfavoraveis. Por
outro lado, os casos de monorresisténcia a isoniazida foram na maioria
associados ao sucesso no tratamento.

Nossos dados reforcam a necessidade de determinar a CIM, pelo
menos para rifampicina, para os pacientes em tratamento, especialmente
aqueles que ndo negativam a baciloscopia no segundo més, para 0s quais
um aumento na dose da rifampicina poderia significar mudanca no
desfecho do tratamento.

A linhagem Haarlem destacou-se no presente estudo com o
SIT50/H3, que apresentou CIMs mais elevadas para rifampicina,
incluindo um isolado monorresistente. Este SIT, foi associado a
baciloscopias de controle positivas no segundo e quarto meses de
tratamento, e responsavel por desfechos desfavordveis em
aproximadamente metade dos individuos, a despeito da baixa propor¢do
de usuarios de drogas ilicitas.

Juntamente com o SIT 137/X2, que apesar do pequeno nimero de
isolados no estudo, também foi associado a CIMs mais elevadas para
rifampicina, o SIT50/H3 foi associado a individuos vivendo em situagdo
de rua, sugerindo uma possivel transmissdo devido a formacao de redes
sociais.

CIMs mais elevadas para rifampicina (> 0,5 pg/mL) foram
observadas em 39% dos casos novos de TB, sendo mais frequentes entre
individuos que viviam em situacdo de rua (52,6%), que abusavam de
alcool (50%).

Na familia LAM, o SIT216/LAM5 apresentou CIM
predominantemente mais altas para isoniazida e maior proporg¢éo de CIM
mais altas para rifampicina.

Se mantido o ritmo de transmissdo e abandono de tratamento
atuais, envolvendo especialmente as sublinhagens H3, T1, LAM5 e X2, a
grande Floriandpolis enfrentara sérios problemas com TB-MDR.

A associacdo da delecdo RDR® a CIMs predominantemente mais
baixas observadas entre os casos novos de TB do presente estudo, reforca
a hipo6tese de que a ampla disseminagdo da delegdo poderia ser
relacionada a reativagdo de M. tuberculosis latente.
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O estudo epidemioldgico molecular possibilitou a associagao entre
dados clinicos e epidemiolégicos, com a genotipagem e nivel de
resisténcia dos microrganismos circulantes, colaborando com a
compreensdo da dindmica da doenca. Conclui-se que os desfechos
desfavoraveis foram influenciados diretamente pelo uso de drogas ilicitas,
soropositividade para HIV, baixa escolaridade e diminuicdo de
sensibilidade a rifampicina.

A compilacdo dos dados trouxe informagdes valiosas aos
programas de controle da TB, podendo contribuir de maneira efetiva para
a diminuicao da incidéncia da doenca na regido estudada.
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8 CONCLUSOES

O estudo possibilitou melhor compreenséao da dindmica da TB na
regido, fornecendo dados que podem contribuir de maneira efetiva para
a diminuicéo da incidéncia da doenca;

E necessario melhorar o desempenho dos programas de controle
da TB na busca ativa de sintomaticos respiratérios, e no diagndstico e
tratamento da TB latente. Ampliar a rede de controle com acGes
educacionais dirigidas aos profissionais de salde e a comunidade;

A disseminacdo de clusters estd contribuindo diretamente para a
elevada incidéncia da TB na grande Floriandpolis;

E necessario intensificar o monitoramento dos pacientes em
tratamento, mantendo-os em isolamento respiratdrio até a comprovada
negativacdo da baciloscopia, além de investir em novas estratégias para
reduzir o abandono, rompendo de forma especifica e ativa a transmissdo
dentro das comunidades ou ndcleos sociais;

Os desfechos desfavoraveis na regido estudada estdo sendo
influenciados diretamente pelo uso de drogas ilicitas, soropositividade
para HIV, baixa escolaridade e diminuicdo da sensibilidade a rifampicina.
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9 PERSPECTIVAS

Frente aos resultados obtidos neste estudo, as principais

perspectivas do trabalho s&o:

Em andamento:
Caracterizacdo dos clusters encontrados, por meio de MIRU 15
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) que associado ao
spoligotyping aumentara o poder discriminatério da
genotipagem;
Genotipagem por spoligotyping e MIRU 15 dos isolados MDRs
circulantes em Santa Catarina no periodo de 2014 a 2017. A
observacdo de um spoligotype predominante entre os isolados
MDRs circulantes na grande Florianopolis sugeriu a
disseminacdo de clusters resistentes;
Acompanhamento dos pacientes do estudo durante dois anos
para verificar recidivas;

Futuras:
Caracterizacdo genotipica de resisténcia entre os isolados que
apresentaram CIM mais elevadas para rifampicina e isoniazida;
Sequenciamento completo de isolados pertencentes aos SITs
216/LAMS, 20/LAM1, 3099/LAMS e 50/H3;
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APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do estudo: “Avaliacdo da influéncia da delecdo RDR® e da
Concentracdo Inibitéria Minima na faléncia da resposta ao tratamento de
primeira linha de tuberculose pulmonar: uma coorte prospectiva de 2 anos
na grande Florianépolis/SC”.

Prezado (a) Voluntario (a):

Esta pesquisa visa estudar caracteristicas moleculares e o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos do microrganismo causador da
tuberculose pulmonar, correlacionando com os dados clinicos e com o
desfecho do tratamento, tendo o objetivo de avaliar fatores de risco para
faléncia terapéutica, e consequentemente, otimizar o desempenho do
tratamento atual. A pesquisa ndo tem por objetivo fazer diagndstico nem
fornecer tratamento, porque para isso o voluntario deve seguir as
orientagBes do medico e os procedimentos adotados pela Secretaria
Municipal de Saude

Vocé estd sendo convidado (a) a responder as perguntas do questionario
e aautorizar a utilizagdo do microrganismo (Mycobacterium tuberculosis)
que foi isolado de sua amostra de escarro e da imagem das suas
radiografias pulmonares realizadas no inicio e no término do tratamento,
para posterior analise, de forma totalmente voluntaria.

Riscos: possivel desconforto causado devido aos questionamentos
durante a entrevista. O presente estudo ndo trard nenhum risco a sua
integridade fisica ou moral, também ndo implicara em quaisquer
beneficios pessoais e ndo resultara em prejuizo individual ou coletivo.

Beneficios: O estudo fornecera indicadores epidemiol6gicos da doenca
que serdo utilizados para promover agdes de controle da tuberculose. A
sua participagdo é muito importante, pois vocé estara contribuindo para
producdo de conhecimentos que possibilitardo um melhor desempenho
dos servicos de salide no combate a tuberculose pulmonar.

Garantia de sigilo: Seu questionario, microrganismo e radiografia
receberdo uma numeracdo de forma que quando os resultados forem
analisados e divulgados sua identidade ndo sera revelada, mantendo o
carater oficial da informagéo.

Garantia a informacdo: Vocé tem a garantia de receber todos os
esclarecimentos sobre as perguntas do questionario, e sobre a
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metodologia da pesquisa antes e durante o transcurso da pesquisa,
podendo afastar-se a qualquer momento se assim o desejar, bem como
esta assegurado o absoluto sigilo das informagdes obtidas.

Toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa é dos
pesquisadores. Fica assegurado que havera divulgacdo dos resultados
finais da pesquisa nos meios de comunicagao e nos 6rgéaos de divulgacao
cientifica em que a mesma seja aceita. Em todas as publica¢des ou
divulgagdes dos resultados da pesquisa sera mantido o sigilo e a
confidencialidade dos dados referentes a identificacdo dos participantes.

. O projeto de pesquisa foi submetido & avaliagio do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da UFSC, para atender a
Resolucdo 466/12 e suas complementares. O CEPSH pode ser contatado
pelo telefone (48) 3721-9206 ou pelo endereco eletrénico:
cep.propesg@contato.ufsc.br.

A sua participagdo é completamente voluntéria. Antes de concordar em
participar desta pesquisa e responder a este questiondrio, € muito
importante que vocé compreenda as informagdes e instrugdes contidas
neste documento. Os pesquisadores responderdo todas as suas dividas
sobre a pesquisa. Caso ndo queira participar ou queira retirar sua
participacdo em qualquer fase da pesquisa, isto é possivel e ndo lhe trard
gualquer conseqliéncia. Caso tenha alguma ddvida sobre o estudo ou nao
gueira mais fazer parte do mesmo, vocé pode entrar em contato pelos
telefones:  (48) 37218142 ou  (48) 3721-2066, e-mail
marascheffer@yahoo.com.br ou no enderego: Rua Prof. Maria Flora
Pausewang, s/n - Trindade, Floriandpolis - SC, CEP 88036-800, Divisdo
de Anélises Clinicas/HU-UFSC.

Pesquisadores responsaveis: Proff. Dr2 Maria Luiza Bazzo
(Departamento de Analises Clinicas, Universidade Federal de Santa
Catarina) e Mara Cristina Scheffer (doutoranda).

Antecipadamente agradecemos a colaboracao.


mailto:marascheffer@yahoo.com.br
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Consentimento Pés-Informacgéo

.......................... , portador do documento de identidade (RG)
3 PSSR , declaro que fui
esclarecido(a) sobre a pesquisa “Avaliacdo da influéncia da delecéo
RDR e da Concentragdo Inibitéria Minima na faléncia da resposta ao
tratamento de primeira linha de tuberculose pulmonar: uma coorte
prospectiva de 2 anos na grande Florianopolis/SC” e aceito participar
livremente da mesma. Declaro ainda que fui informado(a) de que a
participacdo na pesquisa ndo me trard prejuizos ou despesas, contudo,
podera contribuir para o conhecimento cientifico, e que recebi uma copia
deste documento. Sei que a qualquer momento posso deixar de participar
desta pesquisa, com a retirada do consentimento, sem precisar haver
justificativa e sem penalizacéo, através de contato com 0s pesquisadores.

Local e data:

Telefone para contato:

Assinatura do participante:

Assinatura do responsavel:

Profé. Dré. Maria Luiza Bazzo Mara Cristina Scheffer
e-mail: m.l.bazzo@ufsc.br e-mail: marascheffer@yahoo.com.br
Telefone: (48) 3721-2066 Telefone (48)37218142






APENDICE B

Questionario aplicado aos pacientes na forma de entrevista

Identificagdo numérica

Idade

Sexo

Local residéncia (rua e bairro)

Local de trabalho

Dados Clinicos:

Tosse ()sim ) néo
Produc&o de escarro ()sim ) néo
Hemoptise (sangue escarro) ()sim ) ndo
Febre ()sim ) néo
Sudorese Noturna ()sim ) ndo
Perda de peso ()sim Kg ) néo
HIV () ndo testado () positivo ) negativo
Teste tuberculinico (PPD) ()sim mm ) néo
Tabagismo ()sim ) ndo
( )menos de 10/dia
()11 a20/dia
() 21a30/dia
(' ) mais de 31/dia
Ingestdo Alcodlica ()sim ) ndo

) moderada
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() excessiva

() adicta
Drogas ()sim ( ) néo
Qual:
Tempo entre inicio dos sintomas e o
diagnéstico
Conhece alguém com TB ()sim (...)néo
Quem
Tempo,
Escolaridade
Dados Radiolégicos:
FOTO ()sim ( )nédo
Presenca de cavitagdo ()sim ( ) néo
Infiltrado homogéneo ()sim ( )nédo
Derrame pleural ()sim ( )nédo
Dados laboratoriais:
Esfregaco Negativo
)
(++)
(+++)
Cultura inicial () positivo () negativo
Cultura segundo més () positivo () negativo
Cultura quarto més (falha) () positivo () negativo




