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RESUMO

Apesar dos avangos no desenvolvimento de antimicrobianos no século
XX e inicio do século XXI, estima-se em 8,6 milhdes o nimero de
novos casos e 1,3 milhdes de mortes causadas pelo bacilo da tuberculose
em 2012 em todo o mundo. No estado de Santa Catarina sdo notificados
1700 novos casos de tuberculose por ano (27 casos/100 mil habitantes),
uma das menores incidéncias do Brasil. Porém, algumas cidades tém
altos indices, proximos a 80 casos/100 mil habitantes. O estado de SC
ndo possui dados moleculares das estirpes resistentes circulantes e a
caracterizacdo molecular desses isolados pode auxiliar no diagnostico e
controle da tuberculose no estado. O estudo incluiu 92 isolados de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a isoniazida e/ou rifampicina.
Os isolados foram caracterizados pelo spoligotyping e MIRU e a
detecgdo da resisténcia molecular foi avaliada pelo sequenciamento
parcial dos genes associados a resisténcia para isoniazida (katG, inhA e
ahpC) e a rifampicina (rpoB). Entre os 91 isolados resistentes a
isoniazida, a mutacdo mais frequente foi a S315T no gene katG (64,8%).
Apenas uma mutagdo foi encontrada no gene inhA (S94A) e 8 isolados
resistentes continham mutacdes no gene ahpC. Em 23 isolados
resistentes & isoniazida ndo foram encontradas mutagdes nos trés genes
relacionados. A mutacdo S531L do gene rpoB foi a mais prevalente
entre os isolados resistentes a rifampicina (56,5%). Entre os 54 isolados
resistentes a rifampicina apenas trés ndo tinham mutagdes na regido
sequenciada. Nenhuma mutagdo foi encontrada nos isolados sensiveis e
na estirpe H37Rv. Houve uma correlacdo positiva entre a mutacdo katG
S315T e as estirpes da familia LAM e do SIT 106. Por outro lado, foi
encontrada uma correlacdo negativa entre essa mutagdo e a familia T,
indicando que nessa familia algum outro mecanismo pode estar
presente. Para a segunda mutacdo mais prevalente no gene rpoB
(S531W), foi encontrada uma correlagdo positiva com a familia LAM. O
sequenciamento de outras regides dos genes estudados e outros genes
envolvidos com a resisténcia e a determinacdo da concentracdo
inibitéria minima poderdo contribuir para o entendimento dos
mecanismos de resisténcia nos isolados onde ndo foram encontradas
mutacgBes. Estes achados sdo importantes para o desenvolvimento e
aplicacdo de novos métodos de deteccdo de resisténcia de M.
tuberculosis.

Palavras chave: tuberculose, TB-MDR, sequenciamento, spoligotyping.






ABSTRACT

Despite advances in antimicrobial development in 20" century and
beginning 21* century around the world there are an estimate 8.6
million new cases and 1.3 million deaths due to tuberculosis bacilli in
2012. Santa Catarina State has notified 1700 new cases of tuberculosis
per year (27 cases/100,000 population), one of the lowest Brazilian
incidence rates, but some cities have high rates, about 80 cases/100.000
population. Santa Catarina state does not have molecular data about
drug-resistant circulating strains, so the profile analysis will be
important to tuberculosis diagnostic and control in SC. Ninety two
isoniazid and/or rifampicin resistant M. tuberculosis strains were used in
this study. The strains were analysed by Spoligotyping and MIRU and
sequencing partial regions of genes associated to isoniazid (katG, inhA
and ahpC) and rifampicin (rpoB). Among 91 isoniazid resistant strains,
the most prevalent mutation was katG S315T (64.8%). Only one
mutation was found in inhA gene (S94A) and 8 resistant isolates have
mutations in ahpC gene. There was no mutation in 23 isoniazid resistant
isolates. Mutation rpoB S531L was the most prevalent in rifampicin
resistant isolates (56.5%). Only 3 rifampicin resistant isolates do not
have rpoB mutations. No mutation was found in susceptible isolates and
H37Rv strain. There was a positive correlation between katG S315T
mutation and LAM and SIT 106 strains. There was a negative
correlation between this mutation and T family, thus indicate some other
resistance mechanism in this family. In gene rpoB, the second most
prevalent mutation S531W has a positive correlation with LAM family.
Sequencing others regions of studied genes and others genes evolved to
resistance and minimal inhibitory concentration may contribute to
understanding mechanisms of resistance in isolates that no found
mutation. These findings are important to the development and
application of new methods to resistance detection in M. tuberculosis.

Keywords: tuberculosis, MDR-TB, sequencing, spoligotyping.
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1. INTRODUCAO

Conhecida ha milhares de anos, a tuberculose (TB) é uma das
doencas infecciosas que mais mortes tém causado em todo o mundo
(DYE et al., 1999). A estimativa é de que aproximadamente um terco da
populagdo mundial esteja infectado pelo bacilo causador da TB,
Mycobacterium tuberculosis (MTB) e, em 2012, 8,6 milhdes de pessoas
desenvolveram a doenca e 1,3 milhGes morreram, apesar da
disponibilidade de farmacos antituberculose (WHO, 2013). De todos os
casos estimados no mundo, 80% estdo concentrados em 22 paises
identificados como detentores da maior incidéncia de TB, entre eles, o
Brasil. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), neste
grupo, a india ocupa a 12 posicdo com 1.183.373 casos novos (26% dos
casos mundiais) e o Brasil ocupa a 162 posi¢do com 71.230 casos novos
(WHO, 2013).

O estado de Santa Catarina encontra-se entre aqueles com as mais
baixas taxas de incidéncia de TB (27/100.000 habitantes), porém alguns
municipios apresentam taxas iguais e/ou superiores a taxa do Brasil
(46/100.000 habitantes), como por exemplo, Itajai e Joinville, com 84,7
€asos/100.000  habitantes e 46,2 casos/100.000 habitantes,
respectivamente.  Floriandpolis apresenta uma média de 22,8
€as0s/100.000 habitantes (DIVE, 2010; WHO, 2013).

Ao contrario da tendéncia nos paises industrializados, o nimero
total de casos de TB continua aumentando nos paises em
desenvolvimento, principalmente nas regides com elevada prevaléncia
de infeccBes pelo virus da imunodeficiéncia humana — HIV, (WHO,
2001). A coinfecgdo TB/HIV modificou o panorama epidemioldgico da
TB e, segundo a OMS, a TB e Aids juntas constituem uma calamidade
sem precedentes na histdria (UNAIDS/WHO, 2007).

Além da coinfecgdo TB/HIV, outros agravos podem influenciar o
curso clinico e resposta terapéutica da TB, entre eles, a desnutricdo, as
imunodeficiéncias e as infec¢des causadas por estirpes de MTB
resistentes & mdltiplos farmacos (MDR), que sdo definidas como
resistentes, no minimo, aos dois farmacos antituberculose mais efetivos
no tratamento: rifampicina (RMP) e isoniazida (INH). Necessitando ser
tratada com esquemas terapéuticos alternativos que envolvem farmacos
de segunda linha mais caros, toxicos e menos eficazes, estima-se que,
mundialmente, a TB-MDR tenha causado 450 mil casos e 170 mil
mortes. Além disso, os pacientes devem ser submetidos a um periodo
ainda mais prolongado de terapia medicamentosa diaria (18 meses ou
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mais). Recentemente surgiu uma forma de TB, chamada de
extensivamente resistente (TB-XDR) que é definida como a resisténcia a
INH, RMP, quinolonas e outros farmacos injetaveis de segunda linha
como amicacina, canamicina e capreomicina (WHO, 2008).

A resisténcia aos farmacos tornou-se matéria de grande
preocupagdo para 0s programas de controle de TB. No Brasil, em
virtude dos resultados do Il Inquérito Nacional de Resisténcia aos
medicamentos anti-TB, que indicou aumento de resisténcia priméria a
isoniazida de 4,4% para 6,0%, o Programa Nacional de Controle da
Tuberculose — PNCT/MS, revisou em 2009, e passou a recomendar para
a fase intensiva do esquema béasico, 4 medicamentos [RMP, INH,
pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB)] administrados em dose fixa
combinada. E, em consonancia com as recomendacfes da Organizacéo
Mundial de Satude — OMS, uma série de farmacos séo administradas em
outros esquemas de tratamento (esquema para menigoencefalite,
esquema para multirresisténcia e esquemas especiais) (BRASIL, 2009b).

A resisténcia pode ocorrer por diferentes situagGes, entretanto o
mecanismo mais comum € a mutacdo pontual que ocorre no gene que
codifica para o alvo do farmaco, geralmente uma enzima, cuja inibicdo
representa um efeito toxico sobre o farmaco, diminuindo sua habilidade
em se ligar a enzima (ZHANG, TELENTI, 2000; TAKIFF, 2000;
RISKA et al., 2000).

A dificuldade de detectar a resisténcia resulta no atraso da terapia
com o esquema adequado, contribuindo para a deflagracdo dos indices
de TB-MDR. (SHARMA, MOHAN, 2004; DALCOLMO et al., 2007).

Portanto, é importante identificar as regides com mutacfes nos
diferentes genes envolvidos para o desenvolvimento de testes rapidos e
sensiveis e especificos para a deteccdo da resisténcia aos mdaltiplos
farmacos. O sequenciamento é considerado a metodologia padrdo-ouro
entre as analises moleculares, permitindo o estudo das mutagdes ja
conhecidas e a identificagdo de novas mutagdes envolvidas com estirpes
resistentes, pois todos os nucleotideos de uma determinada regido de
DNA especifica do genoma das cepas clinicas sdo analisados e
comparados com uma cepa de referéncia e selvagem de M. tuberculosis
(SOINI, MUSSER, 2001).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Agente etioldgico

Os agentes etiolégicos causadores da TB pertencem ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB), que é formado por sete espécies
patogénicas (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti. M.
canetti, M. caprae e M. piniipeddi) e uma estirpe ndo virulenta (M. bovis
BCG). Porém, seu principal representante é M. tuberculosis.

A descoberta do bacilo foi apresentada no Encontro da Sociedade
de Fisiologia de Berlim em 1882 por Robert Koch, que conseguiu
demonstrar com um método de coloracdo até entdo desconhecido (que
utilizava azul de metileno, hidréxido de potéassio e vesuvina) que 0
agente causador da TB, assim como o da lepra, corava-se de forma
diferente dos demais micro-organismos. Em 1905 Koch foi laureado
pelo Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina por suas investigacdes e
descobertas em relagdo a TB (KOCK, 1882; KAUFMANN,
SCHAIBLE, 2005).

O CMTB pertence ao reino Bacteria, filo Actinobacteria, classe
Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem Actinomycetales,
subordem Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae e género
Mycobacterium (EUZEBY, 2013).

As micobactérias sdo bacilos imdveis e ndo esporulados e tém sua
parede celular formada por um alto contetido de lipidios, provavelmente
0 mais alto entre todas as bactérias. Essa camada lipidica, que
corresponde a mais da metade do peso seco da micobactéria, confere ao
género algumas caracteristicas como alcool-acido resisténcia, carater
hidrofdbico extremo, resisténcia ao dano (inclusive aos antibidticos) e
importantes propriedades imunoldgicas, além de provavelmente
contribuir para o crescimento lento de algumas espécies por meio de
restricdo da passagem de nutrientes (BARRERA, 2007)

O genoma completo do H37Rv, primeira estirpe de M.
tuberculosis a ser completamente sequenciada, tem 4.411.529 pares de
base (pb) em forma de DNA circular, com um conteldo de guanina e
citosina (G+C) de 65,6% (COLE et al., 1998).

2.2. Epidemiologia

O bacilo da TB pode ter sido 0 micro-organismo que mais matou
pessoas na historia (DANIEL, 2006). Estima-se que um terco da



22

populacdo esteja infectado pelo bacilo, podendo desenvolver a doenca
(WHO, 2012).

Com a descoberta de uma série de fa&rmacos durante o século XX,
acreditava-se que a erradicacdo da TB seria alcancada até o final
daquele século (SILVA, AINSA, 2007). Porém, com o advento do HIV,
durante os anos 80 do século XX, houve o retorno do aumento do
nimero de casos (PALMERO, 2007). Os esforcos globais para o
controle da TB foram revigorados em 1991, quando uma resolucdo da
Assembleia Mundial da Sadde (WHA, World Health Assembly), que é o
6rgdo de decisdo da Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, World
Health Organization), reconheceu a TB como o maior problema
mundial de saude publica. Esta resolucdo propds duas metas principais:
1) deteccdo de 70% dos casos escarro-positivos novos e 2) cura de 85%
desses casos até o ano de 2000 (WHO, 1991; WHO, 2006b). Porém,
apenas uma das metas foi atingida; apesar de mais de 80% dos casos
serem tratados com sucesso, apenas 45% dos casos foram detectados
(WHO, 2006b).

Em 1994 a OMS implantou uma nova estratégia: o tratamento
diretamente observado (TDO), que demonstrou uma eficiéncia de cura
de 80%, muito superior aos 45% de eficiéncia de cura encontrada em
areas em que o TDO néo tinha sido implantado (WHO, 1994; WHO,
2000).

No mundo, a doenca atinge cerca de 12 milhdes de pessoas e
foram atribuidas a ela 1,3 milhdo de mortes no ano de 2011. Vinte e dois
paises sdo responsaveis por aproximadamente 80% dos casos de TB no
mundo, entre eles o Brasil. Em nosso pais hd uma estimativa de 92 mil
casos de TB e uma taxa de prevaléncia de 46/100.000 habitantes (WHO,
2013).

Em Santa Catarina (SC), os dados apontam a incidéncia de 1700
novos casos, com uma taxa de 27,0/100.000 habitantes, que esta abaixo
da média nacional. Porém, algumas cidades apresentam altas taxas,
como Itajai com 78,6/100.000 habitantes, que € o municipio com a
maior taxa de incidéncia do estado. (DIVE, 2010).

Ao contrario da tendéncia nos paises industrializados, o nimero
total de casos de TB continua aumentando nos paises em
desenvolvimento, principalmente nas regiGes acometidas pelo HIV
(WHO, 2001). Alguns paises africanos tém percentuais de pelo menos
70% de coinfec¢do TB/HIV (SLOTAR et al., 2002). Na América Latina
a epidemia pelo HIV permanece estavel e, em 2007, o nimero estimado
de novas infecgdes na regido foi de 100 mil e o de mortes chegou a 58
mil. A infeccdo pelo HIV altera a epidemiologia da TB com a
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progressdo da infecgdo latente para doenca e favorecimento da
primoinfeccdo, se tornando um dos principais fatores de risco para a TB
(UNAIDS/WHO, 2007).

Além da coinfecgdo TB/HIV, outros agravos podem influenciar o
curso clinico e a resposta terapéutica da TB, entre eles, a desnutricdo, as
imunodeficiéncias e a infeccdo causada por cepas de M. tuberculosis
resistentes aos maltiplos farmacos (TB-MDR). No mundo s&o estimados
310 mil casos de infec¢do por TB-MDR, sendo que no ano de 2006 foi
notificada a emergéncia de resisténcia & TB, que se refere aos isolados
de M. tuberculosis resistentes a pelo menos aos dois farmacos mais
efetivos no tratamento: RMP e INH. De 2005 a 2011 o nimero de casos
confirmados de TB-MDR saltou de 11988 para 61690. O percentual
global de multirresisténcia para novos casos é de 3,7% e para casos
previamente tratados é de 20% (Figura 1) (WHO, 2007a; WHO, 2012).

De 2002 a 2009 o estado de SC notificou 77 casos de TB-MDR,
sendo que nos dois Ultimos anos houve o maior registro, 15 casos em
cada ano, representando 2,75% de todos os casos de TB-MDR do Brasil
(DIVE, 2011).

A OMS, por meio do The Global Plan to Stop TB 2011-2015, tem
como alvo a realizacdo do teste de sensibilidade para todos 0s novos
casos considerados de alto risco e para todos os casos de retratamento
até 2015 (WHO, 2011).
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Figura 1: Percentual de MDR-TB entre 0s casos novos (A) e entre 0s
casos previamente tratados (B)

2 subeational dats coly
B ot applicable

Y773 subnational data only
Not apphicable

Fonte: WHO, 2012
2.3. Transmisséo, fisiopatologia e sintomatologia

A transmissdo da TB ocorre através de aerossdis gerados
principalmente pela tosse, fala e espirro do paciente bacilifero. Nas
infeccBes pulmonares, M. tuberculosis entra tipicamente através da
inalacdo pela boca ou nariz, atravessa as vias aéreas e atinge 0 espago
alveolar no pulmdo (GUPTA et al., 2012). A infectividade do paciente é
correlacionada positivamente com a concentracdo de bacilos no escarro
(NARASIMHAN et al., 2013). Morrison e cols, (2008), em uma meta-
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andlise de 41 estudos realizados em paises de baixa e média renda
utilizando o contato como estratégia de busca para estudo da
transmissdo de TB, encontraram que entre contatos intradomiciliares
houve um risco de pouco menos de 5% na transmissdo de TB ativa e
cerca de 50% de infeccdo latente pelo bacilo.

A TB é uma doenca infectocontagiosa de evolugdo cronica e que
afeta principalmente os pulmdes (PANDOLFI et al., 2007). A resposta
imune tem grande importancia na defesa contra o bacilo da TB, uma vez
gue ha uma estimativa de que dois bilhdes de pessoas estejam infectadas
por M. tuberculosis, mas apenas um pequeno percentual ira desenvolver
os sintomas clinicos ao longo da vida. Entretanto, o risco de desenvolver
a doenca aumenta consideravelmente quando a infeccdo por TB esta
associada com alguma alteragdo no sistema imune, como HIV (WHO,
2012; PALOMINO, 2007).

Embora a maioria dos seres humanos e animais desenvolvam a
resposta imune aparentemente adequada apds a infeccdo, essa resposta
imune ndo ¢ suficiente para eliminar o bacilo. Ao invés disso, leva M.
tuberculosis a adotar o estado latente de infec¢do, no qual o micro-
organismo esta viavel, mas ndo ha nenhum sintoma clinico da TB ativa
e de onde ele pode ser reativado. O bacilo é englobado por células
fagociticas e é transportado pelo epitélio alveolar até o pulméao, onde os
macrofagos infectados recrutam novos macrdfagos para que formem os
granulomas (ERNST, 2012). Em infeccGes envolvendo outros
patogenos, as células fagociticas restringem e, em alguns casos,
conseguem eliminar o patégeno. Porém, nas infec¢des micobacterianas,
o recrutamento e a formacdo do granuloma beneficia o patdgeno,
proporcionando um ambiente para expansdo da populacdo de bactérias
(DAVIS, RAMAKRSINAM, 2008). Na infecgdo latente, M tuberculosis
parece ter baixa atividade metabdlica e, consequentemente, nesse estado
0s medicamentos tém baixa eficacia (NORTON, HOLLAND, 2012).

Cerca de 10% dos individuos com a infeccdo latente ird
desenvolver a TB ativa ao longo da vida, quando ocorrem 0s sintomas
clinicos da doenca e a transmissdo pode ocorrer de pessoa para pessoa.
Este percentual sobe para até 10% ao ano em individuos infectados pelo
HIV (BUCHER et al., 1999). Sabe-se que a doenga passa a ser ativa
guando a imunidade do hospedeiro fica comprometida, porém os
mecanismos que envolvem a transi¢do da infeccdo latente para a TB
ativa ndo estdo bem esclarecidos (MIRANDA et al., 2012). Um dos
possiveis envolvidos na transicdo do estado latente para o ativo é o fator
de necrose tumoral alfa - TNF-a. Em modelo murino, esta citocina
parece auxiliar para a manutencdo do estado latente da infecgéo
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(MOHAN et al.,, 2001). Outro mecanismo que estad envolvido é a
deplecdo quantitativa e qualitativa dos linfocitos T CD4",
especificamente nos casos de coinfeccdo TB/HIV (KWAN, ERNST,
2011).

Embora a TB atinja predominantemente os pulmdes, ela pode
afetar qualquer drgdo. Seus sintomas mais comuns sdo a tosse cronica, a
producdo de escarro, perda de apetite, perda de peso, febre e sudorese
noturna (LAWN, ZUMLA, 2011). Na TB pulmonar a tosse persistente
por trés semanas ou mais é o sinal/sintoma mais importante, sendo
utilizado para definicdo do paciente sintomatico respiratorio (SR)
(WHO, 2006a). A hemoptise raramente estd presente e ndo
necessariamente indica TB ativa. A dispneia pode estar presente em
doenca extensa e pode ocorrer faléncia respiratoria severa (ATS, 2000).

A busca ativa por pacientes SR deve ser realizada
permanentemente por todos os servicos de salde (niveis primario,
secundario e terciario), buscando interromper a cadeia de transmissdo
(BRASIL, 2011).

2.4. Diagnostico da TB
2.4.1. Infeccéo latente

Os métodos de diagnéstico da infeccdo latente tém como
principio a resposta imunolégica do paciente. Neste contexto a prova
tuberculinica assume um papel importante. Embora ndo permita
diferenciar infeccdo latente e TB ativa, é extremamente Util para
individuos sem sintomatologia clinica, como uma abordagem inicial a
pesquisa da infeccdo latente.

A prova tuberculinica (PT) foi desenvolvida por Robert Koch
em 1890 e é baseada na reacdo celular inflamatéria produzida pela
injecdo intradérmica de PPD (Purified Protein Derivate — derivado
proteico purificado), uma mistura de proteinas de baixo peso molecular,
cujo resultado é verificado dentro de 24-72 horas (TEIXEIRA et al.,
2007).

Duas tuberculinas sdo aceitas pela OMS como tuberculinas
padrdo: PPD-S e PPD-RT. No Brasil utiliza-se 0 PPD-RT 23 (Purified
Protein Derivative Reset Tuberculin). E aplicado um volume de 100 pL
por via intradérmica no terco médio da face anterior do antebraco
esquerdo, que contém 2 UT (unidades de tuberculina) e que sédo
equivalentes a 5 UT de PPD-S (Purified Protein Derivative Standard).
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Deve ser medido o maior didmetro transverso da area do endurado
(BRASIL, 2011; COMSTOCK et al., 1981). Como o PPD é preparado a
partir de M. bovis BCG e micobactérias ndo tuberculosas (MNTS), o
teste tem baixa especificidade em locais de grande cobertura da vacina
BCG ou com alta exposicdo as MNTs (JASMER et al., 2002).

Desde o final dos anos 1990, a deteccdo de interferon-gama no
plasma vem sendo proposta alternativa diagnostica para TB latente. O
método é baseado na detec¢do dessa proteina produzida por linfocitos T
apos a apresentacao dos antigenos micobacterianos (PAI et al., 2004). O
método é promissor, mas ainda ndo atingiu padronizagdo ideal para
suplementar a PT. Apesar de apresentar algumas limitagdes, como a
descoberta de novos antigenos, esse método mostrou-se mais sensivel e
especifico do que a PT (SCHLUGER, 2013; WHITWORTH et al.,
2013).

2.4.2. Métodos para diagnéstico da TB ativa

A baciloscopia e a cultura sdo recomendadas como os métodos
padr@es para o diagndstico da TB ativa (LAWN, ZUMLA, 2011). Estes
métodos bacterioldgicos, além de terem importancia no diagnostico,
também sdo Uteis para o controle do tratamento (BRASIL, 2011).

O método de coloragdo mais empregado para a baciloscopia é o
de Ziehl-Neelsen. A parede de M. tuberculosis é composta por uma
grande quantidade de acidos micélicos, que é capaz de reter o complexo
formado entre a carbol-fucsina e o lugol quando submetido ao processo
de descoloracdo por solucdo alcool-acida. O bacilo alcool-acido
resistente (BAAR) fica corado com o complexo, enquanto as outras
estruturas na lamina coram-se pelo segundo corante utilizado, o azul de
metileno (BRASIL, 2008).

A principal desvantagem da baciloscopia é seu limite de
deteccdo, em torno de 5-10 mil BAAR/mL, o que resulta em uma
moderada sensibilidade diagndstica, especialmente em casos de TB em
criancas e casos extrapulmonares. Além disso, esta técnica ndo distingue
M. tuberculosis de outras micobactérias (HALDAR et al., 2011; GARG
et al., 2003). Ainda assim, a baciloscopia do escarro é o0 método com a
maior disponibilidade para ser utilizado em paises com altas taxas de TB
devido a simplicidade, velocidade de execucdo e emissdo do resultado,
baixo custo e exigéncias minimas de equipamentos e pessoal técnico
habilitado (DAVIS et al., 2013; HALDAR et al., 2011).

A cultura é reconhecida como o padrdo-ouro para o diagnostico
da TB devido a sua alta sensibilidade, mesmo considerando-se o longo
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tempo de crescimento, que pode ser de 6-8 semanas (WHO, 2007b;
NAHID et al., 2012; GARG et al., 2003). Com a técnica realizada de
maneira correta, o limite de sensibilidade é de 10-100 bacilos/mL
(RIEDER et al., 2007). Para agilizar o tempo do crescimento do bacilo,
foi desenvolvida cultura em meio liquido, que é mais répida e mais
sensivel do que as técnicas tradicionais em meios s6lidos (CHIEN et al.,
2000). Sistemas automatizados de cultura liquida, como o BACTEC-
960 MGIT, permitem a identificacdo em aproximadamente 14 dias
(TORTOLI et al., 1999).

Outros métodos também estdo sendo utilizados para o
diagndstico, principalmente baseados na amplificacdo de &cidos
nucleicos, como a reacdo de cadeia da polimerase (PCR), que tem como
objetivo detectar a presenca do DNA de M. tuberculosis. A adocéo da
PCR para o diagnostico fornece um resultado em poucas horas, mais
sensivel do que a baciloscopia e mais rapido do que a cultura,
especialmente nos casos paucibacilares (RICHARDSON et al., 2009;
LIRA et al, 2012). Os alvos moleculares mais utilizados sdo a
sequéncia de inser¢do 1S6110, o gene 16S rRNA e 0 gene da proteina
MPB64/MTP64 (MEHTA et al., 2012).

Além de métodos laboratoriais, outra ferramenta utilizada no
diagnostico é a radiografia de térax, que € um dos primeiros exames
indicados para a investigagdo de sintomas respiratérios (AMB/ANS,
2011). Esse método pode auxiliar na deteccdo de anormalidades no
pulmdo, mas uma investigacdo da origem dessa anormalidade deve ser
feita porque as lesdes provocadas pela TB podem apresentar-se de varias
formas na imagem radiografica (FRIEDEN, 2004; PINTO et al., 2012).
Apesar da alta sensibilidade da radiografia de pulmdo para
anormalidades pulmonares, sua especificidade é moderada e possui alta
variacdo intra e interobservacional. (KOPPAKA, BOCK, 2004). Porém,
em casos de suspeita de TB com auséncia de BAAR no escaro, a
radiografia de tdrax tem um importante papel como indicador para
prosseguir com a investigacado clinica para o diagnéstico diferencial dos
sintomas respiratorios (AMB/ANS, 2011).

2.5. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)

Tanto a partir da cultura s6lida como da cultura liquida é possivel
realizar o antibiograma, ou teste de sensibilidade (TS). Em paises que
possuem recursos 0 TS é recomendado para todos os pacientes no
momento do diagndstico, mas paises com poucos recursos nao seguem
essa pratica e o TS é utilizado nos seguintes casos especiais: (1)
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Pacientes com antecedentes de tratamento prévio independentemente do
tempo decorrido; (2) Paciente com baciloscopia positiva no final do 2°
més de tratamento; (3) Faléncia ao tratamento anti-TB; (4) Em
investigagdo de popula¢Ges com maior risco de albergarem cepa de M.
tuberculosis resistente (profissionais de salde, populacdo de rua,
privados de liberdade, pacientes internados em hospitais que ndo adotam
medidas de biosseguranca e instituicdes de longa permanéncia) ou com
dificil abordagem subsequente (indigenas) (BRASIL, 2010).

O método mais utilizado é o das propor¢bes em Ldwenstein-
Jensen-LJ desenvolvido por Canetti e cols, publicado inicialmente em
1963 e com sua versdo simplificada em 1969. O teste consiste na
comparagdo do crescimento nos meios com antibidticos e meio sem
antibiético. Cada farmaco possui sua concentracdo critica, que €
utilizada no meio de cultura, e sua propor¢do de resisténcia natural
(CANETTI et al., 1963; CANETTI et al., 1969). Para os 4 principais
farmacos que sdo utilizados no teste de sensibilidade (INH, RIF, EMB e
SM) a proporc¢do critica € 1% e as concentragfes criticas sdo de 0,2
pg/mL, 40 pg/mL, 2 pg/mL e 4 pg/mL, respectivamente. Assim como a
cultura em meio solido, o teste de sensibilidade também possui a
desvantagem de ser demorado, visto que a leitura dos resultados é feita
apos 42 dias de incubagdo (BRASIL, 2008).

Outro método amplamente utilizado é o teste de sensibilidade em
cultura liqguida BACTEC-960 — MGIT. Com essa metodologia o tempo
de deteccdo da resisténcia pode diminuir para 5 a 13 dias. Apds
crescimento do bacilo em meio solido ou liquido, uma suspensao
padronizada é inoculada em 6 tubos diferentes, sendo que 4 destes
contém os antibidticos a serem testados (estreptomicina, isoniazida,
rifampicina e etambutol — SIRE), um tubo contem &cido p-nitrobenzoico
(PNB) e um tubo controle (sem adicdo de farmacos). O resultado do
teste de sensibilidade é obtido por meio da comparacdo da emissdo de
fluorescéncia dos tubos contendo farmacos com o tubo controle, que
indica o crescimento da estirpe em cada um dos tubos. O tubo de PNB é
utilizado porque as micobactérias do complexo M. tuberculosis sdo
sensiveis ao PNB, auxiliando assim na identificac&o do bacilo.

2.4. Tratamento e resisténcia aos farmacos

A historia dos farmacos para o tratamento da TB iniciou-se em
1944, quando foram descobertos a estreptomicina (SM), o primeiro
antibidtico efetivo contra a TB, e 0 4cido para-aminosalicilico (PAS)
(ZETTERSTROM, 2007 SILVA, AINSA, 2007). Em 1952 um novo
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farmaco foi adicionado ao arsenal terapéutico, a isoniazida (INH), e foi
utilizada em conjunto com SM e PAS. Com essa associacdo 0
tratamento demorava 24 meses (MEDICAL RESEARCH COUNCIL,
1955). Nos anos 1960 o PAS foi substituido pelo EMB reduzindo o
tratamento para 18 meses e, nos anos 1970 a RMP foi adicionada, o que
diminuiu o tratamento para nove meses. Com a adi¢do da PZA nos anos
1980, o tratamento foi reduzido para apenas 6 meses, 0 que é
considerado tratamento de curta duragdo (ISEMAN, 2002). No Brasil, o
EMB foi incluido no tratamento da TB apenas em 2009 como uma
resposta ao aumento de casos de resisténcia (BRASIL, 2009b).

Pouco depois a descoberta do HIV modificou o panorama da
infeccdo por M. tuberculosis. Desta forma, no final dos anos 1980 houve
um ressurgimento da TB em alguns paises, que levou a OMS, em 1991,
a voltar sua atencdo a doencga, destacando-a como o principal problema
de saude publica (SCHROEDER et al., 2002; WHO, 1991).

Em 1994 foi implantado o TDO que contribuiu para a taxa de
cura aumentar para 80% quando comparada aos 45% de cura em areas
sem implantag¢do do TDO (WHO, 1994; WHO, 2000). Os componentes-
chave do TDO incluem: 1) compromisso governamental; 2) deteccdo de
casos predominantemente por busca passiva; 3) terapia de curto prazo
para, no minimo, todos 0s casos com escarro positivo, fornecida sob
condi¢des adequadas; 4) sistema com fornecimento regular dos
farmacos; e 5) sistema de monitoramento para a supervisao e avaliacdo
do programa. O TDO foi expandido para 182 paises em 2001 e auxiliou
esses paises na melhoria nos programas nacionais de controle de TB
(WHO, 2002). Ainda hoje o TDO continua sendo utilizado como uma
estratégia para 0 aumento da aderéncia ao tratamento da TB.

Atualmente o tratamento da TB pulmonar sem histérico de
tratamento anterior consiste em duas fases: 1) fase intensiva: dois meses
de utilizacdo dos medicamentos INH, RIF, EMB e PZA e 2) fase de
manutencado: quatro meses de utilizacdo dos medicamentos INH e RIF.

A resisténcia aos farmacos é um grande desafio no tratamento da
TB, especialmente a TB multirresistente (TB-MDR). A TB-MDR ¢ a
resisténcia aos dois principais farmacos utilizados: INH e RIF. Seu
tratamento exige esquemas terapéuticos alternativos que utilizam
farmacos de segunda linha, mais caros, menos efetivos e mais toxicos e
um periodo de tratamento de no minimo 18 meses (BRASIL, 2009a).

Recentemente foram identificados casos de TB extensivamente
resistente (XDR-TB), quando o isolado é resistente a INH, RIF, uma
fluoroquinolona e um dos farmacos injetaveis de segunda linha como
amicacina, canamicina e capreomicina (RAVIGLIONE, SMITH, 2007).
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A proporgdo global de XDR-TB entre os casos de TB-MDR ¢é de 9,0%
e, em pelo menos 84 paises ja foi descrito pelo menos um caso até o
final de 2011 (WHO, 2012). Até 2011 foram notificados 90 casos de
XDR-TB no Brasil, sendo dois casos no estado de SC (DIVE, 2011).

A resisténcia pode ser conferida por diferentes situacdes,
entretanto 0 mecanismo mais comum é a mutagdo pontual que ocorre no
gene que codifica para o alvo do farmaco, geralmente uma enzima, cuja
inibicdo representa um efeito toxico sobre o farmaco, diminuindo sua
habilidade em se ligar a enzima. A resisténcia também pode surgir: 1)
por mutagfes que levam ao aumento na expressdo da proteina alvo,
guando a quantidade de proteina torna-se maior do que a capacidade do
farmaco em inibi-la; 2) pela diminui¢do do acimulo do farmaco dentro
da célula, dificultando sua entrada ou acelerando sua remocao da célula;
3) e pela modificagdo quimica que inativa o fArmaco, contudo nenhum
plasmideo ou transposson transmissivel confere resisténcia ao M.
tuberculosis (ZHANG & TELENTI, 2000; TAKIFF, 2000; RISKA et
al., 2000).

A dificuldade do diagndstico da resisténcia resulta no atraso da
adocdo do esquema terapéutico correto, contribuindo para a deflagracéo
dos indices de TB-MDR. A resisténcia pode ser primaria ou adquirida.
A resisténcia primaria consiste nas situa¢fes nas quais individuos sadios
se infectam com o bacilo ja resistente aos farmacos. A resisténcia
adquirida, também conhecida como secundaria, resulta da utilizacdo
incorreta dos farmacos e subsequente selecdo e multiplicacdo dos
bacilos resistentes a um ou mais farmacos. Contudo, o correto uso do
conceito de resisténcia adquirida esta relacionado com a certeza de que
0 paciente realmente apresentou um episodio anterior de TB sensivel e
apos exposicdo aos farmacos desenvolveu resisténcia. Por esta razéo,
alguns autores preconizam o uso do termo “resisténcia entre pacientes
com ou sem historia de tratamento anterior” para manter o rigor nos
conceitos (SHARMA, MOHAN, 2004; DALCOLMO et al., 2007).

O Brasil participou de um estudo multicéntrico com uma
amostragem de 5.138 isolados de M. tuberculosis, oriundos de pacientes
atendidos ambulatoriamente, sendo 866 com tratamento anterior para
TB e 4.272 sem tratamento prévio. Esse estudo verificou que a taxa de
resisténcia primaria foi de 8,5% (INH 4,4%, RMP 1,3%, EMB 0,1% e
SM 0,2%), enquanto que, para a associa¢do INH + RMP foi de 0,7%. A
taxa de resisténcia adquirida foi de 21,0% (INH 11,3%, RMP 6,6%,
EMB 0,1% e SM 0,8%) e para a associacdo INH + RMP foi de 5,9%
(BRAGA et al., 2003).
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2.4.1. Isoniazida

A isoniazida (INH) é o principal medicamento de primeira linha
no tratamento da TB, é um pro-fA&rmaco que atravessa a membrana por
difusdo passiva, mas seu mecanismo de acdo ainda ndo estd bem
elucidado. Sabe-se que a INH é metabolizada pela enzima catalase-
peroxidase (KatG), codificada pelo gene katG. O farmaco ativo liga-se
covalentemente ao cofator NADH formando o aduto INH-NAD que
inibe a enoyl-ACP redutase (InhA) NADH-dependente codificada pelo
gene inhA. Essa enzima pertence ao sistema FAS-II (fatty acid synhtase
type 1), que esta envolvido na sintese de &cidos micdlicos. A inibicéo
causa 0 acumulo de acidos graxos de cadeia longa e a morte celular
(RICCARDI et al., 2009).

A resisténcia & INH é complexa, pois envolve mutagdes em
mais de um gene. Grande parte da origem da resisténcia é devida ao
blogueio da ativacdo da pré-droga (COHEN et al., 2003).

Em 1953, Middlebrook e Cohn demonstraram que os bacilos
gue perdem atividade de catalase-peroxidase tornam-se resistentes a
INH, mas apenas quase 40 anos depois foi demonstrado que a atividade
de catalase-peroxidase envolvida com o0 mecanismo de agdo e
resisténcia & INH é proveniente do gene katG (MIDDLEBROOK,
COHN, 1953; ZHANG et al., 1992). A mutagdo mais comum é uma
alteracdo no cédon 315 do gene katG que, ao invés de codificar uma
serina, codifica uma treonina (Ser315Thr) (VAN SOOLINGEN et al.,
2000; ZHANG, YEW, 2009). Outras regides do gene katG também
estdo envolvidas na resisténcia e as Unicas mutagfes que parecem estar
presentes tanto em isolados resistentes como em sensiveis localizan-se
no cédon 463 (UNISSA et al., 2008).

O gene inhA pode contribuir com dois mecanismos. O primeiro,
por meio de mutacGes na regido codificadora da enzima do possivel alvo
do farmaco com consequente alteracdo na conformagéo da proteina e o
segundo na regido reguladora, culminando na superexpressdo da enzima
InhA, causando um desequilibrio na inibicdo pelo aduto INH-NAD.

Outro gene envolvido é o ahpC, que codifica a enzima alquil
hidroperéxido redutase (AhpC). Essa enzima, assim como a KatG,
também possui atividade contra o estresse oxidativo. Alguns autores
sugerem que o0 aumento da expressdo da AhpC, resultante de mutagéo na
regido regulatéria do gene ahpC é um mecanismo de adaptacdo da
bactéria a perda de atividade da KatG, sendo as duas mutacdes
relacionadas. Portanto, apesar do custo inicial no fitness promovido pelo
gene katG, M. tuberculosis pode se adaptar e essa mutagdo in vivo por
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meio de uma superexpressdo da enzima AhpC, que o protege contra 0s
efeitos oxidativos dos peroxidos organicos. Sendo assim, apesar da
bactéria perder a funcdo da KatG contra o estresse oxidativo, ela se
adapta e leva a uma superexpressdo de outra enzima com funcéo
semelhante (SHERMAN et al., 1996; COHEN et al., 2003).

Outros autores defendem que o mecanismo de mutagdo no gene
ahpC pode ser independente, argumentam que o excesso de AhpC
bloquearia a ativacdo da isoniazida de forma independente da KatG
(TELENTI et al., 1997; ZHANG et al., 1996).

Nesses trés genes é encontrada grande parte das mutagfes a INH,
porém, em cerca de 20-30% dos isolados clinicos resistentes eles ndo
estdo envolvidos, o que sugere a participacdo de outros genes ou de
outros mecanismos (RAMOS et al., 2012). Recentemente, mutacdes em
outros genes foram descritas , como kasA, tbnat e ndh.

A enzima B-cetoacil-ACP sintase, codificada pelo gene kasA ¢
outra enzima que pertence ao sistema FAS-II. MutacGes na regido
codificadora do gene podem originar resisténcia a INH, porém, a
participacdo da mutacdo nesse gene ainda € controversa. Estudos
mostram que, enquanto mutagdes em alguns cédons sdo responsaveis
pela resisténcia, em outros cddons ndo sdo relacionadas diretamente a
resisténcia, mas especificamente a uma sub-linhagem da familia EIA
(East-African Indian) (MDLULI et al., 1998; LEE et al., 1999; SUN et
al., 2007).

A enzima NAT (acetilisoniazida) é codificada pelo gene tbnat e,
mutagBes no gene sdo relacionadas & resisténcia a INH. Normalmente o
gene é pouco expressado, porém se a INH for acetilada pela NAT a
KatG néo pode exercer sua funcdo de catalase-peroxidase sobre a INH,
0 que impede sua oxidacao, culminando na resisténcia (PAYTON et al.,
1999; SANDY et al., 2002).

Além disso, outra possivel origem da resisténcia a INH ¢é
decorrente de mutagGes no gene ndh, que diminuem a oxidacdo de
NADH, culminando no acumulo de NADH e aumento da relacédo
NADH/NAD+. O aumento dessa relacdo previne as reacOes de
peroxidacdo necessarias para a ativacdo da INH, bem como uma
mudanca no complexo acil NADH/isonocotinico do local de ligagdo da
enzima InhA (MIESEL et al., 1998; CARDOSO et al., 2007).

2.4.2. Rifampicina

A RMP é um antibiético de amplo espectro, derivado
semissintético da rifamicina que constitui a base do tratamento de curto
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prazo da TB. E um farmaco bactericida que atua inibindo a subunidade
B da RNA polimerase de bactérias, mas ndo de mamiferos. Ao se ligar
na subunidade B da RNA polimerase, a RMP bloqueia a fase inicial da
transcricdo (CHOPRA, BRENNAN, 1998; FLOSS, YU, 2005;
KOZLOV et al., 2013). A RMP ¢ extremamente efetiva contra o bacilo
da TB (MIC de 0,1 a 0,2 pg/mL) e sua atividade bactericida rapida
contribui para o baixo tempo de duragdo do tratamento de individuos
infectados com bacilos sensiveis. Na maioria dos casos a resisténcia a
RMP esta associada a outro farmaco, principalmente a INH, podendo
entdo ser utilizada como um marcador para a TB-MDR
(BLANCHARD, 1996; ROSSETTI et al., 2002).

Até o momento, sabe-se que a resisténcia & RMP ¢ originada por
mutagBes no gene que codifica a subunidade p da RNA polimerase
bacteriana, 0 gene rpoB. Em 95% a 98% das amostras resistentes no
teste fenotipico verifica-se mutagdo na regido hipervariavel do rpoB, que
é composta por 81 pb (cédons 507 a 533) (COHEN et al., 2003; RISKA
et al., 2000; SENNA et al., 2006). As principais mutagdes em isolados
clinicos resistentes 8 RMP encontram-se nos codons 531 e 526, sendo a
S531T e a H526D as mutacgdes mais frequentes (TELENTI et al., 1993;
KAPUR et al., 1994; HOFLING et al., 2005).

2.4.3. Outros farmacos

A PZA também é um importante farmaco de primeira linha que
desempenha um papel essencial no tratamento da TB. Seu efeito
bactericida atua principalmente na populacdo de bacilos latentes, no
ambiente acido das lesbes, uma vez que apresenta alta atividade
esterilizante in vivo em ambientes acidos (pH=5.5). O mecanismo de
acdo da PZA sobre M. tuberculosis ainda é pouco elucidado, sabe-se que
é um pro-farmaco que penetra no microrganismo e requer a conversao
em sua forma ativa, o 4&cido pirazindico (POA), pela enzima
pirazinamidase/nicotinamidase (PZAse), codificada pelo gene pncA
(SCORPIO & ZHANG, 1996). MutacBes no gene pncA, que resultam
na falha da atividade da enzima PZAse, sdo responsaveis por conferir
resisténcia a M. tuberculosis (RODRIGUES et al., 2005; SEKIGUCHI
etal., 2007).

O EMB é um farmaco bacteriostético, ativo contra bacilos em
crescimento, ndo exercendo nenhum efeito sobre os bacilos néo-
replicantes (TAKAYAMA et al.,, 1989). Embora varias hipoteses
tenham sido propostas para explicar seu mecanismo de acdo aceita-se
que atua conferindo uma alteracdo na estrutura da parede celular



35

micobacteriana por meio da inibicdo da polimerizacdo da arabinana em
arabinogalactana e lipoarabinomanana induzindo o acumulo de D-
arabinofuranosil-P-decaprenol, um intermediario da biossintese de
arabinana. A arabinosil transferase, codificada pelo gene embB, é uma
enzima envolvida na sintese de arabinogalactana, e tem sido proposta
como alvo do EMB no M. tuberculosis, sendo mais comuns a mutagdes
no codon 306 desse gene, considerada a regido determinante de
resisténcia ao farmaco (SEKIGUCHI et al., 2007).

2.5. Genotipagem de isolados clinicos

A genotipagem de isolados clinicos de MTB pode contribuir para
a compreensdo da epidemiologia da TB e ajuda a aprimorar informagdes
a respeito da dindmica de transmissdo, determina a importancia da
diferenciacdo entre recidiva ou reinfecgdo, investigagdo e confirmagdo
de surtos, confirmagdo de contaminacdo cruzada laboratorial e
identificacdo dos clones de maior ocorréncia, inclusive os clones de TB-
MDR (TESSEMA et al., 2013; BARNES, CAVE, 2003).

Os métodos mais utilizados para a genotipagem de MTB séo o
RFLP-1S6110 (Restriction Fragment Length Polymorphism do gene
1IS6110), MIRU (mycobacterial interspersed repeat units) e
spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) (ROZO-ANAYA,
RIBON, 2010; VIEDMA et al., 2011).

A andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo da
sequéncia de insercdo 1S6110 fundamenta-se na distribuicdo da
sequéncia de insercdo 156110 em diferentes estirpes, que é diferente
entre os isolados ndo relacionados epidemiologicamente. O método
utiliza a enzima de restrigdo Pvull e sondas que hibridizam na 1S6110,
diferenciando as estirpes pelo padrdo do tamanho molecular dos
fragmentos gerados (VAN EMBDEN et al.,, 1993). Embora seja
considerado o padrdo-ouro, o RFLP-IS6110 possui algumas
desvantagens como ter que partir de uma grande quantidade de
bactérias, alto custo, extremamente laborioso e baixo poder de resolucédo
em estirpes com menos de seis sequéncias de insercdo 1S6110 no DNA
gendmico (THIERRY et a., 1990; BURGOS, PYM, 2002).

O DNA micobacteriano possui varias unidades de repeticdo
intercaladas (mycobacterial interspersed repeat units - MIRU). A
genotipagem baseada no MIRU caracteriza as estirpes de MTB pelo
nimero e tamanho de 12 MIRUs independentes, utilizando uma PCR
seguida de algum método de separacdo, como a eletroforese em gel,
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para determinacdo desses pardmetros. O método possui um alto poder
discriminatorio e possibilidade de automacdo (SUPPLY et al., 2000).

As espécies do CMTB possuem locus de repeticdo direta (direct-
repeat - DR), que possui 36 pb e presente no genoma em ndmero de 10 a
50 copias. A sequéncia DR é bem conservada entre as espécies, porém
0s espacadores sdo somente conservados entre os isolados relacionados.
Utilizando-se iniciadores que irdo se ligar ao final de uma DR e no
inicio da DR seguinte, é possivel amplificar esses espacadores e detecta-
los por hibridizacdo reversa em uma membrana com oligonucleotideos
imobilizados complementares aos espagadores. O spoligotyping tem
como fundamento a detec¢do de 43 espacgadores de 37 a 41 pb, que
podem estar presentes ou ausentes no DNA gendmico do MTB
(GROENEN et al., 1993; KAMERBEEK et al., 1997). O padrédo de
presencga ou auséncia gera um codigo binério de 43 elementos que pode
ser reduzido a um codigo octogonal com 15 nimeros (DALE et al.,
2001). O spoligotyping € um método rapido, simples e robusto
(KANDUMA et al., 2003). Necessita de uma pequena quantidade de
DNA, possibilita a amplificacdo diretamente da amostra clinica e o
padrdo de presenga ou auséncia pode ser expresso em formato digital.
Para esta metodologia foi compilado um dos maiores bancos de dados
mundiais de estirpes caracterizadas, contendo informacgdes de mais de
60 mil estirpes distribuidas em 153 paises (DEMAY et al., 2012).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o perfil de isolados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a INH e/ou RMP a partir de amostras clinicas do
estado de Santa Catarina.
3.2. Objetivos Especificos
- Sequenciar regides parciais dos genes katG, inhA, ahpC e rpoB e
identificar os pontos de mutagGes envolvidos com a resisténcia a INH e
a RMP;
- Comparar as mutacfes identificadas nos isolados do estado de Santa
Catarina com o perfil de mutacbes mais frequentes no Brasil e no
mundo;

- Determinar os perfis de spoligotyping e MIRU dos isolados resistentes
do estado de Santa Catarina;

- Relacionar as mutagdes encontradas com os perfis de spoligotyping.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fluxograma do estudo

Trata-se de um estudo descritivo com isolados de M. tuberculosis
obtidos de amostras clinicas utilizadas para o diagnostico de TB no
Setor de Tuberculose do Laboratério Central de Santa Catarina-
LACENY/SC, referéncia estadual para TB. Apds a realizacdo do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos, o isolado clinico foi repicado em
meio Ogawa-Kudoh (Laborclin — Brasil) para isolamento da
micobactéria e extragdo do DNA. A partir do DNA extraido foram feitos
os testes moleculares (amplificacdo e sequenciamento parciais dos genes
de resisténcia, spoligotyping e MIRU). O fluxograma completo do
estudo esta na Figura 2.

Figura 2: Fluxograma das amostras utilizadas no estudo

PCRe
Sequenciamento

Amostras em
BBL™ MGIT™ Extragdo do

‘ DNA
Teste de MIRU

sensibilidade
SIRE - MGIT™

Isolamento em Spoligotyping

Ogawa-Kudoh

4.2. Amostragem

Foram analisados 92 isolados de M. tuberculosis resistentes a
INH e/ou RMP provenientes do banco de estirpes do LACEN/SC do
periodo de janeiro de 2008 a janeiro de 2012. Para controle do
sequenciamento foram incluidos 12 isolados clinicos sensiveis aos
farmacos, além da estirpe selvagem de referéncia M. tuberculosis
H37Rv.

As amostras clinicas foram descontaminadas pelo método de
Petroff (BRASIL, 2008) e cultivadas em sistema automatizado
BACTEC®-960-MGIT™ (BD — EUA), que utiliza meio de cultura
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liquido Middlebrook 7H9 com adicdo de antibidticos e enriquecido com
OADC (4cido oleico, albumina, dextrose e catalase), ou meio sélido a
base de ovo Léwestein-Jensen (Difco — EUA)

Quando detectado M. tuberculosis, foi realizado o teste de
sensibilidade aos seguintes antimicrobianos: estreptomicina, isoniazida,
rifampicina e etambutol (SIRE) também no sistema automatizado
BACTEC®-960-MGIT™ (BD — EUA).

As estirpes foram isoladas em meio de cultura Ogawa-Kudoh,
(Laborclin, Brasil), tendo sido cultivadas por 4 semanas a 37°C.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP/UFSC) e aprovado sob parecer n° 204.297 (Anexo A).

4.3. Critérios de incluséo

Foram incluidas no estudo as estirpes de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a INH e/ou RMP isoladas a partir de amostras
clinicas recebidas na rotina do LACEN/SC durante o periodo
determinado. A identificacdo dos isolados foi feita por meio dos testes
fenotipicos presenca do fator corda em meio liquido e inibicdo do
crescimento no meio com PNB. As micobactérias ndo tuberculosas
foram excluidas do estudo.

4.4, Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme metodologia descrita
por van Soolingen e colaboradores (1994). Para o preparo de todos os
reagentes foi utilizada agua purificada (Millipore — EUA). O DNA
extraido foi utilizado para as reagdes do spoligotyping, MIRU e
sequenciamento dos genes de resisténcia.

Primeiramente, foi realizado o aquecimento de uma suspensdo
das coldnias em TE 1X (solucéo tampéo 10mM Tris/AImM EDTA, pH
8,0) (Promega — EUA/Bio-Rad — EUA) por 30 minutos a 90°C. Nestas
condi¢des os isolados de M. tuberculosis foram inativados. Foram
adicionados, aos isolados, 50 pL de lisozima 10 mg/mL (Sigma-Aldrich
- EUA), a mistura foi agitada em vortex e incubada por 24 horas a 37°C
para a digestdo da parede celular. A suspensédo resultante foi misturada
com uma solugdo de SDS/proteinase K (70 puL de SDS 10% e 5 uL de
proteinase K 1%) (Invitrogen — EUA/Ambion - EUA), agitada no vortex
e incubada a 65°C por 10 minutos para a lise das membranas e digestdo
proteica. Foram adicionados 100 pL de NaCl 5 mol/L (Merck -
Alemanha) e 100 uL de CTAB/NaCl (brometo de cetil-trimetilaménio
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10% em NaCl 5 M) (Sigma-Aldrich - EUA). A suspensdo foi agitada em
vértex e novamente incubada a 65°C por 10 minutos. Para a separacao
do DNA, foram adicionados 750 pL de cloroférmio/alcool isoamilico
24:1 (Sigma-Aldrich — EUA/Vetec — Brasil), agitado no vértex e
centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante aquoso foi
transferido para um novo tubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados
450 pL de isopropanol (Amresco — EUA) e incubado por 24 horas a -
20°C. Apos a precipitacdo do DNA, foi realizada uma centrifugagdo por
15 minutos a 12.000 rpm e foi desprezado o sobrenadante vertendo o
tubo. O pellet resultante foi lavado com 1 mL de etanol 70% (Sigma-
Aldrich — EUA) a frio, centrifugando por 5 minutos a 12.000 rpm e
desprezando novamente o sobrenadante. O tubo foi colocado em um
banho-maria seco a 37°C por aproximadamente 1 hora até secar o pellet
completamente. O DNA foi ressuspendido com 20 pL de tampdo TE 1X
e armazenado a -20°C até as analises moleculares.

4.5. Spoligotyping
4.5.1. PCR dos espacadores do I6cus DR

A primeira etapa do spoligotyping consistiu em uma PCR para
amplificar os espacadores do locus DR. Os iniciadores utilizados,
forward e reverse pareiam nos finais e nos inicios de cada regido
repetitiva DR, respectivamente. O volume final em cada reagdo foi de
50 pL, que foi composta de 5 pL de tamp&o 10X (10 mM Tris-HCI pH
8,1; 50mM KCI) (Promega — EUA), 1 uL de DNA de cada amostras e
as concentragdes finais de 3 mM de MgCl, (Invitrogen — EUA), 20
pmoles de cada um dos iniciadores (Tabela 1) (Ludwig — Brasil), 0,2
mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTPs) (Invitrogen —
EUA) e 2,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen — EUA). As
condi¢des da PCR foram 94°C/3 minutos, seguido por 20 ciclos de
96°C/1 minuto, 55°C/1 minuto e 72°C/30 segundos e, para a extensdo
final 72°C/5 minutos.

Tabela 1: Iniciadores utilizados na PCR do spoligotyping
Iniciador Sequencia do oligonucleotideo
DRa 5’- GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’-Biotina
DRb 5’- CCGAGAGGGGACGGAAAC-3’
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4.5.2. Hibridizagdo do produto amplificado e deteccdo dos espacadores

Para a hibridizacdo na membrana de spoligotyping, 20 pL do
produto amplificado foi diluido em SSPE 2X (Na;HPO,.,H,O 0,02 M,
NaCl 0,36 M, EDTA 2 mM — pH 7,4) /SDS 0,1% (Merck — Alemanha/
Bio-rad — EUA/Invitrogen — EUA), aquecido a 99°C por 10 minutos
para abertura da dupla-fita e resfriado em gelo imediatamente apds
terminar a incubacdo. As amostras diluidas foram aplicadas na
membrana comercial com o0s 43 oligonucleotideos imobilizados
direcionados contra 43 possiveis espagadores com a ajuda de um
miniblotter (Ocimum Biosolutions - India). Ap6s a aplicacdo, o conjunto
foi colocado em um forno de hidridizacdo (Marconi - Brasil) a 60°C por
60 minutos. A membrana foi lavada 2 vezes com SSPE 2X/SDS 0,5% a
60°C por 10 minutos e inserida em uma garrafa circular de 40 mm de
didmetro. Foram adicionados 1,25 U do conjugado estreptavidina-
peroxidase (Roche — Suica) em SSPE 2X/SDS 0,5% dentro da garrafa,
que foi incubada a 35%C por 50 minutos. Em seguida, foram realizadas 2
lavagdes a 35°C por 10 minutos e 2 lavagdes a temperatura ambiente por
5 minutos. Para a deteccdo foi utilizado o kit ECL™ (Amersham
Biosciences - Inglaterra), em uma reacdo de quimioluminescéncia. A
membrana foi transferida da garrafa para um chassi/ecran radiografico
(Konex — Brasil), adicionada com o liquido de detecgio ECL™ ¢
coberta com um filme radiogréfico (Agfa Healthcare - Brasil). Ap6s 20
minutos de incubacdo foram realizadas as etapas finais de revelacéo,
fixacdo, lavagem e secagem do filme (General Eletric — EUA).

4.5.3. Analise dos spoligotypes

A interpretacdo do spoligotyping foi feita por meio do padrdo de
presenca/auséncia dos 43 espacadores. A presenca do espacador €
representada pelo quadrado preto e a auséncia do espacador pelo
quadrado branco. Ap6s a determinacdo do perfil, a amostra foi
comparada com o banco mundial de spoligotypes The SITVIT Database
(http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/trouverSouchesParSpoligo.jsp;
Institute Pasteur de Guadalupe, Franca). Cada padrdo do perfil
corresponde a um SIT (Spoligotyping International Type)
(KAMERBEEK et al., 1997; SOLA et al., 2001).
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4.6. MIRU

A reagdo para os loci do MIRU 02, 04, 10, 16, 23, 24, 26, 27, 31,
39 e 40 foi padronizada no laboratdrio durante 0 mestrado seguindo o
protocolo de Supply e cols. (2000).

4.6.1. PCR dos loci dos MIRU

O protocolo utilizado para a amplificacéo das regiGes préximas a
cada um dos MIRU continha 5 pL de tampé&o 10X (10 mM Tris-HCI pH
8,1; 50mM KCI), 5 pL de DNA diluido 1/100 de cada amostra e as
concentracdes finais de 2,0 mM de MgCl,, 20 pmoles dos iniciadores
(Tabela 2), 0,5 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTPs),
1% de DMSO e 1 U de Tag DNA polimerase. As condi¢cdes da PCR
foram 95°C/15 minutos, seguido por 40 ciclos de 94°C/1 minuto, 55°C/1
minuto e 72°C por 2 minutos e, para a extensao final, 72°C/10 minutos.

Em algumas regides o MIRU 20 tem uma pobre variabilidade
(VARMA-BASIL, 2011). Devido a isso e a dificuldade de
padronizacdo, esse alelo ndo foi incluido nos resultados.
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Tabela 2. Relagdo dos iniciadores que foram utilizados na reacdo de PCR
de resisténcia aos farmacos

MIRU Iniciadores utilizados para a PCR
02F - 5’- TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT-3’

02 02R - 5°- ATTTTGAGCCGGCGTCCGAGTA -3°

iy 04F - 5°- GCGCGAGAGCCCGAACTGC -3
04R - 5°- GCTGACGTTTCTGCTGCGC -3°

0 10F - 5- GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC -3
10R - 5'- AGGTAGCTGATCACCAAGGTGGC -3

o 16F - 5- TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA3
16R - 5'- GTACCAGGGCTGCACGACGGG -3

”s 23F - 5°- CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG-3
23R - 5°- GACAAAAGGGCGAACCCGTTGAGCT -3°

y 24F - 5 -CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT-3
24R - 5°-TTCTGTGAGCTCAACTCGCCC -3

" 26F - 5 -TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC -3
26R - 5°- CTATTCGCCTGGTCGCCTATG - 3

. 27F - 5 -TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA S’
27R - 5-TTGAGTGGCACGCTCACATCGC -3°

a1 31F - 5- ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTAS
31R - 5°- ATCAAGACCACGTCGGCAC -3’

" 39F - 5°- CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC -3
39R - 5°- ATGTGTGGGGCGTAGACGTTTCCG -3

0 40F - 5°- GGGTTGCTGGATGACAACGTGT -3

40R - 5°’- TATCTGATTTCGCCGAGATCACCC -3

Os produtos amplificados foram fracionados por eletroforese em
gel de agarose 2,5% a (100 V/ 2 h) e corados pelo brometo de etidio
(pg/ml). Foi adicionado, em paralelo as amostras, marcador de
tamanho molecular 100 pb ladder (Ludwig - Brasil). Os géis foram
visualizados e fotografados sob iluminagdo ultravioleta de 320 nm
(HOEFER-MacroVue UV- 20), utilizando um sistema de foto-
documentacdo de géis ImageQuant LAS 500 (General Eletric - EUA).

4.6.2. Leitura e expressao dos resultados do MIRU

Ap0s a separacdo eletroforética, os tamanhos dos produtos foram
estimados de acordo com o0s marcadores de tamanho molecular
utilizados. Para expressdo dos resultados foram utilizados os nimeros de
alelos correspondentes aos produtos amplificados obtidos, formando 11
nUmeros em sequéncia, que representam cada MIRU (02, 04, 10, 16, 23,
24, 26, 27, 31, 39 e 40) (Tabela 3).
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Tabela 3: Expressao dos resultados do MIRU de acordo com o produto

amplificado.
MIRU
Alelo
02 04 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40

0 402 175 482 565 437 150 395 285 498 492 540 354
1 455 252 537 618 514 300 447 336 551 545 593 408
2 508 329 590 671 591 253 501 387 604 598 646 462
3 561 406 643 724 668 306 555 438 657 651 699 516
4 614 483 696 777 745 359 609 489 710 704 752 570
5 667 560 749 830 822 412 663 540 763 757 805 624
6 720 637 802 883 899 465 717 591 816 810 858 678
7 773 714 855 936 976 518 771 642 869 863 911 732
8 826 791 908 989 1053 | 571 825 693 922 916 964 786
9 879 868 961 1042 | 1130 | 624 879 744 975 969 1017 840
10 932 945 1014 | 1095 | 1207 | 677 933 795 1028 | 1022 | 1070 894
11 985 1022 | 1067 | 1148 | 1284 | 730 987 846 1081 | 1075 | 1123 948
12 1038 | 1099 | 1120 | 1201 | 1361 | 783 | 1041 897 1134 | 1128 | 1176 | 1002
13 1091 1176 | 1173 | 1254 | 1438 | 836 | 1095 948 1187 | 1181 | 1229 | 1056
14 1144 | 1253 | 1226 | 1307 | 1515 | 889 | 1149 999 1240 | 1234 | 1282 | 1110
15 1197 1330 | 1279 | 1460 | 1592 | 942 | 1203 | 1050 | 1293 | 1287 | 1335 | 1164

4.7. PCR e sequenciamento dos genes associados a resisténcia

4.7.1. PCR

O DNA foi amplificado pela PCR em 50 L de reacdo contendo
5 uL de tampdo 10X (10 mM Tris-HCI pH 8,1; 50mM KCI), 1 uL de
DNA de cada amostra e as concentracGes finais de 1,5 mM de MgCl,,
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25 pmoles dos iniciadores (Tabela 4), 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP) e 1 U de Tag DNA
polimerase. As condices da PCR para os genes relacionados a
isoniazida (katG, inhA e ahpC) foram 94°C/10 minutos, seguido por 30
ciclos de 94°C/2 minutos, 55°C/1 minuto e 72°C/2 minutos e, para a
extensdo final, 72°C/7 minutos e para 0 gene de resisténcia a RMP
(rpoB) foram 40 ciclos de 94°C/1 minuto, 55°C/1 minuto e 72°C/1
minuto. Os produtos obtidos por meio da PCR séo de 233 pares de base
(pb) para o gene katG, 207 pb para o gene inhA, 359 pb para 0 gene
ahpC e 411 para o gene rpoB (SILVA et al., 2003; TELENTI et al.,
1993).

Tabela 4. Relagdo dos iniciadores que foram utilizados na reacdo de PCR
de resisténcia aos farmacos

Farmaco Gene Iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes

katG1-f 5>-AGCTCCTATGGCACCGGAAC-3’

katG katG4-r 5>-AACGGGTCCGGGATGGTG-3’
Isoniazida inhA inhA-f5’-CGACATACCTGCTGCGCAAT-3
inhA-r 5°- CGGGATACGAATGGGGGTTT-3”
ahpC ahpC-f 5’-GAGACCGGCTTCCGACCACC-3

ahpC-r 5’-GCTGGTAGGCGGGGAATTGAT-3

TR1-f5’-AGTTCTTCGGCACCAGC-3

Rifampicina  rpoB oo s cGCTCACGTGACAGACC-3

Os produtos amplificados foram fracionados por eletroforese em
gel de agarose 2% a (100 V/ 2 h) e corados pelo brometo de etidio
(1pg/ml). Foi adicionado, em paralelo as amostras, marcador de
tamanho molecular 50 pb ladder (Ludwig — Brasil). Os géis foram
visualizados e fotografados sob iluminacdo ultravioleta de 320 mm
(HOEFER-MacroVue UV- 20), utilizando um sistema de foto-
documentacdo de géis ImageQuant LAS 500 (GE - EUA).

4.7.2. Sequenciamento

O sequenciamento dos genes de resisténcia foi realizado em dois
locais distintos utilizando dois sequenciadores diferentes.

A primeira parte foi realizada no sequenciador ABI 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems - Life Technologies) utilizando-se o kit
ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing, no Laboratério de Identificacdo Genética da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre/RS. Algumas
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sequéncias ndo apresentaram boa qualidade e foram repetidas no
sequenciador ABI 3730 utilizando-se 0 mesmo kit, no Laboratdrio de
Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René
Rachou/FIOCRUZ Minas.

4.7.2.1. Purificagdo do DNA

A purificacdo do DNA foi realizada com o PureLink® PCR
Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad/USA).

Foram adicionados 180 pL de tampé&o de ligacdo aos 45 pL do
produto amplificado pela PCR e colocados no vortex por alguns
segundos. Essa solugdo foi passada por uma coluna de separacdo
(PureLink® Spin Column) e centrifugada por 1 minuto a 13400 rpm. O
liquido que passou pela coluna de separacdo foi descartado. A coluna de
separacao foi lavada com 650 pL de tampdo de lavagem e centrifugado
por 1 minuto a 13400 rpm. O liquido foi novamente descartado e a
coluna de separacéo foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL. Foram
adicionados 50 pL de tampédo de eluigdo no centro da coluna, incubado
por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugado por 2 minuto a
13400 rpm.

4.7.2.2. PCR, precipitagdo do DNA e sequenciamento

Para a PCR do sequenciamento, foram utilizados 2 pL de tampéo
Tris-HCI, 1 puL de BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer,
contendo dNTP, ddNTP, Tag DNA polimerase e MgCl, (Applied
Biosystems - EUA), 1 uL do iniciador forward ou reverse (3,2 pmol), 5
pL do produto purificado diluido (contendo 3-10 ng de DNA) e 1 pL de
agua purificada. A PCR foi feita em placa de 96 pocos. As condicdes
foram 96°C/2 segundos, seguidos por 35 ciclos de 96°C/10 segundos,
55°C/45 segundos e 72°C/60 segundos e extensdo final de 72°C/60
segundos.

Apos a retirada da placa do termociclador, foram adicionados 40
pL de isopropanol 65%, a placa foi agitada no vortex e incubada por 20
minutos a temperatura ambiente no escuro. Em seguida foi centrifugada
por 45 minutos a 3700 rpm. Descartou-se o sobrenadante, vertendo a
placa. O precipitado foi lavado com 250 pL de etanol 60% e a placa foi
centrifugada por 15 minutos a 3700 rpm e colocada no termociclador
por 1 minuto a 90°C para secar. O produto amplificado foi ressuspenso
com 20 pL de formamida, desnaturado por 5 minutos a 96°C, transferido
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para um banho-maria de gelo imediatamente e os produtos injetados no
sequenciador.

4.7.3. Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa Chromas
Lite 2.1 (Technelysium, Australia) e comparadas por alinhamento com a
sequéncia da estirpe selvagem de referéncia de M. tuberculosis H37Rv,
por meio da ferramenta ClustalW (alinhamento multiplo de sequéncias)
contida no programa BioEdit (Ibis Biosciences, EUA). A regido parcial
do gene ahpC foi amplificada e sequenciada no reverso complemento.

4.8. Andlise estatistica

As variaveis nominais foram expressas em forma de nimero
absoluto e/ou percentual e as variaveis numéricas em forma de média e
desvio-padrdo. Para a associacdo entre as varidveis nominais foi
utilizado o Teste Exato de Fisher. Foi considerado significante um valor
de p <0,05.

Para a construgdo do dendograma de similaridade da combinacao
dos métodos de spoligotyping e MIRU foi utilizado o site miru-
vntrplus.org por meio do método UPGMA (unweight pair group method
with arithmetic mean). Para a definicdo de cluster, foi considerado o
valor de 100% de similaridade entre dois ou mais isolados (MARAIS,
2013) e foi definido grupo de infec¢do recente (GIR) como 90% ou mais
de similaridade (ROSAS et al., 2013) A diversidade alélica do MIRU foi
estimada pelo Indice Discriminatorio de Hunter-Gaston (HGDI —
Hunter-Gaston Discriminatory Index) (HUNTER, GASTON; 1988).
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5. RESULTADOS
5.1. Perfil de resisténcia e isolamento dos bacilos

Entre as 92 amostras selecionadas, 53 eram MDR, 38 resistentes
a INH e sensiveis a8 RMP e uma resistente 8 RMP e sensivel a INH. O
resultado do TSA para os quatro antimicrobianos testados (INH, RMP,
EMB e SM) consta na Tabela 5.

Tabela 5. Relacdo do perfil de resisténcia fenotipico das amostras

Farmaco relacionado Perfil de resisténcia NUmero de amostras
INH 31
INH/EMB 3
INH INH/SM 3
INH/EMB/SM 1
RMP RMP 1
INH/RMP 41
INH/RMP/EMB 8
INH/RMP INH/RMP/SM 3
INH/RMP/EMB/SM 1
TOTAL — 92

Todos os 92 isolados de M. tuberculosis resistentes a INH e/ou
RMP e os 12 isolados sensiveis a todos os farmacos testados tiveram
crescimento satisfatério em meio sélido (Figura 3).
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Figura 3: Crescimento do M. tuberculosis em tubo com meio so6lido
Ogawa-Kudoh.

Legenda: A) Crescimento de vérios isolados. B) Detalhe de um isolado.

5.2. PCR para genes de resisténcia
5.2.1. Analise do produto amplificado

As reagdes de PCR foram realizadas para cada um dos genes
estudados e os produtos amplificados foram visualizados em gel de
agarose 1,5% corados com brometo de etidio (Figura 4). O tamanho do
produto amplificado foi comparado com um marcador de tamanho
molecular 50 pb ladder para confirmar a reagdo antes de ser enviado
para 0 sequenciamento.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose de PCR para 0s genes de
resisténcia

A B
Al A2 A3 CN CP S50pbj A1l A2 A3 CN CP 50pb

e

Al A2 A3 CN CP 50pbg A1 A2 A3 CN

Legenda: A1, A2 e A3: Amostras de isolados clinicos. CP: Controle positivo da
reacdo. CN: Controle negativo da reagdo. 50pb: Marcador de tamanho
molecular 50 pb ladder. A) gene katG (produto de 233 pb). B) gene inhA
(produto de 207 pb). C) gene ahpC (produto de 359 pb). D) gene rpoB (produto
de 411 pb).
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5.2.2. Sequenciamento

Foram encontradas 19 mutagbes diferentes em 82 isolados
clinicos nas regibes sequenciadas dos quatro genes relacionados com
resisténcia a INH e RMP (Figuras 5 e 6 e Tabela 6). Nenhuma mutacéo
foi encontrada nos isolados clinicos sensiveis e na estirpe H37Rv.



53

Figura 5: llustracdo das mutacBes encontradas nos genes relacionados com resisténcia a INH.

A 7 s B
94
. Asp r7i Ser en
cee |7/ AGC e | Ser .
ce
Asp Thr
cac |® acc | 9 Ala |

c1C
Ile
arc | o

-1 -4 57 48 47

w—f TATCACCTTTGCCTGACAGCGACTTCACGGCACGATGG—ATG [ i

4 { /Rl o

:.: ::!. 11 :1 x2 Ile

ATC

xl

Legenda: A) gene katG; B) gene inhA e C) gene ahpC. Os nimeros acima dos quadrados pretos contendo as sequéncias e

respectivos aminodacidos representam os codons e acima do retangulo preto contendo a sequéncia parcial da regido regulatéria do
gene ahpC representam a sequéncia de bases.
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Figura 6: llustracdo das mutacfes encontradas no gene rpoB, relacionado com resisténcia a RMP.

EOE M

a5 Phe S Ser
e [ 77 ] acc

28 O

520 £21 522 £23 24

F A Pro Leu Ser Cly Leu 4 .

GAC CAG | AAC AAC | CCG | CTG | TOG | GGG e | ACC CAC | AAG | CGC | CGA | CTG TCG | GOG CTG
Phas As

mc | = m;;; x2 #,'E x31

Val Tyr Trp

crc |1l TAC |3 Tee |

Legenda: Os nimeros acima dos quadrados pretos contendo as sequéncias e respectivos aminoacidos representam os codons e
acima do retangulo preto contendo a sequéncia parcial da regido regulatéria do gene ahpC representam a sequéncia de bases.
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Tabela 6: MutacBes encontradas em 92 isolados clinicos resistentes
provenientes do estado de Santa Catarina.

f;ec?tlisﬁcnac'(i) katG inhA ahpC rpoB n
MDR (53) S315T - - S531L 19
S315T - - S531W 11

S315T - - H526Y 3

S315T - - H526D 2

- - - S531L 7

S315T - - - 1

S315T - Ins(-47)T S531L 1

S315T - 161 S531L 1

S315T - - D516F/ F505vV 1

S315T - - 1572V 1

- - - D516V 1

- - C(-57)T S531L 1

- S94A - S512G /H526N 1

- - G(-74)A - 1

- - Ins(-47)T S531L 1

- - G(-48)A S531L 1

- - - - 0

INH (38) S315T - - NR 19
S3151 - - NR 1

- - C(-81)T NR 2

- - - NR 15

G279D - - NR 1

RMP (1) NR NR NR - 1

Legenda: INH: isoniazida; RMP: rifampicina; NR: ndo realizado.
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5.2.2.1. Mutagdes relacionadas a INH

A mutacdo mais encontrada nos trés genes foi a katG S315T, na
qual o aminoacido (aa) serina (S) foi substituido pelo aa treonina (T) na
posicdo 315 do gene, que estava presente em 59 dos 91 isolados
resistentes. Outras mutacGes encontradas no mesmo gene foram S3151
(1/91) na qual ocorre a substituicdo do aa serina pelo aa isoleucina (I) e
a mutacdo G279D (1/91) por substituicdo de um aa glicina (G) pelo aa
aspartato (D) .

Apenas um isolado estava mutado na regido sequenciada do gene
inhA, que continha uma substitui¢do do aa serina por um aa alanina (A)
no codon 94 (S94A).

No gene ahpC foram encontradas seis mutacdes diferentes em
oito isolados. A substituicdo de uma base nitrogenada (BN) citosina (C)
por uma BN adenina (A) na posi¢éo -81 [C(-81)A] e a insercdo de uma
BN timina (T) na posicdo -47 [Ins(-47)T] foram encontradas em 2
isolados clinicos cada. Outras mutacBes foram a troca de uma BN
guanina (G) por uma BN A na posicdo -74 [G(-74)A], a troca de uma
BN C por uma BN T na posi¢do -57 [C(-57)T], a troca de uma BN G
por uma BN A na posi¢do -48 [G(-48)A] e uma mutagdo silenciosa 16l,
onde ocorreu a troca da sequéncia das BNs ATT por ATC, que
codificam o aa isoleucina. Apenas dois isolados que continham alguma
mutacdo no gene ahpC também continham no gene katG, entretanto um
deles continha a mutac&o silenciosa (161).

Nas figuras 7, 8 e 9 estdo demonstrados os eletroferogramas das
principais mutacfes encontradas nos genes katG, inhA e ahpC,
respectivamente.
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Figura 7: Eletroferograma da regido parcial do gene katG (c6dons 311

ao 319).
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Legenda: A) sequéncia W|Id-type, B) sequéncia com a mutagdo S315T e C)
sequéncia com a mutagdo S3151. A ordem e a cor dos picos indicam a sequéncia
das bases nitrogenadas: verde: adenina, vermelho: timina, azul: citosina e preto:
guanina. O retdngulo vermelho indica a base nitrogenada substituida.
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Figura 8: Eletroferograma da regido parcial do gene inhA (c6dons 91 ao
100).
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Legenda: A) sequéncia wild-type; B) sequéncia com a mutagdo S94A. A ordem
e a cor dos picos indicam a sequéncia das bases nitrogenadas: verde: adenina,
vermelho: timina, azul: citosina e preto: guanina. O retangulo vermelho indica a
base nitrogenada substituida.
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Figura 9: Eletroferograma da regido parcial do gene ahpC (reverso

complemento da sequencia de BN -54 a -40).
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Legenda: A) sequéncia wild-type das bases nitrogenadas -54 a -40. B) sequéncia
com mutacdo Ins(-47)T. C) sequéncia wild-type das bases nitrogenadas -74 a -
88. D) sequéncia com mutacdo C(-81)T. A ordem e a cor dos picos indicam a
sequéncia das bases nitrogenadas: verde: adenina, vermelho: timina, azul:
citosina e preto: guanina. O retangulo vermelho indica a regido onde a foi base
nitrogenada foi inserida (A e B) e a base nitrogenada substituida (C e D).
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5.2.2.2. Mutagdes relacionadas a RMP

Entre os 54 isolados clinicos resistentes a RMP, 51 tinham
mutacBes no gene rpoB, sendo 42 delas no cédon 531. A mutagdo mais
encontrada foi a substituicdo S531L, na qual o aa serina € substituido
pelo aa leucina (L), que estava presente em 31 isolados clinicos, seguida
pela mutagdo S531W, com substituicdo do aa S pelo aa triptofano (W),
que foi encontrada em 11 isolados clinicos. Outras muta¢Bes pontuais
foram encontradas nos codons 516, 526 e 572. Em dois isolados clinicos
foram encontradas 2 mutagcbes diferentes no mesmo isolado
[D516F/F505V, nas quais 0 aa aspartato (D) € substituido pelo aa
fenilalanina (F) e 0 aa F é substituido pelo aa valina (V) e S512G /
H526N, nas quais 0 aa S é substituido pelo aa glicina (G) e 0 aa
histidina (H) é substituido pelo aa asparagina (N)].

Na figura 10 estdo demonstrados os eletroferogramas das principais
mutagdes encontradas no gene rpoB.
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Figura 10: Eletroferograma da regido parcial do gene rpoB (cdons 526
ao 535).
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Legenda: A) sequéncia wild-type; B) sequéncia com a mutagdo S531L e C)
sequéncia com a mutacdo S531W. A ordem e a cor dos picos indicam a
sequéncia das bases nitrogenadas: verde: adenina, vermelho: timina, azul:
citosina e preto: guanina. O retangulo vermelho indica a base nitrogenada
substituida

5.3. Spoligotyping

Entre os 92 isolados resistentes, 82 foram agrupados em 22 SITs
diferentes. As demais amostras apresentaram perfis desconhecidos (9) e
perfil orphan (1).

A familia LAM foi a mais prevalente, com 38 isolados, seguida
pela familia T e SIT106, com 17 isolados cada e familia H, com nove
isolados. As estirpes pertencentes ao SIT106 foram analisadas
separadamente porque esse SIT ndo estd estritamente relacionado com
nenhuma familia bem-caracterizada (comunicagdo pessoal Dr. Nalin
Rastogi).

O SIT mais encontrado foi 0 106, com 17 isolados, seguido pelos
SITs 42 (LAM9) com 15 isolados, 73 (T2-T3) com 10 isolados e 2263
(LAM9) e 50 (H3), com sete isolados cada.
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Os resultados agrupados por familia e subfamilia constam na
figura 11 e os resultados completos do spoligotyping constam na Tabela
7.

Figura 11: Resultado agrupado das familias de spoligotyping
encontradas em 92 isolados resistentes a isoniazida e/ou rifampicina do
estado de SC.
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£
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LAM T Unk/Orp H SIT106

Legenda: LAM: Latin America Mediterranean. Unk: unknown. Orp: orphan.
NC: Néo classificadas. H: Haarlem
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Tabela 7: Perfis de spoligotyping encontrados em 92 isolados resistentes
a isoniazida e/ou rifampicina do estado de SC.

ST e ety glol:gj%rso (22)
106 — A ) N Y ) 0000000000000 000 e 17 (18,5)
42 LAMY | ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO EEEEEEENOO0 ) ENEEEEN 15 (16,3)
73 T2-T3 | EEEEEEEEEEENOEEEEENEEEEEEEEEEEENO OO NENONEN 10 (10,9)
50 H3 L e 7 (7,6)
2263 LAMO | EEEENOEEEEEEEEEEEEENOOO0NEEEEEENOOOONNEEEEN 7 (7,6)
17 LAM? | EROEEEEEEEEEOEEEEEEEO00 O ENEEEEEEOOOEENEEEE 3 (3,3)
37 LAMS5 | EEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEO O ENEEEEN 2(2,2)
93 T3 EEEEEEEEEEEE NN RO OO OO 2(2,2)
216 LAMS5 | ENEEEEEEEEEE O EEEEEE00EEEEEEEEO0 O ENEEEE 2(2,2)
1076 LAM1 | OO000OEEEEEEEEEEEEEECOOONEEEEEEEO0O O NNEEEEE 2(2,2)
52 T2 L e 2(2,2)
53 T1 EEEEEEEEEEEEEEEEE NN NN NN OO NN 2(2,2)
64 LAM6 | EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOO0OEEENOEEEO0 O ENEEEEE 2(2,2)
75 H3 EEEEEEEEEEEEEN NN RN OO NN 1(1,1)
150 LAMY | EEEEEEEEEEEEEEOEEEEEOO0OEEEEEEEEOO) O ENEEEEN 1(1,1)
177 LAMO | ONEEEEEEEEEEEEEEEEEEOOOONEEEEEENO0OONNEEEEE 1(1,1)
244 Tl L L L e ] 1(1,1)
828 LAM4 | OESESEEEEEEEEEEEEEEROOO0NEEEEEENO00ONNNONEN 1(1,1)
2329 H3 L L e e 1(1,1)
33 LAM3 | EEEEEEEEOOONEEEEEEEEO OO OEEENEEEEO 0O ENEEEEN 1(1,1)
Orphan | LAM4 | EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE )00 EEEEEER000000000EEN 1(1,1)
237 — EEEEEEEEEEEEEE NN NN NN RN 000000000000 1(1,1)
534 — EEEEEEE NN RO OO OENER000000000000000 1(1,1)
Unk1 Unkl | SESSEEEE0OEEEO000E00000000000000000000ENEEE 2(2,2)
Unk2 Unk2 | EEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEO00NOEEEO00ONNNONEN 1(1,1)
Unk3 Unk3 | EEEEEEEESEEEEEEEEEEEO00EEEEO00NI00OEEEONEN 1(1,1)
Unk4 Unk4 | EEEEEEEE0OEEEO000E00000000000000000000NNNEN 1(1,1)
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Continuacgdo Tabela 7: Perfis de spoligotyping encontrados em 92 isolados
resistentes a isoniazida e/ou rifampicina do estado de SC.

Sub- ~ Numero de
SIT | familia Fetliy isolados (%)
Unks Unk5 | EEEEESEEEESESEEEEEES RN RN 1(1,1)
Unké Unk6 | EEEEESEEEESEEEEEEEES EEEO N RN NN 1(1,1)
Unk7 Unk7 | peesssmE0000000000000000080EEEER0 00 E e 11y
Unka Unk8 | mememmms000EEE000S0000000000000000000 SeEe. 1(11)

Legenda: LAM: Latin America Mediterranean. Unk: unknown. Orp: orphan.
NC: Néo classificadas. H: Haarlem.

5.4. MIRU e andlise combinada do MIRU com o spoligotyping

Este método foi padronizado no Laboratério de Biologia
Molecular e Micobactérias durante o mestrado.

Apos a corrida eletroforética, o tamanho dos produtos foi
estimado por comparagdo com o padrdo de tamanho molecular. Como as
repeti¢des in tandem de todos os loci dos MIRU que foram amplificados
no estudo contém de 53 a 77 pb, os parametros da eletroforese utilizados
foram suficientes para a determinacdo do tamanho dos produtos
amplificados. Na figura 12 consta um exemplo de determinacédo do alelo
do MIRU (MIRU 2) utilizando isolados clinicos de M. tuberculosis €
cepa-padrdo H37Rv. Para a cepa-padrdo H37Rv e para a maioria dos
isolados clinicos foi amplificado um produto de 508 pb, que
corresponde ao alelo 2. Para os isolados clinicos 15 e 21 foi amplificado
um produto de 455 pb, correspondente ao alelo 1.
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Figura 12: Exemplo de determinacdo do alelo do MIRU 2
1 2 3 45 6 7 8 9101112131415 71617 18 19 20 21 22 23 24 25

Legenda: Canaletas 1, 7, 13, 19 e 25: padrdo de tamanho molecular 100 pb
ladder. Canaletas 2-6,8-12,14-18,20-22: isolados clinicos. Canaleta 23: H37Ruv.
Canaleta 24: controle negativo da reagao.

Para a determinacdo dos alelos de cada MIRU foram utilizados
25 isolados resistentes. Para esses isolados foram obtidos 17 perfis
diferentes de MIRU, sendo grande parte perfis Unicos (Tabela 8)

Tabela 8: Perfis de MIRU obtidos
Perfil de MIRU Numero de

isolados
1233_6143222
1233 _6153322
1233_7153226
2231 6152321
2231 6142321
2234 6140321
2241 5163221
2241 6152321
2242 5163321
2242 6112321
2242 6153321
2243 5113221
2243 5163221
2243 6153321
2244 5163221
2251 6152321
2253 5153324

NRPRRPRRPRPRPRPREPREPNRPREPNRERERERE
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As maiores diversidades alélicas foram encontradas nos MIRUs 10,
16, 26 e 27 (HGDI > 0,503). Em contrapartida, nenhuma diversidade foi
encontrada nos MIRUs 04, 24 e 39. O HGDI estimado, o nimero de alelos e 0
namero de repeti¢des para cada MIRU constam na Tabela 9.

Tabela 9: Pardmetros relacionados a diversidade alélica para cada loci
do MIRU

Numero de

MIRU NUmero de alelos repeticoes HGDI
02 2 1-2 0,220
04 1 2 0,000
10 3 3-4-5 0,503
16 4 1-2-3-4 0,673
23 3 5-6-7 0,477
24 1 1 0,000
26 4 1-4-5-6 0,607
27 3 0-2-3 0,560
31 2 2-3 0,380
39 1 2 0,000
40 4 1-2-4-6 0,360

Para verificacdo da formacdo de GIRs e clusters, foi construido
0 dendograma de similaridade dos 25 isolados resistentes analisados
pelo MIRU e spoligotyping. Dessa forma, foram obtidos trés clusters e
cinco GIRs. O primeiro cluster ¢ formado por dois isolados da
subfamilia LAM9 — SIT 42. Quatro isolados da subfamilia LAM9,
porém SIT 2263, formam o segundo cluster. O terceiro cluster é
formado por dois isolados do SIT 50, subfamilia H3. Foram obtidos
cinco GIRs entre os 25 isolados, conforme observado na Figura 13.
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Figura 13: Anélise combinada utilizando o dendograma de similaridade UPGMA de 25 isolados resistentes a INH

e/ou RMP.
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5.5. Associagdo entre as mutacgdes nos genes de resisténcia e as
familias de spoligotyping

Para observar a associacdoentre as mutagdes nos genes de
resisténcia e familia do spoligotyping foram tomadas as trés principais
mutagdes encontradas: katG S315T, rpoB S531L e rpoB S531W.

A mutacdo katG S315T foi encontrada em todas as familias de
spoligotyping, mas com menor frequéncia na familia T. Enquanto essa
mutacdo estava presente em 64,8% do total de amostras, apenas 11,8%
(p<0,001) dos isolados da familia T apresentavam a mutagdo katG
S315T. Por outro lado, a familia LAM (p=0,01), em virtude do elevado
nimero de mutagdes S315T no spoligotype LAM9 (87,5%), e 0 grupo
SIT106 (p=0,05) demonstraram uma associacdo positiva com essa
mutacdo (Tabela 10).

N&o houve correlagdo da mutacdo rpoB S531L com os
spoligotypes. As prevaléncias dessa mutacdo nas familias H, LAM e T e
no grupo SIT106 variaram de 50,0 a 69,2% (Tabela 11).

Houve uma correlacdo positiva entre as mutagdes rpoB S531W e
a familia LAM (p=0,01). Das 11 mutacdes rpoB S531W, 9 foram
encontradas na familia LAM e, mais especificamente, 6 dessas
pertencem ao SIT 2263. Nas outras familias e no grupo SIT106 a
prevaléncia encontrada foi de 0,0 a 20,0% (Tabela 12).

Tabela 10: Associacdo entre familias/SIT do spoligotyping e mutagdo no
gene katG S315T

Familia/SIT katG S315T
spoligotyping mut wt p
S!T106 14 3 0,05+
nao-SIT106 43 29
HNaarIem 8 1 0.09
ndo-Haarlem 51 31
LAM 27 10 -
néo-LAM 32 33 001
T

x 2 15 <0,001*
nao-T 57 17
Unk/NC/Orp 9 3 021
ndo-unk/NC/Orp 53 29 '

Legenda: mut: isolados mutados. wt: isolados wild type. unk: unknown. Foi
considerado estatisticamente significante um valor de p < 0,05 calculado pelo
teste exato de Fischer.
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Tabela 11: Associacdo entre familias/SIT do spoligotyping e mutagcdo no
gene rpoB S531L

Familia/SIT rpoB S531L
spoligotyping mut wit p
SIT106 10 4 0,12
ndo-SIT106 21 19
Haarlem

« 3 2 0,36
ndo-Haarlem 28 21
LAM 12 13
ndo-LAM 19 10 010
T 3 L 0,33
non-T 28 22
Unk/NC/Orp 3 3 031
ndo-unk/NC/Orp 28 20 ’

Legenda: mut: isolados mutados. wt: isolados wild type. unk: unknown.Foi
considerado estatisticamente significante um valor de p < 0,05 calculado pelo
teste exato de Fischer.

Tabela 12: Associacao entre familias/SIT do spoligotyping e mutacdo no
gene rpoB S531W

Familia/SIT rpoB S531W

spoligotyping mut wt p
SIT106 1 13 0,10
ndo-SIT106 11 30

Haarlem 0 5 0,30
nao-Haarlem 11 38

LAM 9 15 0,001*
nao-LAM 2 27

T 1 4 0,43
ndo-T 10 39

Unk/NC/Orp 0 6 0,24
ndo-unk/NC/Orp 11 37

Legenda: mut: isolados mutados. wt: isolados wild type. unk: unknown.Foi
considerado estatisticamente significante um valor de p < 0,05 calculado pelo
teste exato de Fischer.
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6. DISCUSSAO

A TB-MDR é uma ameaga global, visto que sua taxa de
mortalidade é aproximadamente trés vezes mais alta do que a TB
sensivel aos antimicrobianos (BLONDAL et al., 2013). No Brasil, a taxa
de resisténcia primaria é de 6,0% para a INH e 1,5% para a RMP e a
taxa de MDR primaria é de 1,4%. Entretanto, entre 0s casos com
historia de tratamento anterior a taxa de resisténcia & INH e RMP
aumenta para 21,0% e 5,9% respectivamente, (BRAGA et al., 2003), o
gue demonstra a importancia do diagnéstico etioldgico e tratamento com
0 esquema recomendado para cada caso de TB.

Este foi o primeiro estudo em amostras clinicas de SC a buscar
mutacBes em isolados de M. tuberculosis resistentes aos farmacos.
Foram utilizados 92 isolados clinicos com variados perfis de resisténcia:
32 isolados monorresistentes (31 INH-R e um RMP-R), sete isolados
polirresistentes e 53 isolados MDR. No mesmo periodo, de acordo com
dados do SINAN, foram confirmados 8.430 casos de TB em SC. Desta
forma, considerando-se a taxa de TB-MDR do Brasil (2,37%) (WHO,
2013), podem ser estimados cerca de 50 casos por ano, totalizando cerca
de 200 casos de MDR-TB em SC no periodo do estudo. H4 uma grande
diferenca entre os casos de TB-MDR estimados e notificados, visto que
em 2008 e 2009 foram notificados apenas 15 casos por ano (DIVE,
2010). Esta diferenca pode ocorrer devido a subnatificacdo de casos de
TB-MDR, o que demonstra que outras estratégias de busca de isolados
MDR devem ser adotadas.

Em nosso estudo foram encontradas 19 mutagdes pontuais
diferentes em 81 dos 92 isolados clinicos resistentes, o que representa
88,0% dos isolados resistentes fenotipicamente analisados. A mutagdo
katG S315T estava presente em 64,8% dos isolados resistentes a
isoniazida. As frequéncias das mutagdes podem variar de acordo com a
regido geogréfica (SILVA et al., 2003) e, como esperado, esse
percentual estd préoximo as taxas encontradas em outros estudos do
Brasil, que variam de 48,5% a 78,5% (CLEMENTE et al., 2008;
CARDOSO et al., 2004; COSTA et al., 2009; HOFLING et al., 2005;
SILVA et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2009; PERIZZOLO et al., 2012)
exceto para isolados clinicos da regido centro-oeste brasileira, onde séo
encontrados percentuais menores da mutagdo S315T em isolados
resistentes & isoniazida (SANTOS et al., 2010; ALVES et al., 2011). Os
estudos no Brasil demonstram um percentual préximo ao de paises
como Chile, Argentina, Turquia, Paquistdo, Filipinas, Australia, Iran,
Vietnam, Costa do Marfim, Espanha, Arabia Saudita e China, que tém
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taxas de 50 a 80% (ARAYA et al., 2011; IMPERIALE et al., 2012; ALI
etal., 2011; ASLAN et al., 2008; HERRERA el al., 2004; LAVENDER
et al., 2005; MOADDAB et al., 2011; MINH et al., 2012; N GUESSAN
et al., 2009; TORRES et al., 2002; VARGHESE et al., 2012; WANG et
al., 2009; YUAN et al., 2012; ZHOU et al,. 2011). Outros paises como o
Uruguai, EUA, México, Papua Nova Guiné e Coréia do Sul tém
percentuais mais baixos de prevaléncia dessa mutagdo em isolados
clinicos resistentes a INH, que se encontram entre 20 e 35% (GREIF et
al., 2012; VARELA et al.,, 2008; GUO et al., 2006; BOLADO-
MARTINEZ et al., 2012; BALIF et al., 2012; YOON et al., 2012). Em
contrapartida, em alguns paises sdo encontradas altas taxas da mutacdo
S315T no gene katG (superiores a 90%) como Egito, Rdssia, Tunisia,
Cazaquistéo, Coldbmbia e Etiopia (ABELAAL et al., 2009;
AFANAS’EV et al, 2007; BEM-KAHLA et al, 2011,
KOXHAMKULOQV et al., 2011; MOKROUSOV et al., 2002; NIETO et
al., 2012; TESSEMA et al., 2012).

Outras duas mutagdes foram encontradas no gene katG: S315I,
gue é encontrada em varias regides do mundo, e G279D, que foi descrita
em alguns estudos com isolados do Brasil e alguns outros paises
(STRAVUM et al., 2009; MORLOCK et al., 2003; WU et al., 2006).

MutagGes no gene katG alteram a habilidade da enzima KatG em
catalisar a conversdo da isoniazida em &cido isonicotinico, que ira
formar o aduto INH-NADH. Desta forma nao havera inibicdo pelo aduto
INH-NADH da InhA, enzima que esta envolvida na sintese de acidos
micoélicos e é essencial a sobrevivéncia do bacilo (VILCHEZE,
JACOBS, 2007). Por outro lado, como a enzima KatG também atua
como um fator de viruléncia do bacilo, sabe-se que a atividade dessa
enzima ndo é diminuida totalmente nas estirpes com a mutacdo katG
S315T o que pode explicar o fato dessas estirpes terem sido
disseminadas com sucesso (PYM, SAINT-JOANIS, COLE, 2002)

Apenas um isolado estava mutado na regido estrutural do gene
inhA, que ndo continha nenhuma outra mutacéo nas regides pesquisadas.
A mutacdo S94A foi uma das primeiras mutacbes a serem descritas no
gene inhA e pode diminuir a for¢ca da interacdo entre o aduto NADH-
INH, uma molécula de &gua e o sitio ativo da enzima InhA, que €
responsavel pela sintese da parede celular de M. tuberculosis, tornando a
INH menos efetiva contra o bacilo (DESSEN et al., 1995; PANTANO et
al., 2002). Machado e cols. (2013), em um estudo em Portugal com 17
isolados MDR, encontraram nove isolados com as mutagdes inhA S94A
e inhA C(-15)T associadas, além de alto nivel de resisténcia & INH e a
etionamida nesses isolados.
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Apesar das mutagfes na regido estrutural do gene inhA poderem
originar resisténcia a isoniazida, a maior parte delas sdo encontradas na
sua regido regulatéria do gene, principalmente a mutagéo C(-15)T. Essas
mutagBes podem diminuir a expressdo da enzima InhA, que esta
envolvida na sintese de &cidos graxos, o alvo do derivado ativo da
isoniazida (BANERJEE et al., 1994; COSTA et al, 2009). O
sequenciamento da regido regulatoria do gene inhA pode aumentar a
detecgdo de isolados mutados em nosso estudo, uma vez que 10-50%
dos isolados resistentes & isoniazida tém mutacdes nessa regido do gene
(CARDOSO et al., 2004; COSTA et al., 2009; ALVES et al., 2011,
GUO et al., 2006; BOLADO-MARTINEZ et al., 2012; CHIA et al.,
2012; AFANAS’EV et al., 2007, BAKONYTE et al., 2009; BALIF et
al., 2012).

O sequenciamento do gene ahpC demonstrou seis mutagdes
diferentes em oito isolados clinicos (8,8%). Outros estudos realizados no
Brasil mostraram resultados similares na detec¢do de mutagdes ahpC em
geral, entretanto ndo ha mutacdes predominantes nesse gene
(CARDOSO et al., 2004; COSTA et al., 2009; SILVA et al., 2003). Por
outro lado, ha um baixo percentual de deteccdo de mutacfes no gene
ahpC em estudos realizados na Alemanha, Coréia do Sul, Cazaquistéo,
Espanha, Papua Nova Guine e Tunisia (BALIF et al., 2012; BEM-
KAHLA et al., 2011; HILLEMANN et al., 2005; JNAWALI et al.,
2013; KOXHAMKULOV et al., 2011; TORRES et al., 2002).

A relacdo entre as mutagdes nos genes katG e ahpC ndo €
completamente entendida ainda. Apenas um isolado que continha uma
mutacdo missense no gene ahpC também estava mutado no gene katG
(outro isolado continha uma mutacdo silenciosa). Por este motivo,
supde-se que nos isolados utilizados no estudo a resisténcia a isoniazida
originada pela mutacdo no gene katG ndo envolve mutacOes
compensatorias no gene ahpC para aumentar a expressdo da enzima
AhpC, que poderia compensar a diminuicdo da atividade da enzima
KatG contra o estresse oxidativo (SHERMAN et al., 1996; WILSON,
COLLINS, 1996). Isso pode ser justificado devido ao alto percentual de
mutacles do tipo katG S315T, que requer da estirpe um baixo fitness
cost quando comparado as estirpes que contém outras mutagdes que ndo
a S315T (GAGNEUX et al., 2006; BALIF et al., 2012). Além disso,
mutacles na regido promotora do gene ahpC, como as encontradas em
neste estudo, séo relatadas em isolados resistentes a isoniazida sem
mutacBes no gene katG (ZHANG et al., 1996); algumas mutacbes na
regido promotora do gene ahpC causaram um aumento na atividade da
enzima PB-galactosidase de 6 a 10 vezes quando esse gene foi ligado a
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um plasmideo contendo o gene lacZ, o que contribui para a hip6tese de
gue o gene ahpC pode estar envolvido na resisténcia a isoniazida sem
necessariamente depender do gene katG (WILSON, COLLINS, 1996).

Foram sequenciadas regides parciais de 3 genes envolvidos na
resisténcia a isoniazida, porém mutacfes de mais de 20 genes podem
originar resisténcia (SANDGREN et al., 2009). Além disso, quanto
menor o valor da concentragdo inibitdria minima (CIM), menor o
percentual de mutagdes nos genes katG, inhA e ahpC, mostrando que as
estirpes com CIM baixa podem possuir algum outro mecanismo de
resisténcia (COSTA et al., 2009). Portanto a determinacéo da CIM pode
contribuir para o estudo dos mecanismos nos isolados de SC.

As andlises das mutacbes no gene rpoB demonstraram 10
mutagdes diferentes em 94,4% dos isolados resistentes. Quase todos 0s
isolados resistentes a RMP no teste fenotipico eram MDR (98,1%), o
gue demonstra que, assim como em outros estudos, a deteccdo de
mutagdes no gene rpoB foi um bom marcador de MDR nos isolados do
nosso estudo (TELENTI et al., 1993; SAM et al., 2006). Trocas simples
de bases nitrogenadas no codon 531 foram responsaveis por 77,8% do
total de mutagbes no gene rpoB. A mutacdo S531L foi a mais
prevalente, encontrada em 57,4% dos isolados resistentes a RMP, o que
estd em concordancia com varios outros estudos do Brasil (HOFLING et
al., 2005; PERIZZOLO et al., 2012; SPINDOLA DE MIRANDA et al.,
2011) e de outros paises (BOLOTIN et al., 2009; IMPERIALE et al.,
2012; ALI et al., 2011; HILLEMANN et al., 2005; JINAWALI et al.,
2013; KOUROUT et al, 2009; POUDEL et al, 2012
PRAMMANANAN et al., 2008; RAHIM et al., 2012; TANG et al,,
2013; WANG et al., 2013), que reportam um percentual entre 40 e 70%.
Por outro lado, estudos do centro-oeste do Brasil (SANTOS et al., 2010;
ALVES et al., 2011) e de outros paises como Cazaquistdo, Espanha e
Russia demonstraram um percentual de mais de 70% da mutacdo S531L
em isolados resistentes & RMP (KOXHAMKULOV et al., 2011;
TORRES et al., 2002; LIPIN et al., 2007). A segunda muta¢do mais
prevalente no gene rpoB foi a S531W, que estava presente em 20,4%
dos isolados resistentes & RMP. Araya e cols. (2011) encontraram um
percentual de 24,0% em isolados resistentes do Chile. Em outro estudo
realizado no Brasil com 14 isolados resistentes a RMP foi encontrado
um percentual de 14,3% da mutacdo S531W (CLEMENTE et al., 2008).
Por outro lado, vérios estudos com um numero maior de isolados
resistentes a RMP de outras regides do Brasil e de outros paises
demonstraram que menos do que 10% dessa mutacdo ocorreu nesses
isolados (CAVUSOGLU et al., 2002; KHAN et al., 2013; KOUROUT
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et al., 2009; KOXHAMKULOV et al., 2011; LEE et al., 2005;
MADANIA et al., 2012; RAHIM et al., 2012; TANG et al., 2013;
BODMER et al., 1995).

O spoligotyping é um método rapido simples e robusto que pode
ser utilizado na detec¢do e tipagem de micobactérias do complexo M.
tuberculosis, ou seja, nas micobactérias que possuam regido Direct
Repeat (DR) (KANDUMA et al., 2003). Com a andlise da presencga ou
auséncia de 43 espacadores é possivel diferenciar os isolados em
familias e subfamilias, o que possibilita a caracterizacdo da diversidade
genética de M. tuberculosis (TANG et al., 2008).

Apesar de ser referido como um método de razoavel poder
discriminatorio, foram encontrados 24 perfis diferentes de
spoligotyping, além de sete perfis unknown e dois orphan nos 92
isolados resistentes analisados. A familia LAM foi a mais encontrada
entre os perfis de spoligotyping com 41,3%, seguida pelas familias T e
Haarlem, com 18,5% e 9,8%, respectivamente. Estas trés principais
familias representam 69,6% dos isolados resistentes e encontram-se em
guantitativo inferior ao esperado para os isolados da América do Sul,
visto que no banco SITVITWEB as familias LAM, T e Haarlem somam
mais de 90% dos isolados da regido Sul-Americana (DEMAY et al.,
2012). Os cinco principais SITs (106, 42, 73, 50 e 2263) englobaram
cerca de 60% dos isolados. O percentual restante representa todos os
outros SITs, que tiveram trés ou menos isolados. Estes dados
demonstram uma grande variabilidade genética das estirpes resistentes
circulantes no estado de SC. O SIT106 nao foi agrupado porque ndo se
relaciona estritamente com nenhuma familia bem caracterizada. No
banco de estirpes publicado em 2006, SpolDB4, 0 SIT106 encontrava-se
na subfamilia U(likelyH3), porém foi recolocado como unknown na
Gltima revisdo banco de dados de spoligotyping, SITVITWEB. Portanto
outros métodos de tipificacdo para reclassificacdo dos isolados deste SIT
sdo recomendados (BRUDEY et al., 2006; DEMAY et al.,, 2012;
RASTOGI, 2013).

O resultado do HGDI mostrou que alguns loci do MIRU possuem
uma diversidade moderada, enquanto outros nao possuem diversidade.

Os loci MIRU10, MIRU16, MIRU23, MIRU26 e MIRU27
destacaram-se como os melhores marcadores em nossas amostras, Vvisto
gue apresentaram trés ou quatro alelos diferentes cada um e HGDI >
0,477. Foram encontrados quatro alelos diferentes para o MIRU40,
porém, pelo fato de haver pouca variabilidade (a maioria dos isolados
possui apenas uma repeticao) seu HGDI foi de 0,360.
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Espera-se encontrar uma baixa variabilidade em alguns loci do
MIRU, por exemplo, MIRU24 e MIRU39, que possuem baixa
variabilidade no mundo inteiro (observado principalmente para a familia
LAM, que compde a maioria dos nossos isolados) de acordo com o
banco de dados SITVITWEB. Porém, no mesmo banco de dados o
MIRUA4 é encontrado com moderada diversidade (DEMAY et al., 2012),
enquanto nesse estudo foi ndo foi encontrada variabilidade. Um aspecto
gue pode limitar nossa analise € o pequeno numero de isolados
utilizados, podendo subestimar o HGDI de alelos com nenhuma ou
baixa diversidade.

Na analise combinada entre spoligotyping e MIRU foram
formados trés clusters e cinco GIR. O primeiro GIR abrange mais da
metade dos isolados e refere-se ao grupo formado principalmente pela
subfamilia LAM9 (13 isolados) e um isolado da subfamilia LAM4, que
possui aproximadamente 97% de similaridade com os outros isolados do
mesmo GIR. Dentro desse primeiro GIR ha um cluster formado por dois
isolados do SIT 42 e outro cluster formado por quatro isolados do SIT
2263. O segundo GIR é formado por apenas um isolado da subfamilia
LAM9 (SIT 1076), que se diferencia do primeiro GIR por apresentar
auséncia dos primeiros espacadores de spoligotyping, quando
comparado & maioria dos isolados do primeiro GIR, e dois alelos do
MIRU totalmente diferentes dos demais isolados da familia LAM
(MIRU 16 e MIRU 27). Os dois isolados da familia Haarlem,
subfamilia H3, formam o terceiro GIR e o terceiro cluster, que ficaram
caracterizados pela auséncia do 31° espagador no spoligotyping e
presenca dos alelos 5 e 4 nos MIRUs 10 e 40, respectivamente. O quarto
GIR apresenta auséncia dos espagadores 13 e 40 do spoligotyping e,
assim como o terceiro GIR, presenc¢a do alelo 5 no MIRU 16. Este GIR
abrange todos os quatro isolados da familia T (subfamilia T3 e
subfamilia ambigua T2-T3) e um isolado da subfamilia LAM2. O quinto
GIR é formado por um isolado da subfamilia LAM5 e um isolado
unknown, que sao similares em pouco mais de 90%. O isolado restante,
da subfamilia LAMSG, néo foi relacionado com nenhum outro isolado

Em todas as familias de spoligotyping foi encontrada a mutacéo
katG S315T, porém destaca-se a correlagdo negativa com a familia T.
Entre os 17 isolados desta familia, apenas dois apresentaram o gene
katG mutado (11,8%). Desta forma, outros mecanismos de resisténcia
parecem estar presentes nestes isolados. A determinacdo da CIM e a
pesquisa de mutacbes na regido promotora do gene inhA como, por
exemplo, a mutacdo C(-15)T, podem auxiliar na determinacdo do
mecanismo de resisténcia nesses isolados, visto que a mutagdo inhA C(-



77

15)T é a segunda mais prevalente em INH-R (BOLOTIN et al., 2009) e
esta relacionada com isolados com um baixo nivel de resisténcia
(BANG et al., 2010), ao contrario da mutacdo katG S315T que €
detectada em isolados com niveis elevados de resisténcia (DANTES et
al., 2012; IMPERIALE et a., 2013).

Vaérios estudos buscam observar a relacdo entre o perfil de
resisténcia e o perfil filogenético (HAEILI et al., 2013; MARDASSI et
al., 2005; HOVE et al., 2012; ANH et al., 2000). Os isolados da familia
Beijing, por exemplo, séo frequentemente associados a surtos causados
por MDR-TB (ALMEIDA et al., 2005; DROBNIEWSKI et al., 2005;
KUBICA et al., 2005). Porém, sdo poucos os estudos que relacionam as
mutacBes em isolados resistentes aos antimicrobianos e o perfil
filogenético.

Costa e col. (2009) em um estudo com 32 isolados da familia
Harleem e 192 isolados de outras familias de paises da América do Sul
encontraram uma correlacdo entre a mutacdo S315T e a familia
Haarlem. Em nosso estudo, apesar de haver uma tendéncia (p=0,09) e a
mutacgdo ter sido encontrada quase cinco vezes mais em isolados da
familia Haarlem, néo foi encontrada a mesma correlacdo, o que pode ter
ocorrido devido ao baixo nimero de isolados dessa familia (n=9). Por
outro lado, foi encontrada uma correlagdo entre a familia LAM
(p<0,001) e 0 SIT106 (p=0,05) com a muta¢do S315T.

N&o houve correlacdo entre a mutacdo S531L e as familias de
spoligotyping, j& que, apesar de ser a mutacdo mais encontrada nos
isolados, as prevaléncias dessa mutagdo apresentaram taxas proximas
entre as familias, variando de 48,0 a 71,4%.

A mutacdo S531W foi a segunda mais encontrada no gene rpoB,
principalmente devido ao SIT 2263 da subfamilia LAM9. Do total de
sete amostras pertencentes ao SIT2263, seis estavam com a mutagdo
rpoB S531W, o que demonstra a provavel disseminacdo clonal. Entre os
seis isolados, foi possivel rastrear no Sistema de Agravos de Notificacdo
- SINAN, os locais de origem de quatro isolados que sdo provenientes
das cidades de S&o Francisco do Sul (um isolado), Joinville (dois
isolados) e Palhoga (um isolado). Os resultados do MIRU-12 desses
quatro isolados demonstraram que os trés casos da mesma regido de SC
(dois casos de Joinville e um caso de S&o Francisco do Sul) possuem
exatamente o mesmo padrdo dos 11 alelos de MIRU-12, que contribui
para a hipétese de que esse isolado propagou-se com sucesso ha regido
nordeste de SC, principalmente por tratar-se de um isolado resistente,
com a mutacdo S531W, que exige um custo bioldgico da bactéria
(MARIAM et al., 2004). O outro isolado genotipado, que foi detectado
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na cidade de Palhoga, na regido da Grande Floriandpolis, apresenta
apenas dois alelos diferentes do MIRU12, resultando uma alta
similaridade com o padrdo dos trés outros isolados (Spoligotyping e
MIRU). Entre esses quatro casos, um deles estd cadastrado como
resisténcia adquirida, no programa sitetb.org e 0s outros trés estdo
cadastrados como resisténcia primaria. Desta forma, as técnicas
moleculares aplicadas no estudo puderam auxiliar no esclarecimento da
origem das infeccdes.

O diagndstico rapido da resisténcia é essencial para 0 manejo
clinico da TB e minimizar a transmissdo de MDR e XDR-TB (CHOI et
al., 2010). O tempo médio laboratorial da deteccdo da resisténcia
utilizando métodos moleculares pode ser reduzido pela metade
(JACOBSON et al., 2012). Cabe salientar que 0 equipamento
GeneXpert TB (Cepheid) serd implementado na rotina dos laboratorios
estaduais de referéncia para TB, inclusive no LACEN/SC. Esse
equipamento utiliza um teste baseado em amplificacdo de &cidos
nucleicos (NAAT — Nucleic acid amplification test) que ndo necessita de
manipulacéo direta da amostra como 0s testes convencionais e que, além
de detectar a presenca do bacilo da TB em amostras de escarro, também
detecta as principais mutacdes na regido determinante de resisténcia a
RMP (RRDR — Rifampin Resistance-Determining Region) com boas
sensibilidade e especificidade (HELB et al., 2010). Este estudo confirma
a utilidade da implantacdo, uma vez que a maioria das amostras
resistentes a RMP, que engloba quase todos os isolados MDR, encontra-
se mutada nos cédons em gue essa metodologia detecta. Ainda assim, no
Brasil a taxa de resisténcia a INH é aproximadamente quatro vezes
maior do que a taxa de MDR (WHO, 2013), por esse motivo 0 TSA em
meio liquido ou sélido devera continuar sendo utilizado nos laboratérios
associados a metodologia GeneXpert TB uma vez que a deteccdo de
resisténcia mais precoce (somente a INH) pode desencadear medidas
intensivas de controle da adesdo ao tratamento e prevenir a selegéo de
estirpes MDR.
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7. CONCLUSAO

A mutacdo mais prevalente nos isolados resistentes a INH foi a
katG S315T, encontrou-se apenas uma mutacdo no gene inhA e 6
mutaces diferentes em ahpC;

No gene rpoB, relacionado a resisténcia a RMP, as mutagfes
mais prevalentes foram S531L e S531W;

O spoligotyping identificou 24 SITs diferentes, sete perfis
desconhecidos (unknown) e dois perfis orphan;

Entre os perfis de spoligotyping 17 correspondem ao SIT 106
(ndo relacionado a familia), 16 pertencem a subfamilia LAM 9 (SIT 42),
dez a subfamilia T2-T3 (SIT 73), sete a subfamilia H3 (SIT 50), sete a
subfamilia LAM 9 (SIT 2263). Os outros perfis continham trés ou
menos isolados;

Foram encontrados 17 perfis diferentes nos 25 isolados tipados
pelo MIRU;

Foram encontradas correlagdes entre o SIT 106 (p 0,05), familia
LAM (p 0,01) e familia T (p <0,001);

Foi encontrada correlagdo entre a mutagdo rpoB S531W com a
familia LAM (p = 0,01);

A mutacdo rpoB S531W relacionada ao SIT 2263 da subfamilia
LAMS9 demostrou provavel disseminacdo clonal, especialmente pelo
padrdo dos alelos encontrado no MIRU-12.
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8. PERSPECTIVAS
Algumas perspectivas para 0s préximos projetos sao:

- Sequenciar parte da regido regulatéria do gene inhA para verificar
mutacGes envolvidas com a resisténcia a INH;

- Fazer o MIRU 20 dos isolados ja tipados pelo MIRU e o todos os
MIRUs dos isolados resistentes restantes;

- Fazer a concentragdo inibitéria minima (CIM) dos isolados e buscar
possiveis correlagdes com as mutagdes encontradas.
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