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RESUMO

A Tuberculose (TB), doenca infectocontagiosa caaspelo M.
tuberculosis € um grave problema de saude publica, sendonsépel
por cerca de 1,5 milhbes de mortes/ano no mundbdoEro Estado de
Santa Catarina apresente uma das mais baixas tkexascidéncia
(27,6/100.000 habitantes) do pais, alguns mungigiomo lItajai (77,3
casos novos/100.000 habitantes) apresentam taxas E/ou superiores
as do Brasil (43/100.000 habitantes) e de outrdsepanos quais a
situacéo é muito grave. Em relagédo ao controleRjabTEstado de Santa
Catarina conta com o Hospital Nereu Ramos (hos@éaleferéncia) e
com o LACEN/SC (laboratério de referéncia). A opoitlade de
associar informacfes diagnosticas rapidas e dadospitiemiologia
molecular representa um avanco importante no dentla doenca.
Diante disso, este trabalho teve como objetivodiaaygpor meio da
PCR (IS6110 e 16S rRNA), a inclusdao de pérolas ideo vcomo
modificacdo no protocolo de rotina utilizado no aediério de Biologia
Molecular e Micobactérias/fUFSC para tratamento dasstras de
escarro; e estudar a epidemiologia molecular dascepculantes dis!.
tuberculosis no Estado de Santa Catarina pela metodologia
Spoligotyping De margo/2010 a margo/2011 foram obtidos 406 ks
clinicos, sendo que 120 amostras de escarro fotdizadas para a
avaliacdo do protocolo modificado para tratamerds dmostras. A
utilizacdo das pérolas de vidro demonstrou um imergo na
sensibilidade da PCR para deteccadvieuberculosis especialmente
nas amostras paucibacilares. Entre os casos iosluid estudo, 85%
dos individuos residiam nas regifes do Vale daailtajla Grande
Florian6polis e do Nordeste Catarinense, sendo opriedhnte 0s
individuos brancos, adultos jovens, do sexo maszulcom baixa
escolaridade, desempregados ou com baixa quadificggofissional.
Cerca de 50% da populacdo apresentou algum tipgrdeo associado,
sendo 23,1% coinfectados com HIV, 37,6% etilistas 382%
dependentes quimicos. Nas andlises pgloligtyping observou-se
grande variedade de gendtipos circulantes, dos dugaB% ainda néo
haviam sido descritos no SpolDB4. A linhagem LAM # mais
frequente (40,1%), seguida da T (23,4%),Hileem (12,8%), da U
(3,7%), da X (2,7%) e da S (1,7%), sendo as sulitmnLAM9
(20,0%), H3 (9,6%) e T2/T3 (8,4%) as mais frequemiaie
identificadas. Os perfis mais frequentes s&o sigslacom cepas



circulantes em Portugal, Itdlia e outros paisespaus, o que reflete a
influéncia da colonizacdo do Estado na populacaccefms deM.
tuberculosis Algumas subfamilias e SITSgoligotyping International
Type3, encontrados em baixa frequéncia, ocorreram sxelmente em
certas regides do Estado. A utilizacdo do protocotmlificado para
tratamento das amostras de escarro possibilitou omelhora no
diagndstico molecular da TB realizado no Laboratdle Biologia
Molecular e Micobactérias/lUFSC em parceira com ital Nereu
Ramos e o LACEN/SC. Além disso, o estudo epidergiobmolecular
forneceu, pela primeira vez, dados sobre a estrgiopulacional dé/.
tuberculosiscirculantes no Estado de Santa Catarina.

Palavras-chave tuberculose, diagnostico molecular, epidemiologia
molecular



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), an infectious disease causel byuberculosisis a
worldwide health problem, accounting for about thilion deaths per
year. Although Santa Catarina State has one oflawest incidence
rates in the country (27.6/100,000), some citiks ltajai (77.3/100,000
inhabitants) have equal and/or greater rates thearwilBincidence
(43/100.000 population) and other countries whbeeTB is a serious
health problem. The Nereu Ramos Hospital (referdruspital in TB)
and the Central Laboratory of Public Health (CLPHgference
laboratory for TB diagnosis) are the most importasponsible for TB
control in Santa Catarina State. The opportunityagsociate rapid
diagnostic information and molecular epidemiologtadrepresents an
important advance in TB control. So, this studyleated by PCR (16S
rRNA and 1S6110) the use of glass beads as a matidgh of a routine
protocol for sputum treatment being used in theokatory of Molecular
Biology and Mycobacteria (LMBM) at the Federal Umisity of Santa
Catarina. Moreover, the molecular epidemiology Mf tuberculosis
strains presentin Santa Catarina State was analyzed using the
Spoligotyping method. The study comprised 406 céhisamples
(March/2010 - March/2011), from which 120 sputurmpées were used
in order to evaluate the proposed modification mitsm treatment in
the routine protocol. The results showed that thdified protocol using
glass beads has greatly improved the PCR sengitinitV. tuberculosis
detection in sputum samples, particulary paucibamases. Among all
the cases included in this study, 85% lived in itagai Valley, in
Florian6polis Metropolitan Area or in Northeast iteg Caucasians,
young adults, males, individuals with low educatidevel and
unemployed were the predominant profile found. Abb0% of the
analyzed population had some condition associatéd WB, from
which 23.1% were co-infected with HIV, 37.6% usedess alcohol and
35.2% used illicit drugs. The Spoligotyping metheddenced a great
variability of M. tuberculosisgenotypes in Santa Catarina, 13.3% of
which were not registrated in the SpolDB4. LAM kge was the most
frequently (40.1%) followed by T (23.4%), Harleeir2(8%), U (3.7%),
X (2.7%) and S (1.7%) lineages. LAM9 (20.0%), H®{8) and T2/T3
(8.4%) were the most frequently sublineages amdrapalyzed strains.
The most frequent genotypes identified in this gtwere very similar to
those found in Portugal, Italy and other Europeanntries, which



reflects the colonization of Santa Catarina Stateme sublineages and
SITs (Spoligotyping International Types) were found low incidence
and occurred exclusively in certain State regidnsconclusion, the
modified protocol for sputum treatment improved thB molecular
diagnosis perfomed by the LMBM, which assists bitgreu Ramos
Hospital and CLPH. Moreover, the molecular epiddogy study
provided the first insight into the population stiure ofM. tuberculosis
in Santa Catarina State.

Keywords: tuberculosis, molecular diagnosis, molecular epidkgy
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1. Introducéo

A tuberculose (TB) humana, causada pelo agentdogito
Mycobacterium tuberculosisé uma doencga infectocontagiosa de
evolugdo cronica que afeta principalmente os puntBANDOLFI et
al., 2007).

Embora o Relatério de Controle Global da Tuberajlos
publicado no ano de 2011, aponte uma queda sigtiMecnos indices
da doenca, a TB ainda é um problema de saude adhlimdial, visto
gue, em 2010, ocorreram 12 milhdes de casos noonuaod quais 8,8
milhdes eram casos novos. A TB é considerada andegoausa de
morte ocasionada por doencgas infecciosas, perdsoahente para o
HIV. Dentre os 22 paises responsaveis por 85% assscmundiais de
TB, o Brasil ocupa a 22o0sicdo e concentra 35% de todos os casos de
TB que ocorrem nas Américas (WHO, 2011a; WHO, 2plic

O diagnostico precoce da doenca associado com aio ini
imediato do tratamento tem um papel vital no cdatda TB. No Brasil,

o diagndstico é realizado por meio dos métodos exgivnais, que
incluem a baciloscopia e a cultura (BRASIL, 20114)baciloscopia
apresenta baixa sensibilidade, detectando soménée8% dos casos
de TB (STEINGART; RAMSAY; PAIl, 2007). Ja a culturguando
realizada em meio sélido, apesar de apresentaroms#nsibilidade,
necessita de 6 a 8 semanas para obtencdo do des(NEEONAKIS et
al., 2008). Os métodos automatizados de cultura eno hguido,
diminuem o tempo de liberacdo de um resultado igogitara 15 dias;

contudo, somente os laboratérios de referéncia ale ptilizam esta
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metodologia (PARSON®t al, 2011). Em Santa Catarina, somente o
Laboratério Central de Saude Publica (LACEN) reatimltura em meio
liquido MGIT® 960 @Beckton and Dickinsgn EUA); os demais
laboratorios da rede publica ainda utilizam o medido Ogawa-
Kudolf (Laborclin, Brasil).

Diante das limitagBes dos testes diagndsticos cmimeais e
da importancia da detecgéo precoce do bacilo nqublo da cadeia de
transmissdo da TB, o Laboratério de Biologia Molacue
Micobactérias/lUFSC auxilia o Hospital Nereu Ramas ILPACEN/SC,
referéncias em TB no Estado, no diagnéstico de ©B meio da
utilizagdo de metodologias moleculares.

Na tentativa de auxiliar o diagndstico convencipnal
aumentando a sensibilidade da PCR na deteccad. deberculosis
diretamente de amostras de escarro, o presentoestaliou a inclusdo
das pérolas de vidro como uma modificacdo no poltogtilizado para
tratamento das amostras de escarro no LBMM/UFSC.

Além do diagnéstico precoce e acurado, o estudo
epidemioldgico molecular € uma importante ferrameudara o melhor
entendimento do curso da TB na populacdo localu® auxilia na
compreensao da dindmica de transmissdo da doenca e,
consequentemente, no estabelecimento de medidagégiias mais
precisas para o controle e prevencéo da TB. O &sladGanta Catarina,
entretanto, ndo apresenta estudos nessa area,emnordados robustos
sobre as linhagens dé. tuberculosiscirculantes na regido. Portanto, o
estudo também teve como objetivo analisar a epwegia molecular
das cepas di. tuberculosiirculantes em Santa Catarina, pelo método

de tipagem molecul&poligotyping
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A oportunidade de associar informacdes diagnéstigpislas,
dados de epidemiologia molecular e geolocalizac@& dbenca
representa um avango importante no conheciment gaontrole da

TB em Santa Catarina.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Historico

A TB é uma das mais antigas doencas infectocorgagida
humanidade. Relatos e registros desta doenca ddaapré-historia,
podendo seM. tuberculosiso patégeno responsavel pelo maior nimero
de Obitos ao longo da histéria da humanidade (DANEDO06).

Presume-se que o génévtycobacteriumoriginou-se ha mais
de 150 milhdes de anos e que um progenitor primitide M.
tuberculosisco-evoluiu com os primeiros hominideos na Afrigeettal
ha trés milhdes de anos (HAYMAN, 1984; GUITIERR&ZlI, 2005).

Estudos encontraram a presenca do material genééidd.
tuberculosisem tecidos de muUmias egipcias e peruanas, conmuioa
causa de anormalidades esqueléticas (SAtLal, 1994; ARRIAZAet
al.,, 1995; NERLICHet al, 1997). Isto mostra que além de ser uma
doenca secular, a TB sempre apresentou amplabdigsido geogréfica
ao longo da histéria da humanidade (LEAO; PORTARIMR7).

A epidemia de TB na Europa, conhecida como a Gr&wedte
Branca, provavelmente iniciou-se no século XVllsterdeu-se pelos
préximos 200 anos. A morte por TB era consideragaitavel e, em
1650, era a principal causa de O6bitos na populagdaepidemia
propagou-se pelos oceanos por meio da exploragédoraizacdo dos
continentes (BATES; STEAD, 1997; LEAO; PORTAELS,0Z). No
Brasil, acredita-se que a TB foi introduzida pelogrtugueses e
missionarios jesuitas, a partir do ano de 1507 (RNB-NETO, 1999).
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No final do século XIX, com a descoberta de seuntegeausal
por Hermann Henrich Robert Koch, a patogenia ddoiBlucidada. A
doenca passou a ser associada com a pobreza esasordicdes
sanitarias e de trabalho da época (LEAO; PORTARDS?).

No inicio do século XX, iniciaram-se as campanhas d
prevencdo, educacéo e conscientizacdo da poputagdelacdo a TB.
No Brasil, as a¢des politicas de controle da TRuforassumidas por
instituicBes estatais e filantropicas, como a LRyasileira Contra a
Tuberculose — atual Fundacdo Ataulpho de Paivaa—L&a Paulista
Contra a Tuberculose (HIJJAR al, 2007, LEAO; PORTAELS, 2007;
FERNANDESet al, 2011). Em 1914, apés a | Guerra Mundial, uma
conferéncia sobre TB foi realizada em Paris comadigipacdo de
diversos paises da Europa e das Américas, estabhdteelnternational
Union Against Tuberculosis and Lung Disea@gATLD) (LEAO;
PORTAELS, 2007). No Brasil, em 1920, a Reforma @a€hagas, deu
origem ao Departamento Nacional de Salde Publiga, agionou a
intervencdo do Estado no combate a TB, além ddtuttstBrasileiro
para a Investigacdo da Tuberculose, criado em 19&7,Bahia
(FERNANDESet al, 2011).

Paralelo as acdes, Albert Calmette e Camille Guérin
desenvolveram, no Instituto Pauster, na Francacma BCG . bovis
— Bacille Calmette—Guérjncom uma cepa atenuadaMe bovis Esta
vacina foi aplicada pela primeira vez em 1921 até,hoje, utilizada
como forma de prevencdo das formas graves da deedgdl B infantil
(LEAO; PORTAELS, 2007).

Na década de 40, com o advento da quimioterapisstéria da

TB comecou a mudar. A estreptomicina (S) foi o pinm farmaco
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efetivo contraMl. tuberculosisseguido do &cido para-aminosalicilico. O
uso combinado destes fdrmacos aumentou a eficacteathmento, o
que levou a diminuicdo dos indices de mortalidade dbenca
(LEHMANN, 1964; SCHATZet al, 1944; HIJJARet al, 2007, LEAO;
PORTAELS, 2007). Na década de 50, com a descobartaoniziada
(H), um farmaco micobactericida, e da rifampiciRa $urgiu uma nova
era no tratamento da TB, que passou a ser ambalattornando
desnecessdéria, ha maioria das vezes, a internagdacgnte (DANIEL,
2006).

No Brasil, em 1970, foi criado o Programa Naciomwial
Controle da Tuberculose (PNCT), o qual atua até,lemm o objetivo
de promover a integracdo dos diferentes niveis al@rgo. O PNCT
visa a reducdo da morbidade, mortalidade e de emad
socioeconémicos decorrentes da doenca (RUFFINO-NETIO99;
FERNANDESet al, 2011).

Em torno de 1985, os casos de TB comegaram a aament
novamente no mundo, devido a uma série de fatooeso o declinio
das atividades dos programas de controle, o addenfads, o aumento
da populagdo carceraria e de moradores de ruayso ate drogas, o
aglomerado populacional e 0 movimento migratériadikinuicdo das
acOes dos programas de controle ocorreu, pois BiT&carada como
uma doenca em fase de erradicacdo (RUFFINO-NETTQ2;2.EAQ;
PORTAELS, 2007).

A TB foi considerada, por muitos autores, como woanca
reemergente no mundo. Esta afirmativa pode sedavgbara paises

europeus e para os Estados Unidos, contudo nélida para o Brasil,
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no qual a doenca ndo € um problema de salde pldtiesgente e
tampouco reemergente. A TB &, neste pais, uma dogne sempre
esteve presente, porém foi negligenciada durants #§RUFFINO-
NETTO, 2002).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimou, rnadk de
90, oito milhdes de novos casos de TB ao ano, seébs#oconcentrados
nos paises em desenvolvimento. No ano de 1993tedida alta
incidéncia e mortalidade da TB, a OMS declarou dstmca em estado
de emergéncia. A estratégia de terapia diretanmgervada, DOTS
(Direct Observation Therapy Stratégy foi estabelecida como
ferramenta fundamental no controle da doenca. A QMiB-se com
instituicBes de alto nivel cientifico e/ou podeprg@mico, como o Banco
Mundial, Centers for Disease Control and Prevent{@DC), IUATLD,
Royal Netherlands Tuberculosis AssociatienAmerican Thoracic
Associatiorpara formar o Plano GlobSITOP TBWHO, 2001b).

O STOP TBtem como principais metas até 2015, deter e
comecar a reverter a incidéncia mundial da doemghjzir em 50% a
prevaléncia e o nimero de mortes, em relacao a; l89até 2050,
eliminar a TB como problema de saude publica, ¢a fiitd-la a um
caso por milhdo de habitantes (RUFFINO-NETTO, 2082HO,
2011b).

2.2 Agente Etioldgico
A TB é uma doenca causada pBlgcobacterium tuberculosis

do génerdvlycobacteriumgue compde a familislycobacteriaceaeda

subordemCorynebacterinegeda ordemActinomycetalesda subclasse
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Actinobacteridae e classe Actinobacteria do dominio Bactéria
(BARRERA, 2007; EUZEBY, 2011).

O géneroMycobacteriumé constituido peldV. leprag por
espécies que compdem o CompleMo tuberculosis(CMTB) e por
outras micobactérias denominadas Micobactérias Tuderculosas
(MNT) (BROSCHet al, 2002; BARRERA, 2007).

O Complexo M. tuberculosis (CMTB) é composto pelas
espéciesM. tuberculosis agente da TB humandj. bovis principal
agente da TB bovinaM. bovis-Bacille Calmette—GuériiBCG —
derivado doM. bovis utilizado na vacinacdo antituberculosé; bovis
subspcaprae causador de TB em caprindg; africanum agente da TB
humana encontrado mais frequentemente no contirfsfnigano; M.
microti, que causa TB em roedoréd; pinnipedij agente da TB em
ledes marinhos e no homemMe canettij variante deM. tuberculosis
encontrada na regido da Somalia. Estas espéciessfm similares,
apresentando 99,9% de identidade genética e, por éstao incluidas
em um mesmo complexo. No entanto, apresentam wif@sequanto aos
reservatérios naturais, patogenicidade e caraitedsfenotipicas e
epidemioldgicas (NIEMANN; RICHTER; RUSCH-GERDES, ®0
BROSCHet al, 2002; ROSEMBERG; TARANTINO, 2002; COUSINS
et al, 2003).

EmboraM. tuberculosisseja o mais comum agente causador da
TB em humanod\l. bovisé responsavel por 0,5 a 7,2% dos casos de TB
humana em paises industrializados e por 10 a 15foMos casos em
paises em desenvolvimento (de la RUA-DOMENECH, 2006
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Estes microrganismos apresentam forma bacilar dorarn$des
gue variam de 0,2 a 0,6 um de largura e 1 a 10g1oochprimento. Sao
delgados, retos ou ligeiramente curvos, pleomdésficaerdbios ou
microaerdfilos, imdveis e sdo incapazes de forrepo®s, conideos ou
capsulas (LEAGet al, 2004).

Embora muitas vezes classificado como Gram-positivio
tuberculosisndo se cora pela coloracdo de Gram, sendo cordds p
métodos de coloracdo déhl-Neelsere deKinyoun Ambas as técnicas
utiizam a carbolfucsina, a qual confere colorag@rmelha as
micobactérias. Por resistirem ao descoramento qubete com solugéo
alcool-acido, receberam a designacéo “bacilos &ktido resistentes”
(BAAR) (GUTIERREZ et al, 2001; ROSEMBERG; TARANTINO,
2002).

Esta caracteristica tintorial deve-se ao alto tb®dipidios —
cerca de 60% — que compde a sua parede celularader por uma
espessa camada de peptidoglicano (4cido N-gliamidmico), o qual se
encontra covalentemente ligado as cadeias de agabactano
(polissacarideo), que por sua vez, estdo estelificaa sua extremidade
com &cidos graxos de cadeia longa, os acidos misdlEsses sdo 0s
principais responsaveis por conferir as micobaadéniesisténcia a
descoloracdo por alcool-acido, assim como a resigtéa acdo de
diversos agentes quimicos e antibidticos e a cdpdeide formar de
biofilmes (ROSEMBERG; TARANTINO, 2002).
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2.3 Genoma dé. tuberculosis

O genoma da linhagem H37Rv N tuberculosisé composto
por 4.411.529 pb (pares de bases), contém em tlrn@000 genes e
apresenta um conteddo de GC (guanina e citosina)6%€%
uniformemente distribuido ao longo do genoma (C@t.&l, 1998).

A maior parte da recombinacdo génica ocorre poio nes
transposons, que sdo elementos inerentementedisstiim capacidade
de ocasionar diferentes tipos de rearranjos, coamsposicao, delecéo,
inversdo e duplicacdo. O genoma b tuberculosisé rico em
transposons, particularmente as sequéncias decdins€Bl), definidas
como fragmentos de DNA capazes de movimentar-sefodma
independente no genoma, inserindo-se em localizagidtiplas no
DNA cromossomial ou plasmidial. Até hoje, ja fordescritas 56 S| no
genoma deM. tuberculosis entre elas a 1S6110, que é a mais
detalhadamente descrita e a mais abundante, seedm $eu nimero de
coOpias varia de acordo com a linhagem da cepasadali Desta forma,
essas sequéncias sao geradoras de polimorfismaoiogeré portanto,
sdo frequentemente utilizadas em métodos molesulapara
discriminacdo de cepas (COkEEal, 1998; MONSTROMet al, 2002).

2.4 Transmissao e Patogénese

A TB é uma doenca infectocontagiosa de evoluganieadgue
acomete principalmente os pulmdes (TB pulmonarjiepdo também
atingir outros sitios anatémicos (TB extrapulmonat) ocorrer de
maneira disseminada (TB miliar) (PANDOL& al,, 2007).
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A transmissdo da TB ocorre através das vias régpaa por
meio da inalacdo de nulcleos secos de goticulasermmt bacilos
expelidos pelo espirro, tosse ou fala de portadideeEB pulmonar ativa
e baciliferos. Desta maneira, 0os pacientes baotifeepresentam a
principal fonte de infeccdo e sdo os responsawdis gisseminacao da
doenca (BRASIL, 2011a; CAMPQOS, 2006). Estima-se wuepaciente
com TB pulmonar ativa e bacilifero, se ndo tratasa, um ano pode
infectar de 10 a 15 pessoas, sendo que o riscord&gio entre contatos
intradomiciliares ou institucionais é de 5 a 20%ee0,2 a 2% entre
contatos casuais (WHO, 2011c).

Apés a inalacdo, os bacilos atingem os alvéolompuiares,
iniciando o processo patologico da doenca, cassigam ultrapassar 0s
mecanismos de defesa inespecificos e multiplicadsatro do
macrofago alveolar, o que gera uma reacdo inflanmatlocal e a
formacdo de um foco pulmonar (CAMPOS, 2006; PANDDe&Fal,
2007). Neste ambiente intracelular, o pH é acidmgigénio é rarefeito,
portanto o bacilo deprime seu metabolismo e suaiptichcao. Nesta
fase héa infeccdo, porém ainda ndo ha o aparecimdmtsinais e
sintomas. Em seguida, devido a quimiotaxia, muitasrofagos migram
para essa regido formando um tubérculo inicial. sApeda maioria
desses macrofagos ndo conseguirem destruir oodaeles liberam
enzimas e citocinas que geram uma reacgao inflamdtial, formando
um centro caseoso. Nas lesbes caseosas, nas gpeisécacido e a
tensdo de oxigénio é muito baixa, 0 metabolismbatmlo se deprime,
promovendo um estado de laténcia. Nesta fasefa @dmonar torna-
se calcificada, sendo esta forma a responsaved pedadivas da doenca.

O centro caseoso existente no granuloma dessa &sgéenta pelo
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processo de liquefacdo, formando a cavidade tulosicuNa lesdo
intracavitéria, o pH € neutro e a oferta de oxigénde nutrientes é alta,
possibilitando condi¢ces ideais para a multiplicagio bacilo. A
liquefacdo continua até o momento que o tubércido rampe,
permitindo que os bacilos se espalhem nos broragiid partir de
entdo os bacilos sédo eliminados pela via respieatéontribuindo para a
transmissdo da doencga, além de se disseminareroytesa sistemas do
corpo (CAMPOS, 2006; CAMPOS, 2007; HARVE®¥t al, 2007
TORTORAet al, 2009).

A partir de um foco pulmonar ocorre a dissemindgéfatica
até o ganglio satélite (foco ganglionar) e, em Ekgua disseminacao
hematogénica, resultando na TB disseminada ou emafopulmonares
e extrapulmonares da doenca. O pulmdo é o printigdo a ser
atingido, possuindo condicbes ideais para o cresttionbacteriano e,
em 90% dos casos € a localizacao da doenca, sdodoapulmonar a
principal  responsavel pela transmissibilidade  thtemana
(GUTIERREZ et al, 2001, ROSEMBERG, TARANTINO, 2002,
CAMPOS, 2006).

Estima-se que em cerca de 90% das pessoas imunetemtgs,
as defesas imunes mediadas por células sédo efieaz&s permitem o
desenvolvimento da doenca. Porém, em 5% das pesdeatmdas, as
defesas imunes s&o ineficientes, 0 que resultaesengolvimento da
doenca. Nos demais 5%, o bacilo permanece em estdaténcia,
podendo ser reativado tardiamente devido a um gsocede

imunossupressao e, com isso, levar ao desenvoliomga doenca
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(CAMPOS, 2006; LOPESt al.,2006; HARVEY; CHAMPE; FISHER,
2007).

Dentre os grupos mais vulneraveis ao desenvolviongatTB,
destacam-se os moradores de rua, 0s presidiasiggsaoas que vivem
com HIV/Aids e os indigenas, 0s quais apresentaspectivamente, 60,
40, 30 e 4 vezes maior o risco de adoecer por TBrelatdo a
populacdo geral brasileira (DIVE, 2011). A depeminquimica,
sobretudo de alcool e dorack e o tabagismo também tém sido
apontados como importantes fatores predisponent@sa po
desenvolvimento da TB (NAVA-AGUILERAt al, 2009; REHMet al,
2009; RAMOSet al, 2010).

2.5 Manifestacdes clinicas

Alguns pacientes com TB pulmonar ndo demonstranmuman
indicio da doenca; outros apresentam sinais emsagoaparentemente
simples que s&o ignorados durante alguns mesesasu @ontudo, na
maioria dos casos, 0s sinais e sintomas mais fnéegisdo tosse seca,
no inicio e, em seguida, com presenca de secregéonpis de 4
semanas, transformando-se, na maioria das vezesuma tosse
produtiva purulenta; hemoptise; astenia; febre daigeralmente
vespertina; sudorese noturna; inapeténcia; palid@magrecimento
acentuado; rouquiddo; e prostracdo. Nos casos gyrasepacientes
podem apresentar dispnéia; hemoptise macica e empigeural
(BRASIL, 2011b; CDC, 2011).

A TB também pode manifestar-se em diferentes formas

extrapulmonares, cujos sinais e sintomas estacioakdos com o 6rgéo
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acometido, contudo a ocorréncia é maior entre asdromprometidos,
especialmente nos individuos com HIV/Aids (BRAS2011a). Dentre
as formas extrapulmonares da doenca, as mais fresgusdo a pleural,
linfatica, osteoarticular, peritoneal, pericardica,ganglionar,
geniturinaria, meningea, oftalmica, cutanea e fin@s embora
praticamente qualquer local do organismo possafe&do pela doenca.
Dessas, a TB pleural é a forma mais comum nos ithae HIV
soronegativos e, em cerca de 20% dos casos, est@aaa com lesdo
pulmonar ativa (ROSEMBERG; TARANTINO, 2002; LOPES al,
2006). Nos individuogom HIV/Aids, a TB ganglionar periférica é a
forma extrapulmonar mais frequente. Deve-se cormidambém a
importancia da neurotuberculose, que apresentaraquelthico de
meningite ou meningoencefalite, sendo respons@reé3¥ dos casos de
TB e por até 10% dos casos em individuos com HRSABRASIL,
2011a).

2.6 Epidemiologia

No ano de 2011, o Relatério de Controle Global dlefculose
apontou uma queda significativa na incidéncia, revgéncia e na
mortalidade da doenc¢a no mundo. Verifica-se, d&8@2, uma reducéo
de 1,3% ao ano na incidéncia global da TB, variaselanenos de 1%
no leste do Mediterraneo a 1,8% na Africa e 3,7% Aaéricas. Ja a
reducdo do nimero absoluto de casos passou aswvatha somente a
partir de 2006, quando a incidéncia da doenca excedindice de

crescimento populacional. Acredita-se que até 28&f alcancada a



42

meta de reducdo de 50% da incidéncia global entdelao ano de
1990. Entretanto, apesar da prevaléncia globalcdmgh também se
encontrar em declinio desde 1990, notavelmentertér e 1997, a
OMS acredita que a meta de reducéo de 50% da TBmascas, seja
pouco provavel até o ano de 2015 (WHO, 2011a).

Dentre os indices de avaliacéo da doenca, a taredalidade
global apresentou a maior queda, alcangando urmaede 40% entre
0s anos de 1990 e 2010. Contudo, a TB é consideradgunda causa
de morte ocasionada por doencas infecciosas engeipi causa de
morte nos individuos HIV soropositivos. Pressupdegse, todas as
regides do Globo, com excecdo da Africa, alcancema teducéo de
50% na taxa de mortalidade até o ano de 2015 (W0l a).

A China foi o pais que apresentou maior desemperdo
reducdo dos indices da doenca. De 1990 a 2018xas de prevaléncia
e de mortalidade foram reduzidas 50% e 80%, respawtnte, e a
incidéncia caiu 3,4% ao ano (WHO, 2011a). No Brasmiltaxas de
incidéncia e de mortalidade foram reduzidas 26% 2%,3
respectivamente, neste mesmo periodo, e a taxaldedo da incidéncia
foi de 1,4% ao ano e da mortalidade foi de 2,0%a@0 (BRASIL,
2011c).

Todo esse progresso alcangcado ocorreu devido ao
financiamanto externo, como da Fundadéili Gates que investe
bilhdes de ddlares anualmente no combate da TRciedmente em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. t&mioe isso ndo é
motivo de complacéncia, pois a TB ainda é um prohlale saude
publica mundial e milhares de pessoas contraemeacdoa cada ano,
muitas evoluindo ao 6bito (WHO, 2011a).



REVISAO BIBLIOGRAFICA 43

A OMS estimou, em 2010, uma prevaléncia de 12 reghde
casos (178/100.000 habitantes) e uma incidéncialimiuthe 8,8 milhes
de casos, 0 que representa 128 casos novos pdi0Q0babitantes
(Figura 1). Oitenta e cinco por cento desses casmseram em paises
pobres ou com recursos limitados localizados na f&9%) e na Africa
(26%) e, cerca de 1,0 a 1,2 milhdes (12-14%) enmfectados com o
virus HIV, dos quais 82% estavam localizados ndigente Africano
(WHO, 2011a; PARSONS! al, 2011).
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Figura 1. Estimativa mundial de casos novos para todasoasat de
tuberculose a cada 100.000 habitantes (WHO, 2011).

O principal fator responsavel pelo grande nimerecatms de
TB em paises subdesenvolvidos e em desenvolvingeatpobreza, que
esta diretamente relacionada as precarias condggietarias, grande
concentracdo populacional, dificuldade de acesscsanvicos de saude
e a ma-nutricdo (PARSONS al, 2011). Noventa e cinco por cento dos

casos de TB e 98% dos casos de 6bito por TB ocagrarpaises que
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apresentam altos indices de pobreza (Figura 2),gnass a doenca
representa, ainda, um grande impacto na economigatp pois 17%
dos ébitos ocorrem em pessoas na faixa etaria ptocamente ativa,
dos 15 aos 49 anos (BENATAR; UPSHUR, 2010).

s worldimane org

P —

(B) Tuberculose

11 vewwr veasitmapper oy

Figura 2. Representacdo do grau de pobreza (A) e de casodbekeulose (B)
no mundo. O tamanho dos continentes sédo propoisi@oagrau de pobreza e
ao nimero de casos de TB, mostrando a intima relagéie a pobreza e a
ocorréncia dessa doencga. Adaptado de BENATAR; URSHA010.
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No ano de 2010 ocorreram 1,4 milhGes de mortesTBo20
mortes/100.000 habitantes), sendo 0,35 milhde< (8,8,39 milhdes)
nos individuos HIV soropositivos, uma taxa de ldtale duas vezes
maior em relacdo aos nao co-infectados (WHO, 20PARSONSet
al., 2011; KWAN; ERNST, 2011).

A OMS identifica 22 paises, situados principalmemesudeste
Asiatico, oeste do Pacifico e Africa, como os dieters da maior carga
de TB, sendo responsaveis por 82% dos casos msindlifiidia ocupa a
primeira posi¢cdo, com 26% de todos os casos de dBnuando, e,
juntamente com a China, totalizam 38% dos casodgliaignh Dos paises
das Américas, apenas o Brasil integra esta relagéapando a 22
posicao, concentrando 35% de todos os casos dei@Baprrem neste
continente (WHO, 2011a; BRASIL, 2011c).

No Brasil, segundo a OMS, no ano de 2010 ocorr&@@e0n0 —
100.000 casos novos (36 — 51/100.000 habitante§)Bde a taxa de
mortalidade foi de 2,6 mortes/100.000 habitantesnti2 os casos
novos, 18.000 (15.000 — 22.000) ocorreram em iddag HIV
soropositivos (9,3 casos/100.000 habitantes) (W20Q1a).

Os casos de TB estdo concentrados nas capitaigi@ese
metropolitanas do Brasil, nas quais a incidénciaiaéestimada em
67,2 casos novos/100.000 habitantes, € maior gued@ncia nacional
(43/100.000 habitantes).Nesses locais, 0 crescimento urbano
desordenado formando bolsdes de pobreza e miséraglomerado
populacional, a m& nutricdo, as maiores taxas dafeoccdo TB/HIV,
0s problemas sociais relacionados a dependéncianicguie a

precariedade de acesso aos servicos de salde &ites fajue
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sinergicamente atuam no desenvolvimento da TB (BRA3011c;
MONTEIRO et al.,2006; HIJJARet al, 2007).

Em Santa Catarina, estimou-se 1.700 casos nov@d&f) dos
guais cerca de 20% ocorreram em individuos HIV musitivos. O
Estado possui uma das mais baixas taxas de intadée TB
(27,6/100.000 habitantes) do pais, porém algunsaipios apresentam
taxas iguais e/ou superiores as do Brasil (43/D00tabitantes) e de
outros paises, nos quais a situacdo da TB é mugeegcomo por
exemplo, Itajai com 77,3 casos novos/100.000 habita Florianépolis
apresenta uma média de 48,3 casos novos/100.0@@rteb, sendo o
municipio com maior nimero de casos do Estado (DIZEL1;
BRASIL, 2011c; WHO, 2011a).

2.7 Tuberculose e HIV

O aumento da prevaléncia global do HIV trouxe séria
implicacBes para os programas de controle da TBicparmente em
paises com alta prevaléncia dessa doenca (KWAN;HRRO011).

A infeccéo pelo HIV exerce grande influéncia noscunatural
da TB. Enquanto nos individuos imunocompetentetamae de uma
infeccao evoluir para doenca ativa € de 10% aocdalegsuas vidas, nos
individuos HIV positivos a chance aumenta para #0%no (HOUBEN
et al, 2011).

O HIV nao sé tem contribuido para um crescente ndirde
casos de TB, como também tem sido um dos princigsigonsaveis
pelo aumento da mortalidade entre os individuos KtWopositivos
(SANTOS; BECK, 2009; KWAN; ERNST, 2011; WHO 2011c).
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Especialmente em paises com elevada prevaléncitBda
progressao para doenca ativa geralmente € a pmim&nifestacdo da
infeccdo pelo virus HIV (KWAN; ERNST, 2011). Destarma, é
frequente a descoberta da soropositividade paral\d ddirante o
diagnéstico de TB. Estima-se que, no Brasil, embaraferta de
testagem para HIV seja de aproximadamente 70%, raeni®% dos
gue realizam o teste tém acesso ao seu resultadooemnto oportuno.
Desses, a prevaléncia de positividade é de 15% 8R/&011a).

Logo, o controle da co-infecgdo TB/HIV exige a iamghcéo de
um programa que permita reduzir a incidéncia deasnals doencgas. Aos
pacientes com TB, deve-se, por meio da oferta ste &nti-HIV e de
programas de monitoramento, garantir o acesso @eao diagndstico
da infeccdo pelo virus HIV e ao tratamento antiosétal, se pertinente.
E aos individuos que vivem com HIV, deve-se garamtiliagndstico
precoce da TB ativa, naqueles com manifestacGeisadi sugestivas, o
acesso a realizacdo da prova tuberculinica e ameatto da infeccéo
latente, quando indicado (BRASIL, 2011a).

2.8. Tratamento

Uma vez diagnosticada, a TB € uma doenca curdestiedque
seja empregado o tratamento adequado, de modaregulo periodo
minimo de seis meses. No ano de 2009, segundo abd@&NAN,
70,5% e 39,7% dos casos novos de TB em individommsgativos e
soropositivos para o virus HIV, respectivamentelidvam para cura
(BRASIL, 2011a; BRASIL, 2011c).
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De modo geral, o esquema terapéutico antituberewese ter
atividade bactericida precoce a fim de diminuirnéectividade dos
pacientes baciliferos; deve prevenir a emergéreibagilos resistentes;
e deve ser capaz de eliminar os bacilos em eswdté&hcia, evitando,
assim, a recidiva da doenca (BRASIL, 2011a).

O MS (Ministério da Saude) preconiza dois esquebdascos
compostos pelos farmacos de primeira linha, rifainpi (R), isoniazida
(H), pirazinamida (Z) e etambutol (E). Ambos os wEsgas sao
indicados para casos novos e retratamento (segivieou retorno apés
abandono) de todas as formas de TB pulmonar epektnanar, exceto
a forma meningoencefalica. S&o compostos por dusesf de
tratamento, uma intensiva, com duracdo de 2 mesesutra de
manutencdo, de 4 meses. Um esquema é indicado apaftos e
adolescentes (>10 anos) e consiste na administcbc®) H, Z e E, em
um comprimido de dose fixa combinada, por 2 mesgsearutivos;
seguidos de R e H por mais 4 meses. O outro esqéenticado para
criancas e consiste na administracdo de R, H e iZ 2paneses
consecutivos, seguido de R e H por mais 4 meses.afliyos 0s
esquemas a dose a ser administrada varia de acordoo peso do
paciente. Para o tratamento de TB meningoencéfalitbhza-se o
mesmo esquema terapéutico basico para adultosleseeiotes e para
criangas, porém, em ambos o0s esquemas, prolonga-fase de
manutencao (BRASIL, 2011a).

Dentre os farmacos que compdem esses esquemaiutarag,
H e R, efetivos tanto nas lesdes caseosas quastoamdarias, sdo 0s
gue possuem maior poder bactericida, diminuindoidespente a

infectividade dos pacientes. A rifampicina € o facomm com maior
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atividade nas lesdes caseosas, sendo essencdiatjutdio da ocorréncia
de recidiva da doenca. J4 Z é ativo somente em &wiilm, como no
interior dos macrofagos, atuando,elianinacdo dos bacilos persistentes
e na esterilizacdo das lesdes; e o E € um farmacteribstatico
utilizado em associacdo com medicamentos mais {est@ara prevenir
a emergéncia de bacilos resistentes (CAMPOS, BRASIL, 2011a).

Além destes esquemas terapéuticos, o0 MS precanizizgém o
tratamento da TB latente com isoniazida, se destadoenca ativa, por
um periodo minimo de 6 meses (BRASIL, 2011a).

No Brasil, todos os farmacos para o tratamentoRlafiva ou
latente sdo fornecidos gratuitamente a todos agmias registrados no
Sistema Nacional de Agravos Notificaveis (SINANae&mpanhados
nas Unidades de Saude (CAMPOS, 2007; BRASIL, 2011a)

2.9 Resisténcia aos Antimicrobianos

O aumento de linhagens dd. tuberculosisresistentes aos
farmacos disponiveis para o tratamento da doeegagesenta hoje um
grande desafio para todos os setores da sociedadsvidos no
combate da TB (ZAGER, 2008).

A deterioracéo do sistema de saude publica assoamthaixas
condi¢cBes socio-econbmicas de algumas regidesstsadd a crescentes
taxas de abandono ao tratamento (MATTEELLI, 2005GER, 2008).
No Brasil, em 2010, as taxas de abandono foram1dé 6os individuos

HIV soronegativos e de 11,5% nos soropositivos (BRA2011c).
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O abandono do tratamento e o uso incorreto dosaftisn
contribuem para a ocorréncia da resisténcia adiguiri selecdo de
bacilos mutantes primariamente resistentes em uropulgcdo
selvagem. Cada populacdo micobacteriana apreseifexentes
proporcbes de bacilos resistentes aos diferentesmadés
tuberculostaticos. E por esse motivo que se utilizasquemas
terapéuticos com diferentes farmacos simultaneamngrdis bacilos
naturalmente resistentes a um medicamento podesessiveis a outro.
Essa conduta terapéutica representa uma formaitde avselecdo de
bacilos resistentes (MATTEELLI, 2007; ZAGER, 200BRASIL,
2011b).

A OMS define a monorresisténcia como a resistédeid.
tuberculosisa um dos antibiéticos de primeira linha e a nmalsisténcia
(TB-MDR) como a resisténcia a pelo menos R e H dais farmacos
mais efetivos na terapia antimicobacteriana. Estienque 20% de todos
0s casos novos de TB sejam TB-MDR, porém a taxdetkecio desses
pacientes por meio da realizagdo do Teste de Safemile aos
Antimicrobianos, ainda €, em alguns paises, mateab(WHO, 2011a).
No Brasil, no ano de 2010, foram notificados 603osade TB-MDR, o
gue representa 33% dos casos estimados. Em Saatn@ade 2002 a
2009 foram notificados nos SINAN 77 casos de TB-MERASIL,
2011c).

A TB extensivamente resistente (TB-XDR) é a TB edaspor
micobactérias que, além de resistentes a R e Iresdstentes a uma
fluoroquinolona e a um farmaco injetavel de seguhidlaa (WHO,
2010). Segundo dados da OMS, 114 paises ja reporteasos de TB-

XDR. No Brasil, ja foram notificados 90 casos, sef3d localizados no



REVISAO BIBLIOGRAFICA 51

Estado do Rio de Janeiro e 27 em Sao Paulo. Ema Eatarina, 2 casos
foram notificados, dos quais um evoluiu a ébitaugr@encontra-se em
tratamento (WHO, 2010; BRASIL, 2011c).

A TB-MDR e a TB-XDR nao respondem aos esquemasdssi
de tratamento com os farmacos de primeira linha. Btasil, o
Ministério da Saude (MS) opta, mais uma vez, pelatégia de
tratamento padronizado, o qual se encontra desootdManual de
Recomendacdes para o Controle da Tuberculose reil g2811). Os
medicamentos disponiveis atualmente para o tratanten TB-MDR e
da XDR-TB séo: injetaveis (estreptomicina — 12dinkh amicacina e
capreomicina — 22 linha), orais de 22 linha (tddma ou cicloserina,
etionamida e acido paraminossalicilico) e fluoraglonas (ofloxacina,
levofloxacina e moxifloxacina). Além de mais denums e mais caros,
esses tratamentos costumam apresentar mais efditessos, devido a
maior toxicidade desses farmacos, e menor taxaide (8VHO, 2010;
WHO, 2011a).

As elevadas taxas de resisténcia adquirida e aagpémoia
desta situacdo sem o devido controle acarretam ubsegquente
aumento da transmissao de isolados resistentes manaunidade, com
aumento da taxa de TB resistente primaria (MATTEELR007;
ZAGER, 2008). Este cenario reforca a necessidadeadi®do de
medidas para o controle da disseminacdo das cefpHEs & XDR,
incluindo a utilizacdo de testes rapidos para gétedessas cepas, 0 que
agiliza o inicio de um tratamento adequado e, cpresgemente,

diminui a cadeia de transmisséo de cepas resistente
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2.10 Diagnostico

2.10.1. Radiolégico

A radiografia de térax € um método diagnéstico simka na
avaliac&o inicial dos pacientes. E de grande irApeia na investigacéo
da TB, ja que diferentes achados radiolégicos,anuitzes, sugerem e
diferenciam TB ativa (priméria, pds-primaria e setdria) de uma
infeccdo passada (sequela de TB) (DALEY al, 2011; BRASIL,
2011a). O exame radiologico pulmonar permite, tamts deteccéo da
forma pleural da doenca; a exclusdo de uma doerigagopar associada
gue necessite de tratamento concomitante; e aag&alida evolucdo
radiolégica, sobretudo naqueles pacientes que me&pondem ao
tratamento (ROY; ELLIS, 2010; BRASIL, 2011a).

Apesar da importancia do exame radiolégico, é patisavel a
solicitacdo de um exame bacteriolégico a todos asieptes com
suspeita de TB, visto que até 15% dos casos de ulfBopar ndo
apresentam alteragBes radioldgicas, principalmerds individuos
imunossuprimidos (DALEet al, 2009; DALEYet al, 2011).

2.10.2 Imunoldgico

A prova tuberculinica (PT), também conhecida coniRDP
(Purified Protein Derivative— derivado purificado de fracdo protéica
antigénica do bacilo) ou reacao Mantoux,é um exame complementar
utilizado na identificacdo dos individuos que tarar contato conM.

tuberculosis Desta forma, a PT evidencia apenas a infeccdo por
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micobactérias, sendo indicada para a investigagdmfdccao latente
por M. tuberculosis porém néo caracteriza a presenca de doenca ativa,
exceto na viragem tuberculinica (BRASIL, 2011a).

Consiste na inoculagéo intradérmica de um deripadteico de
M. tuberculosisa fim de avaliar a resposta imune celular a estes
antigenos (CONDIEt al, 2009). Esta inoculacdo causa uma infiltracédo
nodular, plana e irregular, acompanhada de ardanmetosa, de
extensdo mais ou menos delimitada. Entre 48 e Tadshapds sua
aplicacdo, o maior didmetro transverso da areandorado palpavel
deve ser medido com uma régua milimetrada transfgaeeo resultado
deve ser registrado em milimetros (CONBEal, 2009; CDC, 2010;
BRASIL, 2011a).

A grande desvantagem da PT é a possibilidade d&egia de
resultados falsos negativos. A anergia em imunessigos, como nos
individuos com HIV/Aids, especialmente quando at@gem de células
TCD4' é inferior a 100 células/ niine nos pacientes em terapia com
imunossupressor, pode resultar em diminuicdo dsilskdade do teste
(FISK et al, 2003; DUARTE, 2009; CDC, 2010). Reacgbes falso-
positivas também podem ocorrer, como nos individofectados por
outras micobactérias ou em vacinados pela BCGcipatmente se
vacinados (ou revacinados) ap6s o primeiro anodie (WANG et al,
2002; WEIRet al, 2006, FARHATet al, 2006; CDC, 2010).

Desta forma, a PT como investigacdo de TB lateriteliéada
apenas para individuos que apresentam alto risdestEnvolver doenca
ativa, como os contatos recentes de pacientedfbeasl os dependentes

guimicos, os desnutridos, os HIV soropositivos, paxientes que
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iniciardo terapia imunossupressora e 0s que apegsarutras condicdes
médicas que comprometam seu sistema imunolégicO\(ARD et al,
2002; HWANGA et al, 2009; CDC, 2010). A PT também ¢é indicada
para diagnéstico de TB doenca em criancas (BRAZILLD).

Na ultima década, testes imunosorologicos paraagndistico
de TB latente tém despertado o interesse de nmuétsguisadores. Esses
testes sdo denominados IGRAtérferon Gamma Release Aspay
baseiam-se na deteccdo de intérferon-gama. Umaanéliae de 38
estudos mostrou que os IGRAs possuem alta espéadiE mesmo em
individuos vacinados com a BCG, porém, assim comBTa nao
distingue TB latente de doencga ativa (PAI;, ZWERLINGENZIES,
2008).

2.10.3 Laboratorial

No Brasil, o diagnéstico laboratorial de micobaeter é
coordenado nacionalmente pelo Centro de Refer&hwifessor Hélio
Fraga (CRPHF) no Rio de Janeiro, e nos Estados pelooratérios de
Referéncia Estaduais — Laboratérios Centrais dedeéSaRublica
(LACEN). Alguns municipios brasileiros apresentam Leaboratério de
Referéncia Municipal, vinculado a Secretaria Myratide Saude. Ha
também os Laboratérios Locais, que sdo unidadesdtdriais muitas
vezes inseridas nas unidades basicas de saldadesitiospitalares e
prisionais, que integram a rede estadual ou mualicie laboratérios de
saude publica (BRASIL, 2011a).

A TB ativa é diagnosticada laboratorialmente peltecicdo do

bacilo em amostras do trato respiratorio, no casd@®B pulmonar, ou
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em amostras de outros sitios anatbmicos, no ca¥® axtrapulmonar.
O diagnostico laboratorial é realizado por meio detodos
bacteriolégicos, que incluem a baciloscopia, aucalta identificacdo da
micobactéria e os testes de sensibilidade aos iardginranos (Quadro

1).

Quadro 1. Amostras clinicas encaminhadas com maior freqaépera o
diagnostico laboratorial de micobactérias no Brasil

Tuberculose Pulmonar Tuberculose Extrapulmonar
Escarro Urina
Lavado brénquico Liquidos: pleural, sinovial, peritoneal,
Lavado bronco-alveolar pericardico, ascitico e liquido

cefalorraquidiano

Fragmento de tecido pulmonar Secrecdes ganglionares e de nédulos
(biépsia pulmonar)
Aspirado transtraqueal Fragmentos de tecidos: bidpsias

cutaneas, de 0ssos e de 6rgaos

Lavado gastrico Secrecdes purulentas da pele, nariz,
ouvido, olhos, garganta
Sangue e aspirado de medula
Aspirados de ganglios e de tumores
Fonte: BRASIL, 2001.

A cultura, a identificacdo e o teste de sensihikdasdo
procedimentos centralizados nos Laboratoérios derBetia Nacional e
Estaduais, visto que exigem recursos humanos, atatiee materiais
mais especializados. O MS vem implementando a deatizacdo da
baciloscopia para os laboratérios locais, assimocandescentralizacéo

da cultura para os laboratdrios municipais e loE#ASIL, 2011a).
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Baciloscopia

A baciloscopia consiste na visualizagdo micros@di BAAR
apos fixacdo em lamina e coloracdo especificaJrgerde pelo método
de Ziehl-Neelsen do material a ser analisado, que pode ter origem
pulmonar ou extrapulmonar (BRASIL, 2008).

Por ser uma metodologia de execuc¢édo rapida, f@eilbaixo
custo e que permite estimar o nimero de baciloseptes na amostra
clinica, favorece a ampla cobertura diagndstica. ¢dso de TB
pulmonar, identifica a principal fonte de infeccdos pacientes
baciliferos, permitindo a pronta atuagdo na infm@io da cadeia de
transmissdo. Além disso, a baciloscopia é muitoomamte para o
acompanhamento do tratamento e para determinaiesapéa esta sendo
eficiente. No entanto, apresenta como principal valgagem a
sensibilidade limitada, sendo necessarios pelo sm&060 bacilos por
mL de amostra para obter-se um resultado posi®ANGULY, 2002;
GARG et al, 2003; RAMACHADRAN; PARAMASIVAN, 2003;
BRASIL, 2008).

Cultura

O isolamento das micobactérias em meio de cultunamé
método mais sensivel do que a baciloscopia tant a8 B pulmonar
guanto para a TB extrapulmonar, detectando a katirO a 100 bacilos
viaveis/mL de amostra (BRASIL, 2008). E consideradmétodo de
referéncia (padrao-ouro) para avaliagdo de novadodolegias
diagndsticas (BRASIL, 2011a).
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Os métodos classicos para cultura de micobactBassiam-se
na semeadura de amostras clinicas em meios deacsdtlidos, sendo o0s
meios & base ovd.dwenstein-Jensee Ogawa-Kudoh (Laborclir®,
Brasil), os mais comumente utilizados (BRASIL, 281 1As espécies do
CMTB apresentam colénias ndo pigmentadas e deimeso lento,
dividindo-se, em condi¢Bes laboratoriais favorgveiscada 12 a 24
horas. Isso ocorre em parte porque sua superfitiefdbica promove o
crescimento aglomerado, retardando a captacaoutiiemes (LEAQet
al., 2004; CAMPOS, 2006; BRASIL, 2008). Desta maneargyincipal
desvantagem dos meios solidos é o tempo de detéogérescimento
bacteriano, que varia de 14 a 30 dias, podendo, agmostras
paucibacilares, estender-se por até oito seman&AR, 2008;
BRASIL, 2011a). Além disso, o crescimento lento ldilo tem um
importante significado clinico, pois é um dos faggue condiciona a
evolucgéo crdénica da doenca (CAMPOS, 2006).

O advento da epidemia do HIV/Aids promoveu um aumen
significativo da TB pulmonar com baciloscopia negae das formas
extrapulmonares e disseminadas, normalmente paiailes e
rapidamente progressivas. Este novo contexto erigiesenvolvimento
de sistemas mais rapidos e sensiveis para o isoiame micobactérias.
Diante disso, a partir de 1980, foram desenvolviistemas comerciais
de cultivo, baseados em meios liquidos. Esses naowésodos
encurtaram o tempo de deteccdo da positividade, vezaque a
incubacdo passou a ser monitorada por um sistefmanatizado que
detecta o crescimento celular (BRASIL, 2008; BRASIQ11a).
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A cultura em meio liquido utilizando sistemas awtirados e
com monitoragdo continua é recomendada para ldbiost que
apresentam grande volume de amostras clinicas, duorspitais e
Laboratdrios de Referéncia (BRASIL, 2008). O LACENY/ utiliza o
sistema automatizado BACTEC-96MGIT™ (Becton & Dickinson
EUA). Os tubos de cultura sdo compostos pelo méiuido
Middlebrook 7H9, acrescido de antibiéticos e enriquecido coffiDO
(acido oléico, abumina, dextrose e catalase). Bsiess contém um
composto fluorescente, o ruténio, que é sensipe¢senca do oxigénio
dissolvido no meio. Inicialmente, uma grande quimate do oxigénio
dissolvido inibe as emissGes do composto e poucaefcéncia pode
ser detectada. Posteriormente, com o crescimentierlzmo ha
consumo de oxigénio, o que ocasiona a emissaaideeficéncia e sua
deteccéo pelo equipamento. Este sistema reduz potdm detecgéo da
positividade para cerca de 15 dias (BECTON & DICRODN, 2011).

Segundo o Manual de Recomendacbes para o Conteole d
Tuberculose no Brasil, a cultura de micobactériagedser solicitada
guando o paciente apresentar suspeita clinicaratiolégica, porém
baciloscopia repetidamente negativa; em casos dpesa de TB
extrapulmonar, quando o paciente apresentar dificlls de obtencéo
de amostra (por exemplo, criangcas) e em casos dpeita de
micobacterioses (BRASIL, 2011a).

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

O Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TS AN teste

laboratorial realizado para detectar a resistémialbilidade dos
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isolados deM. tuberculosisaos farmacos utilizados no tratamento da TB
(BRASIL, 2008).

Os métodos fenotipicos disponiveis pelos laboxddio pais
sdo: o método das proporgdes, que utiliza meidesd@i portanto, tem
seu resultado apds 42 dias de incubacdo (CANETEL, 1963); e os
métodos que utilizam o meio liquido, com resultadisponiveis apos 5
a 13 dias. Ambos os métodos avaliam a inibicdo dscanento
bacteriano na presenca de antimicrobianos. Nornmémes farmacos
testados sdo: estreptomicina, isoniazida, rifampijcipirazinamida e
etambutol (BRASIL, 2011b).

O LACEN/SC realiza o TSA qualitativo e automatizado
BACTEC-96F-MGIT™ (EUA) para os seguintes farmacos:
estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etamb@dieste é baseado no
crescimento dé. tuberculosieem 5 tubos, dos quais 4 tubos testes, que
apresentam um dos farmacos testados, e 1 tubmlgodé crescimento
(sem adicéo de farmaco). A andlise da fluorescé&wimbo contendo o
farmaco é comparada a fluorescéncia do tubo centEsta comparacao
€ realizada automaticamente pelo equipamento, o igtexpreta os
resultados utilizando um algoritmo especifico en@bos resultados de
sensibilidade como S (sensivel) ou R (resistenBECTON &
DICKINSON, 2011).

No LACEN/SC, todas as amostras que apresentarertaess
compativeis com TB-MDR (resisténcia a pelo menamiézida e
rifampicina) sdo encaminhadas ao CRPHF. Além ddfiromar os
resultados de resisténcia aos farmacos de printieina, o CRPHF
realiza também no BACTEC-9BMGIT™ (Becton & Dickinson
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EUA), o teste de sensibilidade para amicacina, roaiaa,
capreomicina e ofloxacina, farmacos utilizados radatmento de TB

resistente e de algumas espécies de MNT.

Métodos Moleculares

As metodologias moleculares comegaram a ser engasga
final da década de 80, com o objetivo de aprimaradiagndstico,
aumentando a sensibilidade na deteccdo do basglecmlmente a partir
do escarro, jA que este é a amostra bioldgicafaimente obtida para
andlise. O aumento na sensibilidade das técniegsditicas implica na
rapida deteccédo do bacilo e, consequentementdpqodio da cadeia de
transmissdo da TB (EISENACét al., 1991 CRAWFORDet al, 1994;
JONAS; LONGIARU, 1997FLORESet al, 2005; NEONAKISet al,
2008).

Vérios ensaios moleculares para deteccdo de micolzectém
sido descritos, incluindo as metodologiasousee oskits comerciais.
Os métodosn housesdo desenvolvidos e padronizados nos diversos
laboratérios de pesquisa. S&o mais baratos do gkésoccomerciais,
porém para serem disponibilizados na rotina neeessile estudos de
validacdo interlaboratorial e andlises de custtvédade. J& osits
comerciais sdo produzidos em larga escala e gertdngaracterizam-se
por uma maior reprodutibilidade de resultados (RESS et al,1997;
DROBNIEWSKI et al, 2003; FLORESet al, 2005; PARSON&t al,
2011).

Estdo disponiveis no mercado diverkids comerciais capazes

de detectar o CMTB em isolados e em amostras atin@mo o Cob&s
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Amplicor M. tuberculosigRoche, Alemanha), AmplifiedMTD (Gen-
Probe Inc., EUA) e o GenoTypeMycobacterium Direct(Hain
Lifescience, Alemanha). Alguns testes comercidénala detecgdo do
CMTB, também fornecem informacgdes a respeito dailséidade aos
antimicrobianos, como o GeneXgertCepheid, EUA) e GenoTyfe
MTBDRplus (Hain Lifescience, Alemanha); e outrosrrpitem a
identificacdo de algumas espécie de micobactérsp o0 INNO-LIPA
Mycobacteria v8 (Innogenetics Bélgica) e o GenoTyfe
Mycobacteriumdirect Hain LifescienceAlemanha). Embora fornecam
resultados em, geralmente, até 8 horas, édsasomerciais apresentam
elevado custo e, por isso, sdo metodologias impl&das em
laboratérios de regides de baixa prevaléncia daclBseja, em paises
desenvolvidos (PARSONE& al, 2011).

Dentre as técnicas moleculares utilizadas paragndstico da
TB, destaca-se a Reacdo em Cadeia da Polimerage-«{PGlymerase
Chain Reactio)) que tem demonstrado grande potencial na detec¢éo
rapida da micobactéria, tanto em meios de cultuemip em amostras
clinicas (DROBNIEWSKI et al, 2003; ASSIS, 2007). Entretanto,
algumas revisfes e estudos interlaboratoriais f@ontado uma grande
variabilidade na sensibilidade e na especificidadke diferentes
abordagens que utiizam a PCR (NOORDHOEK al, 1994;
NOORDHOEK et al, 1996; DROBNIEWSKI et al, 2003;
NOORDHOEKet al, 2004; FLORESt al, 2005).

De modo geral, os testes diagnoésticos que utilipadtodos
moleculares, tantos os comerciais quantondsuse apresentam como

maior vantagem a rapidez em sua realizacéo e tiéerdo resultado,
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porém ndo devem substituir os métodos convenciataidiagnostico.
Somente a deteccdo de DNA dé. tuberculosis ndo significa
necessariamente doenca ativa, portanto, os dadesutawves precisam
ser interpretados juntamente com os dados clingms pacientes
(WATTERSON; DROBNIEWSKI, 2000).

2.11 Epidemiologia Molecular

A epidemiologia molecular é a integragéo de téanim@seadas
na caracterizacdo da sequéncia de acidos nuctigcas patégeno, com
abordagens  epidemiolégicas  convencionais, para tifidan
determinantes da distribuicéo, transmissao e nstagéo da doenca na
populagdo, visando a possibilidade de intervencagrevencao
(FOXMAN; RILEY, 2001; MURRAY; ALLAND, 2002).

O desenvolvimento de técnicas de epidemiologia cntde
contribuiu muito para o conhecimento da genétiqaufazional da TB.
Diversas metodologias podem ser utlizadas para ificagr
polimorfismos no DNA deM. tuberculosis o que permite a
diferenciacdo de cepas. As técnicas de genotipalgdvh tuberculosis
mais utilizadas nesses estudos sdo 0 RFLP da séguds insercéo
IS6110 e os métodos baseados na PCRIlycobaterial Interspersed
Repetitive Unit{MIRUSs) e oSpoligotyping(FOXMAN; RILEY, 2001,
KREMER et al, 1999).
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2.11.1 RFPL da sequéncia 1S6110

A técnica RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorfism
Polimorfismo de Tamanhos de Fragmentos de Resfrii@®sequéncia
de insercdo 1S6110 é considerada padrdo-ouro natigegem deM.
tuberculosigvan EMBDENet al, 1993).

Este método baseia-se na digestdo do DNA genbmico
bacteriano com enzimas de restricdo, que geramméaips de
diferentes tamanhos. Estes fragmentos sdo sepaadgsl| de agarose,
transferidos para uma membrana de nitrocelulosérdizados com
sondas de DNA especificas para a sequéncia 1S@4s@epas séo,
entdo, tipadas de acordo com o padrdo eletroforéticbandas, gerado
por diferencas na localizagéo das sequéncias I1S64I®omossomo e
no numero de coépias deste elemento (van SOOLINGEA, 1991;
PANDOLFI, 2007). E uma metodologia amplamentezaiia devido ao
seu alto poder discriminatério (KREME& al, 1999).

Entretanto, quando aplicada em cepas com baixo noide
cOpias da sequéncia 1S6110, geralmente inferiorinaoc tem sua
capacidade de discriminagdo diminuida. Neste gasgmo cepas néo
relacionadas epidemiologicamente, podem aprespatiabes idénticos,
havendo a necessidade da utilizacdo de métodos edstigagem
complementares (van SOOLINGE!N al, 1991; van SOOLINGENet
al., 1994; YANGet al, 1996; GOULDINGet al, 2000). Além disso, é
uma técnica laboriosa e demorada, sendo necess#®iaanas de

incubacéo para cultivar um nimero de organismospgasam fornecer
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guantidades de DNA suficientes para sua realiz€6BR&EMER et al,
1999).

Diante dessas limitacdes, outras técnicas, de edecmais
rapida e facil, tém sido utilizadas em substituigio RFLP-1S6110.
Dentre elas, destacam-se as metodologias baseadd®eacdo em
Cadeia da Polimerase (PCRPelymerase Chain Reactigncomo o
MIRU-VNTR e o Spoligotyping(CRONIN et al, 2001; PANDOLFI,
2007; van SOOLINGENMt al.,2007).

2.11.2 MIRU-VNTR

Método baseado no numero variavel de repeticbetardem
(Variable number of tandem repeatsVNTR) de unidades repetitivas
de DNA (40 — 100 pb) micobacterianMycobacterial Interspersed
Repetitive Units — MIRUs), onde as diversas estirpes clinicas
apresentam, em diferentes loci, polimorfismo no enorde repeticdes
desses elementos (SUPPEYal, 2000).

Este método utiliza a PCR com iniciadores espaedifigara a
amplificacdo dos multiplos loci MIRUs (SUPPL¥t al, 2006). A
andlise das sequéncias € realizada pelo sistewapdaridade (ALLIX;
SUPPLY; FAUVILLE-DUFAUX, 2004), eletroforese em gel
(MAZARS et al, 2001) ou cromatografia liquida de alta efici@nci
(HPLC) (EVANS et al, 2004). A cada cepa tipada é atribuido um
ndamero correspondente ao numero de repeticdes o IMIRU,
formando a base de um sistema de codificacao (SYRP&l, 2006).

Relativamente a genotipagem pelo método de RFLR1&60

método MIRU-VNTR é mais rapido e facil, sendo que goder
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discriminatério é proporcional ao niumero de I6cnglisados, variando
de 12, 15 ou 25 loci. Sua grande vantagem é aljlatzile de ser
realizado de forma automatizada, o que facilitgpagem em estudos
gue apresentam grande numero de amostras (SURPLA, 2001;
PANDOLFI, 2007).

2.11.3Spoligotyping

O Spacer oligonucleotide typing conhecido como
Spoligotyping € uma das técnicas mais versateis de genotippgen
CMTB. Baseia-se na metodologia PCR e analisa ungidae
cromossémica de 36 pb especifica para o CMTB, osl@R Direct
Repeats A analise é realizada por meio da determinagéauséncia ou
presenca de espacadores especificos, que sdo daequép repetitivas
de 34 a 41 pb localizadas entre as sequéncias ORpoligotyping
explora o polimorfismo existente na regido DR, um&x que as
diferentes cepas dkl. tuberculosisvariam no nimero de DRs e na
presenca ou auséncia dos espacadores (KAMEREREBK 1997).

O polimorfismo dessa regido cromossbmica € provaseie
produto de uma recombinacdo homdloga entre DRshasi ou
distantes, assim como de transposi¢des do elerdenitsercdo 1S6110,
o qual esta presente no lécus DR de muitas lintsadeM. tuberculosis
(KAMERBEEK et al, 1997; van EMBDEMt al, 2000).

A metodologia utiliza os oligonucleotideos espeoti DRa e
DRb-biotinilado para amplificacdo das regides eafaas entre as

sequéncias DRs, resultando em fragmentos de d#vei@manhos,
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dependendo da presenca ou auséncia das regides §#homa da cepa
analisada (Figura 3). Os amplicons biotinilados s@tbmetidos a
hibridizacdo em uma membrana que contém 43 olijeatideos

imobilizados, o0s quais sdo especificos para detadas sequéncias
espacadoras. A deteccdo da hibridizacdo é realizadaneio de uma
reacdo de quimiluminescéncia e os diferentes padiéehibridizagéo

sdo interpretados pela presenca ou auséncia de sagiaéncia

espacadora analisada (KAMERBEEK al, 1997;SANTOS; KIPNIS;

KIPNIS, 2007). Os resultados podem ser apresentamas um codigo

binario, positivo quando determinado espacadorgsigente e negativo
guando esta ausente (MATHEMs al, 2006).

o> .
DNA genbémico
DR DR DR g DR DR

- €« €« €« <

@> DRDb
Produtos de PCR biotinilados: < DRa
® -

@ @ biotina

Y

=]
@
S W
_‘

Figura 3. Esquema representativo da amplificacdo das se@sérigRs
utilizadas na metodologia pSligotyping Adaptado de SANTOS; KIPNIS;
KIPNIS, 2007.

Esta metodologia € simples, répida, robusta e atitan
reprodutivel. Apresenta como grande vantagem aess@o dos

resultados em cddigos binarios, sendo faciimerdésauos por meio de
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programas de computadores, o que facilita a corpparde resultados
intra e interlaboratoriais (MATHEMAet al, 2006). Seu poder
discriminat6rio € menor do que o do RFLP-IS611&Gngio cepas com
alto nimero de copias de 1S6110 sédo analisadastamtb, é maior para
a avaliacdo de cepas com baixo niumero de copidd ISEKANDUMA
et al, 2003).

Visando facilitar a avaliacdo da distribuicdo globa CMTB
estabeleceu-se um banco mundial de padro&pdégotyping que pode
ser acessado livremente, denominado SIT\D&tabase (Institute
Pasteur de La Guadeloupe, Franca). Este bancodides daconstituido
por 72.000 isolados clinicos do CMTB obtidos de Iflses. Os
spoligotypesomuns a mais de um isolado sdo designados &traced
Types(ST) e a eles sao atribuidos um nintenared International Type
(SIT) (DEMAY et al, 2012). Os padrdes genéticos que foram
reportados em somente um isolado clinico sao desap®©rphan. Seu
livre acesso e a facilidade da apresentacdo dass gemitem a ampla
utiizacdo das informacdes para o estabelecimerdoadalises e
comparacdes genéticas e epidemiolégicas (BRUBEAL, 2006).

Muitas familias de cepas foram identificadas baseado
padrao deSpoligotypinge, entdo, agrupadas em trés Grupos Genéticos
Principais (PGG -Principal Genetic Group O PGGL1 inclui as familias
East African Indian(EAI), Beijing e Central Asian(CAS). O PGG2
inclui as familiaHarleem, Latin American and Mediterrane@dtAM) e
X. A familia T e outras familias ndo muito bem ciesizadas estéo
classificadas no PGG3 (RASTOGI; SOLA, 2007). Ass tfamilias

genotipicas principais, LAMHarleeme T sao as mais frequentes na
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Africa, América Central, Europa e América do Subtas familias
englobam 80% dos isolados brasileiros incluidodamco de dadosn
line. Na América Latina, o genétipo LAM parece ser dwamie, sendo
0 genotipdBeijing bem menos comum (BRUDE#at al, 2006).
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3. Objetivos

Objetivo geral

Avaliar um método modificado para o tratamento al@aestras
de escarro e estudar a epidemiologia molecularegasccirculantes de

M. tuberculosisho Estado de Santa Catarina.

Objetivos especificos

* Analisar a adicdo de pérolas de vidro como modjfica no
protocolo de tratamento das amostras de escarrpadentes
internados no Hospital Nereu Ramos, localizado wriardpolis,

Santa Catarina;

» Realizar a PCR de sequéncias especificasMdetuberculosis
diretamente de amostras de escarro tratadas conotocqlo
utiizado na rotina do LBMM/UFSC e com o protocolo

modificado;

. Comparar os resultados das PCRs com a cultureé@@adiro);

* Caracterizar as cepas isoladas W& tuberculosis com a

metodologia molecular d&poligotyping;

 Analisar a frequéncia dos tipos de cepas Mle tuberculosis

circulantes no Estado de Santa Catarina;



70

Comparar os padrdes @poligotyingobtidos no Estado de Santa

Catarina com o banco mundial sigoligotypes

Analisar os dados clinico-epidemiolégicos dos paeobtidos no

Sistema de Informacé&o de Agravos de NotificacaNASI);

Correlacionar a tipagem obtida pedpoligotypingcom os dados

clinico-epidemioldgicos dos individuos incluidosestudo.
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4. Material e Métodos

4.1 Tipo e local de estudo

Estudo transversal de caracterizacdo molecular mestaas
provenientes do Laboratério Central do Estado detaS&atarina —
LACEN/SC e Hospital Nereu Ramos, realizado no Latinio de
Biologia Molecular e Micobactérias da Universiddelederal de Santa
Catarina (LBMM/UFSC).

4.2 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo isolados d#. tuberculosis
provenientes do LACEN/SC do periodo de marco dé 20inarco de
2011. As cepas foram identificadas conhd. tuberculosis pelo
LACEN/SC a partir dos seguintes testes fenotipipossenca de fator
corda em meio liquido, inibicdo do crescimento resgnca de PNB e
producéo de niacina.

Para comparacao dos protocolos de tratamento dae$oram
incluidas amostras de pacientes do Hospital NeramdR com
diagnéstico laboratorial de TB pulmonar (bacilosaopositiva e/ou
cultura positiva), idade superior a 14 anos e goecardaram em
participar deste estudo mediante a assinatura domolede

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).
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4.3 Critérios de Excluséao

Foram excluidas do estudo as cepas identificadaso co
Micobactérias Nao-Tuberculosas (MNT) a partir destds fenotipicos
realizados pelo LACEN/SC.

4.4 Baciloscopia

A baciloscopia foi realizada pelo método diehl-Neelsemo
LACEN/SC conforme as recomendacdes do Manual Natiale
Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras dbiactérias
(BRASIL, 2008).

4.5 Cultura

As amostras foram semeadas em meio sdidawa-Kudoh
(Laborclin®, Brasil) e incubadas a 37°C durante 28 dias para o

isolamento ddV. tuberculosis
4.6 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

A determinagdo fenotipica da sensibilidade dosadkid foi
realizada de forma qualitativa e automatizada noCBBC-966-
MGIT™ (BD-EUA) no setor de Tuberculose do LACEN/SC. Os
farmacos testados foram a estreptomicina, a isdiaiaa rifampicina e o

etambutol. Os testes de sensibilidade para os ¢@srée segunda linha
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(ofloxacino, canamicina, capreomicina e amicaciaegm realizados no
CRPHF, somente nas amostras de TB-MDR.

4.7 Tratamento das amostras de escarro

4.7.1 Protocolo utilizado na rotina do LBMM/UFSC

Em um tubo de vidro contendo 200 pL de N-acettietia (100
mg/mL) (Sigma-Aldrich, EUA) foram adicionados, camauxilio de
uma pipeta Pasteur graduada (Plastlabor, Bragiacde 400 pL de
escarro. Apos agitacao em vértex por 2 minutogj@udu-se 400 pL de
solucdo NaOH 0,2 N com 1% de Dodecil-sulfato deiccd&igma-
Aldrich, EUA). Apés mais uma agitacdo em vortex parca de 3
minutos, foram adicionados 2QQ de acetato de potassio 5M, pH 5,0,
seguida da agitacdo em vortex por 1 minuto. Todordgeldo do tubo
foi transferido para um tubo cbénico e centrifugad8000 xg por 15
minutos e a & (KUBICA et al, 1963). Cerca de 50QL do
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi spesgo no liquido

remanescente. Esse sedimento foi reservado pateagd® de DNA.

4.7.2 Protocolo Modificado

O protocolo modificado foi realizado seguindo ossmes
passos do protocolo de rotina, entretanto adiciseopérolas de vidro
de 1 e 2 mm (Sigma-Aldrich, EUA) ao tubo de vidk#m disso, para a

realizacdo da centrifugacdo, todo o conteldo do tié vidro foi
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filtrado (filtro simples com tamis de gaze de I1dsfpor cm2) para um
tubo cbnico. As pérolas de vidro que ficaram retida filtro foram
lavadas com 1,0 mL do tamp&o GTE (glicose 50 mis, gH 8,0,
EDTA 10 mM).

4.8 Extracdo de DNA

A extracado de DNA foi realizada por dois métodastiniios, o
método utilizando Guanidina (para a extracao dimetse de amostras
de escarro) e 0 método enzimatico utilizando CTABrd os isolados

clinicos).

4.8.1 Método da Guanidina

Na extracdo de DNA realizada pela Guanidina utilige 1,0
mL de Guanidina 5M (isotiocianato de guanidina S5Wwis 0,1 M pH
6,4, EDTA 0,5 M pH 8,0, Triton X 100) e 2@Q do precipitado obtido
apos o tratamento do escarro com o protocolo dearaiu com o
modificado. Esta mistura foi submetida a agitagdeernight a
temperatura ambiente. No dia seguinte, foram atbclos 50uL de
solucdo de silica, o tubo foi homogeneizado porensdo e o
sobrenadante foi descartado apés centrifugacd®@xigpor 1 minuto.
O sedimento obtido foi lavado duas vezes com |@0@e solucdo de
lavagem (isotiocianato de guanidina 5 M e Tris BlIpH 6,4), duas
vezes com 500L de etanol 70% e uma vez com 500de acetona PA.
Entre cada lavagem, foi realizada uma centrifugac&800 xg durante

1 minuto. ApoOs as lavagens, o sedimeftiosubmetido a secagem a
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56°C e reidratado com 28 de Tampad'E pH 7,5 (10 mM Tris-Cl pH
7,5 e 1,0 mM EDTA). Em seguida, realizou-se umatrifagacédo a
9000 xg por 5 minutos para sedimentacdo da silica. O salente
(DNA) foi transferido para um microtubo livre de Rd¢ e DNase
(LIPPKE et al, 1987).

4.8.2 Método CTAB

A extragdo de DNA utilizando o CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio) foi realizada conforme metoolgia descrita por van
Soolingen ecols. (1994). Algumas col6nias dd. tuberculosisforam
transferidas para uma solugéo de gd@e TE 1X (10 mM Tris/1,0 mM
EDTA, pH 8,0) e inativadas em banho-maria 8C8@or 20 minutos.
Em seguida, adicionou-se 0 de lisozima (10 mg/mL) e os tubos
foram incubado®vernighta 37C. No dia seguinte, adicionou-se uma
solucdo de 7QL de SDS (10%) e gL de proteinase K (10 mg/mL). A
mistura foi incubada a 66 por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se
100 pL de NaCl 5 M e 10QL de uma mistura de CTAB/NaCl (4,1%
NaCl/10% CTAB) para a complexacédo de proteingsididis. A mistura
foi novamente incubada a &5 por 10 minutos. Um volume de 750
de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) foi adicao e apds
centrifugacdo (7250 g por 5 minutos) ocorreu a separa¢ao das fases. A
partir da fase aquosa, o DNA foi precipitado cor@ 4b de isopropanol
seguido de resfriamentivernighta -20C. No dia seguinte, as amostras

foram centrifugadas a 7250gxpor 15 minutos. O DNA precipitado foi
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lavado com etanol 70% e secado a temperatura ammbi®nDNA foi

ressuspenso em TE 1X e armazenado ¥C-20

4.9 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As PCRs para amplificacdo do gene 16S rRNA e daéseip
de insercdo 1S6110 foram realizadas utilizandosd®NAs extraidos

diretamente das amostras de escarro.

4.9.1 Gene 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada méitido os
oligonucleotideos iniciadores F-285 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (ROGALLet al, 1990) e Myc-
264 (3-TGCACACAGGCCACAAGGGA-5') (BODDINGHAUS:t al,
1990), que amplificam um fragmento de 1027 pb (WRIAEALEIXO
et al, 2000). A amplificacdo foi realizada em um teriolacor
Mastercycler personal (Eppendorf, Alemanha) sob as seguintes
condices: 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°Clmoinuto, 72°C por
1 minuto e um ciclo adicional de 94°C por 1 min@@°C por 1 minuto
e 72°C por 10 minutos. Em todas as reacg0Oes foréimados controles

positivo (DNA extraido da cepa H37Rv) e negatiwgsémcia de DNA).

4.9.2 Sequéncia de inser¢ao 1S6110

O DNA extraido das amostras de escarro tratadas pel

protocolo de rotina e pelo protocolo modificado lbém foi submetido a
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amplificacdo pela PCR da sequéncia de insercédo 1(B56Foram
utilizados os oligonucleotideos iniciadores INSICGT GAG GGC
ATC GAG GTG GC 3') e INS2 (5" GCG TAG GCG TCG GTCCA
AA 3") que amplificam um fragmento de 244 pb (vaviBDEN et al,
1993). A amplificacdo foi realizada em um termaaldr Mastercycler
personal (Eppendorf, Alemanha) sob as seguintes condi¢cbesclo
inicial de 96°C por 3 minutos, 38 ciclos de 96°C poninuto, 65°C por
1 minuto, 72°C por 2 minutos e um ciclo final d@@2or 8 minutos.
Em todas as reacdes foram utilizados controlegipmgDNA extraido

da cepa H37Rv) e negativo (auséncia de DNA).
4.9.3 Deteccdo dos Fragmentos Amplificados pela PCR

Os produtos da reacédo de amplificacdo do geneRE8 e da
sequéncia 1S6110 foram separados por eletroforasgebde agarose 1
e 2%, respectivamente. Os géis foram corados pefodio de etidio (1
ug/ml), visualizados e fotografados sob iluminacétavioleta de 320
nm (HOEFER-MacroVue UV- 20), utilizando-se um sistende
fotodocumentacéo de géis (DOC-PRM\Biosystems). O tamanho dos
fragmentos foi estimado por comparagdo com mareadoe tamanho
molecular (50 pb e 100 pb).
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4.10Spoligotyping

4.10.1 Reacédo de Amplificacdo

Foram utilizados os oligonucleotideos DRa (5’ GGIITTGGG
TCT GAC GAC 3’) e DRb (3' CCG AGA GGG GAC GGA AAC)
gue pareiam nas extremidades das sequéncias Rampalificacdo das
sequéncias espacadoras entre duas B&s. cada reacéo, utilizous5e
a 100 ng de DNA molde, 25 pmoles de cada oligowticleo, 200uM
de desoxiribonucleosideos trifosfato (InvitrogenTife LTechnologies),
10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 3,0 mM MgCI2,2U de Taq
DNA Polimerase recombinante (Invitrogen™ Life Teclugies). As
amplificagcdes pela PCR foram realizadas em um teiotealor
Mastercycler personal (Eppendorf, Alemanha) sob saguintes
condic¢des: um ciclo inicial de 96°C por 3 minut@ciclos de 96°C por
1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 30 segundasna extensao
final de 72°C por 5 minutos (KAMERBEE#t al,1997).

4.10.2 Hibridizacdo dos Produtos da PCR e Deteccédo

Os produtos amplificados foram hibridizados comaanjunto
de 43 oligonucleotideos imobilizados em uma men@remmercial,
cada um correspondendo a uma das sequéncias doea&spacadores
dentro do I6cus DR (Ocimum Biosolutions, india).

Para a hibridizacdo, 20 dos produtos da PCR desnaturados
(94°C por 10 minutos) foram diluidos em 1D de SSPE 2X (0,02 M
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NaHPQO,.2H,0, 0,36 M NaCl, 2 mM EDTA — pH 7,4)/SDS 0,1%. As
amostras diluidas foram aplicadas em canais pasadiel um miniblotter
(Ocimum Biosolutions, india), de modo que ficasgmpendiculares as
linhas de oligonucleotideos previamente imobilizadé hibridizacédo
foi realizada por 60 minutos a 60°C em forno gitiat¢Marconi,
Brasil). Em seguida, a membrana foi lavada 2 vezes250 mL de
SSPE 2X/SDS 0,5% por 10 minutos a 60°C. Apds aagks, a
membrana foi incubada com 7,5 pL de um conjugadestfeptavidina-
peroxidase (Roche Applied Science, Alemanha) dilidch 30 mL de
SSPE 2X/SDS 0,5% por 50 minutos a 35°C. A membfainiavada 2
vezes em 250 mL de SSPE 2X-SDS 0,5% por 10 mirau3°C e 2
vezes com 250 mL de SSPE 2X por 5 minutos a termysarambiente
(KAMERBEEK et al,1997).

A deteccdo foi realizada pela sensibilizacdo de filme
autoradiografico através de uma reagdo de quinilescéncia,

utilizando o kit ECL™ (Amersham Biosciences, Inglaterra).

4.10.3 Analise dospoligotypes

Os spoligotypes encontrados foram classificados em SIT
(Spoligotyping International Typecom base no banco de dados
internacional SITVITDatabase— Institute Pasteur de La Guadeloupe,
Franca (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/outilsConsultatiop)js—, cuja versao
disponivel (SpolDB4) apresenta 2.800 SITs de 16@sesa Os

spoligotypescom perfil desconhecido foram analisados pelo it
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(http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.htmipspibilitando determinar

a porcentagem de similaridade com as subfamilidegéritas.

4.11 Analise Estatistica

As varidveis nominais foram sumarizadas como nusnero
absolutos e percentuais e as variaveis numériaasnfeumarizadas
como média e desvio padrdo. As associacOes enwaridveis foram
avaliadas através do teste de Qui-quadrado de dPearsExato de

Fischer, conforme apropriado, em um nivel de sicfniicia de 5%.

4.12 Consideracdes Eticas

As amostras utilizadas neste estudo fazem part@rdieto
“Tuberculose e doenga pulmonar causadas por MmitoiEe em
individuos soropositivos ao HIV: epidemiologia nmltar e avaliacdo
de técnicas diagnosticas” (168/07), aprovado pami@ de Etica da
Universidade Federal de Santa Catarina no dia Daitdro de 2007.
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4.13 Fluxograma da metodologia do estudo

Amostragem- LACEN/SC |

(somente pacientes internados no
Hospital Nereu Ramos) [

Extracdo de DNA
(Método cTAB)

[ Protocolo] [ Protocolo][ Spoligotyping ]

de Rotina Modificado

- J

Extracdo de DNA
(Método de Guanidina)

[ Diagnéstico ]
|
[ PCR 16S rRNA}

| PCRIS6110 |
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5. Resultados

5.1 Amostragem

No periodo do estudo, foram obtidos 406 isoladdsicdls
provenientes do LACEN/SC, sendo 88,9% (361/406)adsas de
escarro, 4,2% (17/406) de lavado broncoalveola%l1(7/406) de
bi6psia de linfonodo, 1,6% (7/406) de liquido p&ud,6% (7/406) de
liquido cefalorraquidiano, 0,6% (3/406) de secregé@mbscesso, 0,5%
(2/406) de sangue, 0,2% (1/406) de secrecdo gastr;2% (1/406) de

biépsia de pulmao.

5.2 Comparacéo dos Protocolos de tratamento deregca

Das 406 amostras analisadas no estudo, 120 escderos
pacientes internados no Hospital Nereu Ramos fgnanoessados para
comparacdo do protocolo de tratamento da amostizadb na rotina
do LBMM/UFSC com o protocolo modificado proposto pmesente
estudo.

A eficiéncia da adicdo de pérolas de vidro comoifitagtdo do
protocolo utilizado na rotina do LBMM/UFSC foi aiada por meio da
deteccdo déVl. tuberculosisdiretamente nas amostras de escarro pela
PCR.

Para comparacdo dos protocolos de tratamento dores60
amostras foram submetidas ao protocolo de tratametilizado na
rotina do LBMM/UFSC e 60 amostras ao protocolo riicalilo.



84

Os dois grupos distintos de amostras de escammfpareados
de acordo com o resultado da baciloscopia (negativtatr e +++) e a
comparacdo da sensibilidade das reacfes de amgditicfoi realizada
somente entre amostras que apresentaram 0 mesmlbades de
baciloscopia. Das 120 amostras de escarro, 81,9/0¢de cada grupo
analisado apresentaram baciloscopia positiva.

Entre as 60 amostras submetidas ao protocolo addizna
rotina do LBMM/UFSC, 36% (4/11) das amostras quessgntaram
baciloscopia negativa foram detectadas pela PCR1B& nenhuma
dessas foi detectada pela PCR 16S rRNA. Das arsostoen
baciloscopia positiva, 8% (4/49) ndo foram detesrtqokla PCR 1S6110
e nem pela PCR 16S rRNA (Tabela 1).

Tabela 1.Comparacéo dos resultados da baciloscopia conRalBS rRNA e
com a PCR IS6110 das amostras de escarro submetagwrotocolo de
tratamento utilizado na rotina do LBMM/UFSC.

N2 de amostras Baciloscopia PCR
de escarro* P 16S rRNA 1S611(
34 + + +
11 + - +
4 + - -
4 - - +
7 - - -

*Todas as amostras foram positivas na culturd)i¢A ndo detectado e (+) DNA
detectado.

Cem por cento das amostras submetidas ao protocolo
modificado foram amplificadas pela PCR 1S6110. Rpr&6 amostras

(16/60), das quais 6 apresentaram baciloscopiatiyaosie 10
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baciloscopia negativa, ndo foram detectadas pelR RES rRNA
(Tabela 2).

Tabela 2. Comparacao dos resultados da baciloscopia comRalBS rRNA e
com a PCR IS6110 das amostras de escarro submetagsrotocolo de
tratamento modificado.

N de amostras , , PCR
. Baciloscopia
de escarro 16S rRNA 1S6110
43 + + +
+ - +
- + +
10 - - +

*Todas as amostras foram positivas ha culturd)i¢A ndo detectado e (+) DNA
detectado.

Quando comparados o0s resultados com a cultura, a
sensibilidade da PCR das amostras submetidas szl utilizado na
rotina do LBMM/UFSC foi de 56,7% (IC 95%: 44,1 —BPpara a PCR
16S rRNA e de 81,7% (IC 95%: 71,9 — 91,5) para 8 PE65110. A
sensibilidade da PCR das amostras submetidas ol modificado
foi de 73,3% (IC 95%: 62,1 — 84,5) para a PCR I8SA e de 100%
para a PCR 1S6110 . A andlise das PCRs (16S rRN26£10), apos
tratamento das amostras pelo protocolo utlizado rotna do
LBMM/UFSC e pelo protocolo modificado, demonstrau incremento
no rendimento da reacdes, apresentando diferentgdisesamente
significativa para o alvo 1S6110p£0,00]), porém n&o apresentou
significancia estatistica para o alvo 16S rRIAQ,052 (Tabela 3).



86

Tabela 3. Andlise comparativa da sensibilidade da PCR amianento das
amostras de escarro pelo protocolo utilizado naaato LBMM/UFSC e pelo
protocolo modificado.

Protocolc de rotina -
Protocolo Modificado

PCR LBMM/UFSC
N° de Sensibilidade N° de Sensibilidade
amostras (%) amostras (%)
16S rRNA 34 44
positiva
16S rRNA 26 56,7 16 73,3
negativa
(p=0,052
I1IS6110 positiva 49 60
IS6110 negativa 11 81,7 - 100
(p = 0,009

5.2 Descri¢do da populacdo estudada

Os dados demogréficos, laboratoriais e clinico@pidlégicos
dos individuos foram extraidos do SINAN. Dos 408osaincluidos no
estudo, 3,9% (16/406) ndo foram notificados ncesist, portanto ndo
houve nenhum dado adicional, além da idade, seixdade de moradia,
pois essas trés informacfes puderam ser obtidasrewstros do
LACEN/SC.

Entre os 406 casos de TB, 34,5% residiam no Valétagai,
33,0% na Grande Floriandpolis, 19,2% no Nordestarb&nse, 9,9%
no Sul Catarinense, 2,7% no Oeste Catarinense 4%60j7a Serra
Catarinense. Os municipios que apresentaram maien de casos
foram Floriandpolis (19,2%), Itajai (14,0%), Joitei (15,3%) e
Cricima (6,4%) (Tabela 4, Figura 4 e Anexo 2).
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Tabela 4. Porcentagem de casos de TB incluidos no estudaegpdes do
Estado de Santa Catarina.

el 0l (25200 € et Porcentagem de casos de TB no estudo

Catarina
Vale do Itajai 34,5% (140/406)
Grande Florianépolis 33,0% (134/406)
Nordeste Catarinense 19,2% (78/406)
Sul Catarinense 9,9% (40/406)
Oeste Catarinense 2,7% (11/406)
Serra Catarinense 0,7% (3/406)

Figura 4. Distribuicao geografica dos casos de TB incluidmgstudo.

Nenhum caso
1—5 casos

6 — 10 casos £~
[ 11-20 casos Lt
@ 20-30 casos ‘
@ Acimade 30 casos| 3

1 — Nordeste Catarinense, 2 — Vale do ltajai, 3ran@e Floriandpolis, 4 — Sul
Catarinense, 5 — Oeste Catarinense , 6 — Serrareatse
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Setenta e dois por cento da populacdo estudadd4(®)2
compreendia individuos do sexo masculino e 28,024/4D6) do sexo
feminino. A média de idade encontrada foi de 381B;# anos (minima
de 4 meses e maxima de 85 anos), sendo 4,7% ()9t0res de 21
anos (um deles menor de 1 ano de idade); 73,9%4@80entre 21 e 49
anos e 21,4% (87/406) com 50 anos ou mais (Figura 5

3007
200
150
= feminino
100 - 15 .
= masculino
10

<21 21-49 > 50

Faixa etéria (anos)

Figura 5. Distribuicdo por sexo e faixa etaria da populagstodada no Estado
de Santa Catarina.

Dos individuos notificados no SINAN, 81,3% (309/B80
declararam-se brancos, 11,8% (45/380) negros, $229380) pardos,
0,5% (2/380) mulatos e 0,5% (2/380) amarelos. R@rpacientes, essa
informacdo nao foi registrada no SINAN. Quanto araug de
escolaridade, 70,3% (237/337) dos individuos estudaaté o ensino

fundamental e 5,3% (18/337) iniciaram a educacgersur (Tabela 5).
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Tabela 5 Distribuicdo da populacdo estudada quanto aodgascolaridade.

Escolaridade N¢ de individuos %
Analfabeto - 3 0,9
. Incompleto 194 57,6
Ensino Fundamental Completo 43 127
. . Incompleto 32 9,5
Ensino Médio Completo 47 14,0
. . Incompleto 3 0,9
Ensino Superior Completo 15 44
Total 337* 100

* Em 53 individuos dos 390 casos notificados no/ANNessa variavel nao foi
registrada.

Em relacdo as atividades exercidas, 30,0% (117/2R3)
individuos ndo informaram a sua profissao. Divemagpacdes foram
observadas entre os individuos do sexo masculatte(gireiro, carteiro,
cobrador de 6nibus, comerciante, cozinheiro, estedafaxineiro,
garcom, mecanico, motorista, pescador, sapatewveneedor), sendo
que 21,6% (63/292) encontravam-se desempregadés0&o 1(45/292)
tinham atividades relacionadas com construcao. ¢k individuos do
sexo feminino, 24,6% (28/114) dedicavam-se exciusgnte as
atividades domésticas e 7,0% (8/114) estavam desgaqias. Somente
entre as mulheres foram encontrados individuos mufissédo poderia
estar relacionada a TB: uma farmacéutica-bioquimicaa médica e

uma enfermeira.
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Aproximadamente 90% (345/390) dos casos notificados
SINAN realizaram a testagem para HIV, dos quai®%3(255/345)
apresentaram-se soronegativos e 26,1% (90/345)pasitivos. O
resultado da testagem de 10 individuos ndo fostegio no SINAN. A
regido do Estado que apresentou maior numero déecodes TB/HIV
foi a Grande Florianépolis com 41,1% (37/90), sdgwlo Vale do Itajai
com 32,2% (29/90), do Nordeste Catarinense com2d {}%/90) e do
Sul Catarinense com 8,9% (8/90). A cidade que aptes maior
namero de casos de coinfeccao TB/HIV foi Floriadi$pocom 25 casos
(27,8%), seguida de Joinville com 15 casos (16,8%gjai com 10
casos (11,1%).

Agravos associados foram notificados em 54,6% @218/dos
casos notificados, sendo 11,7% (25/213) tabagestd4,5% (180/213)
dependentes quimicos e/ou etilistas e/ou apresentaMIV/Aids.
Dentre os dependentes quimicos, 45,3% (34/75)aralat ser usuarios
de crack (Figura 6). Mais de 90% (74/80) dos individuos cglataram
alcoolismo e mais de 70% (57/80) dos que relatad@mendéncia
guimica eram do sexo masculino. N&o houve assacestatisticamente
significativa da presenca de HIV/Aids com o alcemio e nem com a
dependéncia quimica apesar de 25,0% (39/155) dtigidnos que
relataram esses dois agravos serem coinfectados gdmns HIV.
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54,6%
39,0% (213/390)
(152/390)
6,4%
(25/390)
ndo registrado nenhum agravo  com agravo associado
associado
v .
HIV/Aids Alcoolismo

26,8% 18,3%
(571213) [ 4.2% (39/213)

Outros agravos

(29/213) 15,5%
(33/213)
Dependéncia quimica
n=213

Figura 6. Distribuicdo dos agravos associados a Tuberculas@apulagéo
estudada do Estado de Santa Catarina.
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Outros agravos associados e registrados no SINA&mMfaa
institucionalizacdo dos pacientes e a falta de diaréixa. Catorze por
cento (54/390) encontravam-se institucionalizaddss quais 43
pertenciam a penitenciarias, 4 a clinicas de reagge, 1 a orfanato e
para 6 pacientes ndo foi especificado a instituigd® presidios que
apresentaram maior nimero de casos foram o deegfio e Alcantara
(9 casos), Presidio masculino de Florianépolisaébs) e de Joinville (6
casos). Quanto a moradia, 2,8% (11/390) dos ingdgd eram
moradores de rua, dos quais 10 eram dependentescgsi e/ou
etilistas. N&o houve associacdo estatisticamengmifisativa da
presenca de HIV/Aids com a institucionalizacdo pesidios e com a
falta de moradia fixa.

Setenta e sete por cento (302/390) dos individwwant
notificados como caso novo, 10,5% (41/390) comddiex, 9,2%
(36/390) como reingresso apos abandono e 2,8% 9Qjl/8omo
transferéncia de outros Estados. Dentre os pasiemtificados como
reingresso apds abandono, 77,8% (28/36) eram tadilise/ou
dependentes quimicos e/ou apresentavam HIV/Aidsrifitti-se
associacdo entre o0s pacientes notificados comogresiso apoés
abandono com alcoolism@=%0,022) e dependéncia quimiqa<,001)
(Tabela 6). Entretanto, ndo houve associacdo s&tathente

significativa entre recidiva e 0s grupos de vulb#idade.
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Tabela 6 Comparacao dos casos notificados como reingegss®abandono na
populacéo estudada com grupos de vulnerabilidade.

SINAN
AGRAVOS Reingresso apo:
Caso novo
(n=280) abandono p valor
(n=36)

. Sim 66 (23,6%) 10 (27,8%)
HIVIADS a0 214 (76.4%) 26 (72,2%) 0.727

_ Sim 57 (20,4%) 14 (38,9%)
Alcoolismo 0 223 (79.6%) 22 (61,1%) 0,022
Dependénc  Sim 47 (16,8%) 17 (47,2%) <0.001

ia quimica  Nao 233 (83,2%) 19 (52,8%) '

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN como caso novo ou
reingresso apos abandono e que apresentavamaetgsaigravo associado (n=316)

Em relacdo & analise da forma de apresentacdo elacalo
89,0% (347/390) dos individuos apresentaram TB pndn 7,4%
(29/390) B extrapulmonar e 3,6% (14/390) B
pulmonar/extrapulmonar (Figura 7).



94

(A)

1/390

TB abdominal  1/390
3/390
4/390
TB miliar 5/390
TB meningoencefali . 7/390

8/390

(B)
TB pulmonar

meningoencefalic 1/390
TB pulmonar e laringea  1/390

TB pulmonar
geniturinari

TB pulmonar e milia

TB pulmonar
ganglionar periférici

TB pulmonar e pleur

1/390
2/390
2/390

7/390

Figura 7. Distribuicdo do casos de TB extrapulmonar (A) e TB
pulmonar/extrapulmonar (B) na populacéo estudada.

Dentre os individuos com HIV/Aids, a forma extrapahar
mais frequente foi a TB ganglionar periférica (8as), seguida da TB
miliar (4 casos). Os casos em que a TB pulmonavashssociada a
infeccdo pleural foram mais frequentes entre os iviithdos
soronegativos (5 caso€)bservou-se associacao entre a presenca de TB
pulmonar/extrapulmonar ou TB extrapulmonar e afecigo HIV/Aids
(p<0,001) (Tabela 7).
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Tabela 7 Comparacdo dos casos de TB extrapulmonar ou TB
pulmonar/extrapulmonar com grupos de vulnerabikdaa populacédo estudada.

B
Extrapulmonar
AGRAVOS Pulmonar ou p valor
(n=324) Pulmonar/Extrapulmonar
(n=41)

. Sim 64 (19,8%) 26 (63,4%)
HIVIAIdS a0 260 (80,2%) 15 (36,6%) <0001

. Sim 72 (22,2%) 8 (19,5%)
Alcoolismo o 252 (77,8%) 33 (80,5%) 0.846
Dependénci Sim 67 (20,7%) 8 (19,5%) 1.000

aquimica Nao 257 (79,3%) 33 (80,5%) '

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN e que apresentavam
registro de agravo associado (n=365).

Em relacdo a resisténcia bacteriana nao foi pdssfaézar o
TSA em 4,7% (19/406) das amostras incluidas nodestdevido a
contaminacdo da culturaQuarenta e oito amostras (12,4%)
apresentaram algum perfil de resisténcia e 6,0%3823 dos isolados
eram MDR, os quais foram identificados na Granderi&hdpolis
(34,8%), no Vale do ltajai (34,8%) e no Nordesteaaense (30,4%)
(Figura 8).
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11,8% 4,4%
(48/406)  (18/406)

Hsem resultado

msensivel

m resistente

H+S+E | 10,3% (1/388)
H+S+R | | 0,3% (1/388)
E | 10,3% (1/388)

H+E [177,0,5% (2/388)
S W 1,5% (6/388)
H N 3.9% (15/388)
H+R R 7% (22/388)

0 5 10 15 20 25

Figura 8. Perfil de resisténcia das amostras incluidas simde — (H)

isoniazida, (R) rifampicina, (S) estreptomicina) éEambutol.

Observou-se associacdo dos casos de TB-MDR com a
dependéncia quimicg<£0,005) (Tabela 8). O TSA dos farmacos de 22
linha foi realizado em 17 amostras identificadasy@olB-MDR, das

guais uma apresentou resisténcia a capreomicinfr@aamicacina.
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Tabela 8 Comparacdo dos casos de TB-MDR com grupos desrablilidade
na populagéo estudada.

TB sensive TB-MDR

AGRAVOS (n=303) (n=22) p valor

. Sim 73 (24,1%) 8 (36,4%)
HIVIAids Nio 230 (759%) 14 (63,6%) 000

. Sim 64 (21,1%) 5 (22,7%)
Alcoolismo w0 239 (78.9%) 17 (77.3%) 792
Dependéncia  Sim 55 (18,2%) 10 (45,5%) 0.005

quimica Nio 248 (81,8%) 12 (54,5%) ’

Foram incluidos somente os casos notificados noASIN que apresentavam
registro de agravo associado e resultado do TSA32&)=

Até a finalizagdo do presente estudo, 68 casosaasthvam
em tratamento, contudo entre 0s casos encerrad0866@22/322)
evoluiram para cura, 17,1% (55/322) abandonararataniento, 9,9%
(32/322) foram a 6bito e 4,0% (13/322) foram traridbs para outros
Estados. Observou maior frequéncia de abandoneatimento entre
homens do que entre mulheres, numa relacdo de 3J&rh disso, foi
observada associacdo do abandono ao tratamentoacoainfeccéo
HIV/Aids (p<0,001), com o alcoolism@£0,004) e com a dependéncia
guimica p<0,001) (Tabela 9).

Quinze individuos foram a 6bito devido a TB: 6 casmm TB-
MDR, 4  apresentavam  TB extrapulmonar ou TB
pulmonar/extrapulmonar, 8 tinham HIV/Aids, 4 eraftiistas e 6 eram
dependentes quimicos. Observou-se associacdo tie pisi TB com
TB-MDR  (p<0,001), com TB extrapulmonar ou TB
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pulmonar/extrapulmonarp€0,039), com HIV/Aids [=0,002) e com
dependéncia quimica£0,019) (Tabelas 10, 11 e 12).

Tabela 9 Comparacdo do desfecho abandono do tratamentogcapos de
vulnerabilidade na populacdo estudada.

DESFECHO
AGRAVOS Cura Abandono p valor
(n=203) (n=53)
_ Sim 32 (15,8%) 22 (41,5%)
HIVIAids Ndo 171 (84.2%)  31(s850%) 000!
. Sim 40 (19,7%) 21 (39,6%)
Alcoolismo \0 163 (80.3%) 32 (60,4%) 00
Depencéncia  Sim 29 (14,3%) 27 (50,9%) <0001
quimica Ndo 174 (857%) 26 (49,1%) ’

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN com situacdo de
encerramento de cura ou abandono e que apresentagistno de agravo associado
(n=256).

Tabela 10. Comparacdo do desfecho 6bito por TB com a seitkidd aos
antimicrobianos na populagéo estudada.

= DESFECHO o
Cura (n=207) Obito por TB (n=14) P
Sensivel 205 (99,0%) 8 (57,1%)
<0,001
MDR 2 (1,0%) 6 (42,9%)

Foram incluidos somente os individuos notificados SINAN com situacédo de
encerramento de cura ou 6bito por TB e com TB-MDRIB sensivel a isoniazida,
rifampicina, estreptomicina e etambutol (n=221).
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Tabela 11 Comparacgdo do desfecho 6bito por TB com a formaaknca na
populacéo estudada.

DESFECHO
TB Cura Obito por TB  p valor
(n=222) (n=15)
Pulmonar 204 (91,9%) 11 (73,3%)
Extrapulmonar 0,039
ou 18 (8,1%) 4 (26,7%)

Pulmonar/Extrapulmonar

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN com situacdo de
encerramento de cura ou 6bito por TB (n=237).

Tabela 12 Comparacdo do desfecho o6bito por TB com grupos de
vulnerabilidade na populagdo estudada.

DESFECHO
AGRAVOS Cura Obito por TB p valor
(n=203) (n=15)

_ Sim 32 (15,8%) 8 (53,3%)
HIVIAIS — \do 171 (84,2%) 7 (46,7%) 0,002

_ Sim 40 (19,7%) 4 (26,7%)
Alcoolismo w1 163 (80,3%) 11 (733%)  °%0
Dependéncia Sim 29 (14,3%) 6 (40,0%) 0019

quimica Nao 174 (85,7%) 9 (60,0%) '

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN com situacdo de
encerramento de cura ou Obito por TB e que aprasmmt registro de agravo
associado (n=218).
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5.3 Perfis de Boligotyping

A andlise dos 406 isolados pela metodologia madecde
Spoligotypingpermitiu a identificacdo de 111 diferentggoligotypes
(Figura 9): 84,7% (344/406) dos isolados perteneerd Spoligotypes
International Type(SIT), 2,0% (8/406) a 6 diferentes perfisphane
13,3% (54/406) a 31 diferentes perfis ainda nastreglos no SpolDB4
(perfis desconhecidos). Dentre os 74 SIT, foramtifieadas 7 familias
e 32 sub-familias (LAM1, LAM2, LAM3, LAM5, LAM6, LAY,
LAM1-LAM4, LAM11 ZWE, LAM3 and S/convergent, T1, T{T4-
CE1 ancestor), T2, T2-T3, T3, T4-CEUL1, T5, T5_RUB1, H3, H3-
LAM6, H3-LAM9, H3-T3, H4, U, U (LAM3?), U (likely FB), U (likely
LAM), X1, X2, X3, S, BOVIS1_BCG). Nenhuma familide East
African Indian(EAl), Central and Middle Eastern AS{&AS) eBeijing

foi encontrada (Tabela 13).
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Figura 9. Revelacdo da membrana 8g@oligotypingapresentando os perfis
genéticos de diferentes isolados (A1-A38). (CN)responde ao controle
negativo e (H37Rv) ao controle positivo da cepagadeM. tuberculosis
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Tabela 13 Representacéo de todosspsligotypeobtidos no estudo

) ili Ne
SIT Perfil S:?)Tallrlr?ﬂ?a isolados
3 Ooo0oooooooooo0oD0o0ffleeeeee e 00 eeeeenm H3 1 (0,2%)
H3 and
4 00000000000000000000000Ceeeeeeen 00 eeeennn S/convergen 2 (0,5%)
t
17 LRI LTI gul it nninini i Rl fuininini i ]]]] LAM2 18
(4,4%)
20 (LI PR RTRTRIT T  nininial PR T Iuinininl VTR LY LAM1 2 (0,5%)
29 seeeeJ00000000000ee0000000000000000000eeees UL%:/IE;Iy 1 (0,2%)
33 spsennnn ] eeseeennn 00 0sesnnnnn00 eennnnn LAM3 7 (1,7%)
34 snpnnenneeeneeennennennnnnnnnn ] eennnnn S 6 (1,5%)
36 snsnneneeneneneennennennnnnnn 0 eennnnn H3-T3 3 (0,7%)
37 snsnnEneeneneeeennennennnnnnnnn 0 ennnnn T3 6 (1,5%)
39 snsnnennnnnnnnnnnn(enn]ennnnnnn000a]unnn T4_CEU]_ 2 (0,5%)
42 (PR LLT TR nmmial T ] fuininini T ] ]]] LAM9 39
(9,6%)
44 seEEEEssEEEEennnennnnnennennnnnJJ0ennnnnn T5 1 (0,2%)
47 snEEEEsnEEEeennnennnnnnen 000000000 nnn H1 4 (1,0%)
50 EEEEEEEEEEEEEEEnEnnnnnenennnnn a0 eeenennn H3 31
(7,6%)
51 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnnennn0000een 0000 T1 3 (0,7%)
52 EEEEEEEEEEEEEEEEEEnnEnnEnnnnnnnn000eennnn T2 1 (0,2%)
53 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnEnnEnEEn(eeennnn T1 20
(4,9%)
59 snssnennennnnnennennJ000en0000ee0000nennnnn LAW'EI—Z 1 (0,2%)
64 spnpenennnnnnnnnnnnen(J00seeeeee 00 eeeennm LAM6G 23
(5.7%)
65 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnnnnnnnnnnn000sJunnn Tl (T4-CE1 10
ancestor)  (2,5%)
71 snnnneen s eeeeennnneennennnnnJJ0(ennnnnn S 1 (0,2%)
73 EEEEEEEEEEEEseneenenunnnnnnnnenJ00eennnn T2-T3 34
(8,4%)
75 snssnesnenneenenennennennnnenn000 eennnnn H3 4 (1,0%)
92 e 0000000 eeeee eenennnnennnen 00 ennnnnn X3 2 (0,5%)
93 spnsnennnennenennnn000snennnen 00 ennnnnn LAMS 15

(3,7%)
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, Familia e N®
SIT perfil Subfamilia  isolados
95 snsunennennnennnnnnnJ000sseeJean00eenJnnn LAM6 1 (0,2%)
106 snnsnnnn]0enennnnn0000000000000000000eeeen U (LAM3?) 5 (1,2%)
119 sssnsEnneEnennnenanenennnennnnnj00eennnnn X1 5 (1,2%)
124 sEsEsEsEnEnEnennnnnnnnnnennnnn 0000 eennnnn U 1 (0,2%)
130 snsnnenn 0 enennnnnn 00 esnnnnnn 00 sanJnnn LAM3 1 (0,2%)
137 EEEEEEEEEEEEnnnnn eeeennnnnnnnnnJ000ne0000m X2 3 (0,7%)
150 snssnennennennennen 00 esnnnnen 00 eannnnn LAM9 1 (0,2%)
153 sssn eseEnEEeeenEnnennennennnnenJ00eenJnnn T2 1 (0,2%)
157 snssnsnnennsenneennnnnnnnennnnnn000s00nnnn T3 1 (0,2%)
162 snssnsnnennennnnnnnn000sennnnnn00 ennnnn LAM9 1 (0,2%)
177 (usssssnssnnenenneenJ00eenennnnn 00 aennnnn LAM9 2 (0,5%)
179 s ensnnsnnnennnnnn 00 0esnnnnnn000ennJ0nm LAM2 3 (0,7%)
211 snsnnsnn 0 sOnnnenen00esnnnnen 00 eannnnn LAM3 2 (0,5%)

216 spsnnnnnnnen((eeeeen000eeenenen 00 eeenunn LAM9 20
(4,9%)
237 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnnnnn 0000000000000 U |(_|“l§§'\|y 1 (0,2%)
244 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnn (0000000 T1 2 (0,5%)
254 sunsnensnennnn J00000000Ceeenennn 000 eennnnn T5 RUS1 1 (0,2%)
335 snsnnennnnnnennnnnnn 00 0eeneenOn000eeennnn H3__|_A|V|9 3 (0,7%)
370 snsssEnnEnnEnnnnnnnnnnJesnnnnnn0000s00nnnn T1 1 (0,2%)
373 ssssEEEEEEnnnnnnnnnnnnnennnnnnn 00 nnnnnnn T1 1 (0,2%)
388 s esnnennennnnnnnn00esnnnnen 00 eannnnn LAM9 1 (0,2%)
392 snssnennennennnnnnnn 000000 Onen0000een Jnnm T2 1 (0,2%)
396 snsnnennennennnnnnnn000sesnnnnn0000 ennnnn §] 1 (0,2%)
450 ssssssssssnnnnnnn(nennnn0000000000000000000 U 1 (0,2%)
453 snsssEnEEnnEnnnnnnnnenenennennd0 eennnnn T1 1 (0,2%)
482 s essnnaseneneeesnnennennnnnnnnnnnn 0000 BOB\le— 1 (0,2%)
512 snssnsnnennennnnnnnenesnenndn000 eennnnn H3 2 (0,5%)
534 ssssssssnnnnnnnnnnnn000ween 000000000000000 U 1 (0,2%)
729 e esnsnnennnnnnnn 00 esnnnnen 00 ennnnnn LAM1 4 (1,0%)
741 sEEEEEEEEnEEnnnnennnnnenennnnn0d0 eennnnn H3 1 (0,2%)
777 EEEEEEEEEEEEnnenennennnnnnnn00e000 eennnnn H4 1 (0,2%)
780 EEEEEEEEEEEEEEenEnnnnnnnnnnnn 00000 eennnnn U 1 (0,2%)
822 snsn ennennennnnnnnn00esnnnnen 00 eannnnn LAM9 1 (0,2%)
823 snnnennn00000000000000000eseeeee 00 eeennnn T1 3 (0,7%)
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P NQ
SIT Perfil SFui)Ta:Ir;aiI?a isolados
825 EEEEEEEEnEnEnennnnnnJ0000000000000000Ceeemn U] 1 (0,2%)
866 LT R R TR TR iuininial T YT Y Y uinininl VYT AT Y] LAM9 5 (1,2%)
886 (IR PRI T nininial PR T Iuininint YT T Y] X2 1 (0,2%)
956 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEnnnne00000000nw U 1 (0,2%)
1076 Jo000Cemeeseenennnnn 00 eennnnnn 00 eennnnn LAM9 7 (1,7%)
1202 0000000000000000000000000esessesJ00eeennnn T1 1 (0,2%)
1223 snnnneen0 0 eseeennnnneennennnnnJJ0enennnn T1 1 (0,2%)
LAM1-

1321 I L L LTI L nininia/ Y YT T T P T Inininisl TPl T T LAMA4 1 (0,2%)
1661 (LI P TR T In PR YT D iuininial YT T Y ninininl Y Anl T YT ] LAM2 1 (0,2%)
1663 snnnnnnnnnnnnnnnnnnn]000eeen0nCn000eeennnn H3-LAM6 2 (0,5%)
1664 snsnnenennnnnnnennnn 0000000 Jnee 000 eennnn T2 4 (1,0%)
1691 (LI P TTLAnldut T Y iuininial YT Y T Iuinininl VYT AT Y] LAM2 1 (0,2%)
1758 sppnnennnnnnnnnnnnenJ00sseenen0000 eeennnn U 1 (0,2%)
1844 (PR LTI IR nini it innimini T Rl fuininini i ] ]]] LAM9 1 (0,2%)
1933 (LTI iuininial YT T YT uininint YT Y N LAM9 3 (0,7%)
O:]F:)I-ha snnenenenenenennnnnnJ000seennnn J00000000nmm Orphan 2 (0,5%)
O:]F)zha snsnnenennnnnOessen 00 seennnnJ00000000nme Orphan 1 (012%)
O:]psha sapnuenennnnnnennnnn 00 0ee e Jeen]00eeeennn Orphan 1 (0,2%)
O;Zha mpnnmeneenennennnnn 00 0eeeeJeen]]0eeenunnn Orphan 1 (0,2%)
O:]psha snnnenenenennnnnnnn000snendend000 eennnnn Orphan 1 (0,2%)
O:_Itha slesnseenenCesenen00 eeneneen00 eennnnn Orphan 2 (0,5%)
Unk1 EEEEEEEEEEnEnnnnnnnnnnnnnnJ00e0e000eeeennn Unknown 1 (0,2%)
Unk2 sapnuenenunnennennnnenJ(eenene000eeenennn Unknown 1 (0,2%)
Unk3 sannnnennnnennennnnn e 000sJeen0000eeennn Unknown 1 (0,2%)
Unk4 s nnnnnnnnnnnJJ00seennn 000000000 ennm Unknown 9 (2,2%)
Unk5 spsunennennennnnnnnnJJ00eeeesJ0ed00eeeennn Unknown 1 (0,2%)
Unk6 sapnuenennnnennennnnn 00 0eeen 000000 nnn Unknown 4 (1,0%)
Unk7 EEEEEEEEEEEEEEEEEEERJ0000000000000000em Onnm Unknown 3 (0,7%)
Unk8 sannnnennnnennnn]0000e00sees Jeen000eeennn Unknown 1 (0,2%)
Unk9 snnnnnnnnnnnn00sesd000seenen0u000 eennnnn Unknown 2 (0,5%)
Unk10 ssssssssssssss000s000000800000080000seeennn Unknown 1 (0,2%)
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. Familia e N®

SIT Peri Subfamilia  isolados
Unkll essssssssssssssssss(ssssssssssd000seesnnn Unknown 1 (0,2%)
Unkl2 ssssssssssss]0ssssssdsssssssss(0] assennnn Unknown 1 (0,2%)
Unk13 snsnnennnenennennnnnnnnn 00000000 eeennnn Unknown 1 (0,2%)
Unkl4 sssssssssOsss0000=0000e00000000000000000000 Unknown 1 (0,2%)
Unkl5 sssssssssOsss000000000000000000000000000000 Unknown 1 (0,2%)
Unkl6 sssssssssssssssssssd000ssssssCd000eeenenn Unknown 1 (0,2%)
Unkl7 ssssssssd0sss0000e00000000000e000C000eeeeens Unknown 1 (0,2%)
Unk1l8 wssssssssl0sss0000e000000000000000C000C O eeens Unknown 3 (0,7%)
Unkl9 sssssss000ssssssssss000ssssnsnsd000een0000 Unknown 2 (0,5%)
Unk20 ssssssd00sssOsssssOsd000ssssd00000000000000 Unknown 1 (0,2%)
Unk21 sssssssssssssssssssd000ssssssnn00eennnnn Unknown 4 (1,0%)
Unk22 ssssOssssssssssssdssd000sssessen00eennnnn Unknown 1 (0,2%)
Unk23 ssss0lssssssssssssssd000ssssdeen00 eennnnn Unknown 1 (0,2%)
Unk24 wsss000000sssssssssssd00 essessen00 eennnnn Unknown 1 (0,2%)
Unk25 sssssssssssdssssssss000ssessnnd00000enenn Unknown 1 (0,2%)
Unk26 wsssssssssssdsssssssd000ssssssen00000enenn Unknown 3 (0,7%)
Unk27 w==000000000000000000000Cesssssesd00 eeenenn Unknown 1 (0,2%)
Unk28 slsssssssssssssssssd00 ssssssen00 aennnnn Unknown 1 (0,2%)
Unk29 sO0lsssssssssssssssssd000ssssdeen00 eennnnn Unknown 1 (0,2%)
Unk30 wO00ssse000000000000essssssss]000nCenC000nnn Unknown 1 (0,2%)
Unk31 00000 (eeeenennennen 00 eenneand00(eeennnn Unknown 2 (0,5%)

Total: 406 (100%)

(Unk) corresponde aos perfis ndo registrados n¢tD&zb

A linhagemLatin-American-MediterraneafLAM) foi a mais
frequente, representando 40,1% (163/406) dos isplaskguida da T
com 23,4% (95/406), ddarleemcom 12,8% (52/406), da U com 3,7%
(15/406), da X com 2,7% (11/406) e da S com 1,7M06). Além de
cepas deM. tuberculosis também foi isolada uma cepa Ne Bovis
(0,2%) (Figura 10).
Entre as 32 subfamilias identificadas, a LAM9 foinmis
frequente, representando 20,0% (81/406), seguid&i3lacom 9,6%



106

(39/406), da T2/T3 com 8,4% (34/406), da T1 con¥8(B3/406), da
LAM6 com 5,9% (24/406), da LAM2 com 5,7% (23/406)l@ LAM5
com 3,7% (15/406). As demais subfamilias encontradpresentaram,

cada uma, menos de 3,0% dos isolados analisadesd@si3 a 9).

LAM11_ZWE
LAM1-LAM4
LAM 3 and S/convergent

1601 LAM 1

LAM 3
140

LAM 5
1201 LAM 2 T5_RUS

5

100, T4-CEUL

LAM 6

T3
80 T2
T1 (T4-CE1 ancestor)
60- H4  H3-LAM6
H3-LAM9

40 H1

LAM 9 U (likely LAM)

U (likely H3)
1 U(LAM3?
20 T2-T3 ( ) x3
X2
N Ew.m
LAM T Harleem ) X S

Figura 10. Distribuicdo das familias/subfamilias identifieadnos 406 isolados
genotipados poBpoligotyping O eixo das ordenadas representa o numero absoluto
de isolados.

Em relagdo aos 74 SIT identificados, o SIT42/LAMBd mais
frequente, representando 9,6% dos isolados (39/48&yuido do
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SIT73/T2-T3 com 8,4% (34/406), SIT50/H3 com 7,6%l/486),
SIT64/LAM6 com 5,7% (23/406), SIT 216/LAM9 com 4%320/406),
SIT53/T1 com 4,9% (20/406), SIT17/LAM2 com 4,4% [#) e o
SIT93/LAM5 com 3,7% (15/406). Os demais SIT idecdtlos
representaram, cada um, menos de 3,0% dos isoladaksados
(Anexos 3 a9).

Os perfis @phan foram identificados em 8 isolados, sendo 4
descritos somente no Brasil, um na Italia e umEstados Unidos da
América (Tabela 14).

Tabela 14. Spoligotype com perfil Orphan registrados no SpolDB4 e
identificados na populacdo estudada.

. Distribuigéo* x o N2 isolados
Spoligotype mundial Regi&o Municipio (%)
. Vale do Itajai Itajai 1 (0,2%)
Orpharl BRA (Brasilia) Sul Tubario 1(0.2%)
2 (0,5%)
Orphar2 BRA (Santos) Vale do ltajai Itajai 1 (0,2%)
1 (0,2%)
i 0,
Orpharg ITA (Roma) G'ran,de . Canelinha 1 (0,2%)
Florianopolis
1 (0,2%)
USA Nordeste Joinville 1 (0,2%)
Orphard (Washington)
1 (0,2%)
Orpharb BRA (Brasilia) Vale do Itajai Timbo 1 (0,2%)
1 (0,2%)
iafl Ari 0,
Orpharé BRA (Brasilia) Vale do Itajai Balnear[o 2 (0,5%)
Camborit
2 (0,5%)

Total: 8 (2,0%)

*As siglas referentes aos paises estdo descritAsexn 11
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Entre osspoligotypes13,3% (54/406) dos isolados ndo foram
identificados pelo banco de dados SpolDB4. Densse® isolados,
observou-se 34poligotypesgliferentes (Unk1l — Unk 31), sendo 9 grupos
clonais: o Unk4 com 9 isolados (2,2%), o Unk6 coifl8%), o Unk7
com 3 (0,7%), o Unk9 com 2 (0,5%), Unk18 com 3 %0),70 Unk19
com 2 (0,5%), Unk21com 4 (1,0%), o Unk26 com 3%8),2 o Unk31
com 2 isolados (0,5%) (Anexo 10).

Estes spoligotypes foram analisados pelo Spotclust, para
determinar a porcentagem de similaridade com adamiiias ja
descritas. Dos 54 isolados com perfis ndo ideatlis, 28 (51,8%)
apresentaram similaridade igual ou superior a 98068 a subfamilia
LAM9, incluindo os grupos clonais Unk4, Unk6, UnkBnkl19 e
Unk21. Os grupos clonais Unk7 e Unk18 apresenta@@8% de
similaridade com as subfamilias LAM8 e LAM7, redpeomente. O
spoligotypeUnk8 apresentou 98,0% de similaridade com a ceageip
H37Rv, o0 Unk25 95,0% de similaridade com a LAM1@)rik20 99,9%
com a EAI1 e o Unk30 99,9% com EAI3 (Anexo 10).

5.3.1 Familias/subfamilias encontradas nas regidat Estado de

Santa Catarina

Grande Florianépolis

Na Grande Florianopolis (134 isolados) foi possblebsificar
110 isolados em familia/subfamilia, pois os derapiesentaram perfil
Orphan ou desconhecido. A familia LAM foi a mais frequent
representando 39,5% (53/134) dos isolados, seglad@ com 23,9%
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(32/134), da H com 11,2% (15/134), da X com 4,5¢%36) e da U com
3,0% (4/134). As subfamilias LAM9 (12,7%), LAM6 (#4086) e H3

(8,2%) foram as mais frequentes nesta regiado (&igL).

P
TN SN NTSE
LAM3 and S/convergent & ~w~-;m% S [\ , /f%
e g
60 LAM11 ZWE N ;?’
LAM1 e~ 4
50 EA
LAM3 15
40 LAMS T3
T4 CEU1
30 LAM2
T2
20 T1 (T4_CE1 ancestor)
LAME __—H3-LAM9
T1 H3-LAM6
10 /Xl
LAMS ] H3 U (U-LAM3?) X3
. 1273 1 X2
LAM T Harleem U X

Figura 11. Distribuigdo das familias/subfamilias identificadzos isolados da
Grande Floriandpolis. O eixo das ordenadas rept@semimero absoluto de
isolados. As subfamilias sublinhadas foram encda@omente nessa regiéo.

As subfamilias LAM11_ZWE, T4_CEU1, T5, H3-LAM9 e X3

assim como algunspoligotypesforam encontrados somente na Grande

Florianépolis (Figura 11 e Tabela 15).
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Tabela 15 Subfamilias e SITs identificados somente na cegla Grande
Florianopolis.

Subfamilia SIT Distribuicdo Mundial* n**
LAM2 1691 MEX, PRT, VEN, ZAF 1
AUT, BEL, BRA, CUB, ESP, ITA, MDG,
LAM3 130 NLA, USA, ZAF 1
LAM6 95 BRA, GBB, GUF, USA, ZAF 1
ARG, FIN, FXX, GMB, ITA, USA, VEA,
162 1
VEN,
LAM9 388 BRA, DZA, JPN, RUS, USA, VEN, 1
822 BGD, BGR,BRA, GLP, USA 1

AUT, BEL, BRA, COM, DNK, FXX, CBR,
GLP, GRC, ITA, KEN, MDG, MUS, MWI,

LAM11_ZWE 59 NLA, NZL, PRT, REU, RUS, SWE, TZA, 1
USA, ZAF, ZMB, ZWE
373 AUT, BEL, BRA, CZE, FIN, FXX, GRC, ITA, 1
T1 NLA, USA, ZAF
453 BRA, ESP, GUF, PRT, SWE, USA 1
1223 ESP, MDG, USA 1
AUT, BRA, CUB, ETH, FIN, ITA, NLA,
T2 153 SWE. USA 1
ARM, AUT, BEL, CZE, DEU, FXX, GBR,
T4_CEU1 39 ITA, NLD, POL, USA, VNM, ZAF 2
ARG, AUS, AUT, BEL,BRA, CMR, CZE,
T5 a4 DEU, DNK, EGY, ESA, ESP, EST, FIN, FXX, 1
GBR, GLP, GUF, IDN, IND, ITA, ITAS, NLD,
POL, PRT, USA, VEN, ZAF, ZWE
3 ARG, AUT, BRA, CUB, FXX, GLP, HTI, 1
H3 ITA, MEX, NLA, POL, SUR, USA, VEA, ZAF
741 AUT, BRA, NLA, POL, USA 1
AUT, BEL, BGD, CZE, ESA, FXX, ITA,
H3-LAM9 335 MTQ, ROM, RUS, SWE, USA, VNM 3
396 BRA, ITA, PRT 1
BRA, CMR, CZE, DNK, FXX, ITA, MEX,
U 450 NLA, USA 1
1758 BRA, PRT 1
X2 886 USA 1
ARG, AUS, AUT, BGD,BRA, CUB, DNK,
X3 92 GBR, GNB, GUF, IND, ITA, MEX, MWI, 2

NLA, NOR, NZL, NZL,TUR, TWN, USA,
ZAF, ZMB, ZWE

*As siglas referentes aos paises estdo descritadne@o 11; **(n): nimero de
isolados.
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Vale do Itajai

Dos 140 isolados do Vale do ltajai, foi possivekslficar 115
isolados em familia/subfamilia, ja& que o restanpeesentou perfil
Orphan ou desconhecido. A familia LAM foi a mais prevaéen
representando 38,6% (54/140) dos isolados, seglada@ com 25,7%
(36/140), da H com 12,8% (18/140), da U com 3,6fp4@®) e da X com
1,4% (2/140). As subfamilias LAM9 (22,9%), T2-T34(3%) e H3
(7,9%) foram as mais frequentes e as subfamiliag K4 (likely H3),
assim como ospoligotypesSIT1933/LAM9, SIT52/T2, SIT124/U e
SIT825/U foram encontrados somente na regido dee \da Itajai
(Figura 12 e Tabela 16).

60 SR j:w“”"”‘“‘/f}
: N AN
LAM1 j»m - \H( r’i«
50 SR
LAM3 N T
LAMS - ey
407 Lamz | T3 >y :):/
LAM6
30 T1(T4-CE1 ancestor)
T1 H4
204 H3-LAM6
H3-T3
10 LAMS HL U (likely H3)
T2-T3 U (LAM3?)
H3 %
(UR—_ ).}
LAM T Harleem U X

Figura 12. Distribuicdo das familias/subfamilias identifieadnos isolados do
Vale do Itajai. O eixo das ordenadas representanmero absoluto de isolados.
As subfamilias sublinhadas foram encontradas s@ma#sa regido.
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Tabela 16 Subfamilias e SITs identificados somente no dalétajai.

Subfamilia  SIT Distribuicdo Mundial* n**
LAM9 1933 ITA, USA 3
ARM, AUS, AUT, BEA, BEL,BRA, CAF,
CAN, CHN, CIV, CMR, COA, CUB, CZA,
CZE, DEU, DNK, DZA, ESA, ESP, ETH,
FIN, FXX, GBR, GLP, HUN, IND, ITA, JPN,
KEN, MDG, MEX, MTQ, MYS, NLA, NLD,
NOR, NZL, PAK, POL, ROM, RUS, SAL,
SWE, THA, TUR, TWN, UGA, USA, VEM,
ZAF, ZMB
ARM, BGR,BRA, FIN, GEO, KAZ, NLA,
RUS, SAU, SWE, TUR, USA
U 124 AUT, BEL, BRA, DEU, FIN, FXX,GLP,
IND, NLA, RUS, TWN, USA
U 825 AUT,BRA, GBB, USA 1
U (likely AUT, BEL, BRG,BRA, CMR, DEU, FIN,
H3) 237 FXX, GBR, GUF, IDN, ITA, MDG, POL, 1
PRT, RUS, SWE, USA, ZAF
*As siglas referentes aos paises estdo descritadne®o 11; **(n): ndmero de
isolados

T2 52

H4 77

Nordeste Catarinense

No Nordeste Catarinense (78 isolados), foi possileisificar
67 isolados em familia/subfamilia, pois os demaiesentaram perfil
Orphan ou desconhecido. A familia LAM foi a mais prevaéen
representando 35,9% (28/78) dos isolados, segud@d dom 21,8%
(17/78), da H com 19,2% (15/78), da U com 5,1% 8%/da X com
2,6% (2/78) e da BOVIS1 BCG com 1,3% (1/78). Asfanitilias
LAM9 (20,0%), H3 (20,0%) e T1 (14,1%) foram as nfaegjuentes e as
subfamilias LAM1-LAM4, T5 RUS1 e BOVIS1 BCG, assioomo
alguns spoligotypes foram encontrados somente no Nordeste

Catarinense (Figura 13 e Tabela 17).
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60 | QM\M : ’"Q/‘WVQ
xﬂ; \%m g Wk
M\M b /aw
50 T
“”?f
40 -
LAM1-LAM4
30+
LAM6
LAMS5 I5 RUS1
20 LAM3 T3
LAM2 T2 H1
T2-T3
10+
LAM9 H3 " BOVIS1
T1 ULAM3?) o v
| : , , llItJ, [ I —
LAM T Harleem u X M. bovis

Figura 13. Distribuicdo das familias/subfamilias identifieadnos isolados do
Nordeste Catarinense. O eixo das ordenadas repmesamimero absoluto de
isolados. As subfamilias sublinhadas foram encdat@omente nessa regiéo.

Tabela 17 Subfamilias e SITs identificados somente no Netel€atarinense.

Subfamilia  SIT Distribuicdo Mundial* n**
LAM2 1661 MEX, PRT, VEN, ZAF 1
ARG, BRA, ESP, FXX, MDG, MEX, PRT,
LAM3 211 USA, ZAF 2

ARG, BEL,BRA, DZA, EGY, FIN, FXX,
150 GUF, ITA, MAR, MEX, PRT, RUS, VEM, 1

LAMO o

1844 ARG, ZAF 1

LAMI= 1301 ARGBRA, GUF, IND, PRT, USA 1
LAM4 BRA, GUF, IND, PRT,

) 370 AUT,BRA, EST, SWE, USA 1

1202 BRA, LBY, MDG 1

AUT, AZE, BEL, BRA, DEU, DNK, ESP,
T5 RUS1 254 FIN, FXX, GEO, ITA, KAZ, RUS, LVA, NLD, 1
POL, RUS, TWN, TZA, USA, ZAF




114

Subfamilia  SIT Distribuicdo Mundial* rl*
534 BRA, ESP, GNB 1
u 780 FXX, ZWE 1
956 BRA, USA 1
ARG, AUT, BEA, BEL,BRA, CZE, DEU,
BOVIS1 DNK, ESC, ESP, FRB, FXX, GBA, GBR,
BCG 482 GLP, GUF, IRB, ITA, MEX, NAM, NLA, 1

NOR, NZL, PRT, RUS, SAU, SWE, TWN,
USA, VEN, ZAA, ZAF, ZMB

*As siglas referentes aos paises estao descritAsexn 11; **(n): nimero de

isolados

Sul Catarinense

No Sul Catarinense (40 isolados), a familia LAM foimais
frequente, representando 50,0% (20/40) dos isoladgmida da T com
22,5% (9/40), da S com 15,0% (6/40), da U com 5BR40), da X com
2,5% (1/40) e da H com 2,5% (1/40). Somente unaikmhao pode ser
classificado em familia/subfamilia, pois apresenpetfil Orphan As
subfamilias LAM9 (32,5%) e T1 (15,0%) foram as nfaégjuentes e a
subfamilia U (likely LAM), assim como ospoligotypesSIT392/T2 e
SIT34/S foram identificados apenas no Sul Cataseeffrigura 14 e

Tabela 18).
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Figura 14. Distribuicdo das familias/subfamilias identifiead nos
isolados do Sul Catarinense. O eixo das ordenag@esenta o nimero
absoluto de isolados. As subfamilias sublinhadaanfoencontradas
somente nessa regiao.

Tabela 18 Subfamilias e SITs identificados somente no Sul
Catarinense.

Subfamilia  SIT Distribuicdo Mundial* n**
T2 392 ARG,BRA 1

U (likely
LAM) 29 ESP, FXX, GLP, PRT, USA 1

ARG, AUS, AUT, BEL, BGRBRA, CAN,
CUB, DEU, DZA, EGY, FIN, FXX, GBB, GBR,
GEO, GLP, GRC, GUF, HTI, IDN, IND, IRN,
S 34 ITA, ITAS, KEN, LBY, MAR, MDG, MEX, 6
MOZ, MWI, NLA, NZL, PRT, REU, SAL,
SWE, THA, TUR, USA, VEN, VNM, ZAA,
ZAF, ZMB

*As siglas referentes aos paises estdo descritadne@o 11; **(n): nimero de
isolados
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Oeste Catarinense

No Oeste Catarinense (11 isolados), a familia LAMVaf mais
prevalente, representando 63,6% (7/11) dos isoladgsiida da H com
18,2% (2/11), da T com 9,1% (1/11) e da S com 9(1#41). Seis
subfamilias foram identificadas no Oeste Catarieessndo a LAM9 a
mais frequente (45,4%). GxpoligotypesSIT157/T3 e SIT71/S foram
identificados somente nesta regido (Figura 15 elaal®).

60- }f\m W‘fm
P \\ﬁfv‘w 2
50+ b \ \(\
‘/; . sy
40- Sy 4 /
30
20-
LAM2
10- H3-T3
T3 J_T s
LAM T " Harleem S

Figura 15. Distribuicdo das familias identificadas nos idol do Oeste
Catarinense. O eixo das ordenadas representa amabeoluto de isolados.
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Tabela 19 Subfamilias e SITs identificados somente no O8atarinense.

Subfamilia SIT Distribuicdo Mundial* n**

T3 157 BRA, DEU, ITA, PRT, SAL 1

s 71 ARG, BEL, CAN, CUB, FXX, IND, 1
ITA, NLA, USA, VEN, ZAF

*As siglas referentes aos paises estdo descritadne®o 11; **(n): nimero de
isolados

Serra Catarinense

Dos 3 isolados provenientes da Serra Catarinenses d
apresentaranspoligotypesconhecidos: 1 SIT93/LAM5 e 1 SIT50/H3
(Figura 16).

60 P T ]
s o DU
,j«/wﬂm ) : ”’7[\‘\7 V /‘&
el oS
50 Sl
5 \\ A
o
40 ,‘.ﬁ’}*/
30-
20-
10-
LAMS5 H3
LAM ' H

Figura 16. Distribuicdo das familias identificadas nos 3lados da Serra
Catarinense. O eixo das ordenadas representa amabeoluto de isolados.
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5.3.2 PerfisOrphan encontrados nas regiées do Estado de Santa
Catarina

Na Grande Floriandpolis, o perfdrphan foi identificado em
0,7% dos isolados (1/134), no Vale do Itajai em¥3,6/140), no
Nordeste Catarinense em 1,3% (1/78) e no Sul @atsse em 2,5%
(1/40). O perfilOrphart foi encontrado em 2 isolados, um do Vale do
Itajai e outro do Sul Catarinense;Qrphart foi identificado em 2
isolados do Vale do Itajai e os demais foram ifieatios em somente 1
isolado (Figura 17).

Nordeste Catarinense
Orphan 4 2= <—|

Vale do Itajai
Orphan 1
Orphan 2 &3

Orphan5 &3

‘l Orphan 6 E&3

Grande Floriandpolis
Orphan3 I I

Sul Catarinense<+——
Orphan1

Figura 17. Distribuic&do dos perfi©rphanidentificados na populag¢éo estudada.
Os perfisOrphari, Orpharg, Orpharb eOrpharb ja foram descritos no Brasil e
os perfisOrphar8 e Orphart foram descritos na ltalia e nos Estados Unidos,
respectivamente.
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5.3.3 Perfis desconhecidasncontrados nas regifes do Estado de

Santa Catarina

Perfis desconhecidos foram encontrados na Grande
Florian6polis, no Vale do Itajai, no Nordeste e Sexrra Catarinense
(Anexo 10).

Na Grande Floriandpolis, 23 isolados foram idecdifios como
perfil desconhecido, o que representa 17,2% (23/t84 isolados da
regido. Foram encontrados 19 perfis desconhecifeentes, sendo 6
grupos clonais: Unk4 (com 2 isolados), Unk7 (cors@ados), Unk9
(com 1 isolado), Unk18 (com 1 isolado), Unk21 (ctinisolado) e o
Unk26 (com 1 isolado). Destes grupos clonais, ependnk? (com 3
isolados) foi encontrado exclusivamente nesta oegia

No Vale do Itajai, 20 isolados apresentaram perfil
desconhecido, 0 que corresponde a 14,3% (20/149)istdados da
regido. Foram encontrados 10 perfis desconhecifieedtes, sendo 5
grupos clonais: Unk4 (com 6 isolados), Unk6 (consalados), Unk9
(com 1 isolado), Unk26 (com 2 isolados) e Unk3Im(&isolados). Os
grupos Unk6 e Unk31 foram encontrados somente negit@o.

No Nordeste Catarinense, 10 isolados foram ideatfis como
perfil desconhecido, o que representa 12,8% (10408) isolados da
regido. Foram encontrados 7 perfis diferentes, s@&drupos clonais:
Unk4 (com 1 isolado), Unk18 (com 2 isolados) e ck2in(com 3
isolados).

A Serra Catarinense apresentou somente um perfil
desconhecido, o Unk1 (com 1 isolado), o que coomdp a 33,3% (1/3)
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dos isolados da regido. Este perfil foi encontradmente na Serra

Catarinense.

5.3.4 $oligotypes TB-MDR e agravos associados

Dentre os 23 isolados TB-MDR, foram identificadas 6

subfamilias e 2 perfis desconhecidos (Figura 18).

Nordeste Catarinense €— —T— Vale do lItajaf
[ sIT42/LAM9 (1) | zh ;; JYJFJ 2 | sIT42/LAMO (2) |
[ SIT106/U (LAM3?) (1)| wie i /4? | SIT106/U (LAM3?) (1)

! [smeaiams (1) |
SIT73/T2-T3 (2)

| SIT17/LAM2 (1) |
SIT216/LAMY (1)

| SIT50/H3 (1)
| unk21 (3) |

| SIT150/LAM9 (1)

Grande Floriano6polis
[ sIT42/LAM9 (1) | | sIT50/H3 (2) |

| SIT106/U (LAM3?) (1) | | SIT73/T2-T3 (1)

| sIT93/LAMS (1) | | unk21 (1) |
Unk3 (1)

Figura 18. Distribuicdo dos isolados MDR encontrados na faa@o estudada
por regido do Estado de Santa Catarina. Gadigotypeesta representado por
uma moldura de cor diferente e o nimero de cepaladis estd entre
parénteses.

A subfamilia mais frequente foi a LAM9 com 6 isaad
(26,1%) — 4 SIT42, 1 SIT150 e 1 SIT216 —, seguida perfil
desconhecido Unk21, com 4 isolados (17,4%). Asasullas T2-T3,
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H3 e U (LAM3?) apresentaram, cada uma, 3 isolad®@RkM13,0%),
dos quais 3 eram SIT73/T2-T3, 3 SIT50/H3 e 3 SITU0EAM3?). A
subfamilia LAM5 apresentou 2 isolados (8,7%) MDRndo ambos
SIT93 e a LAM2 (SIT17) e o perfil desconhecido Urdgtesentaram,
cada um, somente 1 isolado MDR (4,3%) (Figura H8uve associa¢céo
entre MDR e a subfamilia H3 (LAM3?) (p=0,002) e erfi
desconhecido Unk21(p<0,001) (Tabela 20).

Tabela 20.Associacéo entre TB-MDR e as subfamilias na pggol@studada.

TB-MDR

Subfamilia p valor
Sim (23) N&o (364)
Sim 6 (26,1%) 73 (20,1%)

LAMS N0 17 (73.9%) 201 (79.9%) 0436
_ Sim 3 (13,0%) 28 (7,7%)

T2-13 N0 20(87,0%)  336(923%) 44
Sim 3 (13,0%) 35 (9,6%)

H3 N&o 20 (87,0%) 329 (904%) 484

H3 Sim 3 (13,0%) 2 (0,5%) 0002

(LAM3?)  N&o 20(87,0%) 362 (99,5%) !
Sim 4 (17,4%) 0 (0%)
Unk21 N0 19 (82,6%) 364 (0%) <0,001

Foram incluidos somente os casos que apresentagaiftados do TSA (n=387)

Dentre os 43 casos de institucionalizagdo em pwidteas,
mais de 60% dos isolados pertenceram a familia loAMapresentaram
perfil desconhecido. A familia LAM representou 34,915/43) dos
isolados, sendo 5 isolados SIT17/LAM2, 4 SIT93/LAMS
SIT42/LAM9, 2 SIT64/LAM6, e 1 SIT150/LAM9. Treze dkdos
(30,2%) apresentaram perfil desconhecido: 4 Unk4nig7, 3 Unk21, 1
Unk9, 1 Unk16 e 1 Unk29. Verificou-se que existsoafacdo entre a

institucionalizagcdo e a sunfamilia LAMP=0,042) e as cepas de pefrfil
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desconhecido Unk4p€0,002), Unk7 (=0,001) e Unk21 p=0,005)
(Tabela 21).

Tabela 21 Associagdo entre institucionalizagdo em peniteias e as
subfamilia na populacéo estudada.

Sulgteurle Penitenciaria

e p valor

Perfis Desconhecidos Sim (43) N&o (347)
LAVZ N snehewy a0 @sn) 008
LAS  ao ooz 2ragmy 002
LAMS ﬁg 4% g%&) 336 ((362,?)20) 0,192
Unk4 ﬁg 33 85’,%0) 355((():532?/2)/0) 0,002
Unk7 ls\llg]o 4% g%%) 34% ((%3%) 0,001
Unk21 ls\llg]o 4% g%%) 34116((()’.5)?9):/702%) 0,005

Foram incluidos somente os individuos registradoSINAN (n=390)

Nos casos que envolveram os presidiarios, 6 ingdbgdoram
identificados como TB-MDR: 2 isolados SIT42/LAM9,mu na
Penitenciaria de Florian6polis e uma na de Itajai; isolado
SIT150/LAM9 no Presidio de Joinville; e 3 isoladesm pefrfil
desconhecido (Unk21), sendo um na PenitenciariBaftaoca (Grande
Floriandpolis) e 2 na Penitenciaria de Joinvill@(fieste Catarinense).

O isolado MDR SIT150/LAM9 e os sensiveis (aos famsade
primeira linha) Unk7, Unkl16 e Unk29 foram encontsd
exclusivamente nos presidiarios. O isolado Unk7identificado em 3

individuos da Penitenciaria de Sdo Pedro de Alc@an{@rande
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Florianépolis); o Unk16 em um presidiario da Pardtaria de Joinville
e 0 Unk29 em um da Penitenciéria de Floriandpolis.

Entre os 90 casos de individuos com HIV/Aids, ntks60%
dos isolados pertenciam as familias LAM e T. A {f@mlLAM
representou 33,3% dos casos (30/90), sendo a LAMbfamilia mais
frequente com 11 isolados (7 SIT42, 2 SIT216, 11S0Te 1 SIT866),
seguida da LAM2 com 5 (4 SIT17 e 1 SIT1691) , davibAcom 4 (4
SIT93), da LAM6 com 4 (4 SIT64), da LAM3 com 3 (ZTS3 e 1
SIT130), da LAM1 com 2 (1 SIT20 e 1 SIT 729) e daM3 and
S/convergent com 1 isolado (SIT4). Vinte e seidathos (28,9%)
pertenciam a familia T, sendo a subfamilia T2-T8aés frequente, com
13 isolados (todos SIT73), seguida da T1 com @ik (3 SIT53, 1
SIT51, 1 SIT244 e 1 SIT370), da T3 com 3 (3 SIT83),T1 (T4-CE1
ancestor?) com 2 (SIT65), da T2 com 1 (SIT1664)aeTd CEU1l
(SIT39) com 1 isolado. Houve associagédo entre sepga de HIV/Aids
com a subfamilia LAM91=0,034) e a T2-T3p£0,039) (Tabela 22).

Tabela 22 Associacdo entre presenca de HIV/Aids e as subiéamna
populacéo estudada.

HIV/Aids
Subfamilia p valor
Sim (90) N&o (275)
Sim 5 (5,6%) 14 (5,1%)
LAM2 N0 85 (94,4%) 261 (94.9%) /91
Sim 3 (3,3%) 5 (1,8%)
LAM3 N0 87 (96,7%) 270 98,2%) 0413
LAMS sim 4 (4,4%) 11 (4,0%) 0,768

N&o 86 (95,6%) 264 (96,0%)
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- HIV/Aids

Subfamilia - = p valor
Sim (90) N&o (275)
Sim 4 (4,4%) 18 (6,5%)

LAMG N&o 86 (95,6%) 257 (935%) 467
Sim 11 (12,2%) 62 (22,5%)

LAMS N0 79 (87.8%) 213 (77.5%) 034
Sim 6 (6,7%) 21 (7,6%)

T N&o 84 (93,3%) 254 (92,4%) 760

Sim 3 (3,3%) 4 (1,5%)

3 N&o 87 (96,7%) 271 (985%) 0370
Sim 13 (14,4%) 20 (7,3%)

T2-T3 N0 77 (85.6%) 255 (92,7%) 039

Foram incluidos somente os individuos notificadosSiNAN e que apresentavam
registro do agravo associado (n=365).

Os 75 casos de individuos dependentes quimicoseaqiaeam
70% dos isolados pertencentes as familias LAM A Tamilia LAM
representou 36,0% dos casos (27/75), sendo a LAMbfamilia mais
frequente, com 16 isolados (10 SIT42, 3 SIT216, II8&5 e 2
SIT1076), seguida da LAM6 com 5 (5 SIT64), da LAMSGM 3 (3
SIT93), da LAM3 com 2 (1 SIT33 e 1 SIT211) e da LAMom 1 (1
SIT17). Dezesseis isolados (21,3%) pertenciam dligari, sendo a
subfamilia T2-T3 a mais frequente, com 6 isolado$IT73), seguida
da T1 com 5 isolados (4 SIT53 e 1 SIT373), da T4-CE1 ancestor?)
com 3 (3 SIT65), da T2 com 1 (1 SIT52) e da T3 cbnsolado (1
SIT37) . Nao houve associacdo entre a dependéndraiogq e as

subfamilias encontradas (Tabela 23).
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Tabela 23 Associacdo entre a dependéncia quimica e as rsiliafa na
populacéo estudada.

Dependente quimico

Subfamilia - p valor
Sim (75) N&o (290)
sim 3 (4,00%) 12 (4,1%)

LAMS Ndo 72 (96.,1%) 278 (95.9%) 000
sim 5 (6,7%) 17 (5,9%)

LAME Ndo 70 (93,3%) 273 (041%) 0787
Sim 16 (21,3%) 57 (19,7%)

LAMS Ndo 59 (78.7%) 223 (803%) 0746
sim 5 (6,7%) 22 (7,6%)

T Ndo 70 (93,3%) 268 (92, 4%) 786
] Sim 6 (8,0%) 27 (9,3%)

T2-T3 Ndo 69 (92,0%) 263 (90,7%) 7%

T1(T4-CE1  Sim 3 (4,0%) 6 (2,1%) 0.398

ancestor?) N&o 72 (96,0) 284 (97,9%) ’

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN e que apresentavam
registro do agravo associado (n=365).

Entre os 80 casos de individuos pertencente osogdag
alcoolismo, cerca de 70% dos isolados pertenciafanaflias LAM e T.
A familia LAM representou 40,0% dos casos (32/8@hdo a LAM9 a
subfamilia mais frequente, com 18 isolados (10 3|74} SIT216, 2
SIT866, 2 SIT1076), seguida da LAM6 com 5 (5 SIT@&#) LAM5 com
4 (4 SIT93), da LAM3 com 3 (2 SIT33e 1 SIT211),lcM2 com 1 (1
SIT17) e da LAM1-LAM4 com 1 (1SIT1321) isolado. Wne quatro
isolados (31,3%) pertenciam a familia T, sendo wxfamilias mais
frequentes a T2-T3 com 8 isolados (8SIT73) e aarbém com 8
isolados (6 SIT53, 1 SIT1223 e 1 SIT), seguida¥2laom 3 (1 SIT52,
1 SIT1531 e 1 SIT1664), da T1 (T4-CE1 ancestor®®) 893 SIT65) e
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da T3 com 2 isolados (2 SIT37). Nado houve assooiagidtre o

alcoolismo e as subfamilias identificadps®,021) (Tabela 24).

Tabela 24 Associacdo entre o alcoolismo e as subfamiliggopalacao
estudada.

Alcoolisma

Subfamilia Sim (80) N&o (289) p valor
LAMS 32; 73 gﬁoz/‘&) zgo((lég,o&) 0,380
LAMS ek 2ra@oatk O
LaMS (S8 7s(@aed)  2on(oson) b OO0
LMo e2(re  20(or O

T Nmo 72000  zee(eame O3

T2 32; 73 gﬁoz/‘&) 252(%85%3%2%) 0122
2T U Tieoohy  ze0(nem  O7
T1 (T4-CE1 Sim 3 (3,8%) 6 (2,1%) 0.417
ancestor?) N&o 77 (96,2%) 279 (97,9%) ’

Foram incluidos somente os individuos notificadosSINAN e que apresentavam
registro do agravo associado (n=365).
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6. Discussao

6.1 Comparacao dos Protocolos de tratamento deresca

Considerando que a TB é uma doenca de transmigséa a
interpessoal e que 90% dos casos ocorrem na farhmeopar, dos quais
60% séo baciliferos, o diagnostico precoce e artrahto dos pacientes
baciliferos representa a principal medida de cttrda doenca.
Segundo Storla ecols (2008), quanto maior 0 tempo entre o
aparecimento dos sintomas e 0 inicio do tratamentajor a
infectividade dos pacientes e é nesse periodo gumeatmente ocorre a
transmissdo do bacilo. Grande parte do tempo dd&menno
diagnostico da TB deve-se a baixa sensibilidade bdeiloscopia
(STORLA et al.,2008). Diante disso, ferramentas moleculares, camo
PCR, estdo sendo utilizadas com o objetivo de atanarsensibilidade
na detecc¢éo do bacilo, especialmente a partir chrres

Entretanto, a literatura aponta importante variacia
sensibilidade e na especificidade da PCR, devidala@rsos processos
de descontaminacao e preparacdo da amostra, dedx purificacdo
do DNA e de deteccao do produto amplificado, alé@mutlizacdo de
diferentes alvos moleculares, da ocorréncia deactint¢do cruzada e
da presenca de inibidores (NOORDHOEKal, 1994; NOORDHOEK
et al, 1996; DROBNIEWSKIet al, 2003; NOORDHOEKet al, 2004;
FLORESet al, 2005).
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A sensibilidade da PCR na deteccdo Me tuberculosisem
amostras clinicas estd diretamente ligada a eficiéda extracdo do
DNA. Os métodos comumente utilizados para extragiBDNA podem
resultar em baixa quantidade (devido a lise incetaplda parede
bacteriana) ou baixa qualidade do DNA (devido asgmea de
inibidores), o que interfere diretamente na selid#nle da reacéo
(AMITA et al., 2002). Segundo Rossetioels (1997), a escolha dos
métodos de extracdo do DNA e deteccdo do produtplifarado,
aumenta a sensibilidade da PCR, permitindo a didede um baixo
numero de bacilos (1 a 20) na amostra clinica.

Devido a complexa parede celular, composta de mialgc
lipofilicas e polissacarideos, as micobactériasre8stentes a maioria
dos protocolos tradicionais de lise celular. A wipt da parede
bacteriana pode ser realizada por processos mesamiczimaticos ou
guimicos e normalmente é necessaria a combinacanaike de um
desses processos (AMIT& al.,2002; KASERet al, 2009). Apés a lise
celular, a purificagdo do DNA é um passo esseaciah de remover 0s
inibidores da PCR, os quais podem diminuir a sditklde da reacéo
(AMITA et al., 2002). Além do uso de diferentes metodologias de
extracdo e purificacdo do DNA, diferentes métodedldidificacdo e
descontaminacdo do escarro e a falta de padropizalgstas
metodologias contribuem para a variacdo interlaboed da
sensibilidade da PCR (NOORDHOEK al,, 1996).

O LBMM/UFSC vem auxiliando o Hospital Nereu Ramos e
LACEN/SC no diagnéstico da TB por meio da realipagia PCR

diretamente a partir de amostras clinicas, em &dpeéc escarro. O



DISCUSSAO 129

LBMM/UFSC padronizou um protocolo de tratamento a@@aostra,
assim como a utilizacdo de particulas de silicexti@céo e purificacdo
do DNA (LIPPKE et al, 1987). Este protocolo é baseado na técnica
descrita por Kubica ecols (1963), que consiste basicamente no
tratamento do escarro com N-acetil-L-cisteina edxido de sdédio,
adicionada de dodecil sulfato de sddio (SDS). Océtibl-cisteina,
reduz a viscosidade de solugdes compostas por moieoms e o
hidréxido de sodio destréi a microbiota contamiea(UBICA et
al.,1963). O detergente SDS é considerado um compmressencial
para a lise da parede da micobactéria (BAESS, IBRMAVALIKER

et al, 1998).

Apesar da associacdo da técnica desenvolvida pbic&ie
cols (1963) para fluidificagdo do escarro, do uso d@idente para lise
celular e de uma metodologia de extragdo e puglicade DNA, o
LBMM/UFSC né&o alcancou sensibilidade satisfatéria deteccéo
molecular deM. tuberculosisrealizada diretamente em amostra de
escarro, especialmente nos casos paucibacilares. cCobjetivo de
aumentar a sensibilidade da PCR, o presente tababdiou a inclusdo
das pérolas de vidro associadas a intensa agitagfito uma
modificacdo no protocolo até entdo padronizado atworktério. O
protocolo foi modificado baseado em estudos quecomizam a
homogeneizacao prolongada utilizando pérolas d®\idm o objetivo
de distribuir de forma uniforme os bacilos na amsosle escarro
(SLOSAREK et al, 1977; DALEY et al, 2009). Este processo

mecénico rompe a estrutura do escarro, separa lomexgdos de
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micobactérias e concentra os bacilos, aumentandossibilidade de
deteccado (DALEYet al, 2009).

Os resultados da comparacéo dos protocolos deramarstque
o protocolo modificado (inclusdo de pérolas de ajigrossibilitou um
aumento significativo na sensibilidade da PCR I896(t0,001). Nas
etapas do protocolo modificado, o escarro foi sulolmea intensa
homogeneizagcao com pérolas de vidro em tubo de.vidiagitacdo no
vortex, que promove atrito entre as pérolas deoviras paredes do
tubo, associado com N-acetil-L-cisteina provavebmeauxilia o
rompimento do aglomerado de bacilos; aumentandeaade superficie
exposta das bactérias e facilitando a acdo do S@Sisotiocianato de
guanidina na lise celular.

A PCR 1S6110 apresentou maior sensibilidade, o jguera
esperado, pois a sequéncia de insercéo IS611pres@nte em até 20
cépias no genoma d#&l. tuberculosis. Entretanto, no diagnostico
laboratorial de micobactérias € importante a @@ de um gene
conservado como o0 16S rRNA (no généfgcobacterium sp pois a
literatura reporta casos de cepasMetuberculosisque perderam a
sequéncia 1S6110 (FOMUKONEt al, 1994; AGASINOet al, 1998;
MOATTER et al.,1998).

A utilizacdo de amostras ndo pareadas para a aeatizdas
duas metodologias representa uma limitagdo do @serdretanto este
fato ndo invalida os resultados obtidos. Os paesettospitalizados
normalmente apresentam dificuldade na coleta dastaaocsendo seu
volume geralmente restrito. Além disso, essas aawiiram separadas

em aliquotas para realizacdo da baciloscopia, ttaraue dos testes
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moleculares, logo, ndo foi possivel processar amaeamostra pelo
protocolo de rotina utilizado no LBMM/UFSC e pelaotocolo
modificado. A alternativa utilizada foi o pareanemias amostras de
acordo com o resultado da baciloscopia, 0 que Ipbssi a
comparagéo entre os resultados obtidos no tratandenéscarro com o
protocolo de rotina e com o protocolo modificado.

A utilizac&o do protocolo modificado representou anmento
na sensibilidade da PCR para deteccadldéuberculosisdiretamente
do escarro, principalmente nos casos paucibacil@ibesiloscopia
negativa). A otimizacdo do protocolo de tratamemtn escarro
representou uma importante contribuicdo no diaggwsda TB em
Santa Catarina, ja que 25% dos pacientes sdo ct@Edfs com o virus
HIV, os quais normalmente apresentam baciloscop@ativa (DIVE,
2011). Além disso, em Santa Catarina, somente oHMSC utiliza a
cultura automatizada; nos demais laboratérios dadgsa cultura é
realizada no meio sélid®@gawa-Kudofi, o que demanda maior periodo
de tempo entre o inicio dos sintomas e o diagr@dtiogo, o protocolo
modificado de tratamento do escarro implica noidnigrecoce do
tratamento da TB, menor tempo de infectividade aldemte e bloqueio

da cadeia de transmisséo da doenca.
6.2 Populacgéo estudada

O Estado de Santa Catarina, segundo dados do CENSD
tem 6.248.436 habitantes, o que representa 3,3%patalacéo
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brasileira. De toda a sua populacdo, 84,0% vivemaeea urbana,
49,6% sdo do sexo masculino e 50,4% do sexo femink
predominantemente formada por brancos (88,1%) eedds, na sua
maior parte, de portugueses, alemaes e italian&st&lo apresenta 293
municipios, distribuidos em 6 mesorregides: Grafdgandpolis, onde
situa-se sua capital, Floriandpolis; Vale do Iltajgul Catarinense;
Nordeste Catarinense; Serra Catarinense e Oestiréase. A sua
densidade demografica é de 65,5 haB/kapresentando uma maior
densidade populacional no litoral Catarinense (BRAR012a;
BRASIL, 2012b).

Santa Catarina possui uma das mais baixas taxaeidéncia
de TB (27,6/100.000 hab) do pais, porém alguns e¢fpios apresentam
taxas semelhantes e/ou superiores as do Brasif asruidades de Itajai
(77,3 casos novos/100.000 habitantes) e Floriamdpdl2,5 casos
novos/100.000 habitantes) (DIVE, 2011; BRASIL, 261WHO,
2011a). Para o controle da TB, o Estado conta cdrogpital Nereu
Ramos, referéncia estadual em doencas infectodoséesg e com 0
LACEN/SC, referéncia no diagnéstico laboratoriallda

No periodo do estudo, foram analisados 406 isolatinios,
dos quais aproximadamente 85% residiam no Valdajai (34,5%), na
Grande Florianépolis (33,0%) e no Nordeste Cataged19,2%). Além
disso, 0s casos concentraram-se no leste dessas ragides,
principalmente no litoral. Floriandpolis (19,2%), a n Grande
Floriandpolis; Itajai (14,0%), no Vale do ltajaiJeinville (15,3%), no

Nordeste Catarinense, que apresentam as maioresidaldes
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demogréficas do Estado, concentraram o0 maior nidesaasos de TB
incluidos no estudo.

Em 3,9% dos casos nao foi possivel obter os dalfluisce
epidemioldgicos dos individuos, ja que ndo forantifinados no
SINAN. As unidades de saude tinham como justifieagpara a nao
notificagdo destes pacientes o ndo comparecimentmidades apos o
diagnostico ou o 6bito antes do inicio do tratametd TB. Estas
justificativas ndo séo plausiveis, uma vez querasgie 0 diagnostico
de TB é confirmado, o caso deve ser obrigatoriameatificado. Além
disso, outro problema observado foi o preenchimemggular dos
dados dos pacientes. A notificacdo fidedigna egssi® completo dos
casos de TB sdo essenciais para 0 conhecimentoaceata dos
indicadores da doenca, para identificagcdo de fatdesrisco e para o
planejamento adequado de medidas de controle.

Seguindo a tendéncia mundial, na qual a TB é meaigfente
em homens, numa relagdo homens/mulheres de 1,8, Santa
Catarina 72% dos casos incluidos no estudo séocexip masculino
(NEYROLLES; QUINTANA-MURCI, 2009; ZOCCHE; SILVA, 209;
BELO et al, 2010; HINOet al, 2011; MIRANDAEet al, 2011; HECKet
al.,, 2011; WHO, 2011a). As diferencas de género poskntausadas
por fatores econdmicos, culturais e sociais refeddos a exposicdo.
Muitas vezes os homens ainda sdo 0s Unicos prasdar familia, o
que poderia resultar em uma maior exposical amberculosidora de
casa. Outro fator que tem sido relatado como uraascdusas ao maior

adoecimento dos homens é a maior exposi¢cdo aol &@case drogas
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ilictas (OELTMANN et al, 2009; NEYROLLES; QUINTANA-
MURCI, 2009; REHMet al, 2009). Isso pode ser um fato que contribui
para o maior acometimento do sexo masculino nalao@a estudada,
uma vez que mais de 90% dos pacientes que relatdilismo e mais
de 70% dos que relataram dependéncia quimica eramsedo
masculino.

Em relacdo & faixa etaria os casos de TB ocorreram
principalmente nos individuos entre 21 a 49 anoeca@rdando com a
literatura nacional, que mostra que a doenga aeoptgicipalmente os
adultos jovens. Essa situacdo gera complicacféasisanportantes, ja
gue essa faixa etéria representa o setor mais tprodia populacao e,
muitas vezes, devido a debilidade fisica gerada pelenca, ficam
impossibilitados de trabalhar (SANT& al, 2009; BELOet al, 2010;
HINO et al, 2011, MIRANDA et al, 2011; HECKet al, 2011;
LAFAIETE et al, 2011).

Segundo dados do SINAN, no ano de 2010, a raca
amarela/indigena apresentou maior incidéncia (88s8s/100.000 hab)
de casos de TB, seguida da raga negra/parda (49¢8/¢00.000 hab)
(BRASIL, 2011c). Contudo, cerca de 80% dos indig&lincluidos no
estudo declararam-se brancos, discordando comlidad= do Brasil.
Esta discrepancia pode ser explicada pela coldmzaip Estado,
predominantemente composta por italianos, aleméagsoraigueses
(BRASIL, 2012a). Estudos realizados no Rio Grand&dl, que tém a
populacdo formada por etnia semelhante a de Sattaii@, também

mostram uma predominancia da doenca entre bracoosborando
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com os dados encontrados nesse estudo (C@5aA 2011; HECKet
al., 2011).

Quanto ao grau de escolaridade, praticamente 70% da
populagdo analisada estudaram até o ensino fundanmersomente
5,3% iniciaram a educacéo superior. Estes dados@w@mrdantes com
a literatura, que relata baixa escolaridade nanmailms casos (SANTO
et al, 2009; BENATAR; UPSHUR, 2010; BOWKALOWSKI,
BERTOLOZZI, 2010; FREITASt al, 2011; LAFAIETEet al, 2011).

Quando analisada a ocupacdo dos individuos, ohsee/o
21,6% de desempregados e o restante, em sua graad®ia,
realizavam atividades com baixa qualificacdo psodisal. Entre os
homens destacaram-se profissfes relacionadas comstucao civil, e
entre as mulheres, a ocupacdo com atividades ddados semelhantes
aos relatos da literatura (GAZETTe&% al, 2003; SEVERCet al, 2007;
BOWKALOWSKI; BERTOLOZZI, 2010).

O grau de escolaridade e a situacao profissiomattaizam as
baixas condi¢cdes socioecondmicas da populacdo cBneri Santa
Catarina, o que corrobora com a tendéncia secalaodnca em atingir
preferencialmente as classes mais desfavorecidasuac&es
habitacionais superlotadas, a desnutricdo e o0 @cestuzido aos
servicos de salde aumentam a transmissdo do bessidifando no
aumento da prevaléncia e incidéncia da doencaa¢®itis que deixam
claro a wvulnerabilidade da salude em populacbes deel n

socioecondmico mais baixo, caracteriza a TB naoestemncomo uma
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doenca cronica importante, mas também como um gredadema de
saude publica (BENATAR; UPSHUR, 2010; PARSO&t%l, 2011).

A infeccdo pelo HIV modificou a epidemiologia da Ti®
mundo e dificultou ainda mais o seu controle, samdamportante fator
de risco para o desenvolvimento da doenca, sendai® grave em
termos de morbidade (KWAN; ERNST, 2011). Afinal, T8 é a
primeira causa de morte nos pacientes HIV soraposit(WHO,
2011a). A coinfeccao TB/HIV é bidirecional, pois airagrava a outra,
acelerando a dupla epidemia. Por isso, 0 PNCT prap® todos os
pacientes com TB ativa sejam submetidos ao testi&HBANA
possibilitando o inicio precoce da terapia antiengtal e profilaxia das
infecgBes oportunistas, jA que a TB pode aceleranrso da doenca
(BRASIL, 2011 a).

Desde o inicio do ano de 1998, até dezembro de, 20MS
notificou 66.698 casos de Aids no Brasil, dos q@ai8% ocorreram na
regido Sul do pais. No ano de 2010, foi registnaglsta regido uma
incidéncia de 28,8 casos/100.000 habitantes, arrdaidBrasil, sendo
que Santa Catarina ocupou a quarta posi¢cdo, coPnca8ps/100.000
habitantes. No mesmo ano, Florianopolis foi a sdgurapital do pais
gue apresentou a maior taxa de incidéncia, com &358s/100.000
habitantes (BRASIL, 2011d).

No presente estudo, cerca de 90% dos casos nadificao
SINAN realizaram a testagem para o HIV, média admaacional, na
qual a oferta de testes é de 70%. Além disso, diidade encontrada
(42,3%) também esta acima da média nacional (16%)e pode ser

explicado pelo fato do Estado apresentar a quad#rmtaxa de
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incidéncia no pais (BRASIL, 2011a). Mais de 70% dasos TB/HIV
encontrados ocorreram na regido da Grande Floridisd@1,1%) e no
Vale do Itajai (32,2%). Isso ja era esperado, usmque municipios
dessas regides apresentam elevadas taxas de woiagidfn Aids. Os
municipios de Biguagu Florian6polis, Sao José bdegal, pertencentes a
regido da Grande Floriandpolis, e os municipioBaleeario Camborid,
Itajai, Camborit, Navegantes e Brusque, pertensentegido do Vale
do Itajai, fazem parte dos 100 municipios brasifeicom as maiores
taxas de incidéncia da doenca.

Outro problema social frequente na populacdo com TB
estudada em Santa Catarina foi o alcoolismo (37 &%)dependéncia
guimica de drogas ilicitas (35,2%), com destaqua parack As taxas
de TB sdo mais altas entre usuarios de drogaseefoel 0os que utilizam
alcool de forma excessiva (DEISS; RODWELL; GARFEROQ11).
Estudos realizados pela Confederacdo Nacional dosidipios do
Brasil revelou que 79,8% dos municipios brasileeofrentam sérios
problemas com a circulacdo de drogas e 86,9% dosicipios
catarinenses apresentam problemas relacionados @omso de
entorpecentes (BITTELBRUN, 2011). Oeltmancots. (2009) apontam
gue o abuso dessas substancias é um fator quelipeeju controle da
TB nos Estados Unidos, assim como no Brasil qua di& dependéncia
guimica, o etilismo também esta associado a TB (BAMt al, 2009;
RAMOS et al, 2010; HECK et al, 2011; HINO et al, 2011;
LAFAIETE et al, 2011). A caquexia decorrente do etilismo e/owsm

de drogas ilicitas leva o individuo a um quadrdbdixa imunidade, o
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que contribui para alta prevaléncia da TBRIEDMAN et al, 2003;
DEISS; RODWELL; GARFEI, 2011).

Além desses fatores biologicos, outros fatoresimerae estao
associados com a dependéncia quimica e com omgjlisomo a
infeccdo pelo virus HIV, a institucionalizagdo emgidios e a falta de
moradia fixa; o que também contribui para a alevgiéncia de TB
nesse grupo (DEISS; RODWELL; GARFEI, 2011). Na papéo
estudada, 25,0% dos casos que relataram alcoobsmoodependéncia
guimica eram coinfectados com o HIV. Entretantop ndouve
associacao estatisticamente significativa da pgesde HIV/Aids com o
alcoolismo e nem com a dependéncia quimica, asseimo ccom a
institucionalizacdo em presidios e com a falta deaxia fixa. Deve ser
considerado que o numero de dependentes quimicesligas na
populagédo estudada pode estar subestimado, umguegzdevido ao
estigma social, alguns pacientes podem omitir essiismacdes
durante o registro dos dados no SINAN.

Onze por cento dos individuos com TB incluidos studo
encontravam-se institucionalizados em penitencamaque ocasiona
um importante problema de salde publica, espeadmes paises de
alta e média endemicidade (DIUAN# al, 2008; LAROUZEAet al,
2008). Celas super populosas, mal ventiladas, concgiluminagéo
solar, além do uso de drogas, da maior prevalédeigHlV e da
dificuldade de acesso ao sistema de salude sdedajae favorecem a
transmissdo deM. tuberculosisentre os presidiarios. No Brasil, a
magnitude do problema é pouco conhecida pela alas@agprogramas

especificos de vigilancia epidemioldégica na popdagcarceraria.
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Estados como Rio de Janeiro e S&o Paulo realizastodos em
populacdes privadas de liberdade demonstrando dadosantes em
relacdo a TB. Em S&o Paulo, a taxa de infeccae esticarcerarios se
encontra acima de 60% e, no Rio de Janeiro, 4,6% 8a populacéo
carceraria foi diagnosticada com TB ativa (SANCH&Zal, 2007;
NOGUEIRA; ABRAHAO, 2009). O Estado de Santa Catarindo
apresenta, ainda, nenhum estudo publicado com dadbse a
incidéncia da TB em penitenciarias.

A TB que acomete os moradores de rua também é um
importante problema social. Na populacdo estuddda,ndividuos
declaram néo possuir moradia fixa, sendo que de§feseram
dependentes quimicos e/ou etilistas. Os estadé&ialde Janeiro, S&o
Paulo e Porto Alegre apresentam incidéncias de fiitee €1.576 e
2.750/100.000 habitantes na populacdo de moraderega, dados que
representam uma incidéncia 70 vezes maior em ekagéédia nacional
(BRASIL, 2011a). No estudo, poucos casos foramficatios como
moradores de ruas, provavelmente devido ao acé#sitado destes
individuos ao servi¢o de salde ou a omisséo defsanacao durante o
registro dos dados no SINAN. A dependéncia quirtéra especial o
crack, o alcoolismo e a desnutricio s8o 0s principarés
relacionados com a infeccdo pdr tuberculosisem pessoas vivendo na
rua (BRASIL, 2011a).

O tabagismo foi identificado como um fator de rig@oa TB
desde o inicio do século XX; contudo, apenas 11¢d6% individuos

incluidos no estudo relataram ser fumantes. Revisfistematicas
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confirmaram a associacdo entre 0 uso do tabacdBeiafeccdo, a TB
doencga, a recidiva da TB e a mortalidade pela do¢BATESet al,
2007; CHIANG et al, 2007). No Brasil, estudos observam alta
frequéncia de fumantes entre os individuos com Va@iando entre
45,8% e 38,5% dos casos (SILVEIRA al.2007; CRUZet al,2008).
Dados que diferem do presente estudo e do estual@zado no
municipio catarinense de Tubardo, no qual o peanekmte fumantes
com TB foi de 15,8% (ZOCCHE; SILVA, 2009).

A TB pulmonar foi a forma mais comum na populacdo
estudada, ocorrendo em 89,0% dos casos, dado dant®rcom a
literatura, na qual a ocorréncia de TB pulmonaiavantre 78,0% e
90,0% (DOMINGOSet al, 2008; SANTOet al, 2009; BELOet al,
2010; BOWKALOWSKI; BERTOLOZZI, 2010; HINCet al, 2011).
Como o pulméo é o primeiro 6rgdo a ser atingidmssp condicdes
ideais para o crescimento bacteriano, a granderimaios casos de TB
ocorre na forma pulmonar (GUTIERREZ al, 2001, ROSEMBERG;
TARANTINO, 2002, CAMPQOS, 2006).

A forma extrapulmonar foi identificada em 7,4% dmplacéo
estudada e em 3,6% dos casos havia simultameafBrnpelmonar e
extrapulmonar. Estes achados sdo semelhantes aostrados em
estudos nacionais (DOMINGOS&t al, 2008; SANTOet al, 2009;
BELO et al, 2010; BOWKALOWSKI; BERTOLOZZI, 2010; HINGt
al., 2011). Nos individuos com HIV/Aids, a forma extulmonar mais
frequente foi a TB ganglionar periférica; e entsesoronegativos foi a
TB pleural associada a pulmonar. Estes dados odewcorcom o

encontrado na populagéo brasileira, pois segundosddo SINAN, a
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forma extrapulmonar mais frequente entre os pagsestiropositivos é a
TB ganglionar periférica (27%) e entre os sororiegaté a pleural
(52%) (BRASIL, 2011a).

Ainda quanto a forma da doenca, verificou-se quistex
associacdo entre a presenca de TB pulmonar/exinapal ou TB
extrapulmonar e a coinfeccao HIV/Aidp<Q,001). Embora a doenca
pulmonar seja a forma mais frequente de apresentsd B em todos
0s estagios da infeccdo pelo HIV, pacientes coro gitau de
imunossupressdo apresentam maior chance de dessmvoB
extrapulmonar — de forma isolada ou associada a&acdo@ulmonar
(JONESet al, 1993; BURMAN; JONES, 2003; EL-SADR; TSIOURI,
2008; KWAN; ERNST, 2011).

Na populacdo estudada, o abandono do tratamenawaest
presente nas notificagdes do SINAN, tanto no tpaatificagdo quanto
no encerramento dos casos, sendo que 9,2% foraficadis como
reingresso apos abandoa&7,1% foram encerrados como abandono do
tratamento. Estudos mostram que nas diversas sedid@rasil a taxa
de abandono varia de 10 a 27% (PAIXAO; GONTIJO, 7200
SILVEIRA et al, 2007; BOWKALOWSKI; BERTOLOZZI, 2010;
BELO et al, 2010; HECKet al, 2011). O alcoolismopE0,022) e a
dependéncia quimicap<0,001) apresentaram associacdo com o0
reingresso apés o abandono do paciente. Tambémveidgiicada
associacdo do abandono do tratamento consideramramento de

caso com o alcoolism@+£0,004) e a dependéncia quimipa@,001).
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Sabe-se que o consumo de alcool e outras drogaisocain e
até mesmo induzem ao abandono do tratamento, paisoodestas
substancias pode propiciar déficits cognitivos qdiéicultam a
compreensdo das prescricdes e favorecem o esquégimi@ tomada
dos medicamentos. Além disso, os individuos témulifade de deixar
a condicdo de drogaditos e nem sempre tém acggso, @ condi¢cdes
de se submeterem a um tratamento (RAMDEIL, 2010). Belo eols
(2010) relataram que no Estado do Rio de Janeisexo masculino
apresenta o dobro de histérias de abandono aontrata da TB em
relacdo ao sexo feminino. Nesse estudo, encon&rogee a cada
mulher, 3,5 homens apresentaram histérico de abando tratamento,
situacdo atribuida principalmente a relacdo do @hiles substancias
liticas e &lcool com o0 sexo masculino (OELTMANN al, 2009;
NEYROLLES; QUINTANA-MURCI, 2009; REHMet al., 2009).

Observou-se também associacao entre 0 encerranhertaso
de TB como abandono do tratamento e a coinfec¢@dIVR p<0,001).
Apesar da causa do abandono entre pacientes HBp@mitivos ainda
ser bastante controversa, alguns estudos demongtrama ocorréncia
de efeitos adversos nos coinfectados TB/HIV é maogue leva a
maiores taxas de interrupcoes do tratamento daYHE et al, 2003);
outros estudos, entretanto, mostram que apesaavée maiores efeitos
adversos nos pacientes coinfectados, isso ndoredationado com a
interrupcéo do tratamento da TB (BREENal, 2006; MARKSet al,
2009). Mendes e Fensterseifer (2004) discutemitoejae uma doenca

incuravel exerce no comportamento das pessoasygairglividuos
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infectados pelo virus HIV tendem ao isolamentocfise emocional,
situacdo que pode estar relacionada ao abandadnataimento da TB.
Na populagédo estudada, 6,0% apresentaram resssténoelo
menos dois farmacos utilizados no tratamento (@aida e rifampicina).
O abandono do tratamento e a terapia incompletardagm a
resisténcia micobacteriana e constituem fatores quesam impacto
negativo no controle da doenga. A magnitude da TBRVho mundo
ainda ndo é completamente conhecida, pois o TS&aézado em
menos de 2% dos casos novos e em 6% dos casodratamento.
Segundo a OMS, 50.000 casos de TB-MDR foram natifis em 2010,
representando 18% do total de casos estimados edDOM entre o0s
pacientes com TB pulmonar (WHO, 2011a). No Brasikituagédo é
muito semelhante e no ano de 2010 foram notific&dscasos de TB-
MDR representando 33% do total de casos estim&RASIL, 2011c).
Em Santa Catarina, ainda ndo ha nenhum estudapdblem relacdo a
prevaléncia de TB-MDR no Estado. Observou-se, msgite estudo,
associacdo entre TB-MDR e dependéncia quinpe@,005), porém néo
houve associacdo com a coinfecgcdo TB/HpP£Q,303), diferindo de
algumas regibes do mundo, em que essa associagdoi fpoportante
significado (SAFWATet al, 2011; CONNOR, 2011). Entretanto, esses
dados concordam com o encontrado no Brasil, pgars® dados do
SINAN referentes ao periodo de agosto/2000 a alg@dtd, somente
8,3% dos casos de TB-MDR ocorreram em individuosv Hl
soropositivos (2,9% dos casos TB-MDR nédo possuiesultados de

sorologia para o HIV) e o que parece ter associaQgo TB-MDR é a
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dependéncia quimica. No mesmo periodo, cerca de dif¥/casos de
TB-MDR estavam associados ao uso de drogas ilieitas alcoolismo
(BRASIL, 2011c).

De todos os casos encerrados até a finalizagaetddoe cerca
de 70% evoluiram para cura. Uma vez diagnosticaddaB é uma
doenca curavel na grande maioria dos casos, desdeejp adotado o
tratamento adequado, de modo regular e no periddonm de seis
meses (BRASIL, 2011a). O 6bito por TB foi outrootigge encerramento
de caso, o qual mostrou relagdo com TB-MOR0(001), com TB
extrapulmonar ou TB pulmonar/extrapulmonap<@,001), com
HIV/Aids (p=0,002) e com a dependéncia quimicp=0(019),
confirmando que fatores bioldégicos e comportamsritefluenciam as
condi¢bes de vulnerabilidade e contribuem paractuedio da TB para
formas graves e 6bito (WAITT; SQUIRE, 2011).

Apesar da maioria dos casos de TB na populacialaskiu
concentrarem-se em cidades populosas; cidades Capigari de Baixo
(396,6 hab/kif), no Sul Catarinense, e Chapecéd (278,7 haf)/km
Oeste Catarinense, que também apresentam altaldéasiemogréfica,
apresentaram poucos casos no estudo (BRASIL, 20k2a) pode ser
explicado pela dificuldade de acesso ao sistensadide dessas cidades,
tanto na deteccdo quanto na notificacdo dos c&susetanto, pelas
caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos paerrdcredita-se que a
maior concentracdo dos casos em determinadas sidadegifes do
Estado sejam justificadas pelos comportamentosaiso¢irogadicéo,
alcoolismo e infec¢do pelo HIV), associados aosded de pobreza,

que propiciam a transmisséao letuberculosisPortanto, o curso da TB
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em Santa Catarina parece seguir o mesmo padraatdes d&stados
brasileiros: uma doenca multifatorial associadangigpalmente a
pobreza e aos problemas sociais gerando defic@nfséoldgicas

importantes no organismo.

6.3 Spoligotyping

O estudo da epidemiologia molecular da TB é umanitapte
ferramenta para o melhor entendimento da doengsa gpagacao.
Gagnoux ecols (2006) demonstraram que diferentes grupos étnicos
apresentam diferentes susceptibilidades a detedasnaepas dé/.
tuberculosis Além da genética inerente a cada hospedeiro,geagdio
de pessoas também é responsavel pela variabiltgaidacional dé.
tuberculosisem diferentes regiées do mundo (MOKROUSOV, 2007).

Encontram-se disponiveis diversos estudos que sanalia
epidemiologia molecular da TB em diferentes pa(#ADIA et al,
2009; RAMAZANZADEH; FARNIA; AMIRMOZAFARI, 2009;
LASUNSKAIA et al, 2010; CEREZGCet al, 2011; VARMA-BASIL et
al., 2011). No Brasil, Estados como Rio de Janeiém Baulo, Minas
Gerais, Parand e Rio Grande do Sul apresentanoestug mostram o
perfil e a distribuicdo das cepas Mk tuberculosisltBORGESet al,
2004; RODRIGUEZt al, 2004; BORSUket al, 2005; TELLESet al,
2005; SILVA et al, 2009; MENDESet al, 2008; CAFRUNEet al,
2009; NOGUTIet al, 2010; MIRANDAEet al, 2011; OELEMANEet al,

2011). Gomes eols(2011) realizaram recentemente a caracterizacdo de
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isolados provenientes de 11 Estados brasileirodgraleles o Amazonas,
Para, Ceara, Pernambuco, Sergipe, Goias, MinassGRia de Janeiro,
Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul. Contudd&aarta Catarina,
nao ha nenhum estudo publicado a respeito das cepakntes dév.
tuberculosisna populacdo. Desta forma, o presente estudonéipiono
relato de dados sobre a estrutura populacionaslespas no Estado.

A técnica de genotipagem escolhida para a carzat@o das
cepas foi Bpoligotypingque € uma metodologia de simples execuc¢éo e
possibilita a comparagédo dos perfis encontrados @®hepositados no
banco mundial depoligotypeso SpolDB4, facilitando a comparacgéo
regional e internacional de genétipos e o moniterstm da circulagéo
de estirpes (DAVID, 2008). Ademais, 0 seu uso é&adb em situacdes
em que ndo se conhece a epidemiologia local, poiseée uma visao
global das cepas dd. tuberculosiscirculantes, permitindo a triagem
para posterior execucdo de uma ferramenta molecatarmaior poder
discriminatério (de la SALMONIEREt al, 1997; DAVID, 2008).

A analise dos 406 isolados permitiu a identificaghon 111
spoligotypessendo 84,7% pertencentes a 74 SITs, incluindaniliées
e 32 subfamilias. Praticas econdmicas, politicasdiais seculares da
humanidade, desde a colonizagcédo do Brasil, reanitaam interagcfes
étnicas, as quais provavelmente sdo responsavéas ddeersidade
genética das cepas hk tuberculosigsoladas em Santa Catarina.

As trés regibes do Estado com maior nimero de aesdoB
(Grande Florianépolis, Vale do Itajai e Nordesteta@aense),
destacam-se pela grande movimentacdo populaciimaljlsionada

principalmente pelo turismo e pelas indUstriasufsino no Estado de
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Santa Catarina mobiliza 8 milhdes de pessoas/ameerdo de 2008,
por exemplo, o Estado recebeu cerca de 4 milhdedgsitantes, dos
quais 58% eram brasileiros de outros Estados e &g¥angeiros.
Floriandpolis (regido da Grande Florianopolis) acapquarta posicao e
Balneério Camboril (regido do Vale do Itajai) atsemgosicao dos
destinos mais visitados do Brasil (SC, 2012). Nte\d® Itajai destaca-
se, também, a existéncia de uma cidade portudsgi.l Ha relatos
desde o século XIX ndo somente do forte coméraiodl, mas também
do ingresso de colonizadores estrangeiros pel®.pHidje, o porto de
Itajai € considerado o segundo porto do planetacesscimento na
movimentacgao de cargas (SC, 2012). O pélo indusigi&anta Catarina
também é responsavel pela grande movimentacao guiquodl, ja que
no Nordeste Catarinense ha um complexo eletrometdinico com
5312 empresas (localizadas principalmente em Jginei Jaragua do
Sul) que impulsiona o fluxo migratorio para a regi8C, 2012).

Quando analisadas as familias identificadaSpaligotyping a
linhagem Latin-American-MediterraneafLAM) foi a mais frequente
(40,1%), seguida da T (23,4%), Harleem(12,8%), da U (3,7%), da X
(2,7%) e da S (1,7%). As familias LAM, T e Haarls@o as mais
frequentemente encontradas na Africa, na Américaud@ Central e na
Europa (BRUDEY et al, 2006).

A familia LAM é predominante na América do Sul presenta
aproximadamente 45% dos isolados do SpolDB4 desspaor
frequéncia muito semelhante a encontrada no egtdja%); contudo,

diferencas regionais sdo observadas, variando %erébVenezuela a



148

17,4% na Guiana Francesa (GOMESal, 2011; BRUDEY et al,
2006). No Brasil, a familia LAM também se mostra&dmminante,
apresentando variacdes entre os Estados, send&ajgie e Ceara
apresentam as mais elevadas porcentagens destia,faoh 81,6% e
70,0%, respectivamente (GOMES al, 2011). A predominéncia da
familia LAM também é relatada em Portugal, ocorcerth 51% dos
casos de TB, sendo que a estrutura populacionalcelpas deM.
tuberculosiscirculantes apresenta maior semelhanga com a eadant
na Africa (Angola, Mocambique, Cabo Verde, Guinésdu, S&o
Tomé) e no Brasil, do que com o restante da Eu(bga/ID et al,
2007). Provavelmente essa semelhanca entre BPasiiigal e Africa
deve-se as estreitas relacbes que essas nacdeseraamtdurante
séculos, envolvendo descobrimentos, colonizacé&erdes e escravidao
(GOMESet al,, 2011).

O povoamento do territério catarinense esta intigram
ligado, nos seus primérdios, aos interesses degagies portuguesas e
espanholas, que tiveram o litoral do Estado comugpde apoio para
atingir, principalmente, a regido do Rio da Pr&tam a expansdo das
expedi¢bes bandeirantes, a regido passou a sesamente percorrida a
partir do século XVIl e, em 1637, Francisco Diaghdeestabeleceu-se
na ilha de Santa Catarina com sua familia e seuaves, dando inicio a
sua povoacdo. No ano de 1739, Santa Catarina pass®er,
oficialmente, o posto portugués mais avancado nérisando Sul (SC,
2012).

As subfamilias mais frequentes da LAM foram LAM®NSG,
LAM2 e LAMS5, representando aproximadamente 35% wbatados
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incluidos no estudo. A LAM9 (20,0%) foi a subfamilnais frequente
entre as sublinhagens encontradas e o SIT42/LAMB%P foi o
spoligotypemais identificado entre os SITs encontrados nodestA
LAM9 é, provavelmente, a origem da linhagem LAMpam@ece como a
subfamilia mais frequentemente isolada em varitgles realizados no
Brasil; sendo que em alguns desses é o SIT42/LAME também
aparece como apoligotypemais frequente (BRUDEet al, 2006;
BORSUK et al, 2005; LAZZARINI et al, 2007; SILVAet al, 2009;
GOMES et al, 2011; MIRANDA et al, 2011). Esta sublinhagem
também €& uma das mais isoladas em Portugal (19%),frequéncias
muito semelhantes as encontradas no Brasil e era atarina. As
outras sublinhagens da familia LAM sao encontraglas diferentes
frequéncias em Portugal e em paises europeus geseafaram, em
algum momento da sua histéria, uma intensa imigrguértuguesa,
como Bélgica, Franca, Alemanha, Irlanda, HolandspaBha e Suica,
além de regides e paises Africanos (DAVEaL, 2007).

A familia LAM possui um aspecto particular que é a
significativa proporcdo de cepas que apresentamdeieggdo genética
especifica chamada RIS. Lazzarini ecols (2007) relataram que no
Rio de Janeiro as cepas pertencentes as sublithagénl e LAM2
apresentaram exclusivamente o genétipo®RDenquanto as LAM4,
LAMS5, LAM6 e LAM9 apresentam tanto os genétipos%quanto o]
tipo selvagem. Suspeita-se que as cepa§'Rpresentam maior
viruléncia e causam a TB doenca na maioria dossc&aw esse motivo,

seria interessante a pesquisa de cepd&“RiDs isolados catarinenses,
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principalmente devido a alta frequéncia desta famibh populacdo
estudada (LAZZARINEt al, 2007; GOME&t al, 2011).

A familia T (23,4%) foi a segunda mais frequentgaopulacdo
estudada, seguida da familia H (12,8%). A famili@ Tonstituida por
mais de 600 SITs pouco classificados e é subdwidid basicamente 5
classes (T1-T5) baseadas nas diferencas de apenasspacador
especifico. Ja a familia H, subdividida em HI, HB% foi identificada
pela primeira vez enHarleem na Holanda e é caracterizada pela
auséncia do espacador 31. Ambas as familias s@daraeme
distribuidas pelo mundo, e ja foram identificadas Mméricas, na
Africa, na Europa e na Asia. No Brasil, estudoatseh a identificacio
de ambas as familias, porém em frequéncias ditssdBRUDEYet al,
2006; NOGUTI et al, 2010). Estudos realizados nas cidades de
Londrina (Parana) e Rio Grande (Rio Grande do @&sgrvaram maior
prevaléncia da familia H (17 e 31%, respectivameete relacdo a T
(11,8 e 20,0%, respectivamente) (SILV& al, 2009). Entretanto,
estudos realizados na cidade de Porto Alegre (Ramd® do Sul) e nas
unidades de saude do Estado de Minas Gerais, maostranaior
prevaléncia da familia T (10,5 e 27,5%, respectaste) em relacdo a
H (7,0 e 11,1% respectivamente) (CAFRURKEal, 2009; MIRANDA
et al, 2011). Frequéncias semelhantes as encontrad8amia Catarina
foram relatadas por Gomescels (2011), em um estudo que abrangeu
varios Estados brasileiros, mostrando que a famil{a8,6%) foi mais
frequente que a familia H (12,1%). Provavelmentsagdiferencas
encontradas no Brasil, estdo relacionadas as wulisreamostragens

utilizadas nos estudos e também as diferencas fmizacdo e,
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principalmente, nos fluxos migratérios de cadadeghpesar da familia
T ter sido a segunda linhagem mais frequente, tasila H3 (9,6%)
foi a segunda mais isolada em Santa Catarina, d&glais subfamilias
T2/T3 (8,4%) e T1 (8,1%), que também sdo encordgradaPortugal, o
gue novamente remete a influéncia da colonizacapamulacédo de
cepas circulantes no Estado (DAVéDal, 2007).

O SIT73/T2-T3 (8,4%) foi o segundo mais frequen& n
populagdo estudada seguido pelo SIT50/H3 (7,6%)SIT60/H3 é
relatado como um dapoligotypesnais frequentes em diversos estudos
brasileiros, sendo que em alguns ¢é até mais fréguene o
SIT42/LAM9 (BORSUKEet al, 2005; SILVAet al, 2009; CAFRUNE
et al, 2009; NOGUTlIet al, 2010; MIRANDA et al, 2011; GOMES e
et al, 2011). No programa SpolDB4 estédo registrados riaisl00
isolados com este perfil no Brasil, distribuidos praticamente todas as
regibes. Entretanto, o SIT73/T2-T3, que tambémpsesantou muito
frequente em Santa Catarina (identificado em 34ades) € pouco
citado nos estudos brasileiros. No SpolDB4 estdstrados apenas 9
isolados brasileiros com este peffil, identificaégms Santos, Brasilia e
Rio de Janeiro. Mundialmente, a maioria dos isdadeste perfil foi
identificado na Italia. Estima-se que, entre 187A®@0, 28 milhdes de
italianos emigraram e entre os destinos princigaitavam diversos
paises da América do Sul, incluindo o Brasil. Nm ale 1836, os
italianos formaram sua primeira colénia em Santa@i@& e nos anos
seguintes ocuparam diversas cidades do Estadce pagle justificar a

alta frequéncia deste gendtipo no estudo (SC, 2012)
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As familias U, X e S apareceram com menos freqgaénai
populacdo estudada, representando 8,1% dos isoladdamilia X,
subdividida em 3 sublinhagens (X1, X2 e X3), é plente nos Estados
Unidos, Inglaterra e colbnias britAnicas e a famfi é altamente
prevalente na regido da Sicilia e Sardinha, naltBlssas familias séo
relatadas em poucos estudos brasileiros e repagsede modo geral,
sempre uma pequena parcela dos isolados analisasig) como foi
observado neste estudo (SIL\&& al, 2009; CAFRUNEet al, 2009;
NOGUTI et al, 2010).

Ainda entre os isolados classificados em familtzamilia, foi
identificado na regiao do Nordeste Catarinense o]
SIT482/BOVIS1 _BCG, pertencente a espédiebovis. Tratava-se de
um caso de linfadenite regional pés-vacinal em orn@nca de 4 meses
de idade. Este caso nao foi registrado no SINANO Ivdo foi possivel
nenhuma informacao adicional sobre a situacaocelida crianca. Sao
raros os relatos de linfadenite regional com ou sampuracdo e
disseminagcdo hematogénica d& bovis geralmente comuns em
criangas submetidas a terapia antiretroviral (BRA3011a; NUTTAL
et al., 2008).

Cinquenta e quatro isolados (13,3%) ndo foram ifiesdos
em familias, pois os perfis encontrados ndo estéoriios no SpolDB4,
dado este semelhante ao relatado na literaturaomedci na qual
geralmente 10 a 20% dos isolados apresentam mi$itonhecido
(BORSUK et al, 2005, SILVAet al, 2009; CAFRUNEet al, 2009;
NOGUTI et al, 2010; GOMESt al, 2011; MIRANDA et al, 2011).

Contudo, muitos isolados com perfis desconhecifio®] apresentaram



DISCUSSAO 153

similaridade com a sublinhagem LAM9, o que ja esfaeeado, uma vez
esta subfamilia foi a mais frequente no estudo.o@sos isolados
apresentaram similaridade com as subfamilias LAMWI8, LAM10,
EAI1l e EAI3, as quais nao foram identificadas emiseisolados com
perfil registrado no SpolDB4, fazendo-se necess&imédo, o0 estudo
desses isolados com outra metodologia de genotipggea melhor
caracterizacdo dos mesmos.

De modo geral todas as regifes do Estado de Sattair@
apresentaram maior frequéncia dpeligotypegpertencentes a familia
LAM, seguido dos perfis da familia T e H, sendo cpmigumas
subfamilias e SITs ocorreram exclusivamente emaserégifes do
Estado. Considerando a estavel associacdo bdhtreiberculosise o
homem, grupos de subfamilias ou SITs encontradoSame Catarina
com baixa frequéncia e ainda nao identificados awamente
identificados no Brasil e na América do Sul podeepresentar
importantes genétipos decorrentes do fluxo migiatémternacional
(GAGNEUX et al, 2006). Portanto, a analise das familias/subfamil
quando comparadas entre as regides do Estado beseaurelacdo dos
casos menos frequentes no Brasil e na América tie §ue ocorram
especificamente em uma regiéo.

As subfamilias LAM11_ZWE (SIT59), T5 (SIT44), X3
(SIT92), T4_CEUL1 (SIT39) e H3-LAM9 (SIT335), assaomo alguns
spoligotypespor exemplo SIT1691/LAM2, SIT162/LAM9, SIT1223/T1
e SIT886/X2, foram encontrados somente na regido Gdande
Floriandépolis. O SIT59/LAM11 ZWE apresenta 356 aslads
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registrados no SpolDB4, sendo a grande maioria daicaA
(principalmente da Africa do Sul e Zimbabue); naméhicas, 15
isolados foram identificados nos Estados Unidos re Brasil (1 em
Belo Horizonte, 1 em Brasilia, 1 em Fortaleza @ Rio de Janeiro). O
SIT44/T5 apresenta 159 registros no SpolDB4, sendmande maioria
da Africa do Sul e de paises europeus; nas Améjicdsi identificado
em paises como Venezuela (4 isolados), Argentheso{ados) e Brasil
(1 isolado no Rio de Janeiro). O SIT92/X3, com 3&blados
registrados no SpolDB4, apresenta ampla distribuigbgréafica e ja foi
encontrado em paises de praticamente todos osieotds; no Brasil j&
foi identificado em Fortaleza (1), Porto Alegre, (Byasilia (3), Belém
(5) e Rio de Janeiro (8). Alguns SITs ainda naddmsido descritos no
Brasil: 0 SIT39/T4_CEU1 com 112 registros no SpaiDBncontrado
principalmente na Africa do Sul e, embora menosgueate, ja foi
identificado em paises europeus e nos Estados &nad&IT335/H3-
LAM9 (3 isolados), com 33 registros no banco muhdja foi
identificado em paises europeus e asiaticos e stalés Unidos; o
SIT1691/LAM2 com 18 registros, é encontrado priabigente na
Venezuela; o SIT162/LAM9 com 16 isolados registeddoi
identificado somente na Venezuela; o SIT1223/T&, ppssui apenas 4
registros de identificagéo, distribuidos em diféesncontinentes (1 da
Africa, 2 da Espanha e 1 dos Estados Unidos); ¢T886/X2 com
registro de identificacdo somente nos Estados $nido

As subfamilias H4 (SIT777) e U (likely H3) (SIT23@ssim
como alguns perfis, por exemplo, SIT52/T2, e SIBIRAM9, foram

identificados somente na regido do Vale do Itajaite e dois isolados
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estdo registrados no SpolDB4 como SIT777/H4, enados
principalmente na Europa e Asia, sendo que nas iBasérfoi
identificado somente nos Estados Unidos e no Bfa®im Brasilia e 1
em Porto Alegre). O SIT237/U (likely H3) com 85 lamos registrados
no SpolDB4, ja foi relatado em praticamente todosantinentes e nas
Américas foi identificado nos Estados Unidos e masB (1 no Rio de
Janeiro e 1 em Porto Alegre). O SIT52/T2 que po48S6iregistros no
banco mundial, apresenta ampla distribuicdo geiogragendo que nas
Américas foi encontrado na Venezuela e no Brasilq®Rio de Janeiro,
2 em Brasilia e 1 em Goiania). Somente o SIT193BIRA que
apresenta 2 registros no SpolDB4 (1 dos Estadodadre 1 da Italia)
ainda néo havido sido identificado no Brasil.

As subfamilias LAM1-LAM4 (SIT1321) e T5_RUS1 (SIT™5
e algunsspoligotypespor exemplo SIT1661/LAM2, SIT1844/LAM9 e
SIT780/U, foram identificados somente no Nordestgafihense. O
SIT1321/LAM1-LAM4 apresenta 11 isolados registrados no B,
identificados na Asia, Europa e nas Américas (BstatUnidos,
Argentina, Guiana Francesa e Brasil — Rio de JaneiBelém). O
SIT254/T5 RUS1 com 116 registros no SpolDB4, focoerrado
principalmente na Asia e Europa; nas Américas, héegistros de
identificacdo nos Estados Unidos e 2 no Brasil @ram Brasilia). O
SIT1661/LAM2 possui 4 registros no SpolDB4, idanéitlos somente
na América do Sul (Venezuela e Brasil — Brasilba)is perfis ainda ndo
tinham sido identificados no Brasil: o SIT1844/LAM§ue possui 5

registros no SpolDB4, sendo 3 identificados na Atiga e 2 na Africa
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do Sul; e o SIT780/U, que apresenta 6 registros, glais 5 foram
identificados na Franga e 1 no Zimbabue.

A subfamilia U (likely LAM) (SIT29) e os perfis SBB2/T2 e
SIT34/S foram identificados somente na regido db Gatarinense.
Desses, somente o SIT 29/U (likely LAM) ainda nawia sido descrito
no Brasil; porém ja foi identificado em paises petls e nos Estados
Unidos. O SIT392/T2, que apresenta 5 registros pall®B4, ja foi
identificado Argentina (1 isolado) e no Brasil @ Rio de Janeiro, 1 de
Porto Alegre e 2 de Brasilia). E o SIT34/S, quespbS84 registros no
SpolDB4, apresenta ampla distribuicdo geograficandial e ja foi
identificado em diversos paises, incluindo Estddo&los, Argentina,
Venezuela e Brasil (20 isolados do Rio de jandrde Brasilia, 2 de
Santos 1 de Porto Alegre).

O Oeste Catarinense, mesmo com baixa frequénciaatms
incluidos no estudo, apresentou 2 perfis identifisasomente nessa
regido: oSIT157/T3, que apresenta 21 registros no SpolDBg,qiliais
12 isolados foram identificado no Brasil (Santosanséus, Rio de
Janeiro e Brasilia) e 0 restante em paises europeasaticos; e o
SIT71/S, até entdo ndo descrito no Brasil, quesapta 62 registros no
SpolBD4, a maioria identificado na Africa do Suléra de alguns
isolados no Estados Unidos, Argentina e Venezuela.

A Serra Catarinense, regido que apresentou meaguéncia
de casos de TB incluidos no estudo, ndo apreserd@nbum perfil
identificado exclusivamente nessa regiao.

Alguns perfis identificados no estudo, como por nexe,
SIT335/H3-LAM9, SIT777/H4 e SIT254/T5_RUS1, e queamente
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sdo encontrados no Brasil, mas séo registradosudtmsocontinentes,
principalmente na Africa e Europa, podem ser eaghs pela relacio
histérica que essas regibes mantiveram com o0 Brdsfde a
colonizacdo. Além disso, o fluxo migratério de widuos de paises
asiaticos e africanos para a América do Norte @ paEuropa e a
relacdo comercial, assim como, o forte turismo gquBrasil mantém
com 0s paises americanos e europeus pode explioaoreéncia de
alguns perfis mais frequentes na Europa e Asiacentrados com
menor frequéncia nos Estados Unidos e no BrasiME®et al, 2011).

As cepas identificadas nesse estudo, como os Tis691/LAM2,

SIT162/LAM9 e SIT392/T2, e que sdo encontradascgraimente na
América do Sul, podem ser justificadas pelas re&laggue o Estado
mantém com os paises vizinhos do Brasil, ndo séemais, como
turisticas. Apesar da estavel associacdo eMitretuberculosise o

homem, também n&o se pode excluir a remota padaitld de alguns
isolados representarem cepas que estdo se extioguinBrasil e que,
num passado remoto, devido as relacdes histérieemmn mais

frequentes (GAGNEUt al, 2006; GOMEt al, 2011).

Além de cepas classificadas em familia/subfamilies
populacdo estudada também foram identificados 6isp&rphan
(Orphanl — Orphan que correspondem aquelespoligotypes
identificados e registrados no SpolDB4 em somemteigplado. A
regido do Vale do Itajai foi a que apresentou aonfagéquéncia destes
perfis (5 isolados) e a Grande Florian6polis, odéste Catarinense e o

Sul Catarinense apresentaram, cada regido, apeisatado com este



158

perfil; a Serra Catarinense ndo apresentou nenterfit @rphan Os
perfis Orpharl, Orphar2, Orpharb e Orphar6 ja haviam sido
identificados no Brasil: O perfiDrphari, identificado no Vale do Itajai
e no Sul Catarinense e os pefgpharb e Orphan6,identificados no
Vale do Itajai, ja haviam sido descritos em Brasilb Orphar?,
identificado no Vale do Itajai, ja havido sido tado em Santos. Os
perfis Orphar8 e Orphard identificados na Grande Floriandpolis e no
Nordeste Catarinense, respectivamente, ainda ndaninaido descritos
no Brasil, sendo que Orphan3foi identificado na Italia e ®@rphan4
nos Estados Unidos.

Quanto aos perfis desconhecidos, a Grande Flomdisdpi a
regido do Estado que apresentou maior frequénseadeepas, seguida
do Vale do lItajai, do Nordeste Catarinense e daaS€atarinense.
Grupos clonais foram encontrados nestas regidesjosa maioria
identificada em mais de uma regido simultaneamédte4, Unk9,
Unk18, Unk21 e Unk26). A andlise mais detalhaddadesepas para
melhor caracterizagdo destes perfis, utilizandaaotdérramenta de
genotipagem se faz necessaria, pois apesar desfEss glonais terem
sido encontrados em baixa frequéncia, estdo diftidls em varias
regides do Estado.

Entre os isolados de TB-MDR (23 amostras) incluidas
estudo, foram identificadas 6 subfamilias e 2 pedesconhecidos,
presentes nas regides com maior numero de cask® @éale do Itajai,
Grande Florianépolis e Nordeste Catarinense). O4BIIAM9 e
SIT106/U (LAM3?) foram encontrados nessas trésbesgiassim como
os perfis SIT50/H3, SIT93/LAM5, SIT73/T2-T3 e Unk2fbram
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encontrados em duas regides simultaneamente. Odétoepas TB-
MDR idénticas estarem presentes em diferentesaggi@presenta um
potencial risco para a salde publica, pois esspascestdo sendo
transmitidas para varias regides do Estado. Aléssodi houve
associacao entre MDR e a subfamilia H3 (LAM32)0(002) e o pefrfil
desconhecido Unk2(€0,001), o que pode indicar que estas cepas sao
mais susceptiveis ao desenvolvimento da resistéewwiarelacdo as
demais. Portanto, estudos relacionados com cepd? MDEstado de
Santa Catarina devem ser realizados a fim de @uad perfil da
resisténcia das cepas circulantes no Estado, &fitas representam um
potencial agravante no controle da TB.

Os casos que ocorreram em presidiarios mostraraatiasao
da institucionalizacdo com a subfamilia LAMp=0,042) e com as
cepas de perfil desconhecido Unip4@,002), Unk7 ((=0,001) e Unk21
(p=0,005). Foram identificados em individuos de difges
penitenciarias casos de TB-MDR em cepas idénticdsindo um perfil
MDR (SIT150/LAM9) e 3 perfis sensiveis aos farmadies primeira
linha (Unk7, Unk16 e Unk29). Isso indica a grandéngrabilidade da
populacdo carceraria e o risco a que estdo expgstosipalmente por
estarem circulando cepas MDR idénticas em difesemqresidios.
Estudos delineados em populacdo carceraria de Eatdaina seriam
interessantes para melhor analise da circulacdoeages especificas em
penitenciarias, como as identificadas nesse estudo.

Quanto aos agravos associados, encontrou-se retagdente
da coinfeccdo TB/HIV com a subfamilia LAMP=0,034) e com a T2-
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T3 (p=0,039), o que pode indicar que essas familia® estGmetendo
mais frequentemente individuos que apresentam wstens imune
debilitado.
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7. Conclusao

A utilizacdo do protocolo modificado (inclusdo dérglas de
vidro) possibilitou um aumento na sensibilidadePdZ2R para deteccgéo
de M. tuberculosisdiretamente do escarro, principalmente nos casos
paucibacilares, contribuindo para o inicio precdedratamento da TB e
0 bloqueio da cadeia de transmisséao da doenca.

A populacdo estudada apresentou altos indicescdeliaimo,
drogadicdo, desemprego e coinfeccdo TB/HIV. Aléssali 0os casos
concentraram-se principalmente no litoral das egi@la Grande
Floriandpolis, do Vale do Itajai e do Nordeste @atmnse. Desta forma,
0 curso da TB em Santa Catarina € muito semelramtde outros
Estados brasileiros, caracterizando-se como umacdomultifatorial
associada principalmente & pobreza e aos probleuo#ss.

A analise poSpoligotypingmostrou grande heterogeneidade no
perfil das cepas dél. tuberculosiscirculantes em Santa Catarina;
entretanto, em todas as regides a familia LAM fohas frequente,
seguida da familia T eHarleem. O perfil de cepas, do Estado
(principalmente LAM e T), apresentaram similaridadem as
circulantes em Portugal, Itdlia e outros paisesopmus, 0 que
provavelmente reflete a influéncia da colonizacdddnta Catarina na
populagéo de cepas Ne tuberculosisDiversos perfis, identificados em
baixa frequéncia na populacdo estudada e aindade#tificados ou
raramente identificados no Brasil e na América dal $odem

representar importantes genotipos decorrentes o fimigratério
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internacional. A cidade portuaria de lItajai, assomo o forte turismo

nacional e internacional da regido contribui pareagedade genética
entre as cepas circulantes. Foram encontrados spediguns

relacionados com a multirresisténcia, que ocorramaciusivamente nos
presidios.

A utilizacdo do protocolo modificado para tratancerttas
amostras de escarro possibilitou uma melhora mgndi&tico molecular
da TB realizado no LBMM/UFSC em parceira com o HiasiNereu
Ramos e o LACEN/SC. O estudo epidemiolégico mobcabntribuiu
para o conhecimento da estrutura populacional slesas e o melhor
entendimento da dinamica de transmissdo da doeockstado. A
oportunidade de associar informac¢des diagnosti@pislas e dados de
epidemiologia molecular representa um avancgo irapggtno controle

da TB em Santa Catarina, direcionando investigaftfiesas.
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8. Perspectivas

Diante dos resultados obtidos neste estudo, ascigmin

perspectivas de trabalho séo:

» Caracterizacao das cepas de perfil desconhecidonpio

de um método de genotipagem com maior poder disttario;

» Anadlise das populacdes privadas de liberdade (hossi
dos grupos de dependentes quimicos, etilistas e iddigiduos
coinfectados com TB/HIV, para avaliacdo da prevatenla doenca e

das cepas circulantes entre estes grupos;

» Analise da prevaléncia e do perfil de resisténeia cepas

circulantes no Estado de Santa Catarina.
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10. Anexos

ANEXO1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: “Tuberculose e doenga pulmonar causadas por
micobactérias em individuos soropositivos ao HIV: mdemiologia
molecular e avaliacao de técnicas diagnésticas”

Eu, confirmo que compreendi que:

1. O estudo acima intitulado refere-se a um projet@ekxuisa que visa
melhorar o diagnéstico laboratorial da tuberculese a utilizacdo de
um método molecular rapido e moderno chamado ded®eam Cadeia
da Polimerase (PCR). Foi-me explicado, também, @uamuito
importante fazer a identificacdo da espécie deébactue esta me
causando a tuberculose.

2. Estou ciente que coletarei uma amostra de escareosgr utilizada no
referido estudo e que esta amostra receberd umaracé@io de forma
gue quando os resultados forem analisados e diodgaminha
identidade n&o seré revelada.

3. A amostra coletada é o escarro produzido espontem@a € 0
procedimento de coleta ndo traz nenhum desconforto.

4. Confirmo ainda que entendi que esta amostra caletsdb sera
utilizada para os exames de rotina solicitados pgldico que estd me
atendendo, e que apenas € uma amostra que estododpara
pesquisa.

5. Mesmo que eu ndo me beneficie diretamente dogadssl da pesquisa
estou ciente que estes resultados poderdo contfiduramente para
melhorar o diagndstico laboratorial de inimerosepdes.

6. Eu posso escolher participar ou ndo deste estudlthadvidecisdo em
participar desta pesquisa ndo implicarda em quaisdueneficios
pessoais bem como néo resultard em prejuizos [essoa

7. Eu também sou livre para ndo participar desta pesqusto néo
implicara em quaisquer prejuizos pessoais. Coletanchmostra, eu
estarei concordando em participar da pesquisa.

8. Todos os resultados dos testes laboratoriais feitosa minha amostra
serdo sigilosos e somente serdo utilizados paagesyuisa.
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9. A participagdo na pesquisa ndo gerara despesasapgssem danos
porque minha participacdo sera apenas com a dadga@omostra de
escarro. N&o sera feita nenhuma intervencao nocorgo.

10. Se eu tiver alguma duvida a respeito, eu possatzord Professora
Maria Luiza Bazzo pelos telefones 3721-8148 (Latinio do
Hospital Universitario).

11. Eu concordo em participar deste estudo.

Participante:
Data

Entrevistador:
Data
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ANEXO 2. Regides e municipios do Estado de Santa Catarima co
isolamento déV. tuberculosisia populacao estudada.

Mesorregido do Estado de PETEEmELE) C

Santa Catarina Municipio casos de TB no
estudo

Ibirama 0,2% (1/406)
lIhota 0,2% (1/406)
ltuporanga 0,2% (1/406)
Mirim Doce 0,2% (1/406)
Presidente Nereu 0,2% (1/406)
Rodeio 0,2% (1/406)
Tijucas 0,2% (1/406)
Timbo 0,2% (1/406)
Balneario de Pigarras 0,5% (2/406)
Gaspar 0,5% (2/406)

Vale do Itajai Penha 0,5% (2/406)
Pomerode 0,5% (2/406)
Barra Velha 1,0% (4/406)
Itapema 1,0% (4/406)
Brusque 1,5% (6/406)

Balneario Camborit
Camborit

2,2% (9/406)
2,5% (10/406)

Grande Florianopolis

Navegantes 2,5% (10/406)
Blumenau 5,9% (24/406)
ltajai 14,0% (57/406)
34,5% (140/406)
Paulo Lopes 0,2% (1/406)
Canelinha 0,5% (2/406)

Governador Celso
Ramos

Biguacu

Séo Joao Batista

S&o Pedro de Alcantara

0,7% (3/406)

1,0% (4/406)
2,0% (8/406)
2,2% (9/406)

Palhoca 3,0% (12/406)
Sé&o José 4,2 % (17/406)
Florianépolis 19,2% (78/406)

33,0% (134/406)
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Nordeste Catarinense

Itaidpolis
Massaranduba
Monte Castelo
Papanduva

Araquari

Garuva

Séao Francisco do Sul
Joinville

0,2% (1/406)
0,2% (1/406)
0,2% (1/406)
0,2% (1/406)

0,5% (2/406)

0,7% (3/406)

1,7% (7/406)
15,3% (62/406)

19,2% (78/406)

Ararangua 0,2% (1/406)
Capivari de Baixo 0,2% (1/406)
Criciima 6,4% (26/406)
Garopaba 0,2% (1/406)
Sul Catarinense Imbituba 0,2% (1/406)
Laguna 1,0% (4/406)
Lauro Muller 0,5% (2/406)
Tubaréo 0,7% (3/406)
Urussanga 0,2% (1/406)
9,9% (40/406)
Agua Doce 0,2% (1/406)
Anchieta 0,2% (1/406)
Capinzal 0,2% (1/406)
. Fraiburgo 0,2% (1/406)
Oeste Catarinense 0o D'Oeste 0,2% (1/406)
Joacaba 0,2% (1/406)

S&o Miguel do Oeste
Chapeco

0,2% (1/406)
1,0% (4/406)

2,7% (11/406)

Serra Catarinense

Lages

0,7% (3/406)

0,7% (3/406)

Total:100% (406)
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ANEXO 3. Spoligotypesla Familia LAM descritos no SpolDB4 e identificadam Santa Catarina
Subclasses Ne de N2 isolados
da Familia SIT Distribuicdo geogréafica mundial isolados Regido Municipio (%)
LAM (SpolDB4)
ARG, AUS, AUT, BEL,BRA, CMR, CUB, Grande FLN Florian6polis 1 (0,2%)
DEU, ECU, ESA, EST, FIN, FXX, GBR, Vale do Itajaf Blumenau 1 (0,2%)
20 GEO, GLP, GNB, GUF, HTI, IDN, LBY, 582
MEX, MOZ, MWI, NAM, NLD, PER, PHL,
PRT, RUS, SWE, USA, VEN, VNM, ZAF,
LAM1 ZWE
Grande FLN Florian6polis 1 (0,2%)
729 BRA, HTI, GLP, ZAF 6 Sul Criciima 2 (0,5%)
Vale do Itajai Blumenau 1 (0,2%)
6 (1,5%)
Grande FLN Florian6polis 2 (0,5%)
Governador Celso 1(0,2%)
ARG, BRA, CMR, CUB, CZE, ESA, FXX, Ramos
LAM2 17 GLP, GUF, HTI, MEX, MTQ, MYS, NAM, 468 Sé&o Joao Batista 1 (0,2%)
NLD, PHL, PRT, USA, VEN S30 José 1 (0,2%)
Nordeste Joinville 5 (1,2%)
Oeste Sao Miguel do Oeste 1 (0,2%)
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Sul Barra Velha 1 (0,2%)
ARG, BRA, CMR, CUB, CZE, ESA, FXX, Cricima 2 (0,5%)
17  GLP, GUF, HTI, MEX, MTQ, MYS, NAM, 468 Vale do Itajai Blumenau 1 (0,2%)
NLD, PHL, PRT, USA, VEN ltajai 2 (0,5%)
Tubardo 1 (0,2%)
LAM2 13 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
179 BRA, GUF, PRT, USA ltuporanga 1 (0,2%)
Vale do ltajai Palhoca 1 (0,2%)
1;56 BRA, VEN 4 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1;59 MEX, PRT, VEN, ZAF 18 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
23 (5,7%)
Grande FLN Floriandpolis 2 (0,5%)
ARC, ARG, BEL, BGD,BRA, CUB, ESA, Nordeste Araquari 1 (0,2%)
33 ESA FIN,FRB, FXX, GMB, GUF, ITA, 609 Vale do Itajai Blumenau 1 (0,2%)
LBY, MDG, MEX, MOZ, NLA, PER, PRT, llhota 1 (0,2%)
SWE, USA, VEA, VEN, ZAA, ZAF Itaiai ’
LAM3 ajal 2 (0,5%)
AUT, BEL, BRA, CUB, ESA, ITA, MDG, Grande FLN Floriandpolis
130 NLA USA. ZAF 69 1 (0,2%)
ARG, BRA, ESA, FXX, MDG, MEX, PRT, Nordeste Joinville
211 USA, ZAF 62 2 (0,5%)

10 (2,5%)
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Grande FLN Florian6polis 3 (0,7%)
S&o Joao Batista 1 (0,2%)
S&o José 1 (0,2%)
Séo E’edro de 2 (0,5%)
ARG, AUS, BEL,BRA, DEU, ESA, ESA Alcantara
LAM5 93 FXX, GLP, GUF, HTI, ITA, TWN, USA, 254 Nordeste Joinville 2(0,5%)
VEA. VEM. ZAF Serra Lages 1 (0,2%)
' ' Vale do Itajai ~ Balneario Cambori 1 (0,2%)
Barra Velha 1 (0,2%)
Blumenau 1 (0,2%)
Navegantes 1 (0,2%)
Itajai 1 (0,2%)
15 (3,7%)
95 BRA, GBB, GUF, USA, ZAF 28 Grande FLN Govar;ﬁgc;r Celso 1 (0,20)
Grande FLN Floriandpolis 8 (2,0%)
LAMG ARC, ARG, AUS, AUT, BELBRA, COM, Palhoca 3(0,7%)
64 CZE, DZA, FRB, GBB, GMB, GUF, IND, 239 Sé&o Jodo Batista 1 (0,2%)
ITA, MDG, MEX, MTQ, MWI, MYS, NLA, Séo José 1 (0,2%)
PRT, SEN, USA, VEN Nordeste Joinville 2 (0,5%)
Oeste Joacaba 1 (0,2%)
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Sul Criciima 1 (0,2%)
ACRZ% g’;‘i’ égg' ég; ngLéB%ﬁFC% Vale do Itajai Blumenau 1 (0,2%)
LAMG 64 ITA, MDG, MEX, MTQ, MWI, MYS, NLA, 232 Camborid 1(0,2%)
PRT, SEN, USA, VEN Itajai 3(0,7%)
Navegantes 1 (0,2%)
24 (5,9%)
Grande FLN Florian6polis 4 (1,0%)
Palhoca 2 (0,5%)
S&o Jodo Batista 1 (0,2%)
Sao José 2 (0,5%)
ARC, ARG, ARM, AUS, AUT, AZE, BEL, Nordeste Joinville 6 (1,5%)
BGD, BRA, CAF, CMR, CUB, CZE, DEU, Oeste Chapec6 1 (0,2%)
gég E‘é\é 'éSLAP I(EBSNTB E(-BI—SF FII-|,\'II"IFIIXD)I<\i Sul Capivari de Baixo 1 (0,2%)
LAM9 42 IND, IRN, ITA, KAZ, KEN, LBY, LVA, 1507 Liﬂgl:ﬂnaﬁer gégg:ﬁ;
MAR, MDG, MEX, MOZ, MTQ, MWI, MYS, . '
NLD, NZL, PER, PHL, POL, PRT, PYF, RUS, Vale do Itajai Barra Velha 1 (0,2%)
SAL, SEM, SWE, THA, TUN, TUR, USA, Blumenau 1 (0,2%)
VEM, VNM, ZAF, ZWE Camboril 1 (0,2%)
Gaspar 2 (0,5%)
Itajai 3 (0,7%)
Navegantes 1 (0,2%)
Pomerode 2 (0,5%)




ANEXOS 199
continuacao
LAM9 ARG, BEL,BRA, DZA, EGY, FIN, FXX, GUF, Nordeste Joinville
150 "7 \TA, MAR, MEX, PRT, RUS, VEM, ZAF 2 1(0.2%)
162 ARG, FIN, FXX, SI'\EAI\? ITA, USA, VEA, 16 Grande FLN Sé&o José 1(0,2%)
177 ARG, BRA, EGY, ESA, FXX, GUF, ITA, a4 Grande FLN Biguagu 1 (0,2%)
MYS, TWN, USA, VEN, ZAF Sul Urussanga 1 (0,2%)
Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
S&o José 1 (0,2%)
Nordeste Garuva 1 (0,2%)
Joinville 2 (0,5%)
Oeste Anchieta 1 (0,2%)
216 ARG, BRA, ITA, USA, VEN 13 Chapeco 2 (0,5%)
Vale do Itajai Blumenau 2 (0,5%)
Brusque 1 (0,2%)
Camboril 1 (0,2%)
Itajai 7 (1,7%)
Navegantes 1 (0,2%)
388 BRA, DZA, JPN, RUS, USA, VEN 21 Grande FLN Canelinha 1 (0,2%)
822 BGD, BGR,BRA, GLP, USA 12 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
Grande FLN Floriandpolis 2 (0,5%)
LAM9 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
866 BRA, FXX, GNB, ITA, USA, VEN 32 Oeste Capinzal 1(0.2%)
Vale do ltajai Itajai 1 (0,2%)
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Nordeste Itaiépolis 1 (0,2%)
Monte Castelo 1 (0,2%)
1076 BRA. IND, MOZ, RUS, USA 7 Vale do Itajai Camborit 4 (1,0%)
LAMO Itajai 1 (0,2%)
1844 ARG, ZAF 5 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
Vale do ltajai Blumenau 1 (0,2%)
1933 ITA, USA 2 Penha 2 (0.5%)
81 (20,0%)
II__AAI\'\//IIE- 1321 ARG, BRA, GUF, IND, NLA, PRT, USA 11 Nordeste Séo Francisco do Sul 1 (0,2%)
1 (0,2%)
AUT, BEL, BRA, COM, DNK, FXX, GLP, Grande FLN Paulo Lopes 1 (0,2%)
LAM11 59 GRC, ITA, KEN, MDG, MUS, MWI, NZL, 356
ZWE PRT, REU, RUS, SWE, TZA, USA, ZAF,
ZMB, ZWE
Total: 1
ARG, AUT, BEL, BGD, BGRBRA, CAN, Grande FLN Florian6polis 1 (0,2%)
LAM3 e S/ DEU, FIN, FXX, BGD, GLP, GRC, GUF, sul Criciima 1 (0,2%)
4 HTI, ITA, KEN, LBY, MAR, MTQ, MWI, 204
Convergent NLA, NOR, POL, PRT, RUS, SAU, SDE,
TUR, TZA, USA, VEM, ZAF, ZMB
2 (0,5%)

Total: 163 (40,1%)
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ANEXO 4. Spoligotypesla Familia T descritos no SpolDB4 e identificadosSanta Catarina
Subclasses N2 de N
da Familia SIT Distribuicdo geografica mundial isolados no Regido Municipio isolados
T SpolDB4 (%)
ARG, AUS, AUT, BEL,BRA, CHN, FXX, Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
51 GBR, GLP, GUF, HTI, ITA, JPN, MDG, 186 Nordeste Massaranduba 1 (0,2%)
MEX, MYS, NLD, PRT, SWE, TUR, USA, Joinville 1(0,2%)
VEN, VNM '
Grande FLN Floriandpolis 2 (0,5%)
ANT, ARG, ARM, AUS, AUT, AZE, Biguacu 1 (0,2%)
e Notesie  Gaa  1(02%
DEU, DNK, DZA, EAFR, EGY, ESA, N Joinville 4(1’0%2)
T1 EST, ETH, FIN, FXX, GBR, GEO, GLP, Séo Francisco do Sul 1 (0,2%)
GNB, GUF, HTI, HUN, IDN, IND, IRN, Sul Cricima 4 (1,0%)
53 ITA, JPN, KAZ, KEN, LBY, LVA, MAR, 2450 Laguna 1 (0,2%)
MDG, MEX, MNG, MOZ, MTQ, MWI, Tubardo 1 (0,2%)
MYS, NAM, NLD, NOR, NZL, PAK, e - - 0
PER. POL. PRT, REU, ROM, RUS, Vale do Itajai BBlaln('egrlcszf;)r.nborlu i. ((()),ZZO/A))
SAL, SDN, SEM, SUR, SWE, THA, alneario ge Ficarras ( - 0)
TUR, USA, VEM, VNM, ZAF, ZMB, Blumenau 1 (0,2%)
ZWE Navegantes 1 (0,2%)

Presidente Nereu

1 (0,2%)
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continuacao

244 ARG, BEL, BGD,BRA, FXX, GNB, HTI, 76 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
IND, MDG, NLA, PRT, USA, ZAF, ZIM Vale do ltajai ltajai 1 (0,2%)
370 AUT, BRA, EST, SWE, USA 16 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
373 AUT, BEL, BRA, CZE, FIN, FXX, GRC, 32 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
ITA, NLA, USA, ZAF
T1 453 BRA, ESA, GUF, PRT, SWE, USA 10 Grande FLN Florianépolis 1 (0,2%)
Grande FLN Florianépolis 1 (0,2%)
823 BRA, DEU, FIN, ITA, USA 12 Vale do ltajaf Itajai 2 (0,5%)
1202 BRA, LBY, MDG 4 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1223 ESA, MDG, USA 4 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
33 (8,1%)
Grande FLN Florianépolis 4 (1,0%)
AUT, BEL, BRA, CMR, CZE, DEU Sao José 2 (0.5%)
T1 (T4- 65 DZA, ESA, FXX, GLP, GUF, HTI, KAZ, 86 Vale do Itajai Blumenau 1(0,2%)
CEl MTQ, SWE, USA, ZAF Camborid 1 (0,2%)
ancestor?) Itajai 1 (0,2%)
Navegantes 1 (0,2%)
10 (2,5%)
ARM, AUS, AUT, BEA, BEL,BRA,
CAF, CAN, CHN, CIV, CMR, COA,
CUB, CZA, CZE, DEU, DNK, DZA,
T2 52 ESA, ESA, ETH, FIN, FXX, GBR, GLP, 496 Vale do Itajai Itajai 1 (0,2%)

HUN, IND, ITA, JPN, KEN, MDG, MEX,
MTQ, MYS, NLA, NOR, NZL, PAK,L,
ROM, RUS, SAL, SWE, THA, TUR
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ANEXOS
continuacao
T2 153 AUT, BRA, CUB, ETH, FIN, ITA, NLA, 45 Grande FLN Sao Jodo Batista 1 (0,2%)
SWE, USA
392 ARG, BRA 5 Sul Ararangud 1 (0,2%)
Grande FLN Floriandpolis 2 (0,5%)
1664 BRA 3 Sao E’edro de 1 (0,2%)
Alcantara
Nordeste Joinville 1 (0,2%)
7 (1,7%)
Grande FLN Florianépolis 5 (1,2%)
Governador Celso 1 (0,2%)
Ramos
Sao Jodo Batista 1 (0,2%)
Sao José 3 (0,7%)
Notesie  Jomile 3075
T2-T3 73 MD(’;’ ME’X’ MO’Z’ MTb, Ni_D, P’RT, ' 162 Sul o Irtjpituba 3 1 (0,2%)
SWE, USA, VEN, VNM, ZWE Vale do ltajai Balneario Camboria 1 (0,2%)
Blumenau 3 (0,7%)
Brusque 1 (0,2%)
Itajai 14 (3,4%)
Tijucas 1 (0,2%)
34 (8,4%)
AUS, AUT, BEL,BRA, CAN, CHN, Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
ClV, CUB, CZE, DEU, DNK, DZA, EST, Nordeste Joinville 1 (0,2%)
T3 37 ETH, FIN, FXX, GBR, GEO, GLP, 212 sul Cricitima 1 (0,2%)
GUF, HTI, IDN, IRN, ITA, LBY, LVA, ..
MDG, NLD, NZL.PAK, POL, SAU, Vale do ltajai Blumenau 1 (0,2%)
Itajai 2 (0,5%)

SWE, THA, TUR, USA, VEN, ZWE
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continuacéo
T3 157 BRA, DEU, ITA, PRT, SAL 21 Oeste Agua Doce 1 (0,2%)
7 (1,7%)
ARM, AUT, BEL, CZE, DEU, FXX, Grande FLN Florianépolis 2 (0,5%)
T4-CEUL 39 GBR, ITA, NLD, POL, USA, VNM, ZAF 112
2 (0.5%)
ARG, AUS, AUT, BEL,BRA, CMR, Grande FLN Florianépolis 1 (0,2%)
5 4 CZE, DEU, DNK, EGY, ESA, EST, FIN, 150
FXX, GBR, GLP, GUF. IDN, IND, ITA,
NLD, POL, PRT, USA, VEN, ZAF, ZWE
1(0.2%)
AUT, AZE, BEL, BRA, DEU, DNK, Nordeste Joinville 1 (0,2%)
ESA, FIN, FXX, GEO, ITA, KAZ, RUS,
T5_RUS1 254 LVA, NLD, POL, RUS, TWN, TZA, 116
USA, ZAF
1(0,2%)

Grande FLN (Grande Florian6polis

Total: 95 (23,4%)
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ANEXO 5. Spoligotypesla Familia H descritos no SpolDB4 e identificadosSanta Catarina
Subclasses N2 de Ne
da Familia SIT Distribuicdo geografica mundial isolados no Regido Municipio isolados
H SpolDB4 (%)
ARG, ARM, AUS, AUT, AZE, BEL, BGD, Nordeste Sé&o Francisco do Sul 1 (0,2%)
BRA, CAF, CAN, CMR, CUB, CZE, DEU, Brusque 2 (0,5%)
47  DNK ESA EST, FIN, FXX, GBR, GLP, GNB, 743 '
H1 GUF, HTI, HUN, IND, ITA, MAR, MDG, MEX, Vale do Itajai . 0
NLA, NLD, POL, PRT, ROM, RUS, SAL, SEN, Itajai 1 (0,2%)
SWE, TUR, USA, VEN, ZWE
491,0%)
3 ARG, AUT, BRA, CUB, FXX, GLP, HTI, ITA, 83 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
MEX, NLA, POL, SUR, USA, VEA, ZAF
ARG, ARM, AUS, AUT, BEL, BOL,BRA, Grande FLN Floriandpolis 3 (0,7%)
CAF, CHN, CIV, CMR, COM, CUB, CZE, S3o Jodo Batista 1 (0,2%)
H3 GBR, GEO, GLP, GNB, GUF. HTI, HUN, 1D, S0 José 30,7%
50 IND, iTA, JFY’N, KEN, LéY, MAR' I\/]DG, ,\’/IEX" 1403 Nordeste ) Jomyﬂle 11 (2,7%)
MTQ, MYS, NLD, NZL, PAK, PER, POL, PRT, Sé&o Francisco do Sul 2 (0,5%)
REU, ROM, RUS, SDN, SEM, SWE, THA, Oeste Herval D’'Oeste 1 (0,2%)
TUR, USA, VEM, VNM, ZAF Sul Criciima 1 (0,2%)
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continuacgao
ARG, ARM, AUS, AUT, BEL, BOL,BRA, Vale do ltajai Balneario Camboria 1 (0,2%)
CAF, CHN, CIV, CMR, COM, CUB, CZE, Blumenau 1 (0,2%)
DEU, DNK, DZA, EAFR, ESA, EST, FIN, FXX, I 0
5o  GBR GEO, GLP, GNB, GUF, HT|, HUN, IDN, 0. Ca}m.b(?”” 51 (10’220//")
IND, ITA, JPN, KEN, LBY, MAR, MDG, MEX, tajal (1,2%)
MTQ, MYS, NLD, NZL, PAK, PER, POL, PRT, Pomerode 1 (0,2%)
REU, ROM, RUS, SDN, SEM, SWE, THA,
H3 TUR, USA , VEM, VNM, ZAF
ARG, BRA, CMR, DEU, FXX, GLP, GMP, Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
75 GUF, HTI, HUN, MDG, MEX, NGA, PRT, 38 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
ROM, SAU, TUR, USA Vale do Itajai ltajai 2 (0,5%)
519 AUT, BEL BGD, BRA, DEU, ESA, HUN, IND, 18 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
ITA, USA Serra Lages 1 (0,2%)
741 AUT, BRA, NLA, POL, USA 7 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
39 (9,6%)
166 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
H3-LAMG 3 BRA 2 vale do Itajai Itajai 1(0,2%)
2 (0,5%)
AUT, BEL, BGD, CZE, ESA, FXX, ITA, MTQ Grande FLN Biguacu 1(0,2%)
H3-LAM9 335 ' R(‘)M’ RL’JS, SWE, U’SA’ VNM ' 33 Florlanopol,ls 1 (0,2%)
Sao José 1 (0,2%)

3 (0,7%)
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continuacéo

ARG, AUS, AUT, BEL, BGRBRA, CZE, Oeste Chapecd 1(0,2%)
H3-T3 36  DEU, FIN, FXX, GMB, GRC, GUF, ITA, LBY, 74 Vale do Itajai Ibirama 1 (0,2%)
MTQ, NLA, POL, TUR, USA, VEN, ZAF, Blumenau 1 (0,2%)
3 (0,7%)
Ha —-— ARM, BGR, BRA, FIN, GEO, KAZ, NLA, 23 Vale do Itajai Mirim Doce 1 (0,2%)
RUS, SAU, SWE, TUR, USA
1 (0,2%)

Total: 52 (12,8%)

Grande FLN (Grande Florianoépolis)
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ANEXO 6. Spoligotypesia Familia U descritos no SpolDB4 e identificadosSanta Catarina

N de N2
Subclqgses SIT Distribuicdo geografica mundial isolados no Regido Municipio isolados
da Familia U
SpolDB4 (%)
AUT, BEL, BRA, DEU, FIN, FXX,GLP, . .,
124 IND, NLA, RUS. TWN, USA 32 Vale do Itajai Itajai 1 (0,2%)
396 BRA, ITA, PRT 10 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
BRA, CMR, CZE, DNK, FXX, ITA, ., .

450 MEX. NLA, USA 70 Grande FLN Florianépolis 1 (0,2%)

534 BRA, ESA, GNB 9 Nordeste Joinville 1(0,2%)

U 780 FXX, ZWE 6 Nordeste Joinville 1 (0,2%)

825 AUT, BRA, GBB, USA 5 Vale do Itajai Itajai 1 (0,2%)

956 BRA, USA 7 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1;5 BRA, PRT 8 Grande FLN Florian6polis 1 (0,2%)

8 (2,0%)

Grande FLN Florian6polis 1 (0,2%)

ARG. AUS. BEL BRA. DZA ESA Nordeste Joinville 1 (0,2%)

U (LAM3?) 106 "EXX. REU. USA. VEN ' 60 Sul Criciima 1 (0,2%)
' ' ’ Vale do ltaiaf Barra Velha 1 (0,2%)

! Brusque 1 (0,2%)

5 (1,2%)
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continuacéo
AUT, BEL, BRG,BRA, CMR, DEU, Balnesrio
U (likely H3) 237  FIN, FXX, GBR, GUF, IDN, ITA, MDG, 85 Vale do Itajai Camborid 1 (0,2%)
POL, PRT, RUS, SWE, USA, ZAF amboriu
1 (0,2%)
U (likely 29 ESA, FXX, GLP, PRT, USA 32 sul Crici 0.29
LAM) , , , , u riciima 1 (0,2%)
1 (0,2%)

Total: 15 (3,7%)

Grande FLN (Grande Florian6polis)
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ANEXO 7. Spoligotypesia Familia X descritos no SpolDB4 e identificadas Santa Catarina
: N2
Subclasses da S e . N2 de isolados x o .
Familia X SIT  Distribuicdo geografica mundial no SpolDB4 Regido Municipio IS?!;,?OS
AUT, BEL, BGR,BRA, CAN, DNK, Grande FLN S&o Joao Batlsta 1 (0,2%)

ESA, FIN, FXX, GBR, GRC, HT], Nordeste Araquari 1 (0,2%)

IND, ITA, LVA, MEX, MTQ, MWI, 918 Garuva 1 (0,2%)

X1 119 NLA, NLD, NOR, RUS, SWE, TUR, sul Laguna 1(0,2%)
USA, ZAF, ZWE Vale do ltajai Itapema 1 (0,2%)

5 (1,2%)
AUS, BEL, BGD,BRA, BRB, CAN, Grande FLN Palhoca 2 (0,5%)
CMR, DNK, ESA, ESC, ESA, FXX, Vale do Itajai Navegantes 1 (0,2%)
137 GBR, GUF, HTI, ITA, LBY, MEX, 940
X2 MYS, NLA, NLD, SAU, SWE, USA,
ZAF, ZMB
886 USA 1 Grande FLN Palhoca 1 (0,2%)
4 (1,0%)
ARG, AUS, AUT, BGD,BRA, CUB, Grande FLN Floriandpolis 2 (0,5%)
DNK, GBR, GNB, GUF, IND, ITA,
92 MEX, MWI, NLA, NOR, NZL, 325
X3 NZL,TUR, TWN, USA, ZAF, ZMB,

ZWE

Grande FLN (Grande Florianoépolis)

2 (0,5%)

Total: 11 (2,7%)
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ANEXO 8. Spoligotypesla Familia S descritos no SpolDB4 e identificaglmsSanta Catarina

Subclasses SIT Distribuicdo geografica mundial N de isolados Regido  Municipio N#isolados
da Familia S &40 geog no SpolDB4 9 P (%)
ARG, AUS, AUT, BEL, BGRBRA, CAN, Sul Criciima 3 (0,7%)
CUB, DEU, DZA, EGY, FIN, FXX, GBB, Garopaba 1(0,2%)
GBR, GEO, GLP, GRC, GUF, HTI, IDN, IND, , 0
34 IRN, ITA, KEN, LBY, MAR, MDG, MEX, 584 Laguna 2 (0’54)
S MOZ, MWI, NLA, NZL, PRT, REU, SAL,
SWE, THA, TUR, USA, VEN, VNM, ZAA,
ZAF, ZMB
71 ARG, BEL, CAN, CUB, FXX, IND, ITA, 62 Oeste Fraiburgo 1 (0,2%)

NLA, USA, VEN, ZAF

Total : 7 (1,7%)

211
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ANEXO 9. Spoligotypeda Familia BOVIS descrito no SpolDB4 e identifioagm Santa Catarina

Subclasses da N2 de Ne
Familia SIT Distribuicdo geografica mundial isolados no Regido Municipio isolados
BOVIS SpolDB4 (%)

ARG, AUT, BEA, BEL,BRA, CZE, DEU,
DNK, ESC, ESA, FRB, FXX, GBA, GBR,

BOVIS1_BCG 482  GLP, GUF, IRB, ITA, MEX, NAM, NLA, 653 Nordeste Papanduva 1
NOR, NZL, PRT, RUS, SAU, SWE, TWN,

USA, VEN, ZAA, ZAF, ZMB

Total: 1 (0,2%)
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ANEXO 10. Spoligotyps ndo descritos no banco internacional SpolDB4 e
identificados em Santa Catarina

% N2
Spoligotype Similaridade/ Regido Municipio TSA  isolados
Subfamilia (%)
77% H3, Serra Lages S o
Unkl 2306 T1 1 (0,2%)
1 (0,2%)
51% H3, Grande FLN Palhoca
Unk2 33% LAMY, S 1 (0,2%)
15% T1
1 (0,2%)
Unk3 99% T1 Grande FLN Floriandpolis S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Grande FLN Floriandpolis S 1 (0,2%)
S&o Pedro de o
Alcantara S 1(0,2%)
Nordeste  S&o Franciscodo Su S 1 (0,2%)
0,
Unk4 99% LAMS Vale do Balneario Camborit S 2 (0,5%)
Itajai Blumenau S 1 (0,2%)
Itajai S 1 (0,5%)
Navegantes S 2 (0,2%)
9 (2,2%)
Unk5 99% LAM9  Grande FLN Floriandpolis S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Vale do Balneario Camboriut S 1 (0,2%)
0,
Unké6 99% LAMS Itajai Blumenau S 1 (0,2%)
Itajai S 2 (0,5%)
4 (1,0%)
Grande FLN Sao Pedro de
0, 0,
Unk7 99% LAMS8 Alcantara S 3 (0,7%)
3 (0,7%)
Unk8 98% H37Rv  Grande FLN Floriandpolis S 1 (0,2%)

1 (0,2%)
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continuacao
Unk9 Grande FLN Sicl)cgr?tdar&de 1(0,2%)
99% LAMS Vale do Blumenau

ltaial 1 (0,2%)

tajai
2 (0,5%)
Unk10 99% LAMS VI?;?a?O Navegantes 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk11 99% T1 Grande FLN Florianopolis 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk12 99% T1 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1 (0,2%)

Vale do Iltapema

Unk13 99% H1 ltaial 1 (0,2%)

tajai
1 (0,2%)
Unk14 Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk15 Grande FLN S&o José 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk16 99% LAM9 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk17 99% LAM9 Nordeste Joinville 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Grande FLN Floriandpolis 1 (0,2%)

0,
Unk18 99% LAM7 Nordeste Joinville 2 (0,5%)
3(0,7%)
Grande FLN S&o Pedro de o

Unk19 98% LAM9 Alcéntara 1(0,2%)
Sao José 1 (0,2%)
2 (0,5%)
Unk20 99% EAIL VI?;?a?O Blumenau 1 (0,2%)

1 (0,2%)
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continuacao
0,

99% LAM9  Grande FLN Palhoca MRD 1(0,2%)
Unk21 Nordeste Joinville MRD 2 (0,5%)
S&o Francisco do Su MRD 1(0,2%)
4 (1,0%)
Unk22 99% LAM9  Grande FLN Florianopolis S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk23 999% LAMO VI?;?a?O Blumenau S 1(0,2%)
1 (0,2%)
Unk24 99% LAM9  Grande FLN Florianopolis S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk25 93% LAM10 Grande FLN Palhoca S 1 (0,2%)
1 (0,2%)

o 0
s Smoava, CUMSBN - Fomneors S 1020
11% LAM1 i S 2 (0,5%)

Itajai
3 (0,7%)
Unk27 Vla"? do Brusque S 1(02%)
tajal
1 (0,2%)
Unk28 99% LAM9 Nordeste Joinville S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
continuacao

54%LAM1, Grande FLN Florianopolis o
Unk29 46% LAMO S 1 (0,2%)
1 (0,2%)
Unk30 99% EAI3 Grande FLN Floriandpolis S 1 (0,2%)

1 (0,2%)
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continuacao
Unka1l 54% LAM1, Vale do Balneério Picarras S 1 (0,2%)
46% LAM9 Itajai Blumenau S 1 (0,2%)
2 (0,5%)

Total: 54 (13,3%)

Grande FLN (Grande Florianépolis), S (sensivel dampicina, isoniazida, etambutol
dihidroestreptomicina), MDR (resistente a rifampice isoniazidi

e
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Anexo 11 Siglas e paises

Sigla Pais Sigla  Pais

ABW Aruba CHL Chile

AFG Afeganistao CHN China

AGO Angola CIv Costa do Marfim

AlA Anguilla CMR  Camardes

ALB Albania COG Congo

AND Andorra COK Ilhas Cook

ANT Antilhas Holandesas COoL Colémbia

ARE Emirados Arabes Unidos COM  llhas Comores

ARG Argentina CPV Cabo Verde

ARM Arménia CRI Costa Rica

ASM Samoa Ocidental cuB Cuba

ATA Antértida CXR llha Natal
Territorios do Sul da

ATF Franca CYM Ilhas Cayman

ATG Antigua e Barbuda CYP Chipre

AUS Australia CZE Republica Tcheca

AUT Austria DEU  Alemanha

AZE Azerbaijdo DJI Djibuti

BDI Burundi DMA  Dominica

BEL Bélgica DNK Dinamarca

BEN Benin DOM  Republica Dominicana

BFA Burkina Fasso DZA Algéria

BGD Bangladesh ECU Equador

BGR Bulgaria EGY Egito

BHR Bahrein ERI Eritréia

BHS Bahamas ESA Espanha

BIH Bdsnia-Herzegovina ESH Saara Ocidental

BLR Belarus EST Estbnia

BLZ Belize ETH Etiopia
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BMU
BOL
BRA
BRB
BRN
BTN
BVT
BWA

CAF
CAN
CCK
CHE
GIN
GLP
GMB
GNB
GNQ
GRC
GRD
GRL
GTM
GUF

GUM
GUY
HKG
HMD
HND
HRV
HTI

HUN

Bermudas
Bolivia
Brasil
Barbados
Brunei
Butéo

llha Bouvet

Botsuana
Republica Centro-
Africana

Canada

llhas Cocos
Suica

Guiné
Guadalupe
Gambia
Guiné-Bissau
Guiné Equatorial
Grécia
Granada
Groelandia
Guatemala

Guiana Francesa
Guam (Territorio dos
Estados Unidos)

Guiana

Hong Kong

llhas Heard e McDonald
Honduras

Croacia (Hrvatska)

Haiti

Hungria

FIN
FJl
FLK
FRA
FRO
FSM
FXX
GAB

GBR
GEO
GHA
GIB
LCA
LIE
LKA
LSO
LTU
LUX
LVA
MAC
MAR
MCO

MDA
MDG
MDV
MEX
MHL
MKD
MLI
MLT

Finlandia

Fiji

Ilhas Falkland (Malvinas)
Franca

llhas Faeroes
Micronésia

Franca Metropolitana

Gabéo
Gra-Bretanha (Reino
Unido, UK)

Geodrgia
Gana
Gibraltar
Santa Lucia
Liechtenstein
Sri Lanka

Lesoto
Lituania
Luxemburgo
Latvia
Macau
Marrocos
Ménaco

Moldova
Madagascar
Maldivas
México

Ilhas Marshall
Macedbnia
Mali

Malta
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IDN Indonésia MMR  Myanma
IND india MNG  Mongdlia

Territorio Britanico do

10T Oceano Indico MNP  Ihas Marianas do Norte
IRL Irlanda MOz Mocambique
IRN Ird MRT Mauritania
IRQ Iraque MSR Montserrat
ISL Islandia MTQ Martinica
ISR Israel MUS Mauricio
ITA Italia MWI Malaui
JAM Jamaica MYS Malasia
JOR Jordania MYT  Mayotte
JPN Japao NAM  Namibia
KAZ Cazaquistao NCL Nova Caledénia
KEN Kénia NER Niger
KGZ Quirguistdo NFK Ilhas Norfolk
KHM Camboja NGA  Nigéria
KIR Kiribati NIC Nicaragua
KNA Sao Cristévao e Névis NIU Niue
KOR Coréia do Sul NLA Equador
KWT Kuait NLD Holanda
LAO Laos NOR Noruega
LBN Libano NPL Nepal
LBR Libéria NRU Nauru
LBY Libia NZL Nova Zelandia
OMN Ooma TGO Togo
PAK Paquistéo THA Tailandia
PAN Panama TIK Tadjiquistédo
PCN Ilha Pitcairn TKL Ilhas Tokelau
PER Peru TKM  Turcomenistao
PHL Filipinas T™MP Timor Leste
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PLW
PNG
POL
PRI

PRK
PRT
PRY
PYF
QAT

REU
ROM
RUS
RWA
SAU

SDN
SEN
SGP

SGS
SHN

SIM
SLB
SLE
SLV
SMR
SOM
SPM
STP
SUR
SVK

Palau

Papua-Nova Guiné
Polénia

Porto Rico

Coréia do Norte
Portugal

Paraguai

Polinésia Francesa
Qatar

Ilha Reunido
Roménia
Federacdo Russa
Ruanda

Arabia Saudita

Sudéo
Senegal

Cingapura
Ilhas Geérgia do Sul e
Sandwich do Sul

Santa Helena
Ilhas Svalbard e Jan
Mayen

Ilhas Soloméao

Serra Leoa

El Salvador

San Marino

Somélia

St. Pierre and Miguelon
Sao Tomé e Principe
Suriname

Eslovaquia

TON
TTO
TUN
TUR
TUV
TWN
TZA
UGA
UKR

UMl

URY
USA
uzB
VAT

VCT
VEN
VGB

VIR
VNM

VUT
WLF
WSM
YEM
YUG
ZAF
ZAR
ZMB
ZWE

Tonga

Trinidad and Tobago
Tunisia

Turquia

Tuvalu

Taiwan

Tanzéania

Uganda

Ucrania
Ilhas Menores - Estados
Unidos

Uruguai
Estados Unidos
Uzbequistédo

Vaticano
Saint Vincente e
Granadinas

Venezuela

Ilhas Virgens (Inglaterra)
Ilhas Virgens (Estados
Unidos)

Vietna

Vanuatu

llhas Wallis e Futuna
Samoa Ocidental
Iémen

lugoslavia

Africa do Sul

Zaire

Zambia

Zimbabue
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SVN
SWE
SWz
SYC
SYR
TCA
TCD

Eslovénia

Suécia

Suazilandia

Ilhas Seychelles
Siria

Ilhas Turks e Caicos
Chade
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Summary

BACKGROUND: Tuberculosis, one of the major airborigfectious
bacterial diseases, remains a major worldwide healtoblem. It is
estimated that there are about 1,700 new casegeperin Santa Catarina
State, Brazil. OBJECTIVE: In order to improve th€R sensitivity for
detection ofM. tuberculosign sputum samples, this study proposed the use
of glass beads as a modification in a routine matéor sputum treatment
that was used in the Laboratory of Molecular Bigi@nd Mycobacteria at
the Federal University of Santa Catarina, BraziENHODS: The study
comprised 120 sputum samples, 60 of which werdedewaith the routine
protocol, and 60 were treated with the modifiedtpeol using glass beads.
RESULTS: The samples treated with the routine matshowed 56.7%
(95% CI: 44.1-69.2) of sensitivity in 16S rRNA PGRd 81.7% (95% CI:
71.9-91.5) in 1S6110 PCR, when compared with théumer The samples
treated with the modified protocol showed 73.3%%9EI1: 62.1-84.5) of
sensitivity in 16S rRNA PCR and 100% of sensitivity IS6110 PCR.
CONCLUSION: These results showed that the modifiedtocol using
glass beads has greatly improved the mycobactetaction in sputum
samples when comparing with the routine protocol.

Key words: tuberculosis, molecular diagnosis, mycobacteria.
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INTRODUCTION

Tuberculosis (TB), one of the major airborne inifees bacterial diseases,
remains a major worldwide health probfeBrazil accounts for 31% of all
TB cases in the World Health Organization’s Latimé¥ican Regioh It is
estimated that there are 1,700 new cases/yeareirBthzilian State of
“Santa Catarina”. The state is among those withItlvgest rates of TB
incidence (27/100,000). However, some cities hayeakor higher rates
than the Brazilian incidence (45/100,000), as dtapnd “Joinville”, with
84.7 and 46.2 cases/100,000, respectivelfhe Nereu Ramos Hospital
(NRH) is a reference of inpatients with TB, and entre Laboratory of
Public Health (CLPH) is the reference for convemtb diagnosis of
mycobacteria in Santa Catarina. Accurate and edignosis of TB
followed by immediate treatment is essential foreffiective control of the
disease. This diagnosis, however, is not alwayy das to limitations of
traditional diagnostic tests: the acid-fast badiiFB) smear microscopy
has a quite low sensitivity, while Lowénstein-Jansalture is laborious and
time-consuming because culturildycobacterium tuberculosisan take
four to eight weeks"® Considering such limitations, other culture syste
were developed, like the Bactec 460 and MGIT 960syBtems (Becton-
Dickinson, USA). Advantages of these systems ireladperior recovery
rates, compared to Lowénstein-Jensen, and the absxtevaiting time for
positive results to about 15 diysHowever these systems are more
expansive than the traditional culture methodolegigther tests such as the
polymerase chain reaction (PCR) have emerged asiging alternatives to
improve the TB diagnosis. With PCR, mycobacteria’Ddan be detected
directly in clinical samples, offering better acacy and specificity than
AFB smear and greater speed than culture methoiésld§ However,
there is an inconsistency among studies using P¥S&ya, with variations in
specificity and especially sensitivity for mycoberta detection in clinical
samples. This occurs because these studies uskdledif methods for
sample treatments, DNA extraction, amplificatiord ashetection of PCR
product§®°1%! Two mycobacterial DNA sequences are candidates fo
TB diagnostic test: the insertion sequence of 19811 and the 16S rRNA
gené”. There are several commercial assays capable¢otdaycobacteria
in isolated and clinical specimens, like Cdbasmplicor M. tuberculosis
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(Roche, Germany), Amplified MTD assay (Gen-Probe., IngSA) and
GenoTyp& Mycobacteria Direct assay (Hain Lifescience, Gery)aSome
molecular assays provide information on drug resist in addition to
detectingM. tuberculosis as GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience,
Germany). However these methodologies are expensivethey have
become part of the routine in many laboratorie$oin-prevalence, high-
income countri€s The GeneXpeft System (Cepheid, USA) is a test
developed for simultaneous TB diagnosis and rifaimpiesistance directly
from sputum. This methodology is under evaluatiorBrazil and studies
about its cost-benefit and effectiveness will baciacted in Amazonas and
Rio de Janeiro States in 2012, lasting 18 monthse Taboratory of
Molecular Biology and Mycobacteria (LMBM) at Fedefadniversity of
Santa Catarina (FUSC), Brazil, has been assistitiy HRH and CLPH in
mycobacteria diagnosis of clinical samples usindesdar methods. The
main goal of this Lab is to expedite the diagnasighe treatment can start
as soon as possible, blocking disease transmiskiowever, the LMBM
did not have a satisfactory molecular detection sputum samples,
especially in paucibacillary cases. In order toriowe the PCR sensitivity,
this study proposed the use of glass beads as dicatidn in the routine
protocol for sputum treatment that was used in LMBMe sensibility of
the routine and modified protocols was analyzedandpared.

MATERIAL AND METHODS

Samples

The study comprised 120 sputum samples, 60 of wiire tested with the
routine protocol and 60 were tested with the medifprotocol using glass
beads. During one year (2010-2011), sputum sampdee obtained from

patients over 14 years old with a clinical diageasf pulmonary TB, and
admitted at NRH. They agreed to participate andegsiga free and informed
consent approved by the institutional ethics conmmitof the FUSC

(168/07). Patients treated with tuberculostatiasgéy than 15 days were
excluded. All samples were collected in the morninopder fasting

conditions, and were sent to LMBM. The bacilloscems performed in the
TB section of the CLPH. Each clinical sample wasiucad in Ogawa-

Kudoh medium at 37°C during four weeks, accordmthe manufacturer’s
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manual (Laborclifi-Brazil). Clinical samples were simultaneously
submitted to sputum treatment (routine or modifigdtocol) and DNA
extraction followed by PCR.

Sputum Treatment

The routine protocol was performed using approxatyad00uL of sputum
(3.0 mL steril plastic graduated Pasteur pipettastRbor-Brazil) with 200
pL  of N-acetyl-L-cysteine (100 mg/mL) (Sigma-Aldri¢hSA) and
vortexed vigorously during two minutes. After, 400 of 0.2N NaOH/1%
SDS were added (Sigma-Aldrich-USA) and vortexedrduthree minutes.
Further on 200uL of 5M potassium acetate (pH 5.0) was added and
vortexed during one minute and the mixture wasrdieged at 3000 x for
15 minutes at %C'. Approximately 500uL of the supernatant were
discarded and the remaining volume was used tespesd the pellet for
DNA extraction. The modified protocol followed tsame steps of routine
protocol; however, it was performed using a glagsetcontaining glass
beads, 1 and 2 mm, (Sigma-Aldrich-USA) in all varagitations. In both
protocol the decontamination and digestion werdizeg in about 50
minutes, considering that between each vortex tmitdahe samples stood
by 15 minutes in order to decrease the aerosol.

DNA Extraction

DNA extraction was performed using 1 mL of 5M Gudiné (guanidine
isothiocyanate 5M, Tris 0.1M pH 6.4, EDTA 0.5M pED8Triton X 100)
and 200uL of the precipitate obtained after the treatmengsputum using
the routine or modified protocol. The mixture waspk shaking overnight
and 50 pL of silica solution was added, mixed byeinsion during five
minutes, and followed by centrifugation at 130@ for one minute. The
supernatant was discarded, and the pellet washetmue in 500 pL of
washing solution (guanidine isothiocyanate 5M arés D.1M pH 6.4),
twice in 500 pL of 70% ethanol and once in 500 [filacetone. After each
wash out, centrifugation was performed at 130@ Xor one minute.
Following wash out, the pellet was dried at 56°€hydrated in 25 uL of
TE buffer (pH 7.4) and centrifuged at 9000gxfor five minutes. The
supernatant was transferred to another RNase-Di¥esenicrotub&.
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PCR assay

PCR mixture (20L) was performed using 2.0 uL of DNA extracted, 1.5
mM MgCl, (Invitrogerf-USA), 1U Taq DNA polymerase recombinant
(InvitrogerP-USA), F-285/Myc264 primef§'’ to amplify the partial 16S
rRNA gene and INS1/INS2 to recognized sequences 1S6110 (Table 1).
Positive (2.0 uL of DNA extracted froi. tuberculosisH37Rv strain) and
negative controls (without DNA) were also used #&onplification in all
reactions. The amplified products were resolve@garose gel containing
ethidium bromide. The specific fragments were Viged under ultraviolet
light. The PCR results were compared with AFB snmiroscopy (Ziehl-
Neelsen) using sputum samples (without samplesestrated) and Ogawa-
Kudoh culture.

Table 1.0ligonucleotide sequences and size amplified produ

Molecular Primer’s Size
Target (pb)
16S rRNA | F285 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) 1027

Myc264 (3'-TGCACACAGGCCACAAGGGA-5)
1S6110 INS1 (5'-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3") 245
INS2 (5'- GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3)

RESULTS

The sputum samples were paired carefully accorttirte amount of AFB
found in the smear microscopy (negative, < 1 AFB/1D+, 2+ or 3+) in
order to perform the comparison of the routine enadlified protocols. All
the 120 sputum samples were positive in the cul{@@0%), and 82%
(49/60) of each group analyzed were positive inktheilloscopy. From 60
samples tested by routine protocol, 36% (4/11) efative bacilloscopy
were detected in 1S6110 PCR and 8% (4/49) of thstige bacilloscopy
samples were not detected by PCR assay (tableh2seTsamples showed
56.7% (95% CI: 44.1-69.2) of sensitivity in 16S rRNPCR and 81.7%
(95% CI: 71.9-91.5) in 1S6110 PCR, when compareth whe culture
method.
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All samples (negative and positive bacilloscopy}ted with modified
protocol using glass beads were detected by PCRyagsble 3).
Comparing the culture and molecular tests, the dR®ISA PCR showed
73.3% (95% CI: 62.1-84.5) of sensitivity, while E® PCR presented
100% of sensitivity.

The evaluation of both protocols applied showed tha yield of modified
protocol was statistically significant in respeati§6110 PCR = 0.00))
but not statistically significant in respect to IBSIA PCR ¢ = 0.059 as
demonstrated in the Table 4.

Table 2. Comparison between AFB microscopy and 16S rRNAI&Ed 10
PCR in samples treated with routine protocol.

Number of AFB 16S rRNA 1S6110
sputum sample* | microscopy PCR PCR
34 + + +
11 + - +
4 + - -
4 - - +
7 - - -

* Ogawa-Kudoh culture positive, (-) negative res(#) positive result.

Table 3. Comparison between AFB microscopy and 16S rRNAI&&d 10

PCR in samples treated with modified protocol ugjtags beads

Number of AFB 16S rRNA 1S6110
sputum sample* microscopy PCR PCR
43 + + +
+ - +
- + +
10 - - +

* Ogawa-Kudoh culture positive, (-) negative res() positive result.
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Table 4. Yield comparison of 16S rRNA and 1S6110 PR assay in
routine and modified protocol applied on sputum samles

Routine Protocol Modified Protocol
PCR Number | Sensibility | Number | Sensibility
of samples (%) of samples (%)
posive | ¥ “
56,7 73,3
16S rRNA 26 16
negative
p = 0,052
positve | % 60
1S6110 81,7 100
. 11 -
negative
p =0,001
DISCUSSION

The worldwide spread of TB has created an urgeetl e rapid diagnosis
and effective treatment of active TB. The low stwisy of sputum smears
has been claimed to be the main responsible fodéfeyed detection of a
substantial number of TB cas&sResearch showed that patients become
more contagious as the delay progre¥sa@erefore, the PCR is the object
of an increasing research interest in an attempidade it as routine test.
The sensibility of PCR to detedfl. tuberculosisin clinical samples is
largely dependent of DNA extraction efficiency. Te@mmonly employed
methods of DNA isolation provide either low quaynt{tiue to incomplete
lysis of bacterial cell wall) or poor quality of DN resulting in low
sensitivity of the teét. Depending on the DNA extraction methods and
molecular target, the use of PCR may allow thedliete of a low number
(1 to 20 bacill) of organism genome in each chihiccamplé’. The
mycobacterial cell wall is a complex structure cosgd of lipophilic
molecules and polysaccharides. So its resistanmést lysis methods
employed for other bacterias. Cell wall disruptioan be achieved in
different ways: mechanical disruption, enzymatid ahemical lysis or the
combination of these techniqd&$’ After the cell wall disruption, a DNA
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purification step becomes essential in order tooramPCR inhibitors,
which can decrease the assay sensifititBeyond the use of different
methods of DNA extraction and purification, diffatemethodologies for
the liquefaction and decontamination of sputum atihé lack its
standardization may contribute to the interlabasatariation in the PCR
results.

The LMBM used to apply a routine protocol for DNAteaction of
mycobacteria which consisted of either sputum Nyddecysteine and
SDS treatment, followed by DNA purification. The adetyl-L-cysteine
markedly reduces the viscosity of mucoprotein sohg in vitro. Kubica
and co-workers (1963) described a technique wiolation of 0.5% N-
acetyl-L-cysteine and 2% NaOH in a citrate buffedigest sputufi. The
use of a detergent as SDS for mycobacterial cdlllygs was found to be
essential by most of the researcf®s The following steps in the routine
protocol that used silica particles were used fdADpurificatior?®. This is
the most important step to remove PCR inhibffoiBespite the association
of Kubica'’s technique to digest sputum, the usdeiérgent to promote the
chemical lysis and the DNA purification step, th®1BM did not have a
satisfactory molecular detection in sputum samplespecially in
paucibacillary cases. In order to improve the P@RsHivity to detect
mycobacteria in sputum samples, this study propdbedaddition of a
physical sputum treatment with prolonged vortexirging glass beads in
glass tubes as a modification in routine proto&blidies have shown that
the sputum homogenization by prolonged vortexinthwilass beads, may
have distributed bacilli more evenly and may han@edased the yield of the
AFB smear microscopy?® This mechanical procedure disrupts sputum
structure, separate clumps of mycobacteria, andesdrate bacilli, thereby
increasing the probability of their detectf@nOur results showed that the
modified protocol using glass beads increased ¢hsisvity of 1IS6110 and
16S rRNA. The increased sensitivity was statidijcsignificant in respect
to I1IS6110 PCRp = 0.00)). In all steps of the modified protocol, the sputu
samples were subjected to a harsh shaking condifitmogenization by
prolonged vortexing using glass beads in glassstubbe vortex agitation,
which promotes the friction between the beads abd glass wall, and the
use of N-acetyl-L-cysteine should help in the beggk of mycobacterial
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clusters. The release of mycobacteria increasesutface area, which
facilitates the SDS detergent and guanidine isotl@nate action in cell
wall disruption and, consequently, increases ttedyof DNA extraction
and the sensitivity of PCR assay. In this studyyas also verified that the
IS6110 PCR was more sensitive than the 16S rRNA ,P@iich was
expected since 1S6110 occurs with up to 20 copiethé M. tuberculosis
genome and the 16S rRNA occurs in a single copye gelowever, in a
laboratory routine for molecular diagnosis of myacteria, it is interesting
to use a gene as 16S rRNA, presenMiycobacteriumsp, to complement
the 1S6110 PCR result, because, although moretsend¥l. tuberculosis
strains lacking the 1S6116lement have been previously descriBéd™
Moreover, patients can also be infected by nontubeus mycobacteria,
which are detected by 16S rRNA PCR. It is worthyhtde that a potential
limitation in the design of our study consists e tuse of non-paired
samples in the sputum treatment protocols. Ideddgth routine and
modified protocol would be applied from the samatsm sample, but this
may not be feasible due to the following reasore TMBM receives low
volumes of sputum since inpatients frequently hdiWiculties to provide
higher amounts of sputum. Moreover, the samplesesaived as part of the
routine of the laboratory, so the volume of samples not enough to
divide them into aliquots, as were also used tdoper culture and AFB
smear microscopy. In addition, obtaining two sputamples (one for the
routine and other for the study) is often unfeasl@cause generally there is
no patient willingness to provide two sputum cdil@es. As the laboratory
did not have a satisfactory molecular detectionsputum samples, we
decided to add the glass beads in the routine gsodeherefore we paired
the samples carefully according to the AFB smeagdtive, < 1 AFB/100,
1+, 2+ or 3+) in order to compare the routine ardlifired protocols, which
did not invalidate our results. Despite the stuidyithtion, the use of the
modified protocol greatly improved the TB diagnosis our setting,
particularly paucibacilli cases with negative AFBnesar, reducing the
bacillus detection time directly from clinical salep. This is a great
contribution to our routine, mainly because abobf2of TB patients, in
Santa Catarina State, are co-infected with HIV,chhiend to be negative in
AFB smear microscopy. Moreover, the CLPH is acqgirihe MGIT® 960
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(Becton-Dickinson, USA) and the other nine pubdibdratories of the state
still use the Ogawa-Kud6hand bacilloscopy to TB diagnostic. Other
strengths of our study include that this methodplégy less costly than
available commercial methodologies so it is operatily feasible for
national TB programs in high burden regions, asté&a@atarina State,
Brazil. This work can be considered a pilot studyour State, and further
work, using larger sample sizes, is needed to oardur results.
CONCLUSION

The use of glass beads in the modified protocoldraatly improved the
mycobacteria detection in sputum samples when coadpaith the routine
protocol. The modified protocol could be usefutlie clinical samples that
present low sensitivity in AFB microscopy, espdgidhose samples that
are negative sputum by bacilloscopy. Moreover thisthodology is
applicable in a routine diagnosis of TB in high dem and low income
regions because its low cost when compared to coommhenethodologies.
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