Ministério da Educacéao
Universidade Federal de Goias
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica

Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Tropical e Saude Publica

SUELI LEMESDE AVILA ALVES

ANALISE DAS BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA A ISONIAZIDA
E RIFAMPICINA DE ISOLADOS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
OBTIDOS DE PACIENTES COM TUBERCULOSE NO ESTADO DE GOIAS.

Orientador: Prof. Dr. André Kipnis

Dissertacéo de Mestrado

Goiania-GO
2010



Ministério da Educacéao
Universidade Federal de Goias
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica

Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical e Saude Publica

SUELI LEMESDE AVILA ALVES

ANALISE DAS BASES MOLECULARES DA RESISTENCIA A ISONIAZIDA
E RIFAMPICINA DE ISOLADOS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
OBTIDOS DE PACIENTES COM TUBERCULOSE NO ESTADO DE GOIAS.

Orientador: Prof. Dr. André Kipnis

Dissertacdo apresentada ao
PPGMT/IPTSP/UFG como requisito parcial
para obtencéo do Grau de Mestre em
Medicina Tropical, area de

concentragcdo de Microbiologia.

Goiania-GO
2010



Dados I nter nacionais de Catalogacéo na Publicagdo na (CIP)
GPT/BC/UFG

Alves, Sueli Lemes de Avila.

Estudo de isolados de Mycobacterium tuberculosis
resistentes a isoniazida e rifampicina. Sueli Lemes de Avila
Alves 2010.

ix, 80 f.:il., figs, tabs.

Orientador: Prof. Dr. André Kipnis

Dissertacéo (Mestrado) — Universidade Federal de Goiés,
Instituto de Patologia Tropical e Saide Publica

Bibliografia

Inclui lista de figuras, abreviaturas, siglas e tabelas.

Apéndices.

1. TBMDR; 2.Rifampicina; 3. Isonizida; 4 Genes katG e
rpoB I. Analise das bases moleculares daresisténciaa
isoniazida e rifampicina de isolados de Mycobacterium
tubercul osis obtidos de pacientes com tubercul ose no estado
de Goias




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus filhos,

como exemplo de luta, perseveranca e forca de vontade.



Deve-se sempre seguir em frente

Ainda que as pernas estejam trémulas.

Robin Robers



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus por ter me dado fé para acreditar
gue seria capaz, forgas para resistir diante das dificuldades, e esperancas para

seguir em frente.

Ao meu amor, amigo e companheiro Reinaldo Porto, por confiar em mim,

estar ao meu lado nos momentos dificeis e incentivar-me a ndo desistir.

Ao meu orientador, Dr. André Kipnis por se disponibilizar a me orientar,
mesmo sabendo das dificuldades que eu Ihe causaria em funcéo dos varios
anos afastada da academia, da pouca disponibilidade de tempo e da quase

auséncia de conhecimento na &rea de Biologia Molecular.

A Dr?. Ana Paula Junqueira Kipnis pela colaboracdo nas correcdes da

dissertacao.

Aos colegas da Secao de Microbiologia/Micologia/ do LACEN-GO e em
especial aos colegas do Setor de Micobactérias, Ivanisio Gomes de Santana,
Héberson Alves de Oliveira e Maria Gasparina de Carvalho pela amizade e

apoio na recuperacéao dos isolados utilizados neste estudo.

A responsavel pelo setor de Ensino e Pesquisa/Lacen-GO, MSc Myriam

de Almeida por incentivar me a buscar novos conhecimentos.



Aos colegas da VISA/DPCISS/SMS em especial a MSc Zilah Candida
Pereira das Neves por compreender que o tempo gasto com a educacgao

retorna ao servico como trabalho de melhor qualidade.

A coordenadora Dra Ana Lucia S. Andrade e demais colegas do projeto
Vigipneumo (Vigilancia Epidemiol6égica Multinacional Latino para a Doenca
Pneumocdcica Invasiva), pelo carinho e amizade a mim dispensados neste

periodo que estivemos juntos.

Ao Dr. Jodo Alves de Araujo Filho pela disponibilidade em cooperar
com meu estudo e aos demais componentes da minha banca de qualificacéo,

Dr. Paulo Sucasas e Dr. Luiz Arthur pelas preciosas sugestoes.

Aos colegas do laboratorio de Bacteriologia Molecular pelo acolhimento,

amizade e colaboracéo.

A todos os professores e funcionérios do Instituto de Patologia Tropical

e Saude Publica que de uma forma ou outra contribuiram para este estudo.



LISTA DE QUADROS

QUADRO 1. Esquemas de tratamento para tuberculose utilizados

no Brasil de 1979 a 2009.

QUADRO 2. Esquema basico para adultos e adolescentes utilizado

a partir de 20009.

QUADRO 3. Esquema para multirresisténcia.

QUADRO 4. Mecanismos de acao e genes envolvidos com a

reisténcia a H e R em M. tuberculosis.

QUADRO 5. Causas potenciais de resisténcia a drogas em M.

tuberculosis.

QUADRO 6. Critérios de resisténcia do M. tuberculosis em meio de

LJ com drogas.

14

15

15

19

22

36



LISTA DE TABELAS

TABELA |. Caracteristicas dos pacientes portadores de TBMDR e com

monorresisténcia a uma das duas drogas (H ou R).

TABELA Il. Status para HIV, outras comorbidades e desfecho da

doenca nos pacientes portadores de TBMDR e monorresistentes.

TABELA lll. Correlagédo do motivo de retratamento com tipo de
tuberculose e esquemas utilizados para tratamento no momento da

coleta da amostra clinica.

TABELA 1V. Correlacédo dos esquemas de tratamento utilizados no

momento da coleta da amostra clinica e tipo de TB.

TABELA V. Correlagcédo da data da coleta, amostras clinicas,
resisténcia fenotipica a H e R e muta¢cbes observadas nos genes

katG e rpoB de isolados de M.tuberculosis.

44

46

a7

49

52



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Organizacdo do gene rpoB ressaltando as regifes e

cédons com mutacdes ja descritas pela literatura.

FIGURA 2. Esquema ilustrativo do TS pelo método das proporcdes.

FIGURA 3. Eletroferograma ilustrativo do sequenciamento do gene

rpoB.

FIGURA 4. Sequéncia do gene katG.

FIGURA 5. Sequéncia do gene katG.

FIGURA 6. Sequéncia do gene rpoB.

FIGURA 7. Sequéncia do gene rpoB.

17

37

50

53

54

55

56



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - Adenina

Asn - Asparagina

Arg - Arginina

AIDS - Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida
ATCC - American Tipical Clinical Collection
BAAR - Bacilos Alcool Acido Resistente

BCG - Bacilo Calmette Guerin

C - Citosina

CNCT - Centro Nacional de Controle da Tuberculose
CMTB - Complexo Mycobacterium tuberculosis
CTAB - Brometo de Cetiltrimetilamino

DFC - Dose Fixa Combinada

DNA - Acido desoxirribonucleico

dNTPs - desoxirribonuleotideo trifosfato

DOTS - Directly Observed Treatment Strategy
DPOC - Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
EA - Esquema Alternativo

E. coli - Escherichia coli

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

E | - Esquema |

E IR - Esquema IR

E Ill - Esquema llI

E - Etambutol

Et - Etionamida

G - Guanina

G - Aceleragéo da gravidade

GC - Guanina-Citosina

Gly - Glicina

His - Histidina

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana
H37Rv - Cepa padrdo de Mycobacterium tuberculosis
H - Isoniazida

IS - Sequencia de insercéo

Kb - Kilobases

L - Levofloxacina

LAM - Latino Americana Mediterraneo

LPS - Longa Sequéncia de Polimorfismo

LCR - Liquido Céfalo Raquidiano

LJ - Lowenstein-Jensen

M - Molar

MB - Milhdes de Bases

MDR - Multidroga Resistente

MIRU - Mycobacterial Interpersal Repetitive Units
MNT - Micobactérias Nao Tuberculosas



MOTT - Mycobacterium Other Than Tuberculosis

Ng - Nanogramas

P - Acido Para-aminosalicilico

Pb - Pares de Bases

PCR - Reacao da polimerase em cadeia

PNB - Acido p-nitrobenzoéico

PNCT - Programa Nacional de Controle da Tuberculose
Pro - Prolina

PQT - Poliquimioterapia

R - Rifampicina

RD - Regiéo Diferenciadora

RNA - Acido Ribonucleico

RFLP - Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo
rpm - rotagdes por minuto

rRNA - Acido ribonucleico ribossémico

RRDR - Regido de Determinacgéo da Resisténcia a Rifampicina
S - Estreptomicina

SDS - Dodecil Sulfato de Sadio

Ser - serina

T - Timina

TB - Tuberculose

TBE - Tris-Borato-EDTA

TBMDR - Tuberculose multidrogas resistente

TBXDR - Tuberculose extensivamente drogas resistente
TCH - Hidrazida do &cido tiofeno 2 carboxilico

TE - Tris — EDTA

Thr - Treonina

tRNA - RNA transportador

TS - Teste de Suscetibilidade

Tyr - Tirosina

VNTR — Repeticbes em tandem de numeros variaveis
Z - Pirazinamida



RESUMO

A tuberculose multidroga resistente representa um desafio em escala
mundial. O diagnostico rapido através de técnicas moleculares é capaz de
proporcionar uma terapéutica inicial mais agressiva e adequada. Este trabalho
teve como objetivo analisar as bases moleculares da resisténcia a isoniazida (H)
e rifampicina (R) de cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas de casos de
tuberculose em Goias e determinar geneticamente as causas destas
resisténcias. Do total de 4.607 culturas para micobactérias realizadas no periodo
de setembro 2005 a dezembro de 2007, foram analisados 24 isolados de 16
pacientes resistentes a H e/ou R. Os resultados obtidos dos testes fenotipicos de
sensibilidade aos antimicrobianos foram comparados as mutacdes observadas
nos principais genes responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia a estas
drogas, gene rpoB para isolados resistentes a R e gene katG para os isolados
resistentes a H. Dentre os 24 isolados, 71% eram fenotipicamente resistentes a
H e as unicas mutacdes envolvidas com resisténcia foram observadas no codon
315 (41%). Dos isolados resistentes a R (71%), foram observadas mutacdes nos
cédons 456 (76,5%), 451 (17,6%) e 447 (5,9%). Nossos achados estdo em
concordancia com as principais mutacdes observadas nos isolados resistentes a
R elou H descritos na literatura. O percentual de concordancia entre os testes
fenotipicos e genotipicos foi de 41% para H e 94% para R considerando o
namero de isolados e de 40% e 91% respectivamente considerando-se o nUmero
de pacientes.

Palavras Chaves: TBMDR, Rifampicina, Isoniazida, genes katG e rpoB.
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SUMMARY

Multidrug-resistant tuberculosis is a challenge worldwide. Rapid
diagnosis by molecular techniques can provide a more aggressive and
appropriate initial therapy. This study aimed to analyze the molecular basis of
resistance to isoniazid (INH) and rifampin (R) of Mycobacterium tuberculosis
strains isolated from cases of human tuberculosis in Goias and to genetically
determine the causes of the observed resistances. Of the 4.607 cultures for
mycobacteria processed in the period of September of 2005 and December of
2007, 24 isolates from 16 patients resistant to at least H and/or R were
analyzed. We compared the results obtained by phenotypic tests with mutations
in key genes responsible for the development of resistance to these drugs, the
rpoB gene for isolates resistant to R and katG gene for strains resistant to H.
Seventy one percent of the isolates were resistant to H, and the mutations
involved with resistance observed in the katG gene were in codon 315 (41%).
The most frequent mutations observed in the rpoB gene of the R resistant
isolates (71%) were in codons 456 (76.5%) and 451 (17.6%). Our findings are
similar to those reported in the literature. We conclude that the percentage of
agreement between genotypic and phenotypic tests was 41% for H and 94% for
R considering the number of isolates and 40% and 91%, respectively
considering the number of patients.

Keywords: MDR-TB, Rifampicin, Isoniazid, katG and rpoB genes.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

A tuberculose (TB) é uma doenca cronica que existe desde os tempos
de Hipécrates, denominada também de tisica, palavra de origem grega que
significa definhar. Conhecida também como Peste Branca e intitulada por John
Bunyan na metade do século XVII como “Capita da Morte Humana” (Ducati et
al. 2006). A observacao do nivel de conservacdo dos genes de Mycobacterium
tuberculosis, a pobreza de mutacGes e dados de analise de delecdo do
genoma levam a hipotese de que os modernos organismos de M. tuberculosis
provém de uma evolu¢do de 15.000 a 20.000 anos (Mathema et al. 2006,
Sreevatsan et al. 1997, Brosch et al. 2002).

A doenca € causada por bactérias do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB) e sua apresentacédo clinica € caracterizada principalmente
pelo comprometimento dos pulm&es (forma pulmonar) podendo atingir também
outros sitios anatdémicos (extrapulmonar) ou ocorrer de maneira disseminada que
€ denominada de tuberculose miliar (Ducati et al. 2006, Pandolfi et al. 2007).

Embora o microrganismo possa se instalar em qualquer érgdo ou tecido
do corpo humano, a forma pulmonar é a Unica com importancia epidemiolégica,
por ser responsavel pela manutencéo da cadeia de transmisséo (Silva & Boechat
2004).

Atualmente, ainda permanece como um sério problema de saude publica

em todo o mundo, com altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente



em paises em desenvolvimento. Acomete preferencialmente pessoas na faixa
etaria mais produtiva da vida, compreendida entre 15 e 49 anos (van Soolingen

2001).

A doenca ativa se desenvolve a partir de uma infeccdo primaria ou por
reativacdo endogena de uma infeccdo antiga podendo ocorrer também re-
infeccdo exdgena (Warren et al. 2004).

Nos ultimos anos, além do aumento no numero de casos nos paises
pobres de recursos, também re-emergiu em nacdes desenvolvidas, como
consequéncia do aumento na imigracdo, sinergismo com a epidemia do virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV) e falta de priorizacdo dos programas de controle
em saude publica (Lazzarini et al. 2007).

Apesar de ja existirem recursos tecnoldgicos capazes de promover seu
controle, ainda ndo ha perspectiva de obter-se, em futuro préximo, sua
erradicacdo, a ndo ser que novas vacinas ou tratamentos sejam descobertos.
Além disso, a associacdo da tuberculose com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) representa um novo desafio em escala mundial (Boffo et al.
2004).

Apés o desenvolvimento de quimioterapicos especificos para a
tuberculose, acreditou-se que a doenca seria erradicada, contudo, houve
reducdo nos investimentos em pesquisas e programas de controle, além de
outros fatores como o0 advento da SIDA/AIDS, movimentos populacionais e o
surgimento de linhagens multidroga resistentes, fazendo com que a doenca
atingisse proporcdes alarmantes e hoje consiste em umas das principais

causas de mortes por doenca infecciosa por um Unico agente no mundo



(Raviglione et al. 1995). Na tentativa de conter o problema a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) tem lancado estratégias como DOTS (Directly
Observed Treatment Strategy), DOTS Plus e STOP TB que tém por objetivo
padronizar acbes e promover parcerias que contribuam para o fortalecimento
dos profissionais e sistemas de saude além de permitir que paises em
desenvolvimento com altas taxas da doenga tenham acesso aos medicamentos
de boa qualidade, com baixo custo, inclusive para a tuberculose multidroga
resistente/TBMDR (Johnson et al. 2006, Fu & Shinnick 2007, Amukoye 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude, através da estratégia STOP TB e
baseado nas Metas de Desenvolvimento do Milénio, espera reduzir a metade a
incidéncia e a mortalidade por TB até 2015, em relagdo ao ano de 1990 e, como
meta de longo prazo, eliminar a doenca como problema de saude publica até o
ano 2050. Para isso foram propostas metas mais rigorosas para avaliacdo do
impacto da estratégia DOTS que € composta de cinco elementos para o controle
da TB: a) compromisso politico, b) deteccdo de casos por baciloscopia c)
tratamentos diretamente observados com esquemas padronizados d) sistema
regular e ininterrupto de suprimento de drogas e) sistema de registro de
notificacdes (Dye et al. 2005, Johnson et al. 2006).

A tipagem molecular, baseada em marcadores genéticos, permite a rapida
deteccdo e identificacdo de micobactérias em nivel de espécie dentro do
complexo M. tuberculosis (CMTB), bem como fornece ferramentas Uteis para
analisar a transmissao e a evolucao destes microrganismos. Através de analises
do genoma esta sendo possivel organizar a estrutura da populacdo mundial de

M. tuberculosis (Lazzarini et al. 2008). Os avancos na area de diagndstico



laboratorial permitiram a realizacdo de teste de suscetibilidade a drogas de
segunda linha, caracterizagcao e tipagem molecular de membros do complexo M.
tuberculosis atualmente utilizadas na maioria dos laboratérios de micobactérias.
Nos ultimos anos tem sido desenvolvidas uma grande variedade de ferramentas

para a tipagem genética molecular destes isolados (Diguimbaye et al. 2006).

1.2 CARACTERISTICAS DAS MICOBACTERIAS

As micobactérias estdo posicionadas taxonomicamente na Ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, Género Mycobacterium que
compreende as espécies do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB),
responsaveis pela doenca em humanos e animais e Mycobacterium Other Than
Tuberculosis (MOTT), atualmente designadas como Micobactérias N&ao
Tuberculosas (MNT) que contam com mais de 125 espécies descritas (Brosch et
al. 2002). Pertencem ao CMTB as espécies M. tuberculosis, (principal
responsavel pela tuberculose em humanos), M. bovis (responsavel pela doenca
em bovinos e humanos) e M. africanum responsavel pela tuberculose em
humanos, encontrada no leste e oeste da Africa (Koneman et al. 2001; Brosch et
al. 2002). Alguns autores citam também M. microti, M. caprae e M. pinnipedii
como pertencentes ao CMTB. A espécie M. Canetti citada por alguns autores
como pertencente ao complexo (Arnold 2006), foi descrita inicialmente por
Canetti em 1969 e de acordo com Euzeby ainda néo foi oficialmente reconhecida
como membro do CMTB (Euzeby, 2009). Segundo Brosch (2002), M.canetti é

uma variante lisa de M. tuberculosis, muito rara, geralmente isolada de pacientes



africanos ou que tenham contato com esta regiao. Embora apresente sequéncia
16S rRNA idéntica a outros membros do complexo difere em muitos aspectos
incluindo polimorfismo genético, niumero de copias de 1S1081, morfologia da

colénia e conteudo lipidico da parede celular.

De acordo com a edi¢cdo de 1986 do Bergey’'s Manual as cepas classicas
do CMTB podem ser diferenciadas fenotipicamente das demais espécies do
complexo, porém, varios parametros como analise de extratos antigénicos e
estudos de homologia antigénica indicam que todas as espécies do complexo
representam uma unica espécie (Wayn & Kubica 1986). Geneticamente, todos 0s
membros deste complexo s&o extremamente similares apresentando 99,9% de
identidade do rRNA 16S (Chimara et al. 2004). Embora os estudos evidenciem
gue os membros deste complexo constituam de fato uma Unica espécie, por
razdes ligadas a importancia médica e veterinaria do grupo, tais como poder
patogénico e espectro de hospedeiros de cada espécie, a nomenclatura

permanece (Niero & Le&do 2004).

Sao bactérias aerdbias, imoveis, ndo esporuladas, ndo encapsuladas, em
forma de bastonetes curvos ou retos, medem de 1 a 10 um de comprimento por
0,2 a 0,6 um de largura. Possuem alto conteudo lipidico na sua parede celular
(cerca de 60% do seu peso seco) constituidos de acidos graxos de cadeia longa,
denominados de acidos micolicos que Ihes confere a propriedade morfotintorial
da alcool-acido resisténcia que é a caracteristica mais importante deste género.
Devido a capacidade de resistir a descoloracdo pelo &lcool e &cido sédo
designados de bacilos alcool-acido resistentes, ou BAAR (Jawetz et al. 2000;

Adekambi & Drancourt 2004).



O M. tuberculosis, principal espécie do género, tem tempo de geracdo de
18 horas em meio de Loweinstein-Jensen (LJ), ou seja, requer mais de sete dias
para produzir coldnias visiveis em meios de cultura sélidos como LJ que é
composto por glicerol e asparagina como principais fontes de carbono e
nitrogénio, respectivamente (Pandolfi et al. 2007). Em meio de LJ desenvolvem-
se como colénias ndo pigmentadas que ao microscépio 6ptico e coloracdo de
Ziehl-Neelsen apresentam-se na forma de ramos alongados e tortuosos
conhecidos como cordas. A presenca de cordas na baciloscopia é indicativa de

viruléncia, ou seja, CMTB (Hunter et al. 2006).

1.3 PATOGENIA

Em 1722, Benjamin Marten levantou a hipotese de que a doenca era
transmitida de um individuo a outro, através da tosse de uma pessoa doente e
inalacdo por outra pessoa saudavel. Em 1865 Jean-Antoine Villemin demonstrou
formalmente através de experimentos com coelhos que a tuberculose era uma
doenca contagiosa. Em 1882, Robert Koch isolou e cultivou o M. tuberculosis

extraido de tubérculos triturados (Ducati et al. 2006).

A patogenicidade do M. tuberculosis depende de sua capacidade de
sobreviver e crescer dentro das células do hospedeiro. O bacilo ndo produz
toxinas demonstraveis, porém, quando envolvido pelos macréfagos, inibe a fusao

das vesiculas fagociticas com os lisossomos (Pandolfi et al. 2007).



A tuberculose € uma doenca que afeta principalmente os pulmdes e tem
inicio com uma reacdo inflamatdria inespecifica progredindo para uma reacao
granulomatosa que limita a disseminacdo dos bacilos. Na maioria dos casos de
infeccdo primaria estas lesdes evoluem favoravelmente embora alguns bacilos
possam persistir viaveis nos tecidos por meses ou décadas. Uma vez que a
resposta imune ndo consegue erradicar definitivamente o patdégeno, é
estabelecida uma infeccdo cronica com um complexo mecanismo de regulacéo
da resposta imunoldgica decorrente da interacdo entre hospedeiro e patégeno,
nesta situacdo (Botasso et al. 2007).

O sistema imune é capaz de conter a evolugédo de infec¢do para doenca
em 90% dos individuos. Apenas dez por cento (10%) dos individuos vao
desenvolver tuberculose ativa apds um periodo de laténcia que pode variar de
semanas a muitas décadas e de um modo geral com varias apresentacoes
clinicas variando de subclinica a potencialmente fatal, podendo envolver
qgualquer 6rgdo (Pandolfi et al. 2007). A patogenicidade exata do bacilo e os
fatores que determinam a grande variabilidade no curso da infeccao
permanecem apenas parcialmente esclarecidos (Dormans et al. 2004), porém,
acredita-se que os bacilos possam permanecer vivos no interior dos granulomas
durante toda a vida do individuo reativando-se diante de condi¢des favoraveis ao
seu desenvolvimento sendo que o risco de desenvolver a doenca é maior nos
dois primeiros anos apos a infeccao (Pandolfi et al. 2007). O individuo portador
pode sofrer uma reducdo de sua capacidade em responder a infeccao sob
algumas condi¢cdes como por exemplo o uso de corticdides e outras drogas

imunossupressoras, 0 desenvolvimento de certas doengas como diabetes



mellitus e a infec¢ao pelo virus HIV favorecendo o desenvolvimento de doenca
ativa (American Thoracic Society, 2000). Individuos com infeccdo latente, ou
seja, que ndo apresentam a doenca em sua forma ativa, ndo transmitem os

bacilos (Pandolfi et al. 2007).

TB recorrente € a nova ocorréncia da doenga ap6s um prévio episédio que
tenha sido considerado clinicamente curado. Em geral a tuberculose ativa pode
ocorrer devido a uma infeccéo recente ou reativacdo enddgena de uma infeccéo

prévia (Mathema et al. 2006).

A progressao de infeccao para doenca ou cura é regulada pela integridade
do sistema imunologico através do qual pode ocorrer a eliminagdo imediata do
microrganismo e/ou a condicdo de laténcia ou faléncia destes mecanismos e

desenvolvimento de doenca ativa (Ducati et al. 2006).

Existem acentuadas diferencas na capacidade das varias espécies de

micobactérias de causar lesbes em hospedeiros diferentes. Tanto o M. bovis

como o M. tuberculosis sao igualmente patogénicos para os humanos e a via de
infeccao (respiratéria versus intestinal por exemplo), vai determinar o padrdo das

lesdes e sintomatologia (Jawetz et al. 2000).



1.4 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que 1/3 da populacdo mundial esteja infectada com o bacilo da
tuberculose resultando em dois milhdes de mortes anualmente e oito milhdes de
casos novos por ano (Anthony et al. 2005).

A OMS alerta que se a efetividade dos programas de controle da doenca
ndo obtiver melhoras substanciais, o numero de casos passara de 200 milhdes
em 2001 para perto de 1 (um) bilhdo em 2020 (Kanduma et al. 2003).

Dois dos grandes problemas no controle da doenca séao a co-infec¢gdo com
o virus HIV e a resisténcia as drogas usadas atualmente para o tratamento (van
Soolingen et al. 2001).

De acordo com o décimo terceiro relato anual da OMS sobre tuberculose,
em 2007 havia no mundo todo, 9,27 milhdes de casos de tuberculose com uma
taxa de incidéncia de 139/100.000 habitantes (Donald & van Helden 2009). O
Brasil apresenta o maior numero de casos da Ameérica Latina, com taxa de
incidéncia de 48 novos casos/100.000 habitantes e taxa de prevaléncia de
60/100.000 obtendo nos ultimos anos uma melhoria no ranking dos 22 paises
prioritdrios em programas de controle da OMS passando do 16° lugar em 2006
para 0 18° em 2007 (OMS 2008).

Segundo informac¢des do Ministério da Saude, no Brasil, 70% dos casos

estdo concentrados em 315 dos 5.565 municipios existentes no pais.

Na distribuicdo de casos por unidade federada, os estados do Rio de

Janeiro e Amazonas possuem as maiores taxas de incidéncia com

71,7/100.000 habitantes e 66,9/100.000 habitantes, respectivamente.



Pernambuco, Para, Rio Grande do Sul, Bahia, Cearda, Acre, Alagoas e
Maranhdo possuem taxas de incidéncia superiores a 38,2 casos por 100.000
habitantes. Goias (8,6), Distrito Federal (12,0) e Tocantins (15,5) sdo os
estados com os menores valores de incidéncia no pais (Brasil 2009).
Considerando-se por regifes a que apresenta maior incidéncia € a Norte com
48,2/100.000 habitantes, seguida pelo Sudeste, com 45,5/100.000, o Nordeste,
com 43,1/100.000, o Sul, com 30,4/100.000, e por ultimo, o Centro-Oeste, com
27,9/100.000 (Brasil 2009)*.

De acordo com estudo de Brito e colaboradores (2004), no estado do Rio
de Janeiro a maior notificacéo é feita pela capital, municipio do Rio de Janeiro
sendo que 30% dos casos diagnosticados tém origem em hospitais (Brito et al.

2004).

1.5 TRATAMENTO

As drogas usadas no tratamento da tuberculose destroem as
micobactérias patogénicas, mas paradoxalmente, podem selecionar o0s
microrganismos resistentes para os quais as drogas tornam-se ineficientes
(Johnson et al. 2006). Antes da descoberta de antibidticos especificos para o
tratamento da tuberculose, a doenca nao tinha cura e a mortalidade era de 50 a
60%. Naquela época o tratamento era realizado em unidades hospitalares,
denominadas de sanatoérios e constituia-se de repouso, ar fresco, banhos de sol
e dieta saudavel (Ducati et al. 2006). Com a introducdo de drogas especificas, na

década de 50 e desenvolvimento de novas drogas acompanhadas da
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implantacdo de regimes especificos na década de 80, a chance de cura passou a
ser de 98%, acreditando-se a partir dai em uma possivel erradicacédo da doenca

(Brasil 2002).

Logo apos a introducdo das primeiras drogas para o tratamento da
tuberculose, (estreptomicina, &cido para-aminosalicilico e isoniazida), foram
observadas resisténcias clinicas nos isolados de M. tuberculosis (Crofton &
Mitchison 1948, Siddigi et al. 2007). Estudos sobre resisténcia as drogas em
varios paises na década de 1960 demonstraram que 0s paises em
desenvolvimento apresentavam maior incidéncia de resisténcia a drogas do que
paises desenvolvidos (Espinal 2003). A resisténcia aos tuberculostaticos é
conhecida desde a descoberta da primeira droga anti-TB, a estreptomicina, em
1944, e a presenca de mutantes resistentes em populacdes selvagens tém sido
bastante documentadas. A vigilancia da resisténcia primaria (Qquando o paciente
ja se infecta com um microrganismo resistente) e adquirida (quando a resisténcia
surge ap6s o inicio do tratamento) € importante para o conhecimento da
gualidade dos programas, da quimioterapia empregada e deteccao de erros nos

respectivos tratamentos anteriores (Bostanadab et al. 2007).

Estudos in vitro mostraram que no M. tuberculosis a mutacdo espontanea,
(que ocorre independente do contato prévio com a droga), € a principal causa do
desenvolvimento da resisténcia, enquanto que a pressdo seletiva aos
antimicrobianos pode estar a frente do aumento acentuado de mutantes
resistentes as drogas (Mathema et al. 2006). Mutantes resistentes a qualquer

droga estao presentes naturalmente em qualquer grande populagéo bacteriana,

independente de exposicdo prévia a drogas (Johnsons et al. 2006, Paramasivan
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& Venkataraman 2004). A cronicidade da doenca e longo tempo necessario para
seu tratamento com antibidticos leva ao aparecimento de bacilos resistentes a
drogas. A utilizacdo de pelo menos trés drogas no tratamento da tuberculose
minimiza o risco de desenvolvimento destas cepas resistentes, e garante o

sucesso da cura.

O tratamento inconsistente ou parcial da doenca favorece o surgimento
de cepas multirresistentes. As mutacdes que conferem resisténcia Sdo processos
espontaneos cujas frequéncias ocorrem na taxa de 1x10%. Em estudos
epidemioldgicos observa-se uma propor¢cdo entre bacilos resistentes e sensiveis
da ordem de 1x10° para isoniazida e 1x10° para rifampicina e menos do que

1x10™ para ambas simultaneamente (Sharma et al. 2006, Siddiqi et al. 2007).

A terapia combinada com varias drogas € essencial para diminuir a
incidéncia de resisténcia durante o tratamento. A selecdo de mutantes
resistentes pode ocorrer quando os pacientes sdo tratados inadequadamente ou
S840 expostos, mesmo que transitoriamente a doses sub-terapéuticas levando a
pressao seletiva para emergéncia e manutengcédo de microrganismos resistentes
(Mathema et al. 2006). Nos casos de TBMDR o tratamento € realizado com
drogas denominadas de “segunda linha” que sdo mais caras, mais toxicas e
menos eficazes que as de primeira linha. O tempo minimo de tratamento para
TBMDR é de 18 meses e deve ser feito sob monitoramento e supervisdo. Os
pacientes devem receber aconselhamento no sentido de que o desenvolvimento
de resisténcia a estas drogas esgota as possibilidades de tratamento (Raviglione

et al. 2007, Chan et al. 2004).
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No Brasil, a estreptomicina era usada como a Uunica droga nho
tratamento da tuberculose até a descoberta do acido para-aminosalicilico em
1946 quando o tratamento passou a ser a associacdo das duas drogas para
evitar a emergéncia da resisténcia observada nos esquemas monoterapicos.
Em 1952, a isoniazida passou a fazer parte da politerapia, porque, naquele
ano foi descoberta a sua eficacia contra o bacilo da tuberculose (Hijjar et al.
2007). No final da década de cinquenta, Fraga e colaboradores realizaram
estudo no Laboratorio Central de Tuberculose do Rio de Janeiro
demonstrando alta frequéncia de resisténcia a pelo menos duas das drogas
usadas nos pacientes com tuberculose. Esta situacdo levou o CNCT (Centro
Nacional de Controle da Tuberculose), em 1964, a padronizar os esquemas de
tratamento, isto €, selecdo dos medicamentos, tempo de uso e dosagens de
acordo com o histérico clinico/quimioterapico dos pacientes (Hijjar et al. 2007,
Brasil 2002).

Em 1979 ocorreu nova modificacdo do esquema quimioterapico passando
a ser composto pela R, H e pirazinamida (Z), com duracdo de seis meses
(esquema 2RHZ/4RH) para os pacientes sem tratamento anterior. O esquema de
seis meses usado atualmente e mostrado no Quadro 1 é eficaz e menos tdxico.
O Ministério da Saude est4d propondo uma mudanca de tratamento com a
introducdo do etambutol como quarto farmaco na fase intensiva do tratamento
(dois primeiros meses) do esquema basico (Quadro 2).

A introducdo do etambutol é justificada pelos aumentos da resisténcia
priméria a isoniazida de 4,4% para 6,0% e resisténcia priméria a isoniazida

associada a rifampicina de 1,1 para 1,4%, observados nos dados preliminares do
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Il Inquérito Nacional de resisténcia aos farmacos anti TB do qual participaram 6
estados (BA, MG, SP, SC, RS, RJ) além do Distrito Federal, conduzido em 2007
e 2008, em comparacdo com os resultados do | Inquérito Nacional, realizado no
periodo de 1995 a 1997 (Brasil 2009)°. Estas trés drogas mais o etambutol (E)
séo consideradas drogas de 12 linha, as quais sdo usadas no tratamento da TB e
capazes de produzir uma atividade esterilizante em tratamento de curto prazo

(Johnson et al. 2006).

Quadro 1. Esquemas de tratamento para TB utilizados no Brasil de 1979 a 20009.

Situacéo Tempo/Tratamento
Sem tratamento anterior: Esquema | 2RHZ/4RH
Com tratamento anterior: Esqg. IR 2RHZE/4RHE
Recidivante ou retorno apés abandono:
Meningite Tuberculosa: Esquema Il 2RHZ/7RH
Faléncia dos Esquemas | ou IR: Esquema llI 3SEtEZ/9EtLE

Fonte: Brasil 2004.
Siglas adotadas pela OMS: (R) rifampicina; (H) isoniazida; (Z) pirazinamida; (E)

etambutol; (S) estreptomicina; (Et) etionamida.

Assim, em 2010 devera ser lancada no Brasil a nova apresentacédo do
farmaco, DFC (dose fixa combinada) também conhecido como “quatro em um”
para ser utilizado na fase intensiva do tratamento. A vantagem dessa terapia €
gue ela aumenta a efetividade e a eficacia do tratamento com a inclusédo de
uma quarta droga em um mesmo comprimido, o que reduz o abandono e
melhora a adesdo ao tratamento além da queda no valor do tratamento por

paciente de US$ 40 para US$ 30. Cada comprimido do novo esquema de
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tratamento contém rifampicina 150mg, isoniazida 75mg, pirazinamida 400mg e

etambutol 275mg. O novo esquema terapéutico sera usado nos dois primeiros

meses dos novos tratamentos e o restante da terapia, que dura mais quatro

meses, sera feita com as drogas usadas atualmente (Quadro 2). Dessa forma,

continuardo em uso duas das quatro drogas em um mesmo comprimido,

conhecido como “dois em um”. Portanto, tanto 0os pacientes novos quanto 0s

antigos cumprirdo o mesmo esquema terapéutico nos ultimos quatro meses de

tratamento. Foi proposto também o esquema de tratamento padronizado para

casos de TBMDR, conforme quadro 3 (Brasil 2009).

Quadro 2. Esquema Basico (EB - 2RHZE/4RH) para adultos e adolescentes,

utilizado a partir de 2009.

Regime Farmacos/Concentracao Duracéao
1 RHZE RHZE -150/75/400/275 mg

Fase intensiva Comprimido em DFC 2meses
4 RH RH — 300/200 ou 150/100mg

Fase de manutencao Céapsula ou comprimido 4 meses

Fonte: Brasil 2009°. Siglas: DFC (Dose fixa combinada); R (rifampicina); H
(isoniazida); Z (pirazinamida); E (etambutol).

Quadro 3. Esquema para multirresisténcia (EMR — 2S5ELZT/4S3ELZT/12ELT).

Regime Farmaco Duracao
2S5ELZT Estreptomicina, etambutol,

levofloxacina, pirazinamida,
Fase intensiva terizidona. 2 meses
12 etapa
AS3ELZT Estreptomicina, etambutol,

levofloxacina, pirazinamida,
Fase intensiva terizidona. 4 meses
22 etapa
12 ELT Etambutol, levofloxacina, 12 meses
Fase de manutencao. terizidona.

Fonte: Brasil 20097.

Siglas: S (estreptomicina); E (etambutol); L (levofloxacina);

(terizidona).

Z (pirazinamida); T

15




A deteccdo precoce da resisténcia a drogas em isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis é imprescindivel ndo apenas para o tratamento
adequado, como também para prevenir a disseminacdo de microrganismos

resistentes (Amukoye 2008).

1.5.1 Rifampicina

A rifampicina € um farmaco lipofilico, altamente ativo contra micobactérias
gue foi introduzido para tratamento da tuberculose em 1970 (Cunha e Frota
2005). Pode ser considerada como um marcador para a multirresisténcia aos
farmacos porque raramente observa-se monorresisténcia a ela o que sugere que
a mesma leve a rapida selecdo de mutantes resistentes a outras drogas do
esquema de curta duragdo (Campos 1999, Miotto et al. 2006). A resisténcia a R
tem sido atribuida a mudancas estruturais da RNA polimerase, produto da
expressdo do gene rpoB o que leva a ligagcdo pouco eficiente do farmaco ao seu

alvo (Carvalho et al. 2007, Rosseti et al. 2002).

Estudos de sequenciamento de DNA tém demonstrado que mais de 95%
dos isolados resistentes a R apresentam mutacao na regido de 81 pb, entre as
bases 1276 e 1356 (cédons 432 a 458 no gene rpoB de M. tuberculosis
correspondentes aos cédons 507 a 534 no gene rpoB de Escherichia coli), da
subunidade B da RNA polimerase. Esta regido denominada de RRDR (Regido de

Determinacdo de Resisténcia a Rifampicina) € sabidamente a regido

determinante para a resisténcia a R e usada como ponto alvo para métodos de
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sondas e sequenciamento (Rigouts et al. 2007, Bostanadab et al. 2007). Como ja
foram descritas também mutacdes fora desta regido (como por exemplo, nos
cédons 176, 486, 496 e 497, 558 e 598 (Figura 1), € recomendado que, quando
os estudos genéticos da regido | visando a deteccao da resisténcia a R falharem,
0 gene rpoB deve ser sequenciado inteiro para prevenir demoras desnecessarias

no diagnéstico da TBMDR (Heep et al. 2001, Jenkins et al. 2005).

Regido | ou RRDR Regido 2
= | | | [=

|176| |432| |458| |486| |496||497| |558| |598|

Figura 1. Organizacéo do gene rpoB ressaltando as regifes e cédons com
mutacdes ja descritas pela literatura.

E importante determinar a distribuicio das mutacdes que levam as
resisténcias em cada pais através da introducdo de rotinas diagnosticas de
testes moleculares a fim de controlar a disseminacdo da doenca, incluindo a
investigacdo apropriada de casos através de diagnodsticos réapidos e inicio

imediato da quimioterapia efetiva (Bostanadab et al. 2007).

Vérias técnicas foram desenvolvidas para detectar a resisténcia a R
como: teste de suscetibilidade, bioluminescéncia, citometria de fluxo e
identificacdo molecular através de pesquisa de alteragbes no gene rpoB,

responsavel por esta resisténcia (Sachan et al. 2002).
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1.5.2 Isoniazida.

A isoniazida € o mais antigo farmaco sintético efetivo contra a tuberculose
e reconhecido desde 1952 como potente agente contra o M. tuberculosis. A
droga tem uma estrutura quimica simples e modo de acdo bastante complexo.
A sua elevada poténcia pode ser justificada devido a droga possuir varios alvos
dentro da célula micobacteriana. O farmaco entra na célula por difusdo passiva
e inicialmente nao € toxico para a célula micobacteriana porque funciona como
uma pré-droga. Posteriormente € ativado pela enzima catalase peroxidase
codificada pelo gene katG da micobactéria, passando entdo a inibir a
biossintese dos acidos micolicos que compdem a parede celular, tornando a

bactéria suscetivel aos radicais de oxigénio e outros fatores do meio (Timmins

et al. 2006, Cunha & Frota 2005, Ramaswamy et al. 2003).

MutacOes no gene katG podem resultar na incapacidade de ativagdo da
pré-droga resultando em resisténcia (Fu & Shinnick 2007). De acordo com Rinder
e colaboradores (1999), a maioria das mutacdes no gene katG responsaveis por
resisténcia a H ocorre no codon 315 deste gene. Varios estudos relataram que
além do gene katG outras mutacdes que afetam os alvos da droga estédo
envolvidas com a resisténcia a H (Quadro 4). A proteina carreadora de enoyl acyl
redutase, codificada pelo gene inhA e uma B Ketoacyl sintase (ACP) codificada
pelo gene kasA séo dois potenciais alvos de inibicdo da H. Estas duas enzimas
estdo envolvidas na biossintese de acidos micélicos. A enzima alkyl hidréxido

peréxido redutase, codificada pelo gene ahpC também esta envolvida com a
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resisténcia a H. (Rosseti et al. 2002, Timmins et al. 2006, Cunha & Frota 2005,

Ramaswamy et al. 2003).

Quadro 4. Mecanismos de acao e genes envolvidos com a resisténciaa He R
em M. tuberculosis.

Drogas | Mecanismos| Genes envolvidos | Funcéao Frequéncia de
de acédo com a resisténcia mutacbes em M. TB
resistentes.
katG - Catalase Converséo | 42 a58%
peroxidase da
proé-droga
Inibicdo da — .
biosgl'ntese inhA — enzima Alvo do 21 a 34%
H dos acidos | €noyl acp farmaco
micolicos redutase
kas A - B ketoacyl | Alvo do N&o estabelecido
ACP syntase farmaco
ahpC — alkyl Marcador 10a 15 %
hidroperdxido de
redutase resisténcia
R InibicAo da | rpoB - subunidade | Alvo do 96 a 100%
transcricdo | B da RNA farmaco
polimerase

Adaptado de Rosseti et al. 2002.

1.6 RESISTENCIA AOS AGENTES ANTIMICOBACTERIANOS

Embora a cura para a doenca tenha sido descoberta ha anos, a epidemia
global é crescente, concomitante com a co-infecgdo com o virus HIV e aumento
da prevaléncia de linhagens resistentes a R e H, as duas principais drogas
utilizadas no tratamento da doenca (Timmins et al. 2006).

Em M. tuberculosis sdo produzidas mutagcbes espontaneas no
cromossoma numa taxa de 1x10° células por geracdo que podem conferir

resisténcia aos antimicrobianos em situacdes que levam a selecdo de
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microrganismos resistentes, como tratamento inadequado, ndo aderéncia ao
tratamento, programas mal administrados, compra e distribuicdo de drogas
inadequadas, nao realizacdo de testes de biodisponibilidade de drogas e

descontinuacéo dos programas (Jain & Dixit 2008).

O teste de suscetibilidade (TS) é o exame laboratorial realizado para
detectar o perfil de resisténcia/sensibilidade dos isolados de M. tuberculosis.
Existe uma controvérsia sobre a utilizacdo dos TS no manejo do tratamento
individual de pacientes. Os paises que dispdem de recursos financeiros
recomendam a realizacdo do TS para todos os pacientes no momento do
diagnoéstico. Nos paises com escassez de recursos financeiros os TS séo
indicados apenas em ocasidoes especiais (Brasil 2008). De acordo com a
Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, no Il Consenso Brasileiro de
Tuberculose o TS € indicado em situacdes de: a) retratamento apds faléncia
bacteriolégica do esquema |, b) casos de recidiva da doenca, c) reinicio de
tratamento apos abandono, d) pacientes suspeitos de resisténcia primaria, e)
contatos de casos de tuberculose resistente, f) vigilancia epidemioldgica (Brasil

2004).

Os testes de suscetibilidade para drogas de 22 linha sdo menos
reprodutivos do que os utilizados para H e R e exigem melhores metodologias

(Jain & Dixit 2008).
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1.6.1 Resisténcia primaria

Ocorre em pacientes que nunca tiveram a doenca ou que foram curados
com sucesso de uma tuberculose anterior mas se re-infectaram com um novo

organismo resistente (Amukoye 2008, Bergval et al. 2009).

1.6.2 Resisténcia adquirida

Surge de organismos infecciosos inicialmente sensiveis as drogas, mas
gue adquirem resisténcia através de mutacfes durante o processo infeccioso de
um individuo. Este fenbmeno é fomentado por sistemas de saude que
prescrevem antimicrobianos inadequadamente, falta de adesdo do paciente ao
tratamento ou, em alguns casos, por razées desconhecidas (Bergval et al. 2009,

Johnson et al. 2006).

1.6.3 Tuberculose Multidroga Resistente

De acordo com a OMS considera-se multirresisténcia quando uma
linhagem apresenta resisténcia a no minimo, H e R, as duas principais drogas

em qualquer regime de tratamento (Di Pierre et al. 2004, Chan et al. 2004).

Como as mutac¢des que causam resisténcia a H ocorrem numa proporgéo

aproximada de 1 X 10° replicacbes da bactéria e as mutacdes que causam
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resisténcia & R ocorrem em 1 X10° replicacées, a probabilidade de mutacées
espontaneas causarem resisténcia concomitantemente a H e R é de 1 em 10*
replicacbes. Considerando-se que esse numero de bacilos ndo € encontrado
com frequéncia mesmo em individuos com extensa tuberculose pulmonar
cavitaria, a chance de desenvolvimento de resisténcia espontdnea a H e R é
praticamente nula, podendo ser observado no Quadro 5 as causas potenciais da

resisténcia (Sharma et al. 2006, Sachan et al. 2002).

Quadro 5. Causas potenciais de resisténcia a drogas em M. tuberculosis.

Fatores relacionados a | Tratamento inadequado.
tratamentos prévios Tratamento incompleto.

Monoterapia.

Manejo dos pacientes | Esquema de tratamento inicial inadequado.

Adicao de uma unica droga ao esquema de faléncia.
Falhas na identificacao precoce da resisténcia.

Outras causas N&o aderéncia ao tratamento.
Profilaxia com H inadequada.

Variacdes na biodisponibilidade da droga.

Adaptado de OMS 2000.

Em contraste, ao que ocorre na maioria das bactérias com relacdo a
resisténcia as drogas, em M. tuberculosis esta resisténcia ndo é resultante da
transferéncia horizontal de genes (por elementos genéticos) mas como
consequéncia da substituicdo de nucleotideos, insercbes ou dele¢cbes em
determinadas regides alvos especificas para aquisicdo de resisténcia ou seus
promotores ou ativacao de enzimas de agentes quimioterapicos anti-tuberculose,

devido a presséo seletiva vantajosa que favorece o crescimento de fendtipos
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resistentes os quais acabam predominando mesmo em pessoas infectadas com

cepas que eram originariamente sensiveis as drogas (Post et al. 2004).

Os regimes atuais de tratamento para TBMDR s&do complexos, de alto
custo, utilizados por longos periodos, associados a altas taxas de efeitos
colaterais e baixa resposta, relacionados com alta morbidade e mortalidade
(Araujo - Filho et al. 2008, Jain & Dixit 2008). Alguns estudos relatam que a taxa
de faléncia as drogas de 22 linha podem chegar a 27,8% restando como Unica
opcdo a resseccao cirargica de um dos pulmdes (pneumonectomia) ou mais
comumente a lobectomia que € a resseccdo de apenas um lobo (Kim et al.
2006). Um estudo realizado em Shangai - China, relata que a taxa de cura entre
os casos de TBMDR primaria foram maiores que as taxas de cura nos pacientes

com TBMDR adquirida (Zhao et al. 2009).

Como a resisténcia as drogas em M. tuberculosis ocorre apenas no
cromossoma o0s estudos de resisténcia as drogas através da biologia molecular,
sdo considerados ideais para a investigacdo epidemiolégica (Mathema et al.

2006).

Um recente estudo de meta-anélise mostrou que em comunidades com
altas taxas de resisténcia primaria, o regime de tratamento iniciado apenas com
abordagens baseadas na histéria de tratamento prévio do paciente pode

aumentar a taxa de resisténcia a drogas (Zhao et al. 2009).
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1.6.4 Tuberculose Extensivamente Droga Resistente.

TBXDR foi primeiramente definida em novembro de 2005 como
resisténcias a H e R e mais 3 (trés) das 6 (seis) classes de drogas de segunda
linha usadas no tratamento da doenca: aminoglicosideos, polipeptidios,
fluoroquinolonas, thioamidas, ciclosserina e &cido para-aminosalicilico (Jain &
Dixit 2008). Em 2006 em uma forca tarefa realizada em Genova estabeleceu-se
um novo conceito, mais facilmente aplicavel a realidade mundial devido as
dificuldades dos laboratérios em realizar teste de suscetibilidade a todas as
drogas de 22 linha e definiu-se TBXDR como a tuberculose resistente aHe R e
também a no minimo uma fluoroquinolona (mofloxacina, ofloxacina, gatifloxacina,
levofloxacina, sparfloxacina ou ciprofloxacina) e mais uma das 03 drogas
injetaveis de segunda linha (capreomicina, kanamicina ou amicacina). Foi
lancado também o termo TB Pré XDR que € a doenca causada por organismos
resistentes as duas principais drogas de primeira linha (H e R) e também a uma
fluoroquinolona ou a uma das drogas injetaveis de segunda linha, mas nédo a

ambas (Zhao et al. 2009).

Apés a divulgacdo desta nova forma de resisténcia a droga (TBXDR)
varios paises retestaram suas cepas de TBMDR que estavam congeladas e
constatou-se que varias cepas eram na realidade XDR. O percentual de TB
XDR entre os pacientes TBMDR variou de 3% nos EUA a 19% em Latvia
(Zhao et al. 2009).

Ambas as formas de resisténcia (MDR e XDR) sdo causadas pelo uso

inapropriado de drogas de 12 e 22 linha e falha no diagndstico dos pacientes
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aumentando a disseminacdo dos microrganismos resistentes (Amukoye 2008).
Segundo Raviglione e colaboradores (2007), uma série de erros tem contribuido
para o desenvolvimento da TBXDR e, para interromper este ciclo, as
necessidades basicas sdo: a) infraestrutura para controle efetivo da doenca
comecando por reforcar a capacidade laboratorial b) diagnéstico baseado na
baciloscopia de escarro seguido de métodos rapidos de cultura em meios
liquidos; c) suporte apropriado aos pacientes com tratamento supervisionado até
a confirmacédo da cura. A deteccdo imediata através de TS € necessaria para
assegurar que os pacientes recebam o diagnostico e o tratamento adequado

precocemente interrompendo assim a transmisséo da doenca.

1.7 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular utiliza conjuntamente as técnicas de biologia
molecular que caracterizam o conteddo de nucleotideos dos microrganismos
com a epidemiologia classica que estuda a distribuicio e os fatores
determinantes da doenca nas populagdes humanas (Pandolfi et al. 2007).
Designa os varios métodos moleculares como arma para agrupar dados
relevantes através da identificacdo de patdégenos envolvidos em doencas
transmissiveis, em nivel de espécies, subespécies, organismos, clones e genes

de interesse (Tibayrenc 2005).

E um campo que possibilita a integragéo da biologia molecular, medicina
clinica, estatistica e epidemiologia, ou seja, concentra-se no modelo da genética

e fatores de risco ambientais, em niveis moleculares, celulares ou bioguimicos,
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na etiologia e distribuicAo das doencas nas populagbes. Principalmente nas
doencas infecciosas a epidemiologia molecular atenta para utilizar uma
multidisciplinaridade aproximada para identificar fatores que determinam a causa
da doenca, propagacdo, disseminacdo e distribuicAio no tempo e espaco

(Mathema et al. 2006).

Em 1998 foi publicada a sequéncia completa do genoma do M.
tuberculosis através de uma cepa de referéncia, H37Rv (ATCC 27294) o que
permitiu a identificacdo de caracteristicas exclusivas deste patégeno que
apresenta cromossoma circular com 4.411.529 pb (4,4 MB) com 65,6% de

contetado G+C (Brasil 2002).

Uma das caracteristicas que mais diferencia este microrganismo de outras
bactérias € a presenca de aproximadamente 4000 genes, a maioria codificando
para enzimas envolvidas em lipolise e lipogénese. Este microrganismo tem
aproximadamente 250 enzimas envolvidas no metabolismo de &cidos graxos. O
genoma € rico em repeticbes de DNA, essencialmente sequéncia de insercéo
(IS), que sdo sequéncias repetidas de familias conservadas de multigenes,
insertos em intergenes ou regidbes nao codificadas, frequentemente fechadas
para genes tRNA. Estes sdo geralmente agrupados, indicando a existéncia de
regides de alta frequéncia (do inglés “hotspots”) de insercao (Ducati et al. 2006).
A existéncia de elementos de repeticdo e 0 seu uso potencial para discriminar
isolados de M. tuberculosis foi reconhecido por varios autores. A sequéncia do
elemento de insercdo IS 6110, foi primeiramente reportada por Thierry e
colaboradores em 1990. Outros pesquisadores sequenciaram outros elementos

de insercdo como o IS 986 e o IS 987 de M. bovis BCG. Como as trés
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sequéncias diferiram apenas em poucos pares de base, elas podem ser
consideradas essencialmente o mesmo elemento e para evitar confuséo foi
recomendada a designacédo de IS 6110 para esses elementos, exceto quando
fosse de interesse uma coépia especifica (van Embden et al.1993).

O genoma do M. tuberculosis apresentou-se homogéneo em todo o
mundo. Parece que a maioria das recombinac¢des ocorre através de transposons
gue sdo elementos instaveis com capacidade de causar muitos tipos de
transposicao, delecdo, inversdo e duplicacdo. Os transposons simples séo
sequéncia de insercédo IS e aproximadamente 14 diferentes tipos de sequéncia
de insercdo foram identificados no genoma. Estas sequéncias de insergéo
conferem a variagdo no polimorfismo genético e sdo frequentemente usadas
para a diferenciacdo entre espécies. A sequéncia de insercdo IS 6110 esta
presente nho CMTB com numero de coépias variavel (0 a 25 coépias) e esta
integrada a varios sitios cromossomais altamente polimérficos, mas bastante

estaveis para investigacfes epidemiolégicas (Mostrom et al. 2002).

Em estudos realizados anteriormente, todos os isolados de M. tuberculosis
ndo relacionados epidemiolégicamente mostraram um diferente padrdo de
bandas quando a IS 6110 foi usada como sonda. Geralmente sdo encontradas
varias copias de IS em M. tuberculosis enquanto que M. bovis BCG apresenta

um baixo numero de cépias (van Soolingen et al.1991).

A principal meta dos estudos epidemiolégicos de base populacional para
tuberculose baseado em técnicas moleculares é poder distinguir entre reativacao
da doenca e transmisséao recente (Murray & Alland 2002), o que pode ser melhor

explicado através de estudos em que se assume que um individuo doente vai
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transmitir a doencga para um namero de individuos contatados e que os padrbes
de DNA mudam ao longo do tempo através de mutacdes randémicas, pode se
assim afirmar que padrbes semelhantes de fingerprints provéem de infeccéo
recente (contatantes) enquanto que aqueles ndo agrupados em clusters sao
assumidos como reativacdo da doenca (infeccdo antiga). Deve ser observada
também a idade do paciente uma vez que a doenca entre 0s jovens € mais

provavel de ser atribuida a transmisséao recente (Vynnycky et al. 2001).

Quando 1S6110 é usado como sonda para DNA de Mycobacterium
tuberculosis, digerido com endonuclease de restricdo, cada microrganismo
apresenta um Unico padrdo de banda particular. Como regra geral dois
organismos que apresentem algumas poucas copias de IS 6110 ndo devem ter o
mesmo padrdo de bandas a ndo ser que estejam epidemiologicamente
vinculados (Cave et al. 1994). Atualmente, RFLP- IS 6110 é o padrdo de

referéncia para tipagem de organismos de M. tuberculosis (Mostrom et al. 2002).

Os estudos de epidemiologia molecular de varios isolados de pacientes de
coorte permitem uma refinada aproximacédo da classificacdo das faléncias de
tratamento. Se um isolado inicial e 0os subsequentes tém o mesmo padrao
genotipico, pode se concluir que a resisténcia foi adquirida. Por outro lado se o
gendtipo diferir, pode-se inferir que o paciente desenvolveu tuberculose como
consequéncia de re-infeccdo exdgena com um organismo de M. tuberculosis
diferente, denominada de resisténcia primaria. A correta diferenciacdo entre
estes dois mecanismos de faléncia clinica € fundamental para a escolha do
tratamento mais apropriado, assim como para orientacdo das medidas de

prevencao da transmissédo (Rosemberg et al. 2003).
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Através de técnicas de biologia molecular foram descritas varias linhagens
como, por exemplo, a cepa Beijing, que contribuiu para o ressurgimento da
tuberculose em Nova York em 1990 a qual é altamente virulenta e
esta associada com surtos de TBMDR. Foram descritas também a familia LAM
(Latino Americana Mediterraneo) que contribui com 15% da carga global da
doenca, embora pouco se conhega sobre a epidemiologia, comportamento
biologico e atributos clinicos da doenca causada por cepas da familia LAM.
Isolados de M. tuberculosis da familia LAM foram inicialmente descritos como
ramos de uma mesma arvore filogenética mas, posteriormente, devido a
heterogeneidade genética desta familia ficou evidente que haviam diferentes
grupos LAM distribuidos em varias regides geograficas (Dubiley et al. 2007).
Os microrganismos foram agrupados de acordo com alteragdbes como
delecdes, inversdes, insercdes, duplicacbes em regibes diferenciadoras
denominadas de RD (Lazzarini et al. 2008). No Brasil sabe-se que o gendtipo
RD R & um clone originario da familia LAM pertencente ao grupo 9 (LAM 9) e
caracteriza-se por uma longa sequéncia de polimorfismo (LPS), através de

delecdes observadas no genétipo RD R° (Lazzarini et al. 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo informacdes do Ministério da Saude, no Brasil, 70% dos casos
de tuberculose estdo concentrados em 315 dos 5.565 municipios existentes no
pais, e estes sdo considerados como municipios prioritarios pelo Plano Nacional
de Controle da Tuberculose do Brasil. No estado de Goids 0s municipios
prioritarios sdo a capital, Goiania, e o municipio de Aparecida de Goiania.

O estado de Goias, cuja capital € Goiania, possui uma area de
341.289,5 Km? e populacédo de 5.840.650 habitantes com densidade de 14,65
habitantes por Km?%. A regido metropolitana de Goiania possui 2.012.929
habitantes. O estado possui 242 municipios sendo que 44% (105 municipios)
possuem programa de tuberculose implantado e realizam baciloscopias para
diagnostico e controle de tratamento de tuberculose.

No ano de 2009, no estado todo, a incidéncia da tuberculose de todas as
formas foi de 13,9/100.000 habitantes (822 casos), e, 7,9/100.000 habitantes
(467 casos) quando analisados apenas o0s pulmonares baciliferos.
Considerando-se as metas propostas pelo Ministério da Saude, o PCT estadual
atingiu em 2009, 95,0% de detecc¢do de pulmonares-baciliferos e 94,4% de todas
as formas. A taxa de cura atingiu 76,8% e o percentual de abandono de
tratamento caiu para 7,5%. Ambas as taxas nao atingiram as metas propostas
pelo PNCT que € de 85% de cura e abandono menor que 5%.

A cada ano que passa sao relatados no mundo todo cada vez mais casos
de tuberculose causados por organismos resistentes aos antimicrobianos. A

emergéncia e disseminacdo destes bacilos resistentes tém alertado para a
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necessidade de mais pesquisas sobre os mecanismos de resisténcia as drogas
assim como de novas drogas efetivas contra a tuberculose (Ramaswamy et al.
2003).

A deteccédo de M. tuberculosis resistente € geralmente realizada por testes
de suscetibilidade convencionais, 0s quais requerem o isolamento do
microrganismo a partir do espécime clinico, seguido do cultivo dos isolados, na
presenca de diferentes drogas. O tempo transcorrido entre a coleta do material e
o resultado do TS varia de 50 a 90 dias. As técnicas moleculares permitem a
identificag&o e perfil de resisténcia do microrganismo em poucos dias.

Andlises moleculares de bacilos resistentes sugerem que a resisténcia é
adquirida por alteracdes no alvo do farmaco como consequéncia de mutagdes no
gene que codifica esse alvo.

A resisténcia a H esta associada a uma variedade de mutacbes que
afetam varios genes como os que codificam para a catalase peroxidase (gene
katG), enzima enoyl-ACP redutase (gene inhA), alkyl hidroperoxido redutase,
envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo (ahpC) e a enzima—ketoacyl
ACP syntase (gene kasA).

A rifampicina interage com a subunidade B da RNA polimerase e
mutacbes em determinadas regibes do gene rpoB (que codifica para esta
subunidade da polimerase) impedem a ligacdo eficiente do farmaco e
consequentemente levam a resisténcia. A rapida deteccdo de microrganismos
resistentes a esta droga é de grande importancia na vigilancia da TBMDR porque
raramente observa-se resisténcia apenas a esta droga, motivo pelo qual a R é

considerada como marcador de TBMDR (Bostanadab et al. 2007). As técnicas
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moleculares podem ser muito Uteis para verificar as mutacdes no gene rpoB
responsavel pela resisténcia a R e também para avaliacdo dos multiplos locus

envolvidos na resisténcia a H (Johnson et al. 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar as bases moleculares da resisténcia a H e/ou R de cepas de

Mycobacterium tuberculosis isoladas de casos de tuberculose humana em Goias.

3.2. Objetivos especificos

- Testar a sensibilidade de M. tuberculosis isolados de casos humanos em

Goias frente aos antimicobacterianos rifampicina e isoniazida.

- Amplificar os genes rpoB e katG por meio do emprego da técnica de

PCR.

- Sequenciar as regides génicas de alta frequéncia de mutacédo dos genes
rpoB e katG.

- Determinar as frequéncias de mutacdes observadas nos genes rpoB e
katG.

- Comparar caracteristicas fenotipicas e genotipicas destes isolados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRAGEM

Foram analisados 24 isolados de M. tuberculosis oriundos de 16 pacientes
no municipio de Goiania, estado de Goias, regido Centro Oeste do Brasil, no
periodo de 1° de setembro de 2005 a 31 de dezembro de 2007.

Os pacientes de todo o estado de Goias que apresentaram recidiva da
tuberculose ou faléncia de tratamento foram encaminhados ao hospital de
referéncia para doencas infecto-contagiosas e TBMDR no estado de Goias,
Hospital de Doencgas Tropicais (HDT/HAA), e os exames laboratoriais foram
realizados pelo LACEN-GO, laboratério de referéncia no estado para analises de
média e alta complexidade. Portanto, pode-se afirmar que a populacédo estudada
(resistentes a H e/ou R) reflete a grande maioria de casos de resisténcia a estas
drogas no Estado de Goias. Os isolados de M. tuberculosis foram obtidos de
amostras clinicas (escarro, liquido céfalo-raquidiano e secrecdo de linfonodo),
cultivadas em meio de Loweintein—Jensen (LJ), no Laboratério Central de Saude
Puablica (LACEN-GO).

Os isolados obtidos através de cultura em L.J foram identificados como
pertencentes ao CMTB, através de crescimento em meio LJ acrescido de PNB e
TCH e verificacao da sensibilidade a estas drogas e analise complementar com a
prova de niacina. Os isolados de M. tuberculosis foram identificados a partir da
resisténcia ao TCH, sensibilidade ao PNB e producéo de niacina. Realizou-se o

teste de suscetibilidade a antimicrobianos para os isolados pertencentes ao
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CMTB. Os tubos foram incubados por 28 a 42 dias em estufa 36° C £ 1° C e
ap6s as leituras e liberacdo dos resultados para os profissionais com
especialidade em clinica médica os isolados foram congeladas em meio de
Sauton com 10% de glicerol em freezer -20° C, conforme descrito no Manual
Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias (Brasil

2008).

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Culturas

As amostras de escarro foram descontaminadas pelo método de Petroff
modificado (Brasil 2008), e semeadas em meio de Ldwenstein Jensen. As
amostras consideradas estéreis, como liquor, foram semeadas diretamente no
meio de Lowentein Jensen sem nenhum tratamento prévio. Apds a semeadura
foram incubadas em estufa 36° C + 1°C e observadas por um periodo de 30 a 60

dias (Brasil 2008).

4.2.2 Testes de suscetibilidade a antimicrobianos.

Os testes de suscetibilidade para drogas de primeira linha quantificam a

proporcdo de mutantes resistentes a cada uma das drogas em um determinado

isolado bacteriano. Esses métodos sdo muito precisos alcancando uma eficiéncia

de 97% a 99% para determinar a atividade da isoniazida e rifampicina e de 92 %
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para etambutol e estreptomicina (Brasil 2008). Os testes foram realizados de
acordo com a metodologia descrita por Canetti e colaboradores (1969). A
metodologia consiste em detectar a propor¢cdo de bacilos resistentes frente a
uma concentracgao critica da droga capaz de inibir o desenvolvimento das células

sensiveis, mas nao o das resistentes (Aziz et al. 2003, Woods 2000).

Quadro 6. Critérios de resisténcia do M. tuberculosis em meio de LJ com drogas.

Drogas Concentracao critica (ug/mL) Proporc¢dao critica
Isoniazida 0,2 1%
Rifampicina 40 1%
Etambutol 2 1%
Estreptomicina 4 1%
Brasil 2008.

Os testes foram realizados a partir de cultura pura de M. tuberculosis em
meio LJ, do qual foi preparada uma suspensdo bacteriana em agua destilada
esterilizada ajustada para a concentracdo correspondente a escala 1 de
McFarland. A partir desta suspensao, foram realizadas 5 diluicbes seriadas em
escala decimal e utilizadas para a semeadura em meios de LJ as diluicées 107 e
10 (Figura 2). Ap6s a semeadura, os tubos foram incubados em estufa a 36°C e
lidos apos 28 dias (12 leitura) e 42 dias (22 leitura) para os casos que tenham
sido sensiveis na primeira leitura, com o objetivo de assegurar o aparecimento

tardio de coldnias mutantes resistentes.
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Etapa 1 — Suspenséo bacteriana

]
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Etapa 3 — Semeadura em meio de LJ
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Figura 2: Esquema ilustrativo do TS pelo método das proporcdes segundo
Canetti et al. 1969.

4.2.3 Extracao de DNA cromossomal

Os isolados selecionados para participar deste estudo foram
recuperados em meio de LJ e apds o crescimento das colonias os tubos foram
aquecidos a 80°C por 20 minutos para inativacdo das micobactérias por
guestdes de biosseguranca, ainda no LACEN-GO e entdao transportados para o

Laboratério de Bacteriologia Molecular do Instituto de Patologia Tropical e Saude
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Publica da Universidade Federal de Goias onde foram submetidos as técnicas

moleculares.

Para extracdo do DNA cromossomal utilizou-se uma adaptacéo técnica
descrita por van Soolingen e colaboradores (1994). O equivalente a duas al¢cadas
de cada cultura foram ressuspendidas em 400 pLde tamp&o TE por agitacdo. A
suspenséao foram adicionados 50 uL de lisozima (20mg/mL) e incubados por 1
hora a 37°C. Ao sistema de digestao foram acrescentados 70 uL de SDS a 10%
e 12 pL de proteinase K (20mg/mL) e o sistema foi incubado a 56°C por 10
minutos. Apos incubacédo, 100 pyL de NaCl a 5M foram adicionados seguidos de
80 L de solucdo CTAB/NaCl (10%CTAB, 0,73M NaCl) e a solucéo foi agitada

até se tornar leitosa e incubada por mais 10 minutos a 65°C.

Adicionou-se um volume 650uL de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico
24:1) seguido de agitacdo por 30 segundos e centrifugacdo por 5 minutos a
18.000g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e precipitado
através da adicao de 400uL de isopropanol gelado seguido de incubacéo a
-20°C por 24 horas. O &cido nucléico foi coletado por centrifugacdo a 12.000g
a 4°C por 20 minutos, lavado com 1 mL de etanol a 70%. Ap6s secagem, 0O
DNA foi ressuspendido em 50 yL de agua milliQ. Os DNAs extraidos foram

armazenados em freezer -20°C.
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4.2.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A partir dos DNAs cromossomais extraidos, dois microlitros de cada
amostra diluida em agua na proporcédo de 1:10 foram submetidos a reacédo de
polimerase em cadeia (PCR).

O gene rpoB amplificado compreendeu a uma regiao de 332 nucleotideos
os quais foram amplificados pela PCR com os seguintes oligonucleotideos
iniciadores: rpoB1 (foward) 5- GGGAGCGGATGACCACCC - 3’ rpoB2 (reverse)
5'- GCGGTACGACGGCGTTTCGATGAA C - 3’ (Siddiqi et al. 2002).

O gene katG amplificado compreendeu a uma regiao de 209 nucleotideos
gue foram amplificados pela PCR com os seguintes oligonucleotideos iniciadores:
katG1 (foward) 5-GAAACAGCGGCGCTGATCGT -3’ katG2 (reverse) 5'-
GTTGTCCCATTTCGTCGGGG -3’ (Matrtilla et al. 1996).

A reacdo de PCR foi processada em um volume final de 30uL contendo além
do DNA molde, 0,1 nmol de cada um dos oligonucleotideos iniciadores para 0s
genes katG ou rpoB, 0,2 yM dNTPs; e 1U da enzima Tag DNA polimerase
(invitrogen). A reacdo de PCR foi realizada com os seguintes parametros:
desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de incubacéo a
92°C por 40 segundos, incubacdo a 56°C por 40 segundos, e incubacao a
37°C por 1 minuto, um ultimo ciclo de 37° por 7 minutos para que a enzima
completasse a polimerizagdo das fitas. Cinco microlitros da reacdo de PCR
foram analisados em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 pg/mL de brometo

de etideo. Como controle positivo da reacdo de PCR foi usado DNA

39



cromossomal da cepa padrdao H37Rv de M. tuberculosis (Gentilmente cedida

pelo Dr John Belisle, Colorado State University, EUA).

4.3 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS PRODUTOS DE PCR

4.3.1 Purificacéao

Os DNAs foram purificados utilizando-se uma metodologia alternativa
desenvolvida pelo Laboratério de Bacteriologia Molecular da UFG, (Silva et al.
2008) conforme descrito a seguir. O volume dos tubos que continham os DNAs
amplificados por PCR foi aumentado para 300 yL com agua, adicionou-se 180 uL
de isopropanol e apés homogeinizacdo e incubacdo a temperatura ambiente por
10 minutos, o material foi centrifugado a 12.000g por 5 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante e o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 70% gelado. Os

produtos de PCRs precipitados foram ressuspendidos em 20 uL de agua Milli Q.

4.3.2 Sequenciamento dos produtos de PCR

Apoés a purificacdo os produtos foram sequenciados utilizando-se um dos
oligonucleotideos usados como iniciadores para as reacdes de PCR, com kit Big
Dye Terminator (Applied Biosystems) e a leitura das sequencias realizadas no
aparelho ABI3130 (Applied Biosystems). ReacOes de sequenciamento com 0S
oligonucleotideos iniciadores foward e reverse foram analisados através do

programa DNASTAR verséo 5.1, (licenced to Fields Center for Diseases Control)

40



para a montagem dos “contigs”. As sequéncias consensos foram alinhadas em
relacdo as sequéncias dos respectivos genes depositadas no Gene BanK (rpoB
ncbi 888164, katG ncbi 885638) do microrganismo de referéncia H37Rv no
programa clustalX (Larkin et al. 2007). As mutagbes observadas foram
comparadas com as principais mutacdes descritas na literatura para os genes

katG e rpoB.
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5. RESULTADOS

No periodo de 1° setembro de 2005 a 31 de dezembro de 2007 foram
realizadas quatro mil seiscentos e sete (4607) culturas para micobactérias no
laboratorio de Saude Puablica Dr. Giovanni Cysneiros, LACEN-GO, referéncia
para cultura de micobactérias no estado de Goias. Destas, trés mil oitocentos e
cinquenta e nove (83,8%) resultaram negativas, quinhentos e trinta e trés
(11,6%) positivas para o género Mycobacterium e duzentos e quatorze (4,6%)
apresentaram-se contaminadas. Dentre as positivas, quatrocentos e dez (77%)
foram identificadas como M. tuberculosis, cento e dezenove (22,2%) como
Micobactérias Nao Tuberculosas, duas (0,4%) como M. bovis e duas (0,4%)
ficaram inconclusivas em nivel de espécie.

Dentre as 410 culturas positivas para M. tuberculosis, cento e vinte e
guatro (30%) foram submetidas ao teste de suscetibilidade atendendo solicitacéo
médica. Destas, foram selecionados vinte e quatro isolados (19%), recuperados
de dezesseis pacientes que apresentaram resisténcia a pelo menos uma das
duas principais drogas usadas no tratamento da tuberculose (H e/ou R). Dos 16
pacientes, 5 (31,2%) tiveram mais de um isolado analisado. A selecdo dos
isolados multiplos foi baseada na positividade em diferentes espécimes clinicos e
alteracdo nos perfis de resisténcia apoOs introducdo da terapia com anti-
micobacterianos.

Dos vinte e quatro isolados selecionados, vinte e um (87,5%) eram
provenientes de escarro, dois (8,3%) de secrecdo de linfonodo pertencentes a

um mesmo paciente e um (4,2%) de LCR. Foram realizadas 77 culturas dos 16
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pacientes com média de 5 culturas por paciente sendo que o maior nimero de
procedimentos por paciente foi 11 (14,3% do total) e 0 menor foi 1 (1,3%) de um
anico paciente.

A média de idade observada entre os pacientes incluidos no estudo foi de
43 anos: minima 22 anos e a maxima de 63 anos.

Dos 16 pacientes, cinco (31,3%) eram do género feminino e onze (68,7%)
do género masculino.

Na analise comparativa entre portadores de TBMDR e monorresistentes
observa-se que nos dois grupos 0 sexo masculino foi o mais prevalente
contribuindo com aproximadamente o dobro de casos em relagdo ao sexo
feminino. A cor parda e baixo nivel de escolaridade foram prevalentes nos dois
grupos (MDR X monorresistentes a H ou R). Todos os isolados dos portadores
de TBMDR com informacdes sobre o uso de tabaco declararam ser tabagistas ou
ter abandonado o vicio apdés o primeiro episddio de TB, diferente do grupo de
monorresistentes em que o numero de ndo fumantes foi o dobro do de fumantes.
Dentre os portadores de HIV nenhum desenvolveu TBMDR (Tabela I).

Com relacdo ao desenvolvimento da doenca, observamos que a evolucéo
para 6bito foi maior entre os portadores de TBMDR. Neste grupo de pacientes
dois (20%) foram a Obito, dois (20%) permaneciam em tratamento até o final de
2009, dois (20%) abandonaram tratamento e quatro (40%) receberam alta por
cura comprovada laboratorialmente. Entre os pacientes portadores de TB
monorresistentes, cinco (83,3%) evoluiram para cura, um (16,7%) evoluiu para
Obito, mas, por ser portador de HIV, ndo podemos afirmar que a TB tenha sido a

causa do 6bito.
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Tabela |. Caracteristicas
monorresisténcia a uma das duas drogas (H ou R).

dos pacientes

portadores de TBMDR e

Caracteristicas *

Pacientes MDR (%) °

Numero de Pacientes
monorresistentes (%) *

Género
Feminino
Masculino
Cor
Branca
Negra
Parda

Escolaridade
1° Grau Incomp.
2° Grau Incomp.
2°Grau Completo
Superior
Tabagismo
Sim

Nao

Etilismo

Sim

Nao

Drogas ilicitas
Sim

N&o

Status para HIV
Positivo
Negativo

N&o Realizado
Evolucéo

Obito

Cura

Em tratamento
Abandono

TB anteriores
Sim

N&o

DOTS

Sim

N&o Informado

n =10 (100)
3 (30)

7 (70)
n=>5 (100)
1 (20)

1 (20)

3 (60)

n =10 (100)
8 (80)
1(10)
1(10)

n =8 (100)
8 (100)

n =6 (100)
3 (50)

3 (50)

n =3 (100)
2 (66,6)
1(33,4)

n =9 (100)
0 (00)

8 (89)
1(11)

n =10 (100)
2 (20)

3 (30)

3 (30)

2 (20)

n =9 (100)
8 (89)

1 (11)

n =10 (100)
1(10)

9 (90)

n =6 (100)
2 (33,3)
4 (66,7)

n = 5(100)
2 (40)

3 (60)

n =6 (100)
3 (50)

2 (33,3)

1 (16,7)

n =3 (100)
1(33,3)

2 (66,7)

n =3 (100)
2 (66,7)
1(33,3)

n = 1(100)
1 (100)

n =5 (100)
2 (40)
3(60)

6(100)

1. Variaveis analisadas através de prontuarios dos pacientes arrolados no estudo.
2. Numero e percentual de pacientes portadores de TBMDR frente as variaveis

analisadas.

3. Numero absoluto e percentual de pacientes portadores de resisténcia a apenas uma
das duas drogas analisadas (H ou R), frente as variaveis analisadas.



Dentre as comorbidades observadas no grupo dos MDR, dois (20%)
apresentavam diabetes mellitus, dois (20%) eram usuarios de drogas ilicitas, um
(10%) era portador de hepatite C, quatro (40%) néo apresentavam comorbidades
associadas e de um (10%) néo foi possivel resgatar esta informacgéo. No grupo
dos monorresistentes apenas 1 (17%) nao apresentava nenhuma comorbidade
(Tabela l).

Dentre as causas de retratamento observadas entre os pacientes com
TBMDR, um paciente (10%) era sabidamente por contato com TBMDR,
apresentando, portanto resisténcia primaria, quatro (40%) afirmaram ter
completado tratamento e recebido alta por cura de suas tuberculoses iniciais
retornando posteriormente ao servico por recidiva da doenca, quatro (40%)
retornaram apos o abandono do tratamento e de um (10%) néo foi possivel
determinar a causa. Dentre os portadores de monorresisténcia, dois (33,3%) néo
eram portadores de TB anteriores, trés (50%) eram recidivantes e um (16,7%)
nao foi possivel recuperar esta informacéo (Tabela IlI).

Dos 10 pacientes portadores de TBMDR onze isolados com resisténcia a
H e R (TBMDR) foram recuperados e feita a analise comparativa do tratamento
utilizado no momento da coleta das amostras clinicas. Observou-se que cinco
(45,4%) encontravam-se em tratamento com esquemas alternativos: (terizidona,
claritromicina, amicacina, etionamida, etambutol, ofloxacina, rifabutina,
clofazimina, entre outros); quatro (36,4%) encontravam-se em tratamento com o
E Il (3SEtE Z/9 Et E) no momento da coleta e dois ficaram sem informagéo

por terem migrado para outras unidades de saude.
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Tabela |l. Status para HIV, outras comorbidades e desfecho da doenga nos

pacientes portadores de TBMDR e monorresistentes.

Nel  Status Outras

HIVZ  comorbidades®

Ano da
12 TB*

Desfecho®

01 Neg. Nao

02 NI DM
03 Pos.

04 Neg. Drogas ilicitas
05 NI NI
06 Pos.

citomegalovirus
07 Neg. Drogas ilicitas
08 Neg. Nao
09 NI DM + DPOC
10 Neg. Hepatite C
11 NI Drogas ilicitas
12 Neg. Hanseniase

13 Neg. DM
14 Neg. Nao
15 Neg. Nao
16 Neg. Nao

Histoplasmose
Disseminada

HBV + Retinite por

2002

2003
2007

2001
2004
2006

NI

2001
1995
2004
NI

2002
1997
2005
1998
2000

Lobectomia seguida de
alta em 2008.
Em tratamento até 2009.

Alta por cura em 2008.

Alta por cura em 2009
Alta por cura em 2006.
Obito em 2008.

Abandono de tratamento.

Obito em 2008.
Alta por cura em 2007.

Abandono de tratamento.

Alta por cura em 2007.
Alta por cura em 2007.
Em tratamento até 2009.
Alta por cura em 2008.
Obito em 2007.

Alta por cura em 2009.

1. Numero de identificacdo dos pacientes no estudo.

2. Status para HIV: pos - positivo, neg - negativo, NR - Nao realizado, NI - Nao

informado.

3. Outras comorbidades: NI - Ndo informado, DPOC - Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica, DM — Diabetes mellitus.

4. Ano de manifestacéo do primeiro episédio de TB.

5. Desfecho da doenca.
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Tabela Ill. Correlacdo do motivo de retratamento com tipo de tuberculose e
esquemas utilizados para tratamento no momento da coleta da amostra clinica.

Ne*  Status HIV®  Retratamento®  Motivo * Tipo de TB °

1 Neg. Sim Contato TBMDR MDR

2 NI Sim Recidiva MDR

3 Pos. N&o N&o Resistente a H
4 Neg. Sim Recidiva MDR

5 Neg. NI NI Resistente a H
6 Pos. Sim Recidiva Resistente a R
7 NR Sim Recidiva MDR

8 Neg. Sim Abandono MDR

9 Neg. Sim Recidiva Resistente a H
10 Neg. Sim Abandono MDR

11 Neg. NI NI MDR

12 Neg. N&ao N&o Resistente a H
13 Neg. Sim Abandono MDR

14 Neg. Sim Abandono MDR

15 Neg. Sim Recidiva MDR

16 NI Sim Recidiva Resistente a H

1. Numero de designacédo do paciente no estudo.

2. Status para HIV no momento do desenvolvimento da TB.

3. Se 0 caso € de retorno do paciente ao servico.

4. Motivo do retorno. NI - Nao informado

5.Tipo de TB no momento da coleta da amostra: MDR - Tuberculose multidrogas
resistente, TS - Teste de Suscetibilidade, H - Isoniazida, R - Rifampicina.

Dos 6 pacientes portadores de TB monorresistentes, foram recuperados
treze (13) isolados em diferentes momentos da doenca sendo que quatro (31%),
mesmo apresentando resisténcia a apenas uma das duas drogas (H ou R),
encontravam-se em tratamento com esquema alternativo, dois (15,4%)
utilizavam o esquema IR (2 RH Z E /4 R H E) trés (23%) utilizavam R + Z no
momento da coleta da amostra, trés (23%) utilizavam R + E + claritromicina e um
(7,7%) néo foi possivel recuperar esta informacao (Tabela IV).

Pela analise comparativa do percentual de concordancia entre os testes
fenotipicos e genotipicos pode-se afirmar que a resisténcia a isoniazida foi

concordante em 41% dos isolados (7 de 17) e 40% dos pacientes (6 de 15). O
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paciente de numero 5 apresentou apenas uma mutacédo silenciosa no cédon 297
e 0 paciente numero 3 apresentou duas mutac¢des, uma silenciosa no cédon 297
e outra no cédon 315 que confere resisténcia a H.

A andlise genotipica confirmou a mutagdo no gene rpoB em dezesseis
(94%) dos isolados (16 de 17) correspondente a 91% dos pacientes (10 de 11)
com resisténcia fenotipica a R.

Pela analise comparativa entre os diversos isolados de um mesmo
paciente pode observar-se que os isolados 13 A e 13 B apresentaram resisténcia
fenotipica diferentes, ou seja, desenvolvimento de resisténcia fenotipica a R, oito
meses apos o inicio do tratamento com esquema IR, o que pdde ser observado
apos a coleta de nova amostra e realizacdo de novo TS (Tabelas IV e V). Os
padrdes de resisténcia fenotipica foram confirmados através do sequenciamento
(Figuras 3, 4 e 6). Pela analise de prontuario foi constatado que o referido
paciente teve o primeiro caso de TB no ano de 1997 recebendo tratamento com
0 esquema | de medicamentos por apenas um meés. Ao retornar ao Servico por

recidiva da doenca foi introduzido o esquema IR (Tabela I1).
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Tabela V. Correlagcdo dos esquemas de tratamento utilizados no momento da
coleta da amostra clinica e tipo de TB.

Net Tratamento no momento da coleta ? Tipo de TB ®

1 EA MDR

2 E IR até o resultado do TS — E llI MDR

3 R+Z Resistente a H
4 A E MDR

4B E N MDR

4C EA Resistente & R
4D EA Resistente a R
5 NI Resistente a H
6 A R + E+ Claritromicina Resistente a R
6B R + E+ Claritromicina Resistente a R
6C R + E+ Claritromicina Resistente a R
7 NI MDR

8A EA MDR

8B EA Resistente a R
9 EIR Resistente a H
10 EA MDR

11 NI MDR

12A R+2Z+PQT Resistente a H
12B R+Z+PQT TS néo realizado
13A EIR Resistente a H
13B E N MDR

14 EA MDR

15 EA MDR

16 EA Resistente a H

1. Numero de designacdo do paciente no estudo. As letras referem-se as diferentes
amostras de um mesmo paciente, coletadas em diferentes momentos, com diferentes
esquemas de tratamento.

2. Tratamento utilizado no momento da coleta da amostra que foi selecionada para este
estudo. EA - Esquema Alternativo, NI - Ndo Informado, E | - Esquema |, E IR - Esquema
| Refor¢ado, E Ill - Esquema Ill, TS - Teste de Suscetibilidade, R - Rifampicina, Z -
Pirazinamida, E - Etambutol, PQT - Poliquimioterapia.

3. Tipo de TB no momento da coleta da amostra: MDR - Tuberculose Multidrogas
Resistente, TS - Teste de Suscetibilidade, H — Isoniazida, R - Rifampicina.
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Figura 3: Eletroferograma ilustrativo do sequenciamento do gene rpoB de
dois isolados: A — Sem mutac&o no cédon 456 (ser TCG). B — Substituicdo no
cédon 456 (ser TCG — leu TTG).

—

O paciente 12 contribuiu com dois isolados e, destes, apenas no isolado
recuperado de LCR (12 A) foi realizado TS por métodos fenotipicos. Pela analise
de prontuérios detectou-se que o referido paciente encontrava-se em tratamento
com poliquimioterapia (PQT) para hanseniase quando foi diagnosticado como
portador de meningite tuberculosa, através do isolamento de M. tuberculosis em
amostra de LCR e classificado clinicamente como portador de TB miliar. O
primeiro espécime enviado para cultura (LCR) foi positivo para TB com
resisténcia fenotipica a H (Tabela V). A andlise da sequéncia parcial do gene
katG nado revelou nenhuma mutacdo nesta regido. Quarenta e sete dias depois
foi coletada nova amostra (escarro), que também resultou em cultura positiva
embora sem a realizagdo do TS naquele momento. Extraiu-se o DNA para
analises moleculares posteriores realizadas neste trabalho, porém, nao foi

possivel reativar a cultura criopreservada para novos testes de suscetibilidade. O
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sequenciamento do DNA extraido da cultura de escarro foi realizado
evidenciando mutacdo no gene rpoB, que confere resisténcia a R conforme
observado na Figura 6.

Os isolados dos pacientes 4 e 8 apresentaram padrdes de resisténcia
fenotipica compativeis com populagbes mistas porque os TS apresentaram
resultados diferentes passando de padrbes resistentes para sensiveis o que &
incompativel com uma Unica estirpe (Tabela V). A confirmacdo genotipica da
resisténcia a H nestes isolados ndo foi possivel em virtude dos isolados
fenotipicamente resistentes a H néo terem apresentado mutagdes no fragmento

do gene katG sequenciado (Figuras 4 e 5).
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Tabela V: Correlagdo da data da coleta, amostras clinicas, resisténcia
fenotipica a H e R e mutagcfes observadas nos genes katG e rpoB de isolados de
M. tuberculosis.

N°* Data da Am° TS*® Sequéncia katG * Sequéncia rpoB
coleta
01 29/12/2006 Esc HeR 315 ser (AGC) — thr (ACC) 456 ser (TCG) — leu (TTG)
02 02/01/2006 Esc He R 315 ser (AGC) — thr (ACC) 456 ser (TCG) — leu (TTG)
03 23/01/2007 Esc  H 315 ser (AGC) — thr (ACC) NA
297 gly (GGC) — gly (GGT)

4A 30/08/2005 Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
4B  10/03/2006  Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
4C 17/11/2006 Esc R NA 456 ser (TCG) — leu (TTG)
4D  12/04/2007  Esc R NA 456 ser (TCG) — leu (TTG)
5 02/04/2007  Esc H 297gly (GGC) — gly (GGT) NA

6A  03/06/2007  Linf R NA 451 his (CAC) — tyr (TAC)
6B  19/06/2007  Linf R NA 451 his (CAC) — tyr (TAC)
6C  13/12/2007 Esc R NA 451 his (CAC) — tyr (TAC)
7 13/07/2006 Esc HeR 315 ser (AGC) — thr (ACC) 447 ser (TCG) — leu (TTG)
8A 31/07/2006 Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
8B  31/08/2006  Esc R NA 456 ser (TCG) — leu (TTG)
9 23/08/2006 Esc H SM NA

10 28/10/2007 Esc HeR SM SM

11 28/09/2006 Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
12 A 06/10/2006 LCR H SM NA

12B  23/11/2006  Esc NR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
13A  10/02/2006  Esc H 315 ser (AGC) — ash (AAC) NA

13 B  04/10/2006 Esc He R 315 ser (AGC) — asn (AAC) 456 ser (TCG) — leu (TTG)
14 17/11/2006 Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
15 28/11/2006  Esc HeR SM 456 ser (TCG) — leu (TTG)
16 08/12/2006 Esc H 315 ser (AGC) —asn (AAC) NA

1. Cada numero corresponde a um paciente e as letras correspondem aos
diferentes isolados de um mesmos paciente.
2. Amostra clinica da qual foi isolado o microrganismo: Esc — escarro, LCR —

Liquido Céfalo Raquidiano, Linf — Secrec¢éo de linfonodo.

3. Resisténcia a drogas: H — isoniazida; R — rifampicina; NR — néo realizado;
4. ser — serina; thr — threonina; gly — glicina; asn — asparagina; leu — leucina; tyr —
tyrosina; his — histidina; SM — Sem mutacdes; NA — Nao se aplica.
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Isolado Sequéncia do gene katG

H37RV ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
1 ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
2 ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
3 ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
4A ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
4B ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
4C ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
4D ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
5 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
6A ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
6B ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
6C ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
7 ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
8A ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
8B ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
9 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
10 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACAAAATGGG
11 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
12A ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
12B ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
132 ATCACCAACGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
13B ATCACCAACGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
14 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
15 ATCACCAGCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG
16 ATCACCACCGGCATCGAGGTCGTATGGACGAACACCCCGACGAAATGGG

Bk R G R R R R R e R R R R R R R R

Figura 4: Mutacdes observadas no codon 315 do gene katG ser (AGC) — thr
(ACC) e ser (AGC) — asn (AAC) observados em 7 dos 17 isolados
fenotipicamente resistentes a isoniazida.
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Isolado Sequéncia do gene katG

H37Rv GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
1 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
2 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
3 GCAGATGGGTTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
4A GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
4B GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
4C GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
4D GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
5 GCAGATGGGTTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
6A GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
6B GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
6C GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
7 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
8A GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
8B GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
9 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
10 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
11 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
12A GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
12B GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
13A GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
13B GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
14 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
15 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG
16 GCAGATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAG

R R A R R R R R R R I

Figura 5: Mutacfes silenciosas observadas no cédon 297 gly (GGC) — gly
(GGT) do gene katG observados em 2 dos 17 isolados fenotipicamente
resistentes a isoniazida.



Isolado

Sequéncia do gene rpoB

H37Rv
1

2

3
4A
4B
4cC
4D
5
6A
6B
6C

7
8A
8B

9

10
11
12A
12B
13A
13B
14
15
16

CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG
CCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTG

LR R I Rk R R S R R R A A R

Figura 6: Mutacbes observadas no cédon 456 ser (TCG) — leu (TTG) do gene
rpoB observados em 12 dos 17 isolados fenotipicamente resistentes
rifampicina. O isolado 12 B apresentou o0 mesmo padrao de mutacdo embora ndo
tenha sido confirmado fenotipicamente.

a
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Isolado

Sequéncia do gene rpoB

H37
1

2

3
4A
4B
4C
4D
5
6A
6B
6C
7
8A
8B
9
10
11
122
12B
13Aa
13B
14
15
16

GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCTACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCTACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCTACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTTGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG
GCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCG

BRI R R R R R S R R I I

Figura 7: MutacBes no gene rpoB observadas no codon 447 ser (TCG) — leu
(TTG) de 1 isolado e no codon 451 his (CAC) — tyr (TAC) em 3 dos 17 isolados
fenotipicamente resistentes a rifampicina.
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6. DISCUSSAO.

A analise laboratorial do perfil de resisténcia as drogas usadas no
tratamento da tuberculose € de grande importancia para direcionamento da
terapia mais apropriada, 0 mais precocemente possivel, bem como, adoc¢ao de
medidas preventivas contra a disseminacao de microrganismos resistentes.

Dos 16 pacientes analisados, dez (62,5%) eram portadores de TBMDR,
resistentes, portanto a R e H, cinco (31,2%) eram monorresistentes a H e um
(6,3%) era monorresistente a R. Esses achados estéo respaldados pela literatura
em relagcdo a rifampicina que pode ser considerada como um marcador para a
multirresisténcia aos farmacos porque, raramente, observa-se monorresisténcia
a ela (Miotto et al. 2006, Rosseti et al.2002, Bahrmand et al. 2009).

Como foram analisados mais de um isolado por paciente, nota-se na
Tabela V que dois pacientes (4 e 8) apresentaram monorresisténcia a R em
determinado momento da doenca, mas que os TS anteriores demonstraram ser
compativeis com TBMDR. Portanto, estes achados s&o compativeis com
populacdes bacterianas mistas, discutidas adiante e ndo enquadradas nesta
anélise como monorresistentes a R.

Dos 15 pacientes com resisténcia fenotipica a isoniazida, sete, (47%)
apresentaram algum tipo de mutagcéo no fragmento do gene katG sequenciado,
descrito pela literatura como a regido mais envolvida em mutacdes. Destes, cinco
(71,4%) tiveram mutacdo apenas no codon 315 (figura 4), um (14,3%)
apresentou mutacdo apenas no cédon 297 (figura 5) e um (14,3%) apresentou

duas mutacdes: cddon 297 e 315 (Figuras 4 e 5).
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Foram observados dois padrées de mutacao no cédon 315: ser (AGC) —
thr (ACC) em 4 (67%) e ser (AGC) —asn (AAC) em dois (33%) dos pacientes. A
mutacéo do cédon 315 mais frequente, ser (AGC) — thr (ACC), observada nesse
estudo estd em acordo com o descrito na literatura para mutacdes no gene katG
(Bostanadab et al. 2006, Silva et al. 2003) (Figura 4). Varios estudos relatam
outras substituicdes no codon 315 como: ser (AGC) 315 — arg (AGG), ser (AGC)
315 — ile (ATC) (Bostanadab et. al 2006, Haas et al. 1997), porém nédo foram
encontradas nos isolados estudados. Dentre 0s pacientes que apresentaram
mutacbes no coédon 315 do gene katG, a maioria (66%) era constituida por
pacientes portadores de TBMDR. Miotto e colaboradores (2006) fizeram a
mesma constatacdo ao analisar 206 isolados clinicos de M.tuberculosis
procedentes da Italia no periodo de janeiro de 2002 a junho de 2005.

Embora estudos de resisténcia as drogas levantem a possibilidade de que
substituicBes sindnimas ou silenciosas (que nao se expressam fenotipicamente)
sejam limitadas (Sreevatsan et al. 1997), no presente estudo foram encontradas
mutacdes silenciosas no codon 297 gly (GGC) — gly (GGT), em dois isolados,
ambos fenotipicamente resistentes a H sendo que o isolado 3 apresentou
substituicdo concomitante no cédon 315. O isolado 5 apresentou apenas a
mutacdo silenciosa (figura 5) que ndo tem nenhum efeito sobre a resisténcia
fenotipica detectada. Neste caso especifico a mutacdo responsavel pela
expressdo da resisténcia observada clinica e fenotipicamente encontra-se
provavelmente em algum outro ponto do gene katG, ndo analisado neste estudo,
ou em outros genes como ahpC, inhA, kasA que podem conferir este tipo de

resisténcia e que ja foram descritos em outros trabalhos (Ramaswamy et al.
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2003, Silva et al. 2003). O mesmo raciocinio deve ser aplicado aos demais
isolados (53%) que nao tiveram confirmacdo genotipica da resisténcia
apresentada nos testes fenotipicos.

Dos 11 pacientes com resisténcia fenotipica a R, dez (91%) apresentaram
mutagdes entre as bases 1276 e 1356 correspondentes aos cédons 432 a 458
do gene rpoB de M. tuberculosis. Esta alta frequéncia de mutacdo observada
dentre os isolados resistentes a R, esta em acordo com a literatura (Heep et al.
2001, Rigouts et al. 2007) e confirma a utilidade da analise desta regido do gene
rpoB na procura das mutacdes que conferem resisténcia a R.

Dentre os 11 pacientes que apresentaram mutacdo no gene rpoB, oito
(72,7%) apresentaram a mutacdo ser (TCG) — leu (TTG) no cédon 456, um
paciente (9,1%) sofreu mutacdo ser (TCG) — leu (TTG), no cédon 447, um
paciente (9,1%) apresentou a mutacao his (CAC) — tyr (TAC) no codon 451 e
um (9,1%) paciente, (isolado 12 B), apresentou mutacédo no cdédon 456 ser—leu
embora nado tenha sido confirmado fenotipicamente.

De acordo com estudo realizado por Bahrmand e colaboradores (2009),
analisando 286 cepas de M. tuberculosis obtidos de escarro de pacientes com
TB pulmonar ativa, coletados em uma provincia na fronteira do Ir& com
Afeganistdo, foram observadas mutacdes nos codons 432, 433, 436, 441, 444,
445, 448, 451, 452 e 456. Os autores afirmam que os cdédons 436, 441, 451 e
456 de M. tuberculosis sao reportados mundialmente como sendo 0s mais
envolvidos em mutagbes e salientam que ocorrem variagcdes dependendo da
regido geografica. Nossos achados sdo equivalentes a estudos realizados por

pesquisadores que relatam a mutacdo no gene rpoB como a mais frequente no
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cédon 456 (TCG—TTG) conforme descrito por Heep e colaboradores (2001) que
encontraram 65% de mutacfes no cédon 456 em 93 isolados resistentes a R
obtidos de pacientes na Alemanha.

Os estudos feitos com isolados de diferentes regides do Brasil reportam
frequéncias de mutacdes no gene rpoB semelhantes as encontradas em nosso
estudo. Valim e colaboradores (2000) analisaram 100 isolados de M. tuberculosis
provenientes de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, e detectaram 21
diferentes tipos de mutacdes em 82 isolados resistentes a R. As mutacdes mais
frequentes foram nos codons 456 (54%), 451 (21%) e 441(7%). Em um outro
estudo realizado com isolados de S&o Paulo e Rio de Janeiro, Miranda e
colaboradores (2001) analisaram as bases moleculares de 18 isolados
resistentes a R e observaram uma frequéncia de 52,9% de mutac&do no coédon
456, seguido de mutacdes nos codons 451 (14,7%) e 438 (11,8%).

Neste estudo encontramos mutacdo no cdédon 447 de um paciente (n° 7)
gue codifica para ser (TCG) — leu (TTG) (figura 7). A substituicdo neste codon
também foi encontrada por Valim e colaboradores (2000) em 2 isolados do Rio
Grande do Sul.

O isolado do paciente 10 ndo apresentou nenhuma mutacao no fragmento
do gene rpoB sequenciado. Como ja relatado por outros autores a nao
observacdo de mutacdo nas regides mais frequentemente envolvidas com a
resisténcia a drogas demonstra a necessidade de se analisar outras partes do
gene a procura das bases moleculares referentes a resisténcia observada
fenotipicamente (Valim et al 2000, Miranda et al. 2001. Bahrmand et al. 2009,

Rigouts et al. 2007, Heep et al. 2001).
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Nos pacientes 4, 6, 8, 12 e 13 que contribuiram com mais de um isolado,
foi possivel observar que dentre os MDR, dois (20%) apresentaram padrao
fenotipico de infeccbes mistas (pacientes 4 e 8) devido a diferentes perfis de
resisténcia das amostras coletadas em tempos e espécimes clinicos diferentes.
Os isolados das primeiras amostras coletadas apresentaram-se como TBMDR e
0S posteriores apresentaram resisténcia apenas a H. Populacdes mistas séo
discutidas por varios autores (Warren et al. 2004, Shamputa et al. 2004, Hilleman
et al. 2005) e necessitam ser melhor estudadas em nosso estado.

Com relagcdo aos isolados com padrdao de resisténcia fenotipico
caracteristico de populacdes bacterianas heterogéneas, pode-se afirmar que,
infeccbes mistas sdo causadas simultaneamente por duas ou mais estirpes de
M. tuberculosis e que podem ser confirmadas por DNA fingerprints (Shamputa et
al. 2004). Na Tabela V podem-se observar que os dois primeiros isolados do
paciente 4, coletados em agosto de 2005 e marco de 2006 apresentaram padrao
de resisténcia de TBMDR e os isolados posteriores, novembro de 2006 e abril de
2007 foram resistentes apenas a R. O mesmo aconteceu com isolados do
paciente 8, onde a amostra coletada em julho de 2006 apresentou resisténcia a
R e H, e a amostra coletada em agosto de 2006 apresentou resisténcia apenas a
R. Sabe-se que um isolado, inicialmente resistente, ndo se sensibiliza apés o
inicio do tratamento, entdo pode-se inferir que se trata de infeccbes mistas
(Warren et. al 2004, Shamputa et al. 2004, Hillemann et al. 2005).

De acordo com trabalho realizado por Li e colaboradores (2007), a
resisténcia a uma segunda droga pode resultar tanto do desenvolvimento de

resisténcia por tratamento irregular ou terapia inadequada como em
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consequéncia de uma re-infeccdo exdgena por um novo microrganismo ja
resistente. Nos isolados 13 A e 13 B as analises fenotipicas e moleculares
comprovaram sem sombra de duvida o desenvolvimento de TBMDR por falha na
adeséo ao esquema quimioterapico (Figura 6).

O paciente 12 que contribuiu com dois isolados, LCR e escarro,
apresentou mutacdo no codon 456 ser (TCG) — leu (TTG) da amostra de
escarro cujo TS néo foi realizado devido a néo recuperacdo do isolado. Como o
primeiro isolado, recuperado da amostra de LCR foi fenotipicamente resistente
apenas a H e o segundo isolado, de escarro, ndo teve o TS realizado, pode-se
afirmar, baseado na técnica de sequenciamento, que houve desenvolvimento da
resisténcia a R posteriormente a realizacdo do TS na amostra de LCR. Este
achado pode ser observado na Figura 6 (isolados 12 A e 12B) e explicado por
Viedma e colaboradores (2005) que afirmarem que as analises de clusters de
infecgdes por M. tuberculosis tém mostrado que em certas circunstancias a TB é
uma situacdo muito mais complexa do que aquela visdo esquematica de uma
estirpe infectando um hospedeiro.

As situagbes complexas encontradas na TB incluem recorréncias
causadas por re-infeccdo exdgena; co-infeccbes simultdneas por mais de uma
estirpe de M. tuberculosis; compartimentalizacéo de infec¢do; diferentes estirpes
infectando diferentes o6rgaos e o fendbmeno da micro evolucdo levando ao
aparecimento de variantes clonais dentro de um hospedeiro.

Unidades repetitivas espacadoras e tipagem do numero de variaveis in
tandem MIRU/VNTR é uma ferramenta para confirmar a compartimentalizacéo,

isto é, infeccdes policlonais onde sdo encontradas diferentes estirpes infectando
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diferentes 6rgaos. De acordo com Post e colaboradores (2004) a excisdao de
pulmdo humano de paciente com tuberculose recém-falecido demonstrou
resisténcia adquirida em locais fisicos diversos do mesmo pulméo sugerindo a
ocorréncia de evolucbes paralelas, isto €, emergéncia de resisténcia
independente, em compartimentos separados do mesmo 6rgdo sugerindo que
amostras de escarro obtidos de um mesmo paciente pode conter subpopulacdes
com mistura de bacilos resistentes e sensiveis concluindo que a observacdo de
subpopulacdes mistas de organismos sensiveis e resistentes pode sugerir
mutacdo adquirida recentemente. Esta explicacdo pode ser aplicada ao caso
especifico deste paciente (12) que além do Mycobacterium tuberculosis
apresentava concomitantemente o Mycobacterium leprae.

A aplicacdo de testes moleculares na deteccdo de resisténcia pode nos
fornecer informacdes surpreendentes sobre a origem e disseminacdo dos
microrganismos na comunidade, contribuir com as andlises epidemiolégicas e

favorecer a introducéo da terapia correta mais precocemente.
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7. CONCLUSOES.

- O percentual de concordancia entre os testes fenotipicos e genotipicos foi de
41% para H e 94% para R considerando-se o numero de isolados, e de 40% e

91% considerando-se o numero de pacientes.

- Foram observadas resisténcias fenotipicas a isoniazida em 71% dos isolados,

correspondentes a 93,7% dos pacientes incluidos no estudo.

- A mutacdo no cédon 315 do gene katG foi a Unica observada dentre as cepas

resistentes a H (7/17).

- A frequéncia de substituicbes no codon 315 do gene katG foi de 57% para ser

(AGC) — thr (ACC) e de 43% para ser (AGC) — asn (AAC).

- Foram observadas resisténcias fenotipicas a rifampicina em 71% dos isolados,

representando 68,7% pacientes incluidos no estudo.

- As frequéncias de mutacfes observadas no gene rpoB foram de 76,5% para o
codon 456 ser (TCG) — leu (TTG), 17,6% no coédon 451 his(CAC) — tyr (TTG) e

5,9% no codon 447 ser (TCG) — leu (TTG).

- Dentre os isolados analisados, 46% eram de TBMDR correspondentes a 10

(62,5%) dos pacientes.
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PERSPECTIVAS

A continuidade deste trabalho envolve analises moleculares para se
estabelecer a relagdo genética entre as cepas isoladas, quer sejam elas de um
mesmo paciente, ou de diferentes pacientes, mas com perfis de resisténcia a
antibioticos semelhantes. Estas analises serdo fundamentais para evidenciar a
presenca de mais de uma estirpe em um mesmo paciente. lgualmente, um
melhor entendimento do desenvolvimento e/ou transmissao de cepas resistentes
a antibioticos poderdo ser obtidas com analises de isolados de diferentes
pacientes, com perfis de resisténcia semelhante. Técnicas como RFLP-1S6110,
VNTR/MIRU, sdo as mais utilizadas para essas analises e poderao ser aplicadas
aos isolados nestes estudos futuros.

Esperamos a médio prazo poder implantar no laboratério de referéncia
estadual para tuberculose, LACEN-GO, as técnicas de sequenciamento dos
principais genes envolvidos no desenvolvimento da resisténcia as duas principais

drogas usadas no tratamento da tuberculose.
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ANEXOS

A - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFGo

PROTOCOLO N2 Tt
92 £ lcteo &

_ * UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

| — Identificagdo:

+ Titulo do projelo:Caraclerizagdo dos antigenos protéicos naturais e recombinantes de
Mycobacterium luberculosis induzidos em condicdes de stress pela resposta imune de pacientes
tuberculosos. 3

+ Pesquisador Responsavel: Ana Pzula Junqueira Kipinis

* InstituicSo responsével. Institulo de Patologia Tropical e Saide Publica/ UFG

+ Deta de spresentag2c ao COEP: 26/01/2005

Il — Objetivos:

Identificar antigenos protéicos de M luberculsis capazes de discriminar pacienies {uberculosos

de sadios. Determinar o padrdo de reconhecimento destes antigenos por células T CD4/CDS8,
selecionar anligenos candidatos a vacina.

ill — Sumério do projeto:
+ Descrigao e caracterizagdo da amostra:
Pacientes tuberculosos recrutados no ambulatério de tuberculose do Hospitzl de Doengas Trepicais.
Os controles serZo convidados entre funcionérios, estudantes, efou estagiarios do HDT ou IPTSP
Critérios de inclus3o e exclusZo:SerZo 50 pacientes:
1) tuberculosos com tuberculose pulmonar com idade de 30 a 60 com diagnéstico comprovado pela
reagao positiva ac PPD
2) Pacientes com outras doengas que acometem o pulmao
3) Pacientes hansénicos.
4) Pacientes controles com idade e sexo pareados para cada paciente com tuberculose.
* Adequagio da metodologia:
+ .Adequada para o objetivo proposto.
+ Adequagio das condiges: -
+ adequado
IV — Comentarios do relator frente & Resolugio CNS 196/96 e complementares em particular
sobre:

O projeto visa a caracterizagao de anligenos para {uturos candidalos a vacinas a tuberculose
alravés de selego de antigenos que estimulem uma resposta imune protetora em pacientes sadios e
doentes in vitro. Os laboratdrios envolvidos pessuem as condigbes necessérias para o desenvolvimento
do projeto. A idenlificagdo de antigenos candidalos a vacina nao fornecers um beneficio direto 20
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paciente (além da informag&o do nimero de células CD4 e CD8 em seu sangue), como & esclarecido
no termo de consantimento, porém podera fornecer grandes beneficios 2 comunidade. O paciente sera
acompanhado e fratade da mesma ‘orma, independente de participar ou ndo do projeto, sendo
garantido o sigilo de sua :;deﬁtidade. A caleta de 20 mL de sangue do paciente oferece um risco minimo
para este, portanto, a andlise de riscos e beneficios justifica a execugfio do trabalho. Os pesquisadores
mencionam a utilizagSo ce soro esiccode de nacientes com hanseniase, entretanto, n3o apresenta um
termo de consentimento Livre e esclarecido para utilizagio destes soros no projeio astuz!. A nZn
utilizagBo destes soros ndo compromete a pesquisa, porém, os pesquisadores devem enviar ao comité
de ética da UFG o TCLO demonstrando que os pacientes est&o cientes da utilizag8io destes soros, caso

queiram utifizi-lo.
Diante do exposto, sou faveravel a aprovagao do mesmo.

V1 - Data da reunizo: 25/02/2006 J

Assinatura do relator:

Assinatura do Coordenador/COEP: %& [\A/
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B - Termo de consentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitério - Goiania — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 — 3209.6102 - FAX (062)3521.1839

Consentimento de Participac@o na pesquisa
Titulo do projeto: Caracterizagdo dos antigenos protéicos naturais e recombinantes do
Mycobacterium tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes
tuberculosos.

Nome do pesquisador responsavel: Profa. Dra. Ana Paula Junqueira-Kipnis, DVM, Ph.D.
Contato para problemas e dividas decorrentes desta pesquisa: Dr. Joao Alves de Aratjo
Filho, Médico, telefone: 62 3225-4971.

Vocé esta sendo convidado a participar, voluntariamente, em uma pesquisa que
sera conduzida na Universidade Federal de Goids (Goidnia-Goids). Esta pesquisa tentara
identificar proteinas do Mycobacterium tuberculosis (bactéria que causa a doenca
tuberculose) que sdo reconhecidas pelo sangue (soro e células) de pessoas saudaveis e
pacientes com tuberculose. '

O pesquisador gastara aproximadamente 20 minutos com vocé para: a) explicar o
motivo da pesquisa, anotar algumas informages sobre o seu estado de saude atual e pedir
o seu consentimento para participar neste projeto. Neste periodo, um questiondrio sera
preenchido para facilitar a andlise dos resultados futuramente. b) o seu sangue sera
coletado (20 mL). Se vocé decidir nao participar da pesquisa, vocé nao tera seu tratamento
ou assisténcia interrompida. Vocé pode retirar o seu consentimento a qualquer momento,
sem que o seu tratamento ou acompanhamento pelo Hospital de Doengas Tropicais seja
interrompido ( Goiania, Goias, Brasil).

Embora néo exista nenhum risco em potencial durante a coleta de sangue, algumas
vezes podem ocorrer vermelhidao e dor no local da coleta. Algumas pessoas podem
desmaiar durante a coleta. Se isto acontecer interromperemos a sua participagao
imediatamente. Para coletar o seu sangue, o seu brago sera limpo e esterilizado com alcool,
depois de garrotear a parte superior do seu brago o sangue sera coletado usando agulha e
seringas estéreis. Para a coleta, serd usada uma seringa de 20 mL. Nao é possivel
identificar todos os problemas que podem ocorrer durante esse procedimento, mas nos
(médico, enfermeira e o pesquisador) tomamos todas as medidas para minimizar os riscos
desconhecidos desse procedimento.

Os resultados sobre a sua saude e dos testes realizados com o seu sangue serao
mantidos confidenciais pela pesquisadora responsavel. Os seus dados pessoais nao serao
revelados em nenhum momento. Os resultados deste estudo serdo publicados numa revista
cientifica internacional.

Participacao

Sua participagdo nesta pesquisa € voluntaria. Se vocé decidir participar deste
estudo, vocé podera desistir a qualquer momento sem que vocé seja penalizado ou perca a
sua assisténcia no Hospital de Doengas Tropicais. A sua assinatura provara que vocé leu,
entendeu e deu o seu consentimento para participar desta pesquisa. Sua assinatura
também provara que vocé esta recebendo uma cépia deste documento.

Nome do participante (letra de forma) Testemunha: nome e RG

/ /
Assinatura Data




E - Parecer da Diretoria do IPTSP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS. IPTSP
Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitario - Goidnia — GO.CEP 74605-050
Fone (062)3521.1837 - 3209.6102 - FAX (062)3521.1839

CERTIDAO

Cerlificamos que em reunido do Consetho Diretor do
Instituto de Patologia Tropical e Satude Publica da UFG, realizada no dia 27 de outubro de
2004, foram discutidos e aprovados os seguintes projetos de pesquisa "Perfil socio-

demografico e clinico epidemiolégico dos pacientes portadores de infecgdo HIV/aids
atendidos no Servigo de Atendimento Especializado (SAE), Goiania, de 2001-2004" -
Responsavel: Prof*. Ms. Ana Maria de Oliveira; "Prevaléncia de microorganismos Gram-
negativos produtores de B-lactamase de expectro ampliado (ESBL) em sitios estéreis em
Hospitais de Goidnia " - Responsavel: Prof®. Dr®. Fabiana Cristina Pimenta;
"Caracterizagao dos anligenos protéicos naturais e recombinantes do Mycobacterium

tuberculosis induzidos pela resposta imune de pacientes tuberculosos™ — Responséavel.
Prof®. Dr®. Ana Paula Jungueira Kipnis; “Atividade Antimicrobiana do Alcool Etilico 70,0%
em Canetas Odontolégicas de Alta Rotagéo” — Responsavel: Prof. Dr. Cledbmenes Reis.

Goiania, 28 de outubro de 2004

Mﬂmh

efaetano do IPTSP/UFG

Tendo em visla Cerlidao expedida, encaminhe-se a Prof®. Dr*.
Lucimeire Antonelli da Silveira, para os devidos fins.

/; Py L«.,-» . t’»x ci( [ 31—{-“ -\__
Prof. Dr® Divina ¢ das Dores de Paula Cardoso
Diretora do IPTSP/UFG



F- Parecer do SUS e Secretaria Estadual da Saide

Goid&nia, 04 de margo de 2005

Sra. Pesquisadora

BNA PAULA KIPINIS

Proponente de Projeto no Programa Pesquisa para o SUS - C&T em Sadde em
Goias

Prezada Pesquisadora!

Com satisfagdio vimos comunicar que sem projeto intituladeo
/Caracterizacac dos antigenos proteicos naturais e recombinantes do
Mycobacterium tuberculosis pela resposta imune de pacientes tuberculosos
atendidos pelo Sistema Unico de Satde de Goilnia/ foi APROVADO, com
valor integral, conforme soclicitado.

Estaremos proximamente convocando para concretizar a concessido dos
recursos solicitados, t8o logo sejam disponibilizados.

Recomendamos providenciar documentaglo, conforme exigéncias do Edital.

Atenciosamente

Comit& Gestor

Pesquisa para o SUS - C&T em Salde Goids
SECTEC-GO

Esta mensagem foi verificada pelo sistema de antivirus e
acredita-se estar livre de perigo.



SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCAGCAO E DO DESPORTO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
Rua 235, SMN- Setor Universitéio - Gaidinia-GO - CEP 74605-050- Fone:(062) 209-6103/09

Oficio n® 068/05 Goiénia, 15 de margo de 2005

Da Diretora do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica da UEG
A Dep. Prof. Raquel Teixeira

MD?. Secretéria de Ciéncias e Tecnologia do Estado de Goias
Assunto: Termo de aceitagio

Senhora Secretdria,

Juntamente com nossos cumprimentos, apresentamos a V. S2 o presente
Termo de Aceitago do Instituto de Patologia Tropical & Satde Pdblica da Universidade
Federal de Goiés, como Instituicéo executora do projeto “Caracterizagfo dos antigenos
naturais e recombinantes do Mycobacterium tuberculosis induzidos em condicGes de
sitress pela resposta imune de pacientes tuberculosos atendidos pelo SUS - Goiania”,
sob a responsabilidade da Pesquisadora Prof®. Dr®. Ana Paula Junqueira Kipnis.

Sem mais para o momento, subscrevemo-nos,

Atenciosamente,

AT VR ST O o
Prof. [P.ﬂ[)ivinadasDoresdePatﬂaW

~ Diretora do IPTSP/UFG

80



