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RESUMO
A doenga tuberculose (TB) € altamente infecciosa, causada pelo o bacilo Mycobacterium

tuberculosis. E estimado que um quarto da populagio mundial esteja infectada. De acordo com
a OMS, em 2014 foi estimado que ocorreram 480.000 casos de TB-MDR. Em 2017, foram
notificados 3.076 casos de TB no Cear4, dos quais 1.847 foram notificados apenas em Fortaleza
0 que representa uma taxa de incidéncia de 63,8 casos novos por 100 mil habitantes, o que é
considerado um parametro elevado com relacdo a média nacional. A TB multidroga resistente
(MDR) é definida como a resisténcia a isoniazida (I) e rifampicina (R), dois principais farmacos
utilizados no tratamento da TB, constituindo assim um problema grave para o controle da
doenca. O principal objetivo foi determinar e compreender as varidveis da frequéncia e da
transmissdo da TB-resistente (TB-R) relacionadas ao ambiente domiciliar e da comunidade,
avaliando aspectos socioecondmicos, ambientais, comportamentais € comorbidades, associadas
a TB-R. Foi realizado um estudo prospectivo e observacional com 49 participantes com TB-R
em pacientes HIV negativos. A coleta do material foi realizada nos ambulatérios do Hospital
Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, no periodo de julho de 2017 a junho de 2018. As amostras
de escarro foram cultivadas e submetidas ao teste fenotipico BACTEC. Além disso, foi aplicado
um questionario com dados demogréficos, clinicos e comportamentais. A resisténcia a I e R
foram encontradas em 30,6% (15/49) dos casos analisados. Em relacdo a diabetes, 67,8%
(33/49) dos pacientes ndo apresentavam essa comorbidade. O alcoolismo aumentou o risco da
resisténcia, onde 73,7% (14/19) dos pacientes apresentavam cepas resistentes. Em relacio ao
sexo, houve um predominio de homens no total dos participantes de 53,1% (26/49). O conjunto
das informacdes deste estudo poderdo ser empregadas para estabelecer medidas mais adequadas

e efetivas para a prevengao desta doenca.

Palavras-chave: Comorbidade. Tuberculose. Tuberculose resistente.



ABSTRACT
Tuberculosis (TB) disease is highly infectious, caused by the bacillus Mycobacterium

tuberculosis. It is estimated that a quarter of the world's population is infected. According to
WHO, in 2014 it was estimated that there were 480,000 cases of MDR-TB. In 2017, 3,076 TB
cases were reported in Ceard, of which 1,847 were reported in Fortaleza alone, representing an
incidence rate of 63.8 new cases per 100,000 inhabitants, which is considered a high parameter
in relation to the national average. Resistant multidrug TB (MDR) is defined as resistance to
isoniazid (I) and rifampicin (R), two main drugs used to treat TB, thus constituting a serious
problem for the control of the disease. The main objective was to determine and understand the
variables of frequency and transmission of resistant TB (TB-R) related to the home and
community environment, evaluating socioeconomic, environmental, behavioral and
comorbidities aspects associated with R-TB. A prospective and observational study was
conducted with 49 participants with TB-R in HIV-negative patients. The material was collected
at the outpatient clinics of Dr. Carlos Alberto Studart Gomes Hospital from July 2017 to June
2018. Sputum samples were cultured and submitted to the BACTEC phenotypic test. In
addition, a questionnaire with demographic, clinical and behavioral data was applied. The I and
R resistance were found in 30.6% (15/49) of the analyzed cases. Regarding diabetes, 67.8%
(33/49) of the patients did not present this comorbidity. Alcoholism increased the risk of
resistance, where 73.7% (14/19) of the patients had resistant strains. Regarding gender, there
was a predominance of men in the total of the participants of 53.1% (26/49). All the information
in this study could be used to establish more adequate and effective measures for the prevention
of this disease.

Keywords: Comorbidity. Tuberculosis. Tuberculosis resistant.
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1 INTRODUCAO

A doenga tuberculose (TB) € altamente infecciosa, causada pelo o bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), sendo estimado que um quarto da populacdao mundial esteja
infectada (WHO, 2017). A doenca pode ser adquirida a partir da inalacdo de goticulas e
aerossodis contendo bacilos de M. tuberculosis de pacientes com TB pulmonar ativa. A forma
clinica pulmonar é a mais comum. Entretanto, o bacilo pode ser disseminado pela via
hematogénica, linfatica e/ou contiguidade tecidual, como rins, ossos, sendo denominada de
tuberculose extrapulmonar (NARASIMHAN et al, 2013).

Uma pequena parcela das pessoas infectadas pelo bacilo desenvolvera a doenca.
Entretanto, pacientes acometidos por vulnerabilidades como a infec¢do pelo HIV, o uso de
dlcool e drogas ilicitas, apresentardo uma maior probabilidade de desenvolver a doenca
(GENGENBACHER; KAUFMANN, 2012).

A TB € uma das doencas mais antigas que ainda causam problemas ao homem.
Apesar de todos 0s avangos nas pesquisas, continua sendo a doenga infecciosa que mais causa
6bito no mundo. Infelizmente, a situac@o tende a se agravar devido ao aparecimento de isolados
de Mtb multidroga-resistentes (TB-MDR) ou extensivamente droga resistentes (TB-XDR).

Com todos esses agravantes, diversas areas de estudo voltaram a buscar novas
ferramentas e estratégias, como estudos epidemioldgicos e interacido do agente patogénico com
o hospedeiro, que ajudem a controlar e possivelmente eliminar a doenca (HOFT et al., 2008).

As micobactérias sdo bactérias Gram-positivas e aerdbias, pertencendo ao género
Mycobacterium, este qual pertence ao Reino Monera, classe das Actinobactérias, ordem
Actinomycetales e da familia Mycobacteriaceae (EUZEBY, 2017).

O género é composto por 169 espécies. Estas espécies sdo divididas em trés grupos
principais: o Complexo M. tuberculosis (CMTB), o Mycobacterium leprae € um grupo de
bactérias referidas como micobactérias nado-tuberculosas (MNT), como as espécies
Mycobacterium avium e Mycobacterium abcessus (JAGIELSKI et al., 2016).

As micobactérias também podem ser divididas de acordo com suas caracteristicas
de crescimento em condicdes 6timas, sendo divididas em espécies de crescimento lento e
rapido. As de crescimento lento, como M. tuberculosis, apresentam tempo de geracdo de
aproximadamente de 20 h e requerem mais de sete dias para formarem colOnias. As
micobactérias de crescimento rdpido possuem o seu tempo de geracdo em cercade 3 a5 he

apresentam colonias em menos de sete dias (PFYFFER; PALICOVA, 2015).
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As micobactérias possuem um alto teor gendmico de ligacdes Guanina-Citosina em
seu DNA, cerca de 61 a 71% que possuem &cido mic6lico, como um dos principais
componentes da parede celular e resistem a descoloragdo com uma solugao dlcool-dcida, sendo
denominados de bacilos dlcool-dcido resistentes (BAAR) (OLIVEIRA, 2013). A parede celular
deste microrganismo ¢ semelhante a parede de uma bactéria Gram-positiva, contendo uma
camada polipeptidica, uma camada de peptidoglicano e lipideos. O elevado teor de lipidico é
responsdvel por tornar essa parede hidrofébica, com baixissima permeabilidade aos farmacos e
detergentes. Além disso, conferem caracteristicas de BAAR (HOFFMANN et al., 2008). A
coloragdo € realizada pelo uso da técnica de Ziehl-Neelsen, que comprova a sua propriedade de
alcool-acido resisténcia (FIGURA 1; CATTOIR, 2004).

Além disso, sdo caracterizadas por serem bacilos retos ou ligeiramente curvos,
medindo aproximadamente de 0,2 a 0,6 pm de espessura por 1,0 a 10 pm de comprimento, ndo

formadores de esporos, sem motilidade e ndo apresentam cépsula (CANTON, 2005).

Figura 1 - Visualizacdo de bacilos dlcool-dcido resistentes (BAAR) de amostras de
escarro de pacientes com TB resistente.

Fonte: Prépria autora (2018). Coloracdo de Ziehl-Neelsen. Microscopia 6ptica (Microscépio Zeiss),
aumento de 1000x.

O complexo M. tuberculosis (CMTB) agrupa um conjunto de bactérias que
pertencem ao género Mycobacterium, sendo a espécie M. tuberculosis a espécie de maior
importancia para o homem por ser um dos principais causadores de infec¢gdes em humanos. Os
representantes do complexo sdo: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti
(BROSCH et al., 2002), M. caprae (ARANAZ et al., 2003), M. canetti (VAN SOOLINGEN et
al., 1997), M. mungi (ALEXANDER et al., 2010), M. orygis (VAN INGEN et al., 2012) e M.
pinnipedii (COUSINS et al., 2003).
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A TB € uma doencga infecto-contagiosa causada pelo M. tuberculosis, sendo este
um parasita intracelular facultativo, que sobrevive dentro das células do sistema fagocitico
mononuclear e possui um crescimento lento. Foi descrita pela primeira vez por Robert Koch,
em 1882, sendo denominada assim de “bacilo de Koch” (KAUFMANN; SCHAIBLE, 2005).

Os bacilos apresentam as caracteristicas gerais do género, como a forma de bacilos
finos e ligeiramente encurvados. O meio de cultura Lowenstein-Jensen (LJ) é o mais utilizado
para os isolamentos desta micobactéria. Esse meio se caracteriza por ser um meio sélido que
possui ovo em sua composicdo, juntamente com glicerol e asparagina. As colOnias aparecem

com aspecto rugoso e com a cor de camurca (FIGURA 2).

Figura 2 - Col6nias de Mycobacterium tuberculosis. em meio Lowenstein - Jensen.

Fonte: Fernandes (2018).

O genoma de M. tuberculosis ¢ um dos maiores dentre todas as bactérias, se
destacando uma elevada quantidade de bases nitrogenadas citosina e guanina (C-G) com um
teor de 65,6%, codificando aproximadamente 4.000 proteinas, rico em sequéncias de insergdes
repetitivas, onde a [S6770 é a mais comum, por apresentar 16 cpias no genoma, sendo utilizada
como uma ferramenta determinante para diferenciacdo de isolados de M. tuberculosis e M.bovis
(COLE et al, 1998; FORRELLAD et al., 2013).

De acordo com a OMS, a TB acomete cerca de 10 milhdes de pessoas a cada ano e
€ considerada uma das 10 principais causas de morte em todo o mundo. Em 2016, foi estimado
que 10,4 milhdes de casos de TB, o que € equivalente a 140 casos para cada 100 mil habitantes.
Além disso, em 2016, foi estimado 1,3 milhdes de mortes de pacientes HIV-negativos por TB

e 374.000 mortes de pacientes HIV-positivos. Sabe-se que a Asia é um grande reservatério de
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TB no mundo, onde foi estimado que 45% dos casos detectados em 2016 ocorreram nessa
regido. Além dessa regido, Africa, América Central e América do Sul também apresentam

elevada prevaléncia da doenca (FIGURA 3; WHO, 2017).

Figura 3 - Estimativa do nimero de casos novos de tuberculose referente ao ano de 2016.
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Fonte: WHO (2017).

O Brasil ocupa a 20° posi¢ao quanto a carga da doenca. As regides Norte, Nordeste
e Sudeste apresentam as maiores taxas de detec¢do e mortalidade (BRASIL, 2018).

Em 2015, o pais reduziu a sua incidéncia em 20,4%, com 70 mil casos novos de TB
com uma propor¢ao de 30,9 casos para cada 100 mil habitantes. Em 2016, foram registrados
66.796 casos novos, sendo que 840 se caracterizaram como TB-MDR (FIGURA 3; BRASIL,
2016). Em 2017, houve um aumento na incidéncia de TB no Brasil. Foram detectados 69.590
casos novos. Além disso, no mesmo ano ocorreram aproximadamente 4.426 mortes

exclusivamente por TB (WHO, 2015; BRASIL, 2018).
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Figura 4 - Coeficiéncia de incidéncia de tuberculose no Brasil 1990-2017.
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Fonte: Secretaria de Vigilancia da Saide/ Ministério da Sadde (2018).

Em 2015, de acordo com a Secretiaria de Saide do Estado do Ceara, foram
notificados casos em 90% dos municipios do estado, com um total de 3.417 casos novos,
representando uma incidéncia de 38,4/100 mil habitantes. J4 em 2017, houve um declinio na
quantidade de casos novos, onde foram notificados 3.076 casos de TB no Ceara, dos quais 1.847
foram notificados apenas em Fortaleza, o que representa uma taxa de incidéncia de 63,8 casos
novos por 100 mil habitantes, que mesmo assim € considerado um parametro elevado com

relacdo a média nacional (FIGURA 5; CEARA, 2018).
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Figura 5 - Casos novos e incidéncia de tuberculose por ano de diagndstico no
Ceard, periodo de 2013 a 2017.
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No ano de 2017, houve um percentual de 11% de abandono de tratamento no estado
do Ceara (FIGURA 6). A cidade de Fortaleza se destaca com a maior taxa de abandono com
15%, se tornando a segunda capital do Nordeste com o maior nimero de abandono de

tratamento (CEARA, 2018).

Figura 6 - Propor¢do de cura, abandono e ignorado dentre os casos novos de tuberculose
no Ceara, periodo de 2013 a 2017.
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A TB € uma doenca tratdvel que utiliza uma combinacdo de farmacos
antimicobacterianos que sdo fornecidos e supervisionados ao paciente por um profissional de
saide. A TB pode ser curada na maioria dos casos e evita a resisténcia, contudo, o sucesso do
tratamento depende se o individuo utilizar os medicamentos de forma correta, com total atencao
as doses e ao tempo correto do tratamento (OLIVEIRA, 2013).

Como citado anteriormente, a TB € tratada por uma combina¢do de medicamentos,
incluindo a isoniazida (I), rifampicina (R), pirazinamida (Z), etambutol (E) e estreptomicina
(S). Estes farmacos constituem como sendo de primeira linha no tratamento. A I atua
diretamente inibindo a sintese do 4cido micdlico, enquanto o E agird como inibidor da formagado
do arabinogalactano, moléculas que estdo diretamente ligadas a camada lipidica da parede. A
R atua na inibicao da sintese de mRNA, evitando a transcricao génica. A Z € um pré-farmaco,
€ convertida em 4cido pirazindico pela enzima bacteriana pirazinamida, que promove
acidificacdo da micobactéria e morte do bacilo (LABORCLIN, 2011; SUTRE, 2010;
OLIVEIRA, 2013; LIMA et al, 2011).

De acordo com a OMS, o esquema terapéutico recomendado no tratamento da TB
deve ter uma duracdo minima de 6 meses € no méximo de 12 meses, sendo dividido em duas
fases: a fase intensiva e a fase de manutenc¢do (BRASIL, 2011).

A fase intensiva consiste em um tratamento por dois meses utilizando al, R, Z e E,
visando reduzir a transmissdo. A fase de manuten¢do deve durar quatro, sete ou dez meses e
possui o objetivo de eliminar os bacilos, prevenindo um possivel retorno da doenga (BRASIL,
2011).

Em caso de resisténcia aos farmacos de primeira linha, protocolos alternativos sdao
utilizados com farmacos de segunda linha, sendo que este tratamento pode durar por até um
ano. Sdo utilizados os seguintes farmacos da classe das fluoroquinolonas: levofloxacina,
moxifloxacina e ofloxacina; e farmacos injetaveis da classe dos aminoglicosideos (amicacina,
canamicina e capreomicina). Os farmacos de segunda linha apresentam algumas desvantagens
por serem menos eficazes e provocam efeitos mais adversos no paciente (SUTRE, 2010;
BRASIL, 2011; DUARTE et al, 2007).

Os efeitos adversos causados pela terapia sdo comuns. Em decorréncia disso, alguns
pacientes interrompem o tratamento antes do tempo recomendado do esquema terapéutico. Este
¢ um dos fatores mais preocupantes, pois o0 ndo cumprimento do esquema de tratamento, em
parcial ou total, pode propiciar o surgimento de isolado resistente aos fidrmacos

antimicobacterianos (OLIVEIRA, 2013). No Brasil sabe-se que 96% dos casos de
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multirresisténcia s@o associados aos tratamentos realizados de forma irregular (SIQUEIRA,
2009), no Ceari a taxa de abandono em 2016 foi de 11,4% (CEARA, 2018).

A resisténcia aos farmacos mediada por plasmideos € incomum em micobactérias,
sendo relatada a presencga destes elementos mdveis em algumas espécies ambientais, como M.
abscessos (MATSUMOTO et al., 2014) e M. fortuitum (HULL et al., 1984). Em M.
tuberculosis a resisténcia € atribuida a mutacdes cromossomais. Os principais mecanismos
envolvidos na resisténcia s@o: alteracdo do alvo do antibidtico (Ex.: mutagcdo no gene rpoB),
expressdo aumentada do alvo (Ex.: mutacdo na regido promotora do mabA), inibi¢do da
ativacdo da pré-droga (Ex.: mutacdo do gene pncA) e ativagdo de bomba de efluxo (Ex.:
resisténcia a fluoroquinolonas, mutagdes nos genes IfrA e pstB) (ZHANG; YEW, 2015).

A resisténcia as duas principais drogas de primeira linha utilizadas no tratamento, I
e R, caracteriza a TB multidroga resistente (TB-MDR). A TB extensivamente resistente (TB-
XDR) € definida como um tipo menos comum de TB-MDR que € acrescida de resisténcia a
fluoroquinolona e a pelo menos um dos trés farmacos de segunda linha injetdveis (amicacina,
canamicina ou capreomicina) (GANDHI et al., 2006).

A resisténcia a R ocorre devido a mutacdes sucessivas e espontaneas que ocorrem
no gene rpoB que codifica a subunidade Beta da RNA polimerase. Cerca de 96% dos isolados
resistentes a R possuem mutagdes em uma regido definida de 81 pares de base (pb), sendo as
mutacdes mais frequentes nos cédons 531, 526 e 516 (SUTRE, 2010; UNISSA et al., 2016).

O mecanismo responsavel pela resisténcia a I tem sido atribuido a mutacOes
individuais em inimeros genes. Diversos estudos demonstram que sio devidas principalmente
a mutagdes no gene katG o qual é responsdvel pela sintese da catalase-peroxidase. A mutagao
no cédon 315 do gene katG € a mais comum, sendo responsavel por 50-95% das mutacdes em
isolados resistentes (ZHANG; YEW, 2015). Outro gene bastante envolvido nesta resisténcia €
o inhA que esta associado na sintese do dcido micdlico (KALOKHE et al., 2014).

A OMS recomenda que as seguintes estratégias sejam implementadas para eliminar
a TB: diagndstico precoce da doenga, incluindo testes de sensibilidade e rastreio sistemético
dos contatos e grupos de alto risco; tratamento de todas os doentes, incluindo TB droga
resistente (TB- DR) e apoio ao paciente; atividades colaborativas de TB/HIV e manejo de
comorbidades; e tratamento preventivo de pessoas de alto risco e vacinacao contra TB (WHO,
2018).

Desta forma, € necessdrio o desenvolvimento de técnicas de diagndstico precoce e
répido resultado. Portanto, os métodos moleculares tém se tornado uma 6tima alternativa. Os

métodos de genotipagem se mostram eficazes por serem aplicados em diversos tipos de
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amostras bioldgicas, necessitando da combinacdo de trés etapas: extracio do DNA
micobacteriano, amplificacdo do fragmento alvo genético para diagndstico do M. tuberculosis
e deteccdo de mutagdes relacionadas a resisténcia (SUTRE, 2010).

Em 2010, o sistema Gene Xpert™ MTB/Rif foi recomendado pela OMS para o
diagnéstico de TB pulmonar e laringea, sendo utilizado principalmente em individuos com
suspeita de TB resistente. Esta técnica consiste em uma triagem em amostras resistentes a RIF
por meio de uma nested-PCR em tempo real. Um dos principais beneficios desse teste € que os
resultados saem em menos de duas horas, sem a necessidade de tratamento prévio das amostras.
A desvantagem € que esta tecnologia apresenta custo elevado quanto aos reagentes e quanto a
estrutura e operagao da tecnologia (JANKOVIC, 2013).

A PCR multiplex alelo especifico (PCR-MAS) consiste em outra alternativa
diagndstica para deteccdo de mutacOes relacionadas a resisténcia. Utiliza diferentes tipos de
iniciadores, sendo que um dos iniciadores anela na regido da mutacdo pontual. Este ensaio
consiste em uma Unica PCR, onde sao utilizados trés pares de iniciadores alelos especificos,
que produzem diferentes comprimentos de produtos amplificados. Esta técnica foi adaptada por
Yang et al (2005) e utilizaram para detectar simultaneamente mutacdes associadas as
resisténcias a I, R e E, sendo detectadas mutagdes nos genes katG, inhA, rpoB e embB,

respectivamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar e compreender as varidveis da frequéncia da TB-DR relacionada as

caracteristicas do hospedeiro.

2.2 Objetivos especificos

Identificar varidveis socioecondmicas, ambientais, comportamentais (dados
clinicos) e presenca de comorbidades associadas a TB-DR no ambito familiar;
Caracterizar o perfil fenotipico de sensibilidade aos principais
antimicobacterianos dos isolados clinicos de M. tuberculosis;

Analisar as mutagdes nos genes rpoB e katG dos isolados de TB-DR em relagao

a resisténcia fenotipica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacao da pesquisa

O presente trabalho consistiu em um estudo observacional e prospectivo com a
duracdo de 12 meses, realizado entre os meses de julho de 2017 a junho de 2018, sendo
realizado nas instituicdes abaixo discriminadas:

- Hospital da rede da Secretaria Estadual de Satde do Estado do Ceard, Hospital Dr.

Carlos Alberto Studart Gomes, também conhecido como Hospital de Messejana

(HM, Fortaleza-CE);

- Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do Departamento de Patologia e

Medicina Legal da Universidade Federal do Cearé (Fortaleza-CE).

3.2 Critérios de inclusio e exclusao

Foram incluidos no estudo os pacientes com TB pulmonar que foram atendidos no
Hospital de Messejana com idade igual ou maior que 16 anos, que apresentaram isolamentos
de M. tuberculosis com resisténcia a pelo menos um farmaco utilizado no tratamento contra a
TB.

Foram excluidos do estudo os pacientes que ndo consentiram participagdo,
individuos HIV positivos e aqueles com idade inferior a 16 anos. Também foram excluidos os

pacientes com cultivo bacteriano com coldnias ndo caracteristicas de M. tuberculosis.

3.3 Participantes do estudo

Os pacientes com TB-DR foram convidados a participar da pesquisa aqui descrita e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Além disso, os pacientes
participaram de uma entrevista com uma assistente social do HM onde responderam um
questiondrio elaborado para os participantes do estudo, onde foram coletadas informagdes
como: endereco residencial, caracteristicas comportamentais, clinicas e laboratoriais.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Ceara, via Plataforma Brasil, sendo aprovado com o parecer numero 1.956.894 (ANEXO B).
No momento da entrevista com a assistente social do HM foi aplicado um questiondrio

semiestruturado a todos os participantes do estudo. Foram coletadas informagdes de endereco
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residencial, demograficas, socioeconOmicas, comportamentais, clinicas e laboratoriais

(APENDICE A).

3.4 Cultivo primario e teste de sensibilidade a drogas antimicrobianas

As amostras clinicas dos pacientes atendidos no ambulatério do HM com suspeita de
TB pulmonar foram cultivadass no sistema BD BACTEC Mycobacterial Growth Indicator
Tube (MGIT) 460TB. As amostras com cultivo positivo foram submetidas ao teste fenotipico
de sensibilidade aos antimicobacterianos (TSA) aos farmacos R, I, S e E.

Os isolados bacterianos foram enviados ao Laboratério de Micobactérias (LabMico)
do Departamento de Patologia e Medicina Legal (DPML) da Universidade Federal do Cear4,

para a realizacdo de subcultivo e a deteccdo molecular da resisténcia.

3.5 Cultivo secundario

Esta etapa foi realizada no laboratorio de cultivo de micobactérias (NB3) em cabine
de seguranca bioldgica tipo IIb Purifier Class II Total Exhaust (Labconco). Durante o processo
foram utilizadas as medidas de biosseguran¢a recomendadas, como o uso de mascara com filtro
N-95, luvas, aventais e touca. Os isolados de M. tuberculosis foram subcultivados em meio

Lowenstein-Jensen e incubados a 37°C por 14 a 21 dias.

3.6 Baciloscopia

As culturas que apresentavam crescimento visivel e estavam em fase de
crescimento exponencial, foram submetidas a colorac@o de Ziehl-Neelsen, para a confirmacao
como BAAR.

Para a realizacdo desta técnica, as amostras foram colocadas em ldminas e cobertas
por fucsina fenicada e foram fixadas com o auxilio de um bico de Bunsen até a emissdo de
calor. Posteriormente, as laminas foram lavadas com dgua corrente e cobertas com uma solucao
alcool-4cido para que o esfregaco fosse totalmente descorado. Por fim, as laminas foram
lavadas com agua corrente e foram cobertas com o corante azul de metileno, por 30 segundos.
A visualizagao foi realizada em microscépio 6ptico Zeiss, modelo Axio Scope, em objetiva de

imersao (aumento de 1000x).
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3.7 Extracao do DNA gendomico

Antes do inicio da extragdo, foi realizada limpeza da cabine de seguranca bioldgica
utilizando uma solu¢do de glutaraldeido 2%, seguido de emissdo de luz ultravioleta por 20
minutos.

A extracdo seguiu o protocolo publicado por Parish e Stoker (2001). O crescimento
bacteriano observado em meio LJ, foi retirado com o auxilio de uma alca estéril e colocado
num microtubo tipo Eppendorf ® contendo 500 uL de Tampdo TE (0,01M Tris-HCI e 0,001
EDTA [pH 8]), sendo posteriormente centrifugado por 15 minutos a 2500 rpm. Apds esta etapa,
as células foram ressuspensas com o auxilio de uma pipeta e o tubo foi selado com uma pelicula
flexivel (Parafilm®) e aquecido em banho-maria entre 80° e 100°C por 20 minutos, para
promover a inativacgao celular.

Ao final desta etapa, foi aguardado o resfriamento da suspensdo e foram
adicionados 10 pL de lisozima (concentragdo final de 1 mg/mL) e 10 uL de RNAse 10 mg/mL.
A homogeneizagdo ocorreu por lenta e gentil inversdo. O tubo foi incubado a 37°C por uma
hora. Depois foi adicionado 150uL de proteinase K (concentracdo de 10mg/mL) e 30 uL de
SDS 20% e em seguida foi homogeneizado novamente por lenta e gentil inversdo e incubado a
45°C por 2 horas. Foi adicionado ao extrato de DNA o mesmo volume de mistura fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) e misturado gentilmente ~5 vezes por inversdao e
centrifugado a 6000 rpm (temperatura ambiente) por 10 minutos. A fase superior aquosa,
contendo o DNA, foi coletada e adicionada o mesmo volume de cloroférmio, sendo misturada
gentilmente por inversdo, em seguida centrifugada a 6.000 rpm por 10 minutos (temperatura
ambiente) e finalmente foi coletada a fase superior aquosa.

Ao extrato de DNA foi adicionado 0,1 volume de acetato de sédio 3M e adicionado
igual volume de isopropanol. Em seguida foi homogeneizado por lenta e gentil inversdo (2-4
vezes), até formacao de ‘nuvem’ de DNA. Caso ndo houvesse visualizacdo do DNA, o extrato
foi incubado a -20°C por 30 min e depois centrifugado a 6.000 rpm por 20 min. O sedimento
foi lavado com 1 mL de etanol 70% a 4 °C. Em seguida centrifugado a 13.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado tendo cuidado para ndo tocar no sedimento. O residuo
de etanol foi entdo deixado evaporar a temperatura ambiente ou 55 °C por no maximo 30 min
e depois o sedimento de DNA foi solubilizado em 200 pL. de TE ou outro volume menor. A
suspensdo foi incubada a 65°C durante 18 horas ("overnight"), sendo o DNA estocado a
temperatura de -20°C. A concentragio de DNA das amostras foi medida em

nanoespectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) na absorbancia de 260 nm.
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3.8 Identificacao de M. tuberculosis pela amplificacao de 1IS61100

A identificacdo do complexo M. tuberculosis foi baseada na amplificacdo do gene
Rv2168c que codifica a transposase IS67/10 (TABELA 1; MCEVOQY et al., 2007).

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando 1ul de DNA gendmico na
concentracdo de 20 ng/ul, juntamente com 1 pl dos iniciadores IS6110 up e IS6110 low, ambos
na concentracao 25 pmol/ul, 12,5 pl de Hot Green Master Mix 2x e 9,5 ul de H20 ultrapura,
completando um volume final de 25 pl. O controle positivo foi composto por 1 pul de DNA de

M. tuberculosis H37Rv na concentragdo de 20 ng/ul.

Tabela 1 - Iniciadores para a amplificacao da regido IS6110

Iniciadores Sequéncia
|
IS6110 up 5’ - GAG CGG GCG GTG CGG ATG GTC - 3’
| |
IS6110 low 5’ - TCA GCG GAT TCT TCG GTC GTG GTC - 3’

Fonte: Frota (2015).

A amplificacio foi realizada no Termociclador Mastercicler Personal- (Eppendorf)
e envolveu a desnaturacdo inicial das fitas de DNA por 2 minutos a 94°C, seguido de 25 ciclos
de desnaturag@o a 94°C por 30 segundos, anelamento a 63,4°C por 30 segundos e extensdo a
72°C por 30 segundos e extensdo final a 72°C por 15 minutos. Apds o término, as amostras
foram mantidas a 4°C no termociclador e armazenadas a -20°C. O produto obtido foi de 179
pb.

Para a confirmacao da amplificacio os produtos de PCR foram visualizados em gel
de agarose a 1%. Foram colocados 2 pl dos produtos de PCR foram misturados a 2 pl de tampao
e aplicados em gel de agarose preparado com TBE 1x contendo brometo de etidio na
concentracdo final de 0,5ug/mL. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 100pb
(Promega) para comparagdo do tamanho das bandas. A eletroforese foi desenvolvida a 90V no
Eletrophoresis Power Supply EPS 300 (GE Healthcare) e as bandas foram digitalizadas em
Imagequant 300 (GE Healthcare).
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3.9 Identificacao das mutacoes nos genes rpoB 531 e katG 315

A técnica aqui descrita de PCR-MAS foi baseada nos protocolos de VADWALI et
al. (2012), KUMARIA et al. (2017) e SIU et al. (2010).

3.9.1 Condigoes para PCR-MAS rpob-513

As amplificagdes ocorreram de acordo com o descrito por Vadwai et al (2012). Para
amplificacdo da R: 0,125 ul do iniciador rpoBF (20 pmol), 0,5 ul do iniciador rpoBR (20 pmol),
2,5 ul do iniciador rpoB531Fy (20 pmol), 1 ul de DNA (20 ng/ul), 12,5 ul de Go Taq G2 Green
Master Mix 2x, 1,25ul de DMSO e 7 ul de 4dgua. As condi¢des da reagdo foram 94°C por 15
min, seguido de 25 ciclos a 94°C por 1 min, 72°C por 1min e 72°C por 1 min, 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 65°C por 1 min e 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 10min. Como controle

positivo foi utilizado 1ul de DNA (20 ng/ul) de M. tuberculosis H37Rv.

3.9.2 Condicoes PCR-MAS nos genes katG315

O estudo das mutacdes para I teve como base SIU et al (2010). Para amplificacio
do cédon katG-315: 0,6 ul do iniciador katG315_OFx (20 pmol), 0,8 ul do iniciador
katG315_4Rx (20 pmol), 0,6 pl do iniciador katg315_5Rx (20 pmol), 2,5 pul de DNA (20 ng/ul),
12,5 pl de Go Taq G2 Green Master Mix e 8,0 ul de dgua. As condi¢des da reacdo foram 96°C
por 8 min, seguido de 6 ciclos de 95°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 30 seg, 6 ciclos
de 95°C por 1 min, 70°C por 40 seg e 72°C por 30 seg, 25 ciclos de 94°C por 1 min, 68°C por
30 seg e 72°C por 30 seg e extensdo final a 72°C por 10 min. Como controle positivo foi

utilizado 2,5 ul de DNA (20 ng/ul) de M. tuberculosis H37Rv.

3.9.3 Eletroforese para a deteccao dos produtos dos genes rpoB531 e katG315

Os produtos foram separados por eletroforese na fonte voltaica “Eletrophoresis
Power Supply” - EPS 300 (GE Healthcare) em gel de agarose a 3 % em tampao TBE 1x (tris
base 1 mM, 4cido bérico 0,9 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e coloracdo com 0,5 ul de brometo de
etidio 10 mg/ml. Os géis foram preparados em bandejas eletroforéticas de 12 por 8 cm de
tamanho. As corridas ocorreram a 90 volts por 40 a 55 minutos. As amostras foram aliquotadas

nos pocos dos géis, sempre em ordem padronizada dos iniciadores, ficando por dltimo os
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controles negativos, sendo colocado em cada pogo do gel 10 pul de cada produto de PCR-mix
correspondente da placa. No primeiro pogo e ultimo poco foram carregados 6ul do marcador
de DNA de peso molecular de 100pb (Promega). Os fragmentos foram ao final visualizados e

digitalizados no sistema “ImageQuant” 300 (GE Healthcare).

Figura 07 - Preparo da separagdo eletroforética para deteccdo de resisténcia dos
genes rpoB531 e katG315.

Electophoresis Power Supply - FP5 301

-

Fonte: Prépria autora (2018)
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas fenotipicas das amostras isoladas

No periodo de mar¢o de 2017 a fevereiro de 2018, foram reportados no laboratério
do HM 56 amostras com cultura positiva e perfil fenotipico de resisténcia equivalente aos
farmacos utilizados no tratamento contra a TB, detectadas pelo sistema BD BACTEC MGIT
460TB. Deste total de amostras foram excluidas sete, cinco por apresentarem resultado positivo
para HIV e duas por contaminacao.

Das 49 amostras de M. tuberculosis incluidas nesse estudo, 24,5% (12/49)
apresentaram resisténcia a um farmaco, onde 14,2% (7/49) apresentavam resisténciaa I e 8,2%
(4/49) resisténcia a R. A resisténcia até dois farmacos foi encontrada em 36,6% (18/49) das
amostras, sendo a resisténcia tipo TB-MDR, a I e R, a mais frequente com 30,6% (15/49). A
resisténcia a trés ou mais farmacos foi encontrada em 38,8% (19/49), sendo encontrada

resisténcia simultdnea R, I, S e E em 22,4% (11/49) (TABELA 2).

Tabela 2 - Perfil de resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento contra a tuberculose
dos isolados de 49 pacientes com tuberculose pulmonar atendidos nos ambulatdrios do
Hospital de Messejana, Fortaleza, Ceard - Brasil.

Perfil de resisténcia M. tuberculosis (N) (%)
1 farmaco 12 (24,5)
S 1 (2,1
R 4 (3,2)

I 7 (14,3)
2 farmacos 18 (36,7)
I+E 1 (2,0)
I+S 2 4,1
I+R 15 (30,6)
> 3 farmacos 19 (38,8)
R+1+S 8 (16,3)
R+I+E+S 11 (22,4)
Total 49 (100)

Fonte: Prépria autora (2018). I - isoniaziada, R — rifampicina, S — estreptomicina e E - etambutol.
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4.2 Caracteristicas da populacao

O estudo aqui descrito contou com 49 pacientes onde foi analisada a resisténcia aos
farmacos I e R. Analisando as caracteristicas sociodemogréficas a idade média de todos os
individuos foi de 40,9 anos, sendo que os individuos que apresentaram resisténcia a dois ou
menos farmacos e trés ou mais farmacos apresentaram idade média semelhante de 40,2 anos, e
40,9 anos (TABELA 3).

Em relacdo ao sexo, 53,6% (26/49) do total dos participantes eram homens.
Entretanto, houve um predominio de mulheres entre os individuos com resisténcia a trés ou
mais farmacos, de 57,8% (11/19). Nao houve diferenca em relacao ao sexo na frequéncia entre
os participantes com resisténcia a dois ou menos farmacos (TABELA 3).

A respeito do nivel de escolaridade dos participantes, houve um predominio de
individuos que possuiam mais de 4 anos de estudo (66,4%, 32/49). Nao houve diferenca no
grau de escolaridade entre os participantes com resisténcia a dois ou menos farmacos e a trés
ou mais farmacos. Com relacdo a ocupagao, 77,5% (38/49) dos pacientes eram desempregados,
onde os pacientes com cepas resistentes a trés ou mais farmacos apresentaram uma frequéncia
maior de desempregados em relacdo ao grupo de participantes com resisténcia a dois ou menos
farmacos, 73,3% (22/30) e 84,2% (16/19) respectivamente e p=0,0002. Além disso, maioria
dos participantes do estudo, 77,5% (38/49) dos individuos relataram que eram procedentes de

Fortaleza.
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Tabela 3 - Associacdo entre as caracteristicas sociodemograficas e o perfil de resisténcia
realizado pelo sistema BACTEC MGIT 960 dos 49 pacientes diagnosticados com tuberculose
resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de margo de 2017 a margo de 2018,
Fortaleza, Ceara-Brasil.

Total > 3 farmacos < 2 farmacos
49 (%) 19 (%) 30 (%) p*

Idade (anos)
Média (x DP) 40,4 (x11,2) 40,9 (*12,1) 40,2 (£10,9)

<30 9 (19,5) 3 (£15,7) 6 (£20,0)

30 -39 9 (22,0) 2 (£10,5) 7 (£23,3)

40 - 49 16 (36,6) 6 (£31,5) 10 (£33,3) 0,366°

> 50 15 (19,5) 8 (#42,3) 7 (£23,3) 2,238°
Sexo

Masculino 26 (53,6) 11 (57,8) 15 (50,0) 0,291

Feminino 23 (46,4) 8 (42,2) 15 (50,0)
Escolaridade

<4 anos 17 (34,6) 6 (31,3) 11 (36,7) 0,41

4 - 8 anos 32 (66,4) 13 (68,7) 19 (63,3)
Ocupacdo

Dona de casa 2 4,1 0 2 (6,6)

Desempregado 38 (77,5) 16 (84,2) 22 (73,3) 0,0002

Aposentado 9 (18,5) 3 (15,8) 6 (20,0)
Procedéncia

Fortaleza 38 (77,5) 15 (78,9) 13 (43,3)

Regido

metropolitana 5 (10,2) 1 (5,2) 4 (13,3)

Interior do

Estado 6 (12,2) 3 (15,9) 3 (43.,4)

Fonte: Prépria autora (2018). p- teste qui-quadrado de Pearson; DP — desvio padrao.

Quanto as comorbidades e aos hédbitos dos pacientes, a maioria ndo era portadora de
diabetes 79,6% (39/49). E de modo semelhante, houve um predominio de pacientes nao
portadores de diabetes entre os participantes com resisténcia a trés ou mais farmacos e dois ou
menos farmacos (78,5% e 83,3%; TABELA 4).

Analisando os hébitos sociais, foi observado que o habito de alcoolismo foi descrito
em 40,8% (20/49) do total de individuos. Ndo houve diferenca significativa entre os
participantes etilistas com resisténcia a trés ou mais farmacos e dois ou menos farmacos,
contudo foi observada uma frequéncia maior entre os participantes com resisténcia a dois ou
menos farmacos (43,3%; 13/30). No que se refere ao tabagismo, a maioria dos participantes
afirmou que ndo possui este hédbito (63,3%; 38/49). Quanto ao uso de drogas ilicitas, também
houve uma predominancia de respostas negativas quanto ao habito (89,8%; 44/49), sendo que
este dado foi semelhante ao encontrado nos pacientes com resisténcia a trés ou mais farmacos

(84,2%;, 16/19) e dois ou menos farmacos (93,4%; 27/29).
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Tabela 4 - Fatores de riscos associados ao fendtipo de resisténcia obtido pelo sistema
BACTEC MGIT 960 dos 49 pacientes diagnosticados com tuberculose resistente
atendidos no Hospital de Messejana no periodo de marco de 2017 a marco de 2018,
Fortaleza, Ceara-Brasil.

Total > 3 farmacos < 2 farmacos
N =49 (%) N=19 (%) N=30 (%) p
Diabetes
Sim 10 (20,4) 4 (21,5) 5 (16,7) 0’71 10
Nio 39 (79,6) 11 (78.,5) 19 (83,3)
Etilismo
Sim 20 (40,8) 5(26,3) 13 (43,3) 0,3621
Nio 29 (59,2) 14 (73,7) 17 (56,6)
Tabagismo
Sim 18 (36,7) 6 (31,57) 11 (36,6) 1,000
Nio 38 (63,3) 11 (68,42) 19 (63,3)
Drogas ilicitas
Sim 5(10,2) 3(15,8) 2 (6,6) 0,3715
Nio 44 (89,8) 16 (84,2) 27 (93,4)

Fonte: Prépria autora (2018). p- teste qui-quadrado de Pearson.

A tabela 5 mostra os aspectos clinicos dos 49 pacientes participantes desse estudo.
Foi observado que 79,6% (39/49) dos individuos ndo possuiam histérico de tratamento contra
a TB. Esta frequéncia foi semelhante quando comparado os participantes com resisténcia a trés
ou mais farmacos e dois ou menos farmacos (79,0% e 80%). Quando perguntados sobre o
possivel local de contdgio, 69,4% (34/49) dos participantes ndo souberam informar o possivel
local onde adquiriram.

Sobre o nimero de contatos intradomiciliares, a maioria dos participantes, ou seja
85,7% (42/49) afirmaram residir com cinco ou menos pessoas (TABELA 5). A andlise dos
exames de imagem do raio-X de térax evidenciou a predominéncia em todos os participantes
de lesOes bilaterais cavitarias com 67,3% (33/49). Contudo, a lesao bilateral cavitaria foi mais
comum entre os participantes com resisténcia a trés ou mais farmacos (73,7%; 14/19) em
relac@o aos participantes com resisténcia a dois ou menos farmacos (63,4%; 19/30). Quanto a
quantificacdo da baciloscopia, 63,3% (31/49) do total dos participantes apresentavam como
resultado o padrdo de duas ou trés cruzes, sendo este resultado foi semelhante ao observado
entre os casos com resisténcia a trés ou mais farmacos (47,9%; 13/19) e a dois ou menos

farmacos (60%; 18/30).
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Tabela 5 - Aspectos clinicos apresentado pelos 49 pacientes diagnosticados com tuberculose
resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de mar¢o de 2017 a margo de 2018,
Fortaleza, Ceara-Brasil.

Total >3 farmacos < 2 farmacos
N =49 (%) N=19 (%) N=30 (%) p

Historia de tratamento anterior

Sim 10 (20,4) 4 (21,0) 6 (20,0) 0,2379

Nao 39 (79,6) 15 (79,0) 24 (80,0)
Local do provavel contato

Ignorado 34 (69,4) 14 (73,7) 20 (66,6) 1,000

Intradomicilio 15 (30,6) 5(26,3) 7 (33,4)
Numero de contatos

05 42 (85,7) 16 (84,2) 26 (86,6) 1,000

>5 7 (15,3) 3(15,8) 4 (13,4)
Padrio da radiografia do térax

Unilateral cavitaria 10 (20,4) 2 (10,5) 8 (26,6)

Unilateral nao cavitaria 6 (12,2) 3 (15,8) 3(10,0)

Bilateral cavitéaria 33 (67,3) 14 (73,7) 19 (63,4)
Baciloscopia (No de cruzes

Uma 18 (36,7) 6 (26,3) 12 (40,0)

Duas 11 (22,4) 8 (31,6) 3(10,0)

Trés 20 (40,9) 5(16,3) 15 (50,0)

Fonte: Prépria autora (2018). p- teste qui-quadrado de Pearson.

4.3 Caracterizacao genomica da resisténcia as drogas anti-TB

4.3.1 Gene rpoB

As amostras extraidas foram submetidas as reagdes de PCR para a identifica¢ao do
gene rpoB. Todas as amostras analisadas por PCR ndo apresentaram mutacdo no cédon 531 do

gene.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 3% com produtos de amplificacdo do

co6don 531 do gene rpoB de M. tuberculosis.

M 12 3456 7 891011121314151617 M

Fonte: Prépria autora (2018). Gel de agarose 3% de produtos de amplificacdo da regido 531 do
gene rpoB. Pocos M: marcadores 100pb; pocos 1 a 8 e 10 a 15 representam amostras sem
mutacdo no cédon 531 do gene rpoB, produtos de 164 pb e 243 pb. Poco 9: amostra sem
amplificacdo. Poco 16: controle positivo com a cepa padrao H37Rv M. tuberculosis e poco 17:
controle negativo com H»O.

4.3.2 Gene katG315
Das 42 amostras analisadas, 85,71% (36/42) apresentaram muta¢ao no cédon 94 do

gene katG codon 315.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 3% com produtos de amplificagdo do c6don

315 do gene katG de M. tuberculosis.

Fonte: Propria autora (2018). Gel de agarose 3% de produtos de amplificacao da regido katG 315.
Pocos M - marcadores 100pb; 2, 4, 5 e 12 representam amostras sem mutacdo no cédon 315 do
gene katG, produtos de 296pb e 454pb. Pogos 1, 3, 6,7, 8,9, 10, 11 e 13 amostras com mutacio
(produto de 454pb); CP - controle positivo com a cepa padrdo H37Rv M. tuberculosis e CN -
controle negativo com H»O.
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5 DISCUSSAO

A idade média da populagdo estudada foi de 40,4 anos e em relacdo ao sexo, houve
um predominio de homens em relacdo ao total de participantes, semelhante a outros estudos
publicados no pais. Pode-se associar a prevaléncia de homens nos resultados advindos de
tratamentos irregulares e abandono de tratamento, onde na literatura estd diretamente associada
ao sexo masculino (FERREIRA et al., 2005; CAMARA et al., 2016; MARQUES 2017).

Quanto a escolaridade entre quatro e oito anos de estudo, houve um predominio de
individuos com isolados de M. tuberculosis com resisténcia maior ou igual a trés farmacos
(68,7%). Resultado semelhante foi encontrado em um estudo realizado com base nos registros
apresentados pela Vigilancia Epidemiolégica do Municipio de Londrina, onde percebeu-se que
do total de pacientes estudados, 22,4% tinham entre quatro e sete anos de estudo (GIROTI et
al., 2018).

A instru¢do dos individuos é um fator importante para o favorecimento de aquisi¢ao
de renda e condi¢des de moradia, fatores que influenciam diretamente a satide dos pacientes,
principalmente por afetar a capacidade de entendimento das informacdes em tratamentos e a
adesdo de procedimentos terapéuticos, aumentando a vulnerabilidade a TB e resultando em uma
fraca adesdo ao tratamento. Além disso, conhecer o grau de escolaridade dos pacientes com TB
ajuda a delimitar um possivel grupo de risco, o que ajuda a criar novas acOes direcionadas para
esses pacientes (NOGUEIRA et al., 2004).

No que se refere a procedéncia, entre os casos de apresentaram TB-MDR, a maioria
residia em Fortaleza. Nacionalmente, o problema do tratamento da TB e o aparecimento de
cepas resistentes estd associada a alta taxa abandono que em algumas capitais pode atingir uma
média de 25% dos pacientes em tratamento (PAZ, et al. 2012). De acordo com a Secretaria de
Saide do estado do Ceard (2018), cerca de 61% do casos de TB se concentra na capital do
estado, Fortaleza (HIJJAR, 2006; BRASIL 2012).

Entre os fatores de risco associados a resisténcia, a maioria dos participantes nao
eram diabéticos. A diabetes € uma comorbidade associada como fator de risco para
desenvolvimento da TB (CARREIRA, et al., 2012; REIS-SANTOS et al., 2013). No entanto,
nesse estudo, ndo houve diferenca significativa entre os doentes diabéticos ou nao diabéticos
quanto ao diagndstico de TB-DR.

A TB resistente também geralmente estd associada a outras debilidades no sistema
imunolégico do paciente, causadas por hdbitos como o uso de drogas licitas e ilicitas

(BARREIRA, 2018). No presente trabalho, o etilismo foi significantemente dominante com
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relagdo ao total de participantes. No entanto, cerca de 43,3% dos individuos com resisténcia a
até dois farmacos apresentam este hdbito. Bergel e Gouveia (2005) relataram em sua pesquisa
que os pacientes apresentaram uma probabilidade de aproximadamente quatro vezes maior de
abandonar o tratamento quando eram dependentes do dlcool, o que estd diretamente relacionado
com o aparecimento de cepas resistentes. Corroborando com o resultado supracitado, um
trabalho realizado no Ceard que analisou fatores de risco para TB multirresistente adquirida
demonstrou a associacdo de tabagismo e alcoolismo como fatores de risco para desenvolver
resisténcia a drogas (BARROSO et al., 2001).

Souza (2006) destacou em seu estudo que pacientes com histérico anterior de
tratamento contra TB apresentam cerca de catorze vezes mais chances de desenvolver
tuberculose multirresistente. No entanto, os resultados adquiridos neste estudo demonstram que
grande parte dos participantes (64,9%) ndo apresentam nenhuma histéria prévia de tratamento,
mostrando que os pacientes adquiriram TD-MDR sem realizar nenhum tratamento com
antimicobacterianos. Deste modo, caracterizando a transmissdo da resisténcia primdria nestes
pacientes. Em um estudo, também realizado em Fortaleza em 2007, foi mostrado resisténcia
primadria de 15,7% (LUIZ et al., 2013).

Uma das principais fontes de infeccdo € forma pulmonar (cavitaria) da TB, pois é
envolvida diretamente com a eliminacdo dos bacilos pela tosse, espirro e principalmente pela
fala. No estudo aqui descrito, a presenca de lesdes bilaterais cavitdrias foram predominantes,
sendo encontrada em 67,3% dos participantes. Em trabalho realizado no Espirito Santo foi
avaliado o perfil epidemiolégico dos casos de TB multirresistente € mostrou que o exame
radiolégico realizado em 54 dos 57 casos estudados, permitiu avaliar que, destes, 42 (77,8%)
eram cavitdrios, 11 (20,4%) ndo-cavitdrios e 1 (1,8%) normal (VIEIRA et al., 2007). A pesquisa
de Siqueira et al mostrou que durante o tratamento para TB-MDR, individuos que apresentavam
lesdo bilateral cavitdria apresentavam pior evolugdo no tratamento e o nimero de mortes foi de
aproximadamente 7 vezes maior que nos pacientes com lesdo unilateral, onde ele associa que o
maior ndmero de focos das formas cavitdrias propiciam a maior frequéncia de mutantes
resistentes. A radiografia por seu baixo custo e a facilidade da sua realizagdo se torna um
constituinte importante, pois auxilia no diagnéstico da TB, detectando lesdes, principalmente
em casos de TB-MDR.

A baciloscopia € um dos principais recursos para o diagnéstico da TB, pois permite
diagnosticar a doenca rapidamente, apesar da baixa sensibilidade, permitindo o inicio do
tratamento (NOGUEIRA, 2004). A quantificacdo baciloscépica no escarro dos pacientes

mostrou que 63,3% apresentavam o resultado padrao de duas ou trés cruzes. Coelho (2007)
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ressalta que a baciloscopia apesar de ndo ser um exame com alta sensibilidade e que permita a
identificacdo de resisténcia aos fairmacos, deve ser feita em qualquer paciente com suspeita de
TB, auxiliando no diagnéstico da doenca e assim evitando que ocorra erros no tratamento do
individuo.

Os resultados obtidos com a caracterizagdo do perfil de resisténcia dos farmacos
detectaram que 24,5% das amostras se mostraram resistentes a um farmaco, 36,7%
apresentaram resisténcia a dois e 38,8% a trés ou mais farmacos. Outros estudos ja mostraram
indices diferentes do que € descrito nesse estudo. Uma pesquisa realizada por Gongalves (2012)
mostrou que 13% das amostras de pacientes do estado de Sdo Paulo apresentaram
fenotipicamente algum perfil de resisténcia. Em Minas Gerais, Clemente et al (2008)
descreveram um percentual de 17% de resisténcia nas cepas utilizadas no seu estudo.

Das cepas utilizadas no estudo aqui descrito, a resisténcia a I foi dominante, sendo
detectada em 14,3% das amostras. A resisténcia somente a R foi encontrada em 8,2% das cepas.
No estado do Maranhao (SILVA; MOURA; CALDAS, 2014), em estudo sobre o padrdo de
evidenciou a predominancia de resisténcia a R (88,5%) e I (94,8%). A variacao entre as regioes
J4 € esperada devido as diferencas socio econdmicas, levando em consideragdo que o aumento
da TB-MDR estd diretamente relacionado com as desigualdades sociais a qual os individuos
acometidos estdo inseridos.

A detecc@o de mutacdes nos genes associados a resisténcia aos farmacos em cepas
de M. tuberculosis por técnicas moleculares se torna cada vez mais necessdrio para o controle
da TB-MDR. Diversos trabalhos ja foram descritos associando a resisténcia a I aos genes katG
e inhA (MOKROUSOV et al., 2002; YANG et al. 2005).

No presente estudo, os resultados da PCR-MAS das 42 amostras de isolados de M.
tuberculosis analisadas, 85,7% (36/42) apresentaram mutacao no cédon 315 do gene katG. Em
uma pesquisa realizada por Souza (2013) apenas quatro amostras apresentaram mutago neste
gene, sendo que o teste fenotipico constatou 18 amostras fenotipicamente resistentes a I. A
resisténcia nessas cepas pode estar associada a mutacdes em outras regides do gene karG ou em
outros genes como kasA, ahpC ou ndh (LAURENZO; MOUSA, 2011). Estes genes ndo foram
investigados no protocolo empregado neste estudo.

A resisténcia a R estd relacionada a mutagdes no gene rpoB. Nesse estudo o
desempenho da PCR-MAS foi discordante dos resultados encontrados nos testes fenotipicos,
pois ndo foi detectada nenhuma mutag@o no cédon 531 analisado. A resisténcia dessas cepas
pode estar associada também a mutacdes em outros codons deste, na regido entre as sequéncias

nucleotidicas 507-533 (MOKROUSOV et al., 2003).
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Os resultados obtidos neste estudo mostram que € essencial fazer o levantamento
epidemioldgico do padrio de resisténcia. Os dados sdo importantes para embasar as decisoes
terapéuticas e monitorar o padrdo de resisténcia aos farmacos antimicobacterianos em uma

determinada populag¢do onde a TB € endémica.
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6 CONCLUSAO

Das amostras analisadas no sistema BD BACTEC MGIT 460TB 24,9% das
apresentaram resisténcia a um farmaco. A resisténcia foi detectada simultaneamente nos quatro
farmacos testados em 22,4% das amostras.

Foi evidenciado que alguns fatores de risco s@o determinantes para o
desenvolvimento de cepas resistentes nos pacientes. A idade média dos participantes foi de 40,9
anos. Quanto ao sexo, houve um predominio de mulheres quanto aos participantes com
resisténcia a trés ou mais farmacos. A maioria dos pacientes que estavam desempregados
apresentaram resisténcia trés ou mais farmacos.

Apesar da diabetes ser classificada como um fator de risco para o desenvolvimento
de TB-DR, a maioria dos participantes ndo apresentava essa comorbidade. Entretanto, o
etilismo foi predominante no total de participantes, se caracterizando como um fator de risco
importante para o desenvolvimento de resisténcia a drogas utilizadas no tratamento.

Um dos resultados que mostra a dificuldade do controle da TB atualmente € a
inconsisténcia dos dados, principalmente da falta de informacdo sobre o possivel local de
infeccdo dos pacientes. Além disso, o elevado nimero de individuos com TB-MDR que nunca
participaram de nenhum tratamento prévio contra a TB relata que cepas resistentes estdo cada
vez mais disseminadas entre a populacao.

A deteccdo de mutagdes nos genes constatou que a maioria das amostras apresentou
mutacdo no cédon 315 do gene katG. Quanto a resisténcia a R, ndo foi detectada nenhuma
mutagdo no cédon 531 do gene rpoB, indicando que outras regides devem ser analisadas, para
se detectar a mutacdo em outros codons.

Este trabalho ressalta a necessidade de um maior investimento nas estratégias de
controle da TB e da TB-MDR, sendo necessaria melhores estruturas de atendimento aos
pacientes, intensificando as agdes de prevengdo e deteccao.

Além disso, € importante ressaltar que os diagndsticos moleculares, como a PCR-
MAS, se mostram como técnicas promissoras, que facilitam a detec¢ao, tornando mais rapida

e eficaz a caracterizagao da TB-MDR.
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ANEXO
ANEXO A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Esclarecimento

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo de Mycobacterium tuberculosis
Multidrogra (MDR) e Extensivamente Resistente (TB-XDR) em pacientes com histéria de
tratamento anterior em servico de referéncia no Estado do Ceara”. Os avancos na area da saide
ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participagao € importante. O objetivo deste
estudo é: Determinar e compreender as varidveis da frequéncia de TB XDR e TB MDR
relacionadas ao ambiente domiciliar e da comunidade, frente as caracteristicas genéticas do
hospedeiro e do bacilo, visando melhorar as metodologias empregadas no controle e prevengao
da TB resistente. Caso vocé participe, serd necessario a coleta de escarro e respostas de
perguntas relacionadas a TB. Serdo realizados exames de tipagem genética a partir da cultura
da bactéria e teste de sensibilidade as drogas anti-tuberculoese.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participacao no estudo, vocé ndo receberd qualquer tipo de pagamento, mas terd a garantia de
que todas as despesas necessdrias a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade.
Seu nome nao aparecerd em qualquer momento no estudo, pois vocé serd identificado com um
nimero (registro do laboratdério). Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos
profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dudvidas. Os
investigadores sdao: Dr* Cristiane Cunha Frota que pode ser encontrada no endereco Divisdo
de Microbiologia Médica, Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceard, Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo Tedfilo,
Fortaleza. Telefone (085) 3366-8303. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de

Messejana; telefone (085) 3101-4162.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li e/ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Mycobacterium tuberculosis Multidrogra (MDR) e
Extensivamente Resistente (TB-XDR) em pacientes com histéria de tratamento anterior em

servico de referéncia no Estado do Ceara.”.

B oo , i e/ou ouvi o esclarecimento acima e
ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e entendo que sou livre para
interromper meu consentimento a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso
ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome ndo serd divulgado, que ndo terei despesas e

ndo receberei dinheiro por participar do estudo.

e e Assinatura do paciente

o oo -- Assinatura do representante legal

. —— - S — -- Assinatura da testemunha
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FORTALEZA 00 oo Margo de 2047

Assinado port
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)
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