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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma patologia infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
sendo classificada como uma doenca negligenciada. Pesquisas epidemioldgicas apontam para
altas taxas de mortalidade e incidéncia de TB em escala global. Muta¢des no genoma do Mtb,
em genes como rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e
Rv1258c, sao responsaveis por diminuir a suscetibilidade a farmacos especificos utilizados no
tratamento. Essa resisténcia medicamentosa € considerada um problema de saide publica
importante, envolvendo a doenca, pois implica em vdrias consequéncias como o aumento da
morbidade e mortalidade, dificuldade de tratamento e desafios de controle da doenga. Dentro
deste contexto, a presente pesquisa avaliou o perfil de mutagdes associadas a resisténcia aos
farmacos antituberculose na TB pulmonar de participantes atendidos em hospital de referéncia
em Fortaleza, Ceard. A amostragem foi feita por conveniéncia e 100% dos isolados (33/33)
clinicos de TB pulmonar, incluidos neste estudo, foram resistentes a pelo menos um farmaco.
Do total das amostras, 24 apresentaram dados clinicos completos. Destes, 95,8% (23/24)
possuiam um perfil fenotipico de resisténcia para isoniazida e 83,3% (20/24) para rifampicina.
Virios dados sociodemogréficos, de comorbidade e habitos de vida, bem como as
caracteristicas clinicas, foram avaliados e comparados com o perfil de resisténcia, ndo sendo
identificados resultados significantes. Dos 33 isolados, através da técnica reacdo em cadeia da
polimerase multiplex alelo especifica (PCR-MAS), 32 apresentaram mutacdes genéticas,
correspondendo a uma taxa de 97% (32/33). Essas muta¢cdes foram indicativas de resisténcia
para os seguintes farmacos: rifampicina, isoniazida, estreptomicina, etambutol e
fluoroquinolonas. Apenas 24,2% isolados (8/33) apresentaram o DNA integro para o
Sequenciamento Gendomico Completo (WGS) e todos pertenciam a linhagem 4 do complexo
Mtb. Com relacdo a sublinhagem, cerca de 50% (4/8) pertenciam ao subgrupo 4.3.4.1. Das oito
amostras avaliadas pelo WGS, foi identificada uma taxa de resisténcia de 62,5% (5/8), e essas
mutacdes encontradas sugerem resisténcia a rifampicina, isoniazida, estreptomicina e
etionamida. Entre os isolados estudados, detectamos uma alta prevaléncia de resisténcia aos
principais farmacos utilizados no tratamento da TB, rifampicina e isoniazida. O estudo destaca
a relevancia da vigilancia gendmica do Mtb para entender e combater a resisténcia antibidtica,

além de desenvolver medidas eficazes de controle, prevengdo e tratamento da tuberculose.

Palavras-chave: tuberculose; droga-resistente a tuberculose; genes de resisténcia;

sequenciamento gendmico completo.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
classified as a neglected disease. Epidemiological research points to high mortality and
incidence rates of TB on a global scale. Mutations in the Mtb genome, in genes such as rpoB,
katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA, and RvI258c, are responsible
for decreasing susceptibility to specific drugs used in treatment. This drug resistance is
considered a significant public health problem associated with the disease, as it results in several
consequences, such as increased morbidity and mortality, treatment difficulties, and disease
control challenges. In this context, the present research evaluated the mutation profile
associated with antituberculosis drug resistance in pulmonary TB patients treated at a referral
hospital in Fortaleza, Ceard. Sampling was done by convenience, and 100% of the clinical
isolates (33/33) of pulmonary TB included in this study were resistant to at least one drug. Of
the total samples, 24 had complete clinical data. Of these, 95.8% (23/24) had a phenotypic
resistance profile to isoniazid and 83.3% (20/24) to rifampicin. Various sociodemographic data,
comorbidities, lifestyle habits, and clinical characteristics were evaluated and compared with
the resistance profile, with no significant results identified. Of the 33 isolates, 32 presented
genetic mutations via allele-specific multiplex polymerase chain reaction (PCR-MAS),
corresponding to a rate of 97% (32/33). These mutations indicated resistance to the following
drugs: rifampicin, isoniazid, streptomycin, ethambutol, and fluoroquinolones. Only 24.2% of
isolates (8/33) had intact DNA for Whole Genome Sequencing (WGS), and all belonged to
lineage 4 of the Mtb complex. Regarding sublineage, about 50% (4/8) belonged to the 4.3.4.1
subgroup. Among the eight samples evaluated by WGS, a resistance rate of 62.5% (5/8) was
identified, and these mutations suggested resistance to rifampicin, isoniazid, streptomycin, and
ethionamide. Among the isolates studied, we detected a high prevalence of resistance to the
main drugs used in TB treatment, rifampicin and isoniazid. The study highlights the relevance
of genomic surveillance of Mtb to understand and combat antibiotic resistance, as well as to

develop effective measures for the control, prevention, and treatment of tuberculosis.

Keywords: tuberculosis; drug-resistant tuberculosis; resistance genes; whole genome

sequencing.
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1 INTRODUCAO

Apontada como um problema sério de saude publica global (QIN et al., 2022), a
tuberculose (TB) € classificada como uma patologia infecciosa cuja transmissao ocorre através
da aspiracdo de goticulas contendo o bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) (RUIZ-TAGLE;
NAVES; BALCELLS, 2020). Dentre as doengas infecciosas, sob o contexto mundial, a TB é
tida como a doenca dominante em ocasionar 6bitos (FRANCO; PERI, 2021). Conforme a
Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), no periodo de 2016 a 2020, o Brasil foi uma das nac¢des
onde ocorreu muitos casos TB, bem como, da coinfec¢do com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV € a sigla em inglés) (CONCEICAO etal., 2021).

A possibilidade de desenvolver a TB esta relacionada a presenca de vdrios fatores
de riscos, sendo destacados: os individuos HIV positivos, com idade menor que dois anos ou
maior que 60 anos e a presenca de determinadas condicdes clinicas (comorbidades e/ou
tratamentos imunossupressores) (NOUBIAP et al., 2019). Alguns grupos populacionais estao
em maior vulnerabilidade de exposi¢do para a TB, tais como: pessoas vivendo em situacdo de
rua, pessoas vivendo com o HIV, pessoas privadas de liberdade e indigenas. Esses grupos
populacionais tém risco aumentado de adoecimento por TB variando de 3 vezes nos indigenas
até 56 vezes nas pessoas vivendo em situacdo de rua, comparados a populagdo em geral

(BRASIL, 2019a).

Apesar da TB atingir principalmente o tecido pulmonar, ela ainda possui a
capacidade de acometer quaisquer outros 6rgaos do corpo humano, como: coragdo, pancreas,
intestino, rins e bexiga (BAYKAN et al., 2022). Dessa forma, a TB pode ser designada de trés
formas: pulmonar (a mais predominante), extrapulmonar e/ou mista (TAHAN; GABARDO;
ROSSONI, 2020). Em grande parte dos pacientes, a sintomatologia pode se apresentar com
febre vespertina, adinamia, sudorese noturna, perda de peso, bem como manifestagdes proprias
no local infectado, no entanto, a tosse persistente representa o principal sintoma na forma
pulmonar (TBP) (SILVA et al., 2021). Na década de 1940, surgiram as primeiras terapias
quimioterdpicas que demonstraram eficicia contra a TB. Portanto, a disponibilidade destes
medicamentos resultou na cura clinica da maioria dos pacientes. Contudo ao longo dos anos
tem ocorrido aumento no nimero de isolados clinicos resistentes (DALBERTO et al., 2020). A
resisténcia aos farmacos no tratamento da TB leva a maior morbidade ao paciente, dificulta o

tratamento e a prevencao da doenca e aumenta a mortalidade (O’TOOLE, 2022). Sendo assim,



15

essa problematica configura uma emergéncia de saide publica e um perigo a segurancga sanitdria

(NUNES et al., 2020).

1.1 Mycobacterium tuberculosis

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales, classe Actinomycetes,
familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium. Possuem taxa de crescimento lenta, em
torno de 20 a 36 horas para a espécie Mtb. Quanto a estrutura das colonias, sdo verificadas
diferencas entre as espécies da familia, podendo apresentar pigmenta¢do ou nao, além de variar
entre rugosa ou lisa(NATARAJAN et al., 2020). Além disso, apresentam variagdo quanto ao
diametro e comprimento, de 0,2 a 0,6 ym e de 1 a 10 um, respectivamente. Sao caracterizadas
por serem bacilos ligeiramente curvos ou retos, imdveis, que necessitam de oxigénio para o seu
crescimento e nao produzem esporos (AHAMAD; GUPTA; PARASHAR, 2022).

A familia Mycobacteriaceae contém mais de 170 espécies (MEKONNEN et al.,
2021). Em 2018, a familia foi dividida em cinco géneros, o género Mycobacterium abrangendo
o clado "Tuberculosis-Simiae", que inclui todos os principais patégenos humanos, e quatro
géneros novos, viz. Mycolicibacterium gen. nov., Mycolicibacter gen. nov., Mycolicibacillus
gen. nov. € Mycobacteroides gen. nov. correspondendo aos clados “Fortuitum-Vaccae”,
“Terrae”, “Triviale” e “Abscessus-Chelonae”, respectivamente (GUPTA; LO; SON, 2018).

O complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) compreende nove espécies
geneticamente relacionadas que sdo responsaveis, sobretudo em ocasionar TB em mamiferos:
M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. mungi, M. microti, M. caprae, M. pinnipedii, M.
suricattae e M. orygis. As espécies mais relevantes em ocasionar a doenca em humanos sio o
M. tuberculosis e M. africanum (ASARE et al., 2021). As espécies do CMTB diferem quanto
ao aspecto fenotipico, a habilidade de provocar doenga e na predilecao do hospedeiro (TULU;
AMENI, 2018).

O bacilo do Mtb foi visualizado pela primeira vez em 1882 pelo médico alemao
Robert Koch, sendo conhecido como “Bacilo de Koch”, ou simplesmente “BK”. A vista disso,
o médico iniciou vdrios experimentos como o cultivo da bactéria em soros de cordeiro e boi,
além de conseguir reproduzir a doenca em cobaias (KESTLER; TYLER, 2022). No entanto,
embora a doenga possa ser reproduzida em animais de laboratério, o homem € considerado o
unico hospedeiro natural e reservatério para o Mtb (EHRT; SCHNAPPINGER; RHEE, 2018).

A partir da coloracio desenvolvida por Franz Ziehl e Friedrich Neelsen, conhecida
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como coloracdo de Zeihl-Neelsen, varios aprimoramentos foram feitos com a finalidade de
melhorar a identificagdo do microrganismo. O bacilo possui uma estrutura de parede celular
caracteristica, que a diverge das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A parede €
constituida por um alto teor de lipideos e derivados lipidicos, em especial dcidos micoélicos,
ligados a moléculas arabinogalactanos (Figura 1). A camada espessa de lipideos confere a
parede celular bacteriana resisténcia a descolora¢do com solugdo dlcool-acido apds os bacilos
serem corados com fucsina de Ziehl, dessa forma esses bacilos recebem a denominacao de

“bacilo dlcool-4cido resistente” ou simplesmente BAAR (VILCHEZE; KREMER, 2017).

Figura 1 — Estrutura da parede celular do Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: XU et al. (2022, com adaptagdes).

Além de atuarem como uma camada hidrofébica, impedindo a permeabilidade de
moléculas hidrossoliveis, as moléculas da parede também exercem papel na patogénese e
sobrevivéncia da micobactéria. Tais propriedades fazem com que a sintese da parede
micobacteriana também seja alvo de farmacos para o tratamento da doenca (ABRAHAMS;

BESRA, 2018).
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1.2 Epidemiologia no mundo

Dentre as doencas infecciosas, a TB é apontada como uma das principais causas de
obitos a nivel global (ZAMPARELLI et al., 2022). Com a alta letalidade provocada pela TB, a
OMS propds em 2015 a estratégia “Fim da TB”, que sao propostas que t€m por finalidade a
reducgdo, até o ano de 2035, do nimero de mortes e de casos novos de TB em 95% e 90%,
respectivamente (WHO, 2021a).

E avaliado que cerca de 1,7 bilhdo de pessoas ao redor do mundo estejam com a
forma latente da doenca. Individuos com a infec¢do latente por Mycobacterium tuberculosis
(ILTB) podem progredir para a forma ativa da doenga nos primeiros 12 a 18 meses. A reativagao
da ILTB também pode ocorrer anos apds a primeira infeccaio (GOPALASWAMY et al., 2020).

A auséncia de exames efetivos para o diagndstico especifico para ILTB e o
aparecimento de TB resistente sdo alguns dos agravos considerados desafiadores para o controle
da doencga, causando prejuizos no que se refere a prevengao e tratamento (GONG et al., 2022).

De acordo com a OMS, devido a pandemia da COVID-19, em 2020 houve uma
redu¢do no nimero de casos notificados de TB em comparacdo ao ano de 2019 (Figura 2). As
redugdes no nimero relatado de pessoas diagnosticadas com TB em 2020 e 2021, sugerem que
o numero de pessoas com TB ndo diagnosticadas e ndo tratadas aumentou, resultando primeiro
no aumento da transmissdo comunitdria, seguido do aumento do nimero de mortes por TB

(WHO, 2022).

Figura 2 - Tendéncia global nas notificagdes de casos de pessoas
recém-diagnosticadas com tuberculose, 2015-2021
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Em 2022, avaliou-se que, cerca de 10,6 milhdes de pessoas, foram acometidas com
TB, contraposto a 10,3 milhdes em 2021 e 10 milhdes em 2020, mantendo o recuo no declinio
dos ndmeros ocasionados pelo impacto da pandemia da COVID-19. Além disso, também foi
estimado um aumento na taxa de incidéncia de TB, um crescimento de 3,9% entre os anos de
2020 e 2022 (Figura 3), ou seja, houve reducao de diagndstico durante a pandemia e em 2022

ja é observada uma melhora das taxas de detec¢ao (WHO, 2023).

Figura 3 — Estimativa da incidéncia da tuberculose em 2022
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Fonte: WHO (2023). Variacao da taxa de novos casos de TB entre os paises.

Em relacdo ao nimero de ocorréncias referentes a TB drogarresistente (TB-DR),
foi constatada uma reducgdo de 22% nos anos de 2019 e 2020, apresentando um total de 157.903
novos casos, onde 132.222 correspondem a TB resistente a rifampicina (TB-RR) e TB
multirresistente (TB-MDR), e 25.681 de TB com resisténcia extensiva (TB-XDR) ou TB-
préXDR (TIBERI et al., 2022).

1.3 Epidemiologia no Brasil

No Brasil, foi observado um aumento do coeficiente de incidéncia da TB nos anos
de 2016 a 2019 e depois, uma notavel reducio no ano de 2020, devido a pandemia da COVID-
19 (BRASIL, 2023). Esta reducdo da detecc¢ao dos casos novos € justificada por alteragdes da
oferta e da demanda dos servigos de diagndstico e tratamento de TB. Dentre essas influéncias,

¢ inferida a capacidade reduzida do sistema de saide para continuar a fornecer servicos, a
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o

diminui¢do da procura por atendimento no contexto de bloqueios e restricdes associados

circulacdo de pessoas, as preocupagdes sobre os riscos de ir as unidades de satde durante a

fablg

pandemia e o estigma associado as semelhangas entre os sintomas relacionados a TB e
COVID-19 (BRASIL, 2022).

A partir de 2021, foi observada uma tendéncia crescente de TB. Em 2023, foi
verificada uma reducao no total de casos novos de TB registrados no Brasil em relagao ao ano
de 2022, totalizando 80.012 (Figura 4). Em 2023, as Unidades da Federacdo (UF) que
apresentaram populacdes sob maior risco de adoecimento por TB foram Roraima (85,7 casos
por 100 mil hab.), Amazonas (81,6 casos por 100 mil hab.) e Rio de Janeiro (70,7 casos por 100
mil hab.). Nos anos de 2015 a 2023, todos os estados do Brasil registraram casos de individuos

portadores de TB-DR, apresentando uma maior relevancia para as capitais (Figura 5) (BRASIL,

2024).

Figura 4 — Incidéncia e numeros de casos novos da TB no Brasil, periodo de 2013
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Figura 5 — Registro de casos novos de TB-DR no Brasil, periodo de 2015 a 2023
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1.4 Epidemiologia no Ceard

De modo semelhante ao que ocorreu em todo o Brasil, em decorréncia das medidas
de contencdo a pandemia do COVID-19, os servicos de satide do estado do Ceard tiveram que
priorizar os efeitos causados pela pandemia. Assim sendo, houve reducdo da notificacdo dos
casos novos em 2020, seguido de aumento da incidéncia no ano de 2021 (CEARA, 2021). Em
2023, foi registrado um total de 4.103 casos novos de TB, sendo observada uma taxa de

incidéncia ultrapasssando a dos anos de 2018 e 2019 (Figura 6) (CEARA, 2024).

Figura 6 — Incidéncia e nimero de casos novos de TB no Ceard, 2010 a 2023
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No periodo de 2014 a 2023, foram estimados 2.086 6bitos por TB, onde 236 desse
montante se refere apenas ao ano de 2023 (Figura 7) (CEARA, 2024). No que se refere a TB-
DR, o Ceard ocupa a 6* posicao entre os estados que mais notificam, e Fortaleza estd na 7*

posicio entre os municipios que mais registram TB-DR no pais (Figura 8) (CEARA, 2023).

Figura 7 — Taxa de mortalidade e nimero de 6bitos. Ceard, 2010 a 2023
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Figura 8 — Notificacdes de TB-DR. Ceard, 2015 a 2022
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1.5 Diagnostico da tuberculose pulmonar

Para diagnosticar a TBP, que é a forma clinica ativa mais comum, sdo utilizadas
amostras do trato respiratorio, sendo o escarro o material mais recomendado, por poder ser
coletado pelo proprio paciente e por ndo ser invasivo. Outros materiais clinicos sdo o lavado
broncoalveolar, escarro obtido de forma induzida, aspirado traqueal ou ainda o fragmento
pulmonar (SINGH; SAKET; KACHHI, 2019).

O exame de baciloscopia direta do escarro, através da coloracdo de Ziehl-Nielsen,
por ser um método simples e seguro, € realizado nos laboratdrios publicos de saude e pelos
laboratérios privados tecnicamente habilitados. E o método mais empregado para a
identificacao de casos de TBP (RAKOTOSAMIMANANA et al., 2017) e recomendado pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2019a). Em pacientes com amplas lesdes cavitdrias pulmonares,
a sensibilidade da baciloscopia pode ser de até 80%. Entretanto, em pessoas que apresentam
pequenas lesdes cavitdrias, a sua sensibilidade exibe uma variagdao em torno de 40 e 60% e em
casos de coinfec¢dao com o HIV a sensibilidade fica entre 20 e 60% (SILVA et al., 2021).

A cultura microbioldgica é mais uma ferramenta utilizada para o diagnéstico da TB.
Esse procedimento € citado como padrdo de referéncia para a identificacdo do Mitb,
apresentando uma alta sensibilidade, sendo necessdrias somente de 10 a 100 células bacterianas
para positivar o teste. Contudo, a cultura em meios sélidos, que tem baixo custo, demanda um
tempo prolongado para detec¢do do crescimento bacteriano, que pode variar de 14 a 30 dias,
podendo estender-se por até oito semanas (SAKTIAWATI et al., 2019). Como método
alternativo, pode ser utilizado o cultivo em meios liquidos em métodos automatizados
disponiveis no Brasil, entre eles MGIT®, que reduz o tempo de resultado, variando entre 5 a 12
dias, quando positivo (SANTOS et al., 2020).

Os testes que possuem como fundamento a amplificacdo de 4cidos nucleicos,
possibilitam um diagndstico rdpido para a TB, pois ndo hd realizacdo de cultivo, reduzindo o
tempo do diagnéstico (ENGEL et al., 2022). Além disso, esses ensaios genotipicos demonstram
elevada especificidade na identificacdo das micobactérias, possibilitando a caracterizacdo dos
microrganismos pertencentes a0 CMTB e os que sdo micobactérias ndo tuberculosas (MOREL
et al., 2020).

O teste rdpido molecular para tuberculose (TRM-TB), disponivel no Brasil e
recomendado pelo Ministério da Saude, € baseado na amplificacio de dcidos nucleicos utilizado

para deteccdo de DNA dos bacilos do CMTB e triagem de cepas resistentes a rifampicina (R)
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pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). O teste é indicado
para o diagndstico de casos novos de TBP e laringea em adultos e adolescentes, com
sensibilidade de cerca de 90% sendo superior a da baciloscopia. O TRM-TB também pode ser
utilizado para diagndstico de TB extrapulmonar, nas amostras de liquor, ganglios linféticos e
outros tecidos, contudo a sensibilidade é bem inferior comparada a amostras pulmonares

(BRASIL, 2019a).

1.6 Tratamento

No interior do macréfago o crescimento dos bacilos € lento ou intermitente, sendo
denominados de latentes ou persistentes, e sdo responsaveis pelas recidivas da doenca. Por
conta da existéncia dessas populacdes bacilares, o tratamento da TB deve ser prolongado
(COURA, 2013).

O esquema quimioterdpico indicado para tratar pacientes com TB, além de
demandar um tempo maior para a sua execucdo, pode ocasionar vdrios efeitos adversos,
causando implicacdes tanto na adesdao quanto na resposta terapéutica(HEYCKENDOREF et al.,
2022). O esquema bdsico para casos novos ou retratamento de TB ativa, exceto forma
meningoencefélica e ostearticular, tem duracdo de 6 meses. Os casos de ILTB em criangas,
adolescentes e adultos <50 anos tém duracao de 4 a 9 meses, dependendo do farmaco utilizado
no regime terapéutico (BRASIL, 2019b).

O esquema bdsico terapéutico preconizado para TBP consiste na administracao de
isoniazida (H), R, etambutol (E) e pirazinamida (Z) por um periodo de 2 meses, chamado de
fase intensiva, seguido por mais 4 meses, de manutencdo, com R e H (SUAREZ e al., 2019).
Ainda que a grande parte dos pacientes seja curada com o tratamento padrao, certos individuos
apresentam falha terapéutica mesmo tendo adotado integralmente a terapia. Isso se da,
sobretudo, devido a aspectos, como: carga micobacteriana, hibito de fumar, m4 absorcao do
farmaco por ingestdo de antidcidos e administragdo conjunta com carboidratos, portador do HIV
e a existéncia de lesdes cavitarias (GOOSSENS; SAMPSON; RIE, 2021).

Os esquemas especiais € esquemas para TB-DR incluem fluoroquinolonas,
aminoglicosideos,  oxazolidinonas,  riminofenazina,  diarilquinolina  (bedaquilina)
e nitroimidazoélicos (delaminid). Quando comparados as drogas de primeira linha, os farmacos
de segunda linha e injetdveis possuem maior frequéncia de reagdes adversas, representando

maior dificuldade na adesdo ao tratamento (SINGH; CHIBALE, 2021).
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E importante salientar que as chances de insucesso na terapia de pacientes com TB-
DR sao maiores quando comparadas a pessoas com TB sensivel as drogas, bem como hd uma
necessidade maior de recursos a serem aplicados para a terapéutica (GUNTHER; RUSWA;
KELLER, 2022). Em casos de TB-DR ocorre a necessidade de firmacos complementares por
um tempo maior de administracdo, contudo, com o advento de novas medicagdes como a
bedaquilina e delamanid foi possivel a elaboracdo de terapias em um intervalo de tempo menor

para o tratamento de pessoas com TB-MDR (GOPALASWAMY et al., 2020).

1.7 Resisténcia aos antimicobacterianos

Virios aspectos tém tornado possivel a selecdo de isolados de Mtb resistentes aos
medicamentos, citam-se: a utiliza¢do inadequada dos farmacos no tratamento sem a aplicagdo
de testes de suscetibilidade as drogas, menor aderéncia dos pacientes a terapia, uso de fairmacos
com menor eficicia esterilizante e transmissao de isolados Mtb resistentes (MASE; CHORBA,
2019).

Embora a monorresisténcia seja identificada para alguns medicamentos, como H,
R e S, diversos isolados resistentes de Mtb apresentam resisténcia a no minimo dois farmacos
(ROSSINI; VINICIUS; DIAS, 2023).

Atualmente, com a finalidade de vigilancia e tratamento, a TB resistente ¢é
classificada em: TB-RR que é a TB resistente a R identificada por meio do TRM-TB
exclusivamente, TB-MDR que é TB multirresistente com resisténcia a pelo menos R e H e TB-
XDR, TB com resisténcia extensiva (HORNE ez al., 2019). Essa tltima, TB-XDR ¢é a resisténcia
a R e H acrescida de resisténcia a fluoroquinolona (qualquer delas) e aos injetdveis de segunda

linha amicacina (AMI), Canamicina (CAN) ou capreomicina (CAP) (LI; SUN; ZHANG, 2019).

1.8 Mecanismos de resisténcia

1.8.1 Mecanismo de resisténcia adquirida do M. tuberculosis

Nas condigdes ideais, nas lesdes cavitarias da TB pulmonar formam-se grandes
populagdes bacilares, com frequéncia varidvel, de subpopulagdes de bacilos com mutagdes

genéticas que conferem resisténcia aos medicamentos usados no tratamento da TB (COURA,
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2013). Contudo, se o esquema terapéutico € equivocado, realizado de maneira irregular, com
doses inadequadas ou interrompido precocemente, cepas resistentes aos medicamentos podem
ser selecionadas, caracterizando a resisténcia adquirida. Portanto, € importante a escolha do
esquema terapéutico mais efetivo, adesdo ao tratamento, realizacdo de testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos e monitoramento da resisténcia (WU et al., 2022).

A acdo das drogas € um estimulo ambiental captado pelo Mtb, e esse sinal pode
também gerar uma cadeia de eventos que leva a mutagdes de genes-alvo, podendo derivar uma
proteina modificada ou suprimir a sua expressdao. Além disso, na auséncia de mutagdes, mas
havendo ac¢do irregular de proteinas-alvo ou mudancgas na expressao de fatores de transcri¢ao,
isso pode, da mesma forma, causar resisténcia ou um fendtipo de tolerancia as drogas (ARORA
et al., 2021).

Os bacilos de Mtb sdo desprovidos de plasmideos, portanto, a resisténcia se deve
ao acumulo de mutag¢des pontuais, tais como: polimorfismos de nucleotideo tinico ou pequenas
insercoes, assim como delecdes e, de forma eventual, dele¢des ou inversdes mais amplas
(NIMMO et al., 2022).

Atualmente, para qualquer farmaco utilizado no tratamento da TB, hd registros de
mutacdes em um ou multiplos genes. Cada alteracdo genética estd associada a niveis distintos
de resisténcia as drogas. As frequéncias das mutacdes variam geograficamente e também de
acordo com as populagdes de risco (Tabela 1) (NGUYEN et al., 2019). Nos ultimos anos
diversas mutacOes génicas ligadas a resisténcia as drogas pelo Mtb ja tiveram a sua
caracterizacdo bem definida, e elas transcorrem de forma constante no alvo ou no ativador da
droga (LI et al., 2022). Em 2021, a OMS publicou um catdlogo com as possiveis mutacdes
relacionadas a resisténcia no Mtb (WHO, 2021b).
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Tabela 1 — Genes relacionados a resisténcia aos medicamentos de 1? e 2? linhas utilizados

no tratamento da tuberculose

Frequéncia
. Geng ~ da mutacdo
Grupo Farmaco relacionado Funcao .
a resisténcia em isolados
(%)
1* linha Rifampicina rpoB, Subunidade f da RNA
polimerase 90-100
Isoniazida katG catalase-peroxidase 40-97
inhA proteina transportadora enoil
acil redutase 8-64
Etambutol embB arabinosil transferase 47-89
Pirazinamida pncA Pirazinamidase 44-97
Estreptomicina rrs Subunidade 16S rRNA 12-26
rpsL Proteina ribossomal S12 40-68
gidB 7-metilguanosina
metiltransferase 5-13
2% linha Amicacina, rrs Subunidade 16S rRNA 40-90
Canamicina, . . .
Capreomicina eis Acetiltransferase ou proteina
P da sobrevivéncia intracelular 28-80
melhorada
tlyA RNA metiltransferase 4-13
Ofloxacina, gyrA Subunidade A da DNA 70-90
Levofloxacina, girase
Moxifloxacina, gyrB Subunidade B da DNA girase
Gatifloxacina 0-11
Etionamida inhA proteina transportadora enoil 3362
acil redutase
ethA Monooxigenase ativadora da 46-72
pré droga etionamida
ethR repressor transcricional 0—-4

Fonte: Soundararajan et al. (2020, com adaptacdes).
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1.9 Genes de resisténcia

Diversos métodos genotipicos sdo empregados para a deteccdo de genes alvo
contendo mutagdo, estas mutacdes sao chamadas de marcadores genéticos. Estes métodos
diagnosticos sdo uteis para a identificacdo de cepas resistentes, citam-se: PCR, enzimas de
endorrestricdo, sequenciamento de Sanger e de genoma completo (RAMIREZ; VARGAS;
DIAZ, 2020).

O gene rpoB ¢ um marcador genético ligado a resisténcia ao farmaco R. A maioria
dos 1solados resistentes (90-95%) apresenta mutacdes na regido determinante de resisténcia a
R. O mecanismo subjacente aos 5% restantes ainda € desconhecido (LI ef al., 2021). Mutacdes
no gene rpoB, associadas a resisténcia ao R, ocorrem no fragmento de 81 pares de bases (pb)
da regido determinante de resisténcia a R, mais especificamente nos cédons 531, 526 e 516,
entre os cédons 507 e 533 (SEID; BERHANE; NUREDDIN, 2022).

As mutagdes no gene katG sdao as mais comuns associadas a resisténcia a H.
(LEMPENS et al., 2018).

Assim como a H, a etionamida (Et) é um pré-farmaco, ou seja, a molécula serd
convertida em sua forma ativa dentro do bacilo por acdo da enzima KatG para H e EthA para
Et, respectivamente. Os metabdlitos formados se combinam com NAD™ e bloqueiam a proteina
carreadora 2-trans-enoil-acil redutase que € vital para a produgdo dos dcidos micdélicos (HO et
al., 2021).

A ativacdo da Et também pode ser realizada por outras proteinas, como Rv0565c,
MymA, MshA e EthR2. Contudo, as alteracdes em EthA sdo encontradas em maior frequéncia
nos isolados clinicos de Mtb resistentes a Et (DE SOUZA et al., 2020). Enquanto KatG ¢é
codificada por katG, a EthA € codificada por ethA e a frequéncia de mutacdo nesse gene varia
entre 37 e 100% em cepas de Mtb com resisténcia a Et (ISLAM et al., 2019).

Consideradas drogas andlogas, a H e a Et sdo capazes de provocar no Mtb uma
labilidade no microambiente 4cido, como no bloqueio da sintese de dcidos micdlicos. Além da
mutacdo C-15T, a mutagdo em inhA (S94A) também € capaz de ocasionar resisténcia cruzada
a ambos os farmacos no Mtb (VILCHEZE; JACOBS IR, 2014).

As mutacdes genéticas relacionadas a resisténcia a H ocorrem em multiplos loci,
sendo possivel encontri-las também no gene promotor do inhA, relacionado a alquil
hidroperdxido redutase (ahpC) e na regido intergénica, que abrange tanto o gene oxyR quanto

o gene ahpC (oxyR-ahpC) (GUO; CHONGSUVIVATWONG; LEI, 2022).
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O gene pncA é responsdvel por codificar a pirazinamidase, importante para a
conversdo da Z para o 4cido pirazindico, sendo este ultimo a sua forma ativa, que atua na
inibi¢do da sintese de dcidos graxos das bactérias. Portanto, mutacoes associadas ao gene pncA
estdo relacionadas a resisténcia a Z (ANSARI et al., 2023). Pertencente ao CMTB, todas as
cepas de M. bovis apresentam uma resisténcia natural a Z, com mutagdes em pncA, sendo
encontradas alteracdes na posi¢ao C16G (ANJOS et al., 2022).

O E tem como alvo a parede celular bacteriana, interferindo na enzima arabinosil
transferase, que € controlada pelo operon embCAB (embA, embB e emb(C), e esté relacionada a
sintese de arabinogalactano e lipoarabinomanano. Sendo mais comum mutacdes no cédon 306
do gene embB (MOHAMMADI et al., 2020).

A estreptomicina (S) se une de forma estavel aos componentes da subunidade
ribossomica 308, a proteina ribossomica S12 e ao rRNA 16S (KHOSRAVI et al., 2017). Apesar
de ndo estd completamente claro o mecanismo molecular de resisténcia no Mtb a S, mutacdes
nos genes rpsL, rrs e gidB codificadores da proteina ribossomica S12, 16S rRNA e 16S rRNA
metiltransferase especifica, respectivamente, podem resultar em resisténcia em cepas clinicas
de Mtb (WANG et al., 2019). A’ S tem como finalidade a inibi¢do da sintese proteica em células
bacterianas e as muta¢des mais comuns sdo encontradas na alca 530 do RNAr 16S alterada pela
metilase codificada pelo gene gidB e na regido 912 em rrs, ou ainda nos cédons 43 ou 88 do
gene rpsL (SMITTIPAT et al., 2016).

Em relagdo aos farmacos injetdveis de segunda linha, a saber, AMI, CAN e CAP, as
modificagdes no RNA ribossdmico 16S, codificado pelo gene rrs, constitui o principal fator
relacionado a resisténcia (KAMBLI er al., 2016). Frequentemente, a alteracdo ribossdmica
A1401G em rrs esta relacionada a resisténcia simultinea aos trés farmacos (CONKLE-
GUTIERREZ et al., 2022).

As enzimas DNA topoisomerases sdao alvos antibacterianos conhecidos, pois
catalisam mudancas na topologia do DNA, pois alternam a forma superespiralada e relaxada do
DNA, desempenhando um papel essencial na replicagdo, transcri¢do e transmissdao do DNA e
outros processos celulares. Estas enzimas sdo classificadas em tipo I e tipo II, baseado em
diferencas de estrutura e de mecanismo. Ao contrdrio de outras espécies bacterianas, Mtb
codifica somente um topoisomerase tipo Il (ASHLEY ez al., 2017; MARURI et al., 2012). Sua
DNA girase é codificada pelos genes gyrA e gyrB e possui funcdes de girase e topoisomerase
IV. As fluoroquinolonas, usadas como segunda op¢do no tratamento TB-MDR, atuam inibindo
a acdo da DNA girase. Mutagdes associadas a resisténcia as fluoroquinolonas sao encontradas

principalmente em gyrA em relacdo a gyrB (ANSARI et al., 2023; MARURI et al., 2012).
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A proteina da bomba de efluxo Rv1258c, também conhecida como Tap ou P55, estd
situada na membrana celular bacteriana (JIA et al., 2022a). Estes sistemas de exportacdo sao
proteinas transportadoras ativas essenciais para o metabolismo bacteriano e estdo relacionadas
com o estresse oxidativo e a captacao de ferro. A proteina desempenha um papel crucial para o
bacilo, excretando a proteina ESX-3 para captar ferro do meio intrabacteriano (SUN et al.,
2024). No entanto, € importante destacar que mutagdes no gene RvI258¢c, especialmente nas
posi¢cdes V219A e S292L, foram associadas a resisténcia aos farmacos antituberculose (LIU et

al., 2019).
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JUSTIFICATIVA

O advento da resisténcia aos medicamentos para o tratamento da tuberculose (TB)
tem complicado o controle efetivo dessa doenca. Isso pode levar a uma realidade onde
tratamentos eficazes se tornem escassos. A ameaga que a resisténcia aos farmacos representa
para os programas de controle da TB é notdvel. Assim, € essencial intensificar a vigilancia da
tuberculose droga resistente (TB-DR) através de pesquisas que apontem novas abordagens para
o seu manejo (ASARE et al., 2021).

Dado o risco que a TB representa para a sadde global e seu agravamento devido a
propagacdo de cepas resistentes a antibidticos, € de fundamental importincia a busca por
conhecimentos associados a dados genéticos relacionadas a essa doenca. Isso vai permitir
aprofundar o entendimento sobre como essa enfermidade se desenvolve e se dissemina, com o
proposito de aprimorar diagndsticos e tratamentos (COHEN et al., 2019).

A TB-DR tem um relevante efeito financeiro sobre os pacientes devido a natureza
complexa e a longa duracdo dos regimes de tratamento. Também €é destacado o impacto
econdmico pela perda de empregos e da produtibilidade associados a fase intensiva inicial do
tratamento (MCNALLY et al., 2019).

Os estudos de vigilancia gendmica da TB-DR sdo, portanto, essenciais para
identificar de modo precoce os casos de TB-DR, identificar novas mutagdes associadas a
resisténcia, rastrear a disseminacdo da TB-DR, visto que permite monitorar as cepas
persistentes e avaliar a eficdcia das intervencdes para o controle da doenca. A resisténcia na TB
¢ dinamica, ou seja, o bacilo acumula mutacdes e desenvolve novas mutacdes a medida que
aumenta o numero de casos, ou hd concentragdo geografica de casos, além de sofrer inferéncia
do tratamento empregado no paciente. Portanto, os estudos de monitoramento podem fornecer
informacdes cruciais que serdo usadas para desenvolver novos tratamentos, melhorar as
estratégias de prevencdo e rastrear a resisténcia. Além disso, outros estudos podem apoiar a
criacdo de programas que intencionem o controle e a vigilancia da TB-DR (NGABONZIZA et
al., 2022).
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de mutagdes associadas a resisténcia aos farmacos antituberculose

na TB pulmonar de participantes atendidos em hospital de referéncia em Fortaleza, Ceara.

2.2 Objetivos Especificos

e Relacionar as caracteristicas sociodemograficas, histéria de tratamento prévio e
variaveis clinicas a TB-DR;

e Investigar as mutacdes nos genes rpoB, katG, inhA, oxyR, ahpC, gyrA, pncA, embB,
rpsL, gidB, rrS, ethA e RvI258c nos isolados de Mtb da populagdo estudada;

e Relacionar o perfil fenotipico de sensibilidade aos antibidticos as mutagdes génicas
identificadas dos isolados clinicos de Mtb;

e Identificar as mutacdes genéticas associadas a resisténcia antimicobacteriana e as

linhagens filogenéticas dos isolados de Mtb.



32

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo observacional e retrospectivo, no qual foram
incluidos 33 isolados clinicos de Mtb, coletados no periodo de 2007 a 2018. Estas amostras
fazem parte do biorrepositério do Laboratério de Micobactérias do Departamento de Patologia

e Medicina Legal (DPML), da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Local do estudo

A pesquisa foi realizada nas entidades descritas abaixo:
= Laboratério de Micobactérias, do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal do Ceard (Fortaleza-CE);
= Secdo de Bacteriologia e Micologia (SABAC) do Instituto Evandro Chagas
(IEC) (Belém-PA).

3.3 Populagao e fluxograma do estudo

Todos os isolados de Mtb incluidos neste estudo foram extraidos de escarro e lavado
broncoalveolar de casos com TBP, de participantes atendidos no Hospital da rede da Secretaria
Estadual de Saude do Estado do Ceard, Hospital Dr. Carlos Alberto Studart Gomes, denominado
também como Hospital de Messejana (HM) em Fortaleza-Ceara.

Todos os participantes incluidos no presente estudo aceitaram participar da pesquisa
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE, anexo A).

Na Figura 9 € apresentada o fluxograma do processo, descrevendo as etapas do

estudo.
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Figura 9 — Fluxograma do estudo

Biorepositério de células
de M. thb DR (-80° C)

SEQUENCIAMENTO

" SEQUENCIAMENTO

Fonte: Elaborado pelo autor. TSA- teste de sensibilidade aos antimicrobianos; PCR-MAS- reagéo
em cadeia da polimerase multiplex alelo especifica. WGS-Sequenciamento Genémico Completo. A
PCR-MAS foi aplicada para identificagdo de mutacdes nos genes: rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC,
gvrd, pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e Rvi258c.

3.4 Tamanho da amostra

Neste estudo foi realizado amostragem por conveniéncia. Do total de 33 culturas
confirmadas como Mtb, em 24 destas foram possiveis as analises dos dados clinicos, sendo os
seus perfis fenotipicos de resisténcia aos farmacos anti-TB adquiridos por teste de sensibilidade
aos antimicrobianos (TSA) ou pelo sistema BD BACTEC MGIT 460TB. As demais amostras

restantes (nove) entraram apenas na fase experimental, PCR e WGS (Figura 10).
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Figura 10 — Fluxograma dos isolados clinicos

Nao pertenciam
ao CMTB

Em todos os isolados foi
realizado a PCR-MAS

_ Com dados
- clinicos

_ Em todos os isolados foi
N=8 realizado o WGS

Fonte: Elaborado pelo autor. CMTB — Complexo Mycobacterium tuberculosis; PCR-MAS- reagdo
em cadeia da polimerase multiplex alelo especifica. WGS-Sequenciamento Gendmico Completo.

DNAs viaveis

para o WGS

Sem dados _
clinicos -

3.5 Critérios de inclusao

Foram incluidos na pesquisa participantes com TBP com idade igual ou maior que
18 anos, que exibiram cultivo positivo para M. tuberculosis, apresentando um padrdo de
resisténcia a pelo menos um farmaco anti-TB, que foram atendidos no ambulatorio de tisiologia

do HM.

3.6 Critérios de exclusao

Foram excluidos aqueles que ndo permitiram consentimento apds receberem
informagdes, ou por op¢do ou incapacidade e os participantes que tinham HIV. Além disso,

foram excluidos da pesquisa os participantes que apresentaram culturas com contaminacao.
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3.7 Analise estatistica

Ap6s a compilagdo dos dados no Programa Microsoft® Excel 2010, foi realizada a
andlise descritiva. Os dados foram organizados em tabelas simples e cruzadas. Para avaliar a
associac¢do entre TB resistente com as caracteristicas dos participantes foram utilizados os testes
de Qui-Quadrado. As andlises estatisticas cujos valores de p < 0,05 foram consideradas

estatisticamente significantes.

3.8 Aspectos éticos

Os projetos de pesquisa das amostras incluidas no presente estudo foram aprovados
no Comité de Etica em Pesquisa do HM e da Universidade Federal do Ceard. Os projetos sio
“Caracterizagdo molecular de Mycobacterium tuberculosis multidroga e extensivamente
resistente em unidade de referéncia” com parecer N° 1.956.894 de 09/03/2017 e “Dinamica da
transmissdo da tuberculose multirresistente e sensivel e avaliacio da susceptibilidade ao
Mycobacterium tuberculosis em servigo de referéncia no Estado do Ceard” com parecer N°
238/05 de 04/07/2005 (ANEXO B).

Aos participantes do estudo foram garantidos o sigilo das informacgdes e o
anonimato, de acordo com as normas éticas da investigacdo cientifica. Os nomes dos
participantes ndo foram relacionados aos questiondrios e foram identificados apenas por

codigos.

3.9 Cultivo primario e teste de sensibilidade as drogas antimicrobianas

As amostras incluidas no presente estudo sdo todas de material respiratdrio (escarro
e lavado broncoalveolar) e sdo originadas de dois periodos diferentes: 9 amostras coletadas
entre 2007 e 2008 e 24 coletadas entre 2017 e 2018, totalizando 33 amostras de Mtb.

As amostras coletadas em 2007 e 2008 que apresentavam bacterioscopia positiva
para bacilo élcool édcido resistente (BAAR) foram enviadas ao Laboratério Central do Estado
do Ceara (LACEN) para cultivo primario, identificagdo de micobactérias seguido do TSA por
método das propor¢des (CANETTI; RIST; GROSSET, 1963).

As amostras coletadas em 2017 e 2018 foram enviadas ao Laboratorio de
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microbiologia do HM e cultivadas no sistema BD BACTEC Mycobacterial Growth Indicator
Tube (MGIT) 460TB. Em seguida, as amostras com cultivo positivo foram submetidas ao TSA:
rifampicina, isoniazida, estreptomicina e etambutol.

As amostras identificadas como M. tuberculosis DR foram enviadas ao Laboratorio
de Micobactérias da UFC e estocadas a -80°C em meio de conservacdo (Caldo de Soja e

Triptona contendo 20% de glicerol).

3.10 Subcultivo das amostras estocadas no biorrepositorio e inativagdo celular

Todas as etapas do subcultivo até inativacao celular foram realizadas em cabine de
seguranca bioldgica Purifier Class II Total Exhaust do tipo IIb (Labconco), situada na Sala de
Cultivo de Micobactérias, que possui o Nivel de Biosseguranga 3 — NB3, do Departamento de
Patologia e Medicina Legal da UFC. Foram seguidas todas as normas de biosseguranca
apropriadas, como o uso de méscaras com filtro N-95, luvas duplas, aventais e toucas.

O subcultivo das cepas de M. tuberculosis resistentes, foi feito em meio
Lowenstein-Jensen com posterior incubagdo a 37 °C em estufa bacterioldgica (Olidef) por um
periodo de 14 a 21 dias.

Previamente a extracio de DNA, a cabine de seguranca bioldgica foi
descontaminada com glutaraldeido 2% e exposicdo a luz ultravioleta por 20 minutos. As
colonias de micobactérias cultivadas em meio Lowenstein-Jensen foram coletadas por
raspagem com o auxilio de uma al¢a bacterioldgica estéril e transferidas para microtubo de 2,0
mL do tipo Eppendorf® contendo 300 pL de tampdo TE (0,01M Tris-HCI e 0,001 EDTA [pH
8,0]). O microtubo foi vedado com Parafilm® e foi submetido a aquecimento em banho-maria,
sob temperaturas de 80 a 100 °C, por um periodo de 20 minutos, resultando na inativacao das

células micobacterianas.

3.11 Baciloscopia

As culturas de microbactérias que exibiram crescimento visivel, bem como aquelas
que estavam em fase exponencial (entre 10 a 15 dias de cultivo) foram submetidas a
confirmac¢do como BAAR por meio da técnica de coloracio de Ziehl-Neelsen (BRASIL. et al.,

2005) com posterior visualizagdo dos bacilos em microscopio Optico binocular modelo Zeiss
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Axio Scope.Al em objetiva de imersao.

3.12 Extracdo do DNA gendmico

O processo de extracdo de DNA teve como base o protocolo descrito por Parish e
Stoker (2001). Foi adicionado a suspensdo de células inativadas, a temperatura ambiente, 10 pL
de lisozima (50 mg/mL). Em seguida, foi realizada a homogeneizacdo do tubo por lenta
inversdo com posterior incubacdo a 37 °C por 2 horas em thermo-shaker (VHD).
Posteriormente, foi adicionado 150 pL de proteinase K (10 mg/mL) e 30 puL. de SDS (dodecil
sulfato de sédio) a 20%. Novamente, o microtubo foi homogeneizado por lenta inversdo e
incubado a 45 °C overnight em thermo-shaker (VHD). Ao extrato de DNA, foi adicionado um
volume equivalente a mistura de fenol:cloroférmio:édlcool isoamilico (na propor¢do de 25:24:1),
em seguida, o volume foi misturado lentamente por cerca de 5 vezes por inversdo. O microtubo
foi centrifugado a 3830 xg (temperatura ambiente) em centrifuga (Eppendorf), por um periodo
de 10 minutos. A fase aquosa superior, que continha o DNA, foi coletada em outro microtubo,
sendo adicionado um volume equivalente de cloroférmio. A mistura foi agitada suavemente por
inversdo e, em seguida, centrifugada a 3830 xg por 10 minutos (temperatura ambiente). Por
fim, a fase aquosa superior foi novamente coletada e repetido o processo anterior.

Ao extrato de DNA foi adicionado 1/50 volumes (em relacdo ao volume da fase
superior aquosa) de NaCl 5 M e 2 volumes de édlcool etilico absoluto. Posteriormente, a mistura
foi homogeneizada com cuidadosas inversoes (2-4 vezes), até a formagdo de 'nuvem' de DNA.
Opcionalmente, para facilitar a visualizacido da 'nuvem' de DNA, o microtubo foi incubado a -
20 °C (freezer) por até 30 minutos. O extrato de DNA foi entdo centrifugado a 3830 xg por 20
minutos. Entdo, o sedimento passou por uma lavagem com 1 mL de élcool etilico a 70% em
temperatura 4 °C e, em sequéncia, foi submetido a uma centrifugacdo a 17982 xg por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado por inversdo do microtubo, mantendo-se o sedimento.
Quanto ao residuo de etanol, este foi evaporado a temperatura ambiente, por até 30 minutos.
Em seguida, o sedimento de DNA foi dissolvido em 100 uL de tampao TE. A amostra de DNA
foi incubada a 65 °C overnight e depois estocado a -20 °C. Posteriormente, a concentracdo de
DNA foi determinada através de nanoespectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermo Scientific)

no comprimento de onda de 260 nm.
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3.13 Identificacao de M. tuberculosis pela amplificagdo de 1S6110

A caracterizagdo do CMTB foi realizada pela amplificacdo do gene rv2168c, que
codifica a transposase IS6110. O nimero de copias da regido IS6110 varia de 1 a 25 vezes na
espécie M. tuberculosis (MCEVOY et al., 2007). Esta sequéncia é encontrada de 0 a 1 copia
em outras espécies do CMTB. Os iniciadores foram desenhados pela Dra. Cristiane C. Frota
usando o programa Primer3Plus versdo 3.3.0 (https://www.primer3plus.com/index.html)
baseado na regido gendmica do M. tuberculosis H37Rv, depositado no GenBank
(NCBI:txid83332).

O processo de amplificacdo do alvo genético no gene rv2/68c foi composto por 1
pL. de DNA gendmico (20 ng/uL), 1 pL de cada iniciador (25 pMol/uL) (Tabela 2), 12,5 uLL de
GoTaq Green Master Mix, 1,25 pL. de dimetilsulféxido e 8,25 pL de H2O livre de nucleases,
completando assim o volume final para cada reacao (25 pL). O controle negativo foi adicionado
em todas as reacOes através da substituicdo do DNA pela dgua livre de nucleases, sendo o

controle positivo, a cepa de M. tuberculosis H37Rv (20 ng/uL).

Tabela 2 — Iniciadores para reacdo da PCR da sequéncia 156110 do M. tuberculosis

Iniciadores Sequéncia (5' - 3') Tm (°C) Produto (pb)
IS6110 up GAG CGG GCG GTG CGG ATG GTC 72 179 pb
IS6110low TCA GCG GAT TCT TCG GTC GTG GTC 66

Fonte: COLE et al. (1998).

Areacdo de amplificacdo de sequéncia foi executada no Termociclador Mastercicler
Personal (Eppendorf) e teve como etapas a desnaturacio inicial das fitas de DNA por 2 minutos
a 94 °C, seguido de 25 ciclos de desnaturagdo 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.
Ao final da reacdo, as amostras permaneceram no termociclador a uma temperatura de 4 °C e,
posteriormente, foram estocadas a -20 °C até a realizac¢do da técnica de eletroforese.

Os produtos da PCR foram visualizados através da técnica de eletroforese pela
adi¢do de 10 pL em gel de agarose a 1%, preparado com tampao Tris Borato EDTA (TBE) 1x
contendo brometo de etidio na concentracao final de 0,5 pg/ mL. Foi utilizado o marcador de
peso molecular de 100 pb (Promega) para comparac¢do do tamanho das bandas. A eletroforese

foi realizada a 90 V e 400 A no Eletrophoresis Power Supply EPS 300 (GE Healthcare) e as
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bandas foram digitalizadas em transiluminador ultravioleta Imagequant 300 (GE Healthcare).

O produto adquirido foi de 179 pb.

3.14 Identificacdo das mutacdes nos genes rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA, embB,
rpsL, gidB, rrS, ethA e Rvi258c¢

A cepa referéncia para o desenho dos primers alelo especifico foi a M. tuberculosis
H37Rv NCBI Reference Sequence: NC_000962.3. A tabela 3 evidencia o ndmero de acesso no
Genbank de cada gene cujas mutacOes foram estudadas nessa pesquisa.

Os iniciadores tinham como alvo as seguintes mutacdes dos respectivos genes:
C531T do rpoB, G315C do katG, C-15T e S94A do inhA, —10A, G-9A e —6G do oxyR-ahpC,
A94G do gyrA, C169G do pncA, A916G do embB, AAG128AGG do rpsL, GCG218 do gidB,
A1401G do rrs, T-8A e T-11C do ethA e 656GTC> e 875CAT> do RvI258c (Tabela 4).

Para o codon 531 do gene rpoB e codon 94 do gene gyrA foram empregados os
iniciadores do VADWAI; SHETTY; RODRIGUES (2012), para o cédon 315 do gene katG os
de SIU et al. (2011) e os demais iniciadores foram desenhados com o software Primer3Plus

versao: 3.3.0 (https://www.primer3plus.com/index.html).

Tabela 3 - Numero de acesso dos genes hospedados no GenBank

Sequéncia de

Gene A Regiao
referéncia

rpoB NC_000962.3 759807-763325
katG NC_000962.2 2155009-2155443
inhA NC_000962.3 1674202-1675011
oxyR-ahpC NC_000962.3 2726060-2726267
gyrA NC_000962.3 7302-9818
pncA NC_000962.3 ¢2289286-2288632
embB NC_000962.3 4246019-4250303
rpsL NC_000962.3 781503-781989
gidB NC_000962.3 c4408242-4407487
rrs NC_000962.3 1471846-1473382
ethA NC_000962.3 ¢c4327625-4327413
RvI258¢ NC_000962.3 ¢1407340-1406081

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Iniciadores alelo especificos para a técnica PCR-MAS dos genes investigados

Mutacao Iniciadores Sequéncia (5' > 3") ’E‘m Produto
(C) (pb)

rpoB F CGTTGATCAACATCCGGCCGGTG 74 243
C531T rpoB R CCACCTTGCGGTACGGCGTT 66

rpoB531 F CCACAAGCGCCGACTGTC 60 164

katG315_0Fx GCAGATGGGGCTGATCTACGTGAACC 72 435
G315C katG315_4Rx AACGGGTCCGGGATGGTGCC 70

katG315_5Rx TCCATACGACCTCGATGCCGC 72 296

inhA F CCAGAAAGGGATCCGTCATG 58 221
C-15T inhA R ACAACCTATCGTCTCGCCG 59,5

inhA Out R GTAACCAGGACTGAACGGGA 59 155

inhA F TGCATTCGATTGGGTTCATGC 59,87 468
S94A inhA R ACGAACCTGTTGACCGACTC 59,97

inhA-Out F GTCGATCGCGTTTCACATCG 60 250

oxyR-ahpC F CCGCTTTGATGATGAGGAGAGT 60,16 246
G9A oxyR-ahpC R CGAACGTGAAGTCTTTCGGC 59,84

oxyR-ahpC Out F ACTTCACGGCACGATGGAAT 60 206

gyrA F ATCGCCGGGTGCTCTATGCGA 66 327
A%4G grAR GCACCCGGCCGTCGTAGTTA 66

gyrA94 F CGACGCGTCGATCTACGA 58 218

pncA F GTGACCACTTCTCCGGCAC 60,67 289
C169G pncA R CGGTGTAGGCACCCTTGTAG 60,11

pncA Out F ATCATCGTCGACGTGCAGAA 59,83 138

embB F CTGGGCATGGCCCGAGT 61,86 487
A916G embB R GTCGCTGACATGGGTCATCA 60,11

embB Out F GCAGATTGTCGGGGTGTTCA 60,61 126

rpsL F AAACAGAACGTGAAAGCGCC 59,97 373
A128G rpsL R AGTTCGGCITCTTCGGAGTG 60

rpsL Out R GTTTGCGGTTCTTGACACCC 59,97 178

gidBF GCGTGCCATTGGCGATAG 59,37 363
AS0OP gidB R CCTTTGATGGCGAGCATTCG 59,97

gidB Out F GCTATGGGACCGGCATCTAC 60 265

rrs F CCAGGGCTTCACACATGCTA 60 305
A1401G rrs R CGACTTTCATGACGTGACGG 59,29

rrs Out R CTTCCGGTACGGCTACCTTG 60,18 207

ethA F GCCATGTCGGCTTGATTGAC 59,9 498
T11C ethA R CGGTCATGGATCCACGCTATC 60,67

ethA Out R CGGAGCGAATTCCGGGATAA 59,97 339

Rvi258c F CTACGAGGCGATCCTCAACC 59,97 316
V219A RvI258c R ATACCCGCAGGTTCCAGACG 61,96

RvI258c Out R GTATTTCGGGAACAGCACGC 59,9 239

Rvi258c F AGCGTGCTGTTCCCGAAATA 60 332
S292L RvI258¢c R GAACCGCGGTCGACATGG 61,19

Rvi258c R GACGTCATCACCCCGACTAC 59,9 157

Fonte: Elaborado pelo autor. Em negrito e sublinhado sdo mostradas as bases dos iniciadores alelo especificos
para a mutagdo alvo.
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3.14.1 Condicoes da PCR-MAS

Para as amplificagdes foram empregados 0,5 uL. do iniciador alelo especifico (25
pMol), 1,0 uL do iniciador forward ou reverse (25 pMol), 0,5 pL do iniciador externo (25 pMol),
2 uL de DNA (50 ng/ pL), 12,5 pL de GoTaq Green Master Mix, 0,75 pL de dimetilsulfoxido e
7,75 pL de agua. As concentragdes do primer variaram de acordo com a posi¢ao do iniciador
em relagdo ao alelo alvo da mutagao investigada, de acordo com a Tabela 3.

As condicdes da reagdo no termociclador foram 94 °C por 2 minutos, seguido de
30 ciclos a 94 °C por 1 minuto, Tm °C (especifica para cada conjunto de iniciadores € como
indicado na Tabela 3) por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e extensao final a 72 °C por 14 minutos
(Figura 11).

Para todas as rea¢des de PCR-MAS, foi utilizado como controle positivo 2 pL de
DNA (20 ng/ulL) de M. tuberculosis da cepa H37Rv, sensivel aos farmacos. Para controle
negativo foi empregado agua livre de nucleases em substituigdo ao DNA. Ao final de cada
reacdo, as amostras permaneceram no termociclador a uma temperatura de 4 °C e,

posteriormente, foram estocadas a -20 °C até a realizacao da técnica de eletroforese.

Figura 11 — Esquema de amplificacdo tipo alelo especifico com os iniciadores do
gene inhA para identificagao da mutagao C15T

Iniciador alelo Iniciador inhA C15T
especifico Antisense externo
DNA Modelo
5'— -——C — - -—--3'

Iniciador inhA C15T Sense

Produto alelo especifico - 155 pb

Produto externo - 221 pb

<€ >

Fonte: Elaborado pelo autor. PCR-MAS- reagdo em cadeia da polimerase multiplex alelo especifica.

Em caso de isolado de Mtb sem mutagdo foram amplificados dois produtos (produto externo e
produto alelo especifico), enquanto no isolado resistente, somente foi amplificado o produto externo.
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3.15 Eletroforese de deteccao dos produtos dos genes rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA,
pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e RvI258c¢

Os produtos foram separados por eletroforese na fonte voltaica “Eletrophoresis
Power Supply” - EPS 300 (GE Healthcare) em gel de agarose a 3% para os produtos dos genes
rpoB e gyrA, e a 2% para os demais, em tampao TBE 1x (tris base 1 mM, acido boérico 0,9 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0) e coloracao com 0,5 pL. de brometo de etidio 10 mg/ mL. Os produtos
foram distribuidos nos pocos dos géis em ordem padronizada dos iniciadores. No primeiro pogo
e ultimo poc¢o foram aplicados 5 pL do marcador de DNA de peso molecular de 100 pb
(Promega). Do segundo poco em diante, foi adicionado 10 pL de cada produto de PCR-mix
correspondente da placa, seguido pela adi¢do do controle positivo e do controle negativo, que
permaneceu na penultima posi¢ao.

Os géis foram preparados em bandejas eletroforéticas de 12 por 8 cm de tamanho.
As corridas ocorreram a 90 V e 400 A, por 40 a 55 minutos (Figura 12). Ao final da técnica, as

bandas foram digitalizadas e visualizadas no sistema “ImageQuant” 300 (GE Healthcare).

3.16 Sequenciamento Gendmico Completo (WGS)

Essa etapa ocorreu em parceria com a Secdo de Bacteriologia e Micologia (SABAC)
do Instituto Evandro Chagas (IEC), em Ananindeua, Para.

Antes do sequenciamento, a quantidade de DNA foi determinada com os kits de
ensaio QubitdsDNA BR (Broad Range) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A
integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel em gel de agarose ultrapuro a 1%
em TBE 1x e utilizando uma escada Plus DNA de 1 kb (Thermo Fisher Scientific).

As bibliotecas gendmicas foram preparadas usando o kit de preparacdo de
biblioteca de DNA Nextera XT (Illumina, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante
e a qualidade controlada usando o kit Agilent High Sensitivity DNA (Agilent, CA, EUA),
seguido pelo sequenciamento no equipamento “Illumina NextSeq 550 Instrument” usando uma
quimica de extremidade emparelhada 2 x 150 pb, sendo duas no sentido forward e duas

reverse. A profundidade média de leitura foi >20x.
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3.17 Analise dos dados obtidos com 0 WGS

As sequéncias brutas obtidas do sequenciador foram processadas para qualidade
utilizando o software Trimmomatic v0.32 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Em seguida,
o pipeline Maximum Accessible Genome for Mtb Analysis (MAGMA) (HEUPINK et al., 2023)
foi aplicado para andlise de resisténcia, detectando variantes e comparando-as com o repositorio
do programa TB-Profiler v6.10 (PHELAN et al., 2019), que inclui dados do catilogo de
mutagcdes da OMS versdo 2 atualizado com mutagdes relacionadas a resisténcia aos novos
medicamentos anti-TB (bedaquilina, linezolida, clofazimina, pretomanida e delamanida).

Para determinar se a posicao filogenética das amostras correspondia a outras cepas
de Mtb, uma filogenia de maxima verossimilhanga foi inferida usando o RAXxML (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood) e representada através da ferramenta online iTOL v. 6.9
(LETUNIC; BORK, 2024).

As previsdes de resisténcia foram relatadas contra os farmacos anti-TB e seis
respectivos genes associados a resisténcia, foram eles: R (rpoB), H (fabG 1, promotor fabGl,
inhA, ndh, katG, mshA, ahpC e promotor ahp(C), pirazinamida (promotor pncA, pncA e rpsA),
E (operon embCAB), S (rpsL) capreomicina (rrs e tlyA), Et (inhA), canamicina (promotor rrs

eis), amicacina (rrs) e levofloxacina e moxifloxacina (gyrA e gyrB).
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil fenotipico dos isolados clinicos aos farmacos de primeira linha, rifampicina (R) e
isoniazida (H)

Entre os 24 isolados de Mtb com dados clinicos, foi verificado que 83,3% (20/24)
foram resistentes a R, seja como monorresisténcia ou associada a resisténcia a outros farmacos.

Para resisténcia a H, foi evidenciada uma frequéncia superior a da R, onde, constatou-se um

BN

percentual de 95,8% (23/24), como monorresisténcia ou associada a resisténcia a outros

farmacos (Grafico 1).

Grafico 1 — Percentual de amostras com o perfil fenotipico de resisténcia a isoniazida (H) e
rifampicina (R)

H R
4,1%

Resistente
B Sensivel

N=24

95,8% 83,3%
Fonte: Elaborado pelo autor.

Descrevendo um pouco mais sobre o perfil fenotipico, foi verificado que 16,7%
(4/24) foram resistentes a um Unico farmaco, dos quais 12,5% (3/24) exibiram resisténcia a H
e 4,2% (1/24) exibiram resisténcia a R. As amostras que demonstraram resisténcia simultanea
a dois farmacos corresponderam a 50% (12/24), onde 45,8% (11/24) foram caracterizadas como
TB-MDR e outros 4,2% (1/24) demonstraram resisténcia a H e ao E (Tabela 5).

No que se refere ao padrdo de resisténcia a mais de dois farmacos, foi constatado
uma propor¢ao de 33,3% (8/24). Onde, dentre estas, 16,7% (4/24) dos isolados apresentaram

resisténcia simultdnea aos quatro farmacos testados: R, H, Ee S.
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Tabela 5 — Padrao de resisténcia aos farmacos anti-TB dos isolados clinicos de M.
tuberculosis de 24 participantes com TB pulmonar

Padrio de resisténcia M. tuberculosis (N) (%)
1 farmaco 4 16,7

H 3 12,5

R 1 4,2

2 farmacos 12 50,0
H+R (TB-MDR) 11 45,8
H+E 1 4,2

> 3 farmacos 8 33,3
H+R+S 2 8,3
H+R+E 2 8,3
H+R+E+S 4 16,7
Total 24 100

Fonte: Elaborado pelo autor. H — isoniazida, R — rifampicina, E — etambutol, S — estreptomicina.

4.2 Caracteristicas dos participantes

4.2.1 Indicadores sociodemogrdficos

Na Tabela 6 € possivel verificar os dados quanto as caracteristicas
sociodemograficas dos 24 isolados clinicos. Dentre as varidveis analisadas, foi constatado que
a maior parte dos participantes tinha idade acima dos 40 anos, atingindo 66,6% (16/24), com
mediana da idade igual a 44,5 anos. Considerando o sexo, houve uma prevaléncia de mulheres
quanto ao total de participantes, obtendo um percentual de 58,3% (14/24).

Ao analisar o tempo de escolaridade, foi verificado uma predominéncia entre os
participantes que possuiam entre 1 a 9 anos de estudos 87,5% (21/24). Quanto a varidvel
ocupacdo, a maior parte dos participantes relataram estarem desempregados a época, com
frequéncia de 70,8% (17/24). Além disso, 20,8% dos participantes relataram outros tipos de

ocupacao laboral ou renda, como aposentadoria ou auxilio-doenga, ou mesmo “do lar”.
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Tabela 6 — Dados sociodemograficos dos 24 participantes com TB pulmonar DR,
Fortaleza, Ceara-Brasil

Variaveis Total (%) p
Idade (anos)
Mediana (+ IQR) 44,5 (= 11,3)

<40 8 33,3

41 -49 11 45,8

>50 5 20,8
Sexo

Masculino 10 41,7

0,1432

Feminino 14 58,3
Escolaridade (em anos de estudo)

<9 anos 22 91,7

10a13 2 8,3 0,602
Ocupacao

Desempregado 17 70,8

Autonomo 2 8,3 0,317

Outros 5 20,8

Fonte: Elaborado pelo autor. IQR — Intervalo interquartil. p: teste Quiquadrado, o resultado foi
considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.

Houve uma prevaléncia maior do fenétipo de TB-MDR em participantes com a
idade de 40 a 49 anos, 54,5% (6/11). Em homens, foi possivel observar que 40% (4/10)
correspondiam a um perfil fenotipico de TB-MDR e o mesmo percentual, 40% (4/10), foi
encontrado para resisténcia a H+R+E+S para esse mesmo grupo. Em mulheres, também houve
uma maior predominancia de TB-MDR, obtendo um percentual de 50% (7/14), seguido de 21,4 %
(3/14) com monorresisténcia a H. Entre os que tiveram uma escolaridade de 1 a9 anos de estudo
prevaleceu a resisténcia a H+R, com 42,8% (9/21), assim como para os que se declararam

desempregados até aquela época com 47% (8/17).

4.2.2 Caracteristicas relacionadas a comorbidades e hdbitos sociais

Ao analisar as informacdes referentes as comorbidades e habitos sociais (Tabela 7),
foi constatado que dos 24 participantes com TB-DR, 29,2% (7/24) tinham diabetes, 37,5% (9/24)
informaram que faziam o consumo de bebidas alcéolicas e 0 mesmo percentual, 37,5%, também

relatou o hédbito de fumar. Foi observado que quanto a utilizagcao de drogas ilicitas, 54,2% (13/24)
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nao quiseram responder, 37,5% (9/24) alegaram ndo fazer esse tipo de consumo e apenas 8,3%

(2/24) confirmaram o uso de drogas.

Tabela 7 — Caracteristicas relativas a comorbidades e habitos sociais dos
24 participantes diagnosticados com TB pulmonar DR, Fortaleza,
Ceara-Brasil

Variaveis Total (%) p
Diabetes
Sim 7 29,2
0,725
Nao 6 25
N3ao informado 11 45.8
Etilismo
Sim 9 37,5
0,949
Nao 7 29,2
N3ao informado 8 33,3
Tabagismo
Sim 9 37,5
0,519
Nao 6 25
N3ao informado 9 37,5
Uso de drogas ilicitas
Sim 2 8,3
0,658
Nio 9 37,5
Nao informado 13 54,2

Fonte: Elaborado pelo autor. O resultado € considerado estatisticamente significante
quando p < 0,05.

Com relacao ao fenétipo de resisténcia entre os participantes que informaram ter
diabetes, foi encontrado 57,1% (4/7) com TB-MDR, seguidos de 28,6% (2/7) com H+R+E+S
e 14,3% (1/7) com H+R+E. Quanto aos que alegaram o consumo de élcool, 33,3% (3/9) foram
resistentes a H+R+E+S, 22,2% (2/9) a H+R, 22,2% (2/9) foram monorresistentes a H, 11,1%
(1/9)aH+E e 11,1% (1/9) a H+R+S.

Entre os que informaram possuir o habito de fumar, 44,4% (4/9) tiveram um perfil
de resisténcia TB-MDR, 22,2% (2/9) a H+R+E+S, 11,1% (1/9) a H, 11,1% (1/9) aR e 11,1%
(1/9) a H+R+S. No que se refere aos usudrios de drogas ilicitas, 50% (1/2) apresentaram um

fenétipo TB-MDR e 50% (1/2) foi resistente a H+R+E+S.
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4.2.3 Caracteristicas clinicas

Ao analisar os dados clinicos dos participantes (Tabela 8), foi constatado que 58,3%
(14/24) nao haviam feito em algum momento pregresso o tratamento para TB, ou seja, sdo
considerados casos de tuberculose com resisténcia primaria. Em relacdo ao contato com outro
caso de TB, 50% (12/24) dos participantes relataram contato intradomiciliar. Com relagdo ao
padrao radioldgico tordxico, 29,1% (7/24) apresentaram acometimento unilateral e em 37,5%
(9/24) evidenciou-se a presencga de grandes cavitacdes nas imagens.

No que se refere ao exame de baciloscopia para pesquisa de BAAR, apenas um
participante ndo teve o teste realizado, 20,8% (5/24) tiveram resultado negativo e em 41,7%

(10/24) fo1 evidenciado a presenca de positividade de uma cruz.

Tabela 8 — Caracteristicas clinicas dos 24 participantes diagnosticados
com TB pulmonar DR, Fortaleza, Ceard-Brasil

Variaveis Total (%) p
Historia de tratamento anterior
Sim 10 41,7
. 0,5581
Nao 14 58,3
Contato intradomiciliar
Sim 12 50
. 0,3864
Nao 12 50
Padrao da radiografia do téorax
Unilateral 7 29,1
. 0,5536
Bilateral 4 16,7
Presenca de cavitaciao no raio-X
Grandes cavidades 9 37,5
. 0,7638
Pequenas cavidades 4 16,7
Baciloscopia (em cruz)
Negativo 5 20,8
Uma cruz 10 41,7
0,2631
> Duas cruzes 8 33,3
Exame nao realizado 1 4,2

Fonte: Elaborado pelo autor. O resultado é considerado estatisticamente significante
quando p < 0,05.

Entre os participantes com histéria de tratamento prévio, 50% (5/10) apresentaram o
perfil de TB-MDR, 20% (2/10) foram resistentes a H+R+E+S, enquanto os que tiveram

resisténcia a H+E, H+R+S e a H+R+E corresponderam a 10% (1/10) cada. Quanto aos que
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declararam nunca terem realizado o tratamento prévio para TB, 42,9% (6/14) corresponderam
a um perfil de TB-MDR, 21,4% (3/14) exibiram resisténcia a H, 14,4% (2/14) demonstraram
um perfil resistente a H+R+E+S e foi identificado uma taxa de 7,1% (1/14) de resisténcia para
R, H+R+S e H+R+E.

Em relacdo ao contato intradomiciliar com outro caso de TB, o perfil de resisténcia foi
o seguinte: 50% (6/12) de TB-MDR, 33,3% (4/12) a H+R+E+S, 83% (1/12) de
monoresisténcia a R e 8,3% (1/12) a H+R+S.

Quanto as caracteristicas da lesdo mostrada na radiografia do térax, aquelas com padrao
unilateral apresentaram resisténcia aos seguintes farmacos: 28,6% (2/7) a H+R+E+S, 28,6%
(2/7) a H+R, 28,6% (2/7) aH e 14,2% (1/7) a H+R+S. Quanto ao padrao bilateral, 75% (3/4)
corresponderam a resisténcia a H+R e 25% (1/4) a H+R+E. Entre as grandes cavidades foi
determinado que 33,3% (3/9) foram resistentes a H+R, 22,2% (2/9) a H+R+E+S, e a mesma
taxa, 11,1% (1/9), correspondeu para cada um dos seguintes perfis de resisténcia:
monorresisténcia a H, monorresisténcia a R, a H+E e a H+R+S. Sobre o padrdo de pequenas
cavidades, 75% (3/4) foram resistentes a H+R e 25% (1/4) a H+R+E.

Ao avaliar o fendtipo de resisténcia quanto ao resultado da baciloscopia, foi
observado que entre os que tiveram uma resposta negativa para o teste, 80% (4/5) foram
resistentes a H+R e 20% (1/5) a H+R+E. Os que evidenciaram uma cruz no teste, tiveram uma
taxa de resisténcia de 30% (3/10) a H+R, 20% (2/10) a H, 10% (1/10) a R, 10% (1/10) a
H+R+E+S, 10% (1/10) a H+E, 10% (1/10) a H+R+S e 10% (1/10) a H+R+E. Para as amostras
que evidenciaram a presenca de duas cruzes ou mais, 37,5% (3/8) foram resistentes a H+R,

37,5% (3/8) a H+R+E+S, 12,5% (1/8) aH e 12,5% (1/8) a H4+R+S (Tabela 8).

4.3 Identificagcdo dos isolados como espécie M. tuberculosis

Todas as 33 culturas foram confirmadas como sendo BAAR através da técnica
coloragdo de Ziehl-Neelsen (Figura 12), seguido de confirmacao pela amplificacdo da regiao

IS6110, especifica para a espécie de Mtb (Figura 13).



Figura 12 — Baciloscopia de colonia de M. tuberculosis

Fonte: Elaborado pelo autor. Baciloscopia de colonia cultivada em Lowenstein-Jensen, corada pela
técnica de Ziehl-Neelsen, formacao de fator corda. Aumento de 100x.

Figura 13 — Visualizagao do produto de amplificagao da regiao
gendmica IS6110 de isolados positivos para a espécie M.
tuberculosis

M 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

200 pb

,:’“\$ 100 pb

Fonte: Elaborado pelo autor. Amplificacdo da regidio IS6110 do Mtb
(produto de 179 pb) em gel de agarose a 1%. Pogo M — Marcador (100 pb),
pogos do 1 ao 8 — isolados positivos, pogo 9 — Controle positivo (cepa M.
tuberculosis H37Rv), poco 10 — Controle negativo (H,O em substituigdo
ao DNA).
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4.4 Genotipagem da resisténcia a medicamentos anti-TB

4.4.1 Andlise das mutagoes presentes nos genes rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA,
embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e Rvi258¢c através da técnica PCR-MAS

As 33 amostras positivas para a IS6110 foram submetidas a técnica PCR-MAS para
identificar mutagdes presentes nos genes ¥poB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA, embB, rpsL,
gidB, rrS, ethA e Rvi258c¢ (Figura 14). Dos 33 isolados estudados, foram encontradas mutagdes
nos genes alvo em 32 isolados, correspondendo a uma taxa de 97% (32/33) do total (Grafico 2).
Uma taxa de 3% (1/33) foi correspondente ao isolado no qual ndo foi evidenciado mutagdes

génicas. Contudo, o mesmo evidenciou um perfil fenotipico resistente a H+R.

Figura 14 — Corrida eletroforética dos produtos da PCR-MAS
para analise da mutagdo C15T localizada no gene inhA

M 4 2 34 56 F 89

—
—
221 pb
— e | -
[ —E-_
155 pb

Fonte: Elaborado pelo autor. Pogo M — Marcador (100 pb), pocos do 1 ao
7 — isolados dos participantes, pogo 8 — Controle positivo (cepa M.
tuberculosis H37Rv), poco 9 — Controle negativo (H>O em substitui¢do ao
DNA). Na amostra 1 foi encontrada a presenga da amplificagdo do produto
externo (221 pb) e a auséncia da amplificagdo do produto do alelo
especifico (155 pb), indicando a presenga de mutagdo.
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Grafico 2 — Numero de amostras com mutagdes nos genes rpoB, katG, inhA, oxyR-
ahpC, gyrA, pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e RvI258c detectadas através de
técnica PCR-MAS
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Um total de 67 mutagdes pontuais diferentes foram detectadas em 32 amostras das
33 analisadas (Tabela 9). Foi encontrada mutacdo genética no gene katG (G315C) em 22
isolados de Mtb, percentual de 32,8% (22/67). Também foi observado que 12 isolados de Mtb
apresentaram alteracdes na regido intergénica oxyR-ahpC (alelos -10, -9, -6), demonstrando um
percentual de 17,9% (12/67).

Em 11 amostras foram detectadas mutacdes no gene embB, com uma representacao
de 16,4% (11/67). Mutacdes no gene rpoB (C531T) foram identificadas em 10 isolados,
representando 14,9% (10/67).

Foram observadas mutacdes no gene gidB em quatro amostras, exibindo uma taxa
de frequéncia de 11,8% (4/34).

Além disso, foi observada a presenca de mutacdes em duas amostras para cada um
dos genes rpsL, RvI258c (S292L), Rvi258c (V219A), correspondendo a uma taxa de 5,9%
(2/34).

A mutacdo na posi¢do C15T do gene inhA, assim como a muta¢do no gene gyrA
(A94G), foram identificadas em uma amostra para cada gene, correspondendo a 1,5% (1/67)

cada, do total de mutacdes localizadas através da técnica.
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Tabela 9 — Frequéncia das mutagdes encontradas nos genes rpoB, katG, inhA,
oxyR-ahpC, gyrA, pncA, embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e RvI258c nos isolados dos
33 participantes com TB pulmonar

Genes Mutacao N (%)

katG (G315C) 22 32,8
oxyR-ahpC (-10, -9, -6) 12 17,9
embB (A916G) 11 16,4
rpoB (C531T) 10 14,9
gidB (GCG218) 4 6
rpsL (A128G) 2 3
RvI258¢ (S292L)* 2 3
RvI258¢ (V219A)* 2 3
gyrA (A94G) 1 1,5
inhA (C15T) 1 1,5
inhA (S94A)* 0 0
pncA (C169G) 0 0
rrs (A1401G) 0 0
ethA (T-8A e T-11C) 0 0
Total 67 100,0

Fonte: Elaborado pelo autor. A tabela classifica as muta¢des quanto a aminodcidos (*) e
nucleotideos, identificadas através da técnica PCR-MAS (reacdo em cadeia da polimerase
multiplex alelo especifica).

4.5 Mutacdes identificadas por meio da PCR-MAS em isolados com perfil fenotipico de
resisténcia a rifampicina

Dentre os 24 isolados que apresentavam dados do perfil fenotipico de resisténcia
(teste de sensibilidade aos antimicrobianos) aos farmacos, vinte tinham fenétipo de resisténcia
a R. Contudo, apenas em cinco isolados foram identificadas mutacdes no gene rpoB, obtendo
uma taxa de 25% (5/20). O perfil fenotipico identificado no laboratério de rotina das cinco
amostras foi de TB-MDR. Entretanto, apenas dois destes isolados apresentaram mutagdes
associadas ao gene katG e na regido intergénica oxyR-ahpC, que sdo genes cuja ocorréncia de
mutagOes estdo relacionadas a resisténcia a H, correspondendo a uma taxa de 40% (2/5) e uma

mutacao associada a katG, representando uma taxa de 20% (1/5) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Frequéncia das mutacOes relacionadas a resisténcia a
rifampicina em isolados TB-R (N=24), detectadas por PCR-MAS

rpoB e katG
20%

rpoB, katG e oxyR-ahpC
40%

40%

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Mutacdes identificadas por meio da PCR-MAS em isolados com perfil fenotipico de
resisténcia a isoniazida

Dos 24 isolados com perfil fenotipico de resisténcia preestabelecido, um total de 23
apresentaram fenétipos resistentes a H, sendo identificadas 23 mutagdes pontuais relacionadas
a resisténcia ao referido formaco em 17 isolados.

Dentre as 23 mutacOes pontuais associadas a resistencia a H, ocorreu uma maior
prevaléncia de mutacdes localizadas no gene katG, correspondendo a uma taxa de 69,6%
(16/23), seguidos de mutagdes na regido intergénica oxyR-ahpC, exibindo uma taxa de 26,1%
(6/23) e uma mutacgdo no gene inhA (C15T) obtendo um percentual de 4,3% (1/23). Com relacao
a associacdo de mutacdes, quatro isolados com mutacdo em katG apresentaram mutagao
associada com alteragdes em oxyR-ahpC, obtendo uma taxa de 17,5% (4/23). Além disso, em
um isolado com mutagdo em katG foi identificado mutacdes em conjunto em oxyR-ahpC, inhA
(C15T), que codifica a proteina transportadora 2-trans-enoil-acil redutase, € na bomba de efluxo

Rv1258¢ (S292L) representando assim, um percentual de 4,3% (1/23) (Gréfico 4).
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Griafico 4 — Frequéncia das mutacdes relacionadas a resisténcia a isoniazida,
detectadas por PCR-MAS dentre as 23 mutacdes pontuais
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Mutagoes identificadas pela PCR-MAS em isolados com perfil fenotipico de resisténcia
ao etambutol

O percentual de isolados que mostraram um perfil de resisténcia ao E foi de 29,2%
(7/24), contudo, apenas duas amostras (2/7; 28,5%) foram detectadas mutac¢des no gene embB,
que codifica a enzima arabinosil transferase alvo do farmaco E. Do total de 24 isolados com
dados referentes a resisténcia medicamentosa, oito isolados apresentaram mutagdes no gene
embB, exibindo uma taxa de 33,3% (8/24). As outras seis mutacdes encontradas em embB, 25%

(6/24) eram nos isolados E sensivel e relacionadas ao perfil de resisténcia a H+R (Gréfico 5).
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Grafico 5 — Frequéncia das mutacdes relacionadas a resisténcia ao etambutol,
detectadas por PCR-MAS
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.8 Mutacdes identificadas por meio da PCR-MAS em isolados com perfil fenotipico de
resisténcia a estreptomicina

Um total de 25% (6/24) dos isolados apresentaram um perfil de resisténcia a S. Em
relacdo ao gene rpsL, que codifica a proteina ribossomal S12, foi identificado um indice de 4,2%
(1/24) para mutacao no referido gene. Contudo, o isolado em questdo era resistente a H+R.

Quando se analisou os dados correspondentes ao gene gidB, que codifica a
metiltransferase G da subunidade 16S do RNAr, verificou-se um indice mutacional de 8,3%
(2/24) dentre as amostras com perfil fenotipico predeterminado. Porém, dentre as amostras com
mutagdo presente no gene gidB, 16,7% (1/6) correspondeu ao perfil de resisténcia a S, enquanto

a outra amostra com mutagdo apresentou um perfil de resisténcia a H+R (Gréfico 6).
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Grafico 6 — Frequéncia das mutacOes relacionadas a resisténcia
a estreptomicina, detectadas por PCR-MAS
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.9 Mutagoes identificadas por meio da PCR-MAS no gene Rv/258c¢ em isolados com perfil
fenotipico de resisténcia preestabelecido

Adicionalmente, foi destacada a presenca de quatro isolados com mutacdes no gene
RvI258c (Tap ou P55) que esta relacionado a alteracOes na bomba de efluxo. Destes, trés
i1solados possuiam o perfil fenotipico de resisténcia preestabelecido. Um deles com mutag@o no
gene RvI258¢ (S292L) era monorresistente a H e a PCR-MAS evidenciou mutacdes nos genes
katG, inhA (C15T) e oxyR-ahpC. Um segundo isolado com mutacdo na posicdo V219A
apresentou um perfil de resisténcia H+R e o terceiro isolado também com mutagdo em V219A

com H+R+E (Tabela 10).

Tabela 10 - Numero de mutacdes presentes no gene Rv/258c relacionado a bomba de efluxo
associados aos perfis de resisténcia em 24 isolados de M. tuberculosis com teste de
sensibilidade aos antimicobacterianos

o Total Mutacao Sem mutacao
Perfil de resisténcia*
N (%) N (%) N (%)
TB-MDR ou mono 15 (62,5) 2 (66,7) 13 (61,9)
Multirresisténcia 9 (37,5) 1 (33,3) 8 (38,1)
Total 24 (100) 3 (100) 21 (100)

Fonte: Elaborado pelo autor. * p= 0,873382. Foi levado em consideracdo o padrio de mutagdes genéticas
identificadas pela técnica PCR-MAS para a determinacdo do tipo de resisténcia. S292L com resisténcia para
isoniazida (H); V219A com resisténcia para rifampicina (R) + H e outro isolado com resisténcia para R + H +
Etambutol (E).
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4.10 Andlise dos resultados do Sequenciamento Gendmico Completo (WGS)

Das 33 amostras, oito apresentaram o DNA integro para a formacdo da biblioteca

gendmica com posterior sequenciamento (Figura 15).

Figura 15 — Andlise da contagem das leituras dos oitos isolados de M.
tuberculosis sequenciados por WGS fornecida pelo software FASTQC
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Fonte: Elaborado pelo autor. Criado com MultiQC. FastQC é uma ferramenta destinada ao
controle de qualidade de dados provenientes de sequenciamento de alto rendimento. O eixo

vertical representa a identificacdo em duplicata de cada um dos 8 isolados de Mtb e o eixo
horizontal representa o nidmero nucleotideos em pares de base (pb) lidos por vez.

4.10.1 Caracterizagdo da linhagem dos isolados micobacterianos

Entre as sete linhagens do CMTB conhecidas por infectar os seres humanos, foi
identificada a linhagem 4 em todos os oito isolados. Esta linhagem é conhecida como Euro-
americana. Na figura 16 é mostrada a arvore filogenética dos isolados de Mtb analisados neste

estudo.
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Figura 16 — Representagdo da drvore filogenéticas dos isolados de M. tuberculosis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Em destaque, os oito isolados de Mtb que tiveram a sua linhagem
genética determinada através da técnica WGS - Sequenciamento Gendmico Completo. A espécie M.
canetii indica outro grupo da drvore filogenética e os isolados adicionais constituem referéncias

representativas para cada linhagem especifica de Mtb.

Categorizando cada amostra pela sublinhagem, foram identificadas que 50% (4/8)
dos isolados pertencem ao subgrupo 4.3.4.1, 25% (2/8) estao classificadas no sublinhagem 4.9,
12,5% (1/8) correspondem a 4.1.2.1 e 12,5% (1/8) a sublinhagem 4.3.2 (Gréfico 7). A
sublinhagem 4.3.2, identificada em um isolado do nosso estudo, é conhecida como Latino-

Americana-Mediterraneo (LAM).

Gréfico 7 — Classificag@o dos isolados de M. tuberculosis de acordo
com a sublinhagem identificada pelo WGS
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.11 Alteragdes genéticas relacionadas a resisténcia aos farmacos antimicobacterianos,
identificados por whole genome sequencing

Entre os oito isolados de Mtb sequenciados, foi encontrado um percentual de resisténcia
de 62,5% (5/8). Para resisténcia a R foi detectado mutacao no cédon 531 (TCG para TTG) e
no codon 435 (Asp435Tyr) do gene rpoB em uma taxa de 50% (4/8). Deste total (N=8), quatro
isolados apresentaram perfil fenotipico de resisténcia determinado e destes dois isolados
tiveram a resisténcia confirmada por WGS. Ja pela técnica PCR-MAS foi determinada uma taxa
de 62,5 (5/8) para a presenga de mutacdo no gene rpoB, entretando, apenas trés isolados destes,
37,5% (3/8), foram correspondentes as mutacdes no gene rpoB encontradas através da técnica
WGS (Tabela 11).

Em relacdo a resisténcia a H, através do método do WGS foram identificadas por
mutacdes no gene katG (Ser315Thr) em 25% (2/8), e na posi¢do 777C>T do gene inhA em 25%
(2/8), mais especificamente no promotor do gene (15C>T), ja pelo método da PCR-MAS
verificamos uma taxa de mutagdo de 62,5 (5/8) para muta¢des encontradas no gene katG € um
percentual de 37,5% (3/8), encontradas na regido intergénica oxyR-ahpC.

Quanto a deteccdo de variagdes genéticas no gene pncA, o WGS evidenciou uma
taxa de 25% (2/8) (Trp119Cys e Vall139Gly), enquanto ndo foi encontrada muta¢do por PCR-
MAS.

Em relacio ao gene embB, o WGS evidenciou um percentual de alteragdes
genéticas (GIn497Lys) de 12,5% (1/8), enquanto a PCR-MAS detectou uma taxa de 25% (2/8).
Referente ao gene rpsL, associado a resisténcia a estreptomicina, o WGS demonstrou uma taxa
de 37,5% (3/8) de mutagdes no referido gene (Lys88Arg e Lys43Arg). Enquanto que a PCR-
MAS apresentou uma taxa de 12,5% (1/8) para a detecao de modificagdes no DNA (Tabela 11).

Referente a mutacdes no gene ethA, o WGS, assim como a PCR-MAS, nido
detectaram alteracdes na regido analisada. Contudo, o WGS identificou resisténcia a etionamida
em 25% (2/8) das amostras, associada a mutacdes no gene inhA (777C>T) (Tabela 11).

Uma propor¢ao de 12,5% (1/8) foi determinada pelo WGS para mutagdo no gene
gyrA (Ala90Val), que estd relacionado a resisténcia as fluoroquinolonas. Por outro lado, através
da PCR-MAS nio foi constatado alteracdes genéticas no referido gene (Tabela 11).

Mutagdes nao foram determinadas nos genes gidB, rrs € RvI258c nos oito isolados
por ambas as técnicas, WGS e PCR-MAS. A tabela 12 apresenta uma descri¢cdo das mutagdes
identificadas no ambito deste estudo, acompanhadas das correspondentes associagdes com o0s

farmacos pertinentes.
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Tabela 11 — Identificagdo das mutacdes através das técnicas de WGS e PCR-MAS dos 8 isolados
de M. tuberculosis

Rifampicina | Isoniazida | Pirazinamida | Etambutol | Estreptomicina | Etionamida | Fluoroquinolonas
ID
PCR- PCR- PCR- PCR- PCR- PCR-
WGS MAS WGS MAS WGS MAS WGS MAS WGS MAS WGS MAS WGS | PCR-MAS
5t --- - - - - - ---  embB
. . __ OxXyR- N L . N N N N N N
7t ahpC embB
rpoB katG  katG/  pncA rpsL
8t Geraso OB sei3l oxyR- Trpl19 T Lyss8A
Leu S5Thr  ahpC Cys rg
rpoB
O ¢450 OB - katG -
Leu
inhA inhA
16t --- poB - - - --- --- rpsL C. ---
T77T T77T
17t rpoB inhA kaiG pncA embB rpsL inhA gyrA
Aspd3 T C- Al yanzg Gln49 Lys88A C- T Ala90 -
STyr 777T Gly TLys re 777T Val
rpoB katG  katG/ rpsL
18t Goraso OB o3 oxyR- T T T Lysd3Aar T
Leu S5Thr  ahpC g
19t - rpoB - katG - - --- ---

Fonte: Elaborado pelo autor. WGS posi¢do do cddon correspondente em M. tuberculosis. (-) Auséncia de mutagoes.
rpoB Ser450Leu ou TCGS531TTG; inhA C-777T ou C-15T. Amostras com o perfil fenotipico pré-determinado 5t,

7t, 8t, 9t.
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Tabela 12 — Comparacdo das mutagdes nos genes rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, gyrA, pncA,

embB, rpsL, gidB, rrS, ethA e RvI258c¢ e fendtipo de resisténcia em isolados de M.

resistentes aos farmacos, Fortaleza, Ceara

tuberculosis

Fenoétipo Resistencia

PCR-MAS

(N=24) (N=33) WGS (N=8)
Farmaco ou classe Gene (aa ou nt) S R Mutacao
N(%) N(%) N(%) positivaN
(%)
Total? 4 (16,7) 20 (83,3) 11(33,3) 4 (50)
rpoB (Ser531Leu e/ou
Rifampicina Asp435Tyr) 1030,3) 4 (50)
RvI258¢ (Val219Ala) 1(3,0) -
Rvi1258c (Ser292Leu) - -
Total? 1(4,2) 23 (95,8) 32 (97,0) 4 (50)
katG (Ser315Tre e/ou
Ser315Thr) 22(66.7) 2(25)
o oxyR-ahpC 12 (36,4) -
Isoniazida inhA (C-15T) 13.0) 2(25)
inhA (Ser94Ala) - -
Rv1258¢ (Ser292Leu) 2 (6,1) -
Rvi1258¢ (Val219Ala) 2 (6,1) -
Total® 17 (70,8) 7 (29,2) 14 (42,4) 1(12,5)
embB (Met306Val e/ou
Etambutol GIn497Lys) 1133.3) )
Rvi1258¢ (Val219Ala) 2 (6,1) -
Rv1258¢ (Ser292Leu) 2 (6,1) -
Total? 18 (75) 6 (25) 7 (22,2) 3 (37.,5)
rpsL (Lis43Arg e/ou
Lys88Arg) 2 (6,1) 3(37,5)
Estreptomicina gidB (Ala80Pro) 4(12,1) -
rrs (A1401G) - -
RvI258c (Ser292Leu) 1(3,0) -
Rvi1258¢ (Val219Ala) 2 (6,1) -
Total? nd nd 3 (3,0) 1(12,5)
Fluoroquinolonas gyrA (Asp94Ala e/ou
Ala90Val) 330 12,5
Total nd nd - 2 (25)
Pirazinamida pncA  (His57Tir  e/ou
Trp119Cys) ) ) ) 225
Aminoglicosideos amicacina, Total? nd nd - -
canamicina, ou capreomicina rrs (A1401G) - - - -
Total? 4 (12,1) 2 (25)
inhA (C-15T) 1(3,0) 2 (25)
. . inhA (Ser94Ala) - -
E
tionamida ethA (Tre8Ala, Trel 1Cis) nd nd ; -
RvI258¢ (Ser292Leu) 2 (6,1) -
Rv1258¢ (Val219Ala) 2 (6,1) -

Fonte: Elaborado pelo autor. *total de isolados de Mtb com mutagdes tinicas ou em actimulo em genes diferentes;

nd, teste ndo realizado;

-, mutacdo ndo encontrada. PCR-MAS, PCR multiplex alelo especifico; WGS,

sequenciamento gendmico completo. Aminoacidos (aa): Asp, Aspartato, Ala, alanina; Cis, cisteina; H, histidina;
L, leucina; Lis, lisina; Met, metionina; Pro, prolina; R, arginina; Ser, serina; Tir, tirosina; Tre, treonina; V, valina.
Nucleotideos (nt): A, adenina; G, guanina; C, citosina; T, timina.
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5 DISCUSSAO

Analisando os perfis de resisténcia aos fairmacos dos 24 participantes que possuiam
dados clinicos preestabelecidos, um total de 23 destes apresentaram resisténcia a H, onde
apenas trés foram monorresistentes para a droga em questdo; as outras 20 amostras exibiram
resisténcia associada a outros farmacos. Em comparac¢ao a monorresisténcia identificada entre
H e R, a propor¢do foi de trés para um, ou seja, a monorresisténcia a H foi 3 vezes mais
frequente do que a R.

De acordo com Pillay et al. (2022), a monorresisténcia a H é considerada outra
ameaca a terapia da tuberculose, sendo este tipo de resisténcia capaz de triplicar as chances de
resultados negativos ao desfecho de cura com o tratamento, além de ser um agente favordvel
para o desenvolvimento de TB-MDR. E importante ressaltar que em certos municipios do Brasil,
o0 TRM-TB ¢ aplicado para o diagnéstico da TB, e embora apresente um resultado rapido, cerca
de duas horas, com a necessidade de apenas uma amostra de escarro, a técnica detecta apenas
cepas resistentes a R, ndo detectando a monorresisténcia a H (BRASIL, 2019a).

Para diminuir a possibilidade de falha no tratamento, é necessario entender que o
diagndstico da resisténcia a H € considerado o mais complicado de ser realizado por meio de
ensaios moleculares, visto que o fendtipo resistente estd relacionado as mutacdes em diferentes
genes. Portanto, deve ser realizado o TSA para a detec¢do da monorresisténcia a esse farmaco.
Desta forma, pode-se direcionar um tratamento mais adequado para o paciente (RETA et al.,
2022).

No que se refere a resisténcia a R, dos 24 participantes do estudo que apresentavam
dados clinicos, 20 apresentaram resisténcia ao referido fairmaco, seja em monorresisténcia ou
associados a outros medicamentos. Além disso, foi determinado que onze perfis fenotipicos dos
24 individuos estudados se categorizaram como TB multirresistente, ou seja, resistentes a pelo
menos a H e a R, que sdo farmacos de primeira linha aplicados na terapia da tuberculose.

A resisténcia a R ja estd bem consolidada na literatura. Demelash et al. (2023)
relatam que em 2019, aproximadamente meio milhdo de pessoas adquiriram TB resistente a R,
e dessas, 78% foram identificadas com TB-MDR. Singpanomchai et al. (2021) indicam que a
resisténcia concomitante ente H e R (TB-MDR), que sdo os medicamentos mais eficazes no
tratamento da TB, aumenta a duracdo da transmissibilidade da doenga, resultando no aumento
da incidéncia de casos graves, das taxas de mortalidade e dos fracassos terapéuticos.

Além disso, Dookie et al. (2022) relatam que dentre os tipos de TB-DR, geralmente

reportados, encontram-se cepas de Mtb com resisténcia somente a R ou que possuem uma
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resisténcia complementar a H (TB-RR/MDR), ou ainda podem estar associadas a qualquer
outro farmaco de primeira ou segunda linha.

No nosso estudo nao foram incluidos menores de 18 anos de idade, portanto, a
mediana da idade dos 24 participantes foi de 44,5 anos. E de conhecimento geral que a TB afeta
todas as faixas etdrias. Contudo, em adultos, a propor¢ao de TB priméria vem aumentando,
chegando a refletir cerca de 34% de todas as ocorréncias de TB nesse grupo etdrio. Além disso,
TB p6s-priméria € vista como uma patologia da adolescéncia e de fase adulta (WETSCHEREK
et al., 2022). O nosso estudo encontrou que 41,7% dos participantes tinha TB pds-priméria.

Ainda com relacdo aos 24 participantes, foi possivel descrever alguns fatores
sociais, como aqueles que declararam estarem desempregados a época, evidenciando um
percentual de 70,8% (17/24); portadores de diabetes 29,2% (7/24); consumo de alcool 37,5%
(9/24); tabagismo 37,5% (9/24); e a utilizacdo de drogas ilicitas 8,3% (2/24).

A TB é uma doenga ligada a condi¢do de pobreza, e a influéncia exercida por fatores
sociais ja € amplamente descrita na literatura (CHAKAYA et al., 2021; HARLING et al., 2017,
SOUSA et al., 2022). Esses fatores sdo capazes de interferir no acesso ao diagndstico € no
tratamento da doenca. Etilismo, tabagismo, subnutri¢do, estatuto socioecondmico, utilizagdo de
drogas, HIV/SIDA, diabetes etc. sdo alguns exemplos de aspectos sociais que aumentam a
suscetibilidade das pessoas ao desenvolvimento de TB (CHAKAYA et al., 2021; DUARTE et
al., 2021).

Entendendo a influéncia desses determinantes para a progressdao da TB, € possivel
verificar no documento “Estratégia para o Fim da TB”, emitido pela OMS no ano de 2015,
mengdes sobre a importancia das politicas do setor social e de satide para fortalecer as respostas
nacionais a TB (WU et al., 2023).

Ao verificar as caracteristicas clinicas dos 24 participantes, foi observada uma taxa
de 58,3% (14/24) para aqueles que nunca haviam realizado a terapia antibidtica para tratar a
TB, caracterizando, dessa forma, a transmissao de resisténcia primdria, ou seja, esses individuos
foram infectados pela primeira vez por uma cepa do Mtb ja resistente a pelo menos um farmaco
anti-TB. Nossos resultados de resisténcia primdria foram bem superiores aos encontrados em
estudo realizado em Sao Paulo, de 36% (N=156) (SAVIOLI; MORRONE; SANTORO, 2019),
e pouco inferiores aos encontrados no Rio de Janeiro, de 64,5% (N=31) (BHERING et al.,
2022).

E importante salientar que, menores indices de sucesso terapéutico estio associados
a resisténcia do Mtb aos principais medicamentos de primeira e segunda linhas utilizados na

terapia da TB (O’TOOLE, 2022).
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De acordo com um estudo realizado na Africa do Sul, a disseminagio de cepas de
TB resistentes aos antibioticos (resisténcia primdria) tem sido amplamente documentada em
todo o globo. Além disso, baseados em seus achados, concluiram propondo que, para um
controle mais eficaz da TB resistente, € crucial priorizar a interrup¢do da transmissdo (SHAH
etal., 2017).

Ainda em relagdo aos participantes que afirmaram ndo ter recebido tratamento
prévio para TB, uma taxa de 42,9% (6/14) foi observada como correspondente a um perfil
fenotipico de resisténcia a H+R (TB-MDR). Diversas pesquisas vém evidenciando que a
transmissdo de TB-MDR primaéria estd cada vez mais frequente, resultando em uma maior
prevaléncia para esse tipo de resisténcia (BHERING; KRITSKI, 2020).

Cerca de 50% (12/24) dos participantes do estudo, alegaram que a possivel
transmissdo da TB ocorreu no ambito domiciliar, devido a convivéncia com agregados
familiares ja acometidos pela doenca. Adane et al. (2020) relatam que a transmissdao da TB
depende principalmente de fatores de risco ambientais e pessoais, particularmente em
ambientes sociais onde ha aglomeragdo e exposicao prolongada a pacientes com TB ativa. Além
disso, ressaltam que a identificagdo e o exame de individuos infectados que estiveram em
contato com pacientes de TB representam a abordagem mais eficiente para prevenir a
dissemina¢do da doenga nas comunidades.

Prosseguindo com a andlise dos dados clinicos, referente as lesdes cavitdrias
evidenciadas no exame radiografico, a maioria dos participantes apresentou um perfil de
resisténcia TB-MDR, com uma taxa de 46,15% (6/13).

Objetivando descrever dados comparativos sobre sinais radioldgicos entre TB
sensivel e TB-MDR, uma pesquisa bibliografica realizada por Wang et al. (2018) relatou que
as lesOes cavitdrias estdo presentes em cerca de 70% dos pacientes com TB-MDR e 30% em
pacientes com TB sensivel. A pesquisa também ressalta que as chances sao maiores na TB-
MDR de as cavidades serem multiplas e de tamanho aumentado. Além disso, quando ¢é
evidenciado a presenca de trés ou mais cavidades, hd uma grande possibilidade de ser TB-MDR.

A presenca da TB cavitdria, além de estar relacionada a fracassos terapéuticos,
também aumenta a possibilidade de transmissao do Mtb. Nas cavidades, devido a formacao de
uma zona de replicacdo com um alto teor de oxigénio, ocorre um rdpido crescimento de
micobactérias, o que pode elevar as taxas de mutacdes e resultar no desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos. Além disso, as cavidades sdo pouco vascularizadas, o que

restringe a penetracdo dos antibidticos utilizados no tratamento. (URBANOWSKI et al., 2020).
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Essa exposicao diferenciada aos farmacos nas lesdes tuberculares também pode ser capaz de
promover a resisténcia antibidtica em cepas de Mtb (STRYDOM et al., 2019).

As caracteristicas fenotipicas produzidas por mutacdes genéticas que conferem
resisténcia ao Mtb sdo consideradas diversificadas e complexas. Isso ocorre porque algumas
mutagdes podem conferir 2 micobactéria uma resisténcia intensa a um farmaco, ao passo que
outras mutagdes resultardo em uma resisténcia moderada. Além disso, existem as 'mutacoes
silenciosas', que, apesar de alterarem uma sequéncia de DNA, ndo conferem qualquer
manifestacdo fenotipica de resisténcia (DICKS; STOUT, 2019)

Utilizando a técnica de PCR-MAS, dos 33 isolados analisados para identificacao de
marcadores genéticos associados a resisténcia a medicamentos, 97% (32/33) exibiram mutacdes
genéticas. Em 3% (1/33) dos isolados, ndo foram identificadas alteracOes genéticas nas regides
génicas pesquisadas através da PCR-MAS; no entanto, esse isolado apresentou um perfil
fenotipico de resisténcia a H+R (TB-MDR). No que diz respeito a R, € possivel que a mutagao
que lhe conferiu resisténcia esteja em outra regido do gene rpoB, e para H, a resisténcia ocorre
de forma mais complexa, pois estd relacionada a mutacdes em multiplos genes (GUO;
CHONGSUVIVATWONG:; LEI 2022; RETA et al., 2021).

Devido a complexidade do tratamento da TB-DR, € essencial a aplicacdo de
técnicas de identificacdo 4gil do perfil de sensibilidade aos antibidticos, como a PCR-MAS.
Dessa forma, € possivel auxiliar na administracdo de farmacos adequados na terap€utica, bem
como na preveng¢do da transmissdo da doengca (ULLAH et al., 2019).

Conforme Tajbakhsh et al. (2018), a PCR-MAS ¢ uma técnica fécil, rapida, com
custo acessivel, especifica e extremamente sensivel. O método foi aplicado em seu estudo para
a identificacdo de mutacdes no gene rpoB que estd relacionado a resisténcia a R. Foram
investigados 88 isolados positivos para Mtb, sendo identificados um total de 51 (57,96%)
isolados com mutacdes e 37 (40,04%) sem a presenca de alteragdes genéticas.

Em nosso estudo, através da técnica PCR-MAS, identificamos um total de 67
mutacdes pontuais em 32 amostras, onde, os maiores percentuais de mutagdes genéticas
encontradas estavam relacionados aos seguintes genes katG 32,8% (22/67), oxyR-ahpC 17,9%
(12/67), embB 16,4% (11/67) e rpoB 16,4% (10/67).

Um estudo realizado por Zarei et al. (2017) analisou por meio da PCR-MAS a
presenca de mutacdes nos genes rpoB e katG em isolados de Mtb. Observou-se que, dentre as
38 amostras que apresentaram resisténcia fenotipica a H, foi identificado um total de 22 (57,9%)
mutacdes no cédon 315 do gene katG. Ja das 30 amostras com o fendtipo de resisténcia a R, foi

evidenciada apenas uma muta¢do no cédon 531 do gene rpoB, com um percentual de 3,3%.
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Alguns estudos conduzidos no Brasil evidenciaram uma maior prevaléncia da mutagdo
Ser531Leu associada a resisténcia a R (ZAW; EMRAN; LIN, 2018).

Apesar dos genes e mecanismos especificos envolvidos na resisténcia do Mtb a R
e a H terem sido bem documentados, a distribui¢do e a frequéncia dessas mutacdes podem
apresentar variacdes geograficas (SOLO et al., 2020).

Uma pesquisa visando investigar as mutagcdes genéticas relacionadas ao perfil
fenotipico de resisténcia a H em isolados clinicos de Mtb, determinou um percentual de
ocorréncias de 60% (9/15) em katG com prevaléncia do cédon 315, 20% (3/15) em inhA (-15),
46,7% (7/15) na regidao intergéncia oxyR-ahpC. O percentual de alteracdes génicas em
furA, kasA endh foi de 6,7 (1/15), 26,7% (4/15) e 20% (3/15) respectivamente
(BAKHTIYARINIYA et al., 2022). Dos 24 isolados com perfil fenotipico pré-estabelecido, 18
demonstraram alteracdes génicas correlacionada com a resisténcia a H. Em nosso estudo,
observamos que uma propor¢ao significativa de 94,4% (17/18) dos isolados com mutag¢des no
codon 315 de katG, na regido intergénica de oxyR-ahpC e regiao promotora -15C inhA foram
relacionadas com o fendtipo de resisténcia a H, estando em acordo com a literatura (GUO;
CHONGSUVIVATWONG; LEI, 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021b).
Somente um isolado (5,6%; 1/18) com mutacdo no katG, foi evidenciado o perfil de
monorresisténcia a R.

Embora grande parte das mutacgdes associadas a resisténcia a H ocorra em uma taxa
de 60% no gene katG (S315T) e 19% no gene inhA, a resisténcia a esse farmaco também pode
ocorrer devido a mutagcdes em um ou vAarios genes, como no promotor mabA-inhA, nos genes
mshA, nat, ndh, kasA e ahpC (TAFESS et al., 2024).

Por mais que estudos evidenciem um indice relativamente alto de mutacdes
ocorridas em inhA, em nossa andlise, com a PCR-MAS, a segunda maior frequéncia de
alteracdes genéticas identificadas foi na regido oxyR-ahpC, 36,4% (12/33), enquanto que no
gene inhA foi localizada apenas uma mutacgao (C15T), 3% (1/33).

A nossa pesquisa identificou um percentual moderadamente elevado de mutacdes
no codon 306 do gene embB, que foi de 33,3% (11/33). O E € um medicamento bacteriostitico
e € sugerido que o mesmo atue impedindo a agdo do operon embCAB, que estd associado a
biossintese de arabinogalactano na parede celular da Mtb. Contudo, processos especificos em
nivel molecular ainda sdo objetos de estudos (KAUR et al., 2022).

O E € um farmaco de primeira linha, considerado um possivel agente complementar

para um esquema de tratamento da TB-MDR e da TB-XDR. O mesmo também pode ser
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aplicado em esquemas de TB de forma preventiva contra uma possivel resisténcia ndo detectada
aum dos trés principais medicamentos. Um risco elevado de insucesso terapéutico e a aquisicao
de resisténcia suplementar estdo associados a pacientes acometidos por isolados de Mitb,
demonstrando resisténcia concomitante ao E e H, ou E e R (BARLIANA et al., 2023)

Em TB-MDR, as mutac¢des que conferem resisténcia ao E sdo evidenciadas em um
percentual de 50-70%, com predominancia no cédon 306 do gene embB (MOHAMMADI et
al., 2020). Ainda que a maior prevaléncia das mutagdes associadas a resisténcia ao E ocorram
no gene embB, o que o torna um potencial marcador genético, certas alteracdes génicas no embA
também estdo relacionadas a resisténcia ao E. No entanto, mutagdes no embAB ja foram
evidenciadas em isolados nao resistentes ao E (LI et al., 2020).

Sabemos que o gerenciamento consistente e tratamento correto de individuos com
TB sdo essenciais para combater essa ameaca a saide publica global. Contudo, com o advento
de estirpes de Mtb resistentes aos farmacos, o tratamento da TB tornou-se ainda mais complexo.
Para que haja um protocolo terapéutico apropriado, um diagndstico avaliativo quanto as
resisténcias sdo de suma importancia, e pode ser realizado pela aplicacdo do TSA, bem como
WGS (KHAWBUNG; NATH; CHAKRABORTY, 2021).

Ainda com relagdo ao método PCR-MAS, para os genes utilizados na identificacao
de mutagdes, foi indicado uma taxa de 62,5% (20/32) dos isolados que possuiam alteracdes
genéticas de forma concomitantes com outras mutagdes. A presenca de multiplas mutagdes em
uma cepa de Mtb que resultam em resisténcia fenotipica a uma variedade de farmacos €
preocupante, pois tende a limitar significativamente as opg¢des de tratamento disponiveis
(JABBAR et al., 2019).

Estudos vém evidenciando que a resisténcia aos medicamentos anti-TB no Mtb
também estd relacionada a mecanismos adicionais, como a expressdao de bombas de efluxo
(KANIJI; HASAN; HASAN, 2019; LAWS; JIN; RAHMAN, 2022). As bombas de efluxo sdo
responsdveis por expulsar varios compostos do meio intracelular das micobactérias, inclusive
farmacos, reduzindo assim o efeito téxico do medicamento para a célula. Comumente, esse
mecanismo de efluxo confere uma resisténcia de baixas propor¢des, contudo sdo determinantes
na evolucdo de elevados niveis de resisténcia do Mtb (GHAJAVAND et al., 2019).

Estudos prévios indicaram o envolvimento do gene RvI258c ou Tap ou P55 na
determinagdo de resisténcia medicamentosa em diversos isolados clinicos de Mtb (FARZANEH
et al., 2024; MACHADO et al., 2017; OH et al., 2017). Este gene, tem sido relacionado com
tolerncia induzida por macréfagos a rifampicina (ADAMS et al., 2019). A expressdo deste

gene € induzida quando as micobactérias residem em macréfagos humanos cultivados, bem
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como em micobactérias presentes no escarro de pacientes com TB submetidos a tratamento
com rifampicina. S3o descritas vdrias mutagdes associadas a resisténcia, contudo as
mutagdesV219A e S292L sdo as mais relevantes, sendo associadas também com fendtipo
resistente a H e Z (JIA et al., 2022).

Shahi et al. (2021), ao realizarem um estudo para avaliar em isolados clinicos de
TB-MDR a presenca de mutagdes genéticas e a superexpressao de cinco genes de bombas de
efluxo, inclusive o Rv1258c, concluiram que a resisténcia da TB-MDR foi decorrente da jungao
entre a ocorréncia de mutagdes em genes alvos com o efluxo de fairmacos. Além disso, em
isolados clinicos de TB-XDR ja houve a identificacdo de diversos polimorfismos de nucleotideo
unico no gene RvI258c, incluindo o V219A e S292L (JIA et al., 2022).

Algumas dificuldades estdo relacionadas ao diagndstico da TB-DR, como o TSA
em meios de cultura s6lido, que levam mais tempo para apresentar resultados, de 3 a 8 semanas.
Em culturas liquidas, como BACTEC (MGIT®), os desfechos ocorrem de 10 a 30 dias e estdo
mais susceptiveis a contaminacao por micobactérias nao tuberculosas (MNT), cultivo de outras
espécies do CMTB e demandam sistemas de alta complexidade e custo. Além disso, os métodos
de cultura exigem pessoal qualificado e instalagdes de biosseguranca, limitando sua aplicacdo
em paises de baixa ou média renda para a detec¢cdo da TB-DR (NGUYEN et al., 2019).

Diversas técnicas de diagndstico molecular estdo disponiveis para a detec¢do tanto
da TB como da sua resisténcia aos farmacos. A exemplo disso, temos o Teste Rapido Molecular
para TB (TRM-TB) por Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA) que identifica o DNA
do Mtb e a resisténcia a R. Contudo o teste ndo detecta a monorresisténcia a H ou a resisténcia
combinada a H + E; nosso estudo encontrou 12,5% e 4,2% respectivamente. A implementagao
dessas novas tecnologias ainda € um obstaculo, pois em muitas partes do mundo a infraestrutura
de sadde ndo estd adequadamente preparada para realizar tais testes (GUNTHER; RUSWA;
KELLER, 2022).

A realizacdo de tratamento tardio e inapropriado, a presenca de infeccdes
concomitantes com outros microrganismos e o excesso de uso de antibidticos podem estender
a duragdo da terapia, ocasionando assim, em uma intensifica¢do na taxa de mutacdo no Mtb,
resultando no desenvolvimento de cepas que sdo resistentes aos farmacos (DAOQUN et al.,
2017). Isso significa que as altera¢des genéticas que resultam na resisténcia medicamentosa tém
como causa a pressdo seletiva do medicamento, que € responsdvel por impulsionar uma
mudanga gradual nas caracteristicas do Mtb (SINGH; CHIBALE, 2021).

Alguns estudos sugerem que devido a alta estabilidade dos genomas do Mtb dentro

do hospedeiro, as mutagdes que resultam em resisténcia aos farmacos apresentam uma
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tendéncia em permanecer ao longo do tempo. Além disso, a pressdo dos medicamentos parece
limitar a diversificacdo das cepas do Mtb em outras dreas do genoma, concentrando-se
principalmente nos locais que conferem resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento
(LEY et al., 2019).

Com a aplicagdo do WGS em 8 isolados clinicos, conseguimentos identificar uma
taxa de mutacdes gé€nicas equivalente a 62,5% (5/8). Um estudo realizado por Nonghanphithak
et al. (2020) teve como objetivo criar um paralelo entre os perfis de TSA de isolados de Mtb
resistentes, por meio de testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando placas
Sensititre MYCOTBI (MYCOTB) e um TSA baseado em WGS. Os resultados do estudo
destacam que o WGS possui uma elevada eficdcia na identificacdo de TB-DR e na correlagdo
entre a presenca de mutacdes especificas com os niveis do CIM.

As linhagens filogenéticas do CMTB se distribuem geograficamente de forma
diversificada, ocorrendo de maneira endémica em vdrias localidades do mundo. As espécies
Mtb sensu stricto e M. africanum sdo as principais integrantes do CMTB responsaveis em
ocasionar a doenca em humanos. Essas duas espécies de micobactérias se dividem em sete
linhagens filogenéticas, sendo as linhagens 1, 2, 3, 4 e 7 para Mtb e as linhagens 5 e 6 para M.
africanum (NAPIER et al., 2020).

Mais recentemente, foram identificadas duas linhagens, a 8 € 9. As linhagens 1, 2,
3 ¢ 4 sao encontradas em todo o mundo; em contraste, as outras cinco linhagens tém uma
distribuicdo geografica mais restrita, podendo ser detectadas apenas no continente africano. A
linhagem 4, conhecida como Euro-Americano, pode ser dividida em oito sublinhagens:
Camardes, Uganda, Gana, tipo X, H37Rv, Haarlem, LAM e TUR (NOORIZHAB et al., 2023).

A linhagem 4 e a linhagem 2, sendo essa ultima denominada de Leste Asiatico, sdo
as variagdes genéticas que apresentam a maior distribuicio territorial, sendo amplamente
distribuida por todo o globo (CLICK et al., 2020). Além disso, essas duas linhagens possuem
uma forte ligacdo com A resisténcia aos medicamentos (GUIMARAES et al., 2020).

Em nossa pesquisa, apds a aplicagdo do WGS para verificar as linhagens
filogenéticas dos isolados estudados, foi constatado que todas as cepas pertenciam a linhagem
4. Woodman, Haeusler e Grandjean (2019) relatam que hd uma predominancia da linhagem
Euro-Americano na América do Sul, onde, sua distribui¢do global reforca a teoria de que ela
foi introduzida e espalhada pelos colonizadores europeus entre os séculos XVI e XIX.

Um estudo realizado no sul do Brasil, avaliou 305 isolados de Mtb resistentes a
medicamentos, identificando uma predominancia de 99,3% para a linhagem 4. Adicionalmente,

foi realizado uma andlise quanto as sublinhagens dessas estirpes, sendo encontrado um
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predominio constituido pelas seguintes variantes, 4.3.4.2 (América Latina e Mediterraneo -
LAM/RD174),4.3.3 (LAM/RD115) e 4.1.2.1 (Haarlem/RD182) (SALVATO et al., 2021).

Ao avaliarmos os determinantes genotipicos relacionados a resisténcia aos
medicamentos pelo Mtb, obtidos através dos resultados dessa pesquisa, ndo houve a
identificacdo de nenhum determinante novo. Contudo, este estudo corrobora com varios outros
encontrados na literatura. Isso significa que nossos resultados estdo consistentes com as
descobertas anteriores, reforcando a importancia e a confiabilidade desses determinantes
genotipicos na resisténcia aos medicamentos pelo Mtb.

Com relacdo as limitagdes desse estudo, alguns dos isolados investigados aqui
apresentaram um DNA de baixa qualidade que inviabilizaram a anélise por WGS. Dificuldades
foram apontadas na apuracao das informacdes dos participantes da pesquisa, como a localizagdo
dos dados do paciente junto ao hospital, onde alguns destes sequer estavam cadastrados no
Sistema de Informacgdo de Agravos de Notificacdo — SINAM.

Tanto a PCR-MAS quanto o WGS sao técnicas altamente sensiveis. Contudo é
preciso salientar a presenga de certas limitagcdes metodologicas. A PCR-MAS apresenta um
custo mais acessivel, € utilizada para a pesquisa de mutacgdes ja conhecidas e apresenta riscos
de falsos positivos e falsos negativos. O WGS dispde de um custo mais elevado, a andlise de

dados € mais complexa e pode ocorrer contaminagao e erros durante o processo.
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6 CONCLUSAO

No ambito desta pesquisa, identificamos que entre os isolados clinicos de Mtb,
obtidos de um hospital de referéncia, ocorreu uma alta predominancia de resisténcia aos
farmacos anti-TB de primeira linha, R e H. Onde, uma parte significativa dos isolados
evidenciaram resisténcia a pelo menos um desses antibidticos, com uma elevada prevaléncia
para TB-MDR.

Exploramos a relacdo entre os dados sociodemograficas, hdbitos sociais e
comorbidades e o perfil de resisténcia aos farmacos. Embora uma alta frequéncia da TB-MDR
tenha sido detectada em vérios aspectos dos integrantes deste estudo, como em individuos com
idade entres 40 e 49 anos, portadores de diabetes, tabagistas, entre outros, ndo foi comprovada
diferenca estatistica quando comparados os perfis fenotipicos e as caracteristicas dos
participantes.

As andlises genotipicas por meio da PCR-MAS evidenciaram uma alta incidéncia
de alteracdes nos genes alvos em 32 dos 33 isolados estudados, indicando uma prevaléncia
significativa de resisténcia genética associada aos farmacos utilizados no tratamento da TB.

O WGS foi capaz predizer mutagdes associadas a resisténcia em isolados resistentes,
além de identificar mutacdes em isolados com fendtipo sensivel, incluindo um isolado com
perfil pré-extensivamente resistente

Além disso, 0 WGS determinou a linhagem 4 do CMTB para todos os isolados
investigados nesta técnica, com uma predominancia para a sublinhagem 4.3.4.1/LAM,
fornecendo perspectivas sobre a epidemiologia molecular da TB na drea orgénica.

Os dados obtidos com a presente pesquisa destacam a importancia da continua
execugdo de vigilancia e pesquisa relacionadas a gendmica do Mtb, com o objetivo de um
entendimento mais aprofundado dos mecanismos de resisténcia antibidtica. Dada a eficacia das
novas metodologias e sua significativa contribui¢ao para o controle da TB, € crucial continuar
aprimorando as técnicas moleculares para que possam ser implementadas na prética clinica,
visando medidas eficazes de controle, preven¢do e tratamento dessa doenca mundialmente

prevalente.
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APENDICE A - TABELAS COMPARATIVAS ENTRE AS CARACTERISTICAS DOS
PARTICIPANTES E A RESISTENCIA AOS FARMACOS ANTI-TB

Comparacdo dos dados sociodemograficos e a resisténcia aos farmacos antituberculose
em 24 casos de TB pulmonar, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Variaveis <2 farmacos N (%) >3 farmacos N (%) Total N (%) p
Sexo

Masculino 5 5 10
Feminino 11 3 14 0,1432
Total 16 8 24
Escolaridade
(em anos de
estudo)
<9 anos 15 7 22
10a13 1 1 2 0,602
Total 16 8 24
Ocupacao
Com renda 3 3 6
Sem renda 13 5 18 0,317
Total 16 8 24

Fonte: Elaborado pelo autor. p: teste Quiquadrado, o resultado foi considerado estatisticamente significante
quando p < 0,05.

Comparacdo dos dados relativos a comorbidades, hadbitos sociais e a resisténcia aos
farmacos antituberculose em 24 casos de TB pulmonar, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Variaveis <2 farmacos N (%) >3 farmacos N (%) Total N (%) p
Diabetes

Sim 4 3 7
Nio 4 2 6 0,725
Total 8 5 13
Etilismo
Sim 5 4 9
Nao 4 3 7 0,949
Total 9 7 16
Tabagismo
Sim 6 3 9
Nao 3 3 6 0,519
Total 9 6 15
Drogas ilicitas
Sim 1 1 2
Nio 6 3 9 0,658

Total 7 4 11
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Fonte: Elaborado pelo autor. O resultado € considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.

Anélise das caracteristicas clinicas comparando com a resisténcia aos fairmacos antituberculose
dos 24 participantes diagnosticados com TB pulmonar DR, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Variaveis <2farmacos N (%) >3 farmacos N (%) Total N (%) p
Histéria de tratamento anterior
Sim 6 4 10
Nao 10 4 14 0,5581
Total 16 8 24
Contato intradomiciliar
Sim 7 5 12
Nio 9 3 12 0,3864
Total 16 8 24
Padrao da radiografia do térax
Unilateral 4 3 7
Bilateral 3 1 4 0,5536
Total 7 4 11
Presenca de cavitaciao no raio-X
Pequenas 3 1 4
Grandes 6 3 9 0,7638
Total 9 4 13
Baciloscopia
Negativo ou 1 cruz 11 4 15
> Duas cruzes 4 4 8 0,2631
Total 15 8 23

Fonte: Elaborado pelo autor. O resultado € considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.
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ANEXOS

ANEXO A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO LIVRE PARA
ENTREVISTA DOSPARTICIPANTES
Estudo da “Dinamica da transmissao da TB multirresistente e sensivel e avaliacao
da susceptibilidade ao Mycobacterium tuberculosis em servigo de referéncia no
Estado do Ceara.”
Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart (HM)Hospital Geral Dr.

Cesar Cals (HGCC)
Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara

Registro
Laboratorio: ......... [oeeranannn

Termo de Esclarecimento

Voce estd sendo convidado a participar do estudo “Dindmica da transmissao da
tuberculose multirresistente e sensivel e avaliagdo da susceptibilidade ao Mycobacterium
tuberculosis em servigo de referéncia no Estado do Ceard.”. Os avancos na drea da saide
ocorrem através de estudos comoeste, por isso a sua participacdo € importante. Os objetivos
deste estudo sdo: estudar a transmissao da tuberculose sensivel e resistente, relacionando com
fatores genéticos do individuo e do ambiente. Casovocé participe, serd necessdria coleta de 5
ml de sangue, resposta de perguntas relacionadas atuberculose e coleta de escarro. Vocé
podera ter o desconforto quando receber a picada para colher o sangue do seu antebraco. Este
sangue coletado somente serd utilizado neste projeto de pesquisa.

Serdo realizados exames de tipagem genética a partir da cultura da bactéria, teste
de sensibilidade as drogas anti-tuberculose e estudo do polimorfismo de genes de citocinas da
resposta imune.

Voce 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
participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer tipo de pagamento, mas terd a garantia de
que todas as despesas necessdrias a realizacdo da pesquisa nao serdo de sua responsabilidade.
Seu nome nao aparecerd em qualquer momento no estudo, pois vocé serd identificado com um
nimero (registro do laboratério). Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos

profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. Os
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investigadores sdo: 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, Dr“ Elizabeth Clara Barroso, médica pneumologista do Hospital de
Messejana, telefone (085) 3274-1599 e Dr® Roberta dos Santos Silva Luiz, médica
infectologista do Hospital Universitdrio Walter Cantidio-UFC, telefone (085)3366-8000.Se
voce tiver alguma consideracdo 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.



90

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 “Dinamica da transmissdo da tuberculose
multirresistente e sensivel e avaliacdo da susceptibilidade ao Mycobacterium tuberculosis em
servigo de referéncia no Estado do Ceard”.

B, , 1i 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.

Assinatura do paciente

Data / /

Assinatura do representante legal

Assinatura da testemunha*

*para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-

analfabetos ouportadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento
Livre eEsclarecido deste paciente ou representante legal para a

participacao neste estudo.



pelo estudo.

Data /

Assinatura do responsavel

91
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Termo de Esclarecimento

Voce 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 Ceard”. Os avancos na drea da saide
ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participacao € 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 necessdrio 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.

Voce 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
participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer tipo de pagamento, mas terd a garantia de
que todas as despesas necessdrias a realizacdo da pesquisa nao serdo de sua responsabilidade.
Seu nome ndo aparecerd em qualquer momento no estudo, pois vocé serd identificado com um
numero (registro do laboratério). Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos
profissionais responsdveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. Os
investigadores sdo: 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 considera¢do 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 Ceard.”.

B, oo , li e/ou ouvi o esclarecimento
acima e ficaram claros para mim quais sao 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 nao terei despesas e

nao receberei dinheiro por participar do estudo.

----------------- —mmmme- -------------- Assinatura do paciente

————————————————— —mmmmmeeo ------—---—--- Assinatura do representante legal

————————————————— —mmmmmeeo -------------- Assinatura da testemunha
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ANEXO B. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard —
via Plataforma Brasil

FOLHA DE ROSTO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saiide - Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
(versao outubro/99)
Para preencher o documento, use as indicacoes da pagina 2.

1. Projeto de Pesquisa:
Dindmica da transmissdo da tuberculose multirresistente e sensivel e avaliacdo da susceptibilidade ao Mycobacterium tuberculosis em
servico de referéncia no Estado do Ceara.

2. Area do Conhecimento (Ver relagdo no verso) 3. Cédigo: 4. Nivel:

Ciéncias Bioldgicas 2.12 (S6 dreas do conhecimento 4)
5. Area(s) Tematica(s) Especial(is) 6. Codigo(s): 7. Fase: (S6 area tematica 3)
(Ver fluxograma no verso) L1 I1OI(0)

Genética Humana M) V()

8. Unitermos: (3 opgdes)
Tuberculose, multirresisténcia, transmissao

SUJEITOS DA PESQUISA
9. Nimero de sujeitos no 10. Grupos Especiais:
Centro: <18 anos () Portador de Deficiéncia Mental ( ) Embrido /Feto () Relacdo de
Total: ~ 300 Dependéncia (Estudantes , Militares, Presididrios, etc.) ( ) Outros () Naio se aplica (X))

PESQUISADOR RESPONSAVEL

11. Nome: Cristiane Cunha Frota

12. Identidade: 13. CPF: 19. Endereco (Rua, n.°):

1551852-88 391429573-20 Rua 30 de Junho, 35 casa 14. Edson Queiroz

14. Nacionalidade: 15. Profissao: 20. CEP: 21. Cidade: 22.UF.
Brasileira Farmacéutica-Bioquimica 60834-260 Fortaleza CE

16. Maior Titulagao: 17. Cargo 23. Fone: 24, Fax

PhD Professora Adjunta II 853273-2962 853366-8316

18. Institui¢@o a que pertence: 25. Email:

Universidade Federal do Ceara ccfrota@fortalnet.com.br

Termo de Compromisso: Declaro que conheco e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me
a utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favordveis
ou ndo. Aceito as responsabilidades pela condugdo cientifica do projeto acima.

Data: / /
Assinatura

INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO

26. Nome: 29. Endereco (Rua, n°):

Hospital de Messejana Av. Frei Cirilo, 3480. Messejana

27. Unidade/Orgao: 30. CEP: 31. Cidade: 32.UF.
Ambulatério de Tisiologia 60864-190 Fortaleza CE

28. Participagdo Estrangeira: Sim ( )  Nao (X) 33. Fone: (85) 3274-1599 34. Fax:

35. Projeto Multicéntrico: Sim (X) N&o ( ) Nacional (X) Internacional ( ) ( Anexar a lista de todos os Centros Participantes
no Brasil )

Termo de Compromisso (do responsavel pela institui¢do) :Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas
Complementares e como esta institui¢do tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execucdo

Nome: Cargo
Data: / /
Assinatura
PATROCINADOR Nao se aplica ()
36. Nome: 39. Endereco
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico SEPN 509, Bloco A, Ed. Nazir
37. Responsavel: 40. CEP: 41. Cidade: 42. UF
Sofia Daher 70750-901 Brasilia DF
38. Cargo/Funcio: 43. Fone: 44. Fax:
Coordenadora Geral do Programa de Pesquisa em Satde (61)2108-9761 (61)2108-9875

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
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45. Data de Entrada: | 46. Registro no CEP:

47. Conclusiao: Aprovado (x)

48. Nao Aprovado ( )

04 /07 /2005 | 238/ 05 Data: / / Data: / /
49. Relatério(s) do Pesquisador responsavel previsto(s) para:

Data: / / Data: / /
Encaminho a CONEP: 53. Coordenador/Nome
50. Os dados acima para registro (x) 51. Anexar o parecer
O projeto para apreciagdo () Assinatura consubstanciado

52. Data: / /

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP

54. N° Expediente: 56. Data Recebimento:

55. Processo:

238 /05

57. Registro na CONEP:

58. Observacoes:
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