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RESUMO

A doenca tuberculose (TB) € altamente infecciosa, € causada pelo o
bacilo Mycobacterium tuberculosis, sendo estimado que um quarto da populacéo
mundial esteja infectada. O Brasil esta incluido entre os vinte paises responsaveis
por 84% dos casos de TB. A TB multidroga resistente (MDR) é definida como a
resisténcia a isoniazida (I) e rifampicina (R) e constitui um problema grave para o
controle da TB. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, em 2016 foi
estimado que ocorreram 490.000 casos de TB-MDR, sendo que 4,1% dos casos
novos de TB e 19% dos casos com historia de tratamento prévio sdo TB-MDR.
Também sao descritas as resisténcias tipo TB-XDR (extensivamente resistente) e
TB-TDR (totalmente droga resistente). Nesse contexto, o presente estudo avaliou e
compreendeu as variaveis da frequéncia e da transmissao da TB e da TB-DR (droga
resistente) relacionadas ao ambiente domiciliar e da comunidade. Foram
identificadas mutacdées nos genes relacionados a resisténcia a rifampicina,
isoniazida, fluoroquinolonas, aminoglicosideos através de técnicas moleculares e
realizada a analise de georreferenciamento espacial dos casos na regiao
metropolitana de Fortaleza. As 49 amostras isoladas foram divididas em dois grupos:
0 grupo caso constituido por individuos com bactérias resisténcia a trés ou mais
farmacos e o grupo controle, composto por pacientes com bactéria resisténcia até
dois farmacos. Do total, tivemos 19 individuos no grupo caso e 30 individuos no
grupo controle. Ap6s a andlise univariada foram encontradas as seguintes variaveis
associada ao grupo dos casos: género masculino, 14/19 (73,7%; p=0,0213);
diabetes 10/19 (52,6%; p= 0,0017); alcoolismo 14/19 (74%; p= 0,0213) e contatos
domiciliares 13/19 (68,4%, p= 0,0165). Foi observado em um total de 49 amostras,
uma frequéncia de 59 mutagdes pontuais. Destas, 36 estavam no codon 94 do gene
katG codon 315, representando assim 92,0% (36/39). Na andlise espacial foram
observados agrupamentos de casos e controles, principalmente em areas de baixa

condicao socioecon6mica de Fortaleza.

Palavras-chave: TB. TB droga resistente. PCR multiplex



ABSTRACT

The tuberculosis (TB) disease is highly infectious, caused by the bacillus
Mycobacterium tuberculosis, and it is estimated that a quarter of the world's
population is infected. Brazil is among the 20 countries responsible for 84% of TB
cases. Resistant multidrug TB (MDR) is defined as resistance to isoniazid (I) and
rifampicin (R) and is a serious problem for TB control. According to the World Health
Organization, in 2016 it was estimated that there were 490,000 cases of MDR-TB,
with 4.1% of new TB cases and 19% of cases with a history of previous treatment
being MDR-TB. Also described are resistors type TB-XDR (extensively resistant) and
TB-TDR (totally drug resistant). The emergence of MDR-TB stresses the need for
antimicrobial susceptibility testing, drug resistance surveillance, and case follow-up.
In this context, the present study evaluated and understood the frequency and
transmission variables of TB and DR-DR (resistant drug) related to home and
community environment. Mutations were identified in genes related to resistance to
rifampicin, isoniazid, fluoroquinolones, aminoglycosides through molecular
techniques and spatial georeferencing analysis of the cases in the metropolitan
region of Fortaleza. The 49 isolates were divided into two groups: the control group,
composed of patients with resistance up to two drugs, and the group that was
constituted by individuals with resistance to three or more drugs. Out of the total, we
obtained 19 patients in the case group and 30 patients in the control group. In the
control group there was a predominance of the female gender 60% (18/30)
compared to the cases, 26.3% (5/19), the difference was statistically significant (p =
0.0213). In relation to comorbidities, the case group was statistically significant with a
higher frequency of participants with diabetes, 52.6% (10/19), different from the
control group, 52.6% (6/30; p=0.017). The presence of point mutations was observed
in 39 samples. Out of these, 36 presented at codon 94 of the gene katG codon 315,
thus representing 92.0% (36/39). In the spatial analysis, case and control groups
were observed mainly in areas of low socioeconomic status of Fortaleza.

Keywords: TB. TB drug resistant. Multiplex PCR
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenga infecciosa tratavel que afeta a humanidade ha
milhares de anos, sendo considerada a doenga infectocontagiosa que mais causa ébito
no mundo, superando de forma isolada as mortes causadas pela malaria e o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (SIMON, 2016). Embora a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) tenha declarado que a incidéncia de TB no mundo tenha diminuido, estima-se que
um quarto da populagdo mundial esteja infectada pelo bacilo (WHO,2017).

A doenca pode ser adquirida a partir da inalagéo de goticulas (particulas >5 um) e
aerossois (particulas <5 pm) contendo bacilos de Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) expelidos pela tosse, fala ou espirro de pacientes com TB pulmonar ativa
(BURKE et al., 2011). Depois da inalagdo de particulas infectantes, a micobactéria é
depositada nos alvéolos pulmonares. Em seguida, os bacilos sdo fagocitados pelos
macréfagos alveolares que comeg¢am a produzir citocinas e quimiocinas para atrair outras
células do sistema imunoldgico, desencadeando uma reacao inflamatéria inespecifica e
posterior formacao do granuloma (TANG; YAM, CHEN, 2016).

ApGs a exposicao ao bacilo, é estimado que 20 a 25% dos expostos tornaram-se
infectados e destes somente 3 a 3,5% desenvolverdo a doencga ativa em alguma fase da
vida (BELO; NAIDOOQO, 2017). O adoecimento pode ocorrer em igual proporcao nos dois
primeiros anos da infeccdo ou tardiamente, por consequéncia de uma reativacao
enddgena ou por uma reinfecgdo exdégena (Al et al., 2016).

Existem varios fatores que proporcionam a reativacdo e desenvolvimento da
doenca. Estdo sob maior risco de desenvolver a doenca ativa as pessoas com diabetes
tipo 2, infeccdo pelo HIV, terapia com inibidor de TNF-a, imunossupresséo e uso de
cigarro. Além disso, existem condicbes sociais como situacdo de rua, privacao de
liberdade, que colocam o individuo em maior vulnerabilidade & infeccao e consequente
adoecimento (NARASIMHAN; WOOD, MACINTYRE, 2016).

A TB apresenta como principais sintomas: tosse, as vezes com hemoptise,
adinamia, febre vespertina e sudorese. Podendo existir um periodo de doenca subclinica
entre o periodo de contagio e a forma clinica. A forma pulmonar € a apresentacéo clinica
mais comum da doenca. Entretanto, o bacilo pode sofrer disseminacdo do sitio de
infeccdo primaria por via hematogénica, por contiguidade tecidual e/ou via linfatica;
podendo acometer outros sitios anatdbmicos como 0sso0s, rins e meninges, sendo
denominada de TB extrapulmonar (SCRIBA; COUSSENS, FLETCHER, 2017).
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1.2 Género Mycobacterium

O género pertence ao reino Monera, classe Actinobacterias, ordem
Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae. Atualmente, este género é composto por
mais de 160 espécies (EUZEBY, 2017), sendo considerados patégenos oportunistas e/ou
estritos que acometem homens e animais. O género é subdividido em trés grupos
principais: a espécie Mycobacterium leprae, o complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), formado por nove espécies: (M. tuberculosis, Mycobacterium africanum,
Mpycobacterium bovis, Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, Mycobacterium
pinnipedii, Mycobacteium canetti, Mycobacterium mungi e Mycobacterium orygis
micobactérias) e outras espécies denominadas de micobactérias nao tuberculosas (MNT)
ou micobactérias atipicas. Em 2018 (GUPTA et al, 2018), foi proposta uma nova
classificacdo para o género Mycobacterium, sendo dividido em cinco novos géneros:
Mycobacterium (clade Tuberculosis-Simiae), gen. nov. Mpycolicibacterium, gen. nov.
Mycolicibacter, gen. nov. Mycolicibacillus e gen. nov. Mycobacteroides.

As MNT compreendem mais de 140 espécies que podem ser identificadas com
base nas suas caracteristicas morfologicas, tempo de crescimento e produgdo ou nao de
pigmentos apds a exposicao a luz. Conforme suas caracteristicas fenotipicas, as MNT
foram divididas em quatro grupos, tendo como base a producdo de pigmentos
carotenoides e o tempo de crescimento em meio de cultura. As espécies que apresentam
crescimento em meio sélido apds setes dias sdo classificadas como crescimento lento e
aquelas que apresentam crescimento com menos sete dias sao definidas como
crescimento rapido (TORTOLI, 2003). O diagnéstico clinico de doenca pulmonar
ocasionado por MNT é complexo devido a semelhanca com os sintomas de outras
doencas pulmonares, principalmente a tuberculose. As espécies de MNT que mais
causam doenca pulmonar no brasil, sdo: Mycobacterium avium, Mycobacterium
intracellulare, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
abscessos (SAO PAULO, 2005; CHIMARA et al ., 2004) .

As espécies participantes do género devem apresentar caracteristicas minimas
que incluem o alto conteudo lipidico, com cadeias de acidos graxos de cadeia longa
(acido micdlico), elevado teor de citocinas e guanina (C+G), variando de 65 a 75% do seu
material genético, apresentar capacidade de fixar determinados corantes e de resistir a
descoloracao apds exposicdo a solugdo alcool-acida e, por isso sdo denominados de
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR; FIGURA 1; MARK, 2010). As espécies do CMTB
sao caracterizadas por apresentarem similaridade nucleotidica de 99,9% na sequencias
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de 16S RNAr, todavia diferem em termos de hospedeiro tropismo, caracteristicas
fenotipicas e patogenicidade (BROSCH, 2002; HERSHBERG, 2008). A espéecie M. microti
infecta roedores, podendo causar TB em pessoas com imunodeficiéncia. M. caprae causa
TB em caprinos (PASESCHIK et al., 2017).

Figura 1 - Visualizagédo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) de amostras de escarro
de pacientes com TB resistente.

S
Fonte: Proprio autor. Em vermelho, BAAR. Coloracao pela técnica Ziehl-Neelsen,
aumento 1000x.

De modo geral, as micobactérias compreendem uma forma de transi¢cdo entre as
eubactérias e os actinomicetos (LEHMANN; NEUMANN, 2016). Apresentam-se como
bacilos retos ou ligeiramente curtos, iméveis e nao esporulados, com dimensdes variando
entre 0,2 a 0,6 um de diametro por 1 a 10 um de comprimento, sem flagelos, nao
produtores de toxinas, aerdbios e apresentam uma grande diversidade, podendo ser
encontrados no solo, agua, alimentos e leite (TORTOLI et al, 2017; BOTHA; VAN
PITTIUS; VAN HELDEN, 2013). A parede celular das micobactérias € uma estrutura
complexa que contem macromoléculas, como &cido micélico de 60 a 90 carbonos
associados com peptideoglicanos, glicopeptideos e polissacarideos (BASABARA;
HUNTER ,2017).

O tempo de geracdo € lento comparado ao da maioria das bactérias de
interesse médico, sendo classificados em crescimento lento e rapido. As espécies de
crescimento lento, como M. tuberculosis e M. bovis, apresentam tempo de geracédo de 15
a 20horas, enquanto que as espécies de crescimento rapido apresentam tempo de
geragao de 2 a 5 horas (PROZOROV et al., 2014).

1.3 A espécie Mycobacterium tuberculosis

A espécie M. tuberculosis é o principal agente etioldégico da TB no ser humano. O

bacilo foi visualizado pela primeira vez em 1882 por Robert Koch, sendo por isso
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chamado de bacilo de Koch (KAUFMANN et al., 2005). Inumeros estudos evidenciam que
as espécies do CMTB evoluiram a partir de uma ancestral comum, presente na Africa,
através de grandes modificacbes no DNA que resultaram nas diferentes espécies
observadas atualmente (AHAMAD, 2011).

Uma das caracteristicas mais importantes do M. tuberculosis € o alto teor de
lipideos em sua parede celular. Este revestimento lipidico é responsavel pela extrema
hidrofobicidade, baixa permeabilidade aos farmacos e resisténcia aos agentes quimicos,
como os detergentes (BASABARA; HUNTER, 2017).

Com relacédo a sua estrutura genética apresenta aproximadamente 4.000 genes,
um contetudo de C + G de 65% distribuidos ao longo do DNA gendémico. Além disto,
apresenta sequéncias de insercao (Sl) que s&o definidas como elementos genéticos
mdveis responsaveis por causar rearranjo génicos, tais como transposicédo, delecao,
inversdo e duplicacdo (VAN EMBDEN et al., 1993).

O CMTB contém diferentes tipos de Sl, como: IS6710, IS1081, IS1547 e os “IS-like
elements”. O 1S6110 é considerado o elemento genético mais abundante do genoma do M.
tuberculosis, apresentando uma sequéncia de 12350pb. Esta sequéncia apresenta uma
variagdo de 0 a 25 cépias que se modifica de acordo com a espécie e linhagem (KIVI et
al., 2002). Em 1997, SREEVATSANN et al. sugeriram que as Sl, particularmente a IS6710,
estariam relacionadas com a evolugcédo bacteriana. Portanto, a transposi¢cao do 1S6770 e
de outros elementos moveis sdo uteis tanto na identificagdo mais fidedigna do M.
tuberculosis, bem como na diferenciacdo de espécies do CMTB (FORRELLAD et al,
2013).

1.4 Epidemiologia

1.4.1 Tuberculose no mundo

A TB continua causando graves problemas de saude publica no mundo, apesar dos
avancos tecnologicos como a introducdo de testes moleculares na rotina laboratorial,
utilizacdo de medicamentos em dose fixa combinada e o desenvolvimento de a¢des na
busca ativa e na prevengéao da doenga (BRASIL, 2011).

Segundo a OMS, em 2016 foi estimada a incidéncia de 10,4 milhbes de casos
novos de TB no mundo equivalente a 10,4 casos para cada 100 mil habitantes (FIGURA 2).
Deste total, apenas 6,3 milhdes foram notificados, o que reflete subnotificacdo e sub
diagndstico, ocasionado por paises com setores da rede privada ndao regulamentados e
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sistemas de saude deficiente (WHO, 2017).

Figura 2 - Estimativa do niumero de casos novos de tuberculose referente ao ano
de 2017.
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Fonte: WHO (2017).

Com relacao ao numero de mortes no mundo em 2016, foi estimado 1,3 milhdes de
mortes por TB em pacientes HIV-negativos e 374.000 mortes entre os HIV-positivos (WHO,
2017).

1.4.2 Tuberculose no Brasil

Segundo a OMS, o Brasil ocupa a 20° posicao entre os paises que concentram
mais de 84% dos casos novos de TB no mundo e € o Unico pais da América latina nessa
classificacdo. A doenca apresenta uma distribuicdo heterogénica em todo territ6rio
nacional. As regides Norte, Nordeste e Sudeste apresentam as maiores taxas de
detecgao (incidéncia) e mortalidade (BRASIL, 2018).

No ano de 2017, o Brasil detectou 69.590 casos novos de TB. O coeficiente de
incidéncia de TB passou de 39/100 mil habitantes em 2008 para 33,5/100 mil habitantes
em 2017 o que representa uma queda anual de 1,8% ao ano (FIGURA 3). Entre as
capitais brasileiras com maior numero de notificacdes, destacam-se Manaus
(104,7/100mil habitantes), Rio de janeiro (88,5/100mil habitantes) e Recife (85,5/100mil
habitantes). E importante ressaltar que a situagdo da TB nas capitais requer atengao, pois

19 delas apresentam incidéncia superior ao registrado no pais. Em 2017 ocorreram
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aproximadamente 4.426 mortes exclusivamente por TB o0 que representa uma coeficiente
de mortalidade de 2,1 6bitos/100 mil habitantes (BRASIL, 2018).

Figura 3 - Incidéncia de tuberculose no Brasil 1990-2017.
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1.4.3 Tuberculose no Ceara

De acordo com a Secretaria de Saude do Estado do Ceara, no periodo de 2013 a
2017, ocorreu um declinio nos coeficientes de incidéncia de 39,4/100 mil habitantes para
38,3/ 100 mil habitantes (FIGURA 4). Em 2017, foram notificados 3.076 casos de TB no
Ceara, dos quais 1.847 foram notificados apenas em Fortaleza o que representa uma taxa
de incidéncia de 63,8 casos novos por 100 mil habitantes, o que € considerado um
parametro elevado com relacdo & média nacional (CEARA, 2018)

Figura 4 - Casos novos e incidéncia de tuberculose por ano de diagnéstico no Ceara,
periodo de 2013 a 2017.
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Segundo o Ministério da saude (MS) as metas para o controle da TB até 2035 sao:
reduzir o coeficiente de incidéncia em 90% e reduzir o numero de Obitos por tuberculose
em 95%, comparado com 2015 (BRASIL, 2017). Infelizmente, o estado do Ceara nao vem
atingindo as metas estabelecidas. No ano de 2013, houve um percentual de 70% de cura
nos casos novos, entretanto é observado uma tendéncia de declinio no decorrer dos anos
subsequentes. No ano de 2017 houve um percentual de cura de 64%, 0 que representa
uma diminuicdo de 6% em relacdo ao ano de 2013 (CEARA, 2018).

No ano de 2017 houve um percentual de 11% de abandono de tratamento no
estado do Ceara, mais do que o dobro preconizado pelo MS. Entre as cidades cearenses
com maior taxa de abando destacam-se: Fortaleza como 15%, segunda capital do
nordeste com maior taxa de abandono, seguida por Caucaia com 12,9% e Maracanau
com 10%, ambas cidades da regido metropolitana de Fortaleza (CEARA, 2018).

1.5 Tratamento

No Brasil, ocorreram mudancas no tratamento terapéutico ap6s a instalacao do Il
inquérito nacional de resisténcia aos farmacos anti-TB. A primeira mudanca estd
relacionada com a adi¢do do E na fase intensiva (fase de ataque), apés a constatagdo do
aumento de monorresisténcia aos farmacos R e | de forma isolada (BRASIL, 2018). A
segunda alteracéao, foi a formulagao dos quatros farmacos utilizados durante o tratamento
da “fase de ataque” em um s6 comprimido. O esquema basico é realizado a nivel
ambulatorial com no minimo trés observagées semanais nos primeiros dois meses de
tratamento (MICHELETTI et al., 2014).

O regime terapéutico adotado pela OMS para qualquer caso novo de TB consiste
em um tratamento dividido em duas etapas. A primeira etapa do tratamento, “fase de
ataque”, é composta pelos farmacos considerados de primeira linha: rifampicina (R),
isoniazida (l), pirazinamida (PZA) e etambutol (E). Os farmacos sdo usados de forma
combinada com objetivo de evitar resisténcia bacteriana ao farmaco e, consequente, falha
no tratamento. Essa etapa apresenta uma duragdo de dois meses. Na segunda fase do
tratamento, sdo utilizados os farmacos R e | por quatro meses seguidos, para eliminar os
bacilos resistentes e evitar a recidiva da doenga (ZUMLA et al., 2015). No caso de
pacientes com TB meningea e 6ssea a fase de manutencdo é de sete meses, 0 que
aumenta o tempo do tratamento terapéutico para nove meses (DUARTE et al., 2010).
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A utilizagdo dos farmacos de segunda linha de tratamento anti-TB esta indicado
aos casos de TB resistente aos antimicrobianos de primeira escolha ou a falha no
tratamento anterior. Para estes casos, sdo utilizados esquemas constituidos por
fluoroquinolonas (FQ): levofloxacino, gatifloxacino e moxifloxaciono e aminoglicosideo
(AG): estreptomicina, canamicina, amicacina e capreomicina. O uso destes farmacos
apresenta como desvantagem maiores efeitos colaterais, tempo prolongado de tratamento
e uma eficacia menor que os farmacos de primeira linha (TESSEMA et al., 2012).

1.6 Resisténcia

Os primeiros casos de isolados clinicos de TB droga resistente (TB-DR) foram
relatados na década de 1940, logo ap6s o uso dos primeiros farmacos para o tratamento
anti-TB. Neste caso, acontecia notificacdo de M. tuberculosis que era resistente a apenas
um farmaco, sendo definido como monoresisténcia. Entretanto, devido a deficiéncia nos
programas de controle de TB, a baixa adesdo ao tratamento e ao aumento de casos da
coinfecgcdo TB-HIV ocorreu o surgimento da TB multidroga resistente (TB-MDR), TB
extensivamente resistente (TB-XDR) e mais recentemente o surgimento da TB totalmente
droga resistente (TB-TDR). Este problema causa grandes prejuizos ao paciente pois
aumenta o tempo de tratamento para até 24 meses, levando a uma menor taxa de cura e
mais efeitos colaterais (SEUNG; KESHAVJE; RICH, 2015).

A TB-MDR é definida como a resisténcia a | e R e constitui um problema grave para
o controle da doenca (MIGLIORI et al., 2010). Existem formas de TB polirresistentes que
sao definidas como resisténcia a mais de um medicamento anti-TB, desde de que nao
tenha a combinacao de | e R. De acordo com a OMS (WHO, 2017), em 2016 ocorreram
490.000 casos de TB-MDR, sendo a maioria dos casos (47%) concentrados em trés
paises: india, China e Russia. A emergéncia da TB-MDR salienta a necessidade da
realizacdo de testes de susceptibilidade aos farmacos antimicobacterianos, da vigilancia
da resisténcia e do acompanhamento dos casos. Também é essencial o diagnostico
precoce para iniciar um regime de tratamento eficaz e consequentemente reduzir a
transmissao na populacado (FREGONA et al., 2017).

A TB-XDR, € um tipo menos comum de TB-MDR, com resisténcia a R e |,
adicionado de resisténcia a FQ e a pelo menos uma das trés drogas injetaveis da segunda
linha (amicacina, canamicina ou capreomicina) (CENTERS FOR DISEASE AND
PREVENTION, 2006). A TB-TDR foi relatada primeiramente na ltalia, em 2014 e
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posteriormente no Ira, india e Africa do Sul, tendo como caracteristica a resisténcia a
todos os farmacos da primeira e segunda linha de tratamento (UDWADIA et al., 2012).
Globalmente, apenas 54% dos pacientes com TB-MDR tiveram sucesso no tratamento.
Em 2016, a TB-XDR foi relatada em 123 paises, sendo estimado que 6,2% das pessoas
com TB-MDR tem TB-XDR (WHO, 2017). Em 2014, foi identificado no Ceara 37 casos
novos de TB-MDR e 14 casos de TB-XDR (CEARA, 2015).

1.7 Aspectos moleculares associados a resisténcia

O desenvolvimento da resisténcia est4d associado a diversos fatores, como a
acetilacdo dos farmacos, bomba de efluxo e impermeabilidade da membrana celular e
alteragdes no sitio de ligagdo. No caso, do M. tuberculosis a resisténcia esta relacionada
com alteragdes no gene que codifica o alvo do farmaco anti-TB. As linhagens de TB-MDR
e TB-XDR surgem ap6s uma sequéncia de mutacdes nos diferentes genes envolvidos em
cada um dos farmacos (ALMEIDA; PALOMINO, 2011).

Os farmacos R e | s&o os dois mais usados no tratamento de primeira linha da TB. A
R €& um derivado semissintético da rifamicina, cujo mecanismo de agado consiste na
inibicdo da transcricdo génica. A resisténcia a R ocorre por mutagdes no gene rpoB que
codifica para a subunidade B da RNA polimerase. Em cerca de 96% dos casos, os
isolados resistentes apresentam mutagcao numa regido bem definida de 81 pares de base
(pb), o que torna a sua identificacdo muito facilitada. As Mutacées mais frequentes
ocorrem nos codons 531 (41%), 526 (34%) e 516 (8%) (VALIM et al., 2000; DE FREITAS
et al,, 2014; UNISSA et al., 2016).

A resisténcia a | esta aparentemente controlada por um sistema genético mais
complexo que envolve varios genes, sao eles, katG (codifica a catalase- peroxidase), inhA
(envolvido na biossintese do acido micélico), kasA (resposta celular ao estresse oxidativo)
e ahpC (envolvido com a sintese da enzima B-cetoacil ACP sintase) (SLAYDEN; BARRY,
2000). Todavia, estudos tém demonstrado que a resisténcia a | é frequentemente
associada com mutacdes em katG315 (75%), enquanto que 14,9% dos isolados possuem
mutacao na regiao promotora do gene inhA (MOKROUSOQYV et al., 2003; KALOKHE et al.,
2014; BOLLELA et al., 2016).

As FQ possuem como mecanismo de acao o bloqueio da replicagao, transcrigao e
reparo do DNA através da inibicdo da enzima topoisomerase Il (DNA girase) e ou
topoisomerase |V. Estudos de coorte de TB-XDR, demonstraram que 73 e 20% dos
isolados resistentes a FQ tinham mutagdes nos codons 94 e 90 do gene gyrA. (AJBANI et
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al., 2011).

Os aminoglicosideos (AG) possuem como mecanismo de ag¢do a inibicdo da
sintese de proteinas, ao ligarem-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano,
impedindo a leitura correta do RNA mensageiro e sintese da proteina. Estudos descrevem
que 75 e 20% dos isolados resistentes aos AG possuiam mutacdes nos cédons 1401 e
1484 do gene rrs respectivamente (AJBANI et al., 2011).

1.8 Diagnostico Microbioldgico.

1.8.1 Cultura

Diante da situacéo epidemiologica da TB resistente, o desenvolvimento de métodos
de diagnéstico precoce facilitam uma deteccao mais segura da doencga e, assim, reduz as
fontes de infeccao e o risco de propagacdo de cepas resistentes aos medicamentos
(SCHUMACHER et al., 2016)

O isolamento do M. tuberculosis requer o uso de meios fastidiosos que tenham
uma grande quantidade de carbono e oxigénio. Varios meios de cultura sé&o
comercialmente disponiveis, sendo o meio Léwenstein-densen (LJ) o mais utilizado no
Brasil e o recomendado pela OMS. Trata-se de um meio constituido por ovos integrais o
que facilita o desenvolvimento de micobactérias e o crescimento necessario para realizar
o teste sensibilidade aos antimicrobianos (BRASIL, 2008).

A cultura necessita 10 a 100 bacilos viaveis por milimetro de amostra para se obter
um resultado positivo, sendo assim, considerada um técnica mais sensivel que a
baciloscopia. A sensibilidade da cultura varia de 80 a 95% e sua especificidade é de 95%.
No entanto, apesar do exame cultural ser considerado padrdo ouro para o diagndstico de
micobactérias, essa técnica requer um tempo de até 60 dias para obter um resultado
positivo (MORGAN et al., 1999).

1.8.2 Método da Reducao de Nitrato (MRN)

Esta técnica € baseada na capacidade do M. tuberculosis reduzir nitrato em nitrito
durante o seu crescimento. Desta forma, isolados de TB resistente em desenvolvimento
reduzem o nitrato presente no meio de cultura, ocasionado uma mudanca no meio de
cultura apos a adigdo de uma substancia reveladora. Atualmente, o MRN é considerado
um método bastante eficaz, de baixo custo e que pode ser utilizado em diferentes meios

de culturas com farmacos de primeira e segunda linha (BARRETO et al., 2014).
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1.8.3 BACTEC 460 TB e BACTEC MGIT 960

O desenvolvimento de meios liquidos mais enriquecidos (meio Middlebrook) aliado
com o aparecimento de sistemas automatizados e semi-automatizados de leitura do
crescimento de micobactérias constituiram um grande avancgo para o diagnéstico de TB.
Esses sistemas permitem a deteccdo precoce do crescimento através de métodos
radiométrico, fluorimétrico e colorimétrico (DRIBA et al., 2017).

O sistema semi-automatizado BACTEC 460 TB foi criado em 1977 com uma
alternativa mais sensivel e rapida que a cultura tradicional. Este procedimento indica o
desenvolvimento bacteriano através da concentracdo de gas carbbnico radiomarcado
produzido pela duplicagdo da micobactéria no meio liquido Middlebrook 7H9 com &acido
palmitico marcado com carbono 14 (MAHOMED et al., 2017).

Com o desenvolvimento tecnoldgico ocorreu a criagcao do sistema BACTEC 960 TB
que baseia-se em uma metodologia totalmente automatizada e n&o radioativa. Esta
técnica permite a deteccdo do consumo de oxigénio pelas micobactérias através de tubos
de ensaios contendo o meio liquido Middlebrook 7H9 e sais de ruténio. Este metal é
marcado com fluocromo que emite uma luz em baixas concentracbes de oxigénio,

podendo-se obter o perfil de resisténcia em cerca de 13 dias (GERDES et al., 2006).

1.9 Métodos moleculares na deteccao de resisténcia

1.9.1 PCR em tempo Real

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (g-PCR) é uma
variante da PCR convencional que permite que a duplicacdo do DNA e sua amplificagéo
ocorram simultaneamente através do acumulo de fluorescéncia dos produtos da PCR.
Diversos tipos de reagdes sao utilizados para monitorar a formagao de produtos e assim
como identificar as mutacdes. A g-PCR é considerada uma técnica rapida, sensivel,
reprodutivel e diminui o risco de contaminacdo. Entretanto, apresenta como desvantagem
o custo do equipamento e de reagentes necessarios, além da necessidade de recursos
humanos especializados (SALES et al., 2014; MAURYA et al., 2012).

1.9.2 Gene Xpert™ MTB/Rif
No ano de 2010, o sistema Gene Xpert™ MTB/RIf foi recomendado pela OMS para
o diagnostico de TB pulmonar e laringea, especialmente em pacientes suspeitos de TB
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resistente e individuos com coinfeccao TB-HIV. O teste é utilizado para identificagédo do M.
tuberculosis e para triagem de amostras resistentes a R por meio da uma nested-PCR em
tempo real, empregando cinco sondas sobrepostas que sdo complementares a regiao
determinante da resisténcia a R, composta por 81 pb do gene rpoB (ZEKA; TABASKAN;
CAVUSOGLU, 2017).

Esta técnica apresenta como principal vantagem a integracdo e a automatizacao
dos processos de extracdo de DNA, amplificacdo e detec¢do dos produtos da PCR. Este
beneficio auxilia na liberacédo de resultados em menos de duas horas, sem necessitar de
tratamento da amostras e de conhecimento especializado em biologia molecular (ZMAK;
JANKOVIC, 2013).

Embora estudos demonstrem elevada sensibilidade e especificidade desta
tecnologia, no momento, apresenta algumas limitagdes relativas ao custo do equipamento
e de insumos presentes na reacdo como: reagentes liofilizados, tampdes liquidos e
solugbes de lavagem. Além disso, é necessdria uma infraestrutura adequada para sua
instalacao e condi¢des de operacao (TSUYUGUCHI et al., 2017).

1.9.3 PCR multiplex alelo especifico

A PCR multiplex alelo especifico (PCR-MAS) utiliza-se de diferente tipos de
iniciadores, sendo cada um deles direcionados a uma regidao especifica da mutacao. Isto
permite uma analise de multiplos alvos de mutagdo em uma unica amostra. Como, por
exemplo, em ensaios para detectar as mutacdes associadas a resisténcia aos farmacos
da TB (CHIA et al, 2012).

Estes ensaios utilizam em uma uUnica PCR, cinco pares de iniciadores alelos
especificos, para produzir diferentes padrdes de bandas de fragmentos de DNA e detectar
as mutagdes. No desenho dos iniciadores, o final 3’ de cada iniciador alelo especifico €
posicionado para parear com o nucleotideo do respectivo codon da sequéncia da cepa
padrao M. tuberculosis H37Rv (sensivel a todos os farmacos). As mesmas posi¢cdes onde
os pontos de mutagcdes mais frequentes foram relatados para as cepas resistentes. Desta
maneira, quando nao ha mutacao na sequéncia de DNA referente ao cédon, o fragmento
de DNA é amplificado. Portanto, quando ha mutacdo na sequéncia referente ao codon
alvo, ndo ha produto da PCR (FIGURA 5) (YANG et al., 2005; CHIA et al., 2012).
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Figura 5 - Esquema da regido 531 do gene rpoB amplificado por PCR multiplex.
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Fonte: Vadwai et al. (2012).

Mokrousov et al. (2002a) adaptou a técnica da PCR-MAS, para detectar as
mutagcdes associadas a resisténcia ao E em amostras de cultivo de M. tuberculosis. Estes
pesquisadores ainda investigaram as mutagdes que conferem resisténcia a | no coédon
315 do gene katG. No mesmo ano também utilizaram a técnica para R (MOKROUSOV et
al., 2002b; MOKROUSOQV et al., 2003).

Allegui et al.. (2012) utilizaram o PCR-MAS para detectar simultaneamente as
mutacdes associadas as resisténcias a | (codon 315 do gene katG e na regido promotora
mabA-inhA-15) e R (cédons 516, 526 e 531 no gene rpoB). Com o surgimento da TB-XDR,
Vadwai et al. (2012) otimizaram a técnica para detectar simultaneamente as mutacdes
associadas a resisténciaa R e | (TB-MDR) e a FQ e AG (TB-XDR).

1.9.4 Sequenciamento genético

O sequenciamento genético é uma técnica molecular que determina a ordem exata
dos nucleotideos em uma molécula de DNA ou RNA, sendo a principal forma de detectar
mutagdes conhecidas e identificar novas mutagbes (NIERMAN et al., 2000).

Esta técnica teve seu inicio em meados da década de 70 quando Frederick Sanger
desenvolveu o método de sequenciamento por terminacdo de cadeia (SANGER et al.,
1977). Este método tem como principio a identificacdo de fragmentos de DNA através de
didesoxinucleotideos (ddNTP) marcados com fluocromos. Desta forma, a adicdo de um
ddNTP a cadeia recém formada impede a polimerizacdo do fragmentos de DNA,
possibilitando a formagcdo de cadeias de DNA de diferentes tamanhos e
consequentemente diferentes pesos moleculares. Essa diferenca permite que os
fragmentos sejam separados pela eletroforese e identificados pelo sequenciador
(SANGER; COULSON, 1975). Tal descoberta proporcionou uma grande avang¢o na
andlise de fragmentos de DNA, que permitiram uma analise mais fidedigna das mutagdes
relacionas aos microrganismos (LOMAN et al., 2012).
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Contudo, apesar do grande desenvolvimento obtido, a técnica de Sanger
apresentava limitagdes que impossibilitavam a geracao de uma grande quantidade de
dados a baixo custo. A partir de entdo, ocorreu um avango tecnologico na técnica de
sequenciamento, 0 que ocasionou o0 surgimento dos sequenciadores de nova geragao,
conhecidos como next generation sequencing (NGS) (HENSON et al., 2012). Os NGS
comecaram a serem comercializados em 2005 com a criacdo da plataforma 454 pela
Roche. Posteriormente, ocorreu o desenvolvimento de outras plataformas como a GA
llumina, lancada pela solexa® e a SOLID® da Life Tecnologies. As principais
caracteristicas que diferenciam os sequenciadores NGS do método Sanger sdo: o baixo
custo, redugéo no tempo de sequenciamento e o alto rendimento (ZHANG et al., 2011).

Embora o sequenciamento necessite de equipamentos e reagentes de alto custo,
os resultados demonstram ser altamente confiaveis e podem ser utilizados como padrao
ouro para o diagndstico de mutagdes de forma mais rapida (LIU et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O numero crescente de casos da infeccao por TB-MDR e o surgimento de TB-XDR
sao fortes ameacas ao controle e prevencao da TB no mundo. O diagnéstico fenotipico
da resisténcia requer muito tempo e retarda o inicio do tratamento adequado, causando

prejuizos ao paciente.

Pacientes com TB-XDR relatam dois ou mais esquemas de tratamento prévio,
sendo o numero de tratamentos anteriores maior entre os casos de TB-XDR
comparados aos casos de TB-MDR. Em pesquisa realizada em 26 de maio de 2017, no
sistema de busca de periddicos indexados “Pudmed”, usando os descritores
“tuberculosis”, “resistance” e “Brazil’, somente sdo encontrados cinco artigos publicados
no periodo de 2012 a 2017, que abordam o tema de fatores de risco e epidemiologia
molecular da TB resistente no Brasil. No mesmo periodo, nenhum dos periddicos
publicados trata da analise espacial por georreferenciamento dos casos de TB. Além

disto, nenhum periddico relata a situacdo da TB-MDR ou TB-XDR no Ceara.

A deteccao dos mecanismos moleculares de resisténcias das drogas anti-TB tornou
viavel a elaboracao de ensaios de PCR, que permitem identificar mutacées nos genes
relacionados que conferem resisténcia a estes farmacos. Em nosso estudo,
analisaremos mutacgoes por PCR multiplex alelo especifica (PCR—MAS) nos genes rpoB,
katG, mabA, gyrA e rrs. Mutacdes pontuais nesses genes sdo responsaveis pelo o
padréo TB-XDR (Vadwai et al., 2012).

Neste contexto, justifica-se o presente estudo, a fim de avaliar a frequéncia das
mutagdes em isolados TB-DR nos genes rpoB, katG, mabA, gyrA e rrs e estabelecer
relacbes com as caracteristicas demogréaficas e de histéria prévia de tratamento dos
pacientes. Além disso, € de grande importancia o georreferenciamento da residéncia dos
casos para analisar a distribuicdo da doenca na regido metropolitana de Fortaleza.
Dessa forma, sera possivel contribuir para o planejamento e avaliacdo das ac¢des de
saude desenvolvidas no municipio, de forma a mapear, monitorar e disseminar as
informacdes em salude no ambito do SUS, propiciando a evolugao do sistema de salde

como um todo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar e compreender as variaveis da frequéncia de TB-DR relacionadas ao

ambiente domiciliar e da comunidade, e frente as caracteristicas clinicas do hospedeiro.
3.2 Objetivos especificos

— Identificar variaveis socioecondmicas, ambientais, comportamentais (dados
clinicos) e presenca de comorbidades associadas a TB-DR no ambito familiar e na

comunidade.

— Caracterizar o perfil fenotipico de sensibilidade aos principais antimicobacterianos
dos isolados clinicos de M. tuberculosis.

— Analisar as mutagdes nos genes rpoB, katG, gyrA, mabA e rrs dos isolados de TB-

DR em relacéo a resisténcia fenotipica.

— Determinar a distribuicdo espacial dos casos de TB-DR na regionais

administrativas de Fortaleza, Ceara.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de realizacao da pesquisa

Foi realizado um estudo observacional e prospectivo durante 12 meses, janeiro a
dezembro de 2017. O estudo foi realizado nas quatros instituicdes abaixo discriminadas:

- Hospital da rede da Secretaria Estadual de Saude do Estado do Ceara, Hospital
Dr. Calos Alberto Studart Gomes, também conhecido como Hospital de Messejana
(HM), (Fortaleza-CE);

- Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza-CE);

- Laboratério de Micobactérias do Instituto Evandro Chagas (Beléem-PA);

- Nucleo de vigilancia epidemiolégica da Secretaria de Saude do Estado do Ceara

4.2 Critérios de inclusao
Todos os participantes com TB pulmonar com idade igual ou maior que 16 anos,
com isolamento de M. tuberculosis com resisténcia a pelo menos um farmaco anti-TB,

que foram atendidos no ambulatorio de tisiologia do HM.

4.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os participantes que ndo deram o consentimento pés-
informacdo ou foram incapazes do consentimento pds-informacdo devido a alguma
deficiéncia mental, individuos HIV positivos e os com idade igual ou inferior a 15 anos.
Também foram excluidos do estudo os isolados com colbnias caracteristicas de MNT, os
casos de contaminacdo ou que por problemas técnicos nao tiverem seus resultados

catalogados.

4.4 Definicao de casos e controles
Foram considerados casos os isolados com resisténcia igual ou superior a trés
farmacos, enquanto que os controles foram definidos para os isolados com resisténcia a

um ou dois farmacos.
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4.5 Calculo para o tamanho da Amostra

Para o calculo, foi observado que no ano de 2013 foram reportados 83 casos
de TB-MDR, 95 em 2014, 75 em 2015 e 45 em 2016. E para os casos de TB-XDR foram
reportados no HM: 10 casos em 2013, 21 em 2014, 05 em 2015 e 03 em 2016. Também
foi considerado que as mutagbes nos genes rpoB, gyrA, rrs e katG ocorrem numa
frequéncia de 96%, 73%, 75% e 75% respectivamente. Ainda para o céalculo (FIGURA 06)
do tamanho amostral, foi aplicado uma margem de erro de 5% e nivel de confianga de
95%. De acordo com o uso da férmula abaixo € esperada a coleta de no minimo 37 casos
de TB-MDR para a deteccdo de mutacao nos genes relatados para o padrao TB-XDR.

Figura 6 - Férmula para o calculo de amostra em populagéo finita.
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Fonte: Autoria prépria baseada em dados da pesquisa.

n = Tamanho amostral; z = valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado, e significancia
a/2, geralmente a = 0,05 e z = 1,96; p = Propor¢cao populacional de individuos que pertencem a
categoria que estamos querendo estudar; e = Erro amostral ou margem de erro.

4.6 Cultivo primario e teste de sensibilidade a drogas antimicrobianas

As amostras clinicas dos pacientes atendidos no ambulatério de tisiologia do HM e
com suspeita de TB pulmonar foram cultivados no sistema BD BACTEC Mycobacterial
Growth Indicator Tube (MGIT) 460TB. Em seguida, as amostras com cultivo positivo
(consumo de oxigénio) foram submetidas ao teste fenotipico de sensibilidade aos
antimicobacterianos (TSA): R, I, S e E. Os paciente com TB-DR foram convidados a
participar da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO A) na presenga do responsavel pelo estudo. Posteriormente, os isolados
bacterianos foram enviados ao Laboratério de Micobactérias do Departamento Patologia e
Medicina Legal (DPML) da UFC, para posterior subcultivo e deteccdo molecular da
resisténcia. Os participantes foram recrutados de acordo com o esquema da Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma de inclusédo dos participantes do estudo.
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Fonte: proprio autor.

4.7 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Ceara, via Plataforma Brasil, sendo aprovado com o parecer numero 1.956.894
(ANEXO B). No momento da entrevista com a assistente social do HM foi aplicado um
questionario semiestruturado a todos os participantes do estudo. Foram coletadas
informacdes de enderecgo residencial, demograficas, socioeconémicas, comportamentais,
clinicas e laboratoriais (APENDICE A).

4.8 Cultivo secundario

No Laboratério de Micobactérias da Faculdade de Medicina da UFC, os isolados de M.
tuberculosis resistentes foram subcultivados em meio LJ e incubados a 37°C por 14 a 21
dias. Esta etapa do estudo foi realizado em capela de fluxo laminar, tipo Ilb, do laboratério
de nivel e biosseguranga 3, localizado no Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC. Durante todo o processo foram
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utilizadas as medidas de biosseguranga adequadas, como o uso de mascara com filtro N-

95, luvas, aventais e gorros.

4.9 Baciloscopia

As culturas que apresentavam crescimento visivel e em fase exponencial de
crescimento (entre 10-15 dias de cultivo), foram confirmadas como BAAR através da
coloracao de Ziehl-Neelsen (BRASIL, 2005), sendo visualizadas em microscopia Optica.

Primeiramente as amostras foram cobertas por fucsina fenicada e em seguida
foram fixadas através do bico de Bunsen até a emissao de calor. Posteriormente, as
laminas foram lavadas com agua corrente e cobertas com uma solucédo alcool-acido
resistente a 3% até descorar totalmente o esfregaco. Apds este processo as laminas
foram novamente lavadas com &gua corrente e, em seguida, foi adicionado o azul de
metileno. Apés 30 segundos as laminas foram lavadas em agua corrente e deixadas para
secar. A visualizacao foi feita em microscoépio 6tico, modelo Zeiss modelo Axio Scope.A1
em objetiva de imersao (FIGURA 8).

Figura 8 - Visualizag&o dos bacilos de M. tuberculosis
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Fonte: préprio autor. Microscopia Optica de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) cultivados em
meio Lowenstein-Jensen, corados pela técnica de Ziehl-Neelsen, aumento de 1000x.

4.10 Extracao do DNA gendémico

Antes de iniciar a extracdo de DNA, a cabine de fluxo laminar foi limpa com
gluataraldeido 2% e submetida a luz ultravioleta por 20 minutos. A extragdo de DNA
seguiu o protocolo publicado por Parish e Stoker (2001). O crescimento bacteriano,
cultivado em meio LJ, foi retrado com uma algca estéril e colocado em tubo de
microcentrifuga contendo 500 puL de Tampé&o TE (0,01M Tris-HCI e 0,001 EDTA [ph 8]),
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etapa de lavagem das células. Em seguida, centrifugado por 15 min a 2500rpm. Em
seguida, as células foram ressuspensas com auxilio de pipetagem no tampao de extracao
e o tubo foi selado com parafilm®, e levado para aquecimento em banho-maria entre 80 e
100°C por 20 min, procedendo-se assim a inativacdo celular. Apds esta etapa, foi
aguardado o resfriamento da suspensdo bacteriana, e adicionados 10uL de lisozima
(concentragao final 1mg/mL; ou 400pl de lisozima a 50mg/ml) e 10pyl de RNase 10mg/ml.
Posteriormente o tubo foi homogeneizado por lenta inverséo e incubado a 37°C por 1 hora.
Depois foi adicionado 150ul de proteinase K 10mg/ml e 30ul de SDS 20% e em seguida
homogeneizado por lenta inversdo e incubado a 45°C por 2 horas. Foi adicionado ao
extrato de DNA o mesmo volume de mistura fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1)
e misturado gentilmente ~5 vezes por inversdo e centrifugado a 6000 rpm (temperatura
ambiente) por 10 minutos. A fase superior aquosa, contendo o DNA, foi coletada e
adicionada o mesmo volume de cloroférmio, sendo misturada gentilmente por inversao,
em seguida centrifugada a 6.000 rpm por 10 minutos (temperatura ambiente), e
finalmente foi coletada a fase superior aquosa.

Ao extrato de DNA foi adicionado 0,1 volume de acetato de sodio 3M ao
sobrenadante e foi adicionado igual volume de isopropanol. Em seguida foi
homogeneizado por lenta e gentil inversao (2-4 vezes), até formagéo de ‘nuvem’ de DNA.
Caso n&o houvesse visualizagdo do sedimento de DNA, o extrato foi incubado a -20°C por
30 min e depois centrifugado a 6.000rpm por 20 min. O sedimento foi lavado com 1ml de
etanol 70% (4°C). Em seguida centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi desprezado tendo cuidado para no tocar no sedimento. O residuo de etanol foi entéo
deixado evaporar (temperatura ambiente ou 55°C por no maximo 30min) e depois 0
sedimento de DNA s foi solubilizado em 200ul de TE (ou outro volume menor). A
suspensao foi incubada a 65°C overnight e depois o DNA foi estocado a -20°C. A
concentragdo de DNA das amostras foi medida em nanoespectrofotometro (Nanodrop
1000, Thermo Scientific) na absorbancia de 260nm.

4.11 Identificacao de M. tuberculosis pela amplificacao de IS67170

A identificacdo do complexo M. tuberculosis se baseou na amplificagdo do gene
Rv2168c que codifica a transposase IS67170, sendo o numero de cépias desta
transposase repetida na espécie M. tuberculosis de 1 a 25 vezes (MCEVOY et al., 2007).
Nas outras espécies do complexo a transposase IS6110 € encontrada variando de 0 a 1
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A reacao de amplificacao foi composta de 1ul de DNA gen6émico (20 ng/ul), 1 ul de
cada iniciador (25 pMol/ul; Quadro 1), 12,5 pl de Hot Green Master Mix 2x e 9,5 pl de H20
ultrapura, suficiente para completar 25 pl. O controle negativo foi adicionado a todas
reagoes pela substituicdo de DNA por agua Milli-Q. Como controle positivo foi empregado
1 ul de DNA (20ng/ul) de M. tuberculosis H37Rv (TABELA 1).

Tabela 1 - Iniciadores para amplificagdo da regiao 1IS67170 de M. tuberculosis.

Iniciadores Sequencia (5' - 3') Tm (2C) | Produto (pb)

1S6110 up GAG CGG GCG GTG CGG ATG GTC 72 179pb

IS6110 low TCAGCG GAT TCTTCG GTC GTG GTC 66

Fonte: Frota (2015).

A amplificacéo foi realizada no Termociclador Mastercicler Personal (Eppendorf) e
envolveu a desnaturagéo inicial das fitas de DNA por 2 minutos a 94°C, seguido de 25
ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 63,4°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos e extensao final a 72°C por 15 minutos. Ap6s o término,
as amostras foram mantidas a 4°C no termociclador e armazenadas a -20°C. O produto
obtido foi de 179 pb.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% (mabA e katG) e
3% (rrs, rpoB e katG) para confirmacao da amplificacdo. Para tanto, 2 pl dos produtos da
PCR foram misturados a 2 ul de tampao e aplicados em gel de agarose 1% preparado
com TBE 1x contendo brometo de etidio na concentracao final de 0,5 ug/mL. Foi utilizado
o0 marcador de peso molecular de 100pb (Promega) para comparagdo do tamanho das
bandas. A eletroforese foi desenvolvida a 90V no Eletrophoresis Power Supply EPS 300
(GE Healthcare) e as bandas foram digitalizadas em Imagequant 300 (GE Healthcare).

4.12 Identificacao das mutacoes nos genes rpoB 531, katG315, mabA-15, gyrAe rrS

A técnica de PCR-MAS que foi realizada neste estudo foi baseada nos protocolos
de VADWAI et al. (2012), KUMARI et al. (2017) e SIU et al. (2010) (TABELA 2).
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Tabela 2 - Iniciadores da técnica PCR-MAS para identificacdo das mutacdes em M.

tuberculosis.
Produto

Iniciadores Sequencia (5'->3') Tm (2C) | (pb)
rpoBF CGTTGATCAACATCC GGC CGG TG 74 243
rpoBR CCACCTTGC GGTACGGCGTT 66

rpoB531F CCACAAGCG CCGACT GTC 60 164
gyrAF ATC GCC GGG TGC TCT ATG CGA 66 327
gyrAR GCA CCC GGC CGT CGT AGT TA 66

gyrA94F CGA CGC GTC GAT CTACGA 58 218
rrsk GCAACCCTTGTCTCATGT TG 64 438
rrsR GAAAGG AGG TGATCC AGC CG 62

RRSR2 GTTACC GACTTT CAT GAC G 64 322
katG315 OFx GCA GAT GGG GCT GAT CTACGT GAACC 72 435
KatG315 4Rx AAC GGG TCC GGG ATG GTG CC 70

katG315 5Rx TCC ATACGA CCT CGATGC CGC 72 296
MabA-115Fx ACAAAC GTC ACG AGC GTAACC CCAG 72 454
MabA+366-Rx GAG GTT GGC GTT GAT GACCTTCTC G 70
MabA+4Rx GCA GTC ACC CCG ACAHCC TAT CG 72 123

Fonte: VADWAI et al., (2012), KUMARI et al., (2017) e SIU et al., (2010).
PCR-MAS: PCR multiplex alelo especifico Tm: temperatura de anelamento; pb: pares de base.

4.12.1 Condicées PCR—MAS rpob-531 e gyrA
As amplificagées ocorreram de acordo com o descrito por Vadwai et al. (2012).

Para amplificagéo da R: 0,125 ul do iniciador rpoBF (20 pMol), 0,5 ul do iniciador rpoBR
(20 pMol), 2,5 ul do iniciador rpoB531Fy (20 pMol), 1 ul de DNA (20 ng/ul), 12,5 ul de Go

Taq G2 Green Master Mix 2x, 1,25ul de DMSO e 7 ul de dgua. As condi¢gdes da reacao
foram 94°C por 15 min, seguido de 25 ciclos a 94°C por 1 min, 72°C por 1min e 72°C por
1min, 30 ciclos de 94°C por 1min, 65°C por 1 min e 72°C por 1 min e extensao final a
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72°C por 10min.

Como controle positivo foi utilizado 1ul de DNA (20 ng/ul) de M. tuberculosis H37Rv.
Para amplificacdo da FQ: 0,25 pl do iniciador gyrAF (20 pMol), 0,5 ul do iniciador gyrAR
(20 pmol), 2,5 ul do iniciador gyrA94F, 1 ul de DNA (20 ng/ ul),12,5 pl de Go Tag G2 Green
Master Mix. As condi¢des da reacao foram as mesmas da R.

4.12.2 Condicoes PCR-MAS nos genes katG315, mabA-15

O estudo das mutagdes para | teve como base SIU et al. (2010). Para amplificacao
do cédon katG-315: 0,6 pl do iniciador katG315 OFx (20 pMol), 0,8 ul do iniciador
katG315_4Rx (20 pMol), 0,6 pl do iniciador katg315_5Rx (20 pMol), 2,5 ul de DNA (20
ng/pl), 12,5 pl 12,5 pl de Go Taq G2 Green Master Mix e 8,0 pl de 4gua. As condigbes da
reacao foram 96°C por 8 min, seguido de 6 ciclos de 95°C por 1 min, 72°C por 1 min e
72°C por 30 segq, 6 ciclos de 95°C por 1 min, 70°C por 40 seg e 72°C por 30 seg, 25 ciclos
de 94°C por 1 min, 68°C por 30 seg e 72°C por 30 seg e extensao final a 72°C por 10 min.
Como controle positivo foi utilizado 2,5 pl de DNA (20 ng/ul) de M. tuberculosis H37Rv.
Para amplificacdo do cédon mabA-15: 0,85 ul do iniciador MabA-115Fx (20pMol), 0,17 ul
MabA+366-Rx (20 pMol), 0,85 pl MabA+4Rx (20 pMol), 2,5 ul de DNA (20ng/ul), 12,5 pl
de PCR 12,5 ul de Go Taq G2 Green Master Mix e 8,0 ul de agua. As condi¢des da PCR
foram as mesmas do katG315.

4.12.3 Condicoes PCR—-MAS no gene rrS

A amplificagdo ocorreu conforme KUMARI et al. (2017). As condi¢cbes de
amplificacdo foram: 1 ul do iniciador rrsF (10 pMol), 1 ul do iniciador rrsR (10 pMol), 1,0ul
rrsR2 (10pMol), 5,0ul de DNA (50 ng/ul), 12,5 ul de Go Tag G2 Green Master Mix e 4 ul de
agua. As condicbes da reacdo foram 96°C por 5 min, seguido de 5 ciclos de 95°C por 15
seg, 66°C por 5 seg e 72 °C por 20 seg, 5 ciclos de 95 °C por 15 seg, 95°C por 5 seg e 64
C por 5 seg, 25 ciclos de 94°C por 15 seg, 62 °C por 5 seg e 72°C por 20 seg e extensao
final a 72°C por 10min.

4.13 Eletroforese de deteccao dos produtos dos genes rpoB531, katG315, mabA-15,
gyrAe rrs.

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

As amostras foram aplicadas nos pogos dos géis, sempre em ordem padronizada
dos iniciadores, ficando por ultimo os controles negativos, sendo colocado em cada pogo
do gel 10 ul de cada produto de PCR-mix correspondente da placa. No primeiro pogo e
ultimo pogo foram aplicados 6uL do marcador de DNA de peso molecular de 100pb
(Promega). Os fragmentos foram ao final visualizados e digitalizados no sistema
“ImageQuant” 300 (GE Healthcare; FIGURA 9).

Figura 9 - Preparo da separacao eletroforética para deteccao de resisténcia dos genes
rpoB531, katG315, mabA-15, gyrA e rrs.

Fonte: Préprio autor.

4.14 Sequenciamento
Esse procedimento foi realizado no Instituto Evandro Chagas, na cidade de Belém,

no estado do Para. Com a finalidade de confirmar os produtos amplificados, foi realizado
0 sequenciamento do produto amplificado da regido referente a cada mutagdo nos genes
estudados (rpoB, katG315, mabA gyrA e rrs), empregando os iniciadores que foram
desenhados pelos proprios pesquisadores (TABELA 3).

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o Kit QIAquick PCR Purification
antes do sequenciamento no equipamento ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®), com a utilizagdo dos kits BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems®) e BigDye XTerminator Purification (Applied Biosystems®). As
sequéncias obtidas foram analisadas com o software SecScape v2.7 (Applied Biosystems)
e BioEdit Sequence Alignment Editor Copyright ® 1997-2013 Tom Hall, com posterior
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realizagdo de BLAST no site da NCBI (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), utilizando

um ciclo de BigDye Terminator Kit de sequenciamento.

Tabela 3 - Iniciadores da técnica de sequenciamento genético para identificacao das
mutagdes em M. tuberculosis

Iniciadores Sequencia (5'->3") Tm (2C) Localizacao Produto

em relacao ao (pb)
gene alvo

rpoBF GCGTCGGTCGCTATAAGGTC 60,6 991 41728 818

rpoBR CGAGACGTCCATGTAGTCCA 58,9

gyrAF CGCAACCCTGCGTTCGAATTG 62,8 -34 a774 809

gyrAR CCTCAACAACTCCGCGCAT 61,3

rrsF ATAGGCGTTCCCTTGTGGC 60,8 1009 a 1787 778

rrsR CACAAAGAACACGCCACCG 60,0

katG315F GCTTCAAGACGTTCGGGTTC 59,5 529 a 1369 840

katG315R TGGCAATCTCGGCTTCGC 60,8

mabAF CGGGAAGATCCGCGTCG 60,3 375 2 431 806

mabAR CTGCCGGAGACCGAACCT 61,3

Fonte: proprio autor

4.15 Georreferenciamento
Para o georreferenciamento, em coordenadas geograficas, dos enderecos de

residéncia dos casos de TB resistente foi utilizado o Google Earth versdo 6.2. Com
relagdo, a distancia entre casos de TB foi utilizada a ferramenta de medigdo linear do
software QGIS, apds inspecao visual de definicao dos clusters. Os mapas foram
elaborados no software QGIS versao 2.16.2. As propriedades de primeira ordem foram
descritas em termos de densidade populacional, utilizando-se um procedimento de
estimagdo denominado Kernel bivariado (DIGGLE, 1983), usando o ArcMap. A
propriedade de segunda ordem, também denominada agregacao espacial ou “clustering”,
foi avaliada através da fungcdo-K e estatisticas baseadas nas distancias inter eventos
(DIGGLE, 1983). O QGIS é um software livre. “GNU GENERAL PUBLIC LICENSE
Version 2, June 1991. Copyright (C) 1989, 1991 Free Software Foundation, Inc., 51
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Franklin Street, Fifth Floor, Boston, MA.

A base cartografica utilizada no estudo foi vetorial do tipo “shapefile” com bairros de
Fortaleza, na projecdo Universal Transversa de Mercator (UTM), Sirgas 2000, obtida no
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Essa base é atualizada para o
Censo de 2010 e é constituida por 119 bairros. Os municipios oficiais que compdem a
regiao metropolitana de Fortaleza sdo: Aquiraz, Cascavel, Caucaia, Chorozinho, Eusébio,
Guaiuba, Horizonte, ltaitinga, Maracanau, Maranguape, Pacajus, Pacatuba, Pindoretama

e Sao Gongalo do Amarante.



41

5 RESULTADOS
5.1 Caracteristicas fenotipicas das amostras isoladas

No periodo de janeiro a dezembro de 2017, foi reportado no HM 56 amostras com
cultura positiva e perfil fenotipico de resisténcia aos farmacos anti-TB obtidos pelo
sistema BD BACTEC MGIT 460TB. Deste total de amostras foram excluidas sete, cinco
por apresentarem resultado positivo para HIV e duas por contaminacdo. Deste modo
nosso estudo incluiu 49 amostras de isolados de M. tuberculosis DR.

Entre as 49 amostras isoladas, obtivemos 24,5% (12/49) com resisténcia a um
farmaco, sendo que destes 14,3% (7/49) apresentavam resisténcia a |, 8,2% (4/19)
resisténcia a R e 2,0% (1/49) apresentava resisténcia a S (TABELA 4). A resisténcia até
dois farmacos correspondeu a 36,7% (18/49) das amostras, dentre as quais 30,6% (15/49)
foram classificadas como TB multidroga resistente. Com relacado ao padrao de resisténcia
a trés ou mais farmacos, verificamos um percentual de 38,7% (19/49). Destes, 22,4%
(11/49) dos isolados foram resistentes as quatros drogas testadas (R+I+S+E). Essas
amostras com resisténcia a quatros farmacos nao foram caracterizadas como TB-XDR
pois n&o € realizado o teste de susceptibilidade as FQ.

Tabela 4 - Distribuicdo do perfil de resisténcia aos farmacos anti-tuberculose dos isolados
de M. tuberculosis de 49 pacientes com tuberculose pulmonar atendidos no Hospital de
Messejana no periodo de marco de 2017 a fevereiro de 2018, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Perfil de resisténcia \ M. tuberculosis (N) \ (%)
1 farmaco 12 (24,5)
S 1 (2,0)
R 4 (8,2)
I 7 (14,3)
2 farmacos 18 (36,7)
| + E 1 (2,0)
| +S 2 (4,1)
I +R 15 (30,6)
> 3 farmacos 19 (38,7)
R+1+8S 8 (16,3)
R+I+E+S 11 (22,4)
Total 49 100

Fonte: Préprio autor (2018).
| - isoniazida, R - rifampicina, S — estreptomicina, E — etambutol.
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5.2 Caracteristicas da populacao

As 49 amostras isoladas foram divididas em dois grupos: o grupo controle,
composto por pacientes com resisténcia até dois farmacos, € o grupo caso que foi
constituido por individuos com resisténcia a trés ou mais farmacos. Deste modo, 19
pacientes foram classificadas como sendo do grupo caso e 30 pacientes como do grupo
controle.

De acordo com as caracteristicas sociodemograficas apresentadas na Tabela 5,
verificamos que a mediana da idade de todos os 49 participantes foi de 44 anos .Na
distribuicdo entre as faixas etarias a maioria dos participantes se encontrava na faixa
menor que 30 anos, com frequéncia de 36,7% (18/49); este predominio foi observado no
grupo controle com 43,3% (13/30); porém, nos casos, a faixa etaria predominante foi com
idade superior ou igual a 50 anos com frequéncia de 42,1% (8/19). Em relagado ao sexo,
houve um predominio de homens no total dos participantes de 53,1% (26/49); todavia, no
grupo controle ocorreu predominio do sexo feminino 60% (18/30) comparado aos casos,
que apresentou 26,3% (5/19) sendo esta diferenca com significancia estatistica
(p=0,0213). Deste modo, no presente estudo, os homens apresentaram um maior risco no
desenvolvimento de resisténcia a trés ou mais farmacos (Tabela 5).

Em relagdo ao nivel de escolaridade, houve um predominio no total de
participantes com mais de quatro anos de estudo 73,5% (36/49), sendo este semelhante
ao observado entre os grupos casos 68,4% (13/19) e controles 63,3% (19/30). Com
relacdo ao emprego, a maioria dos participantes eram desempregados 77,5% (38/49);
esta frequéncia, foi semelhante ao encontrado nos casos 84,2% (16/19) e nos controles
73,4% (22/30). Analisando a procedéncia dos participantes, a maioria residia em Fortaleza
81,6% (40/49); este dado foi semelhante entre os casos 78,9%(15/19) e controles 83,3%
(25/30).
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Tabela 5 - Associacao entre as caracteristicas sociodemogréficas e o perfil de resisténcia
realizado pelo sistema BACTEC MGIT 960 dos 49 pacientes diagnosticados com
tuberculose resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de margo de 2017
a marc¢o de 2018, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Variaveis Total Casos Controle
49 (%) 19 (%) 30 (%) p? 95% IC (RC)

Idade (anos)
Média (+ DP) 42,5 (x11,2) 450 (x14,5) 40,9 (x12,1)

<30 18 (36,7) 5 (x15,7) 13 (+43,3) 1

40 - 49 16 (36,6) 6 (+x31,5) 10 (#33,3) 0,366° 1,6 (0,4-6,6)

> 50 15 (19,5) 8 (+42,1) 7 (¥23,3) 2,238° 3,0(0,7-12,6)
Sexo

Masculino 26 (53,1) 14 (73,7) 12 (40,0) 0,0213 4,2(1,2-14,7)

Feminino 23 (46,9) 5 (26,3) 18 (60,0) 1,0
Escolaridade

< 4 anos 13 (26,5) 6 (31,6) 11 (36,7) 0,524 1,5 (0,4-5,4)

> 4 anos 36 (73,5) 183 (68,4) 19 (63,3) 1,0
Ocupacéao

Desempregado 38 (77,5 16 (84,2) 22 (73,4) 0,492 1,9 (0,4-8,4)

Aposentado 11 (22,5) 3 (15,8) 8 (26,6) 1,0
Procedéncia

Fortaleza 40 (81,6) 15 (78,9) 25 (83,3)

Regiao

metropolitana 5 (10,2) 2 (10,5) 3 (10,0)

Interior do

Estado 4 (8,1) 2 (10,0) 2 (6,7)

Fonte: Préprio autor (2018). DP — desvio padrao; IC — intervalo de confianga; RC — razao de chance.
a Teste qui-quadrado de Pearson.

b Comparagéao de 40 a 49 anos com acima de 50 anos;

¢ Comparacgdo de menos de 39 anos com acima de 50 anos.

A Tabela 6 apresenta as comorbidades e o0s habitos sociais entre os
participantes incluidos no estudo. Somente dois pacientes eram portadores de
hipertensdo arterial, com distribuicdo semelhante entre os dois grupos. Em relagdo a
diabetes, a maioria dos participantes nao apresentava essa comorbidade 67,8% (33/49).
Entretanto, quando comparado o grupo caso com o controle, € observado que nos casos
ha um predominio significantemente estatistico de pessoas com diabetes, apresentando
52,6% (10/19), ao contrario dos controles, onde o predominio foi de pessoas sem
diabetes 80% (24/30; p=0,017). Desta forma, a diabetes se revelou como um fator de

risco para resisténcia a trés ou mais farmacos.
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Tabela 6 — Comorbidades e habitos sociais associados ao fenétipo de resisténcia obtido
pelo sistema BACTEC MGIT 960 dos 49 pacientes diagnosticados com tuberculose
resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de margo de 2017 a margo de
2018, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Variaveis Total Casos Controle
N=49(%) | N=19 (%) N= 30 (%) p? 95% IC (RC)

Diabetes

Sim 16 (32,2) 10 (52,6) 6 (20,0) 0,017 4,4 (1,23-15,6)

Nao 33 (67,8) 9 (47,4) 24 (80,0) 1,0
Etilismo

Sim 26 (53,1) 14 (73,7) 12 (40,0) 0,021  4,2(1,2-14,7)

Nao 23 (46,9) 5 (27,3) 18 (60,0) 1,0
Tabagismo

Sim 18 (36,7) 6 (31,6) 12 (40,0) 0,551 1,4 (0,4-4,8)

Nao 31 (63,3) 13 (68,4) 18 (60,0) 1,0
Drogas ilicitas

Sim 5(10,2) 3 (15,8) 2 (6,7) 1,057 2,6 (0,4-17,4)

Néo 44 (89,8) 16 (84,2) 28 (93,3) 1,0

Fonte: Préprio autor (2018). DP — desvio padrao; IC — intervalo de confianga; RC — razao de chance.
ateste qui-quadrado de Pearson

Para os habitos sociais, foi observado que o alcoolismo foi significantemente
predominante entre os casos, com 73,7% (14/19); em relacdo aos controles apresentou
40% (12/30). O alcoolismo aumentou o risco da resisténcia aos farmacos. Com relacao ao
tabagismo a maioria dos participantes declarou nédo ter o habito de fumar, com frequéncia
de 63,3% (31/49), sendo semelhante ao observado entre os grupos casos, com 68,4%
(13/19) e controle de 60% (18/30). Em relacdo a taxa de usuarios de drogas ilicitas a
maioria dos participantes negou o habito 89,8% (44/49). Este dado foi semelhante ao
encontrado entre os grupos caso, com 84,2% (16/19) e controle de 93,3% (28/30),
conforme observado na Tabela 6.

A Tabela 7 mostra as frequéncias dos pacientes quanto a histéria prévia de
tratamento anterior. Foi observado que a maioria dos participantes, 69,4% (34/49) realizou
tratamento prévio para TB. Este predominio, foi semelhante nos casos com 73,7% (14/19)
e no grupo controle com 66,7% (20/30). Com relacdo ao local do provavel contato, a
maioria dos participantes, ou seja, 69,4% (34/49) ndo souberam como adquiriram TB.
Este dado foi semelhante entre os casos, com 73,7% (14/19) e controles, com 66,7%
(20/30).
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Também perguntamos no questionario a quantidade de pessoas que residiam no

mesmo domicilio com o paciente de TB. A maioria dos participantes, ou seja, 67,3%

(33/49) informaram que residiam com trés ou menos pessoas na sua residéncia. Todavia,

entre os pacientes com resisténcia a trés ou mais farmacos (grupo caso), foi verificado

que 68,4% (13/19) conviviam com quatro ou mais pessoas, ao contrario do grupo controle,

em que o predominio foi de convivéncia com trés ou menos pessoas, ou seja, 90,0%

(27/30; p=0,0165). Deste modo, a convivéncia com uma quantidade acima de quatro

pessoas apresentou-se como um fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia aos

farmacos.

Tabela 7 - Aspectos clinicos apresentado pelos 49 pacientes diagnosticados com
tuberculose resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de margo de 2017
a marc¢o de 2018, Fortaleza, Ceara-Brasil.

Total

Casos

Controle

a O,
Variaveis N=49(%) | N=19(%) | N=30(%)| P 95% IC (RC)
Histéria de
tratamento anterior
Sim 34 (69,4) 14 (73,7) 20 (66,7) 0,604 1,4 (0,39-4,9)
Nao 15 (30,6) 5 (26,3) 10 (33,3) 1,0
Local do provavel
contato
Ignorado 34 (69,4) 14 (73,7) 20 (66,7) 0,604 1,4 (0,39-4,9)
Intradomicilio 15 (30,6) 5 (26,3) 10 (33,3) 1,0
Numero de contatos
intradomiciliares
<3 33 (67,3) 6 (31,6) 27 (90,0) 1
>4 16 (32,7) 13 (68,4 3(10,00 0,0165 4,3 (0,3-14,8)
Padrao da radiografia
do térax
Unilateral ndo 6(12,2) 3 (15,8) 3(10,0) 1,0
cavitaria
Unilateral cavitaria 10 (20,4) 3 (15,8) 7 (23,3) 0,719 2,3(0,2-18,9)
Bilateral cavitaria 33 (67,3) 13 (68,4) 20 (66,7) 0,673° 1,5 (0,3-6,9)
Baciloscopia (No de
cruzes
Uma 18 (36,7) 6 (31,6) 12 (40,0) 1,0
> duas 31 (63,3) 13 (68,4) 18 (60,0) 1,73(0,5-14,8)

Fonte: proprio autor (2018).
Abreviagdes: IC — intervalo de confianca; RC — razdo de chance.
aTeste qui-quadrado de Pearson;
bComparagao de unilateral nao cavitaria a com unilateral cavitaria;

cComparacgéo de unilateral ndo cavitaria anos com bilateral cavitéaria.
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Sobre a analise de exames laboratoriais para diagnostico da TB (TABELA 7), foi
observado o padrao radiolégico para TB pulmonar de acordo com as recomendacdes do
Manual de controle da tuberculose do Ministério da Saude (SAUDE, 2011). A presenca de
lesbes bilaterais cavitarias foram predominantes em todos os participantes, com 67,3%
(33/49). Este dado, foi semelhante aos casos, com 68,4% (13/19) e aos controles, com
66,7% (20/30). A lesdo unilateral cavitaria obteve frequéncia de 15,8% (3/19) e 23,3%
(7/30) para os casos e controles, respectivamente. Em relagdo a quantificacao
baciloscépica no escarro, 63,3% (31/49) do total dos participantes apresentavam como
resultado o padrdo de duas ou trés cruzes, sendo este resultado semelhante ao
observado entre os grupos casos, com 68,4% (13/19) e controles, 60,0% (18/30).

As variaveis sexo masculino, diabetes, alcoolismo e numero de contatos
intradomiciliares, que apresentaram significancia estatistica foram levadas ao modelo de
regressao logistica com objetivo de modelar a probabilidade de ocorréncia de resisténcia
a trés ou mais farmacos, em fungéo destas variaveis (TABELA 8).

Tabela 8 - Andlise do modelo de regressao logistica dos fatores relacionados a
resisténcia a trés ou mais farmacos modelo logistico para modelar resisténcia aos
farmacos.

Variaveis OR IC 95% p?
Sexo Masculino 5,25 1,4-184 0,034
Diabetes 13,0 2,9 - 37,1 0,003
Alcoolismo 2,33 0,6 — 8,1 0,284
namero de 2,05 0,6 7,0 0,0165

Fonte: proprio autor (2018).
aTeste qui-quadrado de Pearson;

Verificamos que pacientes do sexo masculino tem 5,25 vezes mais chances de
terem TB resistente a trés ou mais farmacos, do que as mulheres. Com relacao a diabetes
observamos que os pacientes que tem essa comorbidade apresentam 13,0 vezes mais
chances de terem TB a trés ou mais farmacos, do que os que ndo tem. Como podemos
observar os resultados encontrados no modelo de regressao logistica € muito semelhante
aos encontrados no teste do Qui-Quadrado e razado de chances, enfatizando a associacao
dessa variaveis com o fenoétipo de resisténcia da TB.
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5.3 Caracterizacao genémica de resisténcia as drogas anti-TB

Em nosso estudo 49 pacientes portadores de TB resistente foram submetidos a
PCR convencional da regidao 179 pb da sequéncia IS6110, especifica para identificacao
molecular do complexo M. tuberculosis. O ensaio mostrou positividade de 100% (49/49;
(FIGURA 10).

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com produtos de amplificacao da
regido 1S6710 de M. tuberculosis.

200pb

100pb

Fonte: Proprio autor (2018). Gel de agarose 1,5% de produtos de amplificacdo da
regido 1S6710 do M. tuberculosis (179pb). Pocos M :marcadores 100pb; pogos 1 a 7,
representam amostras positivas; poco 8: controle positivo com a cepa padrdao H37Rv
M. tuberculosis e poco 9: controle negativo com H20.

As amostras de TB resistente que foram positivas para o 1IS6110 foram submetidas
aos ensaios de PCR — MAS para identificacdo de mutacdo nos genes rpoB, katG, mabA,
rrs e gyrA (TABELA 9 e FIGURAS 11 a 15). Foram observadas 59 mutacdes pontuais nas
49 isolados de M. tuberculosis analisados por PCR-multiplex alelo especifico. Destas, 31
apresentaram mutacédo no cdédon 315 do gene katG, representando assim 52,4% (31/59),
seis amostras apresentaram mutagcdo no gene mabA apresentando uma frequéncia de
12,2% (6/49).Com relacdo ao gene rpoB, foi observado que 18 amostras apresentaram
resisténcia o que demonstra uma frequéncia de 30,5% (18/59) .Destas 18 amostras, 15
apresentaram resisténcia o cédon 516 e trés ao cddon 526.Apenas trés amostras
positivaram para o gene gyrA o que caracteriza uma frequéncia de 5,0% (3/59).
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Tabela 9 - Frequéncia das mutagdes nas regides nucleotidicas dos genes rpoB (c6don
516,526 e 531), katG (cdédon 315), mabA (cddon 15), rrs (cédon 1401) e gyrA (cdédon 94)
dos isolados de M. tuberculosis dos 49 pacientes diagnosticados com tuberculose
resistente atendidos no Hospital de Messejana no periodo de marco de 2017 a marco de
2018, Fortaleza, Ceara-Brasil.

MAS PCR N (%)
rpoB 18 (30,5)
katG 31 (52,4)
mabA 6 (12,2)
gyrA 4 (5,0)
rrs 0 (0,0)
Total 59 (100,0)

Fonte: préprio autor (2018).

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com produtos de
amplificacéao do cédon 531 do gene rpoB de M.
tuberculosis.

M123 4567 8 91011121314151617 M

243pb

164pb

Fonte: Proprio autor (2018). Gel de agarose 3% de produtos de amplificagdo da regido 531 do
gene rpoB. Pogos M: marcadores 100pb; pocos 1 a 8 e 10 a 15 representam amostras sem
mutagcdo no cédon 531 do gene rpoB, produtos de 164pb e 243pb. Pogo 9: amostra sem
amplificagdo. Po¢o 16: controle positivo com a cepa padrdo H37Rv M. tuberculosis e pogo 17:
controle negativo com H20.
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Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de
amplificagdo do c6don 315 do gene katG de M. tuberculosis.

M 123456 7 8 9 1 11 1213CPCN M

S A A ™ 454pb
296pb

Fonte: Proprio autor (2018). Gel de agarose 2% de produtos de amplificacdo da regido
katG 315. Pogos M - marcadores 100pb; 2, 4, 5 e 12 representam amostras sem
mutacao no cédon 315 do gene katG, produtos de 296pb e 454pb. Pocos 1, 3, 6, 7, 8, 9,
10, 11 e 13 amostras com mutagéo (produto de 454pb); CP - controle positivo com a
cepa padrao H37Rv M. tuberculosis e CN - controle negativo com Hz20.

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de
amplificagdo do codon 15 do gene mabA de M. tuberculosis.

M 123456789 1011+ - M

454pb

123pb

Fonte: Préprio autor (2018). Gel de agarose 3% de produtos de
amplificagdo da regido 15 do gene mabA. Pogos M: marcadores 100pb;
pocos 1 a 11 representas amostras sem mutacdo no coédon 15 do gene
mabA, produtos de 123pb. Pogo “+”: controle positivo com a cepa padrao
H37Rv M. tuberculosis e pogo “-“: controle negativo com H20.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose 3% com produtos de
amplificagéo do cdédon 94 do gene gyrA de M. tuberculosis.

M 1 2 3 456 7 8 9 10111213 14 15 16 17

327pb

218pb

Fonte: Proprio autor (2018). Gel de agarose 3% de produtos de amplificagéo do
cédon 94 do gene gyrA. Pocos M: marcadores 100pb; pogos 1 a 15 representam
amostras sem mutacdo no cédon 94 do gene gyrA, produtos de 327pb e 218pb.
Poco 16: controle positivo com a cepa padrdao H37Rv M. tuberculosis e pog¢o 17:
controle negativo com H20.

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 3% com produtos de
amplificagdo do codon 1401 do gene rrs de M. tuberculosis.

438pb

322pb

Fonte: Proprio autor (2018). Gel de agarose 3% de produtos de amplificagéo do
cédon 1410 do gene rrs. Pogos M: marcadores 100pb; pogcos 1, 2 e 3
representam amostras sem mutagcdo no cédon 1401 do gene rrs, produtos de
438pb e 322pb; pogo 4 - controle positivo com a cepa padrdo H37Rv M.
tuberculosis e pogo 5 - controle negativo com H20.

5.4 Sequenciamento genético
Do total de 49 amostras submetidas a técnica de PCR-MAS, foi possivel realizar o
sequenciamento genético em 41 isolados M. tuberculosis. O procedimento aconteceu no

Instituto Evandro Chagas, sendo realizado o alinhamento das sequencias, seguido de
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analise das mutacdes pontuais situadas na regidao alvo de cada gene de interesse. A
figura 16 mostra a qualidade do DNA sequenciado e a Figura 17 mostra um exemplo de
alinhamento dos isolados analisados.

Figura 16 - Eletroferograma da amostra 16, isolado clinico de M. tuberculosis
evidenciando a qualidade do DNA.

22 230 240 250 260 270 280 290 300 310
%GCC%CGCC%%G CGGCCCGG CGG"'GCCG\G{CC\ GGGC‘\%C ACC\CCCGCXCGGCG%CGCG CGATCTACGACACCCT GG GCGCAT GGCCC\GCCC GGTC(

g i b

Fonte: Prépria autora (2018). O procedimento mostra boa linha de base, picos bem
definidos e regular distancia entre os picos (Programa BioEdit Sequence Alignment Editor).

Figura 17 - Alinhamento de isolados de M. tuberculosis com a cepa padrao H37Rv quanto
ao gene gyrA.

% C:\Users\Cristiane -\Documents\Cris UFC\Pos Graduacao\Alunos MESTRADO\2017_Thales\2018_Sequenciamento Thales\2018_Ali Thales\2018_Ali _gyrA amostras 8 a 24.gb

[=} W [11—] B 10 total sequences
Mode: v Selection: null Sequence Mask: None Start
g Slect /Slkde Position: Numbering Mask: None ruler at:|1
T 7D AT 108 Seroll I ] 5]
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|
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M. tuberculosis H37Rv|Rv0006 | CC TCGGCCCGGTCGGT CCGAGAC GGCA CACGGCG? CGTCGATC TGGTGCGC. GCCCTGGTCGCTGCGC
8 GYRAF
16 GYRAF
17 GYRAF
18 GYRAF
19 GYRAF
20 GYRAF
21 GYRAF
24qyrA Reverse Complement CcC.

Fonte: Prépria autora (2018). Alinhamento reallzado_no BioEdit softwareA A bandelra
vermelha evidencia a mutacao pontual no cédon 95 (aGc/aCc).

TCGGCCCGGTCGGTTGCC

A Tabela 10 mostra as frequéncias das mutacées detectadas por
sequenciamento dos genes relacionados a resisténcia aos farmacos I, R, S e FQ. Em
relagdo ao farmaco I, foram sequenciadas 41 amostras em relagdo ao gene mabA
(posicao -375 a 431), sendo que oito (19,5%; 8/41) amostras apresentaram mutacao no
nucleotideo -15. Com relagdo ao gene katg, foi verificado a presenca de mutagdo em 31
isolados o que corresponde (75,6%; 31/41). Foram analisados os sitios que
compreendem os cddons 303 a 315, e todas as mutagdes encontradas corresponde ao
cédon 315(aGc/aCc). Destes 31 isolados com mutagéo, 3 (9,6%) isolados foram sensiveis
no BACTEC e 28 (90,4%) apresentaram o fenétipo de resistente. A PCR-MAS foi capaz
de identificar 27 isolados (87,1%; 27/31) destas amostras com mutag¢ao no cédon 315.

Com relagéo a R, 41 amostras foram submetidas ao sequenciamento do
gene rpoB (posicao 911 a 1728), sendo capaz de detectar mutagdes nos cdédons 516, 526
e 531. Destas, a mutacao mais frequente foi no cédon 531 com 17 isolados (41,5%; 17/41)
tCg para tTg, seguido do cédon 516 com 15 isolados (36,5%;15/41) com mutacdes de
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gAc para gTc (53,4%; 8/15) e Gac para Tac (46,6%; 7/15). No codon 526 foram detectadas
mutacdes em trés isolados (7,3%; 3/41), com mutagcbes de Cac para Tac (33,3%; 1/3) e
cAc para cGc (66,7%; 2/3). Dos 37 isolados com mutacdo, 35 (94,6%; 35/37)
apresentaram fenétipo de resisténcia no BACTEC e 2 (5,4%; 2/37) foram sensiveis, sendo
estas com mutagbes no codon 531. Em relacdo a PCR-MAS, somente 18 (48,6%; 18/37)
isolados com mutacao foram detectados.

Em relacdo ao gene rrs (posicao 1009 a 1787)] relacionado a resisténcia a S, foram
sequenciadas 41 isolados e nenhuma mutacao foi detectada. A PCR-MAS também néo
detectou mutacao nestas 41 amostras.

Em relacdo a FQ, foi sequenciado o gene gyrA (posicao -34 até 774), sendo
detectado mutacées nos codons 89, 90, 94 e 95. Mutacdes no cédon 95 foi o mais
frequente (63,1%; 29/41), seguido do codon 90 (24,3%; 10/41), codon 94 (14,6%; 6/41) e
cédon 89 (2,4%; 1/41). A PCR-MAS identificou quatro dos seis isolados com mutagcao no
cédon 94 (gAc/gGce). O teste BACTEC néo avalia o perfil de sensibilidade ao farmaco FQ.
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Tabela 10 - MutacGes observadas nos genes mabA, rpoB, katG rrs e gyrA, e fendtipo de
resisténcia e positividade ao PCR em isolados de M. tuberculosis resistentes aos
farmacos, Fortaleza, Ceara.

Sequenciamento BACTEC MGIT PCR MAS
Mutacao
Positiva Sa Re
Farmaco Gene N (%) N (%) N (%) N (%)
Isoniazida Gene mabA 89 4 (9,9) 37 (90,1) 6 (14,6)
(N=41) Nucleotideo C/T 8 0 8 (100,0) 6 (75,0)
Gene katG 319 4(9,9) 37 (90,1) 31 (75,6)
Codon 315 31 (77,5) 3(9,6) 28 (90,0) 27 (87,1)
S315T (aGc/aCc) 31(100,0) 3(9,6) 28 (90,3) 27 (87,1)
Rifampicina Gene rpoB 359 4 (9,7) 37 (90,6) 18 (43,9)
(N=41) Cédon 516 15 (42,8) 0 15(100,0) 15 (100)
D516J (Gac/Tac) 7 (46,6) 0 7 (100,0) 7 (100)
D516V (gAc/gTc) 8 (53,4) 0 8 (100,0) 8 (100)
Codon 526 3(8,3) 0 3(100,0) 3 (100)
H526Y (Cac/Tac) 1(33,3) 0 1 (100,0) 1 (100)
H526S (CAc/CGc) 2 (66,7) 0 2 (100,0) 2 (100)
Codon 531 17 (48,9) 2(11,8) 15(88,2)
S531L (tCg/tTg) 17 (100) 2(11,8) 15(88,2) 0
Aminoglicosideo  Gene rrs smé¢ 23 (56,1) 18 (43,9) 0
(N=41) Cédon 1401 sm
Fluoroquinolona  Gene gyrA 419 ntf
(N=41) Codon 89 1(2,4) ntf nt 0
D89A (gAc/gGg) 1 (100) nt nt 0
Cédon 90 10 (24,3)
A90Z (gCg/gAg) 2 (20,0) nt nt 0
A90V (gCg/gTg) 8 (80,0) nt nt 0
Cédon 94 6 (14,6)
D94A (gAc/gGce) 5 (83,3) nt nt 4 (80,0)
D94N (Gac/Aac) 1(16,7) nt nt 0
Codon 95 29 (63,1)
S95N (aGc/aCc) 29 (100) nt nt 0

Fonte: proprio autor (2018). Abreviagdes: A, alanina; D, acido aspartico; N, asparagina; S, serina; V, valina;
Z, acido glutamico; Y, tirosina; H, histidina; F, fenilanina; L, Leucina; T, treonina; G, glicina.

aS, sensivel; PR, Resistente; ePCR-MAS; esm, sem mutacdo; nt, ndo testado; 9otal de amostras
sequenciadas.

5.5 Associacao da positividade BACTEC MGIT para rifampicina e isoniazida em
relacao a PCR-MAS e o sequenciamento.

Em relagéo a positividade das amostras do BACTEC MGIT com a positividade da
PCR-MAS, quando
comparamos a positividade do BACTEC MGIT com a positividade do sequenciamento, foi
observado uma diferencga estatistica (TABELA 11).

ndo houve diferenca estatisticamente significante. Todavia,



54

Tabela 11 — Tabela de contingéncia entre a positividade do BACTEC MGIT e o ensaio da
PCR-MAS e o sequenciamento genético

BACTEC MGIT
Total Positivo  Negativo p k S
MAS PCR
Rifampicina
Mutacao 30 28 2 0,09445 0,22222  0,93333
Sem mutacao 19 14 5
Isoniazida
Mutacao 43 40 3 0,00050 0,67062  0,90000
Sem mutacao 6 4 2
Sequenciamento
Rifampicina
Mutagéo 35 33 2 0,10540 0,28392  0,93023
Sem mutacao 6 2 4
Isoniazida
Mutacao 35 32 3 0,08046 0,32961  0,96970
Sem mutacao 6 4 2

Fonte: Proéprio autor (2018). Abreviacbes: p, Qui-quadrado; K, indice disconcordancia (kappa); S,
sensibilidade.

5.6 Geoprocessamento de pacientes com tuberculose pulmonar

Os enderecos dos 49 participantes do estudo foram georreferenciados em
Fortaleza (N=40) e em municipios do interior do estado (N=6): Sobral, Uruburetama,
Barroquinha, Redencédo, Marco e Quixada. Como mostrado na Figura 18, os 40
participantes localizados em Fortaleza sdo distribuidos nas cincos regionais, porém com

maior concentragdo na regionais 1 e 5.



55

Figura 18 - Distribuicao geografica dos casos e controles de tuberculose no
ano de 2017, Fortaleza, Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).
(+) 15 casos (R> 3 farmacos) e (e) 25 controles (< 2 farmacos).

Visando observar a proximidade de localizagdo das residencias dos casos e dos
controles, e as notificagdes de TB pulmonar realizadas pelo SINAN no de 2017, foi
elaborado um mapa com andlise espacial com estimativa de densidade de Kernel
(FIGURA 19). No estado do Ceara no ano de 2017, foram reportados e georreferenciados
no SINAN 1.601 casos de TB, incluindo as formas clinicas pulmonar (N =1270) e extra
pulmonar (N=331). Contudo, somente 1.245 casos de TB pulmonar se encontram dentro
da area delimitada de Fortaleza. O ANEXO C mostra o mapa com a distribuicdo da
frequéncia das notificacées pelo SINAN e os ANEXOS D e E mostram as frequéncias por
bairro e regional no ano de 2017 em Fortaleza. Ainda de acordo com o mapa da Figura 19,
foi verificada a presenca de agrupamentos (“pontos quentes”) geograficamente préximos
entre casos e controles do nosso estudo e as notificagbes do SINAN. As regionais
administrativas 1, 5 e 3 foram responsaveis, em ordem decrescente, pela maior

concentracao de notificacdes de casos de TB.
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Figura 19 - Distribuicdo geografica de casos e controles de tuberculose e
densidade de Kernel georreferenciados no SINAN no ano de 2017, Fortaleza-
Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).

(+) 15 casos (R >3 farmacos); (») 25 casos (R <2 farmacos); () 1.245 casos de TB pulmonar
notificados pelo SINAN; algarismos 1 a 6: respectivas regionais administrativas; Densidade de
kernel: baixa intervalo de 0 a 3 casos; média: 7 casos; alta: 17 casos.

Na Figura 20, é observado um padrdao espacial dos casos, controles e
agrupamentos de TB. Estes agrupamentos correspondem a trés ou mais notificacées de
TB em um raio de até 10 metros, incluindo amostras do nosso estudo e do SINAN.
Novamente, é observado que as regionais 1, 5 e 3 concentram uma grande quantidade de

agrupamentos.
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Figura 20 - Distribuicao geografica de casos e controles e notificacdes do SINAN de TB
no ano de 2017, Fortaleza-Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).

(+) 15 casos (R >3 farmacos); () 25 casos (< 2 farmacos); () agregados de casos de TB
pulmonar notificados pelo SINAN (Sistema de Informagéao de Agravos de Notificagdo) em raio
de até 10metros; algarismos 1 a 6: respectivas regionais administrativas.

A figura 21, de modo semelhante a figura 20, mostra os agrupamentos acrescidos
da distribuicdo de Kernel, evidenciando quatro “zonas quentes” de agrupamentos,
identificadas pelas letras A, B, C e D (FIGURA 21). As “zonas quentes” sdo formadas por

agrupamentos de TB com distancia inferior ou igual a 10 metros de raio.



Figura 21
georreferenciados no SINAN no ano de 2017 e regides de

agrupamentos, Fortaleza-Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).

(+) 40 isolados de TB participantes do estudo; (+) agrupamentos de casos de TB pulmonar
notificados pelo SINAN (Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo); algarismos 1 a
6: respectivas regionais administrativas; (O) conjunto de isolados em raio inferior ou igual a

10 metros.
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- Distribuicdo geografica de casos e controles, densidade de Kernel
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Figura 22 - Distribuicdo geografica das residéncias dos isolados de Mycobacterium
tuberculosis participantes do estudo e dos isolados pelo SINAN em 2017, Fortaleza-Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).

7 Isolados de Mycobacterium tuberculosis do estudo;  Agrupamentos de M. tuberculosis; ®
Isolados de M. tuberculosis referenciados pelo SINAN (Sistema de Informacao de Agravos de
Notificacao).

A - Distancia de 59 m entre os isolados do estudo e aglomerados referenciados pelo SINAN.
Bairro: Barra do Ceara, regional 1.

B - Distancia de 178 m entre os isolados do estudo e aglomerados referenciados pelo SINAN.
Bairro: Barra do Ceara, regional 1.

C - Distancia de 350 m entre os isolados do estudo e aglomerados referenciados pelo SINAN.
Bairro: Bom Jardim, regional 5.

D - Distancia de 736 m entre os isolados do estudo e aglomerados referenciados pelo SINAN.
Bairro: Vincente Pinzon, regional 2.

Em 2017 foram georreferenciados 107 notificagdes pelo SINAN de TB pulmonar
resistente diagnosticados por Gene Xpert™ MTB/Rif em Fortaleza. Deste modo, a Figura
23, mostra as notificagées de TB-DR do SINAN e nossos casos e controles. E observado
que as regionais com baixo desenvolvimento econdmico, regionais 1, 5 e 3 sé&o

responsaveis pela maioria das notificagdes de TB-DR.
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Figura 23 - Distribuicdo geografica de casos, controles e isolados de TB resistentes no

ano de 2017, Fortaleza —Ceara.
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Fonte: Préprio autor (2018).

(+) 15 casos (R >3 farmacos); () 25 casos (< 2 farmacos); () 131 casos de TB resistente no

ano de 2017.
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6. DISCUSSAO

Analisando o perfil s6cio demografico, observamos que a maioria dos
participantes pertenciam a faixa etaria menor que 30 anos, com mediana de idade de 44
anos. Este dado estd de acordo com estudos realizados por Ferreira et al. (2011) e
Jacobs et al. (2018), e em termos nacionais, com Luiz et al. (2013) e com Amaral (2015)
em seus estudos realizados em Fortaleza, Ceara. Esses resultados caracterizam uma
populacdo economicamente ativa, a qual se ausenta do trabalho seja por conta das
incapacidades geradas pela doenca ou tratamento, levando a um prejuizo social e

econOmico para a familia.

Com relacdo a distribuicdo dos participantes entre os casos e controles,
ocorreu um predominio dos casos na faixa etdria superior aos 50 anos. Esse
comportamento foi relatado por Gupta et al. (2008), que verificaram uma maior
prevaléncia de algumas condicdes morbidas, como diabetes, hipertensdo e doencas
obstrutivas crénicas, que poderiam facilitar o desenvolvimento de TB-DR. Vendramini et al.
(2003) relataram que paises em transicdo demografica, com consequente aumento da
populacédo acima de 50 anos, associado a dificuldades no diagndstico precoce, na adesao
do tratamento e a presenca de comorbidades, levariam a um aumento de casos de TB-DR

na faixa etaria correspondente.

No nosso estudo, foi observado que 53,1% dos participantes pertenciam ao
sexo masculino, semelhante ao descrito em pesquisas realizadas no ambito nacional em
que associam uma maior incidéncia da TB-DR a esse género (BARROSO et al., 2003;
FERREIRA et al., 2011; BRAGA et al., 2012). Entretanto, ao analisarmos essa variavel em
relacdo aos casos e controles, verificamos uma diferenga significativamente estatistica
(p=0,0213), com uma maior prevaléncia do sexo masculino nos casos (73,7%). Dentro
desse contexto, alguns estudos demonstram um aumento da resisténcia a farmacos anti-
TB associada a maior exposicdo do homem a fatores de riscos relacionados a TB-DR
como: uso de bebidas alcodlicas, drogas ilicitas e tabagismo. Outro fator relacionado é a
baixa adesdo do género masculino no tratamento de TB-DR. Viana et al. (2018), em um
estudo realizado no Rio de Janeiro, constataram que 75,8% dos pacientes que
abandonaram o tratamento pertenciam ao sexo masculino.

O nivel de escolaridade da populacdao acometida por TB é considerado um
fator de risco para o desenvolvimento de TB-DR (ARCENIO et al., 2011; HECK et al.,
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2011). Segundo estes autores, o baixo nivel escolar dificulta o acesso aos servigos de
saude e aumenta a chance de abandono ao tratamento. Com relacéao aos participantes da
pesquisa, 73,5% apresentavam quatro anos ou mais de estudo. Vale ressaltar que o
nosso estudo deveria ter estratificado mais a variavel nivel escolar, pois uma populacao
com quatro anos ou mais de estudo pode nao significar um alto grau de escolaridade.

Com relagao a ocupagéo, foi observado que a maioria dos participantes (77,5%)
estavam desempregados e, de modo semelhante, esta variavel n&o apresentou
significancia estatistica entre os casos e controles. Em acordo com este resultado,
estudos realizados em Jodo Pessoa (NOGUEIRA et al, 2008) e no Espirito Santo
(FREGONA et al., 2017), verificaram que mais de 64% dos pacientes com TB-DR
possuiam renda de até um salario minimo ou ndo possuiam qualquer fonte de renda. E
importante ressaltar que o0s baixos niveis socioecondmicos imprimem uma maior
vulnerabilidade a TB-DR, ao refletir o acesso desigual a informacédo, aos bens de
consumo € aos servicos de saude.

Analisando o0s habitos sociais observamos que o alcoolismo teve um
predominio com significancia estatistica nos casos (73,7%; p< 0,021). Além disso, foi
evidenciado uma razdo de chance quatro vezes maior para pessoas que fazem uso de
bebida alcodlicas a desenvolverem resisténcia a trés ou mais farmacos, do que aqueles
que nao fazem uso. Esses achados foram relatados em pesquisas realizadas no ambito
nacional, onde o uso abusivo de alcool esteve presente em 27,6% dos casos de TB-DR
em um municipio paulista (PEDRO et al., 2015), em 22,9% de TB-MDR no estado de Sao
Paulo (FERREIRA et al., 2011) e em 59,5% de TB-MDR no Espirito Santo (VIEIRA et al.,
2007). Sinha et al. (2017) realizaram um estudo, na india, em que evidenciaram uma
associagao de 60,8% de casos de TB-MDR com o uso de alcool. Sabe-se que o uso do
alcool é uma das principais causas que favorecem a ndao adesao ao tratamento e, por
conseguinte, o abandono. Rabahi et al. (2007) destacaram que o abandono ao tratamento
foi considerado como um dos principais fatores para a resisténcia aos farmacos de
primeira linha. Além disso, um estudo realizado por Merino et al. (1997), demonstrou que
o alcool altera a absorgao de farmacos de segunda linha para o tratamento anti-TB e por
consequéncia causava mudancas na concentracdo sérica dos farmacos no seu local de
acao.

Com relacdo ao tabagismo verificamos que 63,3% dos participantes nao
apresentavam o hébito de fumar. Embora no presente estudo ndo tenhamos encontrado
que o tabagismo seja um fator de risco para TB-DR, a literatura descreve uma forte
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relacdo entre esses fatores. Menezes et al (2007) verificaram que o tabagismo aumentou
o0 risco em 4 vezes para o desenvolvimento de TB-DR.

Analisando as comorbidades foi evidenciada uma  associagao
significativamente estatistica entre DM e desenvolvimento de resisténcia a trés ou mais
farmacos (52,6%; p=0,017). Estes resultados dao suporte a uma potencial relacao entre a
infeccdo pela TB-DR e DM. Nesse estudo, a razdo de chance para portadores de DM
desenvolverem resisténcia a trés ou mais farmacos foi treze vezes maior quando
comparado aos que nao tem. Da mesma forma, um estudo conduzido em Shanghai
(China) observou uma taxa de 20,7% de DM associada a TB-MDR (WANG et al., 2015).
Em uma revisao sistematica e meta—analise, Restrepo (2016) relatou que pacientes com
DM apresentaram um risco quatro vezes maior de desenvolverem TB-DR do que aqueles
somente com TB. Além disso, um estudo realizado por Micheletti et al. (2014) relatou uma
prevaléncia de 17,7% de DM em casos de TB-MDR. Contudo, outros estudos nao
demonstraram um risco aumentado de TB-DR e DM (SUBHASH et al., 2003; MUNOZ et
al., 2016). A disparidade de resultados obtidos e uma baixa quantidade de trabalhos
justifica a necessidade de mais estudos sobre a frequéncia de TB-DR em diabéticos.

E praticamente consenso entre os estudiosos que o abandono ao tratamento é
um fator de risco para o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. No nosso estudo,
verificamos que 30,6% dos participantes néo realizaram tratamento anterior para TB-DR.
Em acordo com esta observacao, estudos realizados na Arabia Saudita (ASAAD et al.,
2012) e na Etiépia (HAMUSSE et al., 2016) evidenciaram resisténcia primaria de 26,5% e
38,2% em pacientes com TB-DR, respectivamente. Luiz et al. (2013) encontraram uma
frequéncia de resisténcia primaria de 14,9% em pacientes com TB-MDR; n&o obstante,
em um estudo realizado no Rio de Janeiro, Barroso et al. (2003) relataram que 16,4% dos
pacientes apresentaram resisténcia primaria a pelo menos um dos farmacos anti-TB. Esse
quadro emergente, do aumento da prevaléncia da resisténcia priméaria, demonstra a
transmissao de cepas resistentes na comunidade e uma possivel falha nos programas de
controle de TB-DR.

Analisando a relacado TB-DR e o numero de contatos intradomiciliares
verificamos uma significAncia estatistica em que 68,4% (p=0,0165) dos casos residiam
com quatro ou mais pessoas. Da mesma forma, um estudo realizado no Rio de Janeiro
verificou uma média de quatro contatos para cada caso de TB-MDR (KRITSKI; RABAHI,
1996). Além disso, estes pesquisadores demonstram que 8% dos contatos de pacientes
com TB-MDR desenvolveram TB e que nove dos trezes isolados de M. tuberculosis
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apresentavam um padrdo de susceptibilidade semelhante aos casos indices. Em um
estudo mais recente, Garrido et al. (2014) verificaram que pacientes com TB-DR
apresentavam uma média de cinco contatos familiares. Este padrao também foi
observado em pesquisas internacionais, onde uma meta analise de 25 estudos constatou
uma média de quatro contatos familiares para cada caso de TB-DR. Ademais, o mesmo
estudo verificou que 7,8% dos contatos domiciliares de TB-MDR desenvolveram TB em
um periodo de 3 anos (SHAH et al., 2017).

Com relacao a analise dos exames laboratoriais observamos um predominio de
lesao cavitaria bilateral em 67,3% dos participantes. Este resultado também foi observado
em uma pesquisa realizada no Rio de Janeiro, com amostras de oriundas das cidades de
Belém e S&o Paulo, onde identificou uma frequéncia de 92,8% dos pacientes com TB-DR
apresentaram lesdo cavitaria bilateral (DALCOMO et al., 1999). Em um estudo mais
recente (DALTON et al., 2014) foi identificado um predominio de lesbes bilaterais cavitaria
em 29% das amostras com TB-XDR. Na literatura, existe uma hipétese que a presenca de
cepas mutantes, sdo favorecidas pela rapida multiplicacdo dos bacilos dentro das
cavidades pulmonares devido a um ambiente de alta oxigenacao e a protecéo dos bacilos
através de paredes espessas que diminuem a concentracao inibitéria das drogas, levando
assim ao desenvolvimento de TB-DR (BARROSO et al., 2003; YODER et al., 2004). De
fato, outras pesquisas mais recentes parecem dar suporte a essa hipétese. Marfina et al.
(2018) verificaram que a cirurgia toracica poderia melhorar significativamente o tratamento
de pacientes com TB-XDR que apresentam lesdes cavitaria bilaterais. Kemper et al. (2017)
verificaram uma resisténcia adicional em 37% das amostras provenientes de lesbes
cavitarias comparadas a amostras de escarro.

No presente estudo avaliamos o perfil de resisténcia fenotipico de 49 amostras
aos principais farmacos utilizados no tratamento da TB. Analisando os resultados,
verificamos que a monorresisténcia a R € menos frequente do que a | (8,2% e 14,3%
respectivamente). Este dado é relevante pois ocorreu uma adigdo de uma quarta droga, E,
no esquema de primeira linha para tratamento de TB em virtude do aumento de
resisténcia a |. Segundo Kritski et al. (2010) os dados do Il inquérito nacional de
resisténcia a farmacos anti-TB justificam a introducdo do E devido a constatacdo, na
Ultima década, do aumento da resisténcia primaria a | de 4,4% para 6,0% e resisténcia
priméaria a | associada a R de 1,1 para 1,4%.

Estudos internacionais revelam uma variabilidade significativa quanto a

resisténcia isolada a |. Gupta et al. (2013), em um estudo realizado na india, verificaram



65

que 18,3% das amostras apresentavam monorresisténcia a |. Migliori et al. (2010b)
reportaram uma frequéncia resisténcia primaria a | de 42,4% e 40,8% nos paises
Uzbequistdo e Azerbaijao respectivamente. Meriki et al. (2013) verificam uma frequéncia
de 3,9% de resisténcia a | nas regides nordestes e sul de Camardes. Por outro lado, no
Brasil foi verificado resultados semelhantes por Coelho et al. (2012) com 8,1% em
Santos/SP e de 10,9% no Rio de Janeiro no estudo de Aguiar et al. (2009) com. Quanto
ao nordeste do pais, Barroso et al. (2001), em estudo realizado no Estado do Ceara,

encontraram 24,3% de resisténcia a |.

A TB-MDR foi verificada em 30,6% dos participantes da pesquisa. Este
resultado estd acima dos estudos realizados no Para (LOPES et al., 2012) e em Mina
Gerais (MENDES et al., 2014), que relataram uma frequéncia de TB-MDR de 26,3% e
13,20%, respectivamente. Entretanto, menor que uma pesquisa realizada na Paraiba
onde encontrou uma prevaléncia de 68,1% de caso de TB-MDR (MEDEIROS et al., 2015).
Da mesma forma, Jacobs et al. (2018) realizaram um estudo descritivo de série de casos
de TB-DR notificados no Brasil no ano de 2014 e encontraram uma padrédo de resisténcia
de TB-MDR em 50,9% dos casos. Quanto ao estado do Ceara, Luiz et al. (2013)
relataram uma frequéncia de 47,1% de casos de TB-MDR. Estes resultados reforcam a
probleméatica da TB-MDR no estado, o que pode demandar a necessidade de
reformulacdes das acdes do Programa Estadual de Controle da TB.

O perfil de polirresisténcia mais comum foi a de R+I+E+S com 22,4% dos
casos, seguida da R+I+S com 16,2%. Essas combinagdes diferem do estudo de Becerril-
Montes et al. (2013), com 0,72% e 2,16%, respectivamente. Contudo, aproximam-se dos
dados de Daniel;Osman (2011), que apontaram 18,2% e 16,4%. Nogueira et al. (2008) em
um estudo realizado na Paraiba, evidenciaram que 23% das amostras possuiam
resisténcia a combinacao R+1+S e 36% apresentaram resisténcia para R+|+S+E. Chama
atencao o numero de casos de resisténcia associada a estreptomicina. No nosso estudo,
observamos um caso de monorresisténcia, contudo em associacdo com 0s outros
farmacos foram 39,1% dos casos de resisténcia. Barroso et al. (2001), verificaram uma
padrao de polirresisténcia associada a estreptomicina de 3,9%. Em um estudo mais atual,
Luiz et al. (2013) verificaram 23,2% de casos de resisténcia associadas a estreptomicina.
Estes resultados evidenciam um aumento de casos de resisténcia a estreptomicina no

estado do Ceara.
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A resisténcia aos antimicrobianos é resultado de uma sequéncia de mutacdes
nos diferentes genes envolvidos no mecanismos de agdo dos farmacos (Zimenkov et al.,
2014). Estudos demonstram que a demora na identificacdo da resisténcia aos farmacos e
no inicio do tratamento efetivo contribui para altas taxas de mortalidade (50-80%) com um
curto periodo entre o diagnostico e a morte (SHARMA et al., 2014; SOTGIU et al., 2015).
Nesse sentido, o desenvolvimento de técnicas moleculares e caracterizacdo das
mutagdes relacionadas aos principais farmacos anti-TB, podem reduzir o tempo para a
obtencdo da informacao referente a sensibilidade e, assim, auxiliar na escolha de uma
terapia adequada.

No nosso estudo verificamos, através da técnica PCR-MAS, 59 mutacdes
pontuais em 49 isolados de M. tuberculosis. Analisando os genes relacionados a
resisténcia ao farmaco |, observamos que 75,6% dos isolados apresentaram resisténcia
ao gene katG, com predominio de todas as mutagbes encontradas corresponde ao katG
S315T. Silva et al. (2003) relataram que as mutagdes podem variar de acordo com a
regidao demografica. De fato, estudo realizados em Sao Paulo (CARDOSO et al., 2004) e
em Mina Gerais (CLEMENTE et al.,, 2008) verificaram uma frequéncia de mutacao no
cédon S315T de 61,9% e 70%. Da mesma forma, Costa et al. (2009) analisaram amostras
de M. tuberculosis provenientes do estado do Ceara, Sao Paulo, Rio de Janeiro e Para, e
verificaram que 98,3% dos isolados analisados apresentaram mutagédo no cédon S315T.
Em um estudo mais recente, De Freitas et al. (2014), evidenciaram que 82,8% dos
isolados apresentaram mutagdo no cédon katG315, com predominio de substituicao
S315T.

Estudos no brasil demostram um percentual de mutacao no gene katG préximo
ao de pesquisas realizadas no ambito internacional. Em Mynamar, Aung et al. (2015)
encontram uma frequéncia 93,2% da mutacdo S315T. Zignol et al. (2018) realizaram uma
pesquisa em hospitais e clinicas de sete paises, Azerbaijao, Bangladesh, Bielorrussia,
Paquistao, Filipinas, Africa do Sul e Ucrania, e verifacaram uma prevalencia de 92,1% da
mutacdo S315T.

As mutacdes nos genes katG e mabA, sao responsaveis por aproximadamente
70% a 80% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a | (Cardoso et al., 2004).
Pesquisas recentes mostram uma grande variabilidade geografica da frequéncia das
mutacées do gene mabA. Estes resultados foram verificados na Etiopia com 0,8%,
Polénia com 9,6% e nas Filipinas com 22% (HERRERA et al., 2004; WANG et al., 2011;
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JAGIELSKI et al, 2015). Neste estudo, evidenciamos que 19,5% das amostras
apresentaram mutacdo no gene mabA-15, com predominio de todas amostras na
substituicdo nucleotidica C—T. Estudos nacionais corrobaram com esta observagéao, uma
pesquisa realizada no Rio Grande do Sul (ESTEVES et al, 2018) e em Sao Paulo
(BOLLELA et al., 2016) encontraram a mutagéo no gene mabA-15 em 6,25% e 40,9% das
amostras, respectivamente.

Existe uma argumentagdo consistente na literatura associando a mutagéo do
gene KatG 315 com uma maior concentragao inibitéria minima (CIM) quando comparada
a regiao promotora mabA-inhA, por isso alguns pesquisadores consideram esta mutacéo
como um dado clinico mais relevante (VAN DOORN et al., 2006). De fato, a mudanca de
unico nucleotideo C—G, na posicao katG315, levaria a uma mudanga no aminoacido
SER—THR. Esta troca inibe a ativagdo da | endogicamente devido a diminuicdo da
atividade da enzima catalase-peroxidase (CARDOSO et al., 2007; ZHANG et al., 2005).

A andlise do sequenciamento do gene rpoB revelou mutagdes em trés cddons:
531, 516 e 526. Destes, a mutacao S531L foi a mais frequente com 45,8%, seguida da
mutacdo D516V e H526S. A alta frequéncia da mutagcdo no cdédon S531L é relatada em
pesquisas realizadas em diferentes paises (THIRUMURUGAN et al., 2015; ZAW et al.,
2017; KIGOZI et al, 2018). Siu et al. (2010), em um estudo realizado na China,
verificaram uma predominancia da mutacdo S531L em 52,2% das amostras. Muthaiah et
al. (2017) encontram uma proporcao maior (55,6%) de casos de resisténcia a R associada
a mutacdo S531L. Semelhante aos dois estudos mencionados acima, Ravidran et al.
(2016) também relataram uma frequéncia de 84,6% da S531L.

Considerando as dimensdes de um pais continental como o Brasil, pesquisas
nacionais demonstram que a frequéncia de mutagdes nos cddons acima citados varia
bastante entre as regides demograficas, no entanto, sempre mantém a ordem de
constancia de 531, 516 e 526 (PERIZZOLO et al., 2012; HOFLING et al., 2005). DE
FREITAS et al. (2014) analisaram noventa e nove isolados de TB-DR provenientes de 12
estados brasileiros. Estes autores descreveram que 44,4%, 9% e 3% dos isolados
possuiam mutagdes nos coédons S531L, H526S e D516V respectivamente. Da mesma
forma, um estudo realizado no Rio Grande do Sul, verificou uma maior frequéncias das
mutacées S531L, H526S e D516V em amostras com resisténcia R (ESTEVES et al.,
2018).
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Embora muitas pesquisem descrevam que as mutacOes relacionadas a R
estejam relacionadas a um sitio denominado de “regidao determinante de resisténcia a R”
(RDRR), algumas mutagdes sdo descritas na literatura fora dessa regido hot spot. Siu et
al. (2011) encontram duas mutacdes fora da regiao RDRR: V146F e |1572F. Heep et al.
(2001), em um estudo realizado na india, verificaram diferentes mutacdes ocorridas no
cédon 516, 526 e 531 e uma mutacéao fora da regidao hot spot.

No nosso estudo verificamos que ocorreu uma discrepancia dos resultados do
codon 531 entre as técnicas de MAS-PCR e sequenciamento. Na MAS-PCR nao foi
identificado nenhuma alteracdo genética na regido 531. Este resultado tem que ser
analisado com cautela pois analisamos um numero pequeno de amostras. Behdani et al.
(2017) em um estudo realizado no Ira, verificaram uma baixo nivel de sensibilidade da
PCR-MAS com relacdo a mutacdao S531L. Mokrousov et al. (2003) relataram a
importancia do uso do sequenciamento genético com uma forma de diminuir os resultados
falsos-negativos. Nao obstante, pesquisas relatam a importancia da utilizacdo de DNA
polimerases que possuam uma baixa taxa de incorporacdo incorreta de nucleotideos,
bem como a presenca de exonocleases que permitam a remog¢ao de nucleotideos mal
incorporados no processo de polimerizagdo do DNA (STEIZ et al., 1999; HOLLAND et al.,
1991)

Nos ultimos anos tem se observado o aumento da resisténcias aos farmacos
de segunda linha usados para o tratamento da TB. No Brasil, existem poucas pesquisas
relatando a prevaléncia dos principais genes relacionados com a resisténcia da FQ e AG.
No nosso estudo observamos que as mutacdes relacionadas a FQ estiveram presentes
nos cddons 89 ,90, 94 e 95 do gene gyrA. Destes, a mutacdo S95N foi a mais frequente
com 29%, seguida da mutacdo A90V (19%) e D94V (12%). E importante ressaltar dois
aspectos. O primeiro € que o HM ndo realiza o teste fenotipico para FQ, sendo assim, o
tratamento para TB-XDR é feito empiricamente. O segundo é que os dados relatados nao
estao de acordo com os resultados reportados na literatura. Oudghiri et al. (2018), em um
estudo realizado em Marrocos, verificaram que a mutacdo mais registrada foi a A90V com
47,6%, seguida da mutagdo D94V com 7%. Da mesma forma, um estudo de revisdo
sistematica demonstrou que a frequéncia cumulativa das mutagdes associadas a FQ teve
uma maior prevaléncia para mutacao A90V, variando de 21 a 32% de acordo com o tipo
de FQ testado (AVALOS et al.,, 2015). De fato, estudos realizados na Africa do Sul
(STREICHERM et al., 2012), na Russia (MOKROUSOQV et al., 2008) e na China (LAU et
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al., 2010) verificaram uma maior frequéncia na mutagdo A90V em 26,4%, 27,2% e 17,8%
das amostras, respectivamente. Esses dados demonstram uma variacao nas frequéncias
da mutacdo do gene gyrA e reforcam a importancia da deteccao global aos principais

farmacos ultilizados no tratamento da TB-XDR.

Com relacao aos aminoglicosideos verificamos que os testes PCR-MAS e
sequenciamento genético ndo evidenciaram nenhuma mutagcdo com relacdo a essa
classe de farmacos. Algumas hipoteses podem ser feitas a respeito desse resultado. A
primeira é que estudos relatam diferentes genes relacionados a mutagao dos AG. Jnawali
et al. (2013), em um estudo realizado na Coreia, evidenciaram que a mutacdo no gene
rpsL foi a mais frequente, com 56,6% das amostras, seguida da mutacado no gene gidB
(20,8%). CORDOBA et al. (2013) verificaram que 46% das amostras apresentaram
resisténcia ao gene rpsL. Em termos nacionais, uma estudo realizado no Rio Grande do
Sul, evidenciou que as mutagcées no gene gidB apareceram em 27% das cepas
resistentes a estreptomicina, que né&o continham muta¢cdées nos genes rpsL ou rrs, e
estavam associadas a baixa resisténcia a estreptomicina (SPIES et al., 2011). Outras
pesquisas postulam a resisténcia do AG com a presenca de bombas de efluxos. Reeves
et al. (2013) identifcaram oito muta¢dées associadas ao regulador trascricional whiB?7.
Estes mesmos autores identificaram que as mutagdes levaram a um aumento de 23 a 145
vezes do gene Rv1258c, codificador da bomba de efluxo TAP. Sowajassatakul et al. (2018)
verificam um aumento da expressdo do gene whiB7 em amostras resistentes a
estreptomicina. Além disso, identificaram a expressao de dois genes de bomba de efluxo,
o Rv1877 e o Rv2846. Estes resultados demonstram a necessidade de avaliar as
mutacgdes relacionadas aos AG em regides fora do consenso natural da lituratura em que

reportam como mutacdao mais prevalente a do gene rrs A1401G.

Segundo Queiroga et al. (2012) a andlise do georreferenciamento além de
permitir a visualizacdo dos casos da doenca distribuidos por territérios, identificando
grupos populacionais vulneraveis e areas de sub-registros noticiados pelo SINAN,
também propicia uma visualizagdo da taxa de TB por regido ou bairro, contribuindo assim
com o servigo de vigilancia epidemioldgica. Em nosso estudo, foram encontrados casos
de TB-S e TB-R em todos as regides de Fortaleza, apresentando uma concentragao maior
em bairros de menor IDH.
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Analisando as taxas de incidéncia de TB por bairro, observou-se que, nos
bairros do Bom Jardim, Barra do Ceara, Carlito Pamplona, Pirambu, Pedras e Centro
foram responsaveis por uma grande numero de notificagbes desta doenca. Estes bairros
estdo situados nas regionais administrativas com menores indices de IDH, regional 1, 3 e
5. LIMA et al. (2017), em um estudo realizado no Para, evidenciaram que o padrdo de
localizagdo da TB estava presente em regides da periferia e centrais, devido as baixas
condigbes socioeconémicas das familias, dificuldade de acesso aos servicos de saude e
migragdes internas, esta, principalmente nos centros da cidade, por apresentar uma maior

fluxo de pessoas, contribuindo assim para propagacao da doenca.

Analisando a localizacdo geografica dos isolados de TB, observamos a
presenca de quatro “zonas quentes” de agrupamentos de M. tuberculosis nos bairros
Barra do Ceara, Vicente Pizon e Bom Jardim. Este resultado corrabora com um estudo
realizado por Viera et al. (2008), que avaliando a implantagdo de sistema de vigilancia
baseado em informacdes geografica e censitarias no municipio de Vitéria, Espirito Santo,
verficaram uma importante associagéo entre o baixo nivel socioecémico e a ocorréncia de
aglomerados de TB. Da mesma forma, estudos realizados em Fortaleza (LUIZ et al., 2013)
e Ribeirdo Preto (HINO et al, 2011) relataram a presenca de aglomerados de TB nos
bairros que apresentaram os piores IDH. Tais resultados sugerem o risco de adoecimento
de TB em regides que apresentem clusters de M. tuberculosis. Estudos tem demonstrado
que a transmissao de TB pode ocorrer em contatos casuais e a localizagdo da exposicéao
€ um fator a ser considerado (ANDREW et al., 2008; LOPEZ —CALLEJA et al., 2009).

Quanto as limitagdes do presente estudo pdde-se citar a dificuldade de se obter
informacdes completas sobre os pacientes uma vez que alguns questionarios nao
continham todas as informac¢des necessarias. Outra limitagcdo se refere ao tamanho da
amostra, pois, em alguns momentos, o HM n&o tinha o insumo necessario para realizagao
do TSA nas amostras de pacientes suspeitos de TB-DR e com isso dificultava a captacao
de participantes para a pesquisa.
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7 CONCLUSAO

Os participantes incluidos no estudo tinham uma mediana de idade de 44,0
anos, sem diferenca entre os grupos com resisténcia aos farmacos antimicobacterianos.
O sexo masculino foi significantemente o mais frequente entre os casos, apresentando
5,2 vezes mais chance de ter TB-DR a trés ou mais farmacos. A diabetes e o etilismo
foram mais frequentes nos casos apresentando 4,3 e 13,25 vezes mais chance de ter TB-
DR a trés ou mais farmacos, respectivamente. O numero elevado de contatos
intradomiciliares foi fator de risco, apresentando 4,3 vezes mais chance para TB com
resisténcia a trés farmacos ou mais.

Em relacdo ao teste fenotipico de sensibilidade aos farmacos I, R, S e E, 0s 49
pacientes apresentaram isolados com resisténcia a trés ou mais farmacos, seguido de
resisténcia a dois ou mais farmacos e com menor frequéncia a somente um farmaco. A
resisténcia do tipo MDR foi a mais frequente.

Quanto a analise por PCR-MAS, foram detectadas mutagbes nos genes
katG, rpoB, mabA e gyrA. A técnica nao detectou mutacoes nos gene e rrs.

Quanto ao sequenciamento, este foi capaz de identificar mutacdes nos
genes katG, mabA, rpoB e gyrA, confirmando mutagdes identificadas pela PCR-MAS e
identificando outras ndo detectadas. Contudo, a metodologia de sequenciamento
apresentou uma maior sensibilidade e acuracia da deteccdo da mutacdo. Também
identificou mutacdes nao silenciosas em isolados com perfil fenotipico sensivel.

A analise espacial dos participantes incluidos no estudo mostrou uma
concentragdo de casos de TB na regional administrativa I, na qual também possui maior
concentragdo de casos notificados pelo SINAN. Também foi observado agrupamentos
(“clusters”) de casos em raios igual ou inferior a 10 metros. A analise mostrou que os

agrupamentos sao formados por casos de TB-DR e casos de TB sensivel aos farmacos.
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ANEXOS
ANEXO A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Esclarecimento

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo de Mycobacterium
tuberculosis Multidrogra (MDR) e Extensivamente Resistente (TB-XDR) em pacientes com
historia de tratamento anterior em servico de referéncia no Estado do Ceara”. Os avangos

na area da saude ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participacao é

importante. O objetivo deste estudo é: Determinar e compreender as variaveis 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 prevencgao da TB resistente. Caso vocé participe,
sera necessario a coleta de escarro e respostas de perguntas relacionadas a TB. Seréao
realizados exames de tipagem genética a partir da cultura da bactéria e teste de
sensibilidade as drogas anti-tuberculoese.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser e podera nao participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualgquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé nao recebera qualquer tipo de
pagamento, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias a realizagdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome ndo aparecera em qualquer
momento no estudo, pois vocé sera identificado com um namero (registro do laboratério).
Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Os investigadores sao: 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 Ceara, Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo Tedfilo, Fortaleza. Telefone (085)
3366-8303. Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida 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 informagdes que li e/ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Mycobacterium tuberculosis Multidrogra
(MDR) e Extensivamente Resistente (TB-XDR) em pacientes com histéria de tratamento
anterior em servico de referéncia no Estado do Ceara.”.

e , li e/ou ouvi o esclarecimento acima e
ficaram claros para mim quais s&o os propésitos 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 nao afetara meu tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado,

que nao terei despesas e nao receberei dinheiro por participar do estudo.

—————————————————————————————————————————————————————————————— Assinatura do paciente

-------------------------------------------------------------- Assinatura do representante legal

—————————————————————————————————————————————————————————————— Assinatura da testemunha
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ANEXO C - Mapa da distribuicdo dos casos de tuberculose por regional e por bairro na cidade
de Fortaleza —Ceard, no ano de 2017.

QGIS:SMS_CIEVS/DPML-UFC




ANEXO D - Frequéncia de casos de tuberculose nos bairros de Fortaleza,

Ceara, no ano de 2017.
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Bairro Populacao TB pulmonar Indice IDH
Mondubim 81480 24 29,5 0,232
Manuel Dias Branco 1549 7 451,9 0,491
Farias Brito 12925 10 77,4 0,499
Benfica 13881 10 72,0 0,517
Monte Castelo 14160 8 56,5 0,435
Boa Vista 13123 7 53,3 0,313
Edson Queiroz 23798 13 54,6 0,351
Cajazeiras 15513 5 32,2 0,304
Aeroporto 9234 0 0,0 0,176
Pici 45531 22 48,3 0,218
Canindezinho 44148 17 38,5 0,136
Joao XXIlI 19713 8 40,6 0,283
Messejana 44669 13 29,1 0,375
Quintino Cunha 37630 13 34,5 0,222
Antbénio Bezerra 27693 21 75,8 0,348
Cidade 200 8864 5 56,4 0,561
Olavo Oliveira 13027 6 46,1 0,212
ltaperi 24176 6 24,8 0,368
Dias Macedo 12978 5 38,5 0,271
Alto da Balanga 13731 12 87,4 0,347
Mucuripe 14730 4 27,2 0,793
Democrito Rocha 11779 4 34,0 0,369
Genibau 43218 25 57,8 0,138
Praia do Futuro | 7104 1 14,1 0,291
Parque Santa Rosa 13705 0 0,0 0,243
Lagoa Redonda 29946 7 23,4 0,252
Jose de Alencar 17147 2 11,7 0,376
Carlito Pamplona 31155 30 96,3 0,299
Parque Iracema 9011 2 22,2 0,504
Bonsucesso 44143 22 49,8 0,262
Cambeba 8169 5 61,2 0,517
Pirambu 19046 31 162,8 0,299
Parque Santa Maria 14296 1 7,0 0,214
Passaré 54581 20 36,6 0,224
Parangaba 33160 13 39,2 0,418
Sapiranga Coite 34457 9 26,1 0,337
Conjunto Palmeiras 39215 19 48,5 0,119
Pan Americano 9446 8 84,7 0,373
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ANEXO D - Frequéncia de casos de tuberculose nos bairros de Fortaleza,
Ceara, no ano de 2017.

Bairro Populacao TB pulmonar Indice IDH

Padre Andrade 13862 4 28,9 0,361
Siqueira 36034 23 63,8 0,148
Centro 30580 36 117,7 0,566
Praia de Iracema 3355 3 89,4 0,722
Guajeru 7143 3 42,0 0,288
Paupina 15713 13 82,7 0,284
Aldeota 45390 15 33,0 0,866
Luciano Cavalcante 16654 5 30,0 0,522
Guararapes 5642 1 17,7 0,767
Damas 11486 3 26,1 0,517
Salinas 4604 2 43,4 0,491
Parque Dois Irmaos 29182 23 78,8 0,251
Sao Joao do Tauape 29572 13 44,0 0,491
Cais do Porto 23981 20 83,4 0,233
Dionisio Torres 16751 3 17,9 0,859
Curio 8183 3 36,7 0,188
Joaquim Tavora 25127 5 19,9 0,662
Jardim das Oliveiras 31684 12 37,9 0,273
Conjunto Ceara | 20594 5 24,3 0,359
Varjota 9023 4 443 0,712
Aerolandia 12171 12 98,6 0,313
Parque Presidente 7706 3 38,9 0,138
Vargas

Moura Brasil 4033 9 223,2 0,284
Planalto Ayrton Senna 42266 18 42,6 0,168
Pedras 1438 2 139,1 0,263
Sao Gerardo 15542 4 25,7 0,596
ltaoca 13368 7 52,4 0,373
Vila Ellery 8424 2 23,7 0,415
Jardim Guanabara 15985 8 50,0 0,325
Presidente Kennedy 24648 8 32,5 0,428
Floresta 30961 28 90,4 0,223
Serrinha 30826 4 13,0 0,282
Alvaro Weyne 25384 13 51,2 0,364
Manoel Satiro 40666 9 22,1 0,292
Vila Velha 66022 19 28,8 0,217
Prefeito Jose Walter 35818 17 47,5 0,395
Barra do Ceara 77600 50 64,4 0,215
Amadeu Furtado 12539 4 31,9 0,587
Jangurussu 54087 32 59,2 0,172
Cidade Funcionarios 19562 4 20,4 0,571




ANEXO D - Frequéncia de casos de tuberculose nos bairros de Fortaleza,

Ceara, no ano de 2017.
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Bairro Populagao TB pulmonar indice IDH
Jardim Cearense 10825 4 37,0 0,318
Ancuri 7210 5 69,3 0,204
Parque Sao Jose 11236 2 17,8 0,284
Cristo Redentor 28627 23 80,3 0,253
Coco 21956 4 18,2 0,762
Maraponga 10882 2 18,4 0,394
Sao Bento 12819 1 7,8 0,198
Bom Jardim 40457 41 101,3 0,232
Granja Lisboa 55761 32 57,4 0,169
Joquei Clube 20712 8 38,6 0,406
Granja Portugal 42487 33 77,7 0,191
Sabiaguaba 2268 3 132,3 0,267
Couto Fernandes 5636 3 53,2 0,361
Dende 6040 1 16,6 0,181
Parque Araxa 7196 0 0,0 0,587
Jose Bonifacio 9480 1 10,5 0,0643
Vila Uniao 16477 8 48,6 0,467
Montese 27826 8 28,8 0,418
Parque Manibura 8067 0 0,0 0,578
Jardim Iracema 24841 12 48,3 0,299
Bom Futuro 6862 1 14,6 0,505
Vila Pery 22121 10 45,2 0,341
Parreao 11864 1 8,4 0,573
Fatima 24975 7 28,0 0,694
Meireles 39625 15 37,9 0,953
Jacarecanga 15219 13 85,4 0,458
Jardim America 13140 8 60,9 0,443
Vicente Pinzon 48772 34 69,7 0,331
Papicu 19685 26 132,1 0,591
Rodolfo Teofilo 20479 10 48,8 0,481
Praia do Futuro Il 12812 3 23,4 0,162
Bela Vista 17951 10 55,7 0,375
Henrique Jorge 28924 13 44,9 0,344
Autran Nunes 22724 4 17,6 0,181
Conjunto Ceara ll 25366 9 35,5 0,361
Barroso 31981 10 31,3 0,186
Coacu 7702 1 13,0 0,255
Dom Lustosa 14087 3 21,3 0,321
De Lourdes 3611 0 0,0 0,641
Parquelandia 15465 8 51,7 0,628




ANEXO E - Frequéncia dos casos de tuberculose por regional administrativa

em Fortaleza, Ceara no ano de 2017.
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Regional | Quantidade de casos | IDH

Regional 1 260 0,343
Regional 2 206 0,583
Regional 3 164 0,377
Regional 4 103 0,431
Regional 5 268 0,247
Regional 6 244 0,304




ANEXO E - Banner apresentando no 542 Congresso da Sociedade Brasileira de

Medicina Tropica, 02 a 05 de setembro de 2018, Recife- Pernambuco
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TUBERCULOSE DROGA RESISTENTE EM HIV NEGATIVOS: AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO
NA REGIAO METROPOLITANA DE FORTALEZA - CEARA
Thales Alves Campelo’; Luana Nepomuceno Gondim Costa Lima?; Caroliny Soares Silva'; Soraya de Oliveira Sancho’; Francisco

Gustavo Silveira Correia®; Cristiane Cunha Frota'.
'Laboratorio de Micobactérias, Universidade Federal do Ceara-UFC, Fortaleza-Cearg;

2Secdo de Bacteriologia e Micologia, Instituto Evandro Chagas. Belém-Para;

*Programa de Pds-Graduacdo em Satde Piblica, Universidade Federal do Ceara-UFC. Ceara.

INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa tratavel que afeta 3
humanidade a mihares de ano, sendo considerada a doenca
infecciosa que mais causa ob#o no mundo. A TB muh,droga
resistents (MDR) & definida como 3 resisténcis 3 isoniazida
(INH) e rifampicina (RIF). consttuindo 3ssim um problema grave
para o controle da doenga. De acordo com a OMS, em 2016 foi
estimado que ocorreram 480 000 casos de TB-MDR no mundo.
Em 2017, foram notificados 3.076 casos de T8 no Ceard, dos
quais 1.847 foram notificados spenas em Fonaleza o que
representa uma taxa de incidéncia de 83,8 casos novos por 100
mil habiantes. OBJETIVO: Identificar varidves
socioeconomicas, ambientais componamenrals'dadm clinicos)
e presenca de comorbidades associadas 3 TB-droga resistente
(OR) no ambito intradomiciliar e na comunidade

METODOLOGIA

Foram inciuidos 49 participantes com diagnostico de TB-DR em
HIV negatives. A entrevists dos pacientes foi realizada nos
ambulatérios do Hospital Dr. Carles Alberto Studart Gomes. Os
pacientes foram divididos em dois grupos: grupo controle,
composto por pacientes com resisténcia até dois farmacos e
grupo caso constituido por individuos com resisténcia a trés ou
mais farmacos.
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Baciloscopia: As culturas com crescimento visivel e em fase
exponencial de crescimento (entre 10-15 dias de cultivo). foram
confirmadas por BAAR através da colorag3o de Ziehl-Neelsen e
visualizagdo em microscopis dptica.
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RESULTADOS

A resisténcia 3 INH e RIF foi encontrada em 81,2% (30/49) das amostras
anakisadas. Diabetes (52.6%) e etilismo (73,7%) foram encontrados como
fatores de risco relacionados 3 resisténcia 3 trés ou mais farmacos (p<0,05).
Tambem foi observado o predominio do sexo mascufino (73,7%, p=0.021) e
no maior nimero de contstos intradomiciliares {32,7%, p=0,0185) no grupo
caso.

Tabela 1. Falores do s
BACTEC MGIT 880 dos
alendidos no Hospital d

Fortaleza, Ceara-Br

Total 23 farmacos £2 farmacos
Variaveis
N =49 (% N=19 (% N= 30 (%

Mascufino 28 (53.1) 14 (73.7) 12 (40,0)
Feminino 23 (43.9) 5 (27.3) 18 (60.0)
Dizbetes
Sim 16 (32.2) 10 (52,8) 6(20.0)
Nio 33 (87.8) 0(47.4) 24 {80.0)
Eti#ismo
Sim 26 (53,1) 14737 12 (40,0)
Nao 23 (43.9) 5 (27.3) 18 (80.0)

DISCUSSAO E CONCLUSOES
Os fatores de risco encontrades s30 semelhantss o da TB. Encontramos
também uma resisténcia primaria em 89.4% dos participantes, muito superior
3o descrito na literatura.
CONGCLUSAO: Foi verificado que fatores como o estlo de vida,
comorbidades & o sexo masculino est3o associados 30 desenvoivimento de
resisténcia 3os farmacos anti-TB.
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ANEXO F - Resumo apresentado no XXIV Congresso Latino-Americano de
Microbiologia, 13 a 16 de novembro de 2018, Santiago — Chile.
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Snﬁch AL CONGRESO CHILENG DE MICROBIOLOGIA

Cantro e Eventos v Commenciores Centropargue
Parquie Araucano, Santiago, Chile
13 31 36 de noviembre de 3018

DETERMINANTES MOLECULARES E ESPACIAIS DA TUBERCULOSE RESISTENTE EM
FORTALEFA MORDESTE DO BRASIL

Campelo Thales A, Silva Caroliny 5.7, Lima Luana N.G.C2, Lima Karla VB2, Sancho
Soraya 0, Frota Cristiane 1

(1) Depariamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Ceara, Fortaleza, BR

(2) Secdo de Bacterilogia. Laboratirio de Biologia Molecular, Instiiie Evamdro Chagas,
Ananindeua, BR

Introduwgao:0 municipic de Fortaleza, l:aprt.al do estado do Ceara, concentra £1% do casos de
tuberculose (TB) e apenas 56% dos individuos tratados evoluem para cura. O estudo tem como
objetivo determinar e mmpreender as variaveis da frequéndia da TB resistente acs farmacos anti-
TB, relacionando com a mutag3o nos genes rpoS, katG, mabd, gyrd e me, com as caracteristicas
comportamentais, do ambiente domicliar & da comunidade relacionadas a0 hospedeiro, assim
como analisar espacialmente as residéncias dos participantes na regiSo metropolitana de
Fortaleza, Ceara-Brasil. Metodos: Estudo prospectivo, do tipo caso-controle, realizado no periodo
de fevereiro de 2017 a jansirc de 2018. Foram incluidos 49 pacientescom TB pulmonar & com
diagnastico fenoiipico de resisténcda a pelo menos um farmaco ant-TB. Os pacientes foram
atendidos no hospital de referencia estadual no acompanhamento de TE resistente. Um
questionaric  semiestruiurado  contendo  informagbes  demograficas,  socioecondmicas,
comportamentais e laboratoriais foi aplicado a todos os participantes. A detece3o da mutacdo foi
realizada por MAS-PCR, seguido de sequendiamento genetico. As coordenadas geograficas das
residéncias de cada pacente foram georeferenciadas. Resultados: Dos 40 isolados de M
tuberculosis, 12 (25%) eram resistentes a um farmaco, 18 (37%) a dois farmacos e 10 (30%) a trés
ou mais farmacos. A meédia de idade dos pacientes foi de 40,4 anos, 20 (30%) ndo tinham historia
de tratamento anterior e 33 (§7%) tinham padrdc radiografico de cavitagdo bilateral. Foram
detectadas mutagdes no codon 315 do gene kats em 36 (92%) isolados, e em trés (3%) isolados
na regiao determinante de resisténcia a quinclona (codons 80, 91 & 84) do gene gy, A analise
espacial mostrou gue casos de TB resistente residem em regides da cdidade com menor condigio
socioecondmica & de moradias. Conclusdo: Os pacientes com TB, em parlmular a elevada
frequéncia de individuos com TB primaria. apresentam distribuic3o geografica na cidade de
Fortalera reladionados com o padrio demografico e sodial A técnica de MAS-PCR pemmite a
detecco de mutagies em genes relacionados a resisténcia a farmacos gque ndo s3o
cotidianamente empregados nos testes fenotipicos.

Fundagdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgice — FUNCAF. Brasil (Edital N*
052017, SPU N® 1TBE38234), Capes.
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Santiago, Julio 2018

Estimadoia SriSria:

En nembre del Comite Cientifico del XXV Congreso Lafinoamerncano de Microbiologia, nos complacs
informar que su rabajoc

DETERMINANTES MOLECULARES E ESPACIAIS DA TUBERCULCSE RESISTENTE EM
FORTALEZA, NORDESTE DO BRASIL.

Campelo Thales A, Silva Carcliny 5.. Lima Luana M.G.C.. Lima Kara V B., Sancho Soraya O, Frota
Cristiane C.

Ha sido aceptado en formats Comunicacion Libre Panel. Le esperamos enfre el 13 y 16 de noviembre
en el Cantro de Eventos y Convencicnes Centropargue, Santiago, Chile,

Dra: Claudia Saavedra Dr. Renato Chavez

Comite Organzador
XXV Congreso Latinoamericanc de Microbiologia



