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RESUMO

FREITAS, Flavia Alvim Dutra. Bases moleculares da multiresisténcia a drogas
em Mycobacterium tuberculosis. 2009. 106 f. Dissertacado (Mestrado em
Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

A tuberculose (Tb) é a principal causa de morte no mundo, por um agente
infeccioso. O tratamento padrédo € a quimioterapia: rifampicina (RMP), isoniazida
(INH) e pirazinamida (PZA). O maior problema global da Tb é o aumento de cepas
multirresistentes (resisténcia pelo menos a INH e a RMP) do Mycobacterium
tuberculosis (MTb). A resisténcia a INH e RMP ocorre geralmente por mutacéo
genética nos genes KatG e rpoB, respectivamente. Os objetivos deste trabalho
foram: 1. Analisar os tipos e frequéncias de mutacdes em duas regides iniciais do
gene katG do MTh. 2. Determinar os tipos e frequéncias das mutacdes no gene
rpoB. Duas regides do gene katG e uma do gene rpoB foram amplificadas por PCR
e sequenciadas para o diagnéstico das mutacbes. Para a analise do gene katG
foram utilizadas 101 cepas. Dentre estas, 4 eram sensiveis e ndo apresentaram
mutacdo (controle). Das 97 cepas restantes, na primeira regido sequenciada do
KatG, ndo ocorreram mutacGes em 67. Nas outras 30 cepas houve 33 delecdes de
nucleotideos, sendo que 24 ocorreram no Ultimo nucleotideo do cédon 4 (24,7%), o
gue caracterizou um novo alelo. Na regiao 2, dentre as 97 cepas ndo houve mutacao
em 16 - sete estavam associadas a auséncia de mutacao na regiao 1. Ocorreram 83
mutagfes pontuais, sendo 75,3% no cédon 315. Sete cepas resistentes a INH nédo
apresentaram mutacées em nenhuma das duas regides analisadas. As mutacdes na
regido 2 permitiram o diagnostico de resisténcia a INH em 79 cepas ou 81,4%. Nove
cepas que ndao mostraram mutacfes na regido 2 tiveram mutacdes na regido 1.
Logo, esta regido permitiu o acréscimo do diagnostico de resisténcia a INH para 88
cepas, aumentando a positividade em 9,3%. Em sete casos resistentes ndo houve
mutacdo em ambas as regifes. Na andlise do gene rpoB usamos 120 cepas de
MTb. Nenhuma mutacao foi encontrada em 13 isolados resistentes a RMP. O cddon
que apresentou maior freqiéncia de mutacao foi o 531 (45.6%), seguido pelo 526
(26%) e 516 (12.5%). Em outros onze codons, foi encontrado um total de 18
mutacdes (15.2%), principalmente nos cédons 511 (3.4%) e 513 (3.4%). Nenhum
dos isolados sensiveis a RMP apresentou mutacdes. No Estado do Rio de Janeiro,
as mutacdes mais frequentes foram: 516 (5%), 526 (2.5 %) e 531 (21.2%). Dentre os
outros estados, as mutagdes mais frequentes foram: 516 (2.5 %), 526 (11%) e 531
(19.4%). A frequéncia de mutag¢des dos isolados do Rio de Janeiro foi comparada
com a encontrada nos outros estados, mas quando o removemos da analise, a
frequéncia de mutacbes nos coédons 531 e 526 para os outros 15 estados é
semelhante. A analise estatistica mostra que este dado € significativo (p=0.002). No
entanto, quando todos os estados sédo analisados simultaneamente, o cédon 531 é
novamente o mais frequentemente mutado. A analise do gene rpoB diagnosticou a
resisténcia a rifampicina em 89,17% das cepas. Nossos resultados confirmam que,
no Brasil, mutacbes na regido RRDR do gene rpoB podem predizer resisténcia a
RMP.

Palavras-chave: Tuberculose. Rifampicina. Isoniazida. Multirresistencia.



ABSTRACT

FREITAS, Flavia Alvim Dutra. Molecular bases of multidrug resistance in
Mycobacterium tuberculosis. 2009. 106 f. Dissertagéo (Mestrado em Biociéncias) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Tuberculosis (Tb) is the main cause of death in the world due to a infectious
pathogenic agent. The standard treatment is chemotherapy: rifampicin (RMP),
isoniazid (INH), and pyrazinamide (PZA). One of the most serious global problems is
the increase in the occurrence of multidrug resistant M. tuberculosis (MTb) strains,
resistant to, at least, INH and RMP. Resistance to INH and RMP generally occurs by
gene mutations in the KatG and rpoB genes, respectively. There are two objectives
in this thesis: 1- To analyze the type and frequencies of mutations in two different
regions of the katG gene; 2- To determine the type and frequency of rpoB gene
mutations. Two regions of the KatG gene and one of the rpoB gene were amplified
by PCR, and sequenced to identify the mutations. For the analysis of the katG gene
101 strains were used. Among them, 4 were sensitive and showed no mutation
(controls). Among the 97 remaining, in the first sequenced region of the katG gene,
no mutations occurred in 67. Thirty cases had 33 nucleotide deletions, with 24
deletions at codon 4 (24.7%), which characterized a new allele. In region 2, 16
strains had no mutations - seven were associated with a lack of mutations in region
1. There were also 83 mutations, 73 in codon 315 (75.3%). Seven INH-resistant
strains showed no mutations in any of the two regions analyzed. Mutations in region
2 allowed the diagnosis of INH resistance in 79 strains or 81.4%. Nine strains which
showed no mutations in region 2 had mutations in region 1. This means that the
analysis of this region allowed the increase in INH resistance diagnosis for 88 strains
(90.7%), increasing the positive rate in 9.3%. In seven cases, there were no
mutations associated with resistance in any of the regions. In the rpoB analysis 120
MTb strains were used. No mutations were found in 13 RMP resistant isolates. The
codon with the highest mutation frequency was 531 (45.6%), followed by 526 (26%)
and 516 (12.5%). In other eleven codons, a total of 18 mutations were found (15.2%),
mainly at codons 511 (3.4%) and 513 (3.4%). None of the RMP sensitive isolates
showed any mutations. In the State of Rio de Janeiro, the most frequent mutations
were: 516 (5%), 526 (2.5%) and 531 (21.2%). Within the other states, the most
frequent mutations were: 516 (2.5%), 526 (11%) and 531 (19.4%). The frequency of
mutations at codons 516, 526 and 531 from the Rio de Janeiro isolates was
compared with those found in other states. When Rio de Janeiro was removed from
the analysis, the frequency of mutations at codons 531 and 526 for the other 15
states was similar. The statistical analysis shows that this data is significant (p =
0.002). However, when all states were analyzed together, the codon 531 is again the
most frequently mutated. The analysis of the rpoB gene diagnosed RMP resistance
in 89.17% of the strains. Our results confirm that, in Brazil, mutations in the RRDR of
the rpoB gene are good predictors of RMP resistance.

Keywords: Tuberculosis. Rifampin. Isoniazid. Multidrug resistance.
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INTRODUCAO

Considerac0fes gerais e tuberculose no mundo

A tuberculose (Tb) €& causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTh),
espécie do género Mycobacterium. Esta bactéria, também conhecida como bacilo de
Koch, tem a forma reta ou ligeiramente curva, sendo imével, ndo esporulada e nédo
encapsulada. O MTh é espécie aerdbia estrita e, por isso, multiplicam-se bastante
no pulmdo e em cavidades aéreas. Sua reproducdo, durando de 14 a 20 horas, €&
lenta quando comparada com outras bactérias patogénicas, o que explica a lenta
evolucdo da doenca bem como a eficacia da medicacédo, quando bem administrada.
A MTb é capaz de diminuir seu metabolismo e sua multiplicacdo podendo
permanecer latente por longo periodo, o que condiz com os achados clinicos de
reativacao da doenca anos apos a primeira infeccéo (Silveira, 2000).

A Tb, entre as doencas infecciosas causadas por um Unico microorganismo é
a que mais causa 0Obitos no mundo (Kato-Maeda et al., 2001; Frieden et al., 2003)
(Figura 1). Seu agente causal, o MTb, infecta um ter¢co da humanidade e causa 8
milhdes de novos casos de Tb por ano, provocando anualmente 1,9 milhdo de
Obitos. A prevaléncia da Tb foi estimada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
em 1,8 bilhdo de pessoas e aproximadamente 1/3 da populacdo mundial ja teve
contato com o bacilo (WHO, 2006a). Noventa e cinco por cento dos casos no mundo
e 98% dos Obitos ocorrem em paises emergentes. Cerca de 80% dos casos da
doenca acontecem na Asia e na Africa (Ducati et al., 2006). Embora os paises da
Asia apresentem grandes populacdes e grandes quantidades de casos de Tb, em
valores absolutos, a maior incidéncia da doenga se da na Africa, principalmente nos
paises subsaarianos, onde o0s casos excedem a 600 por 100.000 habitantes (Corbett
et al., 2006; Dye, 2006).

A Figura 2 mostra a incidéncia da Th no mundo. A expanséo da Tb também é
facilitada pela epidemia de infec¢éo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
sua conseqiiéncia, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Na Africa,
notadamente na Africa do Sul, onde a incidéncia de Th é de 560/100 mil habitantes,

a prevaléncia de casos soro positivos (HIV) é de 18,8% da populacdo (Figura 3)
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(WHO/UNAIDS, 2007). Assim sendo, ao analisarmos as estimativas de que 20% das
pessoas que adquirem Th no mundo falecem, tais nimeros apontam que em muitos
paises o0 sistema de saude falha ou ndo tem condicbes econdmicas de dar

tratamento aos pacientes (Ruffino-Netto, 2002; Costa Neto, 2007).

Figura 1 - Numero estimado de mortes, por ano, devido a doencas infecciosas, no

mundo
Mortes/Deaths Tuberculose
Desidratacéo
Diarréia
Doencgas -
Tropicais Malaria 0.4
: Malaria milhes

Tropical

Lepra  piseases AIDS 03

Leprosy milhes
0.2 0.2
0.2 mil milhGes milhdes

Fonte: Apud Folder da Sociedade QTROP de Quimica Fina para o Combate
a Doencas Infecciosas.

Figura 2 - Distribuicédo da tuberculose no mundo no ano de 2003

[r— —

Taxas estimadas de incidéncia por
100.000 habitantes, todas as
formas de Tuberculose

- 0-24
Bl 25-49
W 50-99
B 100 - 299
. > 300
Nao estimado

Fonte: World Health Organization

Fonte: (http://www.who.int/tb/publications/globalreport 2003).



http://www.who.int/tb/publications/globalreport_2003).
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Figura 3 - WHO/UNAIDS. Prevaléncia da infec¢do por HIV no mundo

Visdo global da infecgdo por HIV @mm
39,5 milhdes de pessoas [34.1 - 47.1] vivendo com o HIV em 2006 AL et

Taxa de prevaléncia em
adultos

<0.1%
10.1-<05%
BN05-<1.0%
N 1.0- <5.0%
Em50-<15.0%
N 15.0 - 34.0%

Sem dados

a

~  Fonte: World Health Organizatibn

Fonte: (http://www.who.int/globalatlas/dataguery/default.asp)

Como a incidéncia e letalidade da Tb é primariamente influenciada pelas
condi¢cdes socio-econdmicas e pelo desinteresse politico, esta doenga apresenta
alta prevaléncia em paises subdesenvolvidos, que abrigam 95% de todos 0s casos
(Figura 4) (Ruffino Netto, 1997; Rosemberg, 1999; Lauzardo & Ashkin, 2000; WHO,
2003).

Figura 4 - Ocorréncia mundial da tuberculose

Oriente Médio

. Brasil
R 4

RO,
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A Tb segue as ondas de migracdo dos povos, desde o0s paises em
desenvolvimento até o alvo migratorio, os paises ricos, ampliando a expansédo da
doenca. Atualmente, nestes paises, alvos da migracao e receptaculos de imigrantes,
a doenca ocorre mais em imigrantes, tendo ainda como agravante o aumento da
incidéncia de cepas resistentes e do gendtipo Beijing, principalmente na Europa e
nos Estados Unidos (genodtipo W), como mostra a Figura 5 (Cain et al., 2008;
Toungoussova et al., 2002; Hillemann et al., 2005; Glynn et al., 2002; Pratt et al.,
2008). Se considerarmos que no mundo somos 6,6 bilhdes de pessoas e que, dentre
esses, oitocentos e trinta milhdes sdo miseraveis, podemos entender a Tb como
uma doenca social que esta fora de controle embora seja curavel (Montinho et al.,
2003; Mendonca, 2008).

Figura 5 - Distribui¢cdo do gendtipo Beijing no mundo

Www.medscape.com

- s | RUSSIA
CANADA e . .
Ot
o S Knzamean s
UNITED STATES @ S _.' A tva
o=
S “..A - Cral
-~ e .
ADERA . ’ odemnt o
7 2 it
— INDIA "

Fonte : Emerg Infect Dis© 2002 Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

A partir de 1982, com a adogédo do esquema de tratamento medicamentoso
rifampicina (RMP), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) por seis meses,
denominado esquema “de curta duragao” (Diniz et al., 1995; Picon et al., 2000),
passou-se a acreditar na extincdo gradual da Th. No Brasil e em outros paises
houve a desativacdo dos setores governamentais de controle, bem como cortes de
verbas para o combate a doenca (Natal, 1998; Ruffino Netto, 1999). A eclosdo da
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Aids a partir de 1986 e a desorganizagédo dos programas de Tb trouxeram consigo o
aumento progressivo da incidéncia da Tb no Brasil e no mundo (MS, 1998; Schluger
& Rom, 1998; Kritski et al., 2000; Espinal, 2001). Com o0 aumento do numero de
casos de Tb houve, em varios paises e regides, inUmeros casos de microepidemias
de tuberculose multirresistente (TbMR), associadas ou ndo a Aids, tanto em prisées
como em ambientes hospitalares (Menzies et al., 1995; Kritski et al., 1997; Toledo et
al., 2000; Shemyakin et al., 2004).

Em 1993, a OMS declarou quanto a Th, um estado de emergéncia, e criou 0
programa “STOP Tb” com o objetivo de reunir instituicbes de alto nivel cientifico ou
de poder econbmico para organizar uma luta mais efetiva contra a doenca (WHO,
2006b). Neste mesmo ano, a OMS passou a recomendar a estratégia DOTS
(tratamento diretamente observado de curta duracdo), no qual o governo de cada
nacao tem que se comprometer em tratar os casos de Tb e evitar a disseminagao da
doenca (Frieden, 2007). A estratégia tem como objetivos diminuir acentuadamente o
abandono do tratamento, a mortalidade por Tb, o surgimento da TbMR, além de
aumentar para acima de 70% os casos diagnosticados e 85% o0s casos de cura.
Nesta estratégia, a OMS recomenda cinco itens operacionais: 1. O compromisso
politico de cada pais em alocar verbas para o controle da Tb; 2. Melhoria dos
laboratérios com o objetivo de aumentar o diagndstico bacteriol6gico da doenca; 3.
Garantir o suprimento constante de medicamentos de alta qualidade; 4. Manter um
sistema de registro e controle dos casos; 5. Proceder o DOTS (Davies, 2003;
Cavalcante et al., 2007). Esta estratégia também deve ser aplicada nos casos de
TbMR (DOT-Plus) (Zumia et al., 2001). Nesta década, grandes regides criticas no
mundo vém aplicando com sucesso esta estratégia (Figura 6) (Subramani et al.,
2008).
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Figura 6 - DOTS no mundo e no Brasil. Ano 2004

Bl DOTS Brasil 24% da pop Nao adotaram DOTS
DOTS em 10 a 90% da pop WM Baixa incidéncia, sem DOTS
DOTS em > 90% da pop Bl Nao relatado

Fonte: (http://www.saude.gov.br)

Numa populacdo de MTb que nunca entrou em contato com qualquer
medicagdo para Tb, existem mutantes naturalmente resistentes a drogas
tuberculostaticas (Guttmacher et al., 2002). Esta é a chamada resisténcia natural,
gue possui uma prevaléncia baixa. No caso da RMP, por exemplo, ocorrem 3,32 X
10 mutacdes por bactéria por divisdo celular sendo, portanto, em cada um bilhdo
de bacilos, 3,32 mutantes resistentes (Gillespie, 2002). Este fato obriga a que se
faca o tratamento inicial com pelo menos trés drogas, com acdes diferentes entre si,
para evitar a selecdo de bacilos resistentes. Procede-se o tratamento com trés
drogas com a finalidade de evitar a resisténcia a uma determinada droga quando
esta é usada em monoterapia, por erro de prescricdo ou por ndo adesdo do
paciente. Devemos ressaltar que o principal mecanismo de resisténcia do MTb aos
farmacos se da por mutacdo genética adquirida - resisténcia adquirida - devida ao
tratamento mal realizado ou ao abandono do tratamento. Neste caso, uma mesma
cepa bacilar pode desenvolver resisténcia a um ou mais medicamentos (Espinal et
al., 2001a). Por outro lado, chamamos de resisténcia primaria a forma de Tb que se

desenvolve em um paciente que se infecta com bacilos ja resistentes.
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Tuberculose no Brasil e no Rio de Janeiro

Em nosso pais, um inquérito epidemiologico de resisténcia as drogas usadas
no tratamento da tuberculose, realizado no periodo de 1995 a 1997, que incluiu
5.138 pacientes com tuberculose pulmonar e baciloscopia positiva, de 13 unidades
da Federacdo, mostrou taxa de resisténcia primaria ao tratamento com INH e RMP
de 1,1%, exibindo, ainda, multirresisténcia (MR) adquirida de 7,94% (Braga et al.,
2003). Neste inquérito ndo houve distingdo de casos HIV positivos que, quando em
tratamento hospitalar, adquirem Tb com taxa de resisténcia primaria
significativamente maior (Gomes et al., 2000). Mas o HIV ndo é um fator de risco
independente para a MR (Espinal et al., 2001b). Em paises com resisténcia primaria
significativa, o tratamento inicial da Tb se realiza com quatro drogas — RMP, INH,
PZA e etambutol (EMB) (Gilespie, 2002; Timperi et al., 2005).

Em 2006, a OMS priorizou 22 paises onde se encontram 80% dos casos
estimados de Tb e os classificou em ordem decrescente. O Brasil estava em 15
lugar com 110.000 casos estimados por ano, mas apresentou a menor incidéncia
estimada do grupo — 60/100 mil (Hijjar et al., 2005). Em nosso pais, em 2006,
ocorreram 78.147 novos casos de Th, que correspondem a incidéncia de 41,8/100
mil habitantes, com grandes variacdes regionais. A mortalidade estimada tem sido
de 5.000 casos (Bierrenbach et al., 2007). O Estado de S&o Paulo tem o maior
namero absoluto de casos e o Estado do Rio de Janeiro apresenta a maior
incidéncia de Tb do pais, com 73,2/100 mil (Hijar, 2008). Na cidade do Rio de
Janeiro este niumero sobe para 105/100.000, atingindo proporcdes bem maiores em
alguns bolsdes de pobreza (Mendes el al., 2007). No Brasil, a prevaléncia estimada
de pacientes com sorologia positiva para o HIV entre os casos novos de Th em
adultos é de 8%. Esta percentagem varia em cada estado, sendo de 20% no Rio
Grande do Sul (Siqueira et al., 2005).

A MR sempre causa impacto social, operacional, financeiro e epidemioldgico
(Rajbhandary et al., 2004). No Brasil, o tratamento inicial com RMP, INH e PZA, tem
duracdo de seis meses e custo para o Ministério da saude (MS) de menos de cem
reais. Entretanto, o tratamento para a TbMR - quando ha resisténcia a RMP, INH e
pelo menos a mais um medicamento, EMB, ST ou PZA - tem duragédo minima de 18

meses, com menor efetividade, maiores efeitos colaterais e custo superior a quatro



22

mil délares (Fortes & Dalcolmo, 1997). O tratamento se faz com a associagdo dos
medicamentos clofazimina, amicacina, terizidona e ofloxacina (Dalcolmo et al.,1999).
Em nosso pais, no periodo de 2000 a 2003, foram notificados 1.496 casos com
resisténcia a RMP, INH e, pelo menos, a mais um medicamento acima descrito. Em
96% dos casos a resisténcia era adquirida, com média de 2,8 tratamentos prévios. A
resisténcia primaria foi de 4%. A taxa de resultados favoraveis com o tratamento foi
de 61,4%. Houve 242 oObitos (30,2%) e 67 doentes abandonaram o tratamento
(8,4%). A frequéncia de associacdo com a infeccado pelo HIV foi de 6,8% (98

pacientes) (Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004a).

Caracteristicas do MThb

O MTb tem caracteristicas marcantes, diferentes de outras bactérias, que
dao vantagens para sua prevaléncia no mundo. Ele se propaga por via respiratoria,
na forma de aerossois contendo particulas infectantes, com um a dois bacilos, que é
um meio muito efetivo de disseminacdo de doenca (Kenyon et al., 1996). Os
aglomerados humanos — familias, escolas, favelas, prisbes, hospitais e abrigos —
favorecem a propagacéo do bacilo (Mendes et al., 2007; Abrah&o et al., 2006; Brito
et al., 2004). A imunidade ao bacilo € mediada por células e depende de linfocitos T
CD4 e CD8 ativados (Yoshicai, 2006; Woodworth & Behar, 2006). Na lesdo, os
bacilos em condi¢Bes de anaerobiose entram em laténcia, persistem viaveis (bacilos
persistentes) e a queda da imunidade pode reativar a doenca. A persisténcia do
bacilo na lesdo faz com que o tratamento da doenca seja prolongado e mantido
mesmo quando o paciente ja se encontra assintomatico (CRFHF, 2002). Se o
paciente ndo for advertido para este fato, cessa a terapia e a doenca piora, com a
possibilidade de resisténcia aos medicamentos (Oliveira et al., 2000; Siqueira et al.,
2006). A reproducéo do bacilo é lenta, ocorrendo a cada 12 a 24 horas. Isto faz com
qgue a doenca inicie também lentamente, se desenvolva e, quando atinge o pulmao,
freqientemente a baciloscopia do escarro ja é positiva, fechando desta forma o ciclo
epidemioldgico (CRFHF, 2002). A parede celular da micobactéria é complexa, com
cerca de 60% de sua estrutura formada por acidos graxos de cadeias longas e

curtas, que constituem os acidos micadlicos (Ducati et al., 2006). Esta caracteristica,
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que lhe da a propriedade de reter o corante carbo-fucsina na presenca de éalcool-
acido, Ihe confere protecdo e permite sobrevivéncia e multiplicagdo dentro dos
lisossomos do macréfago até que este seja ativado pelos linfocitos T CD4"
(Yoshikai, 2006).

A imunidade ao bacilo difere para cada pessoa. Apenas 10% dos individuos
infectados pelo MTb desenvolvem a doenca, sendo 5% no primeiro ano e 0s outros
no periodo restante da vida. Isto mostra que ha uma imunidade natural, congénita e
variavel nas pessoas que pode estar diminuida pela desnutricdo, doencas
imunoldgicas, medicamentos imunossupressores, ou mesmo aumentada pela
vacinagdo BCG (CRFHF, 2002). Os doentes com HIV/AIDS apresentam risco de
adoecimento por Th de 5 a 10% a cada ano (Siqueira et al., 2005).

A Tb tem “opgao preferencial” pelos pobres que sdo desnutridos, de baixa
escolaridade e que ndo valorizam adequadamente os cuidados com a saude
(Albuquergue et al., 2001). Por se tratar de doenca que acomete preferencialmente a
populacao carente, as verbas para a implementacdo das politicas de saude publica
sao insuficientes. Além disso, por falta de retorno financeiro, os investimentos por
parte dos laboratorios farmacéuticos no sentido de desenvolver novos farmacos sdo
pequenos. Esta é a razdo porque ha 40 anos ndo surgem novos medicamentos
especificos para a Tb (Paolo et al., 2004; Norrby et al., 2005).

A viruléncia do bacilo influencia na agressividade da doenca. A cepa com o
gendtipo Beijing, mais comum na China, Rassia e demais paises asiaticos € uma
das mais virulentas no mundo e rapidamente adquire resisténcia aos medicamentos
(Kubica et al., 2005).

Resisténcia do MTb aos medicamentos

Em nosso pais, um inquérito epidemiolégico, em nivel nacional, do MS,
realizado nos anos de 1996-1997, mostrou maior resisténcia a INH tanto nos casos
virgens de tratamento (resisténcia primaria) quanto nos casos de retratamento
(resisténcia adquirida), sendo respectivamente de 4,4 e 11,3%. Estes valores foram
mais baixos para a RMP com resisténcia primaria de 1,3%, e adquirida de 6,6%. A

resisténcia total para os outros medicamentos foi baixa (0,3% para a estreptomicina,
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0,1 % para o0 EMB e praticamente zero para a PZA). A resisténcia primaria
combinada para INH e RMP foi de 1,1% (Braga et al., 2003). Isto possibilita que o
tratamento inicial para a Tb no Brasil seja feito com a associacdo de trés
medicamentos — INH, RMP e PZA (CRFHF, 2002). Por outro lado, em outros
paises, nos quais a resisténcia primaria é alta, faz-se necessaria a associa¢do de
mais um medicamento, como EMB ou estreptomicina (ST) (Timperi et al., 2005).
Considera-se como definicdo internacional de multirresisténcia (MR) a
resisténcia a pelo menos INH e a RMP (Seiscento et al., 1997). No Brasil, como
existe o esquema 3 (E-3) - ST, PZA, EMB e etionamida (ET) - padronizado pelo MS
e aplicado nos postos de saude (CRFHF, 2002), define-se como MR a resisténcia a
INH e RMP e a pelo menos mais um dos medicamentos (Quadro 1) (Sociedade

Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004b; Dalcolmo et al, 2007).

Quadro 1 - Definicdo dos casos de MR conforme o conceito brasileiro

Confirmado:
e Resisténcia a isoniazida e a rifampicina e a pelo menos a mais um
terceiro medicamento dos esquemas | e lll, independentemente do

esquema em uso.

e Resisténcia a isoniazida e a rifampicina, acompanhadas de faléncia do
tratamento com o esquema lll.

Provavel:
e Resisténcia a isoniazida ou a rifampicina e faléncia bacteriologica
comprovada ao esquema lll.

e Sensibilidade a isoniazida e a rifampicina, porém com faléncia clinica
ou efeitos colaterais importantes e faléncia do tratamento com o
esquema lll.

A MR, qualquer que seja o seu tipo, € um fendmeno que nao existia antes do
tratamento quimioterapico para a Th. Decorre da irregularidade ou do abandono do
tratamento na grande maioria dos casos e, mais raramente, pelo uso inadequado de
esquemas terapéuticos de baixa poténcia, ou por deficiéncia do sistema de saude
(Natal, 2002). Na resisténcia primaria, o paciente € uma vitima sem culpa, e ela
tanto mais ocorre quanto maior o numero de doentes com resisténcia adquirida na

populacao (Teixeira et al., 2001).
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Atualmente, em muitos paises a prevaléncia de TOMR permanece em menos
de 1%. Todavia, em determinadas regifes a propor¢cdo de MR é alarmante. Na
provincia de Henan, na China, a proporcédo de MR é de 35% dos casos. Em Oblast,
na Russia, 43,4% das cepas do gendtipo Beijing sdo MR, ao contrario das outras
cepas em que a proporcao de MR € de 10%. Na Latvia, Russia, a multirresisténcia
primaria é de 8,6% e a resisténcia total € de 34,5%. Na Lituania, ocorre um dos
maiores indices de MR do mundo, com 9% de resisténcia primaria e 54% adquirida
(Huang et al., 2002; Toungoussova et al., 2002; Tracevska et al. 2003, Dewan et al.
2002). A disseminacdo de cepas MR e do gendtipo Beijing, de maior viruléncia
(Bifani et al. 2002; Glynn et al.,, 2002; Kremer et al.,, 2004; Kubica et al., 2004;
Sajduda et al., 2004), representam uma séria ameaca para o0 mundo (Zumia et al.,
2000, Espinal et al., 2003).

No ano 2000, apGs padronizacao de um esquema de tratamento para a MR
(conceito brasileiro) pelo MS, o Centro de Referéncia Prof. Helio Fraga (CRPHF)
criou o Programa de Vigilancia Epidemiolégica da tuberculose multirresistente
(TbMR) com a notificacdo e acompanhamento dos casos, e a organizacdo de um
banco de dados nacional. Atualmente, o Sistema de Informacdo da Tb
Multirresistente (Sistema TbMR), ligado ao CRPHF, gerencia o banco de dados, o
provedor do sistema informatizado, os medicamentos especificos e é referéncia
técnica para as unidades de tratamento.

Inicialmente, o tratamento padronizado pelo MS, para MR, compreendia 0 uso
de cinco medicamentos: clofazimina, etambutol (ou pirazinamida), amicacina,
terizidona e ofloxacina. A partir de 2005, a clofazimina foi retirada do esquema, por
recomendacdo da OMS (que a destinou exclusivamente para o tratamento da
hanseniase), e foi substituida pela pirazinamida durante os primeiros seis meses.
Este tratamento, administrado por 18 a 24 meses, é sabidamente menos efetivo do
que os regimes de primeira linha e apresenta mais efeitos colaterais, além de
oferecer custo muito mais elevado.

O banco de dados do Sistema TbMR demonstra que de 2000 a 2006 foram
notificados 2308 novos casos de TbMR no Brasil. Destes, 65,3% dos casos foram do
sexo masculino. A media de idade compreendeu a faixa de 35 a 44 anos. Em 94,3%
dos casos a resisténcia foi adquirida. A resisténcia primaria foi de 5,7%. Dos
pacientes tratados no periodo de 2000 a 2004, 62% se curaram, 8% abandonaram o

tratamento, 11% faleceram e 18% evoluiram com faléncia e doencga cronica. Houve
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7% de associagao com a infeccao pelo HIV, inferindo-se nao existir relagéo direta
entre TbMR e infeccdo por HIV, como acontece nos paises africanos. No entanto, 0s
doentes com esta associacao evoluiram com menor taxa de cura e maior numero de
Obitos que os demais. No periodo de 2000 a 2006, 34% dos casos de TbMR
ocorreram no estado do Rio de Janeiro (WHO, 2008a).

Multirresisténcia no mundo

A multirresisténcia (conceito internacional) vem aumentando gradativamente
no mundo, na auséncia de novos e eficientes medicamentos que possam controla-
la, o que tem sido grande causa de preocupacao (Espinal et al., 2001; Petrini et al.,
1999). Conforme dados da OMS, no ano de 2000 houve 273 mil casos de TbMR no
mundo (3,1% do total de casos). Em 2006, o numero de casos foi de 489 mil (4,8%
de todos os casos de Tb). As Figuras 7 e 8 ilustram este aumento. Os paises com
maior nimero de casos foram: China, india, Tailandia e paises da antiga Uni&o
Soviética, principalmente Cazaquistdo e Estdnia. China e india responderam por,
aproximadamente, 50% dos casos do mundo, e a Federacdo Russa respondeu por
7% dos casos. A Republica Dominicana, Argentina e Peru apresentam numeros
significativos de MR. Os paises da Europa Ocidental e os Estados Unidos
mostraram baixa incidéncia de MR (WHO, 2008b). O maior nimero de casos de Tb
nestes paises vem ocorrendo em imigrantes (Loddenkemper et al, 2002). O
problema do aumento da multirresisténcia esta associado a deficiéncia do sistema
publico de saude. O grande exemplo foi a epidemia de TbMR na cidade de Nova
York, no final da década de 1980, que aconteceu por falta de financiamento e pelo
descontrole dos 6rgdos publicos, associados ao aumento da pobreza ao namero
significativo de casos de infecgéo pelo HIV. A situacdo so foi revertida com o gasto
de um milhdo de dodlares para a reorganizacédo do sistema de controle e tratamento
dos casos (Zumia et al., 2001; Paolo & Nosanchuk, 2004; Frieden et al, 1993).



Figura 7 - Prevaléncia da Tuberculose multirresistente no mundo entre 0s novos
casos de tuberculose no periodo de 1994 a 1999
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Figura 8 - Multirresisténcia no Mundo no ano 2000
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Fonte: (WHO/HTM/TB/2006.361)
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Atualmente, a comunidade cientifica vem se preocupando com o0

aparecimento e possivel expansdo de um tipo de Tb denominado Tb-XDR

(extremely drug-resistant tuberculosis, XDR-Tb) inicialmente descrito na provincia de
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KwaZulu-Natal, cidade de Tugela Ferry, na Africa do Sul (WHO, 2007). Este tipo de
Tb, resistente a INH, RMP, canamicina e ofloxacina — portanto, de dificil tratamento
— vitimou 53 pessoas, com 52 6bitos, em um periodo de 16 dias, apds a coleta inicial
de escarro. O teste para HIV foi positivo em 44 pacientes testados (WHO, 2006c). A
partir de outubro de 2006, a Th-XDR passou a ser definida como Tb resistente a INH
e RMP, a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos mais um dos seguintes
medicamentos injetaveis: capreomicina, canamicina ou amicacina (WHO, 2008c).

Os numeros mais significativos de Th-XDR ocorrem nos paises da antiga
Unido Soviética, onde aproximadamente 10% de todos os casos de MR sdo XDR,
variando de 4% na Arménia até a quase 24% na Estonia. Na Africa do Sul, a
proporcdo de casos XDR entre os casos MR foi de 5,6%. Mas na provincia de
KwaZulu-Natal a proporcdo foi de 14%, conforme os dados coletados de 2004 a
2007 (Singh at al., 2007). Os casos de Th-XDR tém sido poucos na Europa central e
ocidental, bem como na América (CDC, 2006). A Th-XDR ocorre pela ndo aderéncia
dos doentes ao tratamento ou quando estes se infectam com bacilos ja resistentes
(resisténcia primaria) (Teixeira, 2007). O tratamento destes casos é complexo e
muito oneroso. Segundo Zager e McNerney (2008) se considerarmos 0 numero de
novos casos de TbMR em termos de populacdo, os paises africanos estardo entre
as nacoes de maior incidéncia desta doenca no mundo. Se atentarmos para o fato
de que estes paises tém alta incidéncia de casos HIV positivos, passamos a

entender porque a Th-XDR se iniciou em um pais africano.

Caracteristicas quimicas da isoniazida e da rifampicina

A isoniazida e a rifampicina sdo os medicamentos mais eficazes para o
tratamento da Tb. Associados a PZA, constituem o esquema E-1 de primeira linha,
padronizado pelo MS. A INH tem estrutura simples, constituida de um anel piridina e
um grupo hidrazida (Figura 9). E altamemte ativa contra o MTh, com concentrag&o
inibitéria minima variando de 0,02 a 0,2 pg/mL. Sua acao se restringe ao bacilo em
crescimento ndo agindo contra a forma latente (Zhang et al., 2005). A RMP € o
farmaco mais potente dos medicamentos para Th. E um antibiético de largo

espectro, com estrutura quimica complexa (Figura 9) e lipofilica. Esta propriedade
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permite uma rapida difusédo do farmaco através da parede hidrofébica do MTh. Sua
acao bactericida se faz tanto no bacilo em crescimento quanto na fase estacionaria.
Esta caracteristica Ihe permite atuacdo eficiente no encurtamento da terapéutica
para Tb (Zhang & Telenti, 2000). A concentracao inibitéria minima, capaz de matar

99% das bactérias sensiveis, é de 40pg/mL.

Figura 9 - Estrutura quimica da isoniazida, da rifampicina, da pirazinamida e do
etambutol

OH

Fonte: Adaptada de Zhang et al., 2005.

Mutacao genética do MTb como causa de MR

O MTb tem a mutagdo genética como principal mecanismo de resisténcia
para os medicamentos (Telenti, 1998). Como explicado anteriormente, em uma
grande populacdo bacteriana ha alguns bacilos naturalmente resistentes a
determinados medicamentos com 0s quais nunca entraram em contato, fenbmeno
gue denominamos resisténcia natural. O uso de monoterapia para tratar tuberculose
acaba por selecionar apenas 0s bacilos resistentes. Este processo sé explica a
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resisténcia a um medicamento. A resisténcia adquirida ocorre sempre que a bactéria
permanece um tempo variavel em contato com o farmaco em concentracdo abaixo
da concentracdo inibitéria minima (MIC) e pode surgir para um ou mais
medicamentos. A resisténcia natural ndo ocorre para dois ou mais medicamentos.
Isto porque em uma cavidade pulmonar pode haver até 10° bacilos. Neste ambiente,
existem bacilos naturalmente resistentes (que nunca entraram em contato com
medicamentos) para os diversos farmacos, da grandeza de até 1 em 10° bacilos
para a INH, 1 em 10° para a RMP, 1 para 10° para a estreptomicina e 1 para 10’
para o etambutol. Um bacilo com resisténcia natural a dois medicamentos (INH e
RMP) sé poderia surgir se a populagéo bacteriana fosse superior a 10 (Telenti,
1998). Assim, ndo havia a resisténcia a dois ou mais medicamentos antes da
guimioterapia ter surgido ja que decorre de duas ou mais mutacdes em diferentes
genes da mesma bactéria. Genes especificos relacionam-se a antibidticos
especificos na aquisicdo de resisténcia e ndo ha resisténcia cruzada ou "em bloco".
Ela se faz droga por droga. O Quadro 2 mostra a relacao entre medicamentos para a

Tb e os genes associados (Zhang et al., 2005).

Quadro 2 - Genes do MTb que mutados causam resisténcia aos medicamentos

Medicamento Gene envolvido naresisténcia Funcédo do gene
Isoniazida katG Catalase e peroxidase

InhA Enoil ACP redutase

ndh NADH desidrogenase

ahpC Alquil hidroperoxidase
Rifampicina rpoB RNA polimerase
Pirazinamida pncA Nicotinamidase/pirazinamidase
Etambutol embCAB Desconhecida

Estreptomicina rpsL S12 Proteina ribossomal
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O genoma do MThb

O genoma do MTb H37Rv foi completamente sequenciado em 1998, o que
permitiu enorme avanco no conhecimento da biologia do bacilo. O bacilo tem um
cromossomo circular com 4.411.532 pares de base e 4.043 genes que codificam
3.993 proteinas e conteudo G + C de 65.6%. Nenhum plasmidio foi identificado no
MTb, bem como em outras micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis, M. microtii, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M canetti, M
caprae). Cerca de 230 genes estdo envolvidos no metabolismo lipidico. Dezessete
por cento dos genes do MTb codificam componentes da parede celular. Atualmente,
sdo conhecidas as funcfes de 2058 proteinas codificadas, o que corresponde a 52%
do proteoma. (Figura 10) (Brodin et al., 2005).

Figura 10 - Genoma do Mycobacterium tuberculosis
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Legenda: Metab Lip — metabolismo lipidico. Vias Infor — vias de informacdo. Par Cel — parede
celular. RNA Est — RNAs estaveis. IS — sequéncias de inser¢éo. Prot PE — proteinas PE.
Metab Int — metabolismo intermediario. Prot F Desc - proteinas com funcgéo
desconhecida. Prot Reg — proteinas reguladoras. Prot Cons — proteinas conservadas.

Cerca de 3,0% do genoma é constituido por sequéncias de nucleotideos,

denominadas sequéncias de inser¢cdo (IS), que se repetem com distancias
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semelhantes para cada genotipo (Figura 11). A sequéncia 1S6110 possui 1.365
nucleotideos, e € a mais importante, com o numero de cépias variando de zero a
mais de 25. A caracterizacdo destas insercfes € feita por meio de uma enzima de
restricdo, que corta o0 DNA em fragmentos de tamanhos varidveis, mas que se
repetem nas bactérias com o0 mesmo genétipo, o que permite o estudo
epidemioldgico. Esta técnica denomina-se RFLP (polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo). O genoma do MTb apresenta uma regido que contém
copias de sequéncias com 36 nucleotideos que se repetem entre 10 a 50 vezes,
denominadas direct repeat (DR). Elas sdo mais nhumerosas e mais confiaveis para
analise quando as IS sdo em numero menor que cinco. A determinacdo das DRs
baseia-se na técnica de PCR com oligonucleotideos marcados, que é denominada

como spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) (Cave et al., 2005).

Figura 11 - Genoma do Mycobacterium tuberculosis com exemplo de seqiéncias de
insergéo 1S6110

1S6110

Fonte: Adaptada de Peter et al., 2003.

Mecanismos genéticos de resisténcia a isoniazida e a rifampicina

O MTb possui varias formas de resisténcia aos medicamentos. Como todas

as bactérias, este tem mecanismos de barreira, como bomba de efluxo e parede
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celular protetora, que no género Mycobacterium ¢é espessa, constituida
essencialmente de acidos micdlicos. Esta caracteristica reduz a permeabilidade a
inUmeras substancias, inclusive dando-lhe resisténcia a acidos e alcalis fortes,
propriedade que permite, no laboratério, 0 uso destas substancias para
descontaminacédo de outras bactérias. O MTb produz B-lactamases e outras enzimas
modificadoras de medicamentos que Ihes d&o protecdo contra inUmeros antibioticos.
Ao contrario de variadas bactérias, em que mecanismos genéticos de resisténcia
aos antibioticos se fazem por troca de plasmidios e transposons, a resisténcia
genética do MTb é essencialmente por mutacdo. E basta apenas a troca de um par
de base que modifigue um cédon e um aminoacido numa regido critica de um gene

para ocorrer resisténcia.

Isoniazida

Ao contrario da resisténcia a RMP, na qual a maioria das mutacdes se
concentra em uma pequena faixa de um sé gene, a resisténcia a INH é mais
complexa pois pode ocorrer por mutaces em Varios genes, sendo 0s mais
importantes o katG (32 a 93% dos casos), e 0 inhA (de 15 a 25%) (Hofling et al.,
2005).

O gene katG codifica a enzima catalase-peroxidase, importante no
metabolismo do bacilo (Rouse et al., 1996). Esta enzima ativa a INH, que é uma pré-
droga (Figura 12 A e B), produzindo radicais reativos de oxigénio (superoéxido,
peréxido de hidrogénio, peroxinitrato) e radicais organicos que inibem a formacao de
acidos micolicos da parede bacilar e produzem dano no DNA (Ramaswami &
Musser, 1998; Slayden & Barry, 2000). A mutagdo mais comum no gene katG surge
no codon 315 pela substituicdo do aminoacido serina (AGC) por treonina (ACC),
com diminuicdo da acdo catalase, 0 que resulta em resisténcia a INH (Slayden &
Barry, 2000; Pyn et al., 2002).
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Figura 12 - Sensibilidade a isoniazida

Legenda: A isoniazida € uma pré-droga que sob a agdo da catalase - peroxidase bacteriana
se transforma em substancias reativas toxicas e se liga a NADH bloqueando a
acdo da enzima acil (ACP) redutase (INHA), importante na sintese de &acidos
micdlicos, produzindo morte celular.

Figura 13 - Resisténcia a Isoniazida

Legenda: Mutagbes no gene katG produzem diminui¢céo acentuada da enzima catalase — peroxidase
e ando ativacdo da isoniazida, o que caracteriza a resisténcia.

O gene inhA codifica a enzima carreadora de enoil — acil (ACP) redutase -
NADH dependente, importante na sintese de acidos micolicos. Um dos produtos da

INH ativada — o radical acil isonicotinico — se liga a NADH (nicotinamida adenina
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dinucleotideo) e impede a atividade da enzima, resultando na morte da bactéria, por
interferéncia na sintese do acidos micdlicos (Slayden et al., 2000). A mutacdo
estrutural do gene inhA faz com que a enzima modificada perca afinidade pelo
NADH e com isso a bactéria se torna resistente a INH (Basso et al., 1998). O gene
mabA que codifica a enzima 3-cetoacil ACP redutase também participa na sintese
dos acidos micolicos e forma um operon mabA-inhA. Mutac¢des na regidao promotora
do gene inhA (que precede o operon) produzem superexpressao do gene e
resisténcia a INH por mecanismo de aumento do consumo dos derivados da
Isoniazida. Este tipo de mutacdo € mais freqliente que a mutacdo na estrutura do
gene (Heym et al., 1999; Cardoso et al., 2004).

Mutagdes no gene kasA (codifica a enzima beta — cetoacil ACP sintase, que
participa da sintese do acido micdlico) sdo mais raras e na maioria das vezes
associadas a mutacdes nos genes katG ou inhA. Mutacbes na regido intergénica
oxyR — ahpC, onde se localiza o promotor do gene ahpC, sdo consideradas como
um mecanismo regulador do estresse oxidativo para compensar a perda de fungéo
da enzima catalase — peroxidase nas cepas INH resistentes (Cardoso et al., 2004,
Silva et al., 2003).

Rifampicina

A resisténcia a RMP é causa importante de faléncia do tratamento da
tuberculose. Além de exercer um potente efeito bactericida inicial sobre os bacilos
metabolicamente ativos, esta droga possui excelente efeito esterilizante tardio,
agindo sobre bacilos semidormentes. Foi este efeito, aliado a eficacia adicional da
INH e da PZA, que possibilitou a reducéo do tratamento de um ano para seis meses.
Portanto, a rifampicina, desde seu surgimento, ha mais de 30 anos é o medicamento
mais importante no tratamento da Tb.

A RMP inibe a transcricdo génica da micobactéria por bloqueio da RNA-
polimerase DNA dependente, impededindo a sintese de RNA mensageiro (MRNA),
produzindo morte celular (Figural3) (Ramaswami & Musser, 1998). Mutagbes do
DNA produzem modificacdes da estrutura da RNA polimerase fazendo com que a

RMP n&o mais se ligue a esta enzima, liberando a sintese de mRNA. Cerca de 95%
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das cepas resistentes a rifampicina apresentam mutacdes na regido central do gene
rpoB que codifica a subunidade beta da RNA polimerase (Telenti et al., 1993; Miller
et al. 1994; Somoskovi et al.,, 2001; Gillespie, 2002). Esta regido central,
denominada rifampicin resistance determining region (RRDR) ou hot spot, possui 81
pares de base (27 codons) e é delimitada pelos codons 507 a 533. Mais de 96% das
cepas resistentes a RMP apresentam mutacdes nesta regido, o que facilita o
diagnostico molecular de resisténcia (Figura 14) (Whelen, 1995; Oliveira et al., 2003;
Somoskovi et al., 2001; Gillespie, 2002). As mutacdes mais freqlentes nesta area
ocorrem nos coédons 526 e 531 (Mani et al., 2001; Williams et al., 1994).

As mutacbes mais frequentes (65 — 86%) alteram o cddon 526 ou 531 e
resultam em alta resisténcia a RMP. Entretanto, nem todas as muta¢cdes na regiao
de 81 pb conferem o mesmo grau de resisténcia. Mutacdes nos codons 511, 516,
518 e 522 conferem uma baixa resisténcia a esta droga (Somoskovi et al., 2001).
Estudos adicionais sobre mutagées no genoma do MTb s&o importantes para melhor
compreensdao dos mecanismos de resisténcia, suas variacbes regionais e

correlagdes com a doenca.

Figura 14 - Mutacdes no gene rpoB produzem modificacdo na regido de ligacéo da
RNA polimerase com a rifampicina e perda de sua acao

TB — Resisténcia a Rifampicina (R)

Morte celular

Mutacgio

RNA |mlilll/__f: Rifampicina > oo

Bactéria resistente

Legenda: Em vermelho a dupla fita de DNA do gene rpoB. A RMP liga-se a RNA polimerase
e inibe a formacao de mRNA (em amarelo)
Fonte: Siqueira et al, 2005
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Figura 15 - Regido determinada de resisténcia a rifampicina (RRDR) ou Regido Hot
Spot

Mutacdes no Gene rpoB de Cepas de Mycobacterium tuberculosis

Gene RpoB Acesso 27989 — Numeracdo dos Cddons da regido amplificada

lle Asp His Phe Gly Asn Arg Arg Leu Arg Thr Val Gly Glu Leu lle
2161 aa acc gac gac atc gac cac ttc ggc aac cgc cgc ctg cgt acg gtc ggc gag ctg atc ¢
441 445 450 455 460
GIn Asn GIn lle Arg Val Gly Met Ser Arg Met Glu Arg Val Val Arg Glu Arg Met Thr
2221 aa aac cag atc_cgg gtc ggc atg tcg cgg atg gag cgg gtg gtc cgg gag cgg atg acc a
461 465 470 475 480
Thr GIn Asp Val Glu Ala lle Thr Pro GIn Thr Leulle Asn Ille Arg Pro Val Val Ala
2281 cc cag gac gtg gag gcg atc aca ccg cag acg ttg atc aac atc cgg ccg gtg gtc gcc g
481 485 490 495 500
Ala lle Lys Glu PhePhe Gly Thr Ser GIn Leu Ser GIn Phe Met Asp GIn Asn Asn Pro

2341 cg atc aag gag ttc ttc ggc acc agc cag ctg agc caa ttc atg gac cag aac aac ccg ¢

501 505 510 515 520
Leu Ser Gly Leu Thr His Lys Arg ArgLey Ser | Ala Leu Gly ProGly Gly Leu Ser Arg
2401 tg tcg ggg ttg acc cac aag cge cga ctg/tcg|geg ctg ggg  ccc gge ggt ctg tcacgt g
521 525 530 535 540
Glu Arg AlaGly Leu Glu Val Arg Asp Val His Pro Ser His Tyr Gly Arg Met Cys Pro
2461 ag cgt gcc ggg ctg gag gtc cgc gac gtg cac ccg tcg cac tac ggc cgg atg tgc ccg a
541 545 550 555 560
Ser Arg Leu Leu Ala Leu Gly

gc cga ctg ttg gcg ctg ggg

A cor azul dos aminoéacidos indica a regido "Hot-Spot*“ Cédons 507 a 533
Os codons 445 e 560 delimitam a regido do gene rpoB que foi amplificada por PCR
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Analisar um banco de DNA, constituido de cepas de Mycobacterium
tuberculosis multirresistentes provenientes do Centro de Referéncia Prof. Helio
Fraga (FIOCRUZ), para identificar mutacdes nos genes katG e rpoB responsaveis

pela resisténcia & INH e a RMP, respectivamente.

1.2 Objetivos especificos

a) Determinar a frequéncia de mutacdes pontuais, insercbes e dele¢cdes na
regido inicial do gene katG - ainda pouco estudada - e na regido que contém
0 codon 315 — onde ocorre o maior numero de mutacbes — das cepas do
banco de DNA;

b) Analisar a contribuicio de ambas as regides para o diagndstico de

resisténcia a isoniazida;

c) Determinar e comparar o perfil e freqiéncia das mutacdes do gene rpoB, das

cepas multiresistentes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material permanente

Os equipamentos utilizados durante este trabalho estéo listados a seguir:

a) Agitador de tubos (Vortex Genie 2 marca Fisher Scientific);

b) Balancas de precisao e analitica (Precision PR500 e Scientech AS210);
C) Céamara vertical de fluxo laminar (Quimis);

d) Camera fotogréafica (Kodak Eletrophoresis Documentation and Analysis
System 120);

e) Cubas para eletroforese horizontal (Horizon 58 marca Life
Technologies);

f) Espectrofotdmetro pQuant da Bio-Tek instruments, inc.;

0) Fonte de tensdo (Amersham Pharmacia Biotech);

h) Forno microondas (CCE modelo 000305);

i) Freezer (Electrolux F250);

)] Geladeira (Electrolux Refrigerador R310);

K) Macrocentrifuga (Eppendorf modelo Centrifuge 5810 R);

)] Microcentrifiga (Eppendorf modelo Mini Spin);

m) Micropipetas automaticas (Eppendorf P10, P20, P100, P200 e P1000);
n) Sequenciador automético (MegaBace 1000);

0) Termocicladores (Eppendorf modelo Mastercycler e Hybaid modelo
PCR express);

p) Transiluminador de luz ultravioleta (modelo TM20 UVP - EUA).

2.2 Material de consumo

a) Tubo de polipropileno de 1,5 e 0,5 mL (Eppendorf ou similar);
b) Tubo de polipropileno de 0,2 mL para PCR (Axygen);
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C) Ponteiras universais brancas 20-200 L para pipetas automaticas
(Axygen);

d) Ponteiras universais azuis 200-1000 pL para pipetas automaticas
(Axygen);

e) Papel aluminio, filme de PVC, papel toalha, luvas cirlurgicas;

f) Placa com fundo V para seqlienciamento automatico (Bioscience,

marca Sorenson).

2.3 Reagentes

a) Acetato de amonio (Merck);

b)  Acido Bérico (GE Healthcare);

C) Tampao Sédio Borato - SB (Brody and Kern, 2004);
d) Agarose (GE Healthcare);

e) Azul de Bromofenol (Merck);

f) Azul de xileno cianol (Merck);

Q) Brometo de etidio (GIBCO/BRL);

h) dNTPs (GE Healthcare);

i) Enzima para PCR, Taq platinum (Invitrogem);

)] Etanol absoluto (Merck);

k) Kit especifico para o sequenciador automético MegaBace 1000
(DYEnamic ET terminator);

)] Primers senso e antisenso (Operon).

2.4 Métodos

As culturas de MTDb, os experimentos de extracdo de DNA e testes de
sensibilidade para RMP, INH, PZA, EMB e ST foram realizados no Laboratério de
Bacteriologia do Centro de Referéncia Professor Helio Fraga (FIOCRUZ). Os

meétodos moleculares foram realizados no Laboratério de Genoma do departamento
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de Bioquimica (DBQ) no Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG),
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ)
(Anexo 1).

2.5 Cepas

As cepas de MTb foram cedidas pela micobacterioteca do Laboratério de
Micobacteriologia do Centro de Referéncia Prof. Helio Fraga. Este centro é
referéncia nacional para diagndstico e tratamento de TobMR. Possui ambulatério para
pacientes MR e o Laboratério de Bacteriologia recebe material para cultura e teste
de sensibilidade de pacientes do Estado do Rio de Janeiro e de diversos outros
estados. Os exames séo solicitados, sobretudo quando h& suspeita de resisténcia

aos medicamentos do esquema 1 ou 3, ou durante o tratamento para MR.

2.6 Culturas

Foram utilizadas 101 e 120 culturas de MTb para as analises dos genes katG
e rpoB, respectivamente. Estas cepas foram cultivadas em meio de Ldenstein
Jensen (LJ), e provinham de pacientes em que a maioria dos testes de sensibilidade
demonstrou resisténcia a RMP e INH. Estas amostras foram obtidas de material de
vias respiratérias e selecionadas da micobacterioteca do Laboratorio do Centro de

Referéncia.
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2.7 Teste de sensibilidade / identificacao

Os testes de sensibilidade foram realizados em meio de cultura LJ, segundo o
método das propor¢cdes descrito por Canetti et al.,, 1963 (MS, 1994). As
concentragdes criticas de RMP e INH empregadas no teste de sensibilidade e as
proporcdes criticas de mutantes resistentes foram respectivamente, para RMP - 40
pg/mL e para INH - 0,2 pg/mL com 99% de confiabilidade para cada (Silva et al.,
2001). Foram utilizados como controle isolados do mesmo grupo em que os testes
de sensibilidade mostraram-se sensiveis a RMP, independentemente dos resultados
para a INH e outros medicamentos.

Para a identificagdo da espécie M. tuberculosis foram acrescentados, aos
meios de cultura, os agentes inibidores acido p-nitrobenzoico - PNB e hidrazida do
acido tiofeno-2-caboxilico -TCH (MS, 1994).

2.8 Extrac&do do DNA das culturas isoladas de Mycobacterium tuberculosis

A extracdo de DNA seguiu o protocolo sugerido por Van Embden et al. (1993).
Foi feita a transferéncia das colonias do meio LJ para um tubo de 2 mL com 1 mL de
agua estéril, em seguida, inativou-se o cultivo bacteriano pelo aquecimento a 80°C
por 20 minutos em banho-maria (a inativacdo pode ser feita por no maximo 1 hora) e
centrifugou-se por 5 minutos a 14000 rpm para que o sobrenadante fosse
desprezado por aspiracdo com micropipeta. Foi adicionado 500 pl (0,5 mL) de
tampédo TE pH 8,0 e em seguida 50 pl de lisozima (5 mg/mL). ApOs agitacdo em
vortex, houve a incubacdo a 37°C por 1 hora, foram adicionados 70 ul de solucéo
lauril sulfato de sédio (10%) e em seguida 6 ul de proteinase K (10 mg/mL). Apds
uma nova agitacdo em vortex, foi feita a Incubacdo a 65°C por 10 minutos (no
banho-maria). Mantendo as amostras a 65°C, foi adicionado 100 pL da solucéo de
NaCl 5M, 80 uL da solugcéo de CTAB (50 mM). Posteriormente foi feita a Incubacéo
a 65°C por 10 minutos (no banho-maria), adicionado 750 pL do cloroférmio e cada
tubo foi agitado em vortex por 30 segundos. O material foi Centrifugado a 14000 rpm
por 5 minutos, a fase superior (aquosa) foi transferida para um tubo de 1,5 mL (ao
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qual foram previamente adicionados 420 uL de isopropanol) e armazenado a -20°C
por pelo menos 30 minutos ou por 18 horas. Posteriormente o DNA foi centrifugado
a 14000 rpm por 20 minutos na temperatura de 4°C, o sobrenadante foi retirado, o
sedimento lavado com 250 pyL de etanol a 75%, centrifugado a 14000 rpm por 5
minutos na temperatura de 4°C, o sobrenadante foi aspirado novamente. Foi
necessario deixar os tubos com as tampas abertas por aproximadamente 30
minutos, para a secagem das amostras e foi adicionado 40 yL de tampéao TE pH 8,0.
Os tubos foram armazenados & -20°C. A figura 15 nos mostra alguns dos DNAs

extraidos.

Figura 16 - Gel de agarose 0,8% com o DNA de MTb extraido
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Nota: Estéo representadas 78 amostras extraidas no Centro de Referéncia Prof. Helio Fraga.

2.9 PCR e Sequenciamento

As técnicas de PCR e sequenciamento foram realizadas no Laborat6rio de
Genoma (IBRAG e Faculdade de Ciéncias Médicas - UERJ) que dispbe de um

sequenciador automatico MegaBACE 1000 com 96 capilares.
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O DNA isolado de cada amostra foi visualizado em gel de agarose a 0,8%
(Figura 15), para avaliagdo qualitativa de integridade e quantificado no
espectrofotometro, utilizando-se 40 ng de cada amostra nas reacdes de PCR. Para
amplificagéo da regido central do gene rpoB, de 350 pares de base, compreendendo
os cédons de 445 a 560, foram utilizados os seguintes oligonucleotideos:

- rpoB senso: 5° CAT CGA CCA CTT CGG CAA CCG 3’, posicao 2171 a 2191 da
sequéncia de numero de acesso do genebank L27989.

- rpoB anti-senso: 5 TTT CGA TCG GGC ACA TCC GGC 3, posicao 2504 a 2524
da mesma sequéncia acima.

Treze amostras foram sequenciadas para uma regidao mais abrangente do
gene rpoB, compreendendo a regido entre os codons 161 e 683 da sequéncia com 0
acesso do genebank explicitado acima. Para isso foram utilizados os seguintes
oligonucleotideos:

- rpoB senso: 5 GGT TCG CCG CGC TGG CGC GAA 3’, posigao 1260 a 1281.

- rpoB senso: 5 CGA GCC GCG GCG CGT GGC 3, posicao 1681 a 1698.

- rpoB senso: 5 TCT GGT CCG CTT GCA CGA 3’, posicao 2095 a 2113.

- rpoB anti-senso: 5’ TCT GGT CCG CTT GCA CGA 3’, posigao 2095 a 2113.

- rpoB anti-senso: 5 GCC GGA TGT GCC CGA TCG 3, posicao 2506 a 2523.

- rpoB anti-senso: 5° AGA AAG CGG AGT CAT CGA GGA GG’, posicao 2996 a
23109.

Duas regides do gene katG foram amplificadas: A primeira, de 414 pb,
correspondendo ao N-terminal da proteina foi amplificada com os seguintes
oligonucleotideos:

-katG1senso: 5° ACT TCG CGA TCA CAT CCG TG 3, posicao 1921 a 1940 da
sequéncia de numero de acesso do genebank U06258.
-katG1anti: 5° GCG GCC GTC GTG GAT GCG GTA 3, posicao 2315 a 2335 da
sequéncia de numero de acesso do genebank U06258.

A segunda regido, de 712 pb correspondendo ao meio da proteina foi
amplificada com os seguintes oligonucleotideos:

-katG2asenso: 5 CGG CGG TCA CAC TTT CGG TA 3, posicao 2779 a 2798 da
sequéncia de numero de acesso do genebank U06258.
-katG2anti: 5° CCC GAC TTG TGG CTG CAG GC 3, posicao 3471 a 3491 da

sequéncia de numero de acesso do genebank U06258.
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Para a reacédo de amplificacdo (PCR) seguiu-se um protocolo padrdo com a
enzima Taq Platinum polimerase, utilizando-se Tampé&o 10 vezes, dNTP (0,1 Mm),
primers senso e anti-senso (50 ng) e o DNA a ser amplificado (40 ng). No
termociclador, a amplificacdo foi iniciada com a temperatura de 96 C por cinco
minutos, para desnaturacao inicial do DNA, e 35 ciclos de 96 C (45s) - desnaturacao,
63°C (45s) - anelamento e 72°C (1min) - extens&o, terminando com 72°C por 10min
para extensdo das fitas. ApOs a reacao, os produtos foram analisados em gel de
agarose a 2%. Uma aliquota de cada amostra foi utilizada para a reacdo de
sequenciamento feita por “cycle sequencing” com o kit especifico (Die terminator)
para o sequenciador automatizado MegaBace 1000.

Os cromatogramas resultantes foram processados nos programas Chromas
2, Staden Pregap 4 e gap 4 para se obter uma sequéncia de alta qualidade. Uma
sequéncia Unica (contig) foi montada a partir do programa CAP 3 (http://pbil.univ-
lyonl.fr/cap3.php). A sequéncia final foi utilizada em um banco de dados
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para alinhamento com a seqiiéncia de referéncia
do gene rpoB (acesso no Gene Bank: L27989) e do gene KatG (acesso no Gene

Bank: U06258), para diagndstico da mutacéo.

2.10 Analise estatistica

Para as andlises dos dados foi utilizado o teste Qui-quadrado no programa
GaphPad Prism (GrapPad, EUA), com relacdo a andlise da variavel de mutacéo no
gene rpoB. Foram utilizados como fatores os estados de origem das amostras,
sendo separados dois grupos: as amostras originarias do Estado do Rio de Janeiro e

as provenientes dos outros estados.
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3 RESULTADOS

A tabela 1 mostra o resultado dos testes de sensibilidade para as amostras

utilizadas na anélise do gene KatG.

Tabela 1 - Teste de sensibilidade e ano de coleta das cepas utilizadas na andlise do

gene katG
Testes de Sensibilidade

Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST
1 1996 R R S R
3 2003 R R R R
4 2002 R R - S R
6 2003 R R R
8 2002 R R R R
9 2003 R R - R S
10 2002 R R - R S
11 2002 R R - S S
12 2003 R R R R R
14 2002 R R - R S
15 2003 R R - S R
16 2003 R R - R R
17 1996 R R S R R
18 2003 R R - R -
19 2002 R R R R R
20 2002 R R - S
21 2003 R R - S
23 2002 R R - R S
24 2003 R R R -
27 2002 R R R R S
28 2002 R R - R S
31 2002 R R - R R
32 2002 R R - S S
34 2002 R R R S
35 2003 R R R S
36 2003 R R - R R
40 2002 R R - S S
41 2002 R R - R S
42 2003 R R S -
43 2002 R R - R S
45 2003 R R - S S
46 2002 R R R R
47 2002 R R R R
49 2003 R R R R
50 2003 R R - R R




Continuacdo da Tabela 1

Cepas Ano INH RPM PZA EMB ST
51 2003 R R R R S
53 2002 R R R S S
54 2003 R R - S R
55 2003 R R - S S
56 2003 R R - R R
57 2002 R R R R R
66 2003 R R R R
67 2002 R R R R R
68 2003 R R - R R
71 95/97 R R S S S
72 95/96 R R S S S
74 95/96 R R R S S
75 95/96 R R S S S
76 2003 R R S S S
77 1997 R R R R R
78 2003 R R R R R
79 95/96 R R S S S
80 95/96 R R S S S
82 95/96 R R S S -
85 95/96 R R S S S
88 2002 R R R R R
90 2003 R R - R -
91 2002 R R R S
92 2003 R R R R R
93 2003 R R -- R S
94 95/96 R R S S
96 2002 R R S S
100 2003 R R -- S S
101 2003 R R R S S
103 2003 R R -- S S
104 95/96 R R S S R
105 95/96 R R S S
106 2003 R R -- R --
109 2003 S R - R R
114 95/96 R R S S
115 95/96 R R S S
117 2003 R R - R S
118 2003 R S - S R
123 2003 R R - R -
125 95/96 R R S S S
126 2003 R R - R
127 2003 R R R R
128 2003 S S - -
130 2002 R R - - S
131 2003 R R - S S
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Continuacédo da Tabela 1

Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST
134 95/97 R R R S S
135 2002 R R - S S
136 2003 R R R R S
139 2003 R R - R R
141 2003 R R - R R
143 97 R R S S R
144 2003 R R - -
146 2003 R R - S -
147 2003 R R - S S
148 2003 R R - R S
149 2002 R R - R S
152 95/97 R R S S
153 2003 S S S
154 2003 R R R R R
156 2003 R R - R S
157 2003 R R - S S
158 2003 R R - S -
159 2003 R R R S S
160 2003 R R - S S
171 2003 R S - R S
180 2002 S R - S S

101 Cepas

S — sensivel & isoniazida e auséncia de mutacao no gene katG
R — resistente, -- Auséncia de dados
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A tabela 2 mostra o resultado dos testes de sensibilidade para as amostras

utilizadas na anélise do gene rpoB.

Tabela 2 - Teste de sensibilidade e ano de coleta das cepas utilizadas na analise do

gene rpoB
Testes de Sensibilidade
Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S
1 1996 R R S R R A
2 2003 R R -- R S RJ
3 2003 R R R R R RJ
4 2002 R R -- S R RJ
5 2003 R R -- R S A
6 2003 R R R -- R RJ
7 2002 R R -- R R A
8 2002 R R R R R RJ
9 2003 R R -- R S A
10 2002 R R -- R S A
11 2002 R R -- S S RJ
12 2003 R R R R R RJ
13 2002 R R -- S S A




Continuacéo da tabela 2.

Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/MUT S
14 2002 R R - R S A
15 2003 R R - S R RJ
16 2003 R R - R R A
17 1996 R R S R R A
18 2003 R R - R - RJ
19 2002 R R R R R RJ
20 2002 R R - S R A
21 2003 R R - S S RJ
22 2003 R R - - R RJ
23 2002 R R - R S A
24 2003 R R R - - RJ
28 2002 R R - R S A
29 2002 R R - R R A
31 2002 R R - R R RJ
32 2002 R R - S S A
34 2002 R R R R S RJ
35 2003 R R R R S RJ
36 2003 R R - R R A
38 2003 R R - R R A
39 2003 R R - S S A
40 2002 R R - S S A
41 2002 R R - R S A
42 2003 R R S - - RJ
43 2002 R R - R S A
45 2003 R R - S S A
46 2002 R R R R R RJ
47 2002 R R R R R RJ
49 2003 R R R R R A
50 2003 R R - R R RJ
51 2003 R R R R S A
53 2002 R R R S S RJ
54 2003 R R - S R RJ
55 2003 R R S S RJ
56 2003 R R - R R A
57 2002 R R R R R RJ
58 2003 R S .. S S A S/ MUT S
59 2003 R R - R R A
61 2003 R R - R R A
63 2003 R R - S S RJ
64 2003 R R - R S RJ
67 2002 R R R R R RJ
68 2003 R R - R R RJ
69 95/96 R R S S S B
70 95/96 R R S S S B
71 95/97 R R S S S B
72 95/96 R R S S S B
73 95/96 R R R S S B
74 95/96 R R R S S RJ
75 95/96 R R S S S B
7 1997 R R R R R RJ
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Continuacéo da tabela 2.

Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/MUT S
78 2003 R R R R R RJ
79 95/96 R R S S S B
80 95/96 R R S S S B
81 95/96 R R R S R B
82 95/96 R R S S - B
83 95/96 R R S S S B
84 95/96 R R S S S B
85 95/96 R R S S S B
86 95/96 R R S S R B
88 2002 R R R R R RJ
89 2003 R R - S R RJ
90 2003 R R - R - RJ
91 2002 R R S R S RJ
92 2003 R R R R R RJ
93 2003 R R - R S RJ
94 95/96 R R S S S B
95 95/96 R R R S R B
100 2003 R R - S S RJ
101 2003 R R R S S RJ
103 2003 R R - S S RJ
104 95/96 R R S S R B
105 95/96 R R S S S B
106 2003 R R - R - RJ
109 2003 S R - R R RJ
114 95/96 R R S S S B
115 95/96 R R S S S B
117 2003 R R - R S RJ
118 2003 R S - S R RJ S/ MUT S
122 2003 R R - R - A
123 2003 R R - R - RJ
124 95/96 R R S S S B
125 95/96 R R S S S B
126 2003 R R - R S RJ
127 2003 R R R R S RJ
128 2003 S S S - - RJ S/ MUT S
130 2002 R R - - S A
131 2003 R R - S S RJ
134 95/97 R R R S S RJ
135 2002 R R - S S A
136 2003 R R R R S RJ
139 2003 R R - R R RJ
141 2003 R R - R R A
142 2003 R R - R S A
143 95/97 R R S S R B
144 2003 R R S - - RJ
148 2003 R R R S A
152 95/97 R R S S S B
156 2003 R R - R S RJ
157 2003 R R - S S RJ
158 2003 R R - S - RJ
159 2003 R R R S S RJ
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Continuacéo da tabela 2.

Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S
160 2003 R R S S RJ
161 2002 R R R R R RJ
162 2003 S S S S RJ S/ MUT S
163 2002 S S S S S RJ S/ MUT S
164 2003 S S S S S RJ S/ MUT S
166 2002 S S S S S RJ S/ MUT S
168 2002 R R R R R A
171 2003 R S R S RJ S/ MUT S
172 2003 R R S S A
173 2002 R R RJ
174 2003 R R R S A
175 2003 R R R R A
176 2003 R R S S A
177 2002 R R R R S A

120 Cepas

RJ - Cepas do Estado do Rio de Janeiro: 65 - 7 S/IMUT S =58
A - Cepas de outros estados: 39 - 1 S/ MUT S= 38

B - Cepas do Inquérito de Multirresisténcia = 24

S/MUT S - cepas com sensibilidade & RMP e sem mutacéo
Ano: ano de coleta do material para cultura

Dentre as 101 cepas analisadas para o gene KatG, 11 ndo apresentaram
mutacdo em qualquer das duas regifes estudadas. Destas, duas, provenientes da
OMS, eram sensiveis a INH (e a RMP). No total, quatro culturas sensiveis a INH néo
apresentaram mutacdo nas duas regibes analisadas. No quadro 3 podemos
diferencia-las dos casos em que ocorreram auséncia de mutacdo nas duas regides e
teste de sensibilidade com resisténcia a INH (7 casos).

O Quadro 3 mostra ainda os resultados dos testes de sensibilidade para INH
e RMP de 88 cepas que tiveram mutacdes em pelo menos uma das regifes do gene
katG — o0 que correlaciona as mutacdes a resisténcia a INH (as duas cepas com o
alelo 463 nao foram consideradas). Sdo apresentados também os mesmos testes de
sensibilidade relacionados com as 11 cepas que tiveram auséncia de mutacdes em
ambas as regides. Em quatro destes casos havia sensibilidade a INH (casos usados

como controle) e os sete restantes apresentavam resisténcia.
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Quadro 3 - Correlacéo entre os testes de sensibilidade e mutacdes das 99 cepas**

Sem mutacdes em ambas

TS Mutacdes .
regides
INH(R) RMP(R)# 21 (21,2%) 4 (4%)
INH(R) RMP(R) ## 59 (59,6%) 2 (2%)
INH(R) RMP(R) ### 7 (7%) -
INH(R) RMP(S) 1 (1%) 1 (1%)
INH(S) RMP(R) - 2 (2%)
INH(S) RMP(S)### - 2 (2%)

Total

88 (88,9%)

11 (11,1%)

TS — teste de sensibilidade.

R - resisténcia
S - sensibilidade

# Resisténcia somente a INH e & RMP
# # Resisténcia, pelo menos a um dos seguintes medicamentos: estreptomicina (S),

etambutol (E) ou pirazinamida (2).

### Auséncia de informacgé&o pelo menos para um dos seguintes medicamentos: S, E, Z .
Auséncia de resisténcia para os demais.
** As duas cepas sem mutacao na regido 1 e com polimorfismo na regiao 2 (c6don 463)

foram retiradas da tabela. Ambas eram INH(R) RMP(R)

A Figura 16 exibe o mapa do Brasil com a distribuicdo das cepas analisadas

para 0 gene KatG para os diversos estados. O Estado do Rio de Janeiro esta

representado por maior numero de isolados (62) devido a sua incidéncia de Tb e MR

ser a mais alta do pais. Os outros 39 isolados encontram-se distribuidos pelos

outros estados, cobrindo a maior parte do territério brasileiro.
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Figura 17 - Mapa do Brasil mostrando os diferentes estados de coleta e nimero de
isolados analisados para o gene KatG

NS P8 — ()
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Legenda: Duas das 3 cepas de GO sdo provenientes do DF. Estados: AM — Amazonas; PA — Parg;
MA — Maranhéo; CE — Ceard; PB — Paraiba; PE — Pernambuco; BA — Bahia: GO — Goiés;
MG — Minas Gerais; ES — Espirito Santo; RJ — Rio de Janeiro; SP — Sao Paulo; PR —
Parana.

Os quadros 4, 5 e 6 mostram as cepas com mutacdes apenas na regiao 1,

apenas na regido 2 do gene KatG e em ambas as regifes respectivamente.

Quadro 4 - Cepas com mutacdes apenas na regiao 1 do gene KatG

Cddon Mutado N° de Cepas
Delec¢do no CD 107
CD 93 — Ala p/ Thr (ACC)
Delecdo no CD 4 + Delecdo no CD 65
Dele¢cdo no CD 4 + CD 1 Val p/ Ala (GCG)
Delecdo no CD 67
Deleg¢do no CD 79

PRk kN
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Delecdo no CD 4 2
TOTAL 9
CD- Cddon

Quadro 5 - Cepas com mutac¢des apenas na regiao 2 do gene KatG

Codon Mutado N° de Cepas

CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) 43

ol

CD 315 — Ser p/ Asn (AAC)

Insercéo no CD 439

CD 463 — Arg p/ Leu (CTG) #

CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) + dele¢do no CD 493

CD 315 — Ser p/ Thr (ACA)

CD 315 — Ser p/ lle (ATC)

CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) + CD 399 Glu (GAA) p/ Glu (GAG) ##

CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) + CD 463 Arg p/ Leu (CTG)

CD 336 — Leu p/ Pro (CCG)

CD 439 GIn p/ TAG ###

RlRrRRPR PRk N

CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) + delecdo no CD 485

TOTAL

(o2}
o

# Polimorfismo. ## Mutacdo silenciosa. ### Stop codon. CD- Codon

Quadro 6 - Cepas que apresentaram mutacoes em ambas as regides do gene KatG

Regido 1 — Cédon Mutado Regido 2 — C6don Mutado N° de Cepas
Delecdo no CD 4 CD 315 — Ser p/ Thr (ACC) 12
Delecdo no CD 4 CD 315 — Ser p/ Asn (AAC) 2
Delecdo no CD 4 CD 315 — Ser p/ Thr (ACA) 1

CD 328 — Trp p/ Arg (CGG) +

Delecdono CD 4 Insergdo no CD 439 !
- CD 315 - Ser p/ Thr (ACC) +

Delecdo no CD 4 CD 463 Arg p/ Leu (CTG) # '

Delecdo no CD 4 CD 315 - Ser p/ Thr (ACC) + 1

CD 399 Glu (GAA) p/ Glu (GAG) ##

Delecdo no CD 4 +
Delecdo no CD 26 + CD 315 - Ser p/ Thr (ACC) 1
Delecdo no CD 65

Delecdo no CD 4 +
Delecdo no CD 2 + CD 412 - Trp p/ Cys (TGC) 1
Delecdo no CD 11

CD 17 — Ser p/ Thr (ACC) +
Insercéo entre CD 92 e 93 CD 315 - Ser p/ Thr (ACA) 1
TOTAL 21
# Polomorfismo. ## Mutacdo silenciosa. CD- C6don

Através destes trés quadros (4,5 e 6), podemos observar as mutacdes
(mutacdes pontuais, insercbes e delecbes) e a auséncia das mesmas, que
ocorreram concomitantemente nas regides 1 e 2. Com excecdo de mutacdes no
codon 486 e mutacdes silenciosas, qualquer outro tipo de mutagdo, em uma ou

ambas as regifes, sempre produz resisténcia a INH. Na regido 1 ndo ocorreram
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mutacdes, em 71 cepas. Nas outras 30 cepas houve 33 dele¢bes de nucleotideos,
sendo que a delecdo do ultimo nucleotideo do cédon 4 esteve presente 20 vezes,
separadamente, e quatro vezes, em associacdo com outras mutacdes. Apenas uma
insercao e trés mutacdes pontuais foram registradas. Na regido 2, das 101 cepas,
nao houve mutagdo em 20 - onze estavam associadas a auséncia de mutagdo na
regido 1. Ocorreram trés mutacdes isoladas no codon 463, de Arginina (CGG) para
Leucina (CTG). Este alelo ndo causa resisténcia a INH e é considerado apenas
como um polimorfismo (Hijjar, 2008). Nas outras 79 cepas houve duas delecdes, trés
insercbes e 83 mutacdes pontuais, sendo 73 no codon 315 (72,2% dos 101 casos).
A mutacgdo Serina (AGC) para Treonina (ACC) ocorreu 61 vezes (56 vezes como
forma isolada, enquanto em seis vezes estava associada a mutacdes em outros
cédons). A mutacdo Serina (AGC) para Asparagina (AAC) aconteceu sete vezes,
para Treonina (ACA) trés e para Isoleucina (ATC) uma vez. Nesta mesma regido
houve uma mutacao silenciosa no cédon 399, de Acido glutamico (GAA) para Acido
glutamico (GAG), associada a outra mutacdo, responsavel pela resisténcia a INH.
Em mais duas cepas surgiu uma mutacao no codon 463, mas associada a mutacao
do codon 315. A mutag¢do no cddon 439, de Glutamina (CAG) para (TAG) codifica
um cédon de parada de sintese de RNA (stop cdédon). As mutacdes da regido 2
permitiram o diagnéstico de resisténcia a INH em 79 cepas ou 78,2% dos 101 casos.
Nove cepas que ndo mostraram mutacdes na regido 2 tiveram mutacdes na regido 1
(Quadro 4). Isto significa que esta regido permitiu o acréscimo do diagndstico de
resisténcia a INH para 88 cepas (87,1% das 101 cepas) o que aumentou a
positividade em 8,9%. Um resumo das localizacdes das muta¢gdes encontradas para
as duas regides do gene KatG é apresentado na Figura 17, com seus principais

resultados explicitados na Figura 18.
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Figura 18 - Localiza¢gGes das Muta¢Oes Encontradas no gene KatG
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Figura 19 - Principais resultados para as duas regifes do gene KatG
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Legenda: Para as 97 cepas resistentes a INH, mutagbes no cédon 315
ocorreram em 75,3% e delecdes no codon 4 em 24,7% dos
casos.

Com relacéo a analise do gene rpoB, a Figura 19 exibe o mapa do Brasil e a
distribuicdo das cepas para os diversos estados. Como explicitado anteriormente, o

Estado do Rio de Janeiro possui a maior incidéncia de Th e MR do pais, sendo
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assim representado por 58 isolados. Os outros 62 isolados encontram-se
distribuidos pelos outros 15 estados.

Figura 20 - Mapa do Brasil mostrando os diferentes estados de coleta e numero de
isolados analisados para o gene rpoB
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Legenda: Estados: AC — Acre; AM — Amazonas; PA — Pard; MA — Maranhao; CE — Cearg;
PB — Paraiba; PE — Pernambuco; BA — Bahia: GO — Goias; MG — Minas Gerais;
ES — Espirito Santo; RJ — Rio de Janeiro; SP — Sdo Paulo; PR — Parana, SC —
Santa Catarina; RS — Rio Grande do Sul.

O perfil de resisténcia a drogas (INH, RMP, EMB e ST) para 105 dos 120
isolados multiresistentes é mostrado na Tabela 3. Testes para PZA nao foram
reportados devido a dificuldade de obtencdo destes dados em meio LJ. Quinze
isolados foram excluidos da tabela por terem apresentado apenas o0s resultados

para INH e RMP, com resultados incompletos para EMB ou ST. No Rio de Janeiro, a
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resisténcia a todas as drogas foi predominante (16 isolados), enquanto nos outros
estados a resisténca dupla, a INH e RMP foi mais comum (26 isolados).

Tabela 3 - Perfil de resisténcia a drogas dos isolados multirresistentes?®

Outros Todos os

Resisténcia Rio de Janeiro estados estados
(N) (N) (N)

INH + RMP 14 (30,4%) 26 (44,0%) 40 (38,0%)
INH + RMP + EMB 11 (23,9%) 13 (22,0%) 24 (22,9%)
INH + RMP + ST 4 (8,7%) 6 (10,2%) 10 (9,5%)
INH + RMP + EMB + ST 16 (34,8%) 14 (23,7) 30 (28,6%)
(INH S)+RMP + EMB + ST 1(2,2%) 0 (0,0%) 1 (1%)
Total® 46 (100%) 59 (100%) 105 (100%)

INH — isoniazida; RMP - rifampicina; EMB — etambutol; ST - streptomicina;
®Para 15 isolados obtivemos informac&o para INH e RMP com resultados incompletos
para EMB or ST. Estes 15 foram excluidos da tabela.

Entre os 120 isolados MR analisados, ndo foi encontrada mutacdo no gene
rpoB em 13 cepas resistentes a RMP. Doze eram MR, e uma era sensivel a INH e
resistente a RMP. Estas foram sequienciadas fora da regido RRDR (do cddon 161
ao 683) e ndo foram encontradas mutacdes exceto uma silenciosa de GAC para
GAT (ambos os cédons codificam o acido aspartico). As outras 107 cepas
apresentaram 118 diferentes mutacdes no gene rpoB. A Tabela 4 mostra os tipos
de mutacdes detectadas e suas frequéncias. Entre as mutacdes encontradas, 57
ocorreram em isolados do Rio de Janeiro e 61 em isolados de outros estados.
Entre as 118 mutacfes, 96 foram simples, 9 duplas, uma tripla e houve uma
insercdo. Todas foram mutag¢des pontuais com trocas de aminoacidos. Os codons
mais frequentemente mutados foram: 531 (45,6%), 526 (26%) e 516 (12,5%). Em
outros onze codons, um total de 18 (15,2%) mutacbes foi encontrado,
principalmente nos cédons 511 (3,4%) e 513 (3,4%). Também foram observadas
mutacdes fora da regido RRDR, uma no cédon 545, uma mutacdo simples, e
quatro outras nos codons 471, 475, 483 e 545, que estavam presentes em quatro
isolados de mutacdes duplas. Estas ultimas apresentaram-se sempre associadas a
mutacdes na regido RRDR, nos cddons 531 ou 526. Nenhum isolado sensivel a

RMP (utilizado como controle) apresentou mutagao no gene rpoB.



Tabela 4 - Resumo das mutagdes encontradas no gene rpoB em 107 de 120
isolados multirresistentes

Codons Tipo de mutacéo N (%)
511 Leu CTG - Pro CCG 1(0.8)
513 GIn CAA — Pro CCA 3(2.5)
513 GIn CAA - Leu CTA 1(0.8)
516 Asp GAC - Tyr TAC 8 (6.8)
516 Asp GAC -Val GTC 5(4.2)
526 His CAC —Asp GAC 9 (7.6)
His CAC — Tyr TAC 12 (10.1)
His CAC —Asn AAC 1(0.8)
His CAC - Arg CGC 1(0.8)
His CAC -Leu CTC 2(1.7)
His CAC —Cys TGC 2(1.7)
His CAC - Ser TCC 1(0.8)
531 Ser TCG-LeuTTG 44 (37.2)
Ser TCG-Trp TGG 5(4.2)
545 Leu CTG — Pro CCG 1 (0.8)
511 516 Leu CTG - Pro CCG (511) 2(1.7)

Asp GAC — Tyr TAC (516)

511 518 Leu CTG — Pro CCG (511) 2 (1.7)
Asn AAC— Asp GAC (518)

526 483 His CAC — Asn AAC (526) 2 (1.7)
Asp GAC- Gly GGC (483)

526 508 His CAC — Tyr TAC (526) 2 (1.7)
Thr ACC — Pro CCC (508)




Continuacgéo da Tabela. 4
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Codons

Tipo de mutacéo

N (%)

526 510

531 471

531 475

531 511

531 545

531516 522

514 - 515

His CAC — Tyr TAC (526)
GIn CAG -His CAC (510)

SerTCG —Leu TTG (531)
Met ATG —lle ATT (471)

SerTCG —LeuTTG (531)
Val GTG - Gly GGG (475)

Ser TCG —Trp TGG (531)
Leu CTG — Pro CCG (511)

Ser TCG —Leu TTG (531)
Leu CTG — Pro CCG (545)

Ser TCG —Leu TTG (531)
Asp GAC- Glu GAA (516)

Ser TCG - Leu TTG (522)

Inser¢cdo Phe TTC

2 (1.7)

2 (1.7)

2 (1.7)

2 (1.7)

2 (1.7)

3 (2.5)

1(0.8)

Total #

118 (100)

% Numero total (N) de mutagcbes é a soma das mutacdes simples, duplas,

triplas e inserc¢des. Treze isolados ndo apresentaram mutacoes.

A Tabela 5 mostra o tipo e freqiéncia de mutacdes encontradas nos

coédons 531, 526 e 516, para o Rio de Janeiro e para 0s outros estados brasileiros.

No Rio de Janeiro, as mutagdes mais frequentes foram: Ser531 para Leu (21,2%),

Asp516 para Tyr (5%) e His526 para Asp (2,5%). Entre os outros estados, as

mutac¢des mais frequientes foram: Ser531 para Leu (19,4%), His526 para Tyr (11%)
e Asp516 para Tyr (2,5%).
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Tabela 5 - Resumo das mutacdes encontradas nos codons 531, 526 e 516 do gene
rpoB no Rio de Janeiro comparado com outros estados e a totalidade
dos estados

Codons RJ Outros Todos
Estados Estados

516 Acido Aspartico 10 (8,4%) 5 (4,1%) 15(12,5%)

526 Histidina 8 (6,6%) 23 (19,4%) 31 (26%)

531 Serina 31(26,2%) 23 (19,5%) 54 (45,7%)

Outros codons 8 (6.8%) 10 (8.5%) 18 (15.3%)

Total 57 (48.0%) 61 (51.5%) 118 (100%)

A frequéncia de mutac¢des encontrada para os codons 531, 526 e 516 foi
comparada entre o Estado do Rio de Janeiro, os outros estados e todos 0s
estados. A Figura 16 mostra que, quando o Rio de Janeiro € removido da andlise,
a freqiéncia de mutacbes nos cédons 531 e 526 para os outros 15 estados é
similar. Apenas a diferenca no niumero de mutacdes no cédon 526 entre Rio de
Janeiro e outros estados foi estatisticamente significativa (p= 0,002). No entanto,
quando todos os estados sao analisados ao mesmo tempo, o cédon 531 volta a ser

o mais freqientemente alterado.
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Figura 21 — Variagdo do numero de mutacbes nos cddons 531, 526 e 516 no
Estado do Rio de Janeiro, nos outros estados e em todos os estados
brasileiros analisados
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Legenda: Apenas a diferenca no niumero de mutagbes do cdédon 526 entre o Rio de Janeiro e os
outros estados foi estatisticamente significativa (p= 0.002) (teste Qui-quadrado).
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4 DISCUSSAO

4.1 Analise do gene KatG

A INH é um farmaco com estrutura molecular simples, mas com mecanismo
de acdo complexo, envolvendo varios genes, sendo os mais importantes o katG e o
inhA. Para o estudo da resisténcia a INH, por mutacdes no gene katG, analisamos
101 cepas de MTb. Dentre estas, 97 sdo multirresistentes e quatro sdo sensiveis a
INH. Sete cepas multirresistentes ndo apresentaram mutacdo em ambas as regides
analisadas. Assim, pode-se concluir que a mutagcdo responsavel pela resisténcia
encontra-se ou em uma regido do katG néo estudada ou se localiza em outro gene
relacionado a resisténcia ao farmaco. Nosso estudo se concentrou em duas regides
préximas, no inicio do gene katG. Mutacfes (excluindo as mutacdes silenciosas e 0s
polimorfismos), em qualquer destas regides sdo capazes de produzir resisténcia a
INH. Estas regifes apresentam comportamentos diferentes em relacdo aos numeros
e tipos de mutacao.

Na regido 1 do gene KatG houve grande quantidade de insercbes e
delecdes. Em 24 cepas encontramos um novo alelo, ainda ndo descrito na
literatura, gerado pela dele¢cdo do ultimo nucleotideo (adenina) no cédon 4. Na
regido 2, as mutacdes no cédon 315 foram as mais comuns (72,2% dos 101 casos),
principalmente de Serina AGC para Treonina ACC (61 vezes) e para Asparagina
AAC (sete vezes). A prevaléncia de mutacdes neste cdédon apresenta ampla
variacdo geografica no mundo. Estes nimeros séo importantes porque podem
predizer a capacidade de um teste que use apenas a analise do cédon 315, para
diagnéstico rapido da resisténcia a INH. Na nossa casuistica, a regido 1 permitiu o
diagnostico de mutacdo em nove casos em que ndo houve mutagbes na regido 2,
aumentando a positividade do diagnostico de resisténcia a INH em 8,9%. Ja a
analise da regidao 2 permitiu o diagndéstico de resisténcia a INH em 78,2% das
cepas, resultado semelhante ao que é observado na literatura. Supondo que estes
nove casos tivessem plena possibilidade de serem diagnosticados pela analise do
gene inhA, teriamos que pesquisar as mutacdes tanto na parte estrutural quanto na

regido promotora do gene.
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Em outro estudo realizado no Brasil, que analisou 97 cepas INH resistentes
de dois estados - Sédo Paulo e Parana (Cardoso et al., 2004), foram observadas 83
mutacdes no gene katG (85,6%), sendo 60 no codon 315 (61,9%) e 23 (23,7%) em
outros codons. Quatorze cepas INH resistentes (14,4%) nédo tiveram mutacdes no
gene katG. Destas, 12 (12,4%) apresentaram mutacdes em outros genes. O alelo
Arginina 463 Leucina (polimorfismo) ocorreu em dois casos (2% dos 97 casos). No
local correspondente a nossa regido 1, houve uma inser¢cao no nucleotideo 17 e
quatro mutacdes pontuais. Na area correspondente a nossa regidao 2, além das
mutacdes pontuais ocorreram duas insercoes e uma delegcdo. Um outro trabalho do
Estado de Sdo Paulo analisou 48 cepas resistentes a INH, compreendendo os
cédons de 243 a 368 (376 nucleotideos), que correspondem a regido 2 da nossa
analise. Houve mutacdo pontual no cdédon 315 em 60,4% das cepas, sendo a
maioria (79,3%) de Serina (AGC) para Treonina (ACC) (Hofling et al., 2005). A
andlise de 69 cepas resistentes a INH em trés estados brasileiros, explorando a
regido correspondente a nossa regido 2, revelou mutacdes pontuais no cédon 315
em 60, 60,9 e 87,1% dos isolados dos Estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul, respectivamente. Dois casos de mutacdo pontual no codon 463 nao
implicaram em resisténcia a INH (Silva et al., 2003). Logo, no Brasil, as variacfes
do namero de mutac¢des no cdédon 315 sdo de 60 a 87,1%.

Uma pesquisa realizada em KwaZulu - Natal, na Africa do Sul, com 79 cepas
multirresistentes de Tb, usando a técnica de polimorfismo de conformacéo de fita
simples (SSCP) para pesquisar mutacdes em uma regido de 209 pares de base
que contém o codon 315, diagnosticou 77 casos de resisténcia a INH (94,7 %)
(Kiepiela et al., 2000). Em Barcelona, a andlise de 61 cepas INH resistentes
mostrou alteracdes no gene katG em 55% dos casos e as mutacdes no cédon 315
foram as mais prevalentes (32%) (Coll et al., 2005). Portanto, em outros paises, as
variagbes de mutagdes no codon 315 vao de 32% em Barcelona a 94,7% na Africa
do Sul.

Em concluséo, a mutacdo no coédon 315, de Serina AGC para Treonina ACC
€ a mais freqiente em todos os trabalhos. Possivelmente este tipo de mutacao
produz um 6timo balanco entre a atividade diminuida de catalase e nivel suficiente
de atividade da peroxidase, o que daria condicdo de permanéncia ativa da bactéria

resistente, com reducdo minima de seu metabolismo.
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4.2 Analise do gene rpoB

A RMP, embora apresente estrutura quimica complexa, tem um mecanismo
de acdo mais simples em relacdo a INH. Cerca de 95% das cepas resistentes
apresentam mutacdes na regido central do gene rpoB, com 81 pares de base,
delimitada pelos coédons 507 a 533 e denominada RRDR (rifampin resistance
determining region). Neste trabalho analisamos 120 cepas MR de MTb. Treze eram
resistentes & RMP e ndo apresentaram mutacdes (10,8%). A resisténcia a RMP
somada a auséncia de mutacdo na regido RRDR do gene rpoB geralmente esta
relacionada a ocorréncia de mutagdes em outros cédons fora desta regido, como no
146 ou 251, conforme descrito na literatura (Heep et al., 2001), ou a existéncia de
outro mecanismo de resisténcia. Foram desenhados oligonucleotideos especificos
para uma regido mais abrangente do gene rpoB para estas 13 amostras e foi
encontrada apenas uma mutacdo silenciosa, 0 que aponta para a atuacdo de um
outro mecanismo de resisténcia que ndo a mutacao.

Uma pesquisa realizada na Federagdo Russa, com 412 cepas MR e técnica
de andlise por espectrometria de massa, observou auséncia de mutacdo em 10,7%
dos casos (Afanas’ev et al., 2007). Outra possibilidade para este fato, além das
descritas acima, é a heterorresisténcia, definida como a coexisténcia de bactérias
resistentes e sensiveis aos medicamentos para Th, em um mesmo paciente. E um
pré-estagio para a resisténcia, como um todo, e pode ocorrer por duas causas: a
super-infecgcdo, com duas diferentes cepas ou a transformacédo de uma cepa em
duas, uma resistente e outra sensivel, pela ndo aderéncia do doente ao tratamento.
O cultivo em meio com RMP, de uma cepa suspeita de apresentar
heterorresisténcia, seleciona a variante resistente e permite o diagndstico correto
das mutacgbes (Fang et al., 2008). Com a excec¢do dos casos de resisténcia primaria,
nossos pacientes foram submetidos a dois ou mais tratamentos com RMP no
esquema terapéutico até o diagndstico de multirresisténcia e isso elimina a
possibilidade de heterorresisténcia.

A percentagem de coédons mutados na resisténcia a RMP também sofre
influéncias regionais. Na federacdo Russa, como ja citado, as mutacdes
predominantes ocorreram nos codons 531 (64,8%), 526 (10,3%) e 516 (7,7%) do

gene rpoB, distribuicdo semelhante & observada no Brasil. A prevaléncia de
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mutagdes no codon 531 também ocorre na Alemanha e na Itdlia, mas nos Estados
Unidos e na China, o maior nimero de mutacdes ocorre no codon 526 (Afanas’ev et
al., 2007).

O diagnéstico de MR s6 se confirma através de cultura e teste de
sensibilidade. O método em meio de Léwenstein-Jensen disponibiliza o resultado em
30 a 60 dias, tempo demasiadamente longo. O método automatizado de cultura para
micobactérias, como o sistema BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator
Tube) é capaz de fornecer resultado em 10 a 15 dias, mas se torna dispendioso para
uso em hospitais publicos (Srisuwanvilai et al., 2008; Almeida et al., 2005; Gouveia
et al., 2008). O diagnostico de resisténcia por mutacdo em determinados genes a
partir do DNA do bacilo cultivado também é dispendioso mas vem permitindo a
identificacdo de regides génicas com maior incidéncia de mutacbes e promove 0
desenvolvimento de métodos de diagndstico rapidos e pouco trabalhosos, por meio
de técnicas de biologia molecular. O método INNO-LiPA Rif. Tb é especifico para a
RMP e identifica as mutacdes mais comuns na RRDR (Rossau et al., 1997; Makinen
et al., 2006). Os métodos Genotype MTBDR Assay e Real-Time PCR diagnosticam
mutacdes tanto na RRDR quanto no cédon 315 do gene katG (Cavusoglu et al.,
2006; Viedma et al., 2002; Hilleman et al., 2007). Estes métodos dependem de Kits,
que também sdo de alto custo para uso em instituicbes publicas. Mokrousov e
colaboradores (Mokrousov et al., 2002) utilizaram, em seu trabalho, a técnica de
PCR-RFLP (PCR- restriction fragment lenght polymorphism) que usa a enzima de
restricio HAPII para diagnosticar a mutacdo no cédon 315 (Serina AGC para
Treonina ACC). Este método tem sido importante como um marcador de resisténcia
para a INH no noroeste da RuUssia por ser rapido, ter baixo custo, apresentar
manipulacdo simples e ser facil de interpretar. O método requer apenas
aparelhagem padrdao de PCR e de eletroforese. Novas pesquisas precisam ser
realizadas para avaliar melhor esta técnica.

Neste trabalho, o Estado do Rio de Janeiro apresentou 0 maior nimero de
isolados resistentes a todas as drogas de primeira linha no tratamento da
tuberculose (INH, RMP, EMB, ST), enquanto, para os outros estados, a maioria dos
isolados era resistente apenas a INH e RMP. Varias analises em diferentes regides
do mundo vém demonstrando percentagens de mutacdo no gene rpoB em ordem
decrescente de freqiéncia nos codons 531, 526 e 516. Herrera et al. (2003) na

Espanha encontrou as seguintes porcentagens: 531- 48.5%, 526- 27.8% e 516-
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14.2%. Huang et al. (2002) na China, Mani et al. (2001) na india e Schilke et al.
(1999) na Africa, observaram proporcées semelhantes. Siddigi et al. (2002) na india
encontrou um numero maior de mutacées no codon 516 em comparacédo ao 526,
tendo observado as seguintes frequéncias: 531- 38.7%, 516- 21.5% e 526- 20.4%.
Heep et al. (2001) na Alemanha, Tracevska et al. (2003) na Latvia — RUssia e Qian
et al. (2002) em paises do leste asiatico (China, Korea, Japan e Taiwan) também
obtiveram resultados semelhantes.

Observa-se que as varias regides do mundo mostram dois tipos principais de
padrdo de mutacdo, em ordem decrescente: codons 531, 526, 516 e 531, 516, 526.
Mas nenhuma associacdo de mutacdo especifica com um determinado genotipo
pdde ser determinada em estudos publicados, quando se analisou a prevaléncia de
mutacdes no gene rpoB no leste asiatico ou na Latvia (Qian et al., 2002; Tracevska
et al., 2003; Hillemann et al., 2005).

No Brasil, quatro estudos analisaram as mutacées no gene rpoB, de cepas
resistentes a rifampicina (Spindola de Miranda et al., 2001; Valim et al., 2000;
Oliveira et al., 2003; Hofling et al.,, 2005). Em um deles, Valim et al. (2000)
estudaram 82 cepas resistentes e 18 sensiveis, isoladas de pacientes do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Os principais cédons afetados foram
531 (54%), 526 (21%) e 516 (7%). Trés cepas resistentes a RMP (4%) e as cepas
sensiveis ndo apresentaram mutacdes. Em outro trabalho, Héfling et al. (2005)
sequenciaram 25 cepas resistentes a RMP e nove sensiveis, todas do estado de
S&o Paulo. Entre as cepas resistentes houve mutac¢des nos codons 531 (60%), 526
(24%), 533 (4%) e 516 (4%). A Unica insercdo ocorreu entre os codons Phe514 —
Met515, o mesmo local em que ocorreu a nossa Unica inser¢do, mutacao ja descrita
por Qian et al. (2002) para um isolado da cepa Beijing. O nosso estudo mostrou que
nas 122 mutacdes pontuais (com relacdo a todos os estados) os codons mais
afetados foram: 531 (46.8%), 526 (25.3%) e 516 (12.3%). Estes resultados seguem
um dos padrdes ja descritos em varias regiées do mundo.

Spindola de Miranda et al. (2001) analisaram mutacfes em 62 cepas
resistentes e sensiveis a RMP. Destas, 25 (18 resistentes) foram obtidos do Brasil
(S0 Paulo e Rio de Janeiro) e 37 (16 resistentes) da Franca, Africa e Asia.
Mutacbes foram identificadas em 100% dos isolados resistentes a RMP
provenientes da Franca (16/16) e em 89% (16/18) nos isolados brasileiros. Nenhuma

mutacao foi detectada nos 28 isolados sensiveis, como previsto. Entre os isolados
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da Fraca, Africa e Asia, as mutagdes ocorreram nos codons 531 (31,2%), 526, 513 e
533 (18,7% cada), 516 (6,2%) e 516 em associacdo ao 533 (6,2%) enquanto, para
os isolados brasileiros, o codon 531 foi o mais freqientemente mutado (72,2%),
seguido pelo 526 (11,1%) e 513 (5,5%).

Como o Estado do Rio de Janeiro apresenta alta incidéncia de Tb e de TbMR,
quisemos comparar as mutagdes que ocorreram em 58 isolados deste Estado com
as presentes em 62 isolados de outros estados brasileiros. O Estado do Rio de
Janeiro, mostrou a prevaléncia da mutacdo: Ser531 (26,2%), enquanto 0s outros
estados mostraram uma freqiéncia similar para Ser531 (19,4%) e para His526
(19,4%). Quando é feita a analise para todos os estados, o codon 531 volta a ser o
mais frequentemente alterado, seguido pelo 526 e 516. Nosso estudo foi, até o
momento, o de maior numero de isolados resistentes analisados no Brasil, e nos

consideramos a freqiiéncia de mutagcdes nestes cédons como um padrado brasileiro.

4.3 Tuberculose, uma questao social

Logo no inicio deste trabalho dissemos que a Tb é a principal causa de morte
em adultos por doenca infecciosa Unica nos paises em desenvolvimento e que seu
agente causal infecta um terco da humanidade e causa 8 milhdes de novos casos de
Tb por ano, com 1,6 milhdo de 6bitos (Frieden et al., 2003). Estas consideracdes
dao ao MTb o status de bactéria especial, com caracteristicas diferentes e grande
poder de infeccdo e de morte. Afirmamos também que a Tb tem opcao preferencial
pelos pobres, que sdo desnutridos, com pouca escolaridade, ndo valorizam
adequadamente a saude, residem em aglomeracdes e muitos sdo vitimas do
alcoolismo e dependentes de um sistema de saude precario (Albuquerque et al.,
2001). As caracteristicas do bacilo, associadas a pobreza e a infec¢do pelo HIV,
completam-se para a progressdao e a agressividade da doenca (Deriemer et al.,
2007). Se nao fosse assim, a Tb teria 0 mesmo perfil de agressividade, tanto em
paises pobres quanto nos ricos ou em areas ricas e pobres de uma cidade. Se
considerarmos que no mundo existem oitocentos e trinta milhdes de miseraveis,
passamos a entender que o problema maior da Th ndo € o bacilo. A tuberculose tem

cura. Seu tratamento se baseia em dois medicamentos principais: isoniazida e
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rifampicina. A resisténcia a um destes farmacos, ou a ambos, compromete bastante

a possibilidade de resgate do paciente (Mak et al., 2008; Espinal et al., 2000).

4.4 Consideracdes sobre estudos epidemioldgicos

Varios trabalhos, em biologia molecular, que usam cepas de MTb, analisam
previamente as amostras através da técnica de RFLP (restriction fragment length
polymorphism) ou spoligotyping, ndo s6 para estudo epidemiol6gico, como também
para identificar cepas repetidas de um mesmo paciente para elimina-las. Isto é
necessario porque os pacientes MR fazem muitas culturas de escarro durante o
tratamento (Holtz et al., 2006). As cepas que recebemos para analise eram
identificadas pelo nome e o estado de origem e pudemos eliminar 19 repetidas, sem
necessidade de uso das técnicas citadas.

Embora tenhamos analisado mutacdes nos genes katG e rpoB de amostras
de 13 e 16 estados, respectivamente, ndo tivemos o objetivo inicial de fazer estudos
epidemioldgicos. Mas é interessante procurarmos saber se existe o genaétipo Beijing
no Brasil e, existindo, como se comporta a associacdo HIV/multirresisténcia. Um
trabalho com 420 cepas de uma regido pobre de S&do Paulo, em que havia 22
amostras MR e outras 72 obtidas de pacientes HIV positivos, mostrou um cluster de
quatro casos com genotipo Beijing, sendo dois deles MR. A multirresisténcia dos 22
casos estava associada a ndo aderéncia ao tratamento, mesmo entre os casos HIV
positivos. A resisténcia primaria foi muito baixa (Telles et al., 2005). Com excec¢ao de
alguns paises da Africa, ndo existe correlagdo entre infeccdo por HIV e TbMR na
populacdo em geral, como tem sido descrito em microepidemias de TbMR e HIV em
paises com baixa incidéncia de Tbh. Esta associagdo € encontrada em populacdes
restritas em presidios ou em clinicas para pacientes HIV positivos. A freqiéncia, no
Brasil, da associacdo TbMR e HIV é de 8% (Baptista et al., 2002).
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4.5 Tuberculose X -DR

A Tb — XDR (resisténcia pelo menos a INH e a RMP, pelo menos a uma
medicacdo de segunda linha injetavel — canamicina, amicacina ou capreomicina - e
a qualquer fluoroquinolona) surgiu como uma grande ameaca para 0 mundo
(Raviglione, 2008). Seu diagnostico é dificultado pela necessidade de comprovacéao
bacteriologica, por cultura e testes de sensibilidade para medicacdes de segunda
linha, que ainda ndo estao padronizados (WHO, 2008c). O tratamento deste tipo de
Tb é extremamente dificil, pela escassez e preco de farmacos sensiveis. Na Coréia,
um grupo de 1.407 pacientes, com diagnéstico de MR (definicao internacional), HIV-
negativos, foram analisados como uma coorte por sete anos. Setenta e cinco casos
apresentavam Th — XDR (5,3%). O numero de curas foi baixo no grupo XDR (29,3%
vs. 46,2%, p= 0,004) e a mortalidade maior (49,3% vs. 19,4%, p < 0,001) (Kim et al.,
2008). Em outro trabalho, nos Estados Unidos, de 651 casos de MR, 48 (7,4%) eram
XDR e HIV negativos. O tempo de tratamento teve mediana de 25 meses e 0 regime
de tratamento compreendia a média de 5,3 medicamentos. Os farmacos mais
usados foram: capreomicina 25 vezes (53,2%), moxifloxacina 34 (72,3%), ou
levofloxacina 20 (42,6%), cicloserina 47 (100%), etionamida 31 (66,0%),
amoxacilina + clavulanato 47 (100%) e clofazimina 46 (97,9% - medicamento ja nédo
mais em uso). Outros farmacos, como etambutol, pirazinamida, amicacina e acido
paramino salicilico (PAS), também foram empregados em menor numero. Os
autores tiveram cura em 29 casos (60,4%), abandonos em 3 (6,2%) e Obitos em 11
(22,9%). Cinco casos (10,9%) se tornaram falidos. A percentagem de cura deste
trabalho foi alta, considerando-se a gravidade da doenga (Mitnick et al., 2008).

Com relacao aos pacientes analisados neste estudo, existe a possibilidade de
varios MR falidos serem XDR. S&o pacientes que tomaram amicacina, ofloxacina,
terizidona, etambutol e clofazimina (esta até 2005) ou pirazinamida (nos primeiros
seis meses), por 18 a 24 meses, até serem considerados MR falidos. Como estes
doentes pioram rapidamente, quando € retirado todo o esquema tuberculostatico,
eles foram mantidos com terizidona, ofloxacina e etambutol e sob consulta médica
periddica. Os testes de sensibilidade para ofloxacina e amicacina podem classificar

varios destes doentes como XDR.
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CONCLUSOES

f)

9)

h)

)

A andlise das regides 1 e 2 do gene katG diagnosticou a resisténcia a
isoniazida em 87,1% dos 101 isolados analisados;

A andlise da regido 1 aumenta o diagndstico genotipico da resisténcia
a isoniazida, por mutacao pontual, delecao ou insercéo no gene KatG e
deve ser estudada em conjunto com a regiéo 2;

A regido 1 do gene katG se caracterizou pela predominancia de
delecbes, principalmente no cédon 4 (24,7% das 97 cepas resistentes
a INH);

A regido 2 do gene katG mostou predominancia de muta¢des pontuais,
principalmente no cédon 315 (75,3% das 97 cepas resistentes a INH);
MutacBes concomitantes nas duas regibes do gene KatG ndo séo
comuns (21,6% das 97 cepas resistentes a INH);

A mutacao mais frequente na regido 2 do gene katG foi de Serina AGC
para Treonina ACC (78,3% das 60 cepas que apresentaram mutacao
somente na regido 2);

Sete cepas resistentes a INH ndo tiveram mutacdo nas regides de
analise do KatG, o que indica a presenca de mutacdo em outros genes
relacionados a resisténcia a esta droga;

A auséncia de mutacles, nas cepas resistentes a INH, indica que as
mutacBes podem ter ocorrido em outra regido do katG nado analisada,
ou em outro gene ligado a resisténcia a INH;

A andlise do gene rpoB diagnosticou a resisténcia a rifampicina em
89,2% das cepas;

Quase todas as amostras apresentavam mutacfes pontuais Gnicas no
gene rpoB ou muito proximo a ela;

Todas as mutagdes no gene rpoB ocorreram na RRDR;

No gene rpoB, o padrdo de mutacdes no Brasil (Serina, Histidina e
Acido aspartico) coincide com o padréo de varios outros paises;
Apenas uma mutacdo silenciosa foi encontrada nas 13 amostras
sequenciadas do gene rpoB fora da regido RRDR, o que indica estar

havendo um outro mecanismo de resisténcia que nao a mutacao.
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ANEXO A - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Pedro Ernesto — UERJ

12
SRy UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO -l
B uERs & HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO :
% tsmn COMITE DE ETICA EM PESOUISA ‘

Rio de Janeiro, 25 de outubro de 2006

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof.: Wille Oigman

Para: Aut. Helio Ribeiro de Siqueira
Orient. Prof. Rodolfo Mattos Albano

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliagdo,
considerou o projeto (1547-CEP/HUPE) " MUTAGOES NOS GENES RPOB E KATG DE CEPAS DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS RESISTENETES A RIFAMPICINA E A ISONIAZIDA, DE
CULTIRAS DE UM CENTRO DE REFERENCIA PARA MULTIRRESISTENCIA " aprovado, encontrando-
se este dentro dos padroes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolugdo n.°196
sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de
Saude, bem como o consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S3., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissdo
um sumario dos resultados do projeto.

Prof. Wille Oigman
President¢ do Comité de Etica em Pesquisa
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Origimal Article

Isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis strains arising
from mutations in two different regions of the katG gene”

Resisténcia do Mycobacteriom tuberculosss a isoniazida
por mutac¢des em duas regides diferentes do gene katG

Helio Ribeiro de Siqueira, Flavia Alvim Dutra de Freitas, Denise Neves de Oliveira,
Angela Maria Werneck Barreto, Margareth Pretti Dalcolmo, Rodolpho Mattos Albano

Abstract

Ohjeetive: To analyze and compare the mutations in two different regions of the katG gene, which is responsible
for isoniazid (INH) resistance. Methods: We analyzed 97 multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis strains
isolated in cultures of sputum samples obtained from the Professor Hélio Fraga Referral Center, in Brasilia, Brazil.
Another 6 INH-sensitive strains did not present mutations and were included as controls. We used PCR to amplify
two regions of the katG gene (GenBank accession no. U06258)—region 1, (from codon 1 to codon 119) and region
2 (from codon 267 to codon 504)—which were then sequenced in order to identify mutations. Results: Seven
strains were resistant to INH and did not contain mutations in either region. Thirty strains carried mutations in
region 1, which was characterized by a high number of deletions, especially at codon 4 (24 strains). Region 2 carried
83 point mutations, especially at codon 315, and there was a serine-to-threonine (AGC-to-ACC) substitution in
73 of those cases. The analysis of region 2 allowed INH resistance to be diagnosed in 81.4% of the strains. Nine
strains had mutations exclusively in region 1, which allowed the proportion of INH-resistant strains identified to
be increased to 90.6%. Conclusions: The number of mutations at codon 315 was high, which is consistent with
cases described in Brazil and in other countries, and the analysis of region 1 resulted in a 9.2% increase in the rate
at which mutations were identified.

Keywords: 1soniazid; Mutation; Tuberculosis; Drug resistance, multiple.

Resumo

Ohjetivo: Analisar e comparar as mutagdes em duas regides diferentes do gene katG, tesponsaveis pela resisténcia
a isoniazida (INH). Métodes: As analises foram feitas em 97 cepas de Mycobacterium tubercuiosis multiesistentes
isoladas de culturas de escarro provenientes do Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga. Outras € cepas, sensi-
veis 4 INH, ndo apresentaram mutagdes e foram incluidas como controle. Duas regides do gene katG {GenBank
no de acesso U06258) — regido 1, do codon 1 até o codon 119, e regido 2, do codon 267 até o codon 504 — faram
amplificadas por PCR ¢ sequenciadas para a identificagio das mutacdes. Resultados: Scte cepas eram resistentes 2
INH e ndo mostraram mutagio nas duas regides. Trinta cepas apresentaram mutacies na regido 1, que se caracte-
rizou por um grande nimero de delegiies, especialmente no cddon 4 (24 cepas). A regifo 2 mostrou 83 mutaghes
pontuais, principalmente no eddon 315, com 73 casos de troca de serina (AGC) para treonina (ACC). A analise da
Tegido 2 permitiu o diagnostico de resisténcia a8 INH em 81,4% das cepas. Nove cepas tiveram mutacdes somente
na regifo 1, e isso permitiu o aumento de identificacdo de cepas resistentes a INH para 90,6%. Conclusdes: O
numero de mutagdes do cédon 315 foi elevado, compativel com os casos descritos no Brasil € em outros paises, €
a analise da regido 1 aumentou a detecgdo de mutaghes em mais 9,2%.

Descritores: 1soniazida; Mutagio; Tuberculose; Resisténcia a multiplos medicamentos.

* Study carried out in the Genome Laboratoty of the Roberto Alcdntara Gomes Institute of Biology, Universidade do Estado do Fio
de Janeiro — UER), Rio de Janeiro State University — Rio de Janeiro, Brazil.
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Introduction

Despite the scientific advances of the past
two decades. TB remains the world’s leading
cause of death due to a single infectious agent.
Mycobacterium tuberculosis—approximately
two million deaths per year! This disease
predominantly affects poor people in devel-
oping countries, and its incidence has increased
significantly since the advent of HIV in the
1980s.># Multidrug resistance (MDR]—resistance
to at least isoniazid (INH) and rifampin (R1F),>9
in accordance with international standards—and
extensively drug resistant TB—MDR associated
with resistance to a fluoroquinolone and one
more injectable drug (amikacin, capreomycin or
kanamycin)—have been spreading due to migra-
tion flows and curently represent a serious
threat to the world, in the absence of new drugs
that can revert this situation.”® In Brazil, an
epidemiological study of resistance to the drugs
used in the treatment of TB showed greater INH
resistance in treatment-naive patients (primary
resistance) and in retreatment patients (acquired
resistance)—4.4% and 11.3%, respectively.”
Those values were low for RIF, primary resist-
ance and acquired resistance being 1.3% and
6.600, respectively. Total resistance to the other
drugs was low [streptomycin, 0.3%; etham-
butol, 0.1%; and pyrazinamide, practically 0%).
Combined primary resistance to INH and RIF was
1.1%. This made it possible to make the initial
treatment for TB in Brazil using a combina-
tion of three drugs—INH, RIF and pyrazinamide.
Currently, ethambutol is being introduced as a
fourth drug. similarly to what has been done
ir countries where primary resistance is high.0'%
Mutation in specific genes of the bacdillus is the
principal mechanism of survival (resistance) in
relation to a certain drug and occurs when the
bacterium remains in an environment in which
the concentration of the drug is lower than the
minimum inhibitory concentration (acquired
resistance). Unlike RIF resistance, in which
95% of the mutations occur n a well defined
region of the rpoB gene> ™ INH resistance can
arise from mutations in various genes, the most
important being the katG gene (in 32-93% of
the cases) and the promoter region of the inhA
gene (in approximately 1500).'%'¥ The katG gene
encodes the catalase-peroxidase enzyme, which
is important in the metabolism of the bacillus.!'™
This enzyme activates INH, which is a pre-drug,

J Bras Pneumol. 2009:35(8):773-779

producing oxygen-derived free radicals (super-
oxide, hydrogen peroxide and peroxynitrate) and
organic free radicals that inhibit the formation
of mycolic acids of the bacterial wall and cause
DNA damage.'®® The most common mutation
in the katG gene appears at codon 315 due to
serine-to-threonine (AGC-to-ACC) substitution,
with decreased catalase activity. which results
in INH resistance.” The inhA gene encodes the
fatty acid-carrying protein (NADH-dependent
enoyl -ACP reductase), which is essential in the
synthesis of mycolic acid of the cell wall.l'61"
Activated TNH binds to NADH and inhibits
the activity of the NADH-dependent enzyme,
resulting in baclerial death, due to interference
with the synthesis of mycolic acid. The mutation
in the inhA gene modifies the enzyme, which
loses affinity for NADH, resulting in INH resist-
ance.’ The importance of other genes, such as
kasA, ndh and the oxyR-ahpC intergenic region,
has vet to be established, and further studies are
required.

The katG gene has 2,224 bases and
742 codons. Since the number of mutations
occurring at codon 315 s significant, the region
containing it has been extensively studied. The
same is not true for the initial region of the
gene, where there might be a significant number
of mutations responsible for INH resistance.

The objective of the present study was to
analyze the mutations in two different regions of
the katG gene—the initial region and the region
containing codon 315—as well as to compare
these regions in terns of type and number of
mutations.

Methods

The survey, from which the present study
originated, was approved hy the Research Ethics
Committce of the Pedro Emmesto University
Hospital, Rio de Janeiro State University.

For this analysis, we used 97 MDR-TB strains
isolated from patients with pulmonary TB. The
samples were praovided by the Professor Hélio
Fraga Referral Center, in Brasilia, Brazil. Another
6 strains, which were sensitive to INHand RIFand
did not present mutations, were used as controls.
Of the MDR-TB strains studied, 56 belonged to
patients from the state of Rio de Janeiro and
41 belonged to patients from another 12 states:
Pernambuco (n = 6); Maranh3o (n = 5); Pard
(n = 5): S30 Paulo (n = 5); Ceard (n = 4); Parana
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(n = 4): Bahia [n = 3); Goids (n = 3); Amazonas
(n = 2); Paraiba (n = 2); Espirito Santo (n = 1);
and Minas Gerais (n = 1). Tn 84 cases, the mate-
rial was collected between 2002 and 2003, and,
in 13, the material was collected between 1995
and 1997, when the epidemioclogical study of
drug resistance was carmied out.”® Of those cases,
4 presented primary MDR.

Drug resistance patterns were determined on
Léwenstein-Jensen mediumusing the proportion
method, in accordance with standard proce-
dures, at critical concentrations and proportions
of resistant mutants of 40 pg/mL and 1% for
RIF, respectively, and of 0.2 ngfml and 1% for
INH, respectively."

Genomic DNAs were ohtained from strains
cultured on Léwenstein-Jensen medium, as
described by one group of authors.?? The
analysis of the katG gene (GenBank accession
number UD6258) concentrated on two regions
of interest. Region 1 extends from nucleotide
1, codon 1 (GTG, valine)—first amino acid of
the encoded protein and the beginning of the
gene—to nucleotide 357, codon 119, This region
was amplified by PCR using the following oligo-
nucleotide primers: katG sense, 5 A CTT CGC
GAT CAC ATC CGT G 3" and katG antisense,
5" GCG GCC GTC GTG GAT GCG GTA 37 Region
2, with 711 nudeotides, starts at nudeotide 801,
codon 267, ends at nucleotide 1512, codan 504,
and was amplified using the following oligonu-
cleotide primers: katG sense, 5 CGG CGG TCA
CACTTT CGG TA 3’ and katG antisense, 5° CCC
GAC TTG TGG CTG CAG GC 3. All PCRs were
performed wusing Platinum Tag (Invitrogen,
Germany), 1.5 mM of MgCl, 15 pmol of each
oligonucleotide, 0.2 mM of dNTPs, x1 PCR
buffer (provided by the manufacturer) and 40 ng
of genomic DNA. The PCR parameters were as
follows: denaturation at 95°C for 5 min, followed
by 35 cycles at 95°C for 45 s, 63°C for 45 s and
72°C for 1 min, and a final extension time of
10 min at 72°C. The PCR amplifications were
analyzed by agarose gel electrophoresis, and the
purified amplicons (amplified DNA fractions)
were analyzed on a MegaBACE 1000 automated
DNA sequencer (GE Healthcare, Sunnyvale, CA,
USA). The consensus sequences of each sample
were compared with the wild-type M. tubercu-
losiskalG sequence (GenBark accession number
U06258) in order to determine the mutations.

Table 1 - Strains with mutations exclusively in
regiont.
Codons with mutations Strains,
n

Deletion at codon 79 1
Deletion at codon 107 2
Deletion at codon 4 2
Deletion at codon 4 + Deletion at codon 65 1

1

Deletion at codon 4 + Mutation at codon 1
Val [GTG) — Ala (GCG)

Mutation at codon 93 Ala (GCC) — 1
Thr (ACC)
Total 9

Ala: alanine; Thi: threonine; and Val: valine.

Results

Of the strains studied, 7 were MDR-TB and
did not present mutations in either region. The
remaining 90 strains had mutations in at least
one of the regions of the katG gene, which
correlates the mutations with TNH resistance.

Tables 1,2 and 3, respectively, show the muta-
tions [point mutations, insertions and deletions)
occurring exclusively in region 1, exclusively
in region 2 and in the area comprising regions

Table 2 - Strains with mutations exclusively in
region 2.

Codons with mutations Strains,
n
Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) 43
Mut at codon 315 Ser (AGC) — Asn (AAC) 5
Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACA) 1
Mut at codon 315 Ser (AGC) — 1le (ATC) 1
Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) + 1

Deletion at codon 485

Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) + 1
Deletion at codon 493

Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) + |
Mut at codon 399 Glu (GAA) to Glu (GAG)

Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) + 1
Mut at codon 463 Arg (CGG) to Leu (CTG)?

Mut at codon 336 Leu (CTG) — Pro (CCG) 1
Mut at codon 439 GIn (CAG) — TAG® 1
Mut at codon 463 Arg (CGG) — Leu (CTG)® 2
Insettion at codon 439 2
TOTAL 60
Mut: mutation; Arg: aiginine; Asn: asparagine; Gln: gluta-
mine; Ghi: glutamic acid; lle: isoleucine; Leu: leucine; Pro:

proline; Ser: serine; and Thr: threonine. “Polymorphism.
Silent mutation. *Stop codon.

J Bras Pneumol. 2009;35i8):773-779
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Table 3 - Strains that carried mutations in both regions.

Region 1 - Codons with mutations Region 2 - Codons with mutations Strains, n
Deletion at codon 4 Mut at codon 315 Ser [AGC) — Thr (ACC) 12
Deletion at codon 4 Mut at codon 315 Ser [AGC) — Asn [AAC) 2
Deletion at codon 4 Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACA) 1
Deletion at codon 4 Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC)+ 1

Mut at codon 463 Arg (CGG) — Leu (CTG):
Deletion at codon 4 Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) +
Mut at codon 399 Glu (GAA) — Glu (GAG)
Deletion at codon 4 Mut at codon 328 Trp (TGG) —Arg (CGG) + 1
insettion at codon 439
Deletion at codon 4 + deletion at codon 26 + Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACC) 1
deletion at codon 65
Deletion at cadon 4 1 deletion at codon 2 1 Mut at codon 412 Trp (TGG) — Cys (TGC) 1
deletion at codon 11
Mut at codon 17 Ser (AGC) — Thr (ACC) + Mut at codon 315 Ser (AGC) — Thr (ACA) 1
insertion hetween codons 92 and 93
Total 21

Mut: mutation; Ala: alanine; Arg: arginine; Asn: aspatagine; Cys: cysteine; Ghi: ghitamic acid; lle: isoleucine; Ten: leucine;
Pro: proline; Ser: serine; Thr: threonine; Trp: tryptophan; and Val: valine. *Polymorphism. ®Silent wutation.

1 and 2. With the exception of silent mutations
and mutations at arginine codon 463 (consid-
ered polymorphic because they do not produce
INH resistance]), any other type of mutation, in
one or both of the regions, always produces TNH
resistance.

As can be seen in Table 1, 9 strains presented
mutations exclusively in region 1. Table 2 shows
that 60 strains presented mutations exclusively
in region 2. Tahle 3 describes the mutations that
occurred in 21 strains, both in region 1 and in
region 2.

In the 30 strains in region 1 (Tables 1 and 3),
there were 33 nucleotide deletions, the deletion
of the last nucleotide of codon 4 occurring alone
20 times and in combination with other muta-
tions 4 times. Only 1 insertion and 3 mutations
were registered. In the 81 strains in region 2
(Tables 2 and 3), there were 2 deletions, 3 inser-
tions and 83 point mutations, 73 of which were at
codon 315 (in 75.2% of the 97 cases). The serine-
to-threonine (AGC-to-ACC) mutation occurred
62 times (56 times as an isolated form and
6 times in combination with mutations at other
codons). The serine-to-asparagine (AGC-AAC]
mutation occurred 7 times, the serine-to-thre-
onine (AGC-to-ACA) mutation occurred 3 times.
and lhe serine-lo-isoleucine  (AGC-to-ATC)
occurred 1 time. In this same region, there was

J Bras Pneumol. 2009:35(8):773-779

1 silent mutation at codon 399-a glutamic
acid-to-glutamic acid (GAA-to-GAG) muta-
tion—in combination with another mutation—a
serine-to-threonine  (AGC-to-ACC) mutation,
responsible for INH resistance. In 2 strains, there
were isolated mutations at codon 463, and, in
another 2, the mutations were in combination
with the mutation at codon 315. The mutation at
codon 439—a glutamine (CAG)-to-(TAG) muta-
tion—encodes a codon that stops RNA synthesis
(stop codon). The mutations in region 2 allowed
INH resistance to be diagnased in 79 strains
(without considering the two polymorphisms—
codon 463), that is, in 81.4% of the 97 cases.
There were 9 strains that did not carry mutations
in region 2. although they had mutations in
region 1. This means that the analysis of region
1 allowed a 9.2% increase in the rate at which
INH resistance was diagnoscd, which increased
the positivity of the method to 90.6%.

Discussion

Mutations in the katG gene occur at a
hundred-fold higher frequency than do those in
the tpoB gene. Mutations in the latter should
raise the possibility of mutations in the former
as well in view of the frequency at which such
mutations occur. This fact could not be eval-
uated in our sample because the strains were
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previously selected for being MDR. The 7 cases
without mutation in either region were resistant
to INH. This shows that the mutations that
caused INH resistance occurred outside the
regions of the katG gene studied or occurred in
other genes.?

In region 1, there were a large number of
insertions and deletions, resulting in an amino
acid change in the protein, reduced catalase
levels and INH resistance. 1n 24 strains, we
found a new allele, which has not heen previ-
ously described. generated by the deletion of
the last adenine nudeotide at codon 4, region
1. Region 2 was essentially characterized by
mutations, most of which were at codon 315.
This mutated codon is an important marker of
INH resistance, and its frequency suffers marked
regional variations. A study conducted in Brazil
analyzed 97 INH-resistant strains from two states
(SAc Paulo and Paran)*® The authaors observed
83 mutationsin thekatG gene (85.6%), 60 (61.9%)
of which were at codon 315 and 23 (23.7%) of
which were at other codons. Of the 97 strains
studied, 14 {14.40%) did not have mutations in
the katG gene. Of those, 12 (12.4%) presented
mutations in other genes. An arginine-to-leu-
cine substitution at position 463 (polymorphism]
occurred in 2 cases (2.1%). In the space corre-
sponding to region 1 in our study, there was
I insertion at nucleotide 17 and 4 mutations. In
the area corresponding to region 2 in our study,
there were 2 insertions, 1 deletion and 74 muta-
tions, principally serine-to-threonine mutations,
58 of which were at codon 315. Another study
conducted in the state of Sdo Paulo analyzed
48 TNH-resistant strains, extending from codon
243 to codon 368 (376 nucleotides), which
corresponds to region 2 in our analysis. 1n 60.4%
of the strains, there were point mutations at
codaon 315, most of which (79.3%) were serine-
to-threonine (AGC-to-ACC) mutations.®™ Tn one
study, the analysis of 69 NIH-resistant strains,
exploring the space corresponding to region 2
in our study, revealed point mutations at codon
315 in §7.1%, 60.9% and 60.0% of the isolates
from the states of Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro and S3o Paulo, respectively.” Two cases
of mutation at codon 463 did not imply TNH
resistance (polymorphism). Tn our sample, the
analysis of region 2 allowed INH resistance to
be diagnosed in 81.4% of the strains, a result
similar ta those reported in the literature. 1n our

study, the analysis of region 1 resulted ina 9.2%
increase in the rate at which TNH resistance was
diagnosed.

The prevalence of mutations at codon 315
varies greatly, according to the world’s geographic
regions. 1n Kwazulu Natal, South Africa, a study
of 79 MDR-TB strains—using single-stranded
conformation polymorphism analysis in order to
detect mutations in a region of 209 base pairs
that contains codon 315—diagnosed 77 cases
of INH resistance (97.4%).7® 1n Barcelona, the
analysis of 61 INH-resistant strains revealed
alterations in the katG gene in 55% of the cases,
and the mutations at codon 315 were the most
prevalent (in 3200).°% Similar results were seen
in the evaluation of 45 INH-resistant strains in
Italy, when 17 cases of mutation at codon 315
were identified (37.800).%9 In a study conducted
in Russia, mass spectromelry was used for the
sequencing of 317 INH-resistant isolates from
the Moscow regian, western Siberia and the Urals
region. There were 244 mutations at codon 315
(76.9%). 243 of which were serine-to-threonine
(AGC-to-ACC) mutations. In another 44 strains,
there were serine-to-threonine (AGC-to-ACC)
mutations accompanied by mutations in the
mabA-inhA intergenic region and only 3 muta-
tions in the inhA gene. Therefore, there were
288 mutations al codon 315 (90.8%), and
26 INH-resistant strains (8.200) did not camy
mutations in the two genes.

The serine-to-threonine (AGC-to-ACC) muta-
tion at codon 315 is the most common in all
studies. Possibly, this type of mutation provides
an optimal balance between decreased catalase
activity and sufficient peroxidase activity, which
allows the resistant bacterium to remain active,
with a minimal metabolism reduction."®

Based on the knowledge generated by the
analysis of the mutations that cause resist-
ance to INH and RIF, it has become possible to
develop simpler molecular techniques for diag-
nosing resistance using kits, although these kits
are too expensive to be routinely used in the
public health care system.>

In conclusion, the analysis of region 1 results
in an increase in the rate at which the genotypic
diagnosis of INH resistance—arising from muta-
tions, deletions or insertions in the katG gene—is
reached. In addition, region 1 should be studied
in combination with region 2.
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ANEXO C - Evolucéo clinica de um grupo de pacientes com TB multirresistente
atendidos em um centro de referéncia na cidade do Rio de Janeiro
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Clinical evolution of a group of patients with
multidrug-resistant TB treated at a referral
center in the city of Rio de Janeiro, Brazil*

Evolugio clinica de um grupo de pacientes com TB multirresistente
atendidos em um centro de referéncia na cidade do Rio de Janeiro

Helio Ribeiro de Siqueira, Flavia Alvim Dutra de Freitas, Denise Neves de Oliveira,
Angela Maria Werneck Barreto, Margareth Pretti Dalcolmo, Rodolpho Mattos Albano

Abstract

Objective: To analyze the clinical characteristics and evolution of a group of patients with positive sputum cultures
for multidrug-resistant (MDR) Aycobacterium tubercuiosis and treated at a referral center in the city of Rio de
Janeiro, Brazil. Methods: Based on the positive results in sputum cultures for MDR A tubercufosis, 50 patients
were selected, and their clinical data were obtained from the Brazilian Ministry of Health MDR-TB Database. The
frequencies of noncompliance, relapses, failures and previous treatments for TB up to diagnosis of MDR-TB were
compiled. The radiological patterns were classified as unilateral or bilateral, and with or without cavitation. Two
years after the end of the standard treatment for MDR-TB, the outcome (cure, failure, noncompliance or death)
for each patient was evaluated and reassessed every two years. The post-treatment follow-up period was eight
years. Results: The mean number of previous treatments was 2.3 + 0.9. The mean interval between the initial
diagnosis and the development of MDR-TB was 2.0 * 1.7 years. Two years after the initial treatment for MDR-TB,
2 patients had abandoned treatment, 8 had died, 18 had been cured, and 22 had presented treatment failure.
The bivariate analysis showed that hilateral pulmonary involvement and cavitary pattern markedly reduced the
chances for cure, with a relative risk of 1-0.6 (40%) and 1-0.7 (30%), respectively. At the end of the follow-up
period, 2 patients had abandoned treatment, 9 had presented treatment failure, 17 had been cured, and 22 had
died. Conclusions: Bilateral pulmonary involverment and cavity pattern greatly reduced the chances for cure of the
patients with MDR-TB. Most patients who presented treatment failure died within the 8-year follow-up period.

Keywords: Tuberculosis, multidrug-resistant; Treatment outcome; Disease-free sunvival; Treatment refusal;
Treatment failure.

Resumo

Objetivo: Analisar as caracteristicas clinicas e a evolugio de um grupo de pacientes com culturas de escarro posi-
tivas para Afycobacterium tuberculosis multimresistente (MR) e tratados em um centro de referéneia no municipio
do Rio de Janeito. Métodos: A partir dos resultados de AL tuhercufosis MR em culturas de escarro, foram selecio-
nados b0 pacientes cujos dados clinicos foram obtidos através do Banco de Dados TBMR do Ministério da Saude.
Foram considerados a frequéncia de abandono, as recidivas, as faléncias e os tratamentos prévios para TB até o
diagnastico de TBMR. O padrio radiologico foi classificado em uni- ou bilateral, e cavitario ou néo. Dois anos
apds o término do tratamento padronizado para TBMR, o desfecho (cura, faléncia, abandona ou 6bito) de cada
paciente foi avaliado e repetido a cada dois anos. O periodo de sequimento foi de oito anos apos o tratamento.
Resultados: A média do numero de tratamentos prévios foi de 2,3 + 0,9. O tempo médio entre o diagndstico
inicial e o desenvolvimento de TBMR foi de 2 + 1,7 anos. Apds dois anos do tratamento inicial para TBMR houve
2 abandonos, 8 Obitos, 18 curas e 22 faléncias. A analise bivariada mostrou que o comprometimento pulmonar
bilateral e o padrio cavitario reduziram acentuadamente a chance de cura, com risco Telativo de 1-0,6 (40%) e
1-0,7 (30%), respectivamente. Ao final do seguimento, houve 2 abandonos, 9 faléncias, 17 curas e 22 obitos.
Conclusdes: O comprometimento pulmonar bilateral e lesdes cavitarias reduziram a possibilidade de cura dos
pacientes com TBMR. A maioria dos pacientes cam falha de tratamento evoluiu para dbito no periodo de 8 anos.

Descritores: Tuberculose resistente a multiplos medicamentos; Resultado de tratamento; Sobrevivéncia livre de
doenga; Recusa do paciente ao tratamento; Falha de tratamento.
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Introduction

Tuberculosts continues Lo be the single-agent
infectious disease that kills the largest number
of people worldwideV The simation & aggra-
vated by the emergence of bacteria that are
resislant Lo the prncipal drugs used and by the
high dissemination capacity of such hacteria @
W Brazil, there were 61,485 new TH cascs in
2004, which corresponds to an incidence of
485 cases/ 100,000 population-wilth  great
regional variations and the estimated morta
lity 5 5000 cases per yeart? The state of Rio
de Janeiro has the highest incidence of TB in
the country: 87.5/100,000 population. Tn the
city of Rio de Janeiro, this number increases
10 105/100.000 population, reaching a much
greater proportion in some pockels of poverly
A nationwide  epideiniological  survey  carried
aut by the Brazilian National Ministry of Health
NMH] from 1996 to 1997 showed that the rate
of acquired resistance for the combination of
soniazid (INH] and dlampin (RMP] was 7.9%,
whereas the rate of primary resktance was 1.1%.1%
Sinee this value & low, 1t allows, for TB cases not
treated previously, the use of regimen 1, which
michudes three drugs—INH, RMF and  pyrazina-
mide (PZA) unlike the regimen including four
drugs, which is standardized in many countries!”

Poor compliance and noncompliance with
treatlment are the leading causes of multidrug-
resistant TB [MDOR TB) related deaths and of
the progressive increase in primary resistance.®
Internationally, MDR-TB is defined as resistanice
{0 al least INH and RMP. T Brazil, since there 3
regimen 11 streptommycin [SM], PZA. ethambitol
(EMB] and ethionamide—standardized by the
NMH and administered in health care facilities.”
MTOR-TR s defined as resislance Lo INH, RMP and
atleastone more drig (SM,PZA or EMTB] orasresis
tance to INH and RMP and failure of regimen H1.
These are the definitions of MDR-T8 adopted in
the present stady.®% The weatmenl for MDR-TB
standardized by the NMH included the use of five
drugs: clofazimine; EMR {or PZA]; amikacin: teri-
zidone; and oftoxacin. I 2005, clofazimine was
withdrawr From the regimen, as reconmmended
by the World Health Organization (WHO). The
treatment, dispensed through the NMH Professor
Hého Fraga Heferral Center for Tuberculosis and
administered Tor 18 Lo 24 moriths, s knowrn Lo be
less effective than are first: line regimens. as well

as presenting greater side effects and being much
more expensive.'!

The MDR-TB epidemiological surveiitance
database shows that, between 2000 and 2006, a
total of 2,600 new cases of this forin of TB were
reported in Brazil. In 960 of the cases, resistance
was acguired, with an average of 2.8 previous
treatments. The rate of primany resistance was
4%, and the rate of TBHIY co-infection was 8%.
The data reveal thal 66% of the cases presented
bilateral pulmonary cavitations and 120
presented unilateral cavitations, Of the patients
treated, 6% were cured, 8% ahandoned treat-
ment, 2500 died. and 1% presented treatinent
failure and chronic disease. Between 2000 and
2002, 45% of the MDR-TB cases occurred in the
state of Rio de Jancire.'@

The principal mechanism of Myveebacterium
tuberclosi resistance to the drugs currently
used is genetic mutation. This mechanism occurs
whenever the bacterium remains in contact
with the drug, for a varable period of time, at
concentrations below the minimum inhibitory
concentration, or the strain aleady presents a
specific natural mutation that makes it resistant
to the drug and is selected by an mappropriate
treatment regimen,t

The present study
survey, conducted  in
Professor Heélio Fraga referral center, of MUR
M. tubercuwiosts strains solated  from sputun
samples Lowerstein Jensen (L) medium- using
a molecular biology  technigue. Bach cultire
corresponded to one patient. The objective was
to determine the damage that those genetically
modificd bacleria caused Lo patients, as well as Lo
analyze the dinical evolution of such patients.

orginated  from &
collaboration with

Methods

The survey from which the present study
originaled was approved by the Ethics in
Rescarch  Cawnnittee of the Pedro  Ernesto
University Hospital, Universidade Estaduai do
Ko de Jamerro (UER), Rio de Janeiro State
University].

Tnitially, the data of 58 patients Tiving in the
city of Rio de Janeiro and nearby towns were
examined based on the identification of the
respective cultures, whose sensitivity tests were
performed on L) medivm using the propor
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tion method.®? The information was obtained
from the MDR-TB epidemiological surveillance
database of the NMH. The fact that we opted
to fnclude only patients from Rio de Janeiro
allowed us to review the charts and analyze the
cases more properly. Bight cases were excluded
due to missing data. The group of 50 patients
became a cohort in which the ohservations were
divided into two phases: the first phase, from
the initial diagnosis of T8 to the development of
MDR-TB; and the second phase, from the diag-
nosk of MOR-TB to the final nutcome [cnre,
failure, death or permanent noncompliance with
treatment]). In order to facilitate the analysis,
the second phase was divided into two-year
follow-up periods, up Lo eight years or more.
In the first two years, the patients were treated
for MDR-TB with the standardized regimen
including the five drugs mentioned above, with
some modifications, according to the needs of
each case. The outcomes in this period were as
Vollows: cure, with consistent negative conver-
sion of cultures up to month 12 of treatment,
and with cultures remaining negative for more
than six months of treatment, with no dinical
or radiolegical signs of active disease: perma-
nent mnoncompliance; death; and  treatment
Failure, with persistence of positive cultures up
to month 12 of rreatment."™

For the analysis, we considerad the following:
sensitivity test results: age of patients in the
initiation of reatment for TB {pre-MDR-TE) and
year of initiation; gender; race; level of educa-
tion: comorhidities: results of the treatment

with regimen 1, regimen 1R [reginen T plus EMB)
and regimen L as standardized by the NMH™,
frequencies of treatments, noncompliance, cure
fallowed by relapse and failire before the diag
naesis of MOR-TB: type of resistance (acquired or
primary}: time taken to develop MDR-TB; radio-
Togical patlern {unilateral or bilateral lesion,
with or without cavitation) at the moment
MDR-TB was diagnosed: body weight fluctua-
tion between treatment initiation and the final
oulcorne; hospitalizations during the evolulion
of the case: and outcome. Primary resistance
was defined as MDRTB acquired from a known
TB contact, usually familial, and absence of
noncompliance during the initial treatment.
The index cases are not part of our sample. The
treatments were self-administered or partially
supervised, i1 this group, none of the patients
were submitled to surgery with the objective of
curing MDR-TB.

As part of the routine of the refermal center,
the patients, duving the treatment for MOR-TH,
were monitored monthly, at which lime spulum
cultures were  performed. Those presenting
faflure were monitored every three months, and
confinued using the terizidone- EMB-ofloxacin
regimen throughout the follow-up period.

The information collected was compiled in an
Excel® 2003 spreadsheet and analyzed using the
programs Epi Info, version 3.4, which is a public
domain program. and the Number Cruncher
Statistical System 2000 {NCSS ine., Kaysville,
UT, USA). The results of the analysis of cate-
qorical variabdes are presented as percentages,

Table 1 ~ Drug tesistance of the strains isolsted from patients during the phase of multidrug-resistant T8,

Numiber of drugs
with Tesistant strains

Thugs tested and
pattern of resistance? n =50}

Numher of resistant strains

5 RMP-1NH-PZA-EMB-5M
4 RIMP-INH-PZA-EMB-SM*
KIP-INH-PZA-EMT-SM
RMP-INH-FZA-/-5M
RIAP-TNH-
3 REAP-INH-/-EMB-SM?
RMP-TNH-/-EMB-S}
RMP-TNH-/-/-S8d
RMP-INH-/-EMB-/
RMP-IMH-PZA-EMBY-5M®
RMP-INH-PZAN-EMB-SM*
RMP-INH-PFA-f -]
2 RMP-INH-PZA- EMB-Sh®

F-EMB-SM

[t

W = T n e O ] W — N WD

RMP: rifampin: INH: iseniazid; PZA: wrazinamide; EMB: ethambutol; Sh: streptomyein, *The slash ) indicates Tack of
result. Theve was no result for PZA in 21 strains, for TMB in 3 steains and for SM in 2 strains, PSensitive drugs.
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and those of continuous variables are presented
as means and respective SD. The strength of
the association between risk factors and the
cutcome studied was measured wing relative
risk (RR] and the respective 95% 1. The statis-
tical significance of the differences observed
among dichotomous variables was amalyzed
usig  Pearsan’s chi-square test and  Fisher's
exact test, when indicated, whereas the statis-
tical significance of the differences observed
among numerical variables was analyzed using
the Kruskal Wallls test. Figures are used in order
1o make the results more easily understood.

Results

Table 1 lists the results of culture sensitivity
tests to first-line drugs. In 21 cases, thare was no
result for PZA due to the difficulty in maintaining
an acid pH on L] medium during the sensitivity
test. In 3 cases, there was no result for EMB,
and, in 2, there was no result for SM. The initial
TB treatment was administered between 1991
and 2003, and the diagnosis of MDR-TB was
made between 1995 and 2003, Patient ages at
treatment initiation ranged from 14 to 6& vears
[mean + 8T 39,8 + 133 years). Most patients
{62.0%) were male, There was a predominance
of mulatto and bladk patients over the other
vategories. 1t was observed that tosl patients
(4800) had completed elementary school or junior
high and only 8.0% were illiterate. Regarding
comorbidities, 12 patients [24.00) presented
previous conditions, such as alcoholism (& cases),
HIV infection/ATDS (3 cases), asthma {1 case),
COPD {1 case] and mental illness (1 case), All
of the 50 cases initially received regimen L Of
those, 21 abandoned treatment, 18 presented
faiture {1 underwen! retreatiment with regimen L,
regimen I and regimen IR, whereas the others
underwent retreatment with regimen TH), and
9 were cured and subsequently relapsed. We
obtained no information about 2 cases. OF the
reTnaining 4k patients, 34 received regimen 111-29
of whom presented fatture and 5 of whom aban-

receive regimen 1L The mean nwmber of treat-
ments for TB was 2.3 [ranging from 1 to 6),
whereas the mean number of patients who aban-
doned treatment was 0.8 [range, 0-3) and the
mean number of patients who presented failure
was 1.2 [range, 0-3). Resistance was acquired
by 44 patients (84%), and 6 presented primary

Table 2 - Chnical and demographic variables of the
50 patients during the treatment for TB and during
the treatment for multidrug-resisiant TR,

Variable Result

Age, mean £ 5D 338 4£133
Gender, 1 (0]

Mat 31 (62.0)

Female 19 (38.0)
Race, n (%)

Caucasian 21(42.0)

Mulatio 13 (26.0)

Black 10 120.0)

Not stated 6 (12.0)
Years of schooling, n )

0 (hterate) 4 (8.0

fto 3 13 (26.0)

410/ 11 (22.0]

gt 1 8 (16.0)
Comothidities, n ()

Yes? 12 (24.0)

WE 38 (/6.0)
Initial TB treatment, mean £ S0

Number of patients wha 0.3+ 0.6

were cuted or relapsed

Mumber of patients who 0.8 + 0.4

abandoned treatment

Number of patients who 1.2 £08

presented treatment failure

Time {in vears! to the diagnosis 34 1.7

of MUR-TB, mean = 5D
Pulmonary inveleerent, n (%)

Bilateral 38 (76.0)

Linilateral 12 (24.0)
Radiolagical paitem, n (%)

With cavitation 36 072.0)

Without cavitation 14 (28.0
Hospitalization, 1 (%)

Yes 21 (42.0)

Mo 21 (42.0)

Mot known 8 (16.0)

Clinical evolution after a
2-year period, 11 (%)

Cure 18 (36.)
Fatlure 22 (44.0)
Death 8 (16.0)
Noncompliance with treatment 2 (4.0

Clinical evalution after
an 8-yeat period, 1 (%)

Cure 17 (34.0)
Failre 9(18.0)
Death 22 (44.0)
Noncompliance with heatinent 2{4.0)

MDR-TB: wwillidroy-resistant taberculosis. "Comorbiditiess:
alcoholism 6 cases), BIV infectionf/AIDS {3 cases), mental
fness (1 case), asthma (1 case) and COPD (1 casel.
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resistance. The mean interval up to the diag-
nosis of MDR-TB was 2 years (ranging from less
than 1 year to 6 years). The mean age of the
patients at the time of MDR-TB diagnosis was
36.4 years (range, 14-69 years; the 14-year-old
patient was a case of primary resistance, diag-
nosed early). Of the 48 patients who received
treatment for MDR-TB and were evaluated in
the first 2-year period (2 abandoned treatment in
this phase), 12 (24%) initially presented unilateral
lung disease and 36 (76%) presented bilateral
lesions. In addition, 72% of those 48 patients
presented cavitations. In this period, 6 (12.5%) of
the 12 patients with unilateral disease were cured,
1 (2%) died after 26 days of treatment (H1V and
mediastinal abscess due to MDR-TB), and the
remaining 5 (10.4%) presented treatment failure.
Within the same period, of the 36 cases with bila-
teral involvermnent, 12 (25%) were cured, 17 (35.40%)
presented treatment failure, and 7 (14.6%) died
(Figure 1). The remaining epidemiological and
clinical aspects are presented in Table 2. The
interval between the diagnosis of MDR-TB and
the last piece of information obtained about the
patient ranged from less than 1 year to 10 years
(mean £ SD: 2.9 £ 2.4 years). The number of
patients who were cured, presented failure or
died by follow-up period is presented in Figure 2.

50+ 48
45 4
407 36
354
30 A
254
20+ 17
154 12
10+ 6 7

1

0 T T T ,
Total Unilat L Bilat L

[ Total [ Cure M Death
N of cases [l Failure

Figure 1 - Number of patients after two years of
treatment for multidrug-resistant TB (two patients
ahandoned treatment] and type of outcome after
these two years of treatment hy type of pulmonary
lesion diagnosed at treatment initiation: unilateral
lesion (Unilat 1) or hilateral lesion (Bilat 1).

J Bras Pneumol. 2009;35(1):54-62

After the second year of treatment, the number of
patients who were cured decreased slightly. One
patient considered cured relapsed, underwent
retreatment and presented failure, We preferred
not to use the Kaplan-Meier survival curve since
we believe that Figure 2 offers more information.
This chart was constructed taking into account the
follow-up period for each patient. The last period
refers to an 8-year follow-up period or longer. At
the end of this period, 2 (4%) of the 50 patients
diagnosed with MDR-TB had abandoned treat-
ment, 17 (34%) had been cured (effectiveness of
treatment), 9 (18%) continued presenting treat-
ment failure, and 22 (44%) had died.

Table 3 presents the results of the bivariate
analysis performed to identify the factors asso-
ciated with the cure of MDR-TB after the first
2-year follow-up period. The 2 cases, mentioned
above, of patients who abandoned treatment
were excluded. A statistically significant diffe-
rence was found between the patients who were
cured (cured group) and the others (uncured
group) in terms of mean age (38.0 vs. 30.5 years,
respectively; p = 0.04). There was a statistically
significant difference in body weight between the
cured and the uncured group in the initial phase
of the treatment (58.0 5. 49.0 kg; p = 0.02) and
in the final phase (63.5 vs. 47.8 kg; p < 0.001).

5Q - 48

T 2years dyears 6years 8yeans

onT M Failure
[ Cure M Death

Figure 2 - Type of patient outcome from the initial
period of treatment (IT) for multidrug-resistant
TB up to an eight-year follow-up period. After the
first two years, the number of patients who were
cured decreased slightly. Only one patient presented
recurrence.
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Although there were no statistically significant
differences between the two groups in terms
of the other variables, it is of note that, among
the patients who were cured, thiere was a lower
percentage of bilateral pulmonary nvolvement
{66.7% vs. 80.000) and a lower percentage of
cavitary discase {60L0% vs. Yb.7%). Bilateral
puimonary involverment reduced hy 408 the
chance for cure within 2 years (RR, 1-0.6),
whereas radiological cavitary pattern reduced
this chance by 30% [RR, 1-0.7), as shown in
Table 2.

Discussion

Between 2000 and 2006, there were 2,600
new cases of MDR-TB in Brazil"" However, in

the sare peried, approximately 30.000 patients
died [5.000 per year),™ many of whom were
still possibly sensitive Lo regimen ©or al least Lo
regimen I, or were never diagnosed with TR
The impossibilify of seeking or finding appro

priate medical treatment, noncompliance with
treatment and relapse, which are often related to
alcoholism, poor socioeconomic conditions and
HIV co infection, explain the high mertality and
the development of MOR-TB.5® The divectly
observed therapy, short-course strateqgy, has been
the most successful method to reduce noncom-
pHance, the number of deaths and the number
of MDR-TB cases, and its implementation has
heen made a priovity in the country, although, to
date, this has happened slowly and in a nonuni

Table 3 ~ Bivariate anabwis of the facton assodated with cure of imuttidruy vesistant T after a two-year

tollow-up period (n = 48).

Variahle Cure No cure RR e}
=18 n = 30

Age, mean + 5D 389+ 135 305+ 122 - 0.04*
initial weight. mean + 50 58.0 + 0.8 4493+ 111 0.027
Final welght, mean & SD 63.94 8.2 4481120 < 0.001"
MNumber of previous treatments, mean + 5D 24+ 00 22 E007 --- 0.96
Number of patients who were cured. mean 25D 0,28+ 0.5 426407 0.56
Number of patients who abandoned treatment, 11410 059+ 0.7 -—- 0.09
mean * 5D
Number of patients who presented treatiment 1.1+03 1.4 £0.7 0.18
failure, mean + SD

Gender, v (20)
Male 13 (72.2) 17 (56.7} 1 0.28
Female 5i27.8) 12 {423} 2.0[{0.5-85)

Race, n {06}
Black 4 (22.2) 9(30.00 0.7 (0.1-3.0) 0.73
Gthers 12 (56.6) 17{60.4) 1

Comaorbidities, n (%)
Yes 41022.2] 6 (20,0} L1 (0.5-2.6] 1.0
No 14 (77.8) 24 (80,0} 1

Type of resistance, n (%)
Primary 2111, $0%3 0 09(03-2.0) 1.0
Actyuired 15(83.3) 25 (82.3) t

Pulmenary irvolsement, n ()
Unilateral 6 (33.3) 6 (16.7} 0.6 (0.3-1.21 0.2%9
Bilateral 12 (66.7) 24 (80,6} ]

Pulmonary invalvement, n (%)
With cavitation 12 (600.0) 23 (76.7) 0.7 (0.4-1.6} 0.51
Without cavitation £ (40.0) 723.3 i

Hospitalization, n [06)
Yes 8 (44.1) 19 {63.3) 0.6 (0.3-1.3 0.2
Mo 10 (55.6) (36,7 |

WR: refative risk. *Statistical significance.
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form manner ¥ 11 s of note that there were few
HIVIAIDS cases and few cases of alcoholism in
our sample. This is possibly due (o the facl that
the patients had already been selected from a
farger group by having survived the initial mani-
festation of the disease. The gold standard for
the diagnosis of primary resistance is the sensiti-
vity test of the material obtained before the first
treatment. Operationally. this is difficult. and
that is why the definition presented was used.
making it possible to diagnose MDR-TB more
rapidly in the & patients, and only 3 patient
received regimen TILPY Technigues to identify
clusters can definitely diagnose the identity of
the strain exhibiting primary resistance with that
of the index casel™ Table 3 shows that thers
were only sinall differences belween the cured
and the uncured group in terms of the follo
wirtg items, which resulted in MDR-TB: number
of previous treatments; number of patients who
abandored treatment; number of patients who
relapsed: and vumber of patients who presented
failure. Therefore, the great differential was the
severity of pulmonary lesions, which depends
on the virulence of the bacillus and the immu-
nity of the patient in this phase.*® In the initial
2-year period of treatment for MDR-TB, evolu-
tion was proportionally poorer and the number
of deaths was proportionally greater among the
patients with bilateral lesion and cavitation than
among those with unilateral lesion. In addi-
tion, the number of deaths was 7 times greater
among ihe patients with bilateral lesions. The
incidernice of TB s Tower in females, and survival
s higher in younger patients.®” n the present
study, patients in the slder group were cured
more often than were those i the younger
group, and the nunber of fenmles who were
cured was 2 times lower than was the number of
mates cured (RR - 21, The severity of pulmorary
jesions i the initiation of treatment for MDR-TH
was more inportant than were natural protec-
tive factors. The inttial 2-year period, in which
the treatment for MDR-TB occurred, defined
whether the outcome would be favorable {cure)
or unfavorable (treatment failure or death), The
patients who were cured dearly presented weight
gain, whereas the warsening of the case and
death were announced by a progressive weight
loss throughout the follow-up period 29

In Brazil, a cohort study that analyzed cases
of MDR 'TB reported between 2000 and 2004

J Bras Preumol. 2009:35(11:51 62

showed that the effectiveness of the freabinent
was 6500 in the final phase of the study™
Our perceniage of cure was 34% [corsidering
48 patients and 2 cases of noncompliance),
and all cures occurred during the first 2 years
of treatment. Since the city of Ric de Janeiro
has one of the highest incidences of 1B and
MDRE TB in the country, the lower percentage
of cure reported can be related to the greater
severity of the cases. The greater association
between hospitalization and death was obvious.
Frequent relapses, such as those that occurred
in the initial phase of the treatment for TB, are
related to irmegular drug intake, which results in
apparent cure with the maintenance of a signm-
ficant number of persistent bacilli that develop
again, already exhibiting resistance.?

There is a clear contrast between the initial
period of treatment for TB and the period of
treatment for MDRTB in terms of the numiber
of patients who abandoned treatment. relapsed
or presented failure. Tn the period of treatment
for MDR-TB. 7 patients abandoned treatment,
2 of whom abandoned it permanently and & of
whom abandoned it partially. This &5 due to the
active search for cases of noncompliance carried
out by the referral center and to the increased
awareness of patients regarding the severity of
MDR-TB. Only 1 patient relapsed, underwent
retreatment and presented failure. The treat-
ment routines of the referral center include a
basic treatment for patients presenting treat-
ment fallure (terizidone, ofloxacin and EMB],
siniee complete discontinuation of the drugs
accelerates the progression of the disease. Given
the unstable balance between the virulence of
the bhacillus and the immunity of the patient,
promoted by drug maintenance, the patients
who presented faiture gradually died, and, after
§ years, the percentage of deaths was higher
than the percentage of cure, onlv 9 patients
surviving {Figure 2). The patient with the longest
follow-up period {16 vears in 2007} presented,
in 20006, a chest X-ray with significant bilateral
cavitations,

Treatment failure always brings the possibi-
lity of MDR-TE being transmitied (o the families
of patients, to health professionsls and to the
general population.¥ Epidemics of MDR-TR
and the dissemination of MDR strains, produced
by migratory movements, have been reported
in the literature. Currently, the appearance of
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straing  designated exlensively  drug resistant
tuberculosis (WHOJ, which are defined as initially
resistant to INH, RMP, a guimolone artincrobial
agent and one more injeclable drug (amikacin,
capreontycin or kanamycin), represents a serious
threat to the world.”*" Now, after a long period
without investments in this domain by the phar
maceutical industry, there is the promise and
the hope of new regimens or new drugs for
the treatment of sensitive and resistant TB and
the rescue of patients presesting laflure,® The
inclusion of drugs such as linezolid, new quino-
lones and capreamycin. to which TR sirains are
still sensitive, as well as new drugs still under
research, represent the possibility of a cure for
such patients, although, realistically, these new
drugs will be available no earlier than 5 years
from mow /22
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ANEXO D - Métodos moleculares no diagnéstico da tuberculose e na resisténcia do

Mycobacterium tuberculosis as drogas

Ereitas FAD, Siqueira HR, Albana BM . iétudns molequl ares na tubercifose e resistdngia do Mycndacteriuim tuberaiian:

Curso de temas avancados de tuberculose -aula 12

Métodos moleculares no diagnostico da tuberculose e na
resisténcia do Mycobacterium tuberculosis as drogas.
Molecular methods in diagnosis of tuberculosis and resistance
of Mycobacterium tuberculosis to drugs.

Flavia A. D. de Freitas', flelio R di Sigueird’, Rodolpho M. Albano’.

RESUMO

aspecificidads, apesar do custo ser ainda elevado.

ABSTRACT

Keywords: tuberculosis, diagnosis, molecular biclogy.

INTRODUGCAQ

Atualmente a tuberculose (TB) € a doenga infec-
to-contagiosa, causada por um Unico microorganis-
ma, o Mycobacterium tuberculosis (Mth) gue mais cau-
sa Obitos de individuos adultos no mundo. Estima-sa
que, nesta década, ocorrerdo mais de 80 milhdes de
novos casos € 20 mithdes de dhites. A maloria destes
pacientes encontra-se em palses do terceiro mundo,
onde a associagdo de politicas inadequadas de sadde
piblica & umna situacao socipecondmica desfavoravel
contribui para a manutencao deste flagelo. Com a
pandernia de HIV/AIDS, s palses do primeiro mundo

Descritoves: tuberculose, diagnastica, biologia molecular

A tubetculose, causada pelo Mycobacteritnm twbercufosis, @ a doenga infecto-contagiosa, produzida por um dnice microor-
ganismo, que mars causa Shitos de individuos adultos ne mundo, Q objetivo deste artine é revisar a metodologia para a
identificacio da Mycobacterivm twberciriosis & analisar a resisténcia 205 medicamentos iseniazida e rifampicina, no trata-
mente desta doenga. por matedos de biclogia melecular que sdo cada vez mais utilizados, por sua grande sensibilidade e

Tuberculosis is an infection cantagious disease caused by Mycobacterium fuberculosic and has been described as the main
responsible by adult death, by the anly one micreerganism, in the Werld. The aim of this article is a review of methedolegy to
identify the Mycobacterium tubeiculosis and to analyze the resistance for iseniazid and rifampicin by biclogical and molecular
methads, which have been used more frequently due to high sensibility and specificity, in spite of their high price.

também tiveram um aumento no ndmero de casosda
doenca, com a transmisséo ocorrendo, principalmen-
te, em hospitais e prisbes.!

Com excecdo das quinolonas, antibiotico ini-
cialmente desenvolvido para combater infeccBes
por germes comuns, mas que tem poder bactericida
sobre o Mth, hd mais de 40 anos ndo surge um novo
medicamento para © tratamento da TB, enquanto
a resisténcia primdria vern aumentando gradativa-
mante no mundo, cam o surgimento de multirresis-
téncia (MR) - rasisténcia, pelc menos, a iseniazida
{INH} & & rifampicina (RMP) - e de TB-XDR - TB MR
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com resisténcia associada a uma quinclona e @ um
madicamento injetdvel (amicacina, canamicing ou
capreomicina). Estes fatos trazem a necessidade de
se diagnosticar rapidamente os casos MR para uma
terapia eficaz.

METODOS CONVENCIONAIS DE DIAGNGSTICO DA
TUBERCULOSE E DE RESISTENCIA

Com o aumento progressive da resisténcia pri-
maria no mundo, a cultura para micobactérlas e ©
teste de sensibilidade aos medicamentos deveriam
ser realizados §& no inicio do tratamento. Mas estes
exameas s& tornam ruito importantes, diriamos obri-
gatdrias, nos casos em que a baciloscopia do escarra
permanaca positiva apds o segundoe més de trata-
mento, ou negativa inicialmente e positive, a seguir,
durante o tratamento. A masma necessidade de cul-
tura e teste de sensibilidade tern que ser considerada
nos casos de recidiva, de contato com pessoas com
suspeaita de terem TB resistentes, de pacientes HIV
que adguirern TB em ambiente hospitalar, de presos
ou de passoas em abrigos € de profissionals de sadde
que gdoecern,

05 testes de sensibilidade aos farmacos utiliza-
dos no tratamento requerem o isolamento do M. tu-
bercuiosis do aspécime clinico em um meio da culty-
ra adequado, como o de Liwenstein-Jensen e Oga-
wa. Essa etapa de isolamento do baclla € bastante
lenta (trés a seis semanas). Varios métodos podem
ser utilizados para testar a sensibilidade do A, tuber-
culosis, sendo o das proporgdes o mais empregade.’
Qs rasultados desse métode sde reportados como a
percentagern do total da populagae bacteriana re-
sistentte a umm determinado farmaco. Isto & definido
pela quantidade do crescimento no meio de cultura
contenda o farmaco, quando comparado ao cresci-
mento em meio sem o firmaco. Este método neces-
sita de 28 dias para ser concluido {apds a cultura ini-
cial), tempo por demais dilatade para uma decisdo
clinica. Metodos alternativos e mais rapidos tambem
podem ser utilizados como MODS - observacdo mi-
croscopica da sensibilidade &s drogas - que detecta
precocemente o cresciments do M. tubercuiosis em
meio liquido e determina ¢ teste de sensibilidade
{mas com risco de contaminacdo do profissional
durante o procedimento) @ o métoda Alamar Blue.
gue € um corante indicador gue mede a proliferacéc
da micobactéria, quantitativameante, através da oxi-
dacac-reducde (REDOX], produzinde uma mudanca
calorimétrica.

Cr teste de sensibilidade para isolados de M. tu-
bercufosis também pode ser realizado por técnicas
automatizadas, comao o sistema BACTEC MGIT 260
(Mycobacteria Growth indicator Tube). Esse método
pode reduzir o tempo de identificagdo dos microor-
ganismas resistentes ans farmacos para trds semanas,
mas & dispendioso para uso hospitalar de rotina .’

METODOS MOLECULARES NG DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE

Qs mecanismos gendmicas associados & multir-
resisténcia do M. tuberculosis geralmente envolvern
rmutagoes nes genes que codificam determinadas pro-
teinas, que 530 Inibidas pelas drogas ou que as meta-
bolizam. As mutagdes podem produzir trocas de ami-
nodcidos, gue geram uma proteina corn menos ativi-
dade ou afinidade pels droga, ou modificar 3 agao dos
promatores dos genes, alterando a axpressan génica.
Cada droga apresenta, palo menos, uma proteina en-
volvida em seu metabalismo, que pode ser modificada
por mutacdes ganéticas. Através de métodos molecu-
lares, estas mutagtes podem ser detectadas com rapi-
dez, alta sensibilidads e aspecificidade.

PCR ~ Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR € a técnica onde uma curta regiao de um
gene, de um determinado DNA, é coplada rultas ve-
zes por uma enzima DNA polimerase. As segligncias de
nuclectideos das extrernidades da regido a ser ampli-
ficada devem ser conhecidas para que dois pequencs
oligonucleotidecs {iniciadores) possam hibridizar (se
ligar; com a melécula de DNA, cada um com urmna das
fitas da dupla hélice (Figura 1}

Para iniciar uma amplificacdo por PCR, pre-
para-se uma mistura (mix) com os quatro tipos de
nucleatideos {dNTPs), magnésio, enzima DNA poli-
merase, tampéo da enzima & os oligonuciectideos.
Ern sequida, eg3a mistura € aquecida a 95°C para a
desnaturagdo (separagdo) da dupla fita do DNA, As-
sim, cada fita de DNA-molde fica Hyre para, em uma
termparatura mais baixa, os iniciadores s hibridi-
zarem, permitindo que a DNA polimerase sintetize
as novas fitas complermantares, Em um novo cicle,
a mistura & entdo reaquecida a 85°C, para gue as
fitas recém-sintetizadas se separem (desnaturacdo}
e resfriadas, permitam que mais iniciadores se hi-
bricizerm com estas fitas, repetindo-se os ciclos com
a formacdo de outras fitas complemantares. As re-
acbes de PLR se fazem de maneira exponencial &,
ermn uma reacao de 35 ciclos, por exempla, ocorrem
24 = 3 = B8 bilhdes de cdpias (amplicons) da
regiso desejada do gene. © resultado da reagdo €
lido por eletroforese em gel de agarose. Atualmente
a técnica de PCR e tempao real (RT PCR) executa as
reaches e raproduz o resultade automaticamente.
Esta sigla & muitas vezes confundida com a 1écnica
de transcriptase reversa PCR usada para amplificar
fitas de RNA.

A PCR tem sido arplarente utilizada ern biclogia
rmolecular, devido a sua rapldez e eficacia. Para o diagnds-
ticode TBemmaterial de escarro, esta técnica possui mé-
dia sensibllidade (65%) & grande especificidads (acima
de 90%), & pode ser realizada em algumas horas. Algu-
mas limitaches sdo a possibllidade de contaminacéo da
amostra (o gus pode gerar umresultado false positiva), &
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presenca de proteinas inibidoras da reacéo (o que geraria
um resultado falso negativo) e o custo desta metodolo-
gia, que ainda é elevado. A sensibilidade do método se
prende, ainda, ao nimero de bacilos presentes no es-

carro. Quando o escarro é positivo na pesquisa de BAAR
(presenca de 5 mil a dez mil bacilos por mililitro), a reagao
de PCR é positiva e sua sensibilidade cai com o menor nu-
mero de bacilos existentes no material analisado.

1 5

GTC CcCC GAG

A. Cadeia de aminoacidos codificada (parte de uma proteina) e cédons

AGC CAC CCA cccC ATT ACA CGA

Valina_Prolina Ac.Glutdmico Serina Histidina Prolina Prolina Isoleucina Treonina Arginina

10

B. PCR

Oligonucleotideos (Primers) da PCR. Suponhamos a amplificacdao de um
pequeno segmento do DNA.
O aquecimento no inicio de cada reagao separa as fitas de DNA (desnaturagao).

O oligonucleotideo senso vai ser igual ao inicio da fita superior do DNA
5 GTGCCCGAGCAAC 3 que vai se anelar com o inicio da fita inferior, para dar
inicio a uma nova dupla fita.

O oligonucleotideo anti-senso vai ser o complemento da fita superior, no limite
da regiao amplificada 3’ GTGGCCTCGGCGA 5 que vai se anelar com a fita
superior, para dar inicio a uma nova dupla fita

5' GTGCCCGAGAGCC 3¥ —*
sentido 5 — 3

Oligonucleotideo senso
5' GTGCCCGAGAGCC 3’

Oligonucleotideo anti senso.
5' AGCGGCTCCGGTG 3

5 GTGCCCGAGAGCCACCCACCCATTACAGAAACCACCACCGGAGCCGCT 3

3 CACGGGCTCTCGGGGTGGGTAATGTCTTTGGTGGTGGCCTCGGCGA S

Conforme nomenclatura internacional, os oligonucleotideos sao descritos no

+«—— 3 GTGGCCTCGGCGA S

A. cadeia de aminoacidos codificada. Cada trés nucleotideos condifica um aminoacido.
B. PCR - exemplo de escolha dos oligonucleotideos. Tendo-se apenas a fita superior, o oligonucleotideo anti-senso vai ser o inverso do seu complemento. A seguir

mostra-se a amplificacdo por PCR de um segmento do gene.

Figura 1 - Cépias do fragmento de DNA desejado (amplicons).

Para otimizacao do diagnéstico de tuberculose pela
PCR, e para que sejam minimizadas as possibilidades de
resultados falso negativos ou positivos, o CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) padronizou e publicou
um quadro de regras a serem seguidas (Figura 2). Como
pode ser observado, se a pesquisa BAAR de um paciente
apresentar resultado negativo, devem ser realizadas duas
PCRs. Sendo os dois resultados positivos, o diagnéstico de
tuberculose é determinado; sendo um positivo e outro ne-

98  Pulmao RJ 2009;18(2):96-101

gativo, é necessério que se repita o procedimento e sendo
osdois negativos, o diagndstico de TB é descartado. Entre-
tanto, se a pesquisa de BAAR apresentar resultado positi-
vo, e a reacdo de PCR for positiva, confirma-se o diagnods-
tico especifico de Mycobacterium tuberculosis e sendo ne-
gativa, a PCR é repetida. Esta segunda PCR, ao apresentar
novamente resultado negativo, aponta para duas possibi-
lidades: a presenca de inibidores na reagdo ou a presenca
de Mycobacterium nao tuberculosis no paciente.
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negativo

A RMP inibe a transcricao génica da micobactéria
por blogueio da RNA-polimerase DNA dependente, o
que impede a sintese de RNA mensageiro (mRNA), pro-
duzindo morte celular.® Cerca de 95% das cepas resis-
tentes a rifampicina apresentam mutacdes na regiao
central do gene rpoB que codifica a subunidade beta

da RNA polimerase. As mutagées modificam a estrutu-
ra desta enzima, fazendo com que a RMP perca a ca-
pacidade de bloqueé-la, liberando a sintese de mRNA.
A regiao que codifica a subunidade beta da RNA poli-
merase, denominada rifampicin resistance determining
region (RRDR) ou hot spot, possui 81 pares de base (27

TB - diagnéstico de tuberculose (Mycobacterium tuberculosis).

MNTB - Mycobacterium nao tuberculosis.

Figura 2 - Quadro de regras do CDC para diagnéstico da tuberculose

por PCR.

Além da reagdo em cadeia da polime-
rase in house, existem kits comerciais para o
diagndstico da tuberculose. Dentre os kits
existentes, apenas o AMTD, o Amplicor e
o EMTD foram aprovados pela FDA (Food
and Drug Administration), para amostras
respiratdrias com baciloscopia positiva, e
apenas o EMTD foi aprovado para amostras
com baciloscopia negativa.

DIAGNOSTICO DE MULTIRRESISTENCIA
POR BIOLOGIA MOLECULAR

Ao contrario da resisténcia a RMP,
em que a maioria das mutagoes se con-
centra em uma pequena faixa de um sé
gene, a resisténcia a INH é mais comple-
Xa, pois pode ocorrer por mutagées em
varios genes, sendo os mais importantes
o katG (32 a 93% dos casos) e o inhA (de
15 a 25%).*

O gene katG codifica a enzima catalase-pero-
xidase, importante no metabolismo do bacilo.® Esta
enzima ativa a INH, que é uma pré-droga, produzin-
do radicais reativos de oxigénio (superdxido, pero-
xido de hidrogénio, peroxinitrato) e radicais organi-
cos que inibem a formagao de acidos micélicos da
parede bacilar e produzem dano no DNA.®” A muta-
cao mais comum no gene katG surge no cdédon 315
(Figura 3) pela substituicao do aminoacido serina
(AGC) por treonina (ACC), com diminuicdo da acao
catalase, o que resulta em resisténcia a INH.2 O gene
inhA codifica a enzima carreadora de enoil - acil
(ACP) redutase - NADH dependente, importante na

codons) e é delimitada pelos cédons 507 a 533 (Figura
4), o que facilita o diagndstico molecular de resistén-
cia."? As mutagoes mais freqlientes nesta area ocor-
rem nos codons 526 e 531.13™4

A marcagao em negrito indica o cédon 315 onde ocorre o maior nimero de mutagoes que produ-
zem mudanca do aminoacido agc serina por acc treonina e resisténcia a INH.. Aminoacidos: Lys —
lisina; Ser - serina; Gly - glicina; Thr - treonina; Asp - acido aspartico, Ala - alanina; lle - isoleucina;
Glu - acido glutamico; Val - valina. O gene katG tem 2224 nucleotideos. E 741 cédons.

Figura 3 — Gene katG: cédons de 301 a 320.

ag fic ttc gge acc age cag ctg age caa ttc atg gac cag aac aac ccg
505 510 520

<3
@S
=
a3
ag
i}
ad
=
(S

ctg te g acc cac aag cge cga cig teg geg ctg g
521 525 530 (Ser) /1

Os cédons 507 e 533 (setas) delimitam a regiao hot-spot. O cédon 531 (serina) é o que sofre maior
numero de mutacoes, que se traduzem em resisténcia a RMP.

t ctg tea cgt
540

Figura 4 - Pequena parte do gene rpoB.

Sequenciamento de genes

O sequienciamento do gene, para o diagnostico
de mutagoes, realiza-se com a reacao de PCR, numa
fase anterior, que delimita a regido a ser analisada. A re-
gido delimitada produz uma sequiéncia de nucleotide-
0s, que é alinhada com a sequiéncia de referéncia para
o M. tuberculosis, para a determinagao das mutagoes e,
conseqlientemente, da resisténcia especifica a um far-
maco. O seqlienciamento depende de aparelhos caros
e a técnica é trabalhosa, embora os resultados sejam
altamente confidveis e possam ser utilizados como
“padréao ouro” para o desenvolvimento de métodos de
biologia molecular, para o diagnéstico de mutagoes de
forma mais rapida e simples.

sintese de acidos micolicos. Um dos produtos da INH

ativada - o radical acil isonicotinico - liga-se a NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo) e impede a
atividade da enzima, resultando na morte da bacté-
ria, por interferéncia na sintese do acidos micélicos.®
A mutacdo estrutural do gene inhA faz com que a
enzima modificada perca afinidade pela NADH e a

bactéria se torna resistente a INH.'®

Testes rdpidos em biologia molecular para o diag-
néstico de mutagées

O método INNO-LiPA Rif. TB é especifico para a
RMP e identifica as mutacdes mais comuns na RRDR.'>1°
Os métodos Genotype MTBDR Assay e Real-Time PCR
diagnosticam mutagoes tanto na RRDR quanto no c6-
don 315 do gene katG."'® Estes métodos dependem
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de kits, que tambxém sdo de alto custo para use em ins-
titvighes prblicas. O métedo MTBDR-plus & capaz da
diagnosticar as rnutagdes mais freglientes nos genes
rpoB e katG, ¢ vem sendo recomendado pela Organi-
zagao Mundial de Satde por ser menos dispendicso e
analisar 40 arnostras simultaneaments. Mokrousov &
colaboradores™ utilizaram, ern seu trabatho, a técnica
de PCR-RFLP (PCR-restriction fragment fenght polyinor-
phism), que usa a enzima de restricado HAPI para diag-
nosticar amutagao no cadon 315 (Serina AGC paraTre-
onina ACC) Este método tem side importante como
urn marcador de resisténela para a INH, no noroests
da Rissia, por ser rapido, ter baixc custo, apresentar
manipulacio simples e ser facil de interpretar. O mé-
1odo requer, apanas, aparethagern padrae de PCR e de
eletroforese. Novas pesquisas precisam ser realizadas
para avaliar melhor esta técnica.

I56110-RFLP

O 1S6110-RFLP trestricrion fragment fength poly-
morphism) possibilita uma andlise genoctipica & con-
seglientemente, ¢ entendimente da epidemiclogia
da tuberculose. A seqléncia de insercdo 1$8770 esta
presents no genoma de muitas cepas do cemplexo
M.tubercudosis, emn um ndmero varldvel de cdplas. A
andlise por RELP com © ISG770 provou ser um conve-
nients e confidvel método para diferenciacio de cepas
de M. tuberculosis, sendo considerado o método de
“padrag-oure” na genotipager malecular do M. tuber-
cudosis, com um alto poder discriminatdria.™

Resurnidamante, esta técnica consiste na diges-
tdo das amostras isoladas de DNA, através de uma en-
donuclease de restricdn. Esta enzirma cliva o DNA em
urn sitic especifico, e cada seqléncia (61710 apresenta
apenas um sitio de restricdo para esta enzima. Como
esta sequéneia apresenta-se em nimero varidvel e em
mltiplas cépias no genoma do M. tuberculosis, o pa-
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