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ABSTRACT
TESE DE DOUTORADO

icaro Rodrigues dos Santos

A tuberculose (TB), provocada pelo Mycobacterium tuberculosis, é uma doenca
cronica contagiosa em aglomerados populacionais como as unidades
prisionais. Neste trabalho realizou-se a identificacdo molecular de isolados de
M. tuberculosis e investigacdo de infeccdo mista utilizando spoligotyping e
MIRU-VNTR em 224 amostras de uma coorte do estado de Rondonia,
populaces geral e carceraria e andlises de bioinformatica em dois grupos
distintos de genomas de micobactérias, sendo 30 genomas de Mocabique e 88
genomas da colecdo do nosso laboratorio. Amostras de escarro foram
submetidas a baciloscopia, cultura para micobactérias, teste de sensibilidade
aos antimicrobianos e identificacdo molecular pela técnica de Spoligotyping e
MIRU-VNTR demonstraram a diversidade dos isolados de M. tuberculosis
circulantes na regido havendo a predominancia de 63,8% da familia LAM,
seguido da familia X com 11,6%, Haarlem 6,3% e familia T com 4%, além de
dois isolados da familia Ural e cinco da familia EAI. Ainda, 18 novos perfis
foram identificados, incluindo um perfil que ha indicios de exclusividade do
Brasil. Os resultados indicam que as cadeias de transmissdo entre as
populacbes geral e carceraria estdo interligadas. As unidades prisionais
apresentaram formacdo de grupos especificos de aglomeracbes e
exclusividade das subfamilias T3 e X3. Entre a coorte de Rondonia, a taxa de
resisténcia foi de 28% (4,8% MDR) e 46,6% entre os genomas analisados.
Além disso, sugere-se que os isolados resistentes estdo mais associados a
populacdo geral desse estudo e que processos evolutivos potencialmente
associados ao surgimento de resisténcia. Foi detectada uma frequéncia de
19,3% de infeccdo mista pelo MIRU-VNTR e 80% por WGS; casos suscetiveis
foram mais associados a infeccdo mista, exceto para casos MDR/XDR da
coorte Brasil/Mocambique. Portanto, verifica-se a manutencdo dos indices de
TB em Rondbnia, mas com uma diversidade maior do que o esperado,
incluindo familias com notificagdo em baixa frequéncia, bem como a indicacdo
de que a presenca da infeccdo mista pode ter importancia clinica de acordo
com a populagao.
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Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, is an infectious
chronic disease in agglomerations such as prison units. In this work, the
molecular identification of M. tuberculosis isolates and investigation of mixed
infection using spoligotyping and MIRU-VNTR was carried out in 224 samples
of a cohort in the state of Rondobnia, general and prison populations and
bioinformatics analyzes in two distinct groups of mycobacterial genomes, 30
genomes from Mozambique and 88 genomes from the collection of our
laboratory. Samples were analyzed with sputum smear microscopy,
mycobacterial culture, antimicrobial susceptibility test and molecular
identification using the Spoligotyping and MIRU-VNTR technique which
revealed the diversity of M. tuberculosis isolates present in the region, with a
predominance of 63.8% of the family LAM, followed by family X with 11.6%,
Haarlem 6.3% and family T with 4%, in addition to two isolates from the Ural
family and five isolates from the EAI family. In addition, 18 new profiles were
identified, including a profile that shows signs of being exclusive to Brazil. The
results indicate that the transmission chains between the general and prison
populations are interconnected. The prison units showed specific groups of
agglomerations, and subfamilies T3 and X3 were exclusive to this population. In
the Rondénia cohort, the resistance rate was 28% (4.8% MDR) and 46.6%
among the analyzed genomes. In addition, the results suggest that resistant
isolates are more associated with the general population of this study and that
evolutionary processes potentially associated with the emergence of resistance.
We detected a frequency of 19.3% of mixed infection by MIRU-VNTR and 80%
by WGS; susceptible cases were more associated with mixed infection, except
for MDR/XDR cases from the Brazil/Mozambique cohort. Therefore, the TB
rates in Rondbnia persist, with a greater than expected diversity, including
families with low frequency notification. The suggestion of mixed infection may
have clinical importance according to the population.
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1 INTRODUCAO

Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa, um dos maiores problemas
de saude publica, uma das 10 principais causas de morte no mundo e principal
causa de morte causada por um agente infeccioso. Tem como agente
etiolégico o bacilo Mycobacterium tuberculosis, que se dispersa quando
individuos com TB expelem bactérias no ar, por exemplo, pela tosse.
Tipicamente afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas também pode afetar outros
locais (TB extrapulmonar). Aproximadamente, um quarto da populacdo mundial
esta infectada por M. tuberculosis e esta em risco de desenvolver a doenca
(WHO, 2019).

TB € uma doenca antiga — estudos de esqueletos humanos mostram que
ela tem afetado humanos por milhares de anos — mas sua causa permanecia
desconhecida até 24 de mar¢co de 1882, quando o Dr. Robert Koch anunciou
sua descoberta do bacilo e 0 nomeou Mycobacterium tuberculosis (Koch, 1882;
Sakula, 1982; Hershkovitz et al., 2015).

A doenca pode afetar qualquer um, qualquer lugar, mas a maioria das
pessoas que desenvolve TB (cerca de 90%) sdo adultos — maior proporcéo de
homens — e os indices de casos em niveis nacionais variam de 50 a mais de
5000 para cada 1 mi da populacéo por ano. Quase 90% dos casos anuais se
concentram em 30 paises com alta taxa de TB. Globalmente, estima-se que 1,7
bi de pessoas estejam infectadas com M. tuberculosis e estéo, portanto, sob

risco de desenvolver a doenca (WHO, 2019).

1.1 Epidemiologia da Tuberculose
1.1.1 Transmissao

Wiliam Osler, em 1909, escreveu, como citado por Dobbs & Kimmerling
(2008) que ‘todos aqueles que se misturam com pacientes com tuberculose
sao infectados, mas permaneceram bem pelo tempo que eles se cuidaram e
mantiveram o solo em condi¢cdes desfavoraveis para o crescimento da

semente”.



Ao longo de um século de pesquisa sobre tuberculose, nossa
compreensao da transmissédo da tuberculose e da progressao da doenca foi
aprimorada: em 1934, Wells descreveu tempos de queda e evaporacdo para
ndcleos de goticulas e Riley, em 1961, descreveu a deposicdo de bactérias
transportada pelo ar no pulméo e, em 1959-1962, descreveu a disseminacéo
aérea de M. tuberculosis em uma enfermaria de tuberculose (Devoto, 1934;
Riley, 1959, 1962). Chapman, em 1964, descreveu os fatores sociais e outros
fatores associados com a transmissao da tuberculose em familias afetadas por

tuberculose.

Individuos com tuberculose laringea ou pulmonar ativa geram ndcleo de
goticulas que contém M. tuberculosis através da tosse, canto, grito, espirro ou
qualquer outra manobra expiratoria forcada que cisalha secrecdes respiratérias
das vias aéreas, com a tosse sendo a mais eficiente em gerar aerossois

infecciosos (Turner & Bothamley, 2015).

Uma visdo amplamente aceita é que a infectividade dos pacientes
diminui suficientemente depois de duas semanas de tratamento antituberculose
a um ponto tal que a transmissdo para 0s contatos se torne improvavel
(Dharmadhikari et al., 2014, Yates et al., 2016).

Churchyard e colaboradores, em 2017, redefiniram a cascata proposta
por Dowdy e colaboradores (2014) que segue: (1) um caso de origem da
tuberculose (2) gerando particulas infecciosas (3) que sobrevivem no ar e (4)
sdo inaladas por um individuo suscetivel (5) que pode se tornar infectado e que
entdo pode desenvolver a tuberculose (figura 1.1).
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Figura 1.1. Cascata de transmissdo da tuberculose. (Fonte: The Aurum Institute. Adaptado
de Churchyard et al., 2017)

A intensidade da transmissao local de TB € dependente da prevaléncia
(e infectividade) de individuos com formas infecciosas de TB, o numero (e
suscetibilidade) de individuos com quem os individuos infecciosos terdo
contato, a frequéncia e proximidade das intera¢des entre individuos infecciosos
e suscetiveis, bem como caracteristicas biolégicas de M. tuberculosis que
afetam a transmissdo (Mathema et al., 2017), de modo que diferentes isolados
podem ser adaptados para ter maior sobrevivéncia no ar, maior capacidade de

dispersdo e mecanismos que favorecem o sucesso da infecgéo.

Em cenarios com carga alta de tuberculose, a transmissdo € mais
provavel de ocorrer fora de casa, em escolas, transporte publico, locais de
trabalho, centros de saude, minas e prisdes (Corbett et al., 2007; Escombe et
al., 2010; Johnstone-Robertson et al., 2011; Andrews et al., 2013; Andrews et
al., 2014; Telisinghe et al., 2014; Yates et al., 2016). Entretanto, visar familias
afetadas pela tuberculose para o rastreamento da infeccao, teste para HIV e
encaminhamento para o tratamento da tuberculose ou da infecgdo por M.
tuberculosis permanece como prioridade devido a alta prevaléncia de
tuberculose e infeccdo por M. tuberculosis entre contatos dentro de casa
(Churchyard et al., 2017).



As taxas de contatos podem ser reduzidas através de desenvolvimento
socioeconémico levando a redugdo de aglomeracdo, melhoria na nutricdo para
diminuir a progressao para tuberculose. Controle aprimorado da infeccdo
também inclui desenvolvimento socioecondémico, principalmente melhorias de
ventilacdo em areas onde o contato € mais provavel de ocorrer, como nos

locais supracitados (Dowdy et al., 2014; Hermans et al., 2015).

A infectividade dos casos de tuberculose pode ser definida
clinicamente, incluindo a presenca de tosse e organismos acido-resistentes no
escarro, quando individuos ainda ndo receberam a terapia efetiva contra
tuberculose. Entretanto, infectividade pode estar presente antes dos sintomas
se manifestarem (Dowdy et al., 2014, Esmail et al., 2014, Esmail et al., 2016).

Apesar disso, ha um espectro no curso clinico da tuberculose (Barry et
al., 2009), que inclui: tuberculose subclinica (caracterizada por resultados
negativos na triagem de sintomas da tuberculose, mas com resultados
positivos na cultura, com tuberculose presumivelmente infecciosa); doenca pré-
diagnéstico (caracterizada pelos sintomas que sao suficientemente perceptiveis
para a deteccao sintomatica, mas néo graves o suficiente para buscar cuidados
médicos); e doenca clinica (caracterizada pela busca ativa de tratar os
sintomas, apesar de que frequentemente ocorre apenas depois de um atraso
devido as dificuldades de diferenciacdo entre outras infeccbes do trato
respiratorio em locais onde o diagndstico clinico permanece como a pratica

padréo).

Fatores relacionados ao hospedeiro podem aumentar um risco individual
de progressdo para doenca pulmonar ativa apdés a infeccdo. Determinantes
relacionados ao hospedeiro incluem: infeccdo por HIV (Corbett et al., 2002),
diabetes (Jeon & Murray, 2008), consumo de cigarro (Lin & Murray, 2007) e

excesso de alcool (Lonnroth et al., 2008) e desnutricdo (Menon et al., 2016).

Quatro principais abordagens sado usadas para mensurar a transmissao
da tuberculose e identificar seus condutores. A primeira abordagem é a taxa de
notificacdo dos casos, que é utilizada para identificar paises e regides nas
quais o risco de tuberculose é alto (WHO, 2015). Taxas de notificacbes
também podem gerar tendéncias temporais de transmissdo (Hermans et al.,

2015); além disso, elas podem ser usadas para identificar populacdes de risco



em locais com baixa incidéncia entre estrangeiros, prisioneiros e moradores de
rua (Broekmans et al.,, 2002), bem como a heterogeneidade do risco entre
comunidades dentro de cenarios com alta incidéncia (transporte publico
(Andrews et al., 2013), igrejas (Murray et al., 2009), escolas (Andrews et al.,
2014 e 2015), bares (Muray et al., 2013) e favelas (Koenig et al., 2015; Pereira
et al., 2015; Wobudeya et al., 2015).
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A segunda abordagem é a estimativa do risco de ser infectado e
identificar os fatores de riscos por ser infectado. Esta abordagem usa a prova
cutdnea da tuberculina e ensaios de liberacdo de interferon y para identificar
infecgbes. Estimativas de tendéncias no risco anual de infecgdo tem sido
derivadas de avaliagbes repetidas, frequentemente incluindo criangas na
escola primaria (Styblo et al., 1969, Odhiambo et al., 1999, Kritzinger et al.,
2009).

Além disso, em cenérios de alta transmissdo, episodios de infeccdo
repetida ndo podem ser facilmente identificados com estes tipos de ensaios de
infeccdo que fornecem alguma medida da exposi¢cdo cumulativa. Para estimar
infeccbes recentemente adquiridas, triagem para a infeccao por M. tuberculosis
também pode ser feita nas investigacdes de contatos e entre 0s grupos de
riscos, como imigrantes de paises com alta carga ou profissionais da saude
(Mathema et al., 2017).

Desde que a tipagem molecular de isolados se tornou avaliavel nos anos
1990 (van Embden et al., 1993), uma terceira abordagem, acessar as ligacdes
genotipicas entre o presumido caso indice de tuberculose e seus presumidos
casos secundarios, se tornou possivel. Em nivel populacional, métodos como
n-1 e outras técnicas baseadas em modelagem tem sido desenvolvidas para
niveis estimados de transmisséo, baseados em agrupamento genotipico (Small
et al.,, 1994; Yeun et al., 2013; France et al., 2015; Kasaie et al., 2015). Estudos
de epidemiologia molecular também tem confirmado que adolescentes estao
no grupo de alto risco para a transmissao de tuberculose, estabelecendo a
importancia da transmissdo nosocomial (Wobudeya et al., 2015), além de
identificarem outros fatores de risco para transmissdo recente, incluindo
residéncia urbana, falta de moradia (Bamrah et al., 2013) e a exposicdo a

ambientes lotados, como prisdes (Sacchi et al., 2015; Valenca et al., 2015).



Com o avancar do tempo, a resolucdo da tipagem dos isolados foi
aprimorada; o sequenciamento do genoma completo (WGS) agora providencia
a habilidade maxima de distinguir isolados com base nas diferencas de simples
nucleotideos (Walker et al., 2014). Diferentes das abordagens anteriores que

dependem da transmisséo e do risco de progresséao da infeccdo para doenca.

A gquarta e indireta abordagem tem sido a caracterizagao da fonte dos
casos. Tradicionalmente, medidas da carga bacilar a partir do esfregaco do
escarro e a presenca e extensdo da cavitagcdo pulmonar tem sido utilizadas
para estimar a infectividade dos casos iniciais como uma busca pelo nimero de
casos esperado de contatos infectados e casos secundarios (Rieder, 1999).
Ainda mais recentemente, novas formas de avaliar a infectividade foram
desenvolvidas (Fennely et al., 2012; Wood et al., 2016).

Por fim, intervencdes que tenham como alvo a bactéria, o hospedeiro ou
catalisadores comportamentais da transmissao irdo interromper a transmissao
da tuberculose e acelerar o declinio na incidéncia e mortalidade da tuberculose
(Dowdy et al., 2014).

1.1.2 Nimeros

Globalmente, estima-se que 10 mi (9-11 mi) de pessoas desenvolveram
TB em 2018, numero que tem sido relativamente estavel nos ultimos anos. A
carga da doenca varia enormemente entre 0os paises, de pouco mais que cinco
para mais que 500 novos casos por 100 000 habitantes por ano, com a média
global sendo cerca de 130 (WHO, 2019) (figura 1.2).
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Figura 1.2: Taxas estimadas da incidéncia de TB em 2018. (retirado de WHO, 2019)

Estima-se que ocorreram 1,2 mi de mortes por TB entre a populacéo
HIV-negativa em 2018 (reducéo de 27% em relagdo ao ano 2000 que foi de 1,7
mi), e um adicional de 251 mil mortes (223-281 mil) entre individuos HIV-
positivos (reducdo de 60% em relacdo ao ano 2000, 620 mil) (WHO, 2019).

TB afeta pessoas de ambos 0s sexos em todas a faixas etarias, mas as
taxas mais altas sdo em homens (com 15 anos ou mais velhos), que
respondem por 57% de todos os casos de TB em 2018. Enquanto, mulheres
representam 32% e criancas (abaixo dos 15 anos) correspondem a 11%. Entre
todos os casos de TB, 8,6% eram pessoas vivendo com HIV (PLHIV) (WHO,
2019).

Geograficamente, a maior parte dos casos de TB em 2018 ocorreram
nas regides do sudeste da Asia (44%), Africa (24%) e Pacifico Ocidental (18%),
com percentagens menores no Mediterraneo Oriental (8%), nas Américas (3%)
e Europa (3%). Oito paises contabilizaram dois tercos do total global: india
(27%), China (9%), Indonésia (8%), as Filipinas (6%), Paquistdo (6%), Nigéria
(4%), Bangladesh (4%) e Africa do Sul (3%). Estes e outros 22 paises,
incluindo o Brasil, estdo na lista da WHO dos 30 paises com altas taxas de TB

gue correspondem a 87% dos casos mundiais (WHO, 2019).



Entre os 30 paises, trés destes se mostraram com taxas de incidéncia
per capita evidentemente mais baixas: Brasil, China e RUssia, com as

estimativas de 45, 61 e 54, respectivamente, para cada 100 mil habitantes.

Visando a reducdo desta doenca, o Plano Global para o Combate da
Tuberculose 2011-2015 (The Global Plan to Stop Tuberculosis 2011-2015)
proposto pela OMS (Organizacdo Mundial de Saude) teve a finalidade de
reduzir drasticamente a carga da doenca até 2015; isto foi feito de acordo com
o que foi pactuado nos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM) onde a
Tuberculose aparece no 6° objetivo intitulado: combater a AIDS, a malaria e
outras doencas. O Plano ainda apresenta como principal meta a eliminacdo da
tuberculose como problema de saude publica até o ano 2050.

Segundo o Ministério da Saude (2016), o Brasil atingiu as metas
propostas pela OMS em 2015, bem como a reducdo dos coeficientes de

prevaléncia e de mortalidade previstos.

Seguindo a Estratégia pelo Fim da Tuberculose da OMS (WHO, 2015), o
Ministério da Saude (MS), por meio da Coordenacdo Geral do Programa
Nacional de Controle da Tuberculose (CGPNCT), langou o Plano Nacional pelo
Fim da Tuberculose como Problema de Saude Publica (Plano Nacional) (Brasil,
2017), com metas para reduzir os coeficientes de incidéncia da doenga para
menos de 10 casos e de mortalidade para menos de um 6bito a cada 100 mil
habitantes até 2035. As estratégias estdo organizadas em trés eixos: 1-—
prevengdo e cuidado integrado centrados na pessoa com tuberculose; 2 —
politicas arrojadas e sistema de apoio; e 3 — intensificagdo da pesquisa e

inovacao.

No Brasil, em 2018, foram diagnosticados 72.788 casos novos de TB, o
que corresponde a um coeficiente de incidéncia de 34,8 casos/100 mil hab
(figura 1.3). Embora, tenha sido observada uma queda média anual de 1,0%
no periodo de 2009 a 2018, o coeficiente de incidéncia aumentou nos anos de
2017 e 2018 em relagao ao periodo de 2014 a 2016 (Brasil, 2019).
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Figura 1.3. Coeficiente de incidéncia de tuberculose (por 100 mil hab.), Brasil, 2009-2018.
(Brasil, 2019).

As taxas de incidéncia e de mortalidade por tuberculose, no Brasil, foram
reduzidas a cada ano até o ano de 2017, em que foram registrados 4.534
Obitos pela doenca, o que equivale ao coeficiente de mortalidade de 2,2
Obitos/100 mil hab., o0 mesmo obtido no ano anterior. De 2008 a 2017, o
decréscimo médio anual do indicador foi igual a 2,1%, com queda de 2008 a
2012 e posterior estabilizagao (Brasil, 2017 e 2019).

No entanto, esses resultados nao foram homogéneos entre as unidades
federais e capitais, e também nao sao suficientes para se alcangcarem as metas
do Plano Nacional pelo Fim da Tuberculose como Problema de Saude Publica
(Brasil, 2017).

O aumento do coeficiente de incidéncia da TB nos dois ultimos anos e
em alguns subcenarios pode representar uma ampliagdo do acesso as
ferramentas de diagnostico. No entanto, este aumento também pode estar
relacionado as mudangas no contexto social e econémico do pais nos ultimos
anos. Além disso, a maior representatividade de populagdes vulneraveis a TB
entre os casos novos € um aspecto que precisa de especial atengcdo. Dessa
forma, torna-se ainda mais importante que os Programas de Tuberculose
considerem o0 contexto em que estdo inseridos, para que suas estratégias
sejam efetivas e superem os desafios locais. Serdo necessarios esforgcos
adicionais, com a articulagcado das trés esferas de gestdo do SUS, para se
atingir um unico objetivo: acabar com a tuberculose como problema de saude
publica no Brasil (Brasil, 2017 e 2019)



1.1.3 Prisao

Estudos demonstraram que a tuberculose epidémica em prisdes
representa um grande desafio para o controle nacional de tuberculose no Brasil
(Basu et al., 2011, Barbour et al., 2010, Bourdillon et al., 2017).

Prisbes tem sido fontes similares ndo apenas em surtos de paises com
baixa carga de tuberculose (Valway et al., 1994), mas também com altos niveis
de transmissdo endémica nos paises com renda média e baixa (Baussano et
al., 2010, Sanchez et al.,, 2013). Por meio dos dados de notificacdo da
tuberculose em nivel nacional do Brasil, Bourdillon et al demonstraram que
>25% de todos os casos incidentes entre homens entre os 20 e 29 anos
ocorreram em prisdes, onde as taxas de notificacdo foram 31 vezes maiores do

gue na populacéo geral (Bourdillon et al., 2017; Yang et al., 2017).

Também foi visto que as taxas encontradas nas prisdes influenciaram
para que ocorresse um aumento na propor¢cdo da carga nacional de
tuberculose; de fato, em 2014, os casos de tuberculose em priséo
representaram 8,4% de todos 0s casos reportados no pais (Bourdillon et al.,
2017).

Segundo o Gerenciador de Ambiente Laboratorial (2014), das 700
amostras de escarro analisadas em Porto Velho, no ano de 2012, apenas 27
(3,85%) eram da populacao carceraria sendo que 8 culturas foram positivas, o

gue equivale a 29,6% de positividade (Goncalves, 2016).

O impacto causado pela tuberculose em presidios vai além da
populacdo carceraria, pois também afeta seus familiares e funcionarios dos
presidios, durante e apds a detencao, ou seja, toda a comunidade com que se

relacionam (Oliveira & Cardoso, 2004).

Portanto, evidencia-se a necessidade de elaboracdo e implantacdo de
programas especificos de vigilancia epidemiolégica e de controle da
tuberculose na populagéo carceraria. Entretanto, ainda ndo sdo numerosos 0s
estudos a respeito da real situacdo das unidades carcerarias brasileiras quanto

a ocorréncia de casos de tuberculose.
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1.1.4 Evidéncias de Infec¢cdo Mista

Por muitas décadas, acreditou-se que as infec¢cdes por M. tuberculosis
eram homogéneas e permaneciam estaveis dentro do hospedeiro durante o
curso da infeccdo. O fendbmeno das infeccbes com isolados mistos,
reconhecido pela primeira vez em 1975 por Mankiewicz & Liivak, foi
apresentado como um importante desafio ao diagndstico, ao tratamento e ao
controle da tuberculose (Zheng et al., 2015; Kontsevaya et al., 2017).

Enquanto o conceito anterior era que 0s pacientes com tuberculose
estavam infectados com um Unico isolado conservado geneticamente (van Rie
et al., 2005), a aplicacdo de métodos moleculares demonstrou que o fenbmeno
das infeccbes mistas em tuberculose € mais comum do que o inicialmente

considerado (Péres-Lago et al., 2016).

A evidéncia de infeccdo mista em um Unico hospedeiro, sugerindo
reinfeccdo antes ou durante a doenca, foi observada incialmente pelo método
de tipagem por fagos (Mankiewwics & Liivak, 1975, Bates et al., 1976) e foi
posteriormente confirmado utilizando a anélise de DNA fingerprint (Niemann et
al., 2000, Braden et al., 2001, Garcia de Viedma et al., 2003).

Foi mostrado, recentemente, usando métodos de geotipagem baseados
em PCR, que pacientes com tuberculose em cenéarios de alta carga
frequentemente tem diferentes isolados na mesma amostra de escarro (Warren
et al., 2004, van Rie et al., 2005).

Posteriormente, de acordo com recomendacdes de padrao internacional
(Supply et al., 2006), a técnica MIRU-VNTR 24 locus teve maior sensibilidade e
poder discriminatério em detectar isolados mistos do que outros métodos de
analise (Cohen et al., 2011, Huyen et al., 2012).

Diversos estudos reportaram infeccdes mistas em 1% a 60% dos
pacientes, com mediana de 20%, dependendo da incidéncia de tuberculose e

do cenario do estudo (revisado por Cohen et al. 2012).

Estudos epidemiolégicos moleculares demonstram que infeccdes

complexas e heterogéneas dentro de um simples hospedeiro podem surgir
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devido a infegdes mistas com diferentes isolados de M. tuberculosis que s&o
simultaneamente ou sequencialmente adquiridos (figura 1.4) (Fang et al.,
2008, van Rie et al., 2005) ou devido a infeccGes heterogéneas onde mutacdes
espontaneas resultam de microevolugdes dentro do hospedeiro (Al-Hajoj et al.,
2010; Navarro et al., 2013; Péres-Lago et al., 2013).

= infecs3o atente
Doencga primaria

Infecgdo mista @

Doenga primadria

Infeccdo por uma estirpe Recidiva da infeccdo
original aparece

Cura clinica/ com infec¢3o mista

Conclusdo do
tratamento

Superinfecgdo

com estirpe Y Reinfeccdo com estirpe Y
resulta em recidiva da estirpe X
Doenga primaria com carregando uma infeccdo Doenga recorrente
{nica estirpe mista no episddio de doenga

Infecgd@o mista

Estirpe X

Figura 1.4. Doencga recorrente e infecgbes com estirpes mistas de M. tuberculosis. Vérios
cenarios que levam a tuberculose recorrente e infecgBes mistas. Infeccbes mistas podem
ocorrer tanto na infec¢do priméria quanto na recorrente (secundaria, terciaria e assim por
diante). Durante a doenga primaria, infecgfes mistas podem ocorrer durante um dnico episédio
de infeccdo, onde duas estirpes distintas estdo presentes ao mesmo tempo durante o episédio
de infeccdo inicial. Alternativamente, uma infec¢gdo com uma estirpe secundaria (superinfecgéo)
pode ocorrer durante a infeccdo latente ou doenca ativa. A reinfeccdo com uma segunda
estirpe pode também resultar na reativacdo de uma estirpe subjacente (adaptado de Mclvor et
al., 2017).

Ley et al., em 2019, revisaram estudos que se basearam no
sequenciamento do genoma completo para compreender a microevolucao
dentro do hospedeiro. ApGs a analise de 38 estudos diferentes, observaram a
ocorréncia de varios niveis de microevolucdo e diversidade entre os estudos,
com a demonstracdo da presenca simultanea de varias subpopulagdes dentro
do mesmo hospedeiro, enquanto outros encontraram genomas muito estaveis

com poucas ou nenhuma alteragdo genomica.
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Alguns estudos no intuito de inferir a transmissao direta, determinam a
distancia de variantes de unico nucleotideo (SNV, do inglés Single Nucleotide
Variant) entre isolados de uma cadeia de transmissdo. Walker et al. (2013)
apontam que uma distancia <12 SNVs entre dois isolados seriam suficientes

para indicar transmisséao direta.

Trabalhos mais recentes sugerem que este limite pode n&do ser valido
em todos os cenarios e que varios fatores como o tempo passado entre 0s
isolados, a pressédo seletiva, infeccbes mistas ou clonalidade dos isolados da
cadeia podem impactar no numero de SNVs que surgem dentro do hospedeiro,
alterando a distancia entre os isolados (Eldholm et al., 2014; Péres-Lago et al.,
2014; Casali et al., 2016; Lieberman et al., 2016; Herranz et al., 2017).

Devido as limitacbes inerentes dos métodos utilizados para detectar
infeccbes mistas, 0s cenarios reais podem estar sendo subestimados. Modelos
matematicos sugerem que as infec¢cdes mistas impactam o controle da
tuberculose em pacientes tanto ao nivel individual como ao nivel populacional
(Cohen et al., 2012).

Foi inferido que essa mistura de isolados aumente a probabilidade do
surgimento de resisténcia a isoniazida ap0s a terapia preventiva por isoniazida
em tuberculose latente (Cojin et al., 2009), o que reduziria a efetividade da
cobertura das vacinas que cobrem apenas um subgrupo de genétipos de M.
tuberculosis (Cohen et al., 2008).

A infeccdo mista também foi apontada como um fator negativo em
isolados obtidos de pacientes com TB-MDR (van Rie et al.,, 2005); outros
estudos mostraram que a presenca de mdultiplos isolados pode resultar em um
desfecho ruim para o tratamento (Theisen et al., 1998; Niemann et al., 2000;
Baldeviano-Vidalon et al., 2005).
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1.2 Caracterizacdo do agente etiologico

Os agentes etioloégicos da TB em humanos e outros animais sdo um
grupo de bacilos acido-alcool resistentes intimamente relacionados que
coletivamente sdo conhecidos como o Complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) (Brites & Gagneux, 2017; Malone & Gordon, 2017). Os membros do
CMTB adaptados aos humanos, representados na figura 1.5, compreendem
cinco principais linhagens filogenéticas referidas como Mycobacterium
tuberculosis sensu stricto (linhagens 1-4 e 7) e duas linhagens tradicionalmente
conhecidas como Mycobacterium africanum (linhagens 5 e 6) (de Jong et al.,
2010; Brites & Gagneux, 2017; Yeboah-Manu et al., 2017). Desse modo, essas
linhagens séo apenas capazes de manter seus ciclos de vida completos,
doenca e transmissao aérea tendo os humanos como hospedeiros (Ernst,
2012). A dispersdo geografica destas linhagens difere nitidamente, com
algumas linhagens demonstrando distribuicdo global e outras com restricao
geografica (Gagneux et al 2006b; Gagneux & Small, 2007).

a b
[ A S M.canettii

,< Lineage 2
1
1

Lineage 3
1
TBD1
1 1 Lineage 4
0.99 1

Lineage 1

==

Lineage 5
Chimpanzee bacillus
L"@ Lineage 6
+ [~ M. pinnipedii
! | oss'w Ancient Peruvian Humans T
e M. miicroti
M. bovis

M. caprae
— M. orygis

—
0.006

Figura 1.5. Filogeografia global dos membros do CMTB adaptados ao homem.
Filogeografia global dos membros do CMTB adaptados ao homem. (a) Filogenia de 220
isolados do CMTB obtidas por Comas et al. (2013) baseado no método de maxima
verossimilhanca. (b) Distribuicdo das sete principais linhagens adaptadas ao homem. As
linhagens possuem as mesmas cores de (a) e os circulos representam a linhagem ou
linhagens dominantes em cada pais (Gagneux & Small, 2007). Adaptado de Brites & Gagneux,
2017.
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Entre os membros do CMTB adaptados aos outros animais, alguns
infectam primariamente espécies de mamiferos selvagens (Malone & Gordon,
2017). Estes incluem M. microti  (Brodin et al., 2002), Mycobacterium
pinnipedii (Cousins et al., 2003), Mycobacterium orygis (van Ingen et al., 2012)
e o0 bacilo de Dassie (Mostowy et al., 2004), Mycobacterium mungi (Alexander
et al., 2010), Mycobacterium suricattae (Parsons et al., 2013) e o “chimpanzee
bacillus” (Coscolla et al., 2013).

Mycobacterium bovis e Mycobacterium caprae, por outro lado, sao
principalmente encontrados em gado e cabras, mas também séao
frequentemente isolados de diversos animais selvagens que agem como seus

reservatérios (Malone & Gordon, 2017).

Mycobacterium canettii € considerado parte do CMTB baseado em sua
identidade de nucleotideos; entretanto, M. canetii esta mais associado com a
vida livre, sendo encontrado em infec¢cdes oportunistas ocasionais em
humanos (Koeck et al., 2010; Supply et al., 2013).

Ao estudar o tropismo por hospedeiro, € importante diferenciar entre
hospedeiros reservatorios daqueles que correspondem aos membros
transversais de seu ciclo de vida completo, incluindo a transmissao aos
hospedeiros secundéarios (Malone & Gordon, 2017). Para exemplificar, apesar
do M. tuberculosis sensu stricto estar bem adaptado a transmissdo entre a
espécie humana (Brites & Gagneux, 2015), também pode, ocasionalmente, ser
isolado de gado e outros animais que entraram em contato com humanos
(Ameni et al., 2011; Ghodbane & Drancourt, 2013).

M. tuberculosis apresenta-se como um bacilo levemente curvo ou reto
(com 0,2-0,6 pm de largura x 1,0-10 ym de comprimento), aerébio estrito, nao
formador de esporo, ndo encapsulado, imével, com alto contetdo de guanina e
citosina (G+C, 61-71%) em seu genoma e alto teor de acidos micdlicos, o que
confere as micobactérias a capacidade de alcool-acido resisténcia na
coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN), sendo por isso denominado bacilo &lcool-
acido resistente (BAAR) (Williams & Wilkins, 1986; Koneman et al., 2001;
Barrera, 2007).

15



O sequenciamento do genoma da cepa H37Rv foi publicado por Cole et
al. em 1998. A partir desse primeiro sequenciamento foi possivel identificar
uma série de caracteristicas importantes a respeito do M. tuberculosis. O
genoma € unico e circular com aproximadamente 4,4 Mb, conteddo G+C
relativamente constante através do genoma, rico em DNA repetitivo, em
especial sequéncias de insercdo, genes constitutivos duplicados e repertorio
metabolico amplo e flexivel. Percebeu-se a auséncia de plasmideos e néo
foram encontradas evidéncias de transferéncia horizontal de genes. As regides
codificadoras de epitopos sdo conservadas e cerca de 10% do genoma
compreende genes das familias PE e PPE — nomes derivados de seus motivos
conservados, prolina (P) e acido glutamico (E), encontrados na extremidade
amino-terminal — que codificam antigenos associados a evasdo do sistema
imune. Ainda foi sugerido que a resisténcia aos antibidticos € mediada
exclusivamente por mutagcbes e rearranjos cromossomais, 0 que
posteriormente foi mostrado por diversos estudos (revisado por Warner &
Mizrahi, 2006).

1.3 Resisténcia e suscetibilidade aos antimicrobianos

A tuberculose € normalmente tratada com a combinacdo de
medicamentos por meio de terapia observada diretamente (TDO). Como
resumido por Borrell & Trauner (2017), para tuberculose suscetivel aos
antimicrobianos, a TDO se baseia nha administracdo de quatro medicamentos:
isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA), por
um periodo de seis meses. A resisténcia combinada a INH e RIF, conhecida
como TB-multirresistente (TB-MDR, do inglés multi-drug-resistant-TB) (Brasil,
2008) € uma das maiores ameacas em relacdo a tuberculose. O regime de
tratamento de TB-MDR atualmente depende de fluoroquinolonas (FQ) e
aminoglicosideos injetaveis (AG) para desfechos favoraveis. A aquisicdo de
resisténcia a essas classes de antibiéticos é definida como TB extremamente
resistente (TB-XDR) (WHO, 2019).

Uma terapia apropriada pode ser providenciada apenas se o padréo de

suscetibilidade aos antimicrobianos do agente infectante for conhecido. Um
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teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) para M. tuberculosis pode
ser executado por métodos fenotipicos ou pela deteccdo molecular de
determinantes genéticos associados com a resisténcia aos antimicrobianos.
Um TSA convencional baseado no crescimento micobacteriano em meios
liquido e sdélido consome tempo e € desafiado por dificuldades técnicas e
problemas de biosseguranca (Kim 2005; WHO 2012a, b; Jiang et al. 2013;
Somoskovi & Salfinger 2015; Cirillo et al., 2017).

O desenvolvimento de tecnologias moleculares favoreceu a
aplicabilidade de ensaios rapidos de diagnoéstico emergencial para a deteccao
de resisténcia. Apesar dos avancos na tecnologia e na vasta quantidade de
dados que estédo sendo coletados com o sequenciamento gendmico completo a
respeito dos perfis de suscetibilidade e resisténcia, ainda ndo se pode

abandonar completamente o TSA fenotipico (resumido por Cirillo et al., 2017).

O CMTB depende de dois tipos de mecanismos de resisténcia:
modificacdo do alvo e perda da ativagdo pré-farmaco. Mutacdes no alvo
resultam na perda da afinidade de ligacdo e ocorrem em muitas classes de
farmacos. Por exemplo, a RIF inibe a RNA polimerase (RNAP) e mutacfes na
regido determinante da resisténcia a RIF (RDRR) da subunidade b da RNAP
(rpoB) diminuem a afinidade de sua interagcdo com o antibiotico (Campbell et
al., 2001).

Similarmente, mutacfes na regido determinante de resisténcia de
quinolonas (RDRQ) da subunidade a da DNA girase (GyrA) tem o mesmo
efeito na afinidade da ligacdo da FQ (Piton et al., 2010), assim como mutaces
no RNA ribossomal 16S interrompem a ligacdo de muitos AG (Magnet &
Blanchard, 2005).

Muitos antibioticos especificos para o CMTB séo pré-farmacos e se
tornam ativos apenas através da interagdo com enzimas intracelulares,
ativadoras de pré-farmacos. Resisténcia a esse tipo de antibiéticos, os quais
incluem INH, PZA, etionamida (ETH) e os nitroimidazéis, frequentemente
ocorrem pela modificagdo ou perda da ativacdo enzimatica, mais do que pela

mutacé&o do alvo (Haver et al., 2015).
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O efluxo de farmacos e a modulacédo transcricional também ocorrem
de INH/ETH,

respectivamente, mas sua frequéncia relativa € muito menor, possivelmente

como mecanismos resisténcia para bedaquilina e
por conta de sua contribuicdo na resisténcia do CMTB tender a ser menos

pronunciada (Trauner et al., 2014).

O quadro 1 resume as principais regides gendmicas envolvidas no
surgimento da resisténcia aos antimicrobianos aos medicamentos anti-

tuberculose.

Quadro 1.1. Principais regifes associadas com resisténcia aos antimicrobianos em M.
tuberculosis. Adaptado de Cirillo et al. 2017.

Medicamentos

Genes contendo mutagfes associadas

Amikacin

rrs

Bedaquiline

mmpL5, mmpS5, Rv0678, atpE, pepQ

Capreomycin

rrs, tlyA

Clofazimine Rv0678, pepQ

Delamanid ddn, fgd1, fbiA, fbiB and fhiC
Ethambutol embA, embB, embC, ubiA
Ethionamide inhA, ndh, ethA, ethR

Fluoroquinolones

gyrA, gyrB

Isoniazid katG, inhA, ndh, furA, kasA
Kanamycin rrs, gidB, eis, tap, whiB7
Linezolid rplC, rrl

Pyrazinamide

pncA, rpsA, panD

Rifampicin

rpoB

Streptomycin

rpsL, rrs, gidB, tap, whiB7

A TB resistente aos medicamentos continua um seério problema de
saude publica. Em 2018, ocorreram cerca de 500 mil novos casos de TB
resistente a rifampicina (dos quais 78% eram TB multirresistente). Os trés
paises que compartilharam a maior taxa global foram a india (27%), a China
(14%) e a Russia (9%). Globalmente, 3,4% dos novos casos de TB e 18% dos

que foram tratados previamente apresentaram TB resistente a rifampicina e TB
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multirresistente (RR-TB e MDR-TB, respectivamente), com maiores proporcoes

em paises que formavam a Unido Soviética (WHO, 2019).

Taxas de resisténcia no CMTB em paises de alta renda ndo sao
representativas da frequéncia de isolados de TB MDR/XDR pelo mundo.
Regides com TB-MDR epidémica s&o definidas como hotspots, onde a
prevaléncia dos casos de TB-MDR sao >5% (Blower & Chou, 2004). Apesar de
sua prevaléncia relativamente baixa, o fato de que 36% da populacdo mundial
total viva na China e india representa que 50% da carga de TB-MDR esta

nestes dois paises.

A razéo da prevaléncia de TB-MDR variar significativamente através do
globo é um resultado de muitos fatores. Estes fatores incluem programas de
controle efetivos variaveis (Zignol et al., 2012, Cohen et al., 2014), fatores
ambientais como a permanéncia em prisdes e minas (Dalton et al., 2012; Zignol
et al., 2016), a presenca de comorbidades, que podem influenciar o surgimento
e a dispersdo de TB-MDR (como o HIV) (Wells et al., 2007; Escombe et al.,
2008; Dean et al., 2014) e diversos fatores relacionados ao paciente.

Em conjunto com a heterogeneidade ambiental e fatores do hospedeiro esta a
diversidade genética do CMTB, a qual apresenta uma discreta distribuicdo
filogeografica (Coscolla & Gagneux, 2014, Brites & Gagneux, 2017). E possivel
que as diferencas regionais da carga de resisténcia sejam devidas as
diferencas genotipicas entre as linhagens do CMTB. Se a linhagem dominante
na regido foi a mais propensa a adquirir resisténcia quando comparada a
outras, isto poderia exacerbar a carga de resisténcia na regiao. Suportando
essa possibilidade estd o fato de que linhagens em hotspots MDR séao
frequentemente similares. Russia e China apresentam a predominéncia da
linhagem 2, que inclui os isolados da familia Beijing (Merker et al, 2015);
diversos relatos tem associado os isolados Beijing com uma probabilidade
aumentada de TB-MDR (Munsiff et al., 2003).

1.4 Tipagem molecular

Durante varias décadas, a tipagem do CMTB tem sido alvo de estudos

intensivos em diversos campos e aplicagdes, incluindo vigilancia
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epidemioldgica local e global, bem como a evolugcdo do patégeno e sua
interagdo com o hospedeiro humano. O amplo campo de aplicacdo da
genotipagem reflete a sua importancia global, a epidemiologia complexa e os
multiplos padrdes de tuberculose, assim como a quantidade de questbes e
desafios que permanecem a serem completamente compreendidos em relacao
a patobiologia e a transmissibilidade do organismo, e no aprimoramento do
diagnéstico.

Devido ao numero de questdes que ainda ndo estéo clarificadas e fontes
nao identificadas da transmissdo e da infeccdo do M. tuberculosis, a
genotipagem pode efetivamente guiar investigacbes epidemioldgicas,
identificar os principais pontos de acesso da transmissédo, principalmente em
cenarios ou buscas por causas da dispersao de isolados especificos de uma

regido ou em escala global (Merker et al., 2017).

A necessidade por métodos efetivos de genotipagem do CMTB também
€ guiada por questbes de pesquisa mais béasica, como a definicdo da
diversidade biologica e geografica do patégeno e sua associacdo com as
populacdes hospedeiras (Hirsh et al. 2004; Tsolaki et al. 2004; Brudey et al.
2006; Gagneux et al. 2006; Hershberg et al. 2008; Comas et al. 2013), a
compreensao da origem do CMTB (Fabre et al. 2004, 2010; Gutierrez et al.
2005, 2006; Supply et al. 2013; Boritsch et al. 2014, 2016a), e a reconstrugao
da histéria evolutiva e a demografia do CMTB (Brosch et al. 2002; Mostowy et
al. 2002; Wirth et al. 2008; Comas et al. 2013, 2015; Pepperell et al. 2013; Luo
et al. 2015; Merker et al. 2015; Mokrousov et al. 2016), assim como de alguns
de seus clones mais importantes em associacdo com a resisténcia a multiplos

medicamentos (Mokrousov 2013; Merker et al. 2015).

Esses obstaculos foram resolvidos gradualmente pelo desenvolvimento
de métodos moleculares de tipagem baseados em DNA - também
denominados genotipagem - de isolados de MTBC, que agora culminam com o

seguenciamento completo do genoma (WGS).

Os genomas dos isolados de M. tuberculosis geralmente mostram
apenas um grau limitado de diversidade em suas sequéncias e a espécie é
descrita como geneticamente monomorfica, isto €, a maior parte de seu

genoma nao estaria apta a sofrer alteragcdes (Achtman, 2008). Portanto,
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diversos métodos de DNA fingerprinting para patdégenos com essas
caracteristicas se baseiam nos elementos genéticos moveis ou repetitivos, 0s
quais presumivelmente possuem uma frequéncia mutacional intrinseca mais
elevada. Assim, Southern blotting com elementos de DNA repetitivos como
sondas que foram associadas com altos niveis de polimorfismo, como Major
Polymorphic Tandem Repeats (MPTR), repeticfes diretas (DR), polimorfismo
de sequéncias repetitivas ricas em GC (PGRS), sequéncias de insercao (IS)
986 e 16110 foram e sdao amplamente aplicadas (Schirch & van Soolingen,

2012), além do MIRU-VNTR (Supply et al., 2006) (figura 1.6).

1S6110-Based Genotyping
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Figura 1.6. Representacdo esquemética do cromossomo de um isolado hipotético de M.
tuberculosis e genotipagem de M. bovis BCG, M. tuberculosis H37rv e a estirpe X com
base na sequéncia de inser¢cdo 1S6110 e MIRU. Adaptado de Barnes & Cave, 2003.

A divisdo da classificacdo dos isolados de M. tuberculosis foi
inicialmente baseada na prevaléncia e fonte geografica de seus membros (Sola
et al., 2001, 2003). Os clados mais definidos pela regido eram pertencentes as
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linhagens modernas eram Beijing (altamente prevalente na Asia Oriental, CAS
(Asia Central) e Harleem, X e LAM (Latin American-Mediterranean) e M.
africanum e EAI (East African Indian) definidas como as linhagens ancestrais.
Devido as comparagbes genbmicas (Brosch et al., 2001), regides variaveis
resultantes de eventos de insercdo-delecdo foram descobertas e um novo
cenario evolutivo surgiu, gracas a essas regides denominadas regifes de
diferenca (RD) (Brosch et al., 2002). Andlises combinadas conduziram a
inUmeras avaliagBes e permitiram a separacao dos isolados de M. tuberculosis
em diferentes clados (tabela 1) (Barbier & Wirth, 2016).

Tabela 1.1. Correspondéncia dos isolados de CMTB adaptados aos humanos identificados
pelos principais métodos de tipagem e a ultima nomenclatura. Adaptada de Barbier & Wirth,

2016.

Idade evolutiva Sublinhagem .
Baseada em SNP ) Spoligotype
(associada a RD)
Ancestral Indo-Oceanic 1.1 EAI3, EAl4, EAI5, EAI6
. 1[RD239]
(M. tuberculosis) 12 EAI2
Modernas East-Asian 2.1 (n&o Beijing) MANU ancestral e perfil 6rfado
(M. tuberculosis) 2 2.2 (Beijing) [RD105,
Beijing
RD207]
East Africa-Indian CAS (exceto CAS1-Delhi), CAS1-Kili,
3 [RD750] 31
CAS2
Euro-American 4.1 X1, X2, X3, T1, H1
4.2 (Ural) H3, H4, LAM7-TUR, T1
LAM1, LAM3, LAM4, LAM9, LAM11-
4.3 (LAM)
ZWE, T5
4 4.4 S, T1, T2
4.5 [RD122] H3, H4, T1
4.6 (Uganda e Cameroon) T2-Uganda, T2, T3, LAM10-CAM
4.7 T1, TS
4.8 [RD219] T1, T2, T3, T4, T5
4.9 (H37rv-like) T1
Ancestral West-Africa 1 5 [RD711] AFRI2, AFRI3
(M. africanum) West-Africa 2 6 [RD702] AFRI1
Intermediaria Linhagem 7 7

1.4.1 Anédlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP)

A analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP, do inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism) € uma técnica na qual o DNA
bacteriano €é clivado por uma enzima de restricdo e os fragmentos de restricao
do DNA sao separados em um gel de eletroforese. Em seguida, a técnica de

Southern Blotting é usada para transferir os fragmentos de restricdo para uma
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membrana. A sonda de DNA marcada é aplicada a membrana em um ensaio

de hibridac&o, complementar as sequencias repetidas de interesse.

Uma sonda que é frequentemente utilizada € especifica para a
sequéncia 1S6110, que é um elemento movel de insercdo de sequéncia
repetitiva (McAdam et al., 1990). O elemento 1S6110 pode se duplicar e
integrar em novos locais gendmicos, ndo necessariamente de modo aleatorio
(Hermans et al., 1991; McHugh & Gillespie, 1998). O numero de coépias de
IS6110 varia de zero a cerca de 25 copias por isolado e com a variacdo dos
locais de inser¢éo, a tipagem por 1S6110 pode apresentar milhares de padrbes
de banda. Desde o inicio dos anos 1990 em diante, RFLP foi o padréo ouro na
tipagem de M. tuberculosis. A aplicacdo deste método permitiu estudos
internacionais e trouxe novos conhecimentos a respeito da epidemiologia da
tuberculose (Githui et al.,, 1999; Kremer et al., 1999; Niemann et al., 1999;
Suffys et al., 2000; Braden et al., 2001; van Soolingen et al., 2001). Entretanto,
IS6110 RFLP apresenta problemas de reprodutibilidade, pois demanda
técnicas e programas sofisticados, necessarios para analisar e comparar
resultados. A tipagem por IS6110 RFLP, apesar de ter um poder discriminatério
maior do que do spoligotyping e ter a capacidade de diferenciar estirpes de
CMTB, é laboriosa e consome tempo, pois pode levar semanas para crescer
bactérias suficientes para se obter dois microgramas de DNA. Além disso, para
isolados com um numero baixo de copias, como M. bovis, ou isolados
desprovidos de 1S6110, essa tipagem tem um poder discriminatorio limitado e

requer métodos de tipagem secundarios (Schurch & van Soolingen, 2012).

1.4.2 Spoligotyping

Spoligotyping foi o primeiro método de genotipagem baseado em PCR a
ser utilizado em larga escala para o CMTB (Kamerbeek et al., 1997). Este
meétodo tem como alvo o l6cus de repeticdo direta DR, do inglés Direct Repeat)
(Hermans et al., 1991) que estéa virtualmente presente em todas as estirpes de
CMTB. O locus DR é um membro da familia bacteriana de loci de Repeti¢cdes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas (CRISPR)
(Makarova et al., 2011).
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O lécus contém uma série de sequéncias espacadoras diferentes,
variaveis entre os isolados, separados por motivos repetidos conservados
chamados repeticdes diretas. O grupo de espacadores presentes em um
isolado €& amplificado por PCR com um par de primers que pareiam nas
repeticbes diretas que flanqueiam cada espacgador. Os amplicons obtidos séo
entdo hibridados em um set de referéncia dos 43 espacadores — originados de
M. tuberculosis H37rv e M. bovis BCG — imobilizados em uma membrana, para
revelar a auséncia ou presenca de cada espacador no isolado testado (figura
1.7). A correspondéncia dos sinais de auséncia/presenca pode ser codificada
como cddigo de barras (isso é, 0/1 ou branco/preto), propiciando um sistema
gue permite uma analise mais rapida e fluida (Kamerbeek et al. 1997; Barnes &
Cave 2003).
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Figura 1.7. Estrutura do locus DR no genoma micobacteriano. (A) Os cromossomos de M.
tuberculosis H37rv e M. bovis BCG contém 48 e 41 DRs, respectivamente (representados em
retangulos), que sdo interpassadas com espagadores Unicos variando em comprimento de 35 a
41 pb. Os espacadores (enumerados) utilizados correspondem a 37 espacadores de M.
tuberculosis H37rv e 6 de M. bovis BCG. O sitio de integracédo do elemento de insergdo 1S6110
esta destacado. (B) Principio da amplificacdo in vitro da regido DR pela PCR. Qualquer DR na
regido de DR pode servir como um alvo para estes iniciadores, portanto, 0 DNA amplificado é
composto por uma mistura de um grande nimero de diferentes tamanhos de fragmentos. A
figura demonstra a combinacgéo de fragmentos que seriam produzidos por amplificagao in vitro
de um alvo DR contendo apenas cinco DRs continuas. (C) os padrdes de hibridacao
(spoligotypes) de DNAs amplificados por micobactérias de 35 amostras para M. tuberculosis e
5 amostras para M. bovis. A ordem dos espacgadores no filme de raio-x corresponde a sua
ordem no genoma. Fonte.: Kamerbeek et al. (1997).
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Com o intuito de cobrir certas limitagdes da execug¢ao do spoligotyping,
como o0 numero de passos da hibridacdo, a variacdo da qualidade das
membranas, possibilidade de contaminagdo das sondas e sinais fracos de
hibridacdo, Cowan et al (2004) transpuseram o principio da técnica para o
sistema de multianalise Luminex, que permite uma analise mais rapida e
automatizada. O sistema foi, posteriormente, adaptado para incluir a analise
paralela de muta¢gBes associadas a resisténcia a rifampicina na regido do gene
rpoB, que foi disponibilizado em kit comercial (Gomgnimbou et al., 2012).
Posteriormente, foi desenvolvido um ensaio 59-plex, para a tipagem molecular
por meio de spoligotyping e andalise de mutacdes de resisténcia para
rifampicina e isoniazina, nomeado TB-SPRINT (tuberculosis-spoligo-rifampin-

isoniazid typing) (Gomgnimbou et al., 2013).

Apesar de suas vantagens, spoligotyping ndo possui resolucao ao nivel
de estirpe, apenas providencia informacdo em nivel de familia ou subfamilia,
por ser baseado na conservacao de alguns espacadores tipicos (Kremer et al.,
1999; Brosch et al., 2002; Brudey et al.,, 2006). Devido ao seu poder
discriminatorio limitado, spolityping ndo pode ser utilizado como o Unico método
para averiguar conexao epidemiolégica entre casos de tuberculose (Barnes &
Cave, 2003), pois, como se espera de um marcador molecular de um locus, ja
foi mostrado que possui um nivel significativo de homoplasia (semelhanca néo
relacionada a ancestralidade comum) e evolu¢do convergente que interfere na

analise filogenética (Comas et al., 2009).

1.4.3 MIRU-VNTR

7

A tipagem molecular baseada em PCR dos isolados de CMTB é
principalmente realizada por meio da tipagem de MIRU-VNTR. Este método
analisa multiplos loci gendémicos, sobretudo em regibes intergénicas, que
contém numeros variaveis de repeticoes de DNA em tandem. Os tamanhos das
unidades de repeticao variam de 50 a 110 pb; os loci, portanto, mostram uma
estrutura similar de regides minissatélite em genomas de eucariotos superiores
(Supply et al., 2000).
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Esta genotipagem € executada pela amplificacdo das regides alvo,
usando primers que se anelam as regifes flanqueadoras, seguida da analise
do tamanho dos fragmentos amplificados. A partir dos comprimentos das
unidades repetidas nos diferentes marcadores, que ja sdo bem definidos, os
nameros das unidades para cada alvo podem ser simplesmente deduzidos a
partir do tamanho dos amplicons, simplesmente comparando com a tabela de
alelos padrédo. O resultado € um codigo numérico (sendo o padrédo de 24
nameros), que permite facil comparacéo dos resultados entre os experimentos
e laboratérios, facilitando o estabelecimento de sistemas de nomenclatura e

analise padrdo baseados em rede como MIRU-VNTRplus (www.miru-
vntrplus.org).

Para facilitar o uso uniforme de vigilancia molecular global, o formato de
24 loci, incluindo o subconjunto discriminatério de 15 loci com as maiores taxas
de evolucao, foi padronizado internacionalmente em 2006 (Supply et al., 2006).
O conjunto padréo de loci foi selecionado baseado na analise por amostragem
global de 824 isolados selecionados para testar a robustez da técnica,
reprodutibilidade e equilibrio apropriado entre o poder discriminatério de
distinguir os isolados das principais linhagens e a estabilidade clonal nos
diferentes conjuntos de isolados longitudinais de pacientes cronicamente
infectados ou de cadeias de transmissdo confirmadas, assim como entre

colbnias de isolados cultivados individualmente (Supply et al., 2006).

Kits comerciais (Genoscreen) estao disponiveis e espera-se que
facilitem a implementacdo e uso robusto. O maior rendimento alcancado é
através de analisadores de DNA automatizados com até 96 capilares e PCR
multiplex baseada em multiplos corantes, com analise de fragmentos e
chamada de alelos semi-automatizados (Allix et al., 2004; Cowan et al., 2005;
Supply et al., 2006).

O quadro geral, ap0s a analise em diversas popula¢gbes, era que a
tipagem por MIRU-VNTR, por si s6 ou em combinagdo com spoligotyping, tem
um poder discriminatério similar ao IS6110 RFLP, e geralmente esta de acordo
com as descobertas das investigagdes de clusters ou fatores de risco, fazendo
dele um método adequado para sistemas de vigilancia de tuberculose, pelo

menos como uma alternativa ao 1S6110 RFLP (van Deutekom et al. 2005;
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Oelemann et al. 2007; Allix-Beguec et al. 2008a, 2008c; Alonso-Rodriguez et
al. 2009; Bidovec-Stojkovic et al. 2011; Roetzer et al. 2011; de Beer et al.
2013).

No entanto, MIRU-VNTR 15 ou 24 loci carecem de poder de resolucéo
para discriminar de forma acurada clones intimamente relacionados que podem
ser predominantes em cenarios com alta incidéncia, como clones circulando
em comunidades de humanos confinados residindo nas regies Articas (Lee et
al. 2015a,b; Bjorn-Mortensen et al. 2016), ou os clones da linhagens Beijing
que prevalecem na RUssia e Asia Oriental (Kremer et al. 2005b; Nikolayevskyy
et al. 2006; lwamoto et al. 2007; Wada et al. 2007; Mokrousov et al. 2008;
Roetzer et al. 2011; Luo et al. 2014a).

Consistente com sua base multilocus, mesmo analisando 0s loci
separadamente pode-se ver os padrdes de evolugcdo homoplasicos (Supply et
al., 2000; Comas et al., 2009), a informacéao filogenética carregada pelos perfis
de MIRU-VNTR 24 loci é menos propensa a homoplasia do que spoligotyping
(Wirth et al., 2008; Comas et al., 2009; Cardoso-Oelemann et al., 2011).

1.4.4 Sequenciamento de genoma completo

O sequenciamento de genoma completo (WGS, do inglés Whole
Genome Sequencing) fornece a fonte mais compreensiva de informacdo em
relacdo ao contetdo do genoma de um dado isolado clinico, que pode entéo
ser usado para definir precisamente seu conjunto de posi¢cdes de sequéncias
variaveis, quando comparado com a estirpe referéncia (H37rv). Esta variacédo
pode entdo ser examinada por diversas questbes, desde a predicdo de
resisténcia para virtualmente todos os marcadores de resisténcia (resistoma)
(Niemann & Supply, 2014; Walker et al., 2015; Pankhurst et al., 2016) a
definicdo de alta resolucdo dos clusters da transmissdo da tuberculose
(Comas, 2017).

O fluxo de trabalho padrdo para a analise de WGS de isolados de
CMTB, como revisado por Meehan et al, em 2019, envolve o cultivo de
espécimes isolados de escarro em meio liquido ou sélido, extracdo de DNA das

células, preparo da biblioteca e sequenciamento utilizando as tecnologias de
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reads curtas (por exemplo, plataforma Illumina) (WHO, 2018 guide). A analise
de WGS do CMTB envolve diversos passos fundamentais, como a validagao
dos dados do input e controle de qualidade seguido do mapeamento a um
genoma referéncia (geralmente M. tuberculosis H37rv) e deteccao de variantes
gendmicas como SNPs e inser¢des ou dele¢cbes (indels). Essas analises sédo
organizadas em pipelines, que consistem organizacdo desses elementos em
cadeia de modo que a saida de um elemento seja a entrada do elemento
seguinte. Numerosos pipelines de resequenciamento estdo disponiveis para
CMTB, mas nenhum como padrdo ouro até o momento. Estas abordagens
tipicamente excluem "10% do genoma por conta de mapeamentos erroneos em
certas regides os quais resultam em falsas chamadas de variantes — como
familias dos genes PE e PPE, elementos genéticos moveis e outros genes
repetitivos (Cole et al., 1998) e aplicar varios critérios, como a profundidade das
reads, qualidade da base e o strand bias (fitas positiva e negativa com
diferencas significativas no gendétipo), para filtrar as variantes falsas positivas.
Por fim, com base nas variantes detectadas, diversas tarefas podem ser
executadas, incluindo (mas néo limitadas a) predicdo dos perfis de resisténcia
e susceptibilidade aos antimicrobianos, tipagem de isolados e identificacado de

clusters de transmissao.

A resolucdo maior frequentemente permite discriminar isolados
agrupados em clusters por genotipagem classica, desse modo, permite uma
resolucdo mais precisa de surtos, principalmente em locais ou condi¢bes onde
a diversidade genética é baixa (Merker et al., 2017). Além do mais, dados da
analise do WGS também podem possibilitar estimar escalas temporais da
tuberculose epidémica depois do calculo das taxas de evolu¢cdo do genoma e
datar os ancestrais das populacdes de isolados estudados, baseado na
reconstrucao de filogenias baseadas em SNPs (Roetzer et al. 2013; Walker et
al. 2013, 2014; Luo et al. 2014b; Niemann & Supply 2014; Cohen et al. 2015;
Eldholm et al. 2015; Merker et al. 2015).

WGS possibilitou a diferenciacao retrospectiva entre infeccéo recidiva e
reinfeccao (Bryant et al., 2013), a reconstrucao de cadeias de transmisséo e a
predicdo de casos superespalhadores e casos em potencial nao
diagnosticados (Gardy et al., 2011; Walker et al., 2013).

29



O método de anélise de dados de WGS para fins epidemioldgicos e para
diversos estudos evolutivos dos isolados de CMTB tem sido baseado em
mapear as reads sequenciadas e a deteccdo de sequéncias variantes em
relacdo a uma determinada sequéncia genomica de referéncia (Comas et al.
2010, 2013; Gardy et al. 2011, Biek et al. 2012; Roetzer et al. 2013; Supply et
al. 2013; Walker et al. 2013a, 2014; Luo et al.2014b; Niemann & Supply 2014;
Cohen et al. 2015; Eldholm et al. 2015; Merker et al. 2015; Stucki et al. 2015,
2016b; Boritsch et al. 2016a). O arcabouco conservado e altamente clonal dos
genomas do CMTB (Boritsch et al., 2016b) favorece esta abordagem de
comparacdo a uma referéncia comum sobre abordagens de montagem de

novo que sdo computacionalmente exigentes.

Uma classificagdo dos isolados das sete linhagens associadas a
infeccbes humanas, muitas das associadas aos outros animais e suas
sublinhagens pode ser derivada diretamente da chamada de variantes usando
listas de SNPs definidos as linhagens (Homolka et al., 2012; Coll et al., 2014;
Lipworth et al., 2019). Essa abordagem € importante para a compreensao da
estrutura populacional e potenciais diferencas genotipicas entre as linhagens
(Brown et al., 2010) e para a comparacao dos isolados em nivel global (Comas
et al., 2013; Merker et al., 2015).

Perfis de suscetibilidade e resisténcia aos antimicrobianos podem ser
determinados com alta acuracia para muitos medicamentos usados no
tratamento da tuberculose através da comparacao da chamada das variantes
com listas de alta confiabilidade das variantes que conferem resisténcia. As
listas foram estabelecidas, primariamente, usando associacfes do genoétipo
com o fendtipo identificadas de analises estatisticas de grandes conjuntos de
dados de WGS clinicos (Coll et al., 2015; Miotto et al., 2017; Meehan et al.,
2019).

Os dados gendmicos para um conjunto de isolados podem também ser
utilizados para vigilancia e investigacdo de transmissdo. Para isso, a
abordagem mais comum € usar um método de agrupamento baseado em um
limite de SNPs, apresentando resultados similares a tipagem de sequéncia
multilocus (MLST) (Meehan et al., 2018, Kohl et al., 2018). O ponto de corte

dos SNPs é definido através da construcdo de uma lista de alta confianca de
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SNPs inequivocos encontrados em cada isolado, frequentemente excluindo
indels e regides relacionadas a resisténcia aos antimicrobianos. Esses filtros
séo importantes quando o limite da distancia dos SNPs é pré-definida para ser
utilizado na definicdo de clusters de estirpes e definir cadeias de transmissao

recente (Meehen et al., 2019).

Dada a baixa diversidade genética do CMTB, apesar de alguns estudos
terem utilizado uma variacdo de 0 a 50 SNPs (Clark et al., 2013; Lee et al.,
2015; Guthrie et al., 2018), os limites de SNPs de 5 a 12 SNPs sé&o utilizados
frequentemente para sugerir conexdes epidemiolégicas, apesar destes limites
terem sido calibrados para cenarios com baixa incidéncia com uma populagéo
diversa (Walker et al., 2013). Ainda nado esta claro se um unico limite pode ser
usado para detectar e ligar os casos epidemiologicamente em todos o0s
periodos temporais e contextos. O uso de WGS tem apresentado uma
performance melhor no rastreio de contatos e com maior resolucdo do que as
abordagens classicas como MIRU-VNTR (Grdschel et al., 2018; Jajou et al.,
2018; Koster et al., 2018; Meehan et al., 2018; Wyllie et al., 2018).

A deteccdo de subpopulagbes e diversidade dentro do hospedeiro
permanece um desafio. Entretanto, variantes de baixa frequéncia que ndo sao
devidas aos artefatos técnicos podem indicar a presenca de infec¢cdes mistas
ou microevolucdo levando a subpopulacdes intimamente relacionadas, ou,
ainda, heterorresisténcia (Streicher et al., 2012; Lieberman et al., 2016; Trauner
et al., 2017). Diversos pipelines foram resumidos por Meehan et al. (2019), que
demonstram um alcance de 10% a 70% de limites de deteccdo das

subpopulacdes e sdo fortemente influenciados pela profundidade das reads.

Abordagens de modelagem matematica tem sido desenvolvidas para
identificar infeccbes mistas. Gan et al (2016) apresentaram um método
baseado em filogenia de andlise profunda do sequenciamento com uma
sensibilidade de até 0,64% do isolado minoritario na amostra. Sobkowiak et al
(2018) desenvolveram dois métodos baseados na chamada de bases
heterozigotas, que avalia a frequéncia de variacdo dos alelos identificados com
profundidade maior do que 10 (isso &, pelo menos 10 reads com a presenca da

variante).
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2 . OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Compreender a importancia da infeccdo mista em pacientes diagnosticados
com TB.

2.2 Objetivos especificos:

» Descrever a ocorréncia de infeccdo mista em amostras provenientes de
pacientes com TB e identificacdo molecular por spoligotyping, MIRU-VNTR e
WGS;

* Analisar a associagcdo de infecgdo mista em TB com dados clinicos e

epidemioldgicos;

» Caracterizar as mutagdes genéticas relacionadas a resisténcia as principais

drogas anti-TB;

* Avaliar a associacao de determinadas linhagens de M. tuberculosis a

ocorréncia de casos de infeccdo mista;
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3. METODOLOGIA

3.1. Desenho de estudo, pacientes e amostras

Esse estudo foi dividido em duas partes e dois fluxos de trabalho, como
mostrado na figura 3.1. A primeira se baseia na identificacdo molecular de
isolados de M. tuberculosis utilizando spoligotyping e MIRU-VNTR em uma
coorte do estado de Rondébnia. Esse estudo faz parte de um projeto que inclui
esta tese e uma dissertacdo de mestrado (Goncalves, 2017). Na dissertacao
em questdo, foram executados e apresentados os dados de baciloscopia,
cultivo, sensibilidade aos antimicrobianos e os padrdes de spoligotyping. Nesta
tese, foi refeita a analise dos padrdes de spoligotyping em um banco de dados
atualizado (SITVIT2), foi feito o MIRU-VNTR, identificacdo das mutacdes
associadas a resisténcia através da fita Hain GenoType MTBDRplus e todas as

analises a partir desses dados.

A segunda parte se baseia em analises de bioinformatica em dois
grupos distintos de genomas de micobactérias, sendo 30 genomas publicados
por Feliciano et al. 2018 e 88 genomas, da colecdo do nosso laboratério,
publicados por Brynildsrud et al. (2018). Essa parte utiliza de programas de
acesso livre para identificar suas linhagens, polimorfismos associados a
resisténcia e SNPs em geral, e buscamos detectar infec¢cdes mistas. Esses
genomas foram analisados por testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
anteriormente a este estudo (quadro em azul na parte Il da figura 3.1). O
pipeline consiste, para a parte cinza, na retirada dos adaptadores provenientes
do sequenciamento e dos fragmentos de baixa qualidade através do uso de
Sickle. Bowtie2 mapeou os fragmentos e montou o genoma a partir do genoma
de referéncia. As variantes (SNPs) foram identificados e compilados usando
SAMtools/BCFtools. Por fim, o script MixedInfectR definiu a presenca e

proporcao de infecgbes mistas.
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Figura 3.1. Fluxo de desenvolvimento das partes | e Il. Parte |. experimentos relativos as
amostras submetidas ao TSA, spoligotyping, MIRU-VNTR e fita Hain consequentemente
analisadas pelas ferramentas de dois bancos de dados, SITVIT2 e MIRU-VNTRplus. Parte Il.
Em laranja, dois grupos de genomas utilizados. Em cinza, programas utilizados para a
deteccdo de infeccdes mistas. Em verde, programas para a identificacdo das linhagens e
SNPs.

Trata-se de um estudo transversal, onde foram analisadas 756 amostras
de escarro de individuos adultos do sexo masculino na faixa etaria de 18 a 60
anos de idade admitidos nas trés maiores unidades prisionais da capital de
Rondbnia no periodo de janeiro de 2014 a junho de 2015. As unidades
selecionadas para o estudo foram: Casa de Detencéo Dr. José Mério Alves da
Silva - Urso Branco, Penitenciaria Estadual Enio dos Santos Pinheiro e

Penitenciaria Estadual Edvan Mariano Rosendo — Panda.

Para fins comparativos, a pesquisa analisou 1.260 amostras de escarro
de individuos adultos de ambos os sexos na faixa etaria de 18 a 60 anos de
idade atendidos pelo Laboratério Central de Saude Publica de Rondbnia
(LACEN/RO) no periodo de janeiro de 2014 a junho de 2015.
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3.1.1 Critérios de Incluséao

Foram incluidos na pesquisa individuos adultos do sexo masculino na
faixa etaria de 18 a 60 anos reclusos nos presidios participantes do estudo que
se encontravam sintomaticos respiratorios ou como contatos de casos de
tuberculose, assim como individuos adultos da populacdo geral de ambos os
sexos na faixa etéria de 18 a 60 anos atendidos pelo Laboratério de
Tuberculose do LACEN/RO.

3.1.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos da pesquisa os individuos que ndo aceitaram participar

e aqueles cujas amostras foram insuficientes para os testes em laboratério.
3.1.3 Aspectos éticos

Os participantes da pesquisa preencheram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa pelas Faculdades Integradas Aparicio Carvalho (FIMCA), sob o
namero do parecer n°® 1.671.793/2016.

3.2 Cultura de micobactérias, armazenamento e extracao de DNA

Para a andlise das amostras de escarro, realizou-se baciloscopia.
Simultaneamente a baciloscopia, realizou-se a cultura para micobactérias do
escarro no meio de cultura de Léwenstein-Jensen, conforme orientacdo do
Programa Nacional do Controle da Tuberculose (MS, 2008). Para a extracédo de
DNA de M. tuberculosis foi utilizado o kit QlAprep® Spin Miniprep e PureLink®
Genomic DNA. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotébmetro
NanoDrop2000.
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3.3 Fenotipos e genodtipos associados a resisténcia aos

antimicrobianos

O teste de suscetibilidade fenotipico foi executado por meio do kit
BD BACTEC MGIT 960 SIRE como procedimento qualitativo de M. tuberculosis

em cultura, a estreptomicina, isoniazida, rifampicina e etambutol.

As mutacdes associadas a resisténcia as drogas foram identificadas
através do Hain GenoType MTBDRplus tapes (Genotype MTBDR; Hain-Life
Science, Alemanha), de acordo com as recomendacdes do fabricante, esses
experimentos foram executados no Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios

em Micobactérias (Lab Bact/INI).

3.4. Genotipagem

3.4.1 Spoligotyping

Realizou-se a caracterizagdo dos isolados pela técnica
Spoligotyping com Protocolo de Hibridizagdo (TB-SPRINT) da Beamedex®
(Gomgnimbou et al., 2013). Esta tipagem molecular é baseada na deteccao da
presenca ou auséncia de sequéncias espacadoras entre as repeticdes diretas
(DR) através da hibridizacdo dos fragmentos amplificados em microesferas

com sondas especificas para cada um dos 43 espacadores.

Os resultados geraram um codigo binario, que foram introduzidos em
uma tabela de Excel e os perfis observados foram comparados com o banco de
dados internacional de Spoligotyping, SITVIT2 (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/index.jsp) para a obtencdo do SIT (Shared

International Type).
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3.4.2 MIRU-VNTR

Foram avaliados 24 loci de MIRU-VNTR para os isolados identificados
por Spoligotyping seguindo as recomendacfes do manual (Supply, 2005) com
modificacdes. O multiplex PCR foi realizado de acordo as condi¢cdes descritas
abaixo. De acordo com o protocolo, sdo realizadas reacdes de PCR contendo
trés pares de oligonucleotideos marcados com fluor6foros diferentes em um
total de 8 reacles triplex. Foi utiizado o MyTag® Mix (Bioline) para a
amplificacdo dos loci e a eletroforese foi feita no aparelho 3130xI Genetic
Analyzer da plataforma de andlise de fragmentos do IOC/Fiocruz (RPT01D). O
namero de copias de cada loci foi determinado utilizando o software
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, Thermo Fisher) para analise de picos de

alelos.

3.4.3 Analises de spoligotyping e MIRU-VNTR

Os numeros de repeticbes dos 24 loci de MIRU-VNTR e perfis de
spoligotyping obtidos foram compilados em uma planilha com modelo pré-
definido pelo banco de dados e submetidos ao MIRU-VNTRplus
(https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/).  Arvores de similaridades foram
construidas utilizando o algoritmo Neighbor Joining a partir de uma matriz de
distancias e de acordo com o principio da evolucdo minima. Foi definido como
um cluster (agrupamento) um grupo de duas ou mais amostras que tiveram

perfis com distancia maxima dos loci de 0,3.

Os perfis de spoligotyping que nédo foram encontrados no SITVIT2 foram
identificados pela ferramenta de identificagdo por similaridade disponivel no
banco de dados, ndo tendo sido considerados resultados com a distancia maior
do que 0,25.

Os genotipos, sendo spoligotipos ou 24-MIRUs, foram introduzidos em
formato Excel em BioNumerics versdo 6.5 (Applied Maths, Bélgica) para a
construgcdo de minimum spanning tree (MST) — outra forma de representar 0s
isolados em um gréafico selecionada para avaliarmos a dispersao dos isolados e
a formacéo de agrupamentos dos mesmos. A MST é calculada pelos gendtipos

dos isolados e utiliza a contagem do namero de l6cus variaveis. Nesse estudo,
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utilizamos o MIRU-VNTR com uma distancia méxima de 2 loci para formar
complexos clonais (CC) pelas diferencas em seus genétipos respeitando a

distancia selecionada.

3.5 Andlise de sequencias gendmicas

Foram utilizados dois grupos de genomas. O primeiro € formado por 30
genomas de M. tuberculosis, 17 genomas de M. tuberculosis isolados de
pacientes brasileiros e 13 genomas de M. tuberculosis isolados de pacientes
de Mocambique, que foram publicados por Feliciano et al. 2018. As sequéncias
do genoma completo foram depositadas no European Nucleotide Archive e

estdo disponiveis através do nimero de acesso: PRIJEB23648.

O segundo grupo é formado por 88 genomas de M. tuberculosis isolados
de uma coorte do Brasil que pertencem a colecdo no nosso laboratdrio e cujo

sequenciamento foi realizado por Brynildsrud et al. (2018).

O sequenciamento do genoma inteiro foi realizado em DNA obtido
usando kits de extracdo de uma varredura de mdultiplas coldnias de culturas
sélidas para todas as amostras, usando a lllumina MiSeq Sequencing System
MiSeqV2-500 cycles (lllumina, San Diego, CA, USA) gerando 2 x 250 leituras
paired-end de 500 pares de base. A biblioteca de DNA foi preparada utilizando
0 Nextera XT library preparation kit (Illumina, San Diego, CA, USA).

3.5.1 Tipagem molecular digital e identificacdo de polimorfismos de

resisténcia a partir de genomas

Foram utilizados trés programas, KvarQ, Mykrobe Predictor TB e TB-

profiler, para uma analise acurada das mutagcdes presentes nos genomas.

O KvarQ escaneia arquivos fastq com variantes conhecidas (Steiner, A,
2014). O codigo fonte pode ser baixado em
(http://github.com/kvarg/kvarg/releases). O catadlogo de resisténcia inclui

variantes localizadas dentro dos genes gyrA, rpoB, katG e pncA.
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O Mykrobe Predictor TB, desenvolvido no Wellcome Trust Center for
Human Genetics (Universidade de Oxford), foi projetado para uma previsao
rapida de resisténcia a antibiéticos e identificacdo de linhagens a partir de
dados WGS de M. tuberculosis (Bradley, 2015). Este programa é de livre
acesso e pode ser obtido via GitHub (https://github.com/igbal-lab/Mykrobe-
predictor/releases), utilizando apenas dados gerados pelo sequencimento da
plataforma lllumina. O painel de resisténcia consiste em muta¢des nos genes
rpoB, katG, inhA, gyrA, rrs, embB, rpsL e eis. A deteccdo de mutacles
relacionada a PZA nado esta incluida. Mykrobe Predictor TB é projetado
especificamente para detectar mutagOes de resisténcia de baixa frequéncia,
tendo potencial para detectar heterorresisténcia.

O TB-profiler € um servidor online que reporta previsdes de resisténcia
para 11 antibidticos e identifica linhagens de M. tuberculosis
(http://tbdr.Ishtm.ac.uk/). Sua producgéo inclui informacdes sobre as mutagdes
de resisténcia em questdo e mutacdes adicionais em 22 genes candidatos
(Coll, 2015).

3.5.2 Identificacdo de infeccdo policlonal através de anélise de sequéncia

de genoma

Entre os trabalhos utilizando abordagens de analise profunda de
genomas para deteccédo de populagdes mistas de M. tuberculosis destacamos
o do Sobkowiak et al. (2018), devido a capacidade de identificar misturas
policlonais ou néo, definir a propor¢cdo dos isolados e ter uma execucgao
simples, quando comparado aos outros métodos publicados. Este trabalho usa
basicamente dois tipos de ferramentas, divididas entre a fungdo de chamada
das bases variantes dentro dos genomas (SAMtools/BCFtools) e o uso de

estatistica (script em R, MixInfectR) a partir do arquivo obtido na primeira fase.

3.5.2.1 Variant Call

As leituras sequenciadas foram verificadas em relagdo a sua qualidade
usando FastQC e aparadas para remover sequéncias de adaptadores e
leituras de baixa qualidade usando Sickle. As leituras foram mapeadas em
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relacdo ao genoma da cepa referéncia de M. tuberculosis H37Rv (Genbank
no.. NC000962.3) utilizando Bowtie2 (versdo 2.3.4.3). A variant call foi
conduzida usando SAMtools/BCFtools (versdo 1.9), com variantes de baixa
qualidade (escore de Phred Q <20, profundidade combinada DP <10)
removidas e a chamada de heterozigotos foi habilitada — funcdo que permite,
em genomas dipldides, a identificacdo de mutacbBes heterozigotas — para
permitir a detec¢do da presenca de alelos distintos dentro da amostra.

3.5.2.2 Caracterizando chamadas de bases heterozigotas

Chamadas de base heterozigotas foram consideradas informativas para
a determinagcdo de infeccbes mistas. Em amostras de infecgbes mistas, as
sequéncias mapeadas nesses locais serdo uma combinacdo de leituras de
uma cepa portadora de um SNP nessa posicdo e serdo lidas de uma ou mais
cepas adicionais que nao o possuem, resultando em mais de uma chamada de
alelo. Enquanto a presenca destas assim chamadas bases heterozigoéticas
pode ser indicativa de mistura de cepas, estas chamadas também podem estar
presentes na saida variante de amostras clonais ndo misturadas em locais sob
forte selecdo, ou em regides de alta variabilidade. Além disso, para distinguir
entre heterogeneidade clonal e verdadeiras infeccbes mistas, apenas amostras
com > 10 locais heterozigotos serdo consideradas como potenciais infeccées
mistas em andlises posteriores. Esta estimativa foi calculada em trabalhos
anteriores com as amostras do Malawi, com até 10 SNPs presentes entre
individuos em cadeias de transmissdo ou encontrados dentro de individuos

evoluindo ao longo do tempo (Assuncgéo Guerra et al., 2015).

3.5.2.3 Deteccéao de infec¢gdo mista usando as chamadas de bases

heterozigotas

A abordagem para detectar infeccdes mistas se baseou no uso de
linguagem R e o numero de chamadas de bases heterozigotas em todo o
genoma para estabelecer um limite minimo para distinguir misturas
(denominado como o “método de locais heterozigotos”). Este método simples

permite a identificacdo rapida de misturas potenciais em grandes conjuntos de

41



dados sem requerer a interrogacdo mais complexa das leituras de sequéncia

para calcular frequéncias alélicas em locais heterozigotos.

O limiar a partir do qual as amostras foram consideradas misturas foi
determinado utilizando as amostras misturadas in vitro, cuja analise foi cega
para a proporcdo de mistura conhecida de cada amostra, para determinar se
um corte eficaz poderia ser estabelecido a partir de apenas uma variante. O
script para isso, intitulado MixInfectR, foi publicado por Sobkowiak et al. (2018)
e esta disponivel em Github (https://github.com/bensobkowiak/MixInfect); esse
script precisa de um arquivo VCF com os campos genotype (GT), read depth
(DP) e allele frequency DEPTH (AD), obtido por SAMtools/BCFtools.

3.6 Analises estatisticas e producéo de graficos

Os graficos foram construidos, em sua maioria, utilizando o pacote
ggplot2 do software Rstudio. Dados relacionados a proporcao dos genotipos,
baciloscopia e resisténcia foram submetidos a algumas andlises estatisticas
com GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Os dados foram expressos
com medianas aritméticas. Teste-T ou teste Mann-Whitney foram usados para
avaliar a significancia das diferencas observadas, de acordo com a andlise
prévia de normalidade dos dados. Um valor p menor que 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4 . RESULTADOS

4.1 Pacientes e amostras

O presente estudo € a continuidade de uma dissertacdo de mestrado
(Goncalves, 2017) que inclui amostras de M. tuberculosis coletadas no periodo
de janeiro de 2014 a junho de 2015 no estado de Rondbnia, as quais sao
provenientes de uma populacdo de 2.016 casos sugestivos de TB e que foram
encaminhados ao LACEN-RO para investigacdo da carga de tuberculose nesta
populacdo. Essa tese partiu da repeticdo do spoligotyping e reanalise dos
casos positivos, bem como a execucdo de outras técnicas de tipagem
molecular (MIRU-VNTR) para uma caracterizacdo mais acurada dos isolados
obtidos, além do uso da fita Hain para identificar mutacbes associadas a

resisténcia a rifampicina e isoniazida.

Dentre as amostras da populacdo geral, 166 (20%) foram positivas para
M. tuberculosis; enquanto da populagdo carceraria foram 58 (5,5%), das
unidades prisionais — Casa de Detencédo Dr. José Mario Alves da Silva - Urso
Branco, Penitenciaria Estadual Enio dos Santos Pinheiro e Penitenciaria
Estadual Edvan Mariano Rosendo — Panda — sendo 170 do ano de 2014 e 54
do ano de 2015. A maior parte das amostras da populacdo geral pertence a
Porto Velho, seguida de Guajara-Mirim e Ji-Parana (tabela 4.1). Em relacdo ao
status HIV/AIDS dos pacientes, 118 eram soronegativos, 13 soropositivos e 93

nao possuiam informacdes relacionadas ao status HIV.

Tabela 4.1. Cidades/Locais dos pacientes, numero e frequéncia.

%

LOCAL N

Ariguemes 5 2,2
BR 364 km 88 1 0,45
Cacoal 2 0,9
Candeias 1 0,45
Espigdo do Oeste 1 0,45
Guajara-Mirim 15 6,7
Humaita 1 0,45
Itapud do Oeste 2 0,9
Jaru 1 0,45
Ji-Parana 14 6,2
Ouro Preto do Oeste 2 0,9
Pimenta Bueno 1 0,45
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Porto Velho 86 38,4
Presidente Médici 1 0,45
Rolim de Moura 1 0,45
Sé&o Francisco do Guaporé 1 0,45
Seringueiras 1 0,45
Sitio 2 irm&os/linha 665 1 0,45
Teixeiropolis 1 0,45
Vilhena 4 1,8
N&o informado 24 10,7
Presidio 58 25,9

Total 224 100

4.2 Faixa etaria e sexo

Dos 224 pacientes, foi possivel verificar a idade de 191 (figura 4.1).
Destes, 43 (22,5%) pertencem a a faixa-etaria dos 21-30 anos; 61 (31,9%) dos
31-40 anos 44 (23%) dos 41-50 anos; 29 (15,2%) dos 51-60 anos; 9 (4,8%) dos
61-70 anos; 4 (2,1%) dos 71-80 anos e 1 (0,5%) dos 81-90 anos. Assim,

(77,4%) concentraram-se entre os 21-50 anos de idade. Em relacdo ao sexo

dos individuos, dentre a populacdo geral, 42/144 (29,2%)

individuos

pertenciam ao sexo feminino, 102/144 (70,8%) ao masculino e 22 néao

informaram.
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Figura 4.1. Idade dos pacientes.

4.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O resultado de TSA realizado para os 224 isolados de M. tuberculosis

pode ser observado na tabela 4.2. Dentre os 166 isolados da populacdo geral,
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138 (83,1%) apresentaram sensibilidade e 28 (12,7%) algum tipo de resisténcia
aos antibidticos. Quanto as 58 estirpes da populacdo carceréria, 6,9% foram

monorresistentes a estreptomicina.

Tabela 4.2. Resultado do teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos 224 isolados de
M. tuberculosis.

Geral Carceraria

TSA N % N %
12, s E°, R 2 1,2
IS, R 4 2.4
I, R 1 0,6
IS 4 2.4
S, E 1 0,6
R 1 0,6

S 14 8,4 4 6,9
S, E 1 0,6

Sensiveis I,S,E,R 138 83,2 54 93,1

Total 166 100 58 100

a: (1) isoniazida, b: (S) estreptomicina, c: (E) etambutol, d: (R) rifampicina.

4.4 Tipagem molecular por spoligotyping

A distribuicdo da variabilidade de familias dos 224 isolados de M.
tuberculosis por Spoligotyping € melhor visualizada através dos graficos na
figura 4.2. A familia Latino American & Mediterranean (LAM) foi a mais
frequente tanto na populacdo geral (60,8%) quanto na carceraria (72,4%)
totalizando 63,8% de todas as amostras do estudo. Ela foi seguida pela
linhagem europeia X (11,6%, 26/224), com 12,8% na populacéo geral e 10,3%
na carceraria, pela familia H (6,3%, 14/224) com 6,6% na populacéo geral e
5,2% na carceréria e finalmente pela familia T, com 3,6% da populagéo geral e
8,6% da populacéo carceraria, em um total de 4,9% das amostras. Foi possivel
identificar apenas dois isolados com o perfil Ural-1 na populagdo geral. A
familia EAI (East African Indian) apareceu exclusivamente entre a populagéo
geral representando 3% dos casos. Novos perfis, no total, representaram
10,3% dos isolados analisados, sendo 12,8% da populacédo geral e 3,5% da

populacao carceraria.
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Figura 4.2. Graficos com a distribui¢cdo das familias definidas por Spoligotyping entre as
populagdes (Geral e Carceraria).

A descricdo das subfamilias identificadas dentre as seis familias (LAM,
X, T, H, EAI e Ural) pode ser observada na figura 4.3. Na populagcédo geral,
dentro da familia LAM, houve predominio da subfamilia LAM 9 (35,5%),
seguido de LAM 6 (10,3%), LAM 5 (6,7%), LAM 1 (2,4%), LAM 3 (2,4%), LAM
11-ZWE com 1,2% e LAM 2 com 0,6%. J& os isolados da populacao carceraria
apresentaram LAM 9 (56,9%), LAM 1 (6,9%), LAM 6 (5,2%), LAM5 (3,5%) e
LAM 4 (1,8%), ndo apresentando trés subfamilias que foram identificadas na
populacdo geral: LAM 2, LAM 3 e LAM11-ZWE. A segunda familia com maior
namero de isolados foi a X, sendo X3 (9,8% do total, 9,6% na populagéo geral
e 10,2% na carceraria), X1 e X2 (0,9% do total, cada), encontradas apenas na
populacao geral representando 1,2%, cada. As subfamilias da familia H, H1,
H2 e H3 foram detectadas em 2,4%, cada dentro da populagéao geral, e H2 e

H3 com 1,7%, cada, entre os isolados dos individuos privados de liberdade.
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Todos os isolados pertencentes a familia EAI foram identificados entre a
populacao geral, sendo EAI5 com 6,7% e EAI6-BGD1 0,6%.

Carcerana
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Figura 4.3. Distribuicdo de 167 isolados por Spoligotyping da populagdo geral e 56
isolados da populagdo carceraria.

A fim de obter mais dados da dindmica da dispersao das familias em
relacdo ao tempo e a populacdo analisamos a porcentagem de cada familia em
cada populacdo de acordo com o ano de obtencdo da amostra. No grafico
(figura 4.4), podemos observar que a familia LAM se manteve em mais de
60% em cada populacdo. Os perfis ndo encontrados no banco de dados
aumentaram 5-6% entre os anos de 2014 e 2015 em ambas populagdes.

O oposto foi visto para a familia T, reduzindo aproximadamente 2%. A
familia X foi identificada na populagéo carceraria em 2014, mas ndo em 2015.
Entre a populacdo geral, 12% das amostras apresentaram o perfil X nos dois
periodos. A familia H ndo foi vista na populagéo carceraria em 2014, mas
representou 21% das amostras em 2015 desta populacao, sendo 6,4% e 7,5%
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na populacao geral em 2014 e 2015, respectivamente. Por fim, a familia Ural foi

observada apenas na populacdo geral em 2014 em duas amostras.
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Figura 4.4. Distribuicdo das familias nos anos 2014 e 2015 entre a populacéo geral e

carceraria.

Identificamos a presenca de 50 SITs diferentes na populacédo geral e

carceraria, além de perfis novos (que ndo estdo presentes no banco de dados).
Os SITs mais frequentes foram SIT 42 (73//224; 32,65%), Novo/Orfdo (22/224;
9,8%), SIT 92 (19/224; 8,5%), SIT 150 (12/224; 5,4%), SIT 64 (10/224; 4,5%) e

SIT 216 (9/224; 4%). Esses e os outros SITs que compreendem de um a seis

isolados estdo na tabela 4.3.

Tabela 4.3. SITs de acordo com o banco de dados internacional SITVIT2

Subfamilia SIT? n Subfamilia  SIT n Subfamilia  SIT n
LAM9 42 73 X1 1080 2 ND 402 1
ND NOVO 22 ND 1491 2 LAM9 452 1
X3 92 19 LAM9 1758 2 T1 453 1
LAM9 150 12 LAM9 2263 2 T3 565 1
EAIG-

LAM6 64 10 T1 2499 2 BGD1 702 1
LAMS 216 9 Ural-1 2503 2 LAM1 753 1
LAM1 20 6 H3 3 1 T2 1664 1
LAM6 95 6 ND 4 1 LAM9 1671 1
H2 2 5 LAM2 17 1 LAM1 1803 1
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EAIS 924 4 T3 37 1 LAM4 1895 1
H3 50 3 H1 47 1 ND 2110 1
LAMS 93 3 T2 52 1 LAM4 2514 1
LAM11-
H1 151 3 ZWE 59 1 H3 2643 1
X3 1751 3 LAM4 60 1 LAM6 3125 1
LAM3 33 2 T 73 1 LMAG 3504 1
X2 185 2 ND 232 1 LAM4 163 1
T2 392 2 LAM6 396 1

a: Shared International Type. ND: perfil ndo definido no banco de dados.

As amostras que foram 6rfas (orphans) ou novas, ou seja, que
apresentaram padrdes ainda ndo descritos no SITVIT2, podem ser visualizadas

no quadro abaixo (quadro 4.1).

Quadro 4.1. Padrdes novos ou orféos.

Spoligopatterns
ID Binario Octal
1455 000000000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVVVVY 000000007760771
1568 000VVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVY 077737607560771
791 VO00000000VO0OVOVOVOO00000000000000000VOVVO 400212400000130
1310 VOOOOVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV A17777777760771
722 VOVOO0000000VOOVVOVOOO0OVVOVVVVVVOO000VVVVOV 500046415760361
529 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVOOOO 577737607760700
710 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVO00O 577737607760700
711 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVO00O 577737607760700
896 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVO00O 577737607760700
1056 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVO00O 577737607760700
1118 VOVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVO00O 577737607760700
331 VOVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOO0OVVVVVVY 577767607760771
546 VVVV00000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVOVVY 740000007760731
1447 VVVVO0000000000000000000VVVVVVVVOOOOVYVOVVY 740000007760731
379 VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVOVVVVVVOOOOVVVVVVY 767777605760771
412 VVVVVVVVOOVOVOOOVVVOOOOVO0O00VOOO0000VVOVVY 776243410100331
119 VVVVVVVVVOVVVOOVVVVVOOOOVOVVVVVVOOOOOVVVVOV 777347605760361
892 VVVVVVVVVVOVVVVVVVVVOO0OVVOOOOVVOOOOVVVVVVY 777577606060771
515 VVVVVVVVVVVVOOOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777707607760771
304 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOOOOVOVVOVVVOOOOOVVVVVY 777737605560371
1403 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOO0OVOVVOVVVOOOOOVVVVVY 777737605560371
1304 VVVVVVVVVVVVOVVVVVVVOO0OVVVVVVVVO00OVVVOO00 777737607760700
736 VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOVVVVVVVVVOOOOVVVVVVY 777767617760771
838 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO0000000000000000000000 777777600000000
115 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVO00000000VVVVVVO 777777607000770
409 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVO00000000VVVVVVO 777777607000770
1567 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO000VVVO00000000VVVVVVY 777777607000771
1270 VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00000000000000VVVVY 777777760000171

4.5 Baciloscopia e familias de spoligotyping

Buscando entender a biologia dos isolados, fizemos uma comparacao

entre a baciloscopia e as familias identificadas (dados no anexo I). Definimos
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alguns parametros para essa analise. Assim, uma cruz (+) foi definida como 20
bacilos, duas cruzes (++) como 100 bacilos e trés cruzes (+++) como 500

bacilos e, para as negativas foi dado o numero 0 (zero).

Foi possivel notar que a familia LAM, além de apresentar o maior
namero de isolados e de subfamilias também apresentou uma distribuicéo
diversa da quantidade de bacilos encontrados na amostra. Apesar de
aparentes diferencas entre as medianas obtidas, estas diferencas nao foram

estatisticamente significativas.

Por conta de sua diversidade, analisamos as subfamilias LAM em
relacdo a baciloscopia dessas amostras. Foi possivel notar que a concentracao
de amostras com +++ foi principalmente na subfamilia LAM9 (SIT 42), ainda
gue sua mediana seja proxima com as outras subfamilias. Pode-se notar que
apenas duas medianas ficaram maiores do que o restante, LAM1 (SIT 20) e
LAMS5 (SIT 216). De modo geral, ndo houve relevancia estatistica entre esses
dados, exceto entre LAM9 (SIT 42) e LAM 5 (p = 0,0342).
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4.6 MIRU-VNTR

Obtivemos resultados de MIRU-VNTR para 176 amostras deste estudo
(135 da populacédo geral e 41 da carceraria). A analise dos perfis de MIRU-
VNTR e spoligotyping dos isolados de M. tuberculosis no banco de dados
MIRU-VNTRplus conduziu a seguinte classificacdo: 126/224 (56,3%)
pertencendo a familia LAM, 19/224 (8,5%) familia H, 13/224 (5,85) familia X e

as familias com apenas um representante estdo resumidas na tabela 4.4.

Tabela 4.4. Classificacdo baseada na combinacdo de MIRU-VNTR e spoligotyping.

Familia n %
LAM 126 | 76,9
H 19 11,6
X 13 | 7,9
Cameroon 1 0,6
EAI 1 0,6
Ghana 1 0,6
NEW-1 1 0,6
S 1 0,6
Ugandal 1 0,6
164 | 100

4.6.1 Mininum Spanning Tree (MST)

Para avaliar a relacdo evolutiva entre os isolados, MST foram
construidas a partir dos perfis de MIRU-VNTR-15 apresentados. Como pode
ser observado na figura 4.5, 22 complexos clonais foram formados. A familia
LAM compds, exclusivamente, 12 destes complexos e compds outros 5
complexos e conjunto com isolados de outras familias. O maior complexo

formado é composto por isolados LAM, T, Ural, H e 4 nado identificados.

A familia X se concentrou em uma ramificacdo da arvore e formou 4
complexos puros, isso €, compostos apenas por isolados unicamente de uma
familia. Houve a formacao de dois outros complexos que incluem isolados da

familia X, mas em conjunto com outras familias.

Os isolados da familia EAI, apesar de ndo formarem um complexo,
foram reunidos juntos em uma ramificacdo mais distante do centro da arvore.
Os dois unicos isolados Ural desse estudo foram dispostos com grande

distancia e em bracos diferentes.
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A familia T ndo apresentou agrupamento de seus isolados, que ficaram
dispersos pela arvore, bem como os isolados n&o identificados, od quais foram

dispostos ao longo da arvore em associa¢cao com isolados LAM.

Os isolados da populacdo geral e carceraria se dispersam de forma a

nao divergirem, sugerindo que ha transmissao entre as duas populacdes.

Quanto a dispersdo da infeccdo mista, pareceu ser disseminada por
toda as ramificagdes, entretanto, foi possivel notar que esteve mais presente
em complexos compostos por mais de uma familia, exceto para os grupos

formados exclusivamente por LAM.
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4.6.2 SUGESTAO DE INFECCAO MISTA

Dos 176 (geral 135, carceraria 41) resultados de MIRU-VNTR que
obtivemos, 34 amostras apresentaram bandas duplas, isso é, dois alelos, para
pelo menos um dos marcadores (anexo 1). Denominaremos estas amostras

como mistas.

Identificamos 19,3% (34/176) de infeccdo mista nesta populacdo —
incluindo amostras policlonais, sendo 25/176 (14,2%) mistas entre a populacao
geral e 9/176 (5%) na carceraria. Avaliando a presenca de misturas
proporcionalmente, observamos que a frequéncia de isolados mistos na
populacdo geral foi de 18,5% (25/135) e de 22% (9/41) na carcerdria. Dentre as
subfamilias presentes entre estas infec¢cdes mistas, a maior taxa foi da LAM9
representando 41% (14/34).

Avaliando a disposicéo dos isolados mistos quanto ao resultado de TSA,
apenas trés, todos entre a populacédo geral, apresentaram resisténcia (como
pode ser visto no anexo 1), um para rifampicina, o segundo para estreptomicina
e o terceiro MDR. Proporcionalmente, dentro de cada grupo, 8% (3/34) de

infeccbes mistas resistentes e 20,4% (29/142) de infeccbes puras resistentes.

4.6.2.1 investigando os isolados mistos

Quando analisamos os picos diferentes dentro das amostras,
mantivemos 0s picos mais altos para o isolado principal ou majoritario e
substituimos esses picos altos pelos menores (entre parénteses), homeando
este como segundo isolado ou minoritario. Entretanto, cabe dizer que essa foi
uma medida inferida, ndo necessariamente afirma ser uma medida de
quantificacdo absoluta. Abaixo segue o exemplo de como foi feito (tabela 4.5).

A partir disso, construimos uma arvore para verificar a distancia entre elas.

Tabela 4.5. Exemplo do esquema de separacdo dos picos duplos.

MRU#) |1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Amostra |2 2 2 323 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2

Majoritério | 2 2 2 323 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2

Minoritario | 2
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Embora na relacéo entre os isolados majoritario e minoritario tenhamos
observado uma similaridade genética, com base no spoligotyping e MIRU-
VNTR, as distancias calculadas entre as mesmas foi suficiente para distingui-
las (figura 4.6). Ainda assim, duas amostras chamaram a atencéo, 333 e 331,
pois ficaram muito separadas de seus pares, sugerindo uma infeccdo mista por

isolados diferentes e ndo provenientes do processo de microevolucéo.

Em relagcdo a 331, algo mais interessante pode ser notado. Sua
distancia ndao so6 foi maior, mas também, quando comparadas por similaridade
no MIRU-VNTRplus, dentre os isolados distintos na amostra 331, um se
assimilou apenas a LAM, mas o segundo bateu com LAM e H, e seu perfil de

spoligotyping nao foi encontrado no banco de dados.

55



(Hl|I|WHHHHHHHHWHL‘meMF\WJHHL HIHLH HHWHW

Figura 4.6. NeighborJoining tree da variagdo por amostra.

1060
1060 2
325
3252
136 14
13614 2
333z
549G 2
565
464
1040 2
454 2
1040
331
ame
irtez
333
LY
a2
&40 2
&40
Tr32
173
32215
322152
321
321z
B6

BE 2
3312
136
7362
63
632
T8
TRIZ2
Bl12

Tl 2

g212

56



4.6.3 Caracterizacdo dos padrdes de spoligotyping ausentes no banco de

dados

Durante a identificacdo dos isolados através de seus perfis de
spoligotyping no SITVIT2, 17 ndo foram encontrados no banco de dados, e 6
apresentavam apenas o SIT. Desse modo, submetemos os resultados do
MIRU-VNTR 24-loci ao MIRU-VNTRplus, onde excluimos as que ndo tinham
pelo menos 15 marcadores devidamente amplificados.

Assim, tivemos 15 amostras que cumpriam 0s requisitos que foram
submetidos a uma analise de NJ com o banco de dados MIRUVNTRplus, com
apenas os resultados do MIRU ou com estes somados ao spoligotyping, em

proporc¢des diferentes (MIRU: spoligotyping; 1:1).

Em quase todas as andlises 13 amostras foram agrupadas com a familia
LAM em trés bracos diferentes da arvore e duas foram agrupadas no braco
Cameroon-Uganda Il. Na proporcdo 1:1, o perfil da maioria se repetiu, mas
quatro amostras foram agrupadas em um brago divergente. Neste, duas
amostras formaram uma ramificacdo com uma amostra Uganda |, a terceira
amostra foi colocada sozinha em uma ramificacdo que forma um grupo com as
duas primeiras, 10 isolados Beijing, quatro H e um Cameroon, enquanto a

quarta amostra formou uma ramificacdo separada com cepas H (anexo II).

4.7 Isolados de M. tuberculosis provenientes de amostras clinicas do

mesmo paciente coletadas em diferentes momentos

No intuito de buscar compreender a dindmica da infec¢cado nos pacientes,
comparamos amostras diferentes do mesmo paciente — coletadas em
momentos diferentes entre os anos de 2014 e 2015 -- baseadas na
identificacdo molecular por spoligotyping. De 22 pacientes, 50 amostras
apresentaram crescimento para M. tuberculosis conforme descrito na (tabela

4.6), de acordo com sua ordem de coleta para cada paciente.

Comparamos os resultados de spoligotyping desses isolados. A amostra
proveniente do paciente numero 1 apresentou a linhagem X1 (SIT 1080) na
primeira coleta e X2 (SIT 185) na segunda coleta. Em uma amostra do paciente
namero 10 foi identificada a classe LAM9 (SIT 150) e na outra LAM9 (SIT 42) e,
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as duas amostras do paciente namero 15 também foram classificadas na
classe LAM9, uma pertencente ao SIT 150 e a outra ao SIT 42. As duas
amostras do paciente 14 foram classificadas na classe X3, uma pertencente ao
SIT 92 e a outra ao SIT 1751. As amostras do paciente numero 17 foram
identificadas como classe LAM9 SIT 42 e SIT 150; o paciente numero 19
apresentou um perfil novo na primeira amostra com a auséncia dos
espacadores 2 e 15 quando comparado com a segunda amostra que
apresentou o perfil LAM9 (42). As amostras do paciente niumero 20 foram
classificadas como LAM1 (SIT 20) e LAM9 (SIT 42). Quando analisamos as
trés amostras do paciente numero 21, as amostras colhidas no primeiro e no
segundo momento foram identificadas como LAM9 (SIT 42); no entanto, no
terceiro momento a amostra foi caracterizada como pertencente a classe LAM9
(SIT 150); por fim, identificamos as classes X1 (SIT 1080) e X2 (SIT 185) para
0 paciente numero 22. O restante dos isolados ndo apresentou diferencas.

Quanto aos perfis TSA, amostras de cinco pacientes apresentaram
isolados com resultados diferentes. O paciente 2 com o primeiro isolado
sensivel para os quatro medicamentos, mas com o segundo isolado resistente
para isoniazida. O primeiro isolado do paciente 4 apresentou resisténcia aos
quatro antibiéticos, o segundo isolado apresentou sensibilidade ao etambutol e
o terceiro isolado apresentou o mesmo perfil do primeiro isolado. O caso
seguinte, paciente 6, com sensibilidade total no isolado um, mas com
resisténcia a isoniazida e estreptomicina no isolado 2. Para as 3 amostras do
paciente 7, tivemos 0S seguintes perfis: resisténcia a estreptomicina nos
isolados um e dois, e resisténcia adicional ao etambutol no terceiro. A
sensibilidade a estreptomicina foi vista na segunda amostra do paciente 13,

enquanto na primeira amostra havia sido detectado um perfil de resisténcia.

Com o intuito de avaliar o impacto da diferenca desses perfis nessas
amostras, analisamos a presenca de polimorfismos associados a resisténcia a
rifampicina e isoniazida através da fita Hain GenoType MTBDRplus. A maioria
das amostras apresentou o perfil da fita compativel com o TSA, incluindo as
MDR, exceto duas delas. Estas amostras, 649 e 546, tiveram TSA com perfil de
resisténcia a isoniazida, mas apresentaram perfil sensivel na fita Hain.

Interessante ressaltar que a amostra 649 pertence ao paciente que demonstrou
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um aumento na baciloscopia de acordo com o tempo (hegativa na primeira

amostra e +++ na segunda).
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Tabela 4.6. Comparacdo das amostras provenientes de um mesmo paciente dispostas em ordem cronoldgica de coleta.

Paciente

12

14

Amostra

410

Baciloscopia

Neg

Subfamilia

H1

SIT

151

MIRU

TSA*

Sens

Hain

Sens

Padrdo de Spoligotyping

VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVOO0000VOOOOVVVVVVV

+++

Sens

VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVOO0O000VOOOOVVVVVVV

LAM9 SIRE VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVO00OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
161 ++ LAM9 42 SIR MDR VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
SIRE

1447/14

LAMS3

1491

Sens

Sens

VVVVO0O000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVOVVY

546/15

Ne

LAMS3

1491

LAM

Sl

Sens

VVVVO0O000000000000000000VVVVVVVVOOOOVVVOVVY

925 +++ X3 92 H Sens - VVVO00000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV
926 +++ X3 92 H Sens - VVVO00000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV
Sens Sens VVVO0O0000000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

LAM9 Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVOVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

704 ++ LAM9 42 Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOO0OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
979 + LAM9 42 LAM S - VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOO00OVVVVVVVVOOOOVVVVVVY
1195 Ne LAM9 42 LAM S - VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVY

1141

+++

X3

92

Sens

VVVOOOOO00000VVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

1146

1751

Sens

VVVOOOOO0000VVOVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVV




6

+++

LAM6

64

Sens

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVV

UEDLOIT]

inatt1soniazidal RMB;

/]
IPra

AW
etarnybu

olSens

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVVVVV

18

20

1105 ++ LAM6 95 LAM Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVOVYY
1262 - LAM6 95 LAM Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVOVVV
1265 - LAM6 95 LAM Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVOVVV
1277 + LAM6 95 LAM Sens Sens VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVOVVVOOOOVVVOVVV

640

+++

LAM1

20

LAM

Sens

VVOVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

658

+++

LAM9

42

LAM

Sens

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVVVVVVOOOOVVVVVVV

22

549

Neg

X2

185

Sens

Sens

VVVVVVVVVVVVVVOVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVOOOOV

943

Neg

X1

1080

Sens

Sens

VVVVVVVVVVVVVVVVVOVVVVVVVVVVVVVVOOOOVVVOOOV
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4.7.1 MIRU-VNTR das amostras do mesmo paciente

Utilizamos o numero de repeticbes dos MIRU-VNTR a fim de
compreender a dindmica da infeccdo de isolados do mesmo paciente,
principalmente a infeccdo mista. A presenca de mais de um pico por marcador
indicaria fragmentos com numeros de repeticbes diferentes, ou seja, duas
populacdes diferentes. Do grupo de 22 pacientes com mais de uma amostra,
apenas as amostras de quatro destes ndo apresentaram diferencas nos MIRUs

identificados, como pode-se notar na tabela 4.7.

Dentre os marcadores, trés se destacaram em relacdo ao numero de
pacientes que apresentaram diferencas entre suas amostras, sado eles VNTR
43, discrepante nas amostras de nove pacientes, ETR-A e QUB-26, com oito
pacientes cada um. Todos os marcadores apresentaram diferencas nos perfis

nos pacientes, tendo em média variado em cinco pacientes.

Apenas o MIRU 40 n&o apresentou nenhuma diferenga entre o0s
isolados. Nove MIRUs do painel apresentaram mais de um pico em pelo menos
uma amostra, 424 apresentou dois picos em trés amostras, MIRU 16 e VNTR

47 com dois picos em duas amostras, cada.

As amostras dos pacientes 4 e 16 apresentaram 15 e 14 MIRUs com
perfis diferentes, respectivamente, seguidos pelo paciente 18 com 12 e o
paciente 3 com nove. Foram trés pacientes com sete MIRUSs, seis com dois
MIRUs e o restante com 1, 3 e 6. Cinco pacientes tiveram suas amostras
apresentando picos duplos entre o MIRUs analisados, indicando uma
populacao diversa. Quando analisamos as repeticoes diferentes ou mistas, nos
pacientes 3, 19, 20, 21 e 22, podemos identificar pelo menos 3 popula¢cdes
diferentes em cada paciente, levando em consideracgéo todas as amostras para

cada um.

Dentre essas 50 amostras e 22 pacientes, 9 apresentaram SITs
diferentes. Destes, 3 ndo apresentaram qualquer diferenca no painel de MIRU-
VNTR. Entretanto, 6 apresentaram diferencas no numero de repeticdes
comparados com as amostras do mesmo paciente bem como metade destas

apresentaram picos duplos.
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A amostra 331, que ndo pode ser identificada no banco de dados em
relacdo ao perfil de spoligotyping encontrado, apresentou um numero alto de
variacdo, ndo s6 em relagdo a segunda amostra desse paciente, mas também

pelo nimero de MIRU com picos duplos.
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Tabela 4.7. Nimero de repeticdes do MIRU-VNTR entre as amostras dos mesmos pacientes.

MIRU VNTR VNTR MIRU MIRU MIRU MIRU MRU QUB- ., VNTR VNTR VNTR MRU MRU MIRU MIRU VNTR MIRU VNTR QUB- VNTR MIRU
02 42 43 04 40 10 16 1955 20 b CINA 46 47 48 23 24 26 27 49 3 52 26 53 39
cop Amosta g (154) (424) (577) (580) (802) (960) (1644) (2059) (2163b) (2347) (2401) (2461) (2531) (2687) (2996) (3007) (3171) (3192) (3690) (4052) (4156) (4348)
530 X1
1 (1080) 2 2 3 2 3 4 3 4 2 3 4 5 4 2 5 1 5 3 3 3 4 9 2 2
709 X2
(185) 2 2 3 2 3 4 3 4 - 3 4 5 4 2 5 1 5 3 3 3 4 9 2 2
HL
2 410 (151) 2
H1
649 (151) 2
LAM9
3 86 (42) 2
LAM
1025 () )
LAMS
4 w7 (42) 2
LAM
161 (42) 2
875 .
LAMSG
s 830 %)
LAMS
857 o
144714 ND
6 1491 2 3 2 - - 4 3 3 2 3 2 4 2 2 6 1 - 3 1 3 1 4 3 2
546/15 1401y 2 3 2 2 4 4 3 3 2 3 2 4 2 2 6 1 5 3 1 3 1 4 3 2
o LAMS
7 (216) 1 3 5 2 . - - 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2 7 4 2
" LAMS
(216) 1 3 5 2 . - - 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2 - 4 2
1374 LAMS
(216) 1 3 5 2 7 4 3 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2 7 4 2
925 X3
8 (92) 2 4 3 2 . 4 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 2 2 2
926 X3
(92) 2 4 3 2 4 4 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 2 2
927 (92) 2 4 3 2 . - - 4 - 2 5 1 5 - 3 . . - 2
= LAMG
9 (64) 1 4 2 . - - 4 1 2 6 1 5 3 3 2 2 4 3 2
LAMS
1291 (64) 1 4 2 3 4 3 4 1 2 6 1 5 3 3 2 2 4 3 2
o3 LAM9
10 (150) 2 1 2 2 1 2 3 3 - 4 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 11 3 2
o4 LAM
(42) 2 1 2 2 1 2 3 3 2 4 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 1 3 2
- LAMS
11 (42) 2 4 2 1 4 1 3 3 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2
LAM
1426 (42) 2 4 2 1 4 1 . . 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 . 3 2
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972 (150) 2
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X1
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PARTE Il

4.8 Analises genbmicas

Estratégias de novos diagndsticos rapidos e acurados para a resisténcia
aos antibidticos sdo urgentemente necessarias para garantir que os pacientes
sejam diagnosticados precocemente e possam iniciar a terapia apropriada para
melhorar o desfecho e prevenir a dispersdo das bactérias resistentes aos

medicamentos.

Uma das aplicacBes clinicas mais importantes do sequenciamento
gendmico de isolados de M. tuberculosis é a predicdo de fendtipo de
resisténcia aos antibiéticos. De qualquer modo, a confianca destas predicfes é
feita de acordo com o nosso conhecimento da associacao entre o fenotipo e o
genatipo. Diversos estudos tem investigado a utilidade do WGS como uma
ferramenta para TSA (13, 33, 35, Feliciano et al., 2018).

4.8.1. Infecgdo mista por sequenciamento gendGmico em amostras com

fendtipo de resisténcia

Feliciano e colaboradores (2018), em um estudo seccional, avaliaram 30
isolados de pacientes com TB-RD de S&o Paulo, Brasil, e da provincia Sofala,
Mocambique (Feliciano et al., 2018). As amostras foram avaliadas quanto a
sensibilidade aos antimicrobianos, fenotipicamente (MGIT-SIRE) e
genotipicamente (Xpert-MTB/RIF, MTBDRplus™, and MTBDRsl). Em seguida

foram submetidos ao sequenciamento gendmico.

Os dados apresentados pelos autores reforcaram o potencial do WGS
para ser utilizado como preditor de DR. Entretanto, houve uma discrepancia
entre 0 WGS e o TSA para resisténcia a rifampicina (figura 4.7). Em dois
isolados, TSA apresentou resisténcia sem que mutacdes associadas fossem
detectadas no WGS e em outro isolado o oposto foi observado. Os autores
sugerem que isso pode estar relacionado a presencga de mais de uma cepa na

mesma amostra clinica.

Dentre essas amostras, oito apresentaram fendtipo MDR entre as

amostras do Brasil e seis entre as de Mocambique. Os isolados Br 536, Br
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1874, Br 2782, Br 2943, Br 3360, MZB 243, MZB 2937 e MZB 3150

apresentaram discrepancias entre o fenétipo e o genétipo (TB-Profiler).

5

isolate ID Phenotypic DST Genotypic (WGS) DST isolate ID Phenotypic DST Genotypic (WGS) DST
H R E Sm H R E Sm H R E Sm H R E Sm

Br 241 : il MZB 227 o[ '
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Br 868 ] 4 MZ8 751

8r 1028 1l MZ8 834
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Br 1696 | MZB 2078
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ar 2591 i MZB 3150 |

Br 2782 MZ8B 3185

Br 2943
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Figura 4.7. Comparacdo dos perfis de resisténcia entre TSA fenotipico e WGS. Cor
vermelha indica resisténcia ao antimicrobiano e cor verde indica suscetibilidade. H: isoniazida;
R: rifampicina; E: etambutol; Sm: estreptomicina; NV: teste fenotipico ndo validado. Br: isolados
do Brasil, MZB: isolados de Mogambique (Retirado de Feliciano et al., 2018).

Portanto, buscando compreender as causas relacionadas a essa
discrepancia, utilizamos uma metodologia no ambiente R que se baseia na
analise da profundidade do sequenciamento para identificar SNPs,

diferenciando reads de cepas/clones distintos.

Apbs a analise, 80% (24/30) foram identificadas como infec¢cdo mista,
com dois isolados em cada e com uma média de 174,6 SNPs heterozigotos
(96-992) em uma média de 1166,8 (612-2629) dos SNPs totais em relacédo a

referéncia.

Das 14 amostras com perfil MDR/XDR, seis apresentaram infeccdo com
dois isolados distintos entre as amostras do Brasil, enquanto trés das seis
amostras MDR/XDR de Mocambique foram identificadas como infec¢cdo mista,
como pode ser visto na tabela 4.8, totalizando 64,3% (9/14) de infeccdo mista
entre os isolados MDR/XDR. Além disso, foi possivel notar que seis das oito
amostras que apresentaram discrepancia foram definidas como infec¢cdo mista
através das analises em R. Especificamente na amostra MZB 2937, foi

detectada uma mistura de cepas pertencentes as linhagens 3 e 4, a proporcéo
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de infec¢do mista foi similar nas duas analises, sendo de 89% (889/102) no TB-

profiler (hdo mostrado na tabela) e de 84% no MixedInfectR (na tabela 4.8).

Tabela 4.8. Relacdo das amostras com infec¢cdo mista entre os genomas do Brasil e
Mocambique obtidos com MixedInfectR.

SNPs Total Proporcéao Namero  Propor¢do - Linhagem Fen/Gen®
mistos SNPs het/total . de . d? - (TB-
isolados majoritaria  profile)
Br 241 61 920 6,63 2 64% 4.3
Br 536 144 1560 9,23 2 69% 2.2 SIM MDR
Br 868 59 573 10,30 2 75% 4.8
Br 1028 72 925 7,78 2 71% 4.1
Br 1245 139 1155 12,03 2 69% 4.1 MDR
Br 1662 116 1078 10,76 2 71% 4.1 MDR
Br 1696 72 642 11,21 2 67% 4.8
Br 1804 68 891 7,63 2 74% 4.3
Br 1874 133 1107 12,01 2 72% 4.3 SIM
Br 2080 101 975 10,36 2 71% 4.3
Br 2370 76 947 8,03 2 71% 4.3 XDR
Br 2591 65 913 7,12 2 70% 4.3 MDR
Br 2782 94 865 10,87 2 68% 4.1 SIM
Br 3200 141 1113 12,67 2 69% 4.1 XDR
MZB 227 114 1010 11,29 2 70% 4.3 MDR
MZB 243 189 2386 7,92 2 68% 11 SIM
MZB 751 80 938 8,53 2 64% 4.3 XDR
MZB 894 75 721 10,40 2 71% 4.3
MZB 964 131 1533 8,55 2 70% 2.2
MZB 2075 81 874 9,27 2 73% 4.3
MZB 2368 75 922 8,13 2 72% 4.3 ND
MzB 2721 78 848 9,20 2 70% 4.1 XDR
MZB 2937 882 1639 53,81 2 84% 3e4d SIM
MZB 3150 120 2272 5,28 2 67% 1.1 SIM

Fen/Gen: se existe discrepancia entre o fen6tipo e o genétipo de resisténcia.
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4.8.2 Genomas de uma coorte do Brasil

Depois de investigar a presencga de infecgdo mista em 17 genomas de
amostras do Brasil, conforme mostrado anteriormente, ampliamos a nossa
amostragem no intuito de: (1) estudar genomas préprios da nossa colecao,
sobre os quais possuimos maiores informacdes, (2) obter a proporcao de
infeccdo mista em uma coorte maior e exclusivamente brasileira, (3) buscar
relacdo da infecgcdo mista com os perfis de resisténcia e suscetibilidade, (4)
identificar se a infeccdo pode influenciar em resultados divergentes entre 0s
TSA fenotipico e fenotipico, além de (5) verificar a presenca de mutacfes
correspondentes a TB-XDR. Entdo, selecionamos 88 genomas de M.

tuberculosis da nossa colecéo no laboratorio.

Com o objetivo de buscar relacdo entre as linhagens e a presenca ou
auséncia de infeccBes mistas, identificamos as linhagens desses genomas
utiizando o software TB-profiler, que apresenta resultados em nivel de
sublinhagens (por exemplo, 4.1, 4.3), diferente dos outros programas que
apresentam apenas grandes divises (por exemplo, EA, EAl ou 1, 2 e 3).
Todas as amostras pertenciam a linhagem 4 e obtivemos os seguintes perfis, a
sublinhagem 4.3 representou 44,3% (38/88), sublinhagem 4.1 com 34,1%
(30/88), sublinhafem 4.4 com 4,6% (4/88), sublinhagem 4.7 com 6,8% (6/88),
sublinhagem 4,8 com 9,1% e um isolado da sublinhagem 4,9 (figura 4.8) e a

relacdo completa pode ser vista no anexo lIl.
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Figura 4.8. Sublinhagens identificadas nos 88 genomas.
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Submetemos esses genomas a andlise dos perfis de resisténcia em
relacéo ao painel de SNPs associados a resisténcia contidos no Mykrobe-TB e
Kvarg, adotando o primeiro como o padrdo e o segundo para confirmar casos
divergentes. Na tabela 4.10, comparamos a frequéncia entre o fenétipo e o
genatipo de resisténcia. Foi visto que houve uma frequéncia maior de fenotipos
de resisténcia quando comparados com o0s gendtipos, pois 46,6% nédo
apresentou resisténcia no TSA e 59% nao apresentaram SNPs amplamente
associados. Essa diferenca foi vista tanto nas amostras com resisténcia apenas
a isoniazida (13,6% no genotipo e 6,8% no fendtipo) como nas MDR (35,2% e
20,5%, respectivamente, fenétipo e gendtipo). O oposto foi visto em relacdo a
resisténcia a rifampicina, pois observamos uma porcentagem maior no
genatipo (6,8%) do que no fendtipo (4.6%). Além disso, 6,8% dos genomas
apresentaram evidéncias de XDR. Entretanto, cabe ressaltar que 65 genomas
(73%) apresentaram SNPs que ja foram citados em pelo menos um trabalho

como estando relacionados a alguma resisténcia.

Tabela 4.9. Fenétipo e genétipo de resisténcia.

Fendtipo (TSA) Gendtipo (Mykrobe TB)

n % n %
Sensiveis 41 46,6 52 59,1
Isoniazida 12 13,6 6 6,8
Rifampicina 4 4,6 6 6,8
MDR 31 35,2 18 20,5
XDR - - 6 6,8

Identificamos 40 polimorfismos associados a resisténcia entre esses
genomas. O mais comum entre os ligados ao fendtipo de resisténcia a
rifampicina foi o S450L no gene rpoB, presente em 51,4% (18/35) dos
genomas com esse perfil; destes, seis em associagdo com alteracdes no gene
rpoC (anexo Ill). Em relacdo a resisténcia a isoniazida, 34 SNPs foram
identificados, a substituicdo S315T no gene katG foi observada em 58,1%
(25/43) dos genomas. Quanto aos outros antimicrobianos, foram identificados
SNPs no seguinte niumero de genomas: 16 em relagdo ao etambutol, nove
para estreptomicina, oito para quinolonas, 20 para pirazinamida e quatro para

amicacina, capreomicina e canamicina.
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Em relacédo aos isolados com gendtipo XDR, néo foi possivel identificar
por limitacdo do teste de sensibilidade executado (resultados para apenas 5
antimicrobianos), mas seis apresentaram polimorfismos associados a
resisténcia a quase todos os antibidticos utilizados no tratamento como pode
ser visto no quadro 4.2. Cabe ressaltar que um destes apresentou perfil no

TSA de resisténcia apenas a isoniazida.

Quadro 4.2. Perfil de resisténcia de isolados XDR em analises moleculares.

Resisténcia/Mutacéo

Amostra

katG embB rpsL gyrA rrs
BRZ-66 | 1poB D435X | oa15y | M306X e K88R S9IX | A1401X

rpoB H445Y = = = = = =

rpoB D435X, katG embB NA rpsL _ rrs
BRZ-110 S450X S315X M306X K43R A1401X
katG embB pncA rpsL rskK
POB S450L | ga157 | m306v | MIL K43R - S467S
katG embB gyrA rrs
BRz-111 | POBMA3AX | oaioy | m30ex | NA - D94X | A1401X
rpoB S450L, katG embB pncA ) gyrA rrsK.S467
rioc V483G S315T M306V F58V D94G S
katG embB gyrA rrs
BRZ-75 | 1poB Q429X | oa15x | m30ex | NA D94X | A1401X

rpoB Q429X, katG _ NA _ gyrA res
BRZ-84 S450X S315X S91X A1401X
pOB S450L katG embB pncA rrsS _ _

S315T M306I Y41C S164S

] katG £))10 s
BRZ-76 rpoB S450X S315X = NA rrs C516X A90X A1401X

RIF: rifampicina, INH: isoniazida, EMB: etambutol, PZA: pirazinamida, STR: estreptomicina,

QR: quinolonas, A/C/K: amicacina, capreomicina e canamicina. NA: ndo avaliado.

TSAJBZUI; Mykrobe TB: VERDE; Kvarg: AMARELO

Observando a distribuicdo desses perfis de acordo com a linhagem
(figura 4.9), foi visto que a linhagem 4.1 teve 0 mesmo numero de casos para

MDR e sensiveis (13, cada), a linhagem 4.3 teve 12 casos MDR e 17 sensiveis.



Interessantemente, a linhagem 4.7 apresentou

que sensiveis, com 5 e 1, respectivamente.
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Figura 4.9. Distribuicéo dos fenétipos de resisténcia de acordo com as linhagens.

Na figura 4.12, pode-se notar que a propor¢ao de sensiveis aumentou

em relacdo aos resistentes, mas o0 numero de XDR também aumentou. A

relacdo MDR-sensiveis se manteve na linhagem 4.7, tendo como diferenga um

isolado que teve o perfil fenétipo MDR apresentando um genétipo XDR.
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Figura 4.10. Distribuicdo dos genétipos de resisténcia de acordo com as linhagens.

4.8.2.1 Infecgdes mistas

Apbs submeter esses genomas ao MixedInfectR, encontramos 81,8%
(72/88) dos genomas com 2 a 3 isolados na mesma amostra (a relacdo das
propor¢cdes de cada infecgcdo mista pode ser vista no anexo lll). Todas as
sublinhagens apresentaram uma taxa maior de infeccdo mista do que pura,
com excecao da 4.7 que apresentou 0 mesmo numero para ambas e todas as
4 amostras da sublinhagem 4.4 também foram mistas (figura 4.11).
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Figura 4.11. Infec¢cdo mista de M. tuberculosis de acordo com a sublinhagem.

Foi feita, entdo, a comparacéo das infecgcbes mistas entre o fenétipo e o
genodtipo de resisténcia (figura 4.12 A e B). Foi visto que a proporcédo de
mistas foi maior entre o fenétipo (21,6%) do que o gendtipo (12,5%) em relacédo
aos isolados com perfil MDR, quando levamos em conta nimeros absolutos.
Entretanto, proporcionalmente, a porcentagem de mistas exclusivamente nos
isolados MDR, foi de 61,3% (gendtipo) e 61,1% (fendtipo).

Ao avaliar a proporcéo das infecgcbes mistas apenas entre 0s genomas
com fenotipo mono-INH (12,5% do total), os genomas com essas mutacdes
representaram 5,7% das infec¢cdes mistas. Dentre a combinacgao infecgdo mista
com mono-INH, observamos que 91,7% (1/12) dos genomas continham dois ou

trés isolados.

Quando avaliamos os unicamente resistentes a rifampicina (RR-TB),
ambos apresentaram 4 isolados mistos, mas dois genétipos puros foram vistos
também. Por fim, a propor¢cdo de mistas e ndo mistas foi similar nos dois
testes, mesmo que o numero de isolados sensiveis tenha sido maior nas

analises moleculares.
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Figura 4.12. Proporgdo de infeccdo mista de acordo com o perfil de resisténcia. A.

fenotipico. B. genotipico.
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4.8.2.2 Numero de isolados presentes por amostra nas diversas

sublinhagens

Na figura 4.13, pode-se observar que as sublinhagens 4.1 e 4.8 tiveram
um numero maior, proporcionalmente, de amostras com a presenca de dois
isolados, enquanto a 4.3 teve ndo apenas um numero elevado de amostras
com dois isolados, como também com trés isolados. Mais uma vez a divisdo na
sublinhagem 4.7 se manteve equilibrada. Além disso, a amostra (no anexo |lll,
BRZ-84) que possui perfil no TSA de morresisténcia a isonizida, mas perfil XDR

no genaotipo, apresentou infeccao por pelo menos trés isolados diferentes.

Em relacio ao numero de isolados e a sensibilidade aos
antimicrobianos, 53% das amostras com dois isolados (49 amostras)
apresentaram algum tipo de resisténcia e 32% do total MDR/XDR, enquanto
para as amostras com trés isolados (23 amostras) foi visto que 34% estavam
relacionados com resisténcia e 13% destes eram de MDR/XDR. Quanto as
amostras puras (16 amostras), 81% teve relagcdo com algum fendtipo de

resisténcia e 75% com MDR.

Analisando apenas entre os genomas com TSA sensivel para todos os
antimicrobianos testados, 56,1% (23/41) continham dois isolados e 36,6%
(15/41) com trés isolados. Observamos o mesmo perfil ao comparar o genoétipo
com 57,7% (30/52) e 34,6% (18/52) para genomas com dois e trés isolados,
respectivamente, enquanto a representacdo de amostras puras foi de 7,7% e

7,3%, para 0 genétipo e o fenétipo, respectivamente.
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Figura 4.13. Relacdo do numero de isolados detectados na infeccdo mista em suas
respectivas sublinhagens e perfis de resisténcia.
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5 5. DISCUSSAO

Atualmente, técnicas moleculares tém sido utilizadas para identificar
cepas de M. tuberculosis (Sreevatsan et al. 1997). Mesmo em ambientes com
baixa incidéncia de TB, estudos de epidemiologia molecular demonstraram
uma alta proporcdo de transmissao recente da doencga (Alland et al. 1994,
Small et al. 1994). Diversos estudos demonstram que a associacdo do
diagndstico molecular com o tratamento pode ser responsavel pela interrupcao

da cadeia de transmissao do microrganismo na comunidade (WHO, 2014).

Os individuos podem ter caracteristicas biologicas (imunodeficiéncia
genética ou adquirida) e/ou sofrerem a acdo de fatores de riscos ambientais ou
adquiridos (deficiéncia nutricionais, diabetes ou alcoolismo), que os tornam
mais favoraveis ao desenvolvimento do quadro clinico de tuberculose apés a
infeccdo e a falha terapéutica, sendo esta Ultima a razdo para que muitos
pacientes ndo alcancem a cura e/ou venham a sofrer recidiva (Cohen et al.
2012).

A compreensdo acerca destes cenarios, através de estudos de coorte
em paises com altas taxas de TB, pode nos levar a novas perspectivas de

tratamento e ao desenvolvimento de vacinas (Gomes et al. 2004).

A taxa de incidéncia anual estimada e a fracdo atribuivel & populacao
mostram que um melhor controle de tuberculose nas prisdbes pode
potencialmente proteger os presos e os funcionarios da propagacdo de TB
dentro da prisdo e reduzir significativamente a carga nacional da TB (Baussano
et al., 2010).

A ocorréncia de TB em prisées vem sendo descrita como um alarmante
problema de salude publica em muitos paises. A prevaléncia mundial de TB
entre detentos possui uma meédia 26,4 vezes maior do que a da populacdo
geral, podendo chegar até 61,8 vezes maior do que as meédias nacionais
(WHO, 2007; Baussano et al., 2010).

A populagédo carceréria possui grande vulnerabilidade para a TB, em
decorréncia de um conjunto de fatores, incluindo aqueles relacionados as
caracteristicas desta populacédo e do confinamento, como também do acesso

aos servicos de saude e condutas para controle de infeccdes (CDC, 2006;
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Baussano, 2010). As prisdes representam um reservatorio para a transmissao
da doenca a comunidade em geral, de acordo com a literatura. A infeccao por
TB pode se espalhar para a populagdo em geral através de funcionarios da
priséo, visitantes e contatos proximos de prisioneiros libertos (Niveau, 2006). A
dindmica de transmissdo entre as populacbes geral e carceraria tem sido
hipotetizada para desempenhar um papel fundamental na conducdo da
incidéncia, prevaléncia e mortalidade da TB na populacdo em geral (Stuckler et
al., 2008).

Pessoas de todas as idades sdo afetadas por TB, mas as maiores taxas
estdo entre homens adultos (WHO, 2019) que contabilizaram 57% de todos os
casos no mundo. Dentre a populagéo geral deste estudo, 70,8% sao homens e
54,4% tinham idade entre 21-40 anos (figura 4.1).

De acordo com a OMS (WHO, 2019), a TB-MDR permanece como uma
grande preocupacdo de saude publica em muitos paises. Entre os 37 paises
com alta carga de TB ou alta carga de TB-MDR, no ano de 2019, o Brasil
consta entre 0s quatro paises que nao possuem dados nacionais em relacao

ao nimero de casos MDR.

Estima-se que em 2018, 3,4% dos novos casos mundiais e 18% dos
casos previamente tratados apresentavam TB-MDR ou TB-RR (WHO, 2019).
Dentre os casos identificados entre a populacdo de Rondonia por este trabalho,
apenas trés casos ja tinham sido tratados previamente, o que pode sugerir uma
transmissao ativa de isolados resistentes entre esta populagéo, principalmente

resisténcia primaria.

Na populacdo estudada, os casos com resisténcia por TSA a pelo
menos um dos medicamentos foi de 28%, enquanto para TB-MDR/RR foi 4,8%
(tabela 4.2). Entre os estudos brasileiros, houve grande variabilidade de
resultados, dadas as caracteristicas de cada populacao estudada, variando de
9,4% a 19,2% e para TB-MDR variou de 3,4% a 15% (Brito et al., 2010;
Marques et al., 2010; Coelho et al., 2012; Garrido et al., 2015; Fregona et al.,
2017).

Na populagdo de Rondbnia incluida no presente estudo, houve a

predominéncia de resisténcia a estreptomicina na populacao geral, sendo esta
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a Unica resisténcia encontrada entre os privados de liberdade, seguida pela
resisténcia a isoniazida e entdo a rifampicina. Para os casos TB-MDR, a maior
frequéncia foi a resisténcia combinada de isoniazida, rifampicina e

estreptomicina.

De forma divergente, outros estudos brasileiros (nos estados do Espirito
Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo)
observaram uma predominéncia de resisténcia a isoniazida seguida por
estreptomicina e, em casos TB-MDR, maior frequéncia de isoniazida em
conjunto com rifampicina (Braga et al., 2003; ; Souza et al., 2006; Brito et al.,
2010; Marques et al., 2010; Coelho et al., 2012; Fregona et al., 2017). Fregona
et al. (2017) argumentam que esses perfis de resisténcia podem estar
relacionados as politicas de notificacdo, mas também foi sugerido que perfis de
resisténcia podem ser diferentes de acordo com a regido ou a coorte estudada
(Dalcolmo et al., 2007; Basit et al., 2014).

Familias por spoligotyping

Evidéncias apontam que a migracdo humana tem influéncia na
composi¢cdo genética e variabilidade de M. tuberculosis associada a regido
(Mokrousov, 2007; Brites & Gagneux, 2017).

As principais familias encontradas neste estudo foram LAM, X, H e T
(63,8%, 11,6%, 6,3% e 4,9%, respectivamente), que representam 86,6% dos
isolados estudados (figura 4.2). Destas familias, LAM, H e T sdo as mais
frequentes na Africa, América Central, Europa e América do Sul (Brudey et al.,
2006). Outros estudos do Brasil, que ndo incluem Rondoénia, apontam as
familias LAM, H e T como as predominantes, mas com uma baixa frequéncia
da familia X (Miranda et al., 2011; Gomes et al., 2012; Ritacco et al., 2012;
Furlaneto et al., 2013; Dantas et al., 2015).

A familia H tem sido associada a TB-MDR, e a associacdo deste
genotipo com surtos de cepas resistentes demonstra claramente seu potencial
epidémico (Mardassi et al., 2005; Farnia et al., 2006). Entretanto, o oposto foi
visto entre os 14 isolados de H identificado neste estudo, pois foram

observados apenas trés com resisténcia no TSA, sendo um deles TB-MDR.
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Cinco isolados foram identificados como pertencentes a familia EAI,
representando 3% das amostras desse estudo (figura 4.2). A familia EAIl esta
entre as mais frequentes na populagdo paraense, também na regido norte do
Brasil; no entanto é raramente relatada na América do Sul (Miranda et al.,
2011; Gomes et al., 2012; Conceicado et al., 2017). Duarte et al. (2017)
sugerem, apoés reunir dados de diversos estudos que incluem amostras de 10
estados brasileiros entre os anos 1995-2011, que a familia EAIl pode ser
endémica, mas de baixa frequéncia no Brasil; sua presenca no territorio
brasileiro pode ter relagdo com a migracdo entre o leste africano e o Brasil

durante o periodo de trafico de escravos (Conceicao et al,. 2019).

Identificamos dois isolados da familia Ural, ambos Ural-1 (SIT 2503),
entre as amostras da populacdo geral (figura 4.2). Essa familia tem sido
descrita circulando principalmente no Norte da Europa e da Asia, na RUssia e
em paises que formavam a Unido Soviética, com isolados esporadicos em
outras localidades (Mokrousov, 2012, 2015). Ambos apresentaram resisténcia
no TSA (anexo I), um isolado apenas a RIF e o segundo isolado sendo MDR
(INH, RIF e STP). Estudos recentes de diferentes partes do leste europeu
(Moldova, Lituania, noroeste da Russia) relataram um aumento na circulacao
de isolados MDR de Ural, alguns como XDR ou pré-XDR (resisténcia a INH e
RIF, incluindo a FQ ou a um agente injetdvel de segunda linha, mas nao
ambos) (Barnejee et al., 2008; Crudu et al., 2014; Morrousov, 2015; Vyazovaya
et al., 2015). Sinkov et al (2018) caracterizaram um cluster de Ural associado a
pré-XDR e suas mutacdes caracteristicas associadas a resisténcia. Esses
dados, somados a frequéncia, ainda que baixa, de 0,1 a 1,2% (representando
de 1 a 5 isolados por estudo), dos isolados circulantes no Brasil (Nogueira et
al.,, 2016; Conceicao et al., 2017; Medeiros et al., 2018), demonstram

importancia para serem investigados e acompanhados.

A populacéo carceraria apresentou 8,6% (5/56) de familia T — em maior
proporcao do que a populacao geral que foi de 3,6% -- sendo 5,3% (3/56) T1 e
3,6% (2/56) T3 (figura 4.3). A familia T ndo é bem definida levando a

convergéncia e a uma classificagdo nao real dos isolados.

Foi possivel observar que, apesar da sobreposicdo da distribuicdo das

subfamilias entre as duas populagdes, algumas delas foram vistas apenas em
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uma populacdo e/ou ano especifico, como pode ser visto nas figuras 4.3 e 4.4.
Isto indica que, apesar da existéncia dessa sobreposicao sugerir que ambas as
populacdes tem cadeias de transmissdo em comum, ainda existem cadeias de

transmissao especificas para cada populagéo.

Em relacdo as subfamilias encontradas apenas na populacdo geral,
identificamos 10: EAIS e EAI6, LAM2, LAM3, LAM11-ZWE, T, T2, Ural-1, X1 e
X2. Destas, todas as pertencentes a familia EAI e os dois isolados Ural-1 so
foram identificados no ano de 2014, o que sugere que a presenca desses
isolados especificos pode estar sujeita a algum evento especifico que ocorreu

apenas nessa populacao.

Na populagdo carceraria foram encontradas duas subfamilias n&o
detectadas na populacédo geral, as subfamilias T3 e X3. A presenca exclusiva
destas duas indica que existe uma cadeia de transmissdo ocorrendo e se
mantendo nesse cenario, o que reforca a importancia de identificar e tratar os

casos no interior das unidades prisionais que podem servir de reservatorios.

A familia X é altamente prevalente nas Américas do Norte e Central e
pode estar ligada a uma ascendéncia anglo-saxd, sendo encontrada em areas
colonizadas pelos ingleses, como no Reino Unido, EUA, Austrélia, Africa do Sul
e no Caribe (Brudey et al.,, 2006a). Neste estudo a familia X apresentou as
subfamilias X1, X2 e X3, com maior propor¢cdo do SIT92 de distribuicdo
universal, o qual também foi encontrado por Malaspina et al. (2008) em
Ribeirdo Preto/SP, por David (2007) em Portugal e por Cafrune et al. (2009) em
Porto Alegre em seus estudos. Diversos estudos em coortes brasileiras
detectaram baixa frequéncia ou nenhum isolado dessa familia (Gomes et al.,
2012; Kuhleis et al., 2012; Perizzolo et al., 2012; Luiz et al., 2013; Martins et al.,
2013; Vinhas et al., 2013; Huber et al, 2014; Machado et al., 2014;
Vasconcenllos et al., 2014; Nogueira et al., 2016; Conceicao et al., 2017)
divergindo do que foi encontrado neste estudos, pois foi observada uma
frequéncia de 11,6% (figura 4.2), especialmente com a subfamilia X3 (figura
4.3).

Os spoligotypes mais frequentes neste estudo foram: 42, 92, 150, 64 e
216 (tabela 4.3). Amplamente distribuidos, os spoligotypes SIT42 (LAM9)

agruparam o maior numero de amostras, englobando 33,6% (73/224) de todos
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0s casos deste estudo, seguido por 22/224 (9,8%) de spoligotypes né&o
descritos no banco de dados, fato que pode sugerir que ambos sdo mais

facilmente transmitidos e possivelmente mais adaptados.

Na populacdo em geral, observaram-se 20 subfamilias (figura 4.3)
enquanto na populagcdo prisional, 11 subfamilias. Assim, nos presidios se
identificou um menor nimero de familias, portanto, uma menor diversidade
encontrada quando comparadas com a populacdo geral, fato que j4 era
esperado visto que o tamanho populacional das prisbes € menor e/ou devido a

transmisséo recente entre essa populacgao.

Foram descritos 18 SIT observados pela primeira vez no Brasil que
podem estar relacionados a questdo das movimentacdes populacionais, em
que existe forte movimento de migragédo, conforme proposto por Gomes et al.
(2011). Um destes perfis (codigo octal 577737607760700, quadro 4.1) foi
identificado em seis pacientes e parece ser exclusivo do Brasil (Couvin et al.,

2018), sugerindo uma elevada adaptacao desse gendétipo no Brasil.

Um estudo recente mostrou uma associacdo entre uma maior viruléncia
e a carga bacteriana elevada dos escarros antes do tratamento (Tram et al.,
2018). Também relacionaram menor viruléncia em isolados da linhagem 4
(Euro-American) do que a linhagem 2 (East Asian/Beijing). Neste estudo, foi
possivel comparar os resultados da baciloscopia com as familias e subfamilias
identificadas. Apesar das limitacdes deste trabalho, foi possivel observar uma
sutil diversidade nas cargas bacterianas em relagdo as subfamilias LAM,
principalmente entre LAM9 (SIT 42) e LAM 5 (SIT 216), mas sera preciso
aumentar a amostragem, refinar os critérios e selecionar outras formas de

medic¢ao para investir profundamente essa questao.

MIRU-VNTR

A combinacéo de Spoligotyping e MIRU-VNTR tem sido proposta como
um novo padrdo molecular para estudos epidemiolégicos (Supply et al., 2006;
Gomes et al.,, 2011; Miranda et al., 2011). Bem como para a definicdo de
clusters e indicacéo potencial de transmisséo (Merker et al., 2017).

Desse modo, submetemos os isolados ja identificados por spoligotyping,

ao MIRU-VNTR 24 loci, especialmente quando foi possivel coletar mais de uma
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amostra, em momentos diferentes, para cada paciente. Os perfis das familias
identificadas, de modo geral, ndo foram discrepantes com e sem a associacao
do spoligotyping com o MIRU-VNTR, exceto para a superfamilia T, que foi
agrupada entre as estirpes da familia H no banco de dados MIRU-VNTRplus.
Essas diferencas na classificacdo através dessas duas técnicas foram
descritas primeiramente por Vasconcellos et al (2014) e, mais recentemente,

foram novamente apontadas por Salvato et al (2019).

Delineamos MST para resumir as provaveis relacdes entre os perfis de
MIRU-VNTR-15 em nosso estudo (figura 4.5). A familia LAM foi disposta em
todos s bracos da MST, como esperado para uma familia tdo diversa composta
por tantas subfamilias neste estudo. Alguns isolados de outras familias
apresentaram fracas ligagbes em outros ramos, e houve uma representacao
central e superior de isolados LAM e uma ramificacdo abaixo reunindo
exemplares das familias X, H e alguns T. Resultados similares foram vistos em
outros estudos (Gomes et al., 2012; Nogueira et al., 2016; Medeiros et al.,
2018). Esses resultados reforcam que os eventos de transmissdo entre as

populacdes estdo intimamente relacionados e ocorrendo de forma simultanea.

Interessantemente, os dois isolados Ural-1 foram dispostos em pontos
distantes da MST, 0 que sugere que esses casos possam nao estar ligados a
mesma cadeia de transmissao. Isto, além do fato de ter sido identificada por
outros autores em isolados do Brasil (Nogueira et al., 2016; Conceicao et al.,
2017; Medeiros et al., 2018) levantam a possibilidade de que a prevaléncia

dessa subfamilia possa estar ocorrendo de forma subnotificada.

Os isolados EAI, pertinentes apenas a populagcédo geral, foram dispostos
em um bragco mais distante da arvore, como esperado por pertencerem a
linhagem 1 que é relativamente distante das outras familias do estudo que
compdem a maioria da arvore, como a linhagem 4 (Comas et al., 2013; Coll et

al., 2014, Stucki et al., 2016).

Ainda, na por¢ao superior da MST (figura 4.5 B), formou-se um cluster
composto por isolados das familias LAM, X, Ural, T e quatro perfis novos,
agrupando tanto amostras da populacdo geral quanto da carceraria.
Interessantemente, também inclui isolados mistos — todos provenientes da

populacdo carceraria e isolados das familias LAM e X. Esse agrupamento
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ressalta a proximidade da transmissdo destas populacdes e poderia sugerir
que a ocorréncia de infeccdo mista estaria associada a um cendrio onde existe
presenca de diversas estirpes e ndo apenas por casos de reinfeccdo da

mesma estirpe.

Sugestéo de infecgdo mista

Entre as abordagens moleculares, MIRU-VNTR atualmente € o método
mais utilizado para a deteccéo de infec¢des policlonais ou mistas (Oelemann et
al., 2007; Fang et al., 2008). A infeccdo mista na tuberculose pode ocorrer
especialmente em paises com alta carga da doenca (Chatterjee & Mistry,
2013). Existem diversos relatos sobre a determinacéo de infec¢cdes mistas em
paises com carga mediana (Cohen et al., 2012). Infec¢Bes mistas sdo uma das
razdes que podem levar a falha na terapia da tuberculose, mas a frequéncia
das infeccdes mistas frequentemente ndo é conhecida. Desse modo, a
determinacdo destas infeccbes policlonais € crucial para o controle da

tuberculose nas populacdes (van Rie et al., 2005).

Alguns autores definem infecgéo mista utilizando o MIRU-VNTR, quando
por exemplo um isolado apresenta mais de uma amplificacdo para dois ou mais
loci, e a amplificagdo mdultipla de um Unico locus como uma representacéo de
evolucéo clonal (Cohen et al., 2012, Hajimiri et al., 2016). Por outro lado,outros
autores consideram infeccdo mista quando pelo menos um locus apresenta
mais de um alelo (Fang et al., 2008; Mokrousov et al., 2009; Navarro et al.,
2011).

Através do uso do MIRU-VNTR-24 loci, detectamos 19,3% (34/176) de
infeccdo mista em nossas populagdes de estudo, seja por casos de reinfeccao
pela mesma estirpe (com apenas um locus de diferenga) ou por isolados
correspondentes a estirpes divergentes (dois ou mais loci diferentes). Essa
taxa esta de acordo com as taxas que foram encontradas em diversos estudos.
Um estudo com pacientes do Ira demonstrou a existéncia de infec¢cdes mistas
em 26,6% das amostras (Hajimiri et al., 2016); alguns paises da Asia e da
Africa apresentaram uma frequéncia de até 19% (Warren et al., 2004; Rigouts,
2006; Fang et al., 2008; Mokrousov et al., 2009; Dickman et al.,, 2010). Em

Malawi e Taiwan, as taxas foram de 2,8% e 11,3% de infec¢cdes mistas,
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respectivamente (Huang et al., 2010; Mallard et al., 2010). No Quirguistdo
foram detectados 13,7% dos pacientes com tuberculose com infecgbes mistas
(Mokrousov et al., 2009). No Vietna a prevaléncia foi de 3,1% (Huyen et al.,
2012), enquanto para a Africa do Sul e Uganda, as taxas foram de 9% e 7%
respectivamente (Dickman et al., 2010; Navarro et al., 2011). Esses resultados
reforcam a linha de que cenarios onde as cargas da doenca sdo maiores
favorecem a ocorréncia das infec¢cdes mistas, e o Brasil € um dos 30 paises

com as maiores cargas de tuberculose (WHO, 2019).

Alguns autores buscaram associar a presenca da infeccdo mista a
alguma linhagem ou familia especifica. Hanekom et al. (2013) indicaram as
familias Beijing (linhagem 2) e H (Harleem, linhagem 4) como mais provaveis
de ocorrerem em infec¢cbes mistas, sugerindo, ainda, que possa existir uma

adaptacao de determinadas estirpes as populacdes que costumam infectar.

Huang et al (2010) ndo apenas avaliaram as infecgcdes mistas como
apontaram que estas influenciam nos perfis de suscetibilidade, onde a
presenca de infeccdo mista (Beijing + ndo-Beijing) estava mais associada a
presenca de pelo menos uma resisténcia — incluindo MDR, enquanto estirpes
puras da familia Beijing estavam mais associadas aos casos unicamente MDR,
e estirpes puras nao-Beijing apresentavam maior frequéncia de suscetibilidade.

Como pode ser verificado no anexo |, 33 infeccBes mistas identificadas
nesse estudo pertencem a linhagem 4 e uma EAI (linhagem 1), e apenas 3
destas apresentaram resisténcia no TSA (1 MDR, 1 RIF e 1 STP), essas
dltimas pertencem a familia LAM. Essa proporcdo de mistura associada a
linhagem 4 era esperada por conta do numero de isolados pertencentes a
mesma e principalmente da familia LAM. Portanto, apesar do grande namero
de LAM9 (SIT42) compondo infecgbes mistas, 0 numero de amostras deste
estudo € um fator limitante para essa associacdo. Entretanto, foi possivel
observar uma taxa proporcional de mais do que o dobro de infec¢cbes puras
resistentes do que infec¢cdes mistas com esse perfil (20,4% para os isolados

puros e 8% para 0s mistos).

Ainda com base nos resultados de MIRU-VNTR, buscamos investigar
mais profundamente essas infec¢des mistas, através da definicdo do que seria

o isolado majoritario e o minoritario. Partimos do ponto em que aquele que
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estaria em maior concentracdo na amostra apresentaria uma amplificacédo
maior e, consequentemente, um pico mais alto nas analises para todos o0s
alelos de cada amostra. Como pode ser visto na figura 4.6, a maior parte dos
isolados foi disposta préxima aos seus pares, como é de se esperar em um
cenario com endemia tipica de determinadas familias. Entretanto, as distancias
dos isolados das amostras 331 e 333 foram suficientes para que estes fossem
dispostos em bragos diferentes e distantes das &rvores, sugerindo que existe
uma relacdo mais dinamica entre as estirpes e a ocorréncia de infeccdo mista

por isolados de diferentes estirpes.

Foi feita uma analise por similaridade a fim de verificar se esses isolados
se diferenciavam a ponto de pertencerem a familias, subfamilias ou mesmo
linhagens diferentes. Apenas a amostra 331 apresentou uma diferenca
significativa, pois a majoritaria possui o perfil LAM, e a minoritaria possui a
mesma similaridade para duas subfamilias distintas, LAM e H, sugerindo uma
infeccdo por pelo menos 3 isolados ou algum conflito na classificagao.
Chaterjee & Mistry (2013) relataram um caso similar, em que uma infeccéo
mista seria a responsavel por um conflito na classificacdo, com subfamilias
caracterizadas por esses perfis mistos corroborando o nosso resultado, pois a
amostra 331 apresentou um perfil de spoligotyping néo registrado no banco de
dados, enquanto a amostra 333, nesta divisdo, apresentou perfil LAM para

ambas.

Durante a identificagcdo das amostras por spoligotyping, 22 amostras
apresentaram perfis nao identificaveis no SITVIT2, portanto utilizamos os
resultados de MIRU-VNTR para ampliar a resolucdo de sua identificacao.
Atraveés da andlise por similaridade e construgdo de uma arvore NJ (anexo Il),
foi possivel inferir que 13 isolados podem fazer parte da cadeia evolutiva da
familia LAM, enquanto outras foram aproximadas de estirpes identificadas
como Ugandal, Beijing, H e Cameroon. Esse resultado indica que é preciso
levar em consideracdo a evolugcdo das estirpes pertencentes as familias
endémicas. Além disso, sugere que na circulagdo de outras estirpes com baixa
predominéancia no Brasil, estas podem apresentar variagbes em suas taxas
evolutivas ao ponto de seus perfis de spoligotyping serem alterados e néo

identificaveis.
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Utilizamos os perfis de spoligotyping para investigar a dinamica das
populacdes de M. tuberculosis nesses pacientes. Obtivemos mais de uma
amostra para 22 pacientes, em momentos diferentes. Destes pacientes, nove
apresentaram diferencas de SIT entre suas amostras (tabela 4.6), sendo cinco
com a auséncia de um ou mais espacadores da DR numa amostra coletada em
um segundo ou terceiro momento, em relagdo a primeira amostra coletada
desse paciente. O oposto também ocorreu, ou seja, a segunda ou terceira
amostra do paciente com a presenca de um ou mais espacadores em relacédo a
primeira amostra. Entdo, é possivel inferir alguns cenarios, baseados no que
sugere a literatura em relacdo a infeccdes mistas (Mclvor et al., 2017; Ley et
al., 2019):

Para as amostras que “perderam” espacgadores, (1) isto poderia ser
devido a uma microevolucdo dentro do hospedeiro ou (2) devido a uma cadeia
de infeccdo onde os eventos aconteceram dentro de uma populacao restrita ou
(3) por uma superinfeccdo com ambos os perfis onde houve selecdo durante a
coleta do escarro (ou durante o cultivo). Quanto as amostras que “ganharam”
espacadores, (1) reinfeccdo por outro isolado ou (2) recidiva de uma infeccao
anterior ou (3) superinfeccdo com ambos os perfis e, consequentemente,

selecéo na coleta e/ou cultivo.

Apesar da existéncia da infeccdo mista por M. tuberculosis ser aceita de
modo geral (Alonso et al., 2012; Chatterjee & Mistry, 2013; Bidovec-Stojkovic et
al., 2014), estudos abrangentes sobre seu impacto no tratamento ainda sao
raros. Infeccdes policlonais de M. tuberculosis podem ter impacto negativo no
TSA tanto por métodos fenotipicos quanto genotipicos (Zheng et al., 2012;
Zetola et al., 2014). Isto representa um outro problema para o diagnostico e
tratamento de pacientes com TB, cuja heterorresisténcia € mais dificil de
detectar pelo método TSA tipico (Hofmann-Thiel et al., 2014).

Ao analisar os dados de spoligotyping, TSA e fita Hain dessas amostras
(tabela 4.6), foi possivel observar que todas as diferencas de resisténcia desta
amostragem estavam presentes entre 0s pacientes que nao apresentaram
diferencas nos perfis de spoligotyping de suas amostras. Entretanto, cabe
ressaltar que isolados de dois pacientes que inicialmente foram sensiveis no

TSA e que foram confirmados como resistentes em um segundo momento,
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foram os mesmos que contiveram discrepancia entre o TSA e a fita Hain, com
essa Ultima ndo detectando mutagBes associadas a resisténcia, o que reforca a

ocorréncia de resisténcia sem a presenca das mutagdes ja caracterizadas.

Por conta da n&o associagdo dos resultados de spoligotyping com
heterorresisténcia, investigamos se a os perfis de MIRU-VNTR, sugerindo
infeccdo mista ou apenas a diferenca de alelos entre os isolados do mesmo
paciente, poderiam servir de indicadores. Entre 0s cinco pacientes que
apresentaram discrepancias de resisténcia em suas amostras, apenas o
paciente 6 apresentou infeccdo monoclonal pelo MIRU-VNTR, enquanto os
outros quatro pacientes nao apresentaram infec¢cdes mistas, apenas diferencas
entre os alelos. O caso com a maior diferenga foi o do paciente 4 que continha
14 loci diferentes. Os isolados desse paciente demonstraram a presenca de
resisténcia a SIRE no primeiro momento, sensibilidade a estreptomicina na
segunda coleta e, novamente, perfil SIRE. Isso pode sugerir tanto uma
competicdo entre esses isolados heterorresistentes quanto a selecdo pelos

métodos de analise.

Ainda temos o exemplo do paciente 7, cujos dois primeiros isolados
possuiam perfil suscetivel no TSA e sem diferenca nos MIRU; o dltimo isolado,
porém, continha um locus diferente dos outros dois e resisténcia a dois
antimicrobianos, etambutol e estreptomicina. Esse resultado sugere uma
microevolucao que levou ao surgimento da resisténcia. Outro cenario foi visto
com o paciente 13, que previamente era resistente a estreptomicina e, depois,
com trés alelos diferentes, totalmente suscetivel, esse evento estaria associado

a uma reinfeccao por outra estirpe.

A avaliagdo de infec¢cbes mistas € importante por diversas razdes:
diagnoéstico acurado da doenca, tratamento efetivo dos pacientes e controle
populacional da tuberculose (Cohen et al, 2012); estes tipos de infec¢bes terdo
mais impacto caso haja perfis de heterorresisténcia (Hajimiri et al., 2016).
Deste modo, a dindmica das infec¢cdes mistas e microevolugcdo pode implicar
em resultados discordantes entre TSA fenotipico e genotipico, mudanca de
perfis de resisténcia e suscetibilidade e heterorresisténcia se mostrando ser

ainda mais complexa do que mostra a literatura.
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Evidéncias de infeccdo mista em WGS

A inovagao do sequenciamento de genoma completo (WGS) trouxe
desenvolvimentos significativos ao nosso entendimento das dinamicas de
doencas bacterianas, incluindo a transmissao de patdégenos e a dispersédo de

resisténcia aos antimicrobianos.

Abordagens baseadas em WGS estdo deixando de ser utilizadas
exclusivamente em laboratérios de pesquisa, passando para o atendimento
clinico e outras aplicacdes de saude publica, ainda que esse processo esteja
em um ritmo baseado na reducé&o do custo dos aparelhos e das reacdes. A
OMS j4 estd utilizando o WGS para a vigilancia de resisténcia aos
antimicrobianos (Zignol et al., 2018) e uma avaliacdo das tecnologias de
sequenciamento para a rotina de TSA genotipico esta programada (WHO,
2018).

As analises genbmicas mapeiam, a partir da referéncia, variantes como
SNPs e insercfes ou delecbes. Assim, com base nas variantes detectadas,
pode-se inferir resisténcia aos antimicrobianos, genotipagem, etc. Entretanto,
essas analises de variantes podem identificar mais de um alelo em um Unico
locus, resultando em uma chamada de base heterozigota em genomas
bacterianos haploides. Estas chamadas heterozigotas ou SNPs mistos podem
ser biologicamente relevantes e indicar a presenca de infec¢cdo mista (Mallard
et al., 2010; Cohen et al., 2012; Eyre et al., 2013).

Dado que o M. tuberculosis € haploide, a existéncia de um amplo
namero de variantes heterozigotas de alta qualidade pode sugerir infeccao
mista (Guerra-Assuncéo et al., 2015). Por exemplo, Koser et al. identificaram
209 SNVs de um cultivo prévio e proveniente de um paciente que estava
infectado com dois isolados Beijing relativamente distantes (Koser et al., 2013).
Chan e colaboradores aplicaram analises metagenémicas a uma amostra de
mumia de 215 anos e identificaram 398 SNVs heterozigotos depois de mapear
os dados de sequenciamento em relacdo ao genoma de H37rv, 0 que sugere
que o individuo estava com infeccdo mista de M. tuberculosis (Chan et al.,
2013).
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Entretanto, devido a interferéncia de erros de sequenciamento, a
chamada de bases heterozigotas de alta qualidade normalmente precisa de
grande abundancia do isolado minoritario (>30%) na infeccdo mista (Koser et
al., 2013; Guerra-Assuncao et al., 2015). Além disso, através dos métodos que
eram utilizados até entdo, apenas infeccbfes mistas causadas por isolados
relativamente distantes (isso €, com diferenca genémica >100 SNVs) poderiam
ser detectadas de forma inequivoca por estes métodos. Quando apenas um
pequeno numero de SNVs é detectado, a acuracia sera menor em afirmar que
sua heterogeneidade é causada por isolados mistos ou microevolucdo apoés a

infeccdo (Guerra-Assuncéo et al., 2015).

Abordagens filogenéticas que utilizavam SNPs heterogéneos para criar
ramificacfes divergentes nas sequéncias dos genomas e, assim, diferenciar
dois ou mais genomas, foram bem-sucedidas em detectar infeccdo mista na
tuberculose (Gan et al., 2016), apesar deste método poder ser limitado pela

robustez da &rvore evolutiva e pela reconstrugédo do ancestral.

Levando tudo isso em consideracdo, utilizamos dados de WGS para
investigar a frequéncia das infeccfes mistas a partir de populacdes distintas. A
primeira andlise foi a respeito de genomas publicados por Feliciano et al (2018)
em um trabalho que demonstrou a divergéncia entre o TSA fenotipico e
genotipico (figura 4.7). Os proprios autores sugeriram a possiblidade de uma
infeccdo mista como um dos fatores que poderiam estar influenciando esses

resultados.

Sendo assim, ap0s submetemos esses genomas ao MixedInfectR,
obtivemos 80% (24/30) das amostras com infeccdo mista, tendo a média de
174,6 SNPs heterozigotos (96-992) (tabela 4.7). Gan et al (2016) encontraram
proporcdes similares em suas analises para chamadas heterozigotas com a
média de 222 SNPs (61-625) e Sobkowiak et al (2018) encontraram de 6 a 609

chamadas heterozigotas.

O estudo que desenvolveu o método utilizado nesse trabalho analisou
1963 amostras e encontrou 9,9% de infecgdo mista no Malawi (Sobkowiak et
al., 2018). Em diversos paises foram encontradas altas taxas de infeccéo
mista, como por exemplo de 57,1% no Uzbequistdo (Hofmann-Thiel et al.,
2009), taxas de 55,3% - 55,95% no Ird (Farmanfarmaei et al., 2017; Kamakoli

91



et al., 2017; Sadegh et al., 2017) e 29,4% na Africa do Sul (Cohen et al., 2016);
esses resultados, porém, foram baseados em MIRU-VNTR-24 locus. Devido ao
fato de que essas técnicas sdo mais indicadas para diferenciar isolados
relativamente mais distantes (de Boer et al., 2000), é provavel que as taxas de

infeccdo mista sejam maiores do que foram descritas.

Dentre os 30 genomas (figura 4.7), 14 apresentaram perfil fenotipico
MDR/XDR; destas, 64,3% (9/14) com infeccdo mista e seis das oito
discrepancias também foram mistas (tabela 4.8). Esses resultados estdo de
acordo com o0 que mostraram outros trabalhos, que associaram infeccdo mista
a resisténcia e divergéncia de resultados (Cohen et al., 2012; Zheng et al.,
2012; Zetola et al., 2014; Hajimiri et al., 2016).
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Genomas exclusivamente do Brasil

Devidos aos resultados obtidos nas analises dos 30 genomas na secao
anterior, definimos uma amostragem maior e com genomas que ja estavamos
analisando, desde a execucdo do TSA as analises de SNPs relacionados a
resisténcia, no intuito de verificar se as taxas de infeccdo mista e seu padréo se

mantém.

Inicialmente, genotipamos esses genomas utilizando TB-profile e a
relacdo pode ser vista na figura 4.8. Como era esperado, todos pertencem a
linhagem 4, que € a predominante no Brasil (Stucki et al., 2016; Brites &
Gagneux, 2017) com grande representacao das sublinhagens 4.1 (X e H) e 4.3
(LAM), enquanto as outras sublinhagens (4.4, 4.7, 4.8 e 4.9) pertencem a
superfamilia T e suas divisfes, o que esta de acordo com a literatura (Gomes
et al., 2012).

Em seguida, analisamos, por meio de Mykrobe TB, os SNPs associados
a resisténcia aos antimicrobianos para sua comparacdo com o fendtipo. Este
resultado pode ser visto na tabela 4.10, a qual mostra que a analise do
gendtipo ndo correspondeu ao resultado de TSA, com menor sensibilidade em
relacdo a MDR e INH e menor especificidade a RIF. Resultados similares foram
vistos por Feliciano et al (2018), diferentemente de Coll et al (2015) que
encontraram alta sensibilidade e especificidade, bem como Walker et al (2015),
gue sugere gue € necessaria uma relacdo completa dos determinantes de
resisténcia, ou seja, um mapeamento completo das mutagbes. Esses
resultados podem estar relacionados a heterorresisténcia ou mutacoes

diferentes conferindo resisténcia.

A maioria dos isolados resistentes a rifampicina (51,4%) apresentou
mutacdes no gene rpoB, cuja mutacdo mais frequente foi S450L como
demonstrado em outros estudos (Ramaswamy & Musser, 1998; Brossier et al.,
2017; Feliciano et al., 2018). Apesar da base molecular da resisténcia a
isoniazida ser mais complexa, a mutacdo S315 no gene KatG foi a mais
encontrada (58,1%), como relatado na literatura, incluindo outro estudo no
Brasil (Bollela et al., 2016, Feliciano et al., 2018)
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Seis genomas apresentaram mutacdes que conferem o perfil XDR, mas
esses isolados n&o continham informagdo sobre antimicrobianos de segunda
linha no TSA, mas sim MDR ou MDR mais alguma resisténcia. Isso pode ser
devido a limitacdo do TSA, por ter sido executado apenas para cinco
antimicrobianos (outros estdo em andamento) ou verdadeira divergéncia entre
os testes. De qualquer modo, quatro desses genomas foram definidos como
infeccdo mista (anexo 1ll) e também foram identificadas mutagBes divergentes
entre os programas (quadro 4.2), o que reforca a evidéncia de infeccdo mista,
mas precisa ser visto com cuidado por conta das diferencas de analises feitas

por esses programas, sendo necessaria a utilizacao de critérios bem definidos.

Foi vista uma alta frequéncia de MDR entre as linhagens 4.1 (43%,
13/30) e 4.3 (30,8%, 12/39) (figura 4.9), o que é preocupante, dado que essas
sao as linhagens mais comuns circulantes no pais. Apesar da literatura mostrar
que a linhagem 2 estd mais associada a maior viruléncia e o surgimento de
resisténcia do que a linhagem 4 (Borrell & Trauner, 2017), a ocorréncia das

infeccbes mistas pode influenciar nesses resultados.

Uma alta taxa de infeccdo mista (81,8%) também foi vista nessa
amostragem (figura 4.11), em especial entre as linhagens mais frequentes
desse estudo, 4.1 (83,3%, 25/30) e 4.3 (82,1%, 32/39), perfil similar ao que foi

visto nos resultados anteriores (tabela 4.8) e que ja foram discutidos acima.

Apesar das divergéncias entre os TSA fenotipico e genotipico, ndo foi
possivel observar diferencas na proporcdo da ocorréncia de infeccdo mista
(figura 4.12).

De acordo com a andlise do nimero de isolados em uma amostra
(figura 4.13), a linhagem 4.1 estava relacionada com a frequéncia de dois
isolados por amostra, enquanto a linhagem 4.3 apresentou frequéncias
similares para dois e trés isolados. Esse resultado traz uma nova informagéo
para a dindmica da infec¢do, sugerindo, apesar da necessidade em ampliar
essa investigacdo, que fatores associados a linhagem podem influenciar em
sua capacidade de competir com outras estirpes ou linhagens dentro do

hospedeiro.
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Foi vista uma relacdo maior das infeccbes mistas nos genomas com
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, com pouco mais de 56% tanto
para o teste genotipico quanto fenotipico para os genomas com dois isolados e
mais de 34% para 0s genomas com trés isolados, enquanto os genomas com

apenas um isolado totalizaram pouco mais de 7% das amostras suscetiveis.

Ao analisar apenas 0s genomas com perfis de resisténcia, o padréo se
manteve, dentre os genomas puros 81% apresentaram resisténcia enquanto
entre os genomas com dois e trés isolados foram observadas frequéncias de

53% e 34%, respectivamente.

Esses dois Ultimos resultados, diferentemente do que esperado,
relacionaram infecgcbes mistas com perfil de suscetibilidade e infeccdo pura

com perfil de resisténcia.

95



6 . CONCLUSOES

Essa foi a primeira caracterizagdo de isolados de M. tuberculosis
provenientes das populagbes geral e carceraria de Rondbénia com a
combinacdo de spoligotyping e MIRU-VNTR. Essa classificacdo filogenética
demonstrou uma composicdo genética bacteriana com predominancia das
familias LAM, X, H e T; com particularidades a serem mencionadas. Foi
observada a frequéncia de 11,6% das familias X, genétipo de baixa frequéncia
no Brasil e dois isolados de Ural-1, incomum e associado, na literatura, com a

resisténcia aos antimicrobianos.

Em relacdo a populacéo carceréria, foi verificada a presenca de isolados
de M. tuberculosis que apresentavam 0s mesmos genotipos detectados na
populacao geral, indicando cadeias de transmissao compartilhadas. Entretanto,
a presenca de subfamilias especificas exclusivamente na populacdo carceraria,
sugere a presenca também de uma cadeia de transmissdo independente da
populacdo geral. Vale destacar, no entanto, que a obtencdo das datas das
coletas seria importante para reforgcar essa concluséo.

Foram descritos novos perfis observados pela primeira vez, ampliando o
conhecimento sobre a diversidade dos isolados circulantes nesta regido do
Brasil. Além disso, apesar das limitacdes deste estudo, esses dados reforcam a
importancia do uso de andlises moleculares a fim de acompanhar a distribuicao
e dispersdo das familias circulantes entre as populacdes no intuito de buscar
também a distribuicbes que podem estar relacionadas com os genétipos, como

perfis de resisténcia.

O uso do MIRU-VNTR para a deteccéo de infeccbes mistas foi satisfatorio
permitiu identificar que 19,3 % dos pacientes sofreu de infec¢cdo mista.
Permitindo algumas conclusbes em relacdo, principalmente, as amostras
provenientes do mesmo paciente, como as amostras 331 e 333 confirmaram,
atraves da distancia evolutiva, a infeccdo mista por isolados distintos. Amostras
coletadas em diferentes momentos de nove pacientes apresentaram diferengas
nas familias genotipadas. Das 33 infeccbes mistas, apenas trés apresentaram
alguma resisténcia no TSA. Esses dados evidenciam que existe diversidade

populacional de M. tuberculosis dentro de cada paciente e a presenca de
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infeccdo mista ndo teve relacdo com resisténcia nessa coorte de Rondoénia.
Entretanto, ampliar a amostragem e definir um namero maior de amostras por

pacientes seria necessario para uma melhor compreenséao dessa dinamica.

Quando analisamos o perfil de resisténcia aos antimicrobianos da
presente populacdo de estudo, observamos que a taxa de resisténcia a pelo
menos um medicamento foi de 12,7%, sendo 4,8% MDR. Entretanto, nao foram
detectados casos MDR ou com monorresisténcia a isoniazida ou rifampicina
nas unidades prisionais, sugerindo que existe uma relacdo da dispersdo de
clones resistentes com a transmissao entre a populacdo geral nesta coorte.
Identificar a dinAmica de dispersao € importante para acompanhar esses casos
e verificar e tratar os contatos de modo a controlar e eliminar a disperséo

desses isolados resistentes.

Houve mudanca no perfil TSA dos pacientes ao passar do tempo, tanto
para resistente (trés casos) quanto sensivel (dois casos), sugerindo que
processos microevolutivos podem estar associados ao surgimento de
resisténcia, principalmente, ao etambutol e a estreptomicina. Além disso,
pacientes com divergéncia de l6ci entre duas ou mais amostras apresentaram
diferencas no TSA, sugerindo heterorresisténcia. A capacidade de identificar a
presenca de heterorresisténcia pode representar uma melhora no tratamento
ao se identificar um possivel isolado resistente, evitando sua proliferacdo no

paciente e, consequente, dispersao entre os contatos do mesmo.

Em conjunto com dados da anélise dos genomas, ainda concluimos que
dentre 88 genomas do Brasil houve predominéancia das sublinhagens 4.1 e 4.3,
com a frequéncia de MDR nestas duas linhagens de 43% e 30,8%,
respectivamente. Ainda que esses resultados tenham apresentado dados
interessantes é recomendado aumentar a amostragem para uma analise mais

compreensiva.

Andlises de WGS demonstraram 80% de infeccdo mista e linhagens 4.1 e
4.3 com a respectivas taxas de infeccdo mista de 83,3% e 82,1%. A infeccao
mista na coorte Brasil-Mocambique (30 genomas publicados por Feliciano et
al., 2018) foi associada aos casos MDR/XDR (64,3%), oposto ao restante do
estudo, pois entre a coorte de 88 genomas exclusivamente brasileiros nao

houve associacdo entre infeccdo mista e divergéncias de TSA, entretanto,
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houve maior taxa de infeccdo mista nos casos suscetiveis. A divergéncia entre
TSA fenotipico e genotipico foi vista em uma frequéncia de 64,3% em conjunto
com infeccdo mista na populacdo Brasil-Mogcambique; sendo que este
fenbmeno ocorreu também principalmente entre MDR e monoINH. Por fim,
infeccbes mistas ocorreram com maior frequéncia entre divergéncia MDR
(fendtipo) x XDR (gendtipo), sugerindo que a presenca da infecgdo mista pode

ter importancia clinica de acordo com a populagéo.
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