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RESUMO

Pereira, M.A.S.Deteccédo rapida da tuberculose multirresistente por método molecular.
Dissertacdo de Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas do
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas- Rio de Janeiro 2020.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a tuberculose € classificada como
tuberculose droga resistente (TB-DR) quando o isolado de Mycobacterium tuberculosis
(MTB) apresenta resisténcia a qualquer um dos farmacos testados e tuberculose
multirresistente (TB-MDR) quando o isolado do MTB apresenta resisténcia a, pelo menos,
isoniazida (INH) e rifampicina (RIF) simultaneamente. A resisténcia a RIF tem sido associada
a mutacOes no gene rpoB (cddons 531, 526 e 516) e a resisténcia a INH tém sido relacionadas
aos genes katG, inhA, ahpCe kasA, sendo a mutacdo no cdédon 315 do gene katG, a mais
citada para resisténcia a este farmaco. Neste contexto, métodos moleculares tém sido
propostos para a deteccdo de mutacbes génicas em isolados de MTB que possam estar
associadas a resisténcia aos farmacos RIF e INH a fim de agilizar o diagndstico da TB-DR e
intervir na cadeia de transmissdo da doenca. O presente estudo avaliou o desempenho da PCR
multiplex alelo especifico (MAS-PCR) na detec¢do de TB-DR e TB-MDR. A metodologia,
MAS-PCR teve como alvos os genes rpoB, katG e inhA-15. Os resultados foram comparados
com o método fenotipico e genotipico “padrdo ouro” TSA-MGIT960 e Sequenciamento de
DNA respectivamente. A MAS-PCR foi capaz de detectar a resisténcia génica em 95,4% dos
casos investigados. A concordancia entre os métodos molecular foram avaliadas utilizando o
software. “R” versao 3.6. Nossos resultados demonstram que a técnica, MAS-PCR pode ser

uma boa ferramenta de triagem para a deteccdo da TB-DR e TB-MDR.

Palavras-Chave: Mycobacterium Tuberculosis Multirresistente. Tuberculose resistente.
MAS-PCR.



ABSTRACT
Pereira, M.A.S. Rapid detection of multiresistant tuberculosis by molecular
method.Professional Master's Dissertation in Clinical Research in Infectious Diseases of the

National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas - Rio de Janeiro 2020.

According to the World Health Organization (WHO) tuberculosis (TB) is classified as drug-
resistant tuberculosis (TB-DR) when Mycobacterium tuberculosis (MTB) isolate is resistant
to any of the multidrug-resistant TB drugs. (MDR-TB) when the MTB isolate is resistant to,
at least, isoniazid (INH) and rifampicin (RIF) simultaneously. Resistance to RIF has been
linked to mutations in rpoBgene (codons 531, 526 and 516). For INH, resistance-associated
mutations have been reported in the katG, inhA, ahpC, and kasA genes, with the mutation at
codon 315 of the katG gene being the most frequent. In this context, molecular methods have
been proposed for the detection of gene mutations in MTB isolates that may be associated
with drug resistance in order to expedite the diagnosis of TB-DR and to intervene in the
MDR-TB transmission chain. The present study evaluated the performance of allele-specific
multiplex PCR (MAS-PCR) in detecting TB-DR and TB-MDR. The MAS-PCR methodology
applied in this study targeted rpoB, katG and inhA-15 genes. Results were compared with the
phenotypic and genotypic “gold standard” method TSA-MGIT960 and DNA sequencing
respectively. MAS-PCR was able to detect gene resistance in 95.4% of the investigated cases.
Agreement between the methods was evaluated using software "R" Our results demonstrate
that the MAS-PCR technique can be a good screening tool for TB-DR and MDR-TB

detection.

Key-words: Mycobacterium Tuberculosis Resistant. Resistant tuberculosis. MAS-PCR.



Figura 1

Figura 2

Esquemal
A, BeC

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DEFIGURAS

Mecanismo de acao dos principais farmacos utilizados no tratamento da
EUDBICUIOS. .....cveece ettt reenaeneas 27
Apresentacdo online do software do Sistema de Gerenciamento do Ambiente
Laboratorial (GAL)......oui it 47
Localizacao de ligacdo dos primers utilizados no MAS-PCR ao sitio alvo do
genes rpoB (A), katG(B) e regido promotora inhA-15 (C) do M.

TUDBICUIOSIS. ...ttt enneenne e 55
Eletroforese em gel de agarose 2% dos padroes alelos especificos “WT” e
“Mutado” ODSEIVAUO........cieiiiiieiie e 56
Frequéncia das mutacOes detectadas pelo sequenciamento nos cédons

531,526 e 516 do gene rpoB entre os 122 isolados investigados nesse

31 (0o 0TSRRI 61
Frequéncia das mutacBes detectadas no cddon 315 do gene katG e Mab-

InhA-15 dos 122 isolados analisados NOS €StUAOS. .......eveeeeeeeeeeeeeeeee e e 61



Quadrol

Quadro 2

Quadro 3

Quadro 4

Quadro 5

Quadro 6

Quadro 7

Quadro 8

Quadro 9

Quadro 10

Quadro 11

Quadro 12

Quadrol3

LISTA DE QUADROS

Frequéncia dos mutantes do Mycobacterium tuberculosisnaturalmente
resistente aos fArmacos em meio de cultura solidos Lowenstein-Jensen..... 28
Principais estudos que propde o MAS-PCR como uma boa ferramenta de
diagnostico da Tuberbulose resistente, multirresistern e extensivamente
S K (=] 01T PSPPSR PRRITIN 40
Principais estudos que contribuiram para o conhecimento das bases
moleculares da resisténcia do Mycobacterium Tuberculosis....................... 42
Principais estudos nacionais que contribuiram para a caracterizacao e
frequéncia das principais mutacGes associadas a resisténcia do
Mycobacterium tuberculosis a Rifampicina e Isoniazida nos genes rpoB e
KatG, reSPECIVAMENTE........civveie ettt eas 43
Modelo de planilha do estoque do banco de cepas do laboratério do

Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga..........c.ccccceevevveiciicieccecee, 46
Iniciadores (Primers) para os gens alvos rpoB katG e mab-inhA utilizados

no sequenciamento de DNANESSE EStUAO. .......ccccveieerererieriereeiesee e eeeneens 50
Condic0es da reacdo da PCR Sequenciamento de DNA para 0s genes

alvos rpoB, katG, mab-iNhA ... 52
Primer utilizados no MAS-PCR para deteccdo de mutacGes nos

genesrpoB, kat Ge regido promotora inhA-15..........cccccveveviveve e 53
Condicdes de preparo da primeira etapa do Mix MAS-PCR para deteccédo

de multiplos Alelos especificos nos cédons rpoB531 e inhA-15................. 54
Condic0es de preparo da Segunda etapa para reacdo do Mix MAS-PCR

para deteccdo de multiplos Alelos especificos nos codons rpoB526,

FPOB516 € KAtG315..... .o 54
Parametros de amplificacdo dos multiplos alelos especificos (MAS-PCR). 55
(a, b, ¢):Tempo de execucéo das técnicas TSA-MGIT960R,

sequenciamento de DNA e MAS-PCR em 12 amostras..........ccccceevvevvenenne 69
Comparacao do custo, tempo médio de execucdo, interpretacdo e

liberagdo do resultado dos testes MGIT960, Sequenciamento e MAS-

PCR Para Uma @mMOSIIa. .......c.ceiuieieeiieeriee sttt st neee s 70



Tabela 1

Tabela 2

Tabela3

Tabela 4

Tabela s

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11
Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

LISTA DE TABELAS

Padrdo de resisténcia fenotipico aos farmacos Rifampicina e isoniazida

A0S 122 1SOMAUO0S. ...t e 59
Padrio fenotipico dos 115 isolados analisados pelo MGIT 960F.............. 60
Frequéncia das Mutacdes encontradas no presente estudo pelo

sequenciamento de DNA para os genes alvos rpoB, KatG e Mab-inhA-

1 TSRS 62
Frequéncia das mutagdes nos genes rpoB, katG e regido promotora
inhA-15 detectada pelo MAS-PCR..........c.cccveiiiie e 63
Comparacio do MAS-PC com o teste TSA-MGIT960%na deteccio
fenotipico da resisténcia aos farmacos RIF e INH...........cccccoveviiiieinnnns 64

Analise MAS-PCR comparado ao teste fenotipico TSA-

IMGITOB0......c.eeeieiecieieeee ettt ne st 64
Comparacao da MAS-PCR com o Sequenciamento de DNA na deteccéo
das mutacdes pontuais nos codons 531, 526 e 516 do gene rpoB............. 65
Comparagdo da MAS-PCR e Sequenciamento de DNA na determinagéo

das mutacdes no gene katG315 e na regido promotora inhA-15................ 68
Resumo do percentual de deteccdo do padrdo de resisténcia encontrado
entre as metodologias avaliadas nesse estudo (dos 122 isolados). 64
MAS-PCR na deteccéo dos casos de tuberculose monoresistente a

isoniazida (TB-mMono-INH).........ccccoiiiiiii e 67
MAS-PCR na deteccdo dos casos de TB-MDR..........cccccceevveviveieiiieieannns 68
Resultado da reavaliado visual dos 3 observadores, dos padrdes, MAS-
PCR “Mutados” e “WT” apos foto de gel de agarose.........coeevvvveivvreenne. 71
Comparacdo da leitura visual entre os 3 observadores dos 73 padrdes
IMAS-PCR ..ottt sttt st ne et ens 72

Grau categorico adotado para a concordancia dos padroes “WT” e

“Mutados” observados pelos 3 observadores no presente estudo.............. 72



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

A Adenina

Arn Asparagina

BAAR Bacilo Alcool Acido Resistente

BCG Bacilo de Calmet-Guerin

C Citosina

°C Grau Celsius

CDC Centers for Disease Controland Prevention

CRPHF Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga

DNA Acido desoxirribonucléico

DNAse Enzima catalisadora de &cido desoxirribonucléico
DNTp Desoxirribo nucleotideo trifosfatado
dATP Desoxiadenosinatrifosfato

dCTP Desoxicitosinatrifosfatado

dGTP Desoxiguanosinatrifosfatado

Dttp Desoxitimidinatrifosfatado

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
bem Etambutol

ENSP Escola Nacional de Saude Publica
FIOCRUZ Fundacao Oswaldo Cruz

G Guanina

Gln Glutamina

G Gramas

His Histidina

HCI Acido cloridrico

HIV Virus da imunodeficiéncia humana adquirida
INH Isoniazida

INI Instituto Nacional de Infectologia
katG Catalase-peroxidase

Leu Leucina

LJ Lowenstein-Jensen

MAS-PCR Reacdo em cadeia da Polimerase de Multiplos Alelos Especifico



Met
MDR
Mg
MgCl2
Min
MS
MTB
mL
mM
Ng
OMS
Pb
PCR
pH
PZA
Qsp

RIF
rpoB
gPCR

Ser

SM

Seg

T

B
TB-DR
TB-MDR
TB-XDR
TBE

Ter

Tris
Tris-HCI

Metionina

Resistente a multiplas drogas
Miligramas

Cloreto de Magnésio

Minuto

Ministério da Saude

Mycobacterium tuberculosis

Mililitros

Milimolar

Nanogramas

Organizacdo Mundial da Saude

Pares de bases

Reacdo em cadeia da polimerase
Potencial Hidrogenibnico
Pirazinamida

Quantidade suficiente para

Resistente

Rifampicina

Subunidade beta () da RNA polimerase
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real
Sensivel

Serina

Estreptomicina

Segundos

Timina

Tuberculose

Tuberculose Droga resistente
Tuberculose Resistente a Multiplasdrogas
Tuberculose extensivamente resistente
Tris-borato-EDTA

Treonina
Tris-hidroximetil-aminometano

Tris-hidroximetil-aminometano-Acido cloridrico



Taq

uv

2y
ML
MM

viv
Volts
WHO
XDR

Thermusaquaticus
Unidade

Ultravioleta
Micrograma

Microlitro (10°® Litro)
Micromolar (10°® Molar)
Micrémetro

Valina

Volume/volume
Voltagem

World Health Organization

Extensivamente resistente



2.1
2.2
221
2.2.2
2.2.3
224
2.3

24

2.5
2.6
2.6.1

26.1.1
26.1.2
2.6.1.3
26.1.4
2.6.15
2.6.2

26.2.1
2.6.2.2
2.6.2.2a
2.6.2.2b
2.6.2.2¢c
2.6.2.2d

SUMARIO

INTRODUGAO. ...
REVISAO DA LITERATURA E REFERENCIAL TEORICO

METODOLOGICO. ... ottt
Tuberculose resistente (Breve historia)...............covveiiiiiiiiniiiinnene,
Principais Farmacos antituberculose (anti-TB).......cccceeiiviiiiiieiininnn,
Rifampicina (RIF). ..o e e
Isoniazida (INH)..... ..o e,
PIrazinamida (PZA).......oonii e
Etambutol (EMB).......oieeiiii e

Mecanismo de acdo dos principais farmacos antituberculose (anti-

Mecanismos de resisténcia do Mycobacterium tuberculosis aos principais
FArmacos anti-TB..........ooit i e
A resisténcia aos farmacos anti-TB no Brasil..........ccccceiiieecnn,
Diagnostico da tuberculose resistente aos farmacos............ccccvevenennnnn..
Principais Métodos fenotipicos para deteccao da tuberculose

LS 1] 151 111
MEt0dO das PrOPOICOES. ......ueei ittt et e
Meétodo BacteCMGITR.......oiriii e
Método Microscopic Observation Direct Susceptibilly Assay (MODS)..........
MELOAO TSA O NItrAtASE. ...c.veveverieeieeieee e
Anélise da amplificacdo de micobacteridfagos..........ccceveviveveiieiieeie e
Principais Meétodos genotipicos ou moleculares para detec¢do da tuberculose
FESISTENTE ...ttt et et e e e e e e
Analise por soNda genEtiCa. .........ovvirieiiii e
Andlise da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)........ccccoceeeiiiiiiiii.
Sequenciamento dO DNA ... ...
PCR em tempo real (qQPCR)........c.oiiriiiii e
NESIEA-PCR. ...
PCR-MUILIPIEX. . ..o e,

27
30
32

33
33
33
34
35
35



2.7

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

4.10
411
4.12
4.13
4.14

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

5.6
5.7

Importancias de avaliar mutacg6es e sua frequéncia no diagndéstico da
tUDErCUlOSE FeSISTENTE. ... .ttt e
OBIETIVOS. ... e
OBJIETIVO GERAL ..ot
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... .ottt
METODOLOGIA. ...
Desenno dO eStUAO. ... ..vieie et e
AMOSTIAS. . .
BaANCO 08 CEPAS. .. ..eiitiiiti it et e
Plano de recrutamento..........oo.vuiiiiini i
Critérios de INClus@0o € EXCIUSA0............oooviiiiiii i
Extracdo de DNA a partir do estoque de CUltivo..........cccoceevieiieiininnn.
Eletroforese da extraco dODNA ... .. ..o e
Teste de Sensibilidade Fenotipico — TSA-MGIT 9690R........cccccceeeivinne..
Teste Genotipico para determinacao dos genes de resisténcia-
Sequenciamento de DNA . ... i e,
Teste Molecular dos Multiplos Alelos Especificos (MAS-PCR)..................
Analises retroativa do padréo de resisténcia fenotipica........c.cccceeennnnn...
Calculo do tempo de execuGao € CUSEO........ouvvininiiiiiiie e
Reanalise dos Padrdes MAS-PCR..........ccccoiiininiie s
ASPECEOS BLICOS. ... ettt
RESULTADOS. ... e e
Resultados do teste Fenotipico (MGITR 960)............c.oiiieviiiiieeenn,
Resultados do Teste Genotipico (Sequenciamento)........cccccecvivvinrennnnnnn.
Resultados do teste Molecular (MAS-PCR)...........ooiiiiiiiii e,
Comparacdo do MAS-PCR com o teste Fenotipico (TSA).........ccceveeeen.

Comparacdo do MAS-PCR com o teste Genotipico. (Sequenciamento de

Avaliacdo do Método, MAS-PCR.........cccceiieiiiese e
DISCUSSAOD . ...t
CONCLUSAO. ...
REFERENCIAS. ... o e

40
44
44
44
45
45
45
45
46
47
48
48
49

52
56
56
57
57
58
59
59
60
62
63



APENDICES. ... 109

TERMO DE CONFIABILIDADE .........oiiiiiiiiiiiie e 109
TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE COM A
PESQUISA . ..., 110
TERMO DE UTILIZACAO DE BANCO DE CEPAS..........oeevvvea. 112
JUSTIFICATIVA DA NECESSIDADE DO PARECER DA DISPENSA

DA ANALISE ETICA AO CEP/ENSP.......coviveiieeeeereseeesessesesesenssensanens 114
ANEXO . ... 117



19

1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa que afeta, prioritariamente, 0s
pulmdes, embora possa acometer outros 6rgdos e sistemas (BRASIL 2011%). E uma
doenca grave com fortes raizes sociais eainda estigmatizada (PORTO, 2007).

Desde 1993, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) considera a TB como uma
emergéncia mundial. A OMS afirma que, em 2016, 10,4 milhGes de pessoas adoeceram de
TB no mundo e cerca de 1,3 milhdes de pessoas morreram em decorréncia da doenga. O
coeficiente de incidéncia da TB global em 2017 foi de 34,8/100.000hab. (WHO, 2018).

No Brasil, o Ministério da Satde (MS) diz quem 2016 a taxa de 6bitos em decorréncia
da TB foi de 4.426 e que em 2017, foram registrados 69.569 casos novos da doenca
(BRASIL, 2018).

Segundo a OMS, uma das principais causas para 0 aumento global das taxas de TB
nas Ultimas décadas é acrescente resisténcia bacteriana e a demora no diagndstico da
tuberculose droga resistente (TB-DR) (WHO, 2010). Dos 8,7 milhdes de novos casos de TB
relatados no mundo, no periodo de 2010-2011, por exemplo, lamentavelmente, menos de
5% foram submetidos a um teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) (WHO, 2017).

Em termos de salde publica, no Brasil, a resisténcia aos farmacos anti-TButilizados
como primeira linha de tratamento (rifampicina[RIF], isoniazida[INH], pirazinamida[PZA]
e etambutol[EMB]) agrava a evolucdo dos sintomas da doenca, dificulta a cura e tem alto
custo para o Sistema Unico de Sadde (SUS). Nos casos de resisténcia aos farmacos de
segunda linha (amicacina[AM], ofloxacina[OFL], canamicina[KN] e capreomicina[CAP]), o
tratamento é mais complexo e mais prolongado, além disso, tém custo ainda mais alto para o
SUS, aumenta os efeitos adversos e quase sempre leva a 6bito (BRASIL, 2011?).

Sobretudo, infelizmente, o diagnostico tardio e a falta de recursos dos laboratérios
tém se mostrado o elo mais fraco para o desenvolvimento de um sistema confiavel de
vigilancia e controle das formas mais grave de tuberculose resistente aos farmacos (WHO,
20119).

O método para identificacdo da TB ainda hoje utilizado na maioria dos laboratérios
clinicos € a cultura em meio sélidoLowenstein—Jensen (LJ), tendo os resultados liberados em
um periodo que varia entre 90 a 120 dias. No final da década de 1990, o sistema
automatizado MB/BactecMGIT960R, com cultura em meio liquido, passou a ser considerado
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“padrao ouro” para o diagndstico da TB-DR, permitindo detectar bacilos resistentes aos
farmacos entre7 e 14 dias (BRASIL, 2005). Lamentavelmente no decorrer desse tempo, 0
paciente que apresentar TB-DR ainda continuara liberando formas microbianas resistentes
no ambiente, mesmo que esteja sendo tratado, com base no quadro clinico ou pela presenca
de um exame de baciloscopia de escarropositivo, 0 que em geral ocorre com a utilizagéo do
esquema basico de tratamento para TB (BRASIL, 2011%).

Essa situacdo nos leva a crer que avaliar a sensibilidade do Mycobacterium
tuberculosis (MTB) aos antimicrobianos constitui uma das tarefas mais importantes dos
laboratérios clinicos (WHO, 2012).

No Brasil, no ano de 2011, por exemplo, menos de 1% dos novos casos de TB e
apenas 6% dos casos de retratamento foram submetidos ao teste TSA (BRASIL, 2014). A
dificuldade de detectar precocemente e conter a transmissdao de casos de tuberculose
resistente aos farmacos sdo de maior gravidade no pais Além disso, o surgimento de casos
de tuberculose multirresistente (TB-MDR) que sdo resistentes aos dois principais farmacos
anti-TB (RIF e INH) vem também acarretando problemas em termos de controle, tratamento
e de medidas de saude publica (DALCOLMO, et al., 2007; KRITSKI, et al., 2010).

Em decorréncia desses fatos, o Brasil ocupa o 20°lugar entre os paises com maior
taxa de TB e vem contribuindo para o panorama atual da TB-DR que, segundo a OMS,
atingiu valores de aproximadamente, 4,8% da populacdo mundial infectada em 2017 (WHO,
2018).

Diante disso, considera-se globalmente que novas medidas devem ser tomadas para
conter o espalhamento da TB-DR e TB-MDR. Para a OMS umas dessas medidas incluem o
desenvolvimento de metodologias que permitam um diagnostico mais rapido e mais preciso
da TB-DR e TB-MDR (WHO, 2012).

Nas Gltimas décadas, técnicas baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
tém sido bastante promissoras, dentre elas o sistema Gene Xpert™vem se destacando. O
sistema Gene Xpert™ combina a preparagdo da amostra clinica direta do escarro com a
extracao do acido desoxirribonucléico (DNA), PCR em tempo real e a deteccdo de mutantes
resistentes a RIF em um Unico processo (HELB, etal., 2010). O teste fornece resultado em
menos de 2 horas (VAN RIE, A. et al., 2010).

Embora, esse sistema em demonstrando ser bastante eficaz no diagndstico da TB-
MDR apresenta a limitacdo de detectar resisténcia somente a RIF, além disso, 0

equipamento tem alto custo e a distribuicdo dos insumos (reagentes e cartuchos) ainda sao
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vinculadas exclusivamente as empresas que comercializam os kits (PINTO, et al., 2015;
LIMA et al., 2017).

Por este motivo, o desenvolvimento ou padronizacdo de técnicas moleculares mais
simples, sem a exigéncia de equipamentos e insumos de alto custo, e que detecte resisténcia
a multiplos farmacos tem sido considerados promissores porque podem contribuir para o
diagnostico rapido da TB-DR e TB-MDR. (IMPERIALE et al., 2011, YANG et al., 2005).

Diante desse cenario, na tentativa de agilizaro diagnéstico da TB-DR e TB-MDR, a
proposta do presente estudo foi avaliar uma metodologia molecular baseada em PCR-
Multiplex como ferramenta de diagnostico rapido da TB-DR e TB-MDR.

A técnica da PCR Multiplex Alelo Especifico (MAS-PCR) descrito por Mokrousov e
colaboradores em 2002, foi a nossa metodologia de escolha, por se tratar de uma técnica
considerada de baixo custo, menos laboriosa e que ndo utiliza equipamentos sofisticados em
comparagdo a outros metodos moleculares (IMPERIALE, 2011; YANG et al., 2005,
GRUPTA et al., 2013).
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2 REVISAO DA LITERATURA E REFERENCIAL TEORICO METODOLOGICO

2.1 Tuberculose resistente (Breve historia)

O surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e de cepas de
MTB resistenteaos farmacos anti-TB na década de 80f ez ressurgir o panorama da epidemia
da tuberculose no pais. No final do século XX, a TB passou a ser novamente percebida
como um grave problema de saude pablica em termos individuais e coletivos (ANTUNESet
al., 2000). Em 2017, o pais teve uma ocorréncia de 1.900 (Hum mil e novecentos) casos de
resisténcia a RIF/TB-DR entre os casos em tratamento da TB (BRASIL/MS/PNCT, 2018).

A OMS considera todo individuo portador de TB que apresente teste de
susceptibilidade revelando resisténcia bacilar para qualquer um dos farmacos anti-TB, como
tuberculose droga resistente (TB-DR). A resisténcia pode ser classificada como “resisténcia
primaria”, quando o paciente nunca foi tratado para TB e tem bacilos resistentes, ou
“resisténcia adquirida”, nesse caso, o individuo foi diagnosticado inicialmente com TB
sensivel e desenvolveu resisténcia ap0s exposicao aos medicamentos ou foi infectado ja com
bacilos resistentes e ndo foi detectado pelo TSA (WHO, 2006?).

A comunidade cientifica pressupBe que a resisténcia em isolados de MTB vem
ocorrendo, desde a introducdo dos medicamentos anti-TB, por pressao seletiva (TELENTI,
etal., 1993; HEIFETS; CANGELOSI, 1999).

Sobretudo, estudos também deixam claro que a resisténcia do MTB aos farmacos esta
associada a mutagOes pontuais, dele¢Ges ou insercdes no genoma do bacilo (SEKIGUCHI et
al., 2007) sendo elevada a taxa de mutacdo espontanea, inerente a cada medicamento
(KOCH; MIZRAHI; WARNER, 2014).

A gravidade daTB-DR primaria e adquirida é estabelecida de acordo com a resposta
ao tratamento. A resisténcia priméria aos farmacos de primeira-linha de tratamento (RIF,
INH, PZA e EMB), por exemplo, agrava a evolucao dos sintomas da doenca, ja a resisténcia
adquirida, em casos de contatos com paciente infectado com bacilo resistente, além de
dificultar o tratamento da doenca contribui para o espalhamento da tuberculose resistente
(BRASIL/MS/SVS, 2011).

A OMS define como TB-MDR todos os casos de TB causada por bacilo que
apresentar resisténcia & RIF e INH, associada ou ndo a outro farmaco. A tuberculose

extensamente resistente (TB-XDR), atualmente, € definida e caracterizada por ser causada
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por bacilo que apresente resisténcia & RIF e INH associada a resisténcia as fluoroquinolonas
e, pelo menos, um farmaco anti-TBinjetavel (CAP, KAN e AK), sendo considerada uma
forma mais grave da doenca (WHO 2008; CHIANG CY, 2010).

A verdade é que as causas e 0s mecanismos moleculares de resisténcia aos farmacos
anti-TB parecem ser bastante complexos e ndo muito bem definidos, apesar de estarem
sendo globalmente estudados (HISBELLO, 1999; ALMEIDA DA SILVA, 2011;
PALOMINO, 2011; SMITH et al., 2012). Isso nos leva a pensar na necessidade de
estratégias governamentais emergenciais para conter o espalhamento da TB-DR no Brasil.

De acordo com a OMS, para o pais atingir as metas de eliminagdo da TB-DR seréo
necessarios esforcos adicionais com o comprometimento das trés esferas do SUS-Municipal,
Estadual e Federal (WHO, 2006%).

2.2 Principais Farmacos antituberculose

Os principais farmacos anti-TB utilizados no esquema primario de tratamento
da TB s&o: Rifampicina, (RIF), Isoniazida (INH), Pirazinamida (PZA) e Emtabutol
(EMB).

2.2.1 Rifampicina

A RIF foi descoberta em 1957, a partir do cultivo de uma cepa do género
Streptomyces, que foi denominada de Streptomyces Mediterranei. Esta cepa foi isolada pela
primeira vez de culturas obtidas do solo de uma floresta de pinheiros perto de Nice, na
Franca, pelo Lepetit Research Laboratories (RIEDER, et al.,2002).

Além do efeito bactericida sobre as bactérias metabolicamente ativas, o farmaco
também possui uma acao esterilizante excelente frente as bactérias em estado de laténcia
(QUIROS-ROLDAN et al., 2001). Atua impedindo a transcricdo e traducdo do DNA do
MTB (SATO, et al., 2003).

A RIF é um farmaco muito efetivo no combate ao MTB e é um dos principais
quimioterapicos de primeira linha utilizados no tratamento da TB. Foi introduzida no
esquema terapéutico anti-TB a partir da década de 60. A dosagem diaria € de 600mg para

pacientes com 50kg ou mais, de 450mg para pacientes com menos de 50 kg, geralmente em
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uma Unica administracdo. Para criangas até 12 anos é de 10 — 15 mg/kg de peso corporeo
(recomenda-se ndo superar a dose diaria de 600mg). A RIF (substancia ativa) deve, em

geral, ser associado a outros tubérculostaticos. (SATO et al., 2003).

2.2.2 Isoniazida (INH).

A INH ou hidrazida do &cido isonicotinico &€ um farmaco efetivo contra a TB sendo
também um dos principais quimioterdpicos de primeira linha no tratamento. Apés sua
descoberta em 1912, foi potente agente contra MTB em 1952 (ROSSETI et al., 2002).

O farmaco é bacteriostatico para os bacilos com baixa multiplicacdo, mas é
bactericida para os microrganismos que se multiplicam rapidamente. Possui boa
absorcdo no sistema digestivo humano, podendo ocorrer significativa
metabolizacdo hepatica por acetilacdo na primeira passagem pelo figado.
Entretanto, diferencas no  metabolismo  hepéatico, como individuos
acetiladoresrapidos e lentos para o farmaco, sao descritos na literatura, sendo que
os individuos acetiladores lentos tendem a produzir mais manifestacbes de
hepatoxicidade ao farmaco do que os individuos acetiladores rapidos. Além disso,
a meia-vida da INH é de, aproximadamente, uma hora nosacetiladores rapidos e de
trés a cinco horas nosacetiladores lentos, elevando ainda mais a presenca de
hepatopatias. Quanto a duracédo da acao da INHno organismo esta é prolongada,
pois 0s niveis sanguineos exigidos para agir contra as microbactérias sdo muito
baixos, permitindo o uso de dose Unica diaria em dias alternados em casos de TB
(LUNA et al., 2001; TEIXEIRA, R. et al., 2011).

2.2.3 Pirazinamida (PZA)

A PZA é um analogo estrutural da nicotinamida e tem sido usada, nos ultimos 50
anos, no esquema primario de tratamento contra TB, juntamente com INH e RMP. Por sua
vez, a PZA, contribuiu para a reducdo do tempo de tratamento da TB de 12 para 6 meses. E
conhecida comercialmente como “Pirazinon” e tem grande influéncia no ataque de bacilos
semidormentes, destruindo a parede celular. Esse farmaco tem alta atividade em meios
acidos (pH=5,5), o que é caracteristico de focos inflamatérios de TB, onde, geralmente,
encontram-se esses bacilos (LIMA, C. H. S. et al., 2011).
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A atividade da PZA é altamente especifica contra MTB, apresentando pouco ou
nenhum efeito em outras microbactérias, incluindo Mycobacteriumbovis que demonstra um
alto nivel de resisténcia intrinseca a esse farmaco. Entretanto, a PZA deve ser combinada a
outros medicamentos para apresentar eficacia contra a TB, uma vez que o MTB pode
oferecer resisténcia a esses medicamentos e for utilizado de forma isolada (LIMA, C. H. S.
etal., 2011).

2.2.4 Etambutol (EMB)

O EMB, denominado quimicamente como dextro-etilenodiimino-di-1-butanol-
dihidroclorido,6 um antimicrobacterianosintético,amplamente empregado no esquema
priméario de tratamento da TB e outras microbactérias como o complexo Mycobacterium
aviume Mycobacterium kansasii. No tratamento da TB priméaria o0 EMB em combinacédo
com outros farmacos como isoniazida, rifampicina e pirazinamida é bastante eficaz
(YENDAPALLY, R. et al., 2008).

2.3 Mecanismo de acao dos principais farmacos antituberculose.

Os principais mecanismos de acdo dos farmacos utilizados no esquema basico de
tratamento da TB consistem na atuacdo na sintese da parede celular, na sintese de ATP e na
transcricdo e traducdo do DNA do MTB (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).

O mecanismo de acdo da RIF, por exemplo, é inibir a RNA-polimerase dependente
de DNA nas células procariéticas, porém nao nas eucariéticas (RIEDER, 2002). Isto ocorre
pela ligacdo da RIF & enzima RNA-polimerase, a qual forma um complexo farmaco
enzimatico estavel, inibindo a cadeia de formacédo da sintese de RNA mensageiro do MTB,
mais especificamente a subunidade beta dessa enzima (ZHANG; YEW, 2009).

O mecanismo de acdo da INHé mais complexo e ainda pouco entendido, o que se
sabe € que este farmaco € uma pro-droga e precisa ser ativada pela catalase—peroxidase
(KatG) do bacilo. No processo de ativacdo, aproteina KatG promove a remogdo de dois
elétrons da INHtornando-a um intermediario ativo. A forma ativa da droga inibe a atividade
das proteinas Enoil- (transportadora de acilreductase) (InhA) e a proteina B-cetoacil-

(transportadora de acilsintetase) (KasA), que participam na sintese dos &cidos micélicos da
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parede celular do MTB. Mais especificamente, a proteina codificada pelo gene inhA
estabelece uma ligacdo no seu local ativo com o NADH, utilizando-o como co-factor
(ZHANG; YEW, 2009). Por sua vez, a INH ativada liga-se covalentemente com o carbono 4
do NADH. O complexo InhA-NADH, na presenca de oxigénio e magnésio, inibe a sintese
de &cidos micolicos, que é um componente essencial para a formacdo da parede celular das
microbactérias (RATTAN; KALIA; AHMAD, 1998).

A INH também inibe a catalase-peroxidasemicrobacteriana (enzima de ativacdo da
INH) responsavel pela formacgdo da parede celular. Em outras palavras, a exposicdo a INH
leva a diminuicdo da quantidade de lipidios extraidos por metanol, tornando o MTB
suscetivel aos radicais de oxigénio e a outros fatores do meio, ocasionando a perda da
permeabilidade da parede celular do bacilo o que leva a sua morte (RATTAN; KALIA;
AHMAD, 1998).

A PZA ¢ considerada um pro-farmaco, visto que a PZA é convertida em 4&cido
pirazindico (POA) pela enzima bacteriana dependente de ferro conhecida como
pirazinamidase (PZAse). O POA promove a acidificacdo e a alteracdo do potencial de
membrana, o que induz a morte do bacilo. E um farmaco bastante eficaz, com alto poder
esterilizante e com a principal acdo em bacilos dormentes (LIMA, C. H. et al., 2011). A
respeito da acdo esterilizante do farmaco, estudos relatam que a PZA possui alta atividade in
vivo e pouca atividade in vitro. Acredita-se que esse comportamento seja atribuido ao
intenso processo inflamatorio que ocorre durante a infeccdo pelo MTB, que provoca
acidificacdo no local das lesdes (SALFINGER, M., 1988; ZHANG, Y., 2003; LIMA, C. H.
S., 2011).

O mecanismo de agdo do EMB ndo se conhece totalmente. Sabe-se que atua
diretamente sobre a sintese de arabinose do MTB, difunde-se na micobactéria e, ao que
parece, suprime a multiplicacdo do bacilo por interferir na sintese do RNA bacteriano.
Acredita-se que seu mecanismo de a¢do esta relacionado a inibicdo da incorporacgdo do &cido
micolico, essencial para a formacdo da parede das microbactérias (KHOO, K. H. et al.,
1996). E um farmaco considerado eficaz somente contra microbactérias que se dividem
ativamente. E rapidamente absorvido (75 a 80%) no trato gastrintestinal logo ap6s a sua
administracdo oral, distribui-se pela maioria dos tecidos e liquidos e é eliminado por via
renal, 80% é excretado em 24 horas (SOINI, H. et al., 2001). A figura 1 ilustra 0 mecanismo

de acdo dos principais farmacos anti_TB.
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Figura 1: Mecanismo de acdo dos principais farmacos utilizados no tratamento

datuberculose.
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Fonte: Adaptado de NIAID (National Institute of Allergy and Infeccious Diseases). Google
imagem//htt:www.google.imagem.com.br/mecanismodeacaofarmacosantitb.

Esses quatro farmacos (RIF + INH + EMB + PZA) combinados sdo bastante eficazes
no combate ao MTB, sendo chamados de farmacos de primeira escolha ou de primeira linha
no tratamento da tuberculose. Apresenta mais vantagens de serem de baixo custo e
disponiveis em toda rede de satde do pais de forma gratuita (BRASIL, 2011).

2.4 Mecanismos de resisténcia do Mycobacterium tuberculosisaos principais farmacos
anti-TB.

A resisténcia do MTB aos farmacos anti-TB pode ocorrer de forma natural ou
influenciada pelo meio. (ZHANG, YEW 2009, BRITO et al., 2004).

No que se refere a resisténcia natural do MTB a um determinado farmaco, o que se
observa € o surgimento de muta¢Ges cromossémicas espontanea, geralmente, cerca de uma

célula bacteriana resistente em 107 a 108 células por geracdo em uma populacio bacteriana
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que ndo teve contato com medicamentos (CAMPOS, 1999). J4 para a resisténcia natural ha
multiplos farmacos, supfe-se que mutagdes causando resisténcia concomitante a INH e
RMP apresentam uma frequéncia mutagénica de 1 para cada 10% e 10° replicacbes
bacterianas, respectivamente. Dessa forma, acredita-se que, para que se tenha o surgimento
de uma cepa de MTB naturalmente resistente a maltiplas drogas a probabilidade desse fato
ocorrer serd de aproximadamente de 1 para cada 10*+® divisdes celulares (MARTILLA e
SOINI, 2003; GILLESPIE, 2002).

Pesquisadores afirmam que a resisténcia é um fendmeno fundamentalmente ligado as
grandes populacgdes bacterianas e, que, quanto maior a populagdo bacteriana no processo
infeccioso, maior a chance de haver bacilos naturalmente resistentes, antes do inicio da
quimioterapia (MOKROUSOQV, 2002). Sobre tudo, estudos também afirmam que em uma
populacdo bacteriana, mutacBes cromossémicas que resultam em resisténcia natural aos
farmacos anti-TB ocorrem em uma frequéncia relativamente baixa (CHIANG, C. Y. et al.,
2010; DAVI, H. L., 1970).

O fato é que bacilos naturalmente resistentes aos farmacos anti-TB ndo pre-
determina resisténcia, mas sim a selecdo das cepas resistentes, (TELENTI, 1997,
MARTILLA e SOINI, 2003; CHIANG et al., 2010). A taxa da populagdo bacteriana

naturalmente resistente para as principais drogas anti-TB, estdo ilustradas no quadro 1.

Quadro 1: Frequéncia dos mutantes de Mycobacterium tuberculosis naturalmente

resistentes aos farmacos em meio de cultura sélido Lowenstein-Jensen (LJ)

Firmaco Concentragio LJ Freqiiéncia de Mutantes Naturalmente
Resist énte
Rifampicina 40ug/mL 1 mutante resistente para 10  ’® bacilos
Isoniazida 0,2ug/mL 1 mutante resistente para 10 > bacilos
Pirazinamida 25ug/mL 1 mutante resistente para 10  >* bacilos
Estreptomicina 4ug/mL 1 mutante resistente para 10 > bacilos
Etambutol 2ug/mL 1 mutante resistente para 10 >® bacilos
Ethionamida 2ug/mL 1 mutante resistente para 10 ¥ bacilos
Rifampicina + Isoniazida* 1 mutante resistente para 10 126 bacilos

Legenda: LJ=meio de cultura lowestein Jensen, pg=micrograma, ml=mililitro:Fonte: Adaptado do Canetti G.
et al., 1969, * De Lemos et al.,2013.
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Quanto a resisténciado MTB durante a quimioterapia, alguns autores acreditam que
seja influenciada pelo meio, devido a selecdo e multiplicacdo de mutantes resistentes, pré-
existentes nas populacdes das lesdes. (CANETI, et al., 1965; HEYM, B., 1994; TELENTI,
1997; MOKROUSQV, 2002; CHIANG, C. Y., 2010). Para esses pesquisadores 0 que ocorre
¢ somente a destruicdo “morte” de grande parte dos bacilos sensiveis, no inicio do
tratamento. No decorrer do tratamento, os bacilos mutantes resistentes continuam a crescer,
porque ndo foram afetados pelo farmaco, e se nesse periodo o individuo ndo fizer a
medicacdo ‘“correta” ou “abandonar” o tratamento a populacdo bacteriana resistente
multiplicara na lesdo, tornando-se a maioria (CHIANG, C. Y., 2010).

O que se sabe é que em toda a populacdo de bacilos sensiveis existe uma pequena
proporcao de bacilos resistentes, ou seja, bacilos que sofreram mutacdes espontaneas.
Embora esses bacilos tenham originado de uma Unica célula eles ndo apresentam
comportamento homogéneo na presenca dos diferentes farmacos utilizados no tratamento da
TB (GILLESPIE, 2002).

Como conceito, mutacBes sao alteracdes no material genético que podem ocorrer
como um erro durante a duplicacdo do DNA ou por fatores ambientais. A mutacdo € uma
fonte da variabilidade genética dos organismos vivos. Pode ocorrer em qualquer parte do
material genético, sendo, classificadas em “mutagdes génicas” que podem levar a perda,
insercéo, adigdo ou substituicdo de bases nitrogenadas em um trecho do DNA e “mutagdes
cromossOmicas”, que ocasionam mudangas no ndmero ou na estrutura do cromossomo.
(SANTOS, V. S., 2019).

O MTB, ao longo de sua evolugdo, desenvolveu diferentes mecanismos de
resisténcia aos farmacos anti-TB. O que se acredita até 0 momento é que esses mecanismos
de resisténcia sdo exclusivamente mutacdes, ndo ha indicacdo de resisténcia associada a
transferéncia por plasmideos ou transposons (HEYM, B., 1994).

Estudos afirmam que as mutagdes ou erro de replicacdo cromossémica ocorrem em
genes especificos, que codificam o alvo ou metabdlitos de um farmaco (ROSSETI, 2002). A
resisténcia a RIF, por exemplo, € causada, em sua maioria (97%), por mutacdes pontuais
localizadas na regido determinante de resisténcia arifampicina (RRDR) de 81pb do gene
rpoB do MTB, responsavel por codificar a cadeia p da RNA polimerase (MOKROUSOV,
2003; YANG, 2005). Entretanto, estudos também demonstram que algumas cepasde MTB
podem apresentar diferentes niveis de resisténcia a um determinado farmaco e ndo estar
diretamente relacionada a mudanca em seu gene alvo (RAMASWAMY S. MUSSER, 1998;
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ESPINAL et al., 2001; SIU, et al., 2011; ZAW M. T, et al., 2018), além disso, mutagdes
“fora” da RRDR podem estar relacionadas a resisténcia a esse farmaco (WILLIAMS, et al.,
1994; ESPINAL et al., 2001).

Ao contrério da resisténcia a RIF, a resisténcia a INH é mais complexa, esta pode
ocorrer de formar a modificar a proteina ou enzima de ligacdo do farmaco, codificada por
diferentes genes como katG, inhA, kasA e ahpC. Uma mutacéo no gene inhA pode modificar
a enzima catalase, que perde afinidade pelo NADH, resultando em resisténcia a esse
farmaco por exemplo (SLAYDEN; LEE; BARRY, 2000). MutacGes no gene katG, levam
asubstituicdo do aminoacido serina (AGC) por treonina (ACC), gerando uma diminui¢do da
acdo da catalase que resulta em resisténcia para INH (EVANS et al., 2008; WILLIAMS, et
al.; 1994; HEEP, et al., 2001).

No que diz respeito ao EMB, a resisténcia a esse farmaco, supdem-se estar associada
a alteracOes na proteina EmbB codificada pelo gene embB e/ou no embC, em70% e 60% dos
casos, respectivamente. Sdo também encontradas mutacBes em mdltiplos cddons desses
geneso que resultam em dois, trés ou quatro aminodcidos diferentes nessa proteina. A
mutacédo associada a resisténcia a esse farmaco altera o alvo do EMB (SAFI, H. et al., 2008;
WOLUCKA, B. A. et al., 2008), entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos utilizados
pelo MTB para aquisicdo de resisténcia a esse farmaco (TELENTI, et al., 1997,
RAMASWAMY, S. et al., 2000; GIOVANNA RICCARDI, et al., 2009).

Quanto a PZA, mais de 70% dos isolados de MTB resistentes a esse farmaco
apresentaram mutacfes no gene pncA, que codifica a enzima pirazinamidase, a qual
converte o farmaco PZA em sua forma ativa (MESTDAGH et al., 1999). Acredita-se que
varias mutacdes encontradas nesse gene estdo associadas a uma pirazinamidase ineficiente
(MORLOCK, et al., 2000).

2.5 A resisténcia aos farmacos anti-TB no Brasil

A resisténcia aos farmacos anti-TB ndo é um fendmeno recente, globalmente,
estudos ja alertavam para essa possibilidade logo apds a inser¢do dos primeiros farmacos
anti-TB (FUJIWARA, P., 1997; ZANG, Y., 1994). Os primeiros estudos de investigacdo de
resisténcia, realizado no Reino Unido, por exemplo, ja revelavam a existéncia da resisténcia
priméria aos farmacos estreptomicina (SM) e INH (MITCHISON, D. A., 1986). Sobre tudo,

em 2010, um estudo realizado em Paris—Franca afirmou que a resisténcia primaria aos
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farmacos anti-TB pode ocorrer naturalmente por mecanismo de mutacGes genéticas e que a
TB-DR ndo é necessariamente mais virulenta (CHIANG, C. Y., 2010).

No Brasil, a resisténcia aos farmacos é tdo antiga quanto a quimioterapia anti-TB, foi
demonstrada logo nos primeiros 5 anos de uso dos esquemas terapéuticos padronizados no
pais e vem a cada ano atingindo niveis mais altos de resisténcia aos quimioterapicos
utilizados (HISBELLO, S.; CAMPQOS, 1999).

Os resultados de dois Inquéritos Nacionais de Resisténcia aos Farmacos anti-TB
realizado no pais demonstraram que do primeiro inquérito (1995-1997) para o segundo
(2007-2008) houve um crescente aumento-nos dados de resisténcia. Houve um aumento de
4,4% para 6% na resisténcia primaria & INH, de 1,3% para 1,5% na resisténcia primaria a
RIF e de 1,1% para 1,0% a multirresisténcia primaria (SANTOS; GALESI, 2010). Diante
desses resultados, a busca de novas estratégias para conter o espalhamento da TB-DR no
pais mostra-se necessaria.

De acordo com o padrdo de resisténcia dado pelo teste de sensibilidade, a resisténcia
tem a seguinte classificacdo: monorresisténcia, caracterizada por apresentar resisténcia a um
Unico farmaco anti-TB, polirresisténcia,apresenta resisténcia a dois ou mais farmacos anti-
TB, exceto a associacdo de RIF e INH, multidrogarresistente apresenta resisténcia a pelo
menos RIF e INH e, por fim, a resisténcia extensiva, que representam resisténcia a RIF e
INH acrescida da resisténcia a uma fuoroquinolona e uma droga injetavel de segunda linha
(AK, KAN ou CAP) (BRASIL, 2011).

No Brasil, em 2016, dos 1.027 casos novos de TB resistente diagnosticados, 476
(46,3%) eram de TB-DR, 442 (43,0%) de TB-MDR, 72 (7,0%) de polirresisténcia, 8 (0,8%)
de TB-XDR e outros 29 (2,8%) com padrdo de resisténcia ndo definido no momento do
diagnostico (BRASIL, BOLETIM 2017).

Para a OMS a resisténcia aos farmacos esta fortemente associada aos casos de
tuberculose previamente tratados, sendo 10 vezes maior a probabilidade de surgirem cepas
resistentes neste grupo do que nos casos novos de TB (WHO, 2016). O Programa Nacional
de Controle da tuberculose (PNCT) admite que a resisténcia aos farmacos é um desafio para
o0 sistema de saude porque ha poucos farmacos efetivos disponiveis, além disso, estudos
afirmam que uma pessoa infectada por bacilo resistente pode levar a uma doenca
potencialmente intratavel e altamente contagiosa (DALCOLMO, 2007; KRITSKI, 2010).

E pertinente assumir entdo que, independente do padrdo de resisténcia, a TB-

resistente no Brasil precisa ser diagnosticada e tratada o mais precocemente possivel.
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Lamentavelmente, individuos infectados com cepas do MTB resistentes a esses farmacos
tém os sintomas da TB agravado seconsequentemente a chance de cura diminuida (WHO,
2016).

Diante do exposto, investigar as mutacGes associadas a resisténcia do MTB aos
farmacos anti-TB é de grande importancia para conter o espalhamento da TB-MDR.

2.6 Diagnosticos da tuberculose resistente aos farmacos

A cultura e o TSA, s@o os principais recursos utilizados no diagnostico da TB-DR e
TB-MDR no Brasil, sendo considerado “padrio ouro” (BRASIL; MS; SVS; PNCT,
2008/2011).

A cultura € um método fenotipico de elevada sensibilidade e especificidade utilizado
no diagndstico da tuberculose resistente. Ela permite o isolamento etambémdetecta a
multiplicacdo de bacilos alcool acido resistente (BAAR), em meios de cultura contendo
concentracdo inibitéria minima (MIC) dos farmacos. Os meios de cultura mais utilizados sao
0 meio LJ e 0 Ogawa-Kudoh (OgK) sendo ambos a base de ovo. Os meios de cultura séo de
menor custo e com baixo indice de contaminacdo, porém, ainda ndo séo realizados em toda
redepublica, porque necessitam de infraestrutura laboratorial (BRASIL; MS; SVS; PNCT,
2008/2011).

O TSA permite detectar bacilos resistentes na presenca de determinado farmaco. O
teste mede a capacidade que certos medicamentos tém de inibir o crescimento das bactérias
baseado na concentracdo critica e/ou na concentracdo minima inibitoria determinada para
cada farmaco. Se uma bactéria sofre a acdo de um antibiotico, estase diz “sensivel” (S); se
pelo contrario, o antibidtico ndo exerce qualquer efeito sobre a bactéria estase diz
“resistente” (R) (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 2008). O resultado do TSA vai auxiliar o
médico na escolha dos antibidticos mais eficazes contra o patdégeno (BRASIL; MS; SVS;
PNCT, 2011).

Diversos métodos laboratoriais, fenotipicos ou genotipicos, podem ser utilizados para
medir a sensibilidade “in vitro” do MTB aos agentes antimicrobianos dos quais, 0S

principais, sdo detalhados a seguir.
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2.6.1 Principais métodos fenotipicos para deteccdo da tuberculose resistente

O metodo das proporgdes (CANETTI, et al., 1963) e o método automatizado
BactecMGITR (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) sdo métodos fenotipicos,
baseados em cultura e sdo também os mais utilizados no Brasil e na maioria dos paises para
o diagnostico da TB-DR e TB-MDR (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 2011).

Muitas indastrias também apresentam diferentes sistemas e kits de deteccdo de
resisténcia com base no fenoétipo, alguns em fase de avaliacdo e outros j& padronizados e
disponiveis (PEI, et al., 2009). Essas metodologias sdo bastante eficazes (PALOMINO, et
al., 2007; JAIN et al., 2011).

2.6.1.1 Método das proporcoes

O metodo das proporgdes, descrito por CANETTI e colaboradores em 1963, permite
calcular a proporcdo de bacilos resistentes e de bacilos sensiveis em uma populacdo de
células bacterianas através da semeadura de dilui¢fes do in6culo em tubos contendo 0 meio
de cultura L-J sem e com o farmaco na concentracdo critica. A concentracao critica de um
farmaco é baseada na proporcdo necessaria do farmaco para neutralizar o crescimento do
bacilo “in vitro”. A concentracdo critica determinada para RIF é 40pug/mL, INH 0,2pg/mL,
EMB 2ug/MI e SM4pg/mL. Sendo assim, quando a populacdo bacteriana resiste a acdo do
farmaco com a formacédo de um nimero de col6nias igual ou maior a 1% da populacéo geral
observada no meio de cultura sem o farmaco, esta € considerada resistente para o farmaco
que esta sendo testado (CANETTI, et al., 1963).

2.6.1.2 Método Bactec MGITR

O sistema BactecMGITR (do inglés Mycobacteria GrowthIndicator Tube) (Becton
Dickinson, Sparks, Maryland, USA) é um sistema automatizado de cultura em meio liquido,
que detecta o crescimento do MTB através da deteccdo de fluorescéncia. No fundo do tubo,
contendo meio liquido Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC (acido oleico, dextrose e

catalase) e panta (mistura de antibidticos para evitar contaminacgdo), existe um composto
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fluorescente embebido em silicone. Com a diminuicdo do oxigénio decorrente do
crescimento bacteriano, hd um aumento da fluorescéncia que é detectada pelo aparelho.
Segue 0 mesmo formato do método das proporcdes, entretanto, com uma linha de corte (cut-
off) abaixo de 100 bacilos para sensivel (S) e acima de 100 bacilos para organismos
resistentes (R) ao farmaco. O método é totalmente automatizado e ndo radiométrico,
demonstra desempenho similar ao método das proporcdes e apresenta tempo médio de
deteccdo do bacilo em 7 (sete) dias. (HANNA, 1999). A técnica ja foi validada em diferentes
estudos (LOIEZ-DUROCHER, VACHEE; LEMAITRE, 2000; HUANG et al., 2004,
KRUUNER, YATES; DROBNIEWSKI, 2006) e aprovada pela ANVISA para os farmacos
de primeira linha: SM, INH, RIF e EMB (WHO,2009; BRASIL; MS; 2010).

Sdo limitagGes para uma ampla implantacdo dessa técnica na rede publica o alto
custo dos insumos e a necessidade de uma boa estrutura laboratorial com disponibilizacéo de
equipamentos para conter o risco biolégico elevado do procedimento. Por esta razdo, a sua
utilizacdo ocorre apenas em centros de referéncia, universidades e unidades de pesquisa
(PALOMINO, 2007; BANADA et al., 2010).

2.6.1.3 Método Microscopic Observation Direct SusceptibillyAssay (MODS).

O ensaio MODS (do inglés Microscopic Observation Drug Susceptibility) é um teste
baseado em cultura liquida que detecta MTB e avalia resisténcia a INH e a RIF diretamente
nas amostras de escarro. O método faz uso de duas propriedades importantes do MTB. A
primeira propriedade € seu crescimento mais rapido em meio liquido do que em meio sélido
e a segunda é sua capacidade daformacdo do‘“fator corda” que é observado no crescimento
em meio liquido do MTB. O fator corda é um efeito causado pela principal molécula
associada ao &cido micdlico, a trealose 6,6-dimicolato (TDM), um componente da parede
celular das micobactérias que desenvolve um importante mecanismo imunomodulador
responsavel pela viruléncia. Nesse caso os bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) ficam
dispostos em cadeias paralelas serpentiformes ao microscépico semelhantes a uma “corda”.
(MONTEIRO, P. H. T. et al., 2003; INDRIGO, J. et al., 2003).

A técnica utiliza um microscopio de luz invertida, uma placa de 24 pocos inoculada
com a amostra de escarro descontaminado e suspenso em meio Middlebrook 7H9 com e sem

0 antimicrobiano. A detec¢do € realizada, em 7 (sete) dias em média e a incorporacdo da
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INH e RIF no teste possibilita a rapida deteccdo de TB-MDR. (MINION, JAIN, 2010;
CHAIYASIRINROJE et al., 2012).

2.6.1.4 Método TSA do Nitratase

O ensaio da nitratase € uma técnica muito simples, baseada na capacidade do MTB
em reduzir o nitrato incorporado ao meio de cultura, a nitrito e que ¢é detectado pela adi¢ao
do reagente de Griess. No método TSA nitratase O MTB é cultivado na presenca ou
auséncia de um antibiético e sua habilidade de reduzir nitrato é medida apds 10 dias de
incubacdo no meio de cultura. Cepas resistentes vdo reduzir o nitrato a nitrito, que é
revelado por uma coloracdo roxa (ANGEBY, KLINTZ; HOFFNER, 2002).

2.6.1.5. Andlise da amplificacdo de micobacteri6fagos.

S&o ensaios para detecgdo de resisténcia do MTB baseado no crescimento bacteriano
em placas inoculadas com virus amplificado ou através expressao de genes relatores
(PALOMINO, 2006).

No kit comercial FASTPlaqueTB (Biotec Laboratories Ltda, Ipswich, United
Kingdom), por exemplo, os bacilos de MTB sdo infectados por micobacteriéfagos D29 e
depois inoculados em meio de cultura sélido, contendoo antibidtico a ser testado. Em
seguida, inocula-se em toda a superficie do meio uma suspensdao de Mycobacterium
Smegmatis (M. Smegmatis) micobactéria de crescimento rapido. Caso a cepa de MTB seja
sensivel ao antibiotico em teste, o micobacteriéfago ndo sera replicado e o M. Smegmatis
crescera por todo o meio de cultura, formando um tapete. Entretanto, se a cepa for resistente,
os bacilos de MTB estardo metabolicamente ativos, o virus serd replicado, sobretudo,
provocara a lise das células do MTB e infectardo o M. Smegmatis que também sera “lisado”,
fazendo com que o crescimento no meio de cultura seja irregular, formando buracos (ou
placas) no tapete bacteriano (JAIN et al., 2011; RONDON et al.,, 2011). A técnica é
considerada um método menos sensivel na deteccdo do MTB resistente comparado a outras
tecnologias de amplificacdo de fagos (MUZAFFAR, R. et al.,2002; ALERT, H. et al.,
2004).
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2.6.2 Principais métodos genotipicos ou moleculares para detecgdo da tuberculose resistente.

Durante as ultimas décadas, alguns métodos genotipicos e moleculares foram
desenvolvidos com diferentes propostas para testes de diagnostico da TB-DR. O principal
objetivo dessas metodologias é a deteccdo rapida do agente causador da TB e seu perfil de
resisténcia. Tais metodologias pesquisam por muta¢fes no genoma bacteriano que possam
conferir resisténcia a determinado farmaco (HILLEMANN, et al., 2007; BOEHME, C. C., et
al., 2010; JAIN et al., 2011). Entre essas técnicas destacam-se: analise por sonda genética,
analise da PCR e o sequenciamento de DNA.

2.6.2.1 Analise por sonda genética

O teste INNO-LIPA RIF/TB (Innogenetics NV, Ghent, Belgium) e o genotype MTB
DRplus (Hain Lifescience, Nehren, Germany) sdo dois testes comerciais disponiveis para
detectar TB-MDR. Ambos incluem sondas genéticas especificas para 0 MTB e para a regiao
determinante de resisténcia a RIF (RRDR) no gene rpoB e um numero de sondas selvagens
(WT) sendo que o genotype MTB-DRplus também detecta resistencia a INH (DE
BEENHOUVWER, H. et al., 1995).

Em uma revisdo sistematica foi reportado que o teste INNO-LIPA tem sensibilidade
alta, entre 82% e 100% e especificidade de 92% a 100% na determinacdo da resisténcia a
RIF em cepas de TB-MDR (MORGAN, M. et. al., 2005). Ja para o teste genotype MTB-
DRplus, estudos tém demonstrado uma sensibilidade de 89% a 91% na deteccdo de cepas
TB-MDR (EVANS, et al., 2008; HILLEMANN, et al., 2007; TESSEMA, et al., 2012).
Esses testes, INNO-LIPA RIF/TB e o genotype MTB DRplus apresentam a vantagem do
tempo de realizacdo de aproximadamente 24 a 48 horas para liberagdo do resultado, porém
com desvantagem do custo elevado (DE BEENHOUWER, et al., 1995; ROSSAU et al.,
1997).

2.6.2.2 Analise dareacdo em cadeia da polimerase
A descoberta do DNA, em 1953, por Francis Crick, James Watson e Maurice

Wilkins, abriu uma nova era para a ciéncia e contribuiu para o surgimento da biologia

molecular. (Watson, J. D., 1953). Avancos na biologia molecular levaram ao
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desenvolvimento da técnica da Reacdo em cadeia da Polimerase do Ingles, Polymerase
Chain Reaction (PCR) por Kary Banks Mullis, em abril de 1983. A PCR ¢ uma técnica de
amplificacdo enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA, em quel, moléculas de DNA
sdo amplificadas milhares ou milhGes de vezes de forma bastante rapida durante diferentes
ciclos térmicos. Todo o procedimento ¢ realizado in vitro, gerando DNA em quantidade
suficiente para analises posteriores (SAIKI et al., 1988).

A PCR tem sido amplamente utilizada, em diferentes areas no campo da pesquisa
cientifica. Em escala global, os métodos de diagndstico baseados em PCR para detec¢do da
TB-DR e TB-MDR também vém sendo testados, avaliados e aplicados em sistemas
automatizados, a fim de reduzir o tempo de diagnéstico da tuberculose resistente (VICTOR,;
VAN HELDEN, 2001). Dentre as técnicas baseadas na PCR se destacam o sequénciamento
de DNA, a PCR em tempo real, a Nested-PCR e a PCR multiplex.

2.6.2.2a Sequénciamento do DNA

O sequenciamentode DNA é considerado a metodologia “padrdo-ouro” entre as
analises moleculares. E uma ferramenta automatizada que tem uma boa acuracia na anélise
de mutacdes em genes que conferem resisténcia aos farmacos anti-TB (SANGER, 1997,
VICTOR; VAN HELDEN, 2001). A ampliacdo da tecnologia para Sequenciamento do
Genoma Completo (WGS) vem possibilitando o maior entendimento das mutagdes ja
conhecidas e também identificando possiveis novas mutacdes génicas envolvidas na
resisténcia do MTB (SOINI; MUSSER, 2001; A. M. CARIIBBE, 2016).

A desvantagem do sequénciamento de DNA ¢ a dificuldade da técnica de ser
implementada em uma rotina laboratorial, porque envolve varias etapas de reagdes, necessita
de um profissional qualificado e, além disso, necessita de equipamentos e software
especificos, 0 que torna o custo muito alto para os laboratérios publicos. Entretanto, tem
sido amplamente usado nos laboratérios de pesquisa e espera-se que com o WGS a
tecnologia resulte em um menor custo para que possa ser utilizada na rede de salde publica
(HAZBON, 2004).
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2.6.2.2b PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real (do inglés Real Time Quantitative PCR- gPCR)é uma
variacdo da técnica de PCR que permite a amplificacdo e deteccdo simultaneamente de
diferentes gens alvos e também alvo Unico. O resultado é visualizado em tempo real durante
a amplificacdo dasequéncia de interesse, com a capacidade ainda de gerar
resultados quantitativos com maior precisdo. Durante a amplificacdo, a quantificacdo €
determinada pela quantidade de produto amplificado durante cada ciclo através da
fluorescéncia emitida (SAUNDERS, N. A., 2004). Este metodo utiliza um equipamento com
sistema de monitoramento da emissdo da fluorescéncia presente no corante nareacgdo de PCR
(Sybrgreen) que se liga ao produto genético amplificado permitindo acompanhar a
amplificacdo em tempo real. A metodologia permite que os processos de amplificacao,
deteccdo e quantificacdo de DNA sejam realizados em uma Unica etapa, agilizando a
obtencdo de resultados, diminuindo o risco de contaminagdo da amostra e dando maior
precisdo ao teste (MACKAY, et al., 2004).

O sistema Gene Xpert MTB/Rif® aplica a tecnologia da PCR em tempo real de uma
forma totalmente automatizada, ou seja, ha uma integracdo da lise do microorganismo, da
reacdo da PCR, purificacdo e amplificagdo de &cidos nucléicos de maneira automatizada e da
deteccdo de sequéncia especifica do MTB. O sistema permite detecta a presenca do bacilo
causador da TB etambém identificarseha resisténcia arifampicina, um dos principais
medicamentos usados no tratamento da doenca (DUROVNI et al., 2014). E um sistema
padronizado e recomendado pela OMS como teste rapido molecular (TRM) nos laborat6rios
clinicos (WHO, 2011).

A maior vantagem do GeneXpert MTB/RIf® é a rapidez devido ao uso direto da
amostra de escarro, ou seja, sem a necessidade de cultivo. Além disso, o sistema tem baixo
risco de contaminacdo (BANADA, P. P. et al., 2010). A principal desvantagem € que 0
equipamento e seus insumos (cartuchos e reagentes) ainda tem custo alto para o SUS
(VADWAII, V. etal., 2011).
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2.6.2.2¢ Nested-PCR

A Nested-PCR é uma variante da PCR convencional, a técnica envolve dois
conjuntos de iniciadores usados em duas reacdes sucessivas de PCR. O segundo conjunto de
iniciadores destina-se a amplificar um alvo secundario dentro do primeiro produto
processado. Na pratica é uma reamplificagio do produto da PCR, (KOX, L. F., 1994). E um
ensaio util para amplificar amostras pobres, por exemplo, casos de TB extrapulmonar eTB
em criangas cujas amostras tem pouco bacilo ou seja, séo paucibacilares (PIERRE C, 1996;
GOMEZ-PASTRANA D, et al., 1999; PORTILLO-GOMEZ, L., 2000; LIMA, K.V. et al.,
2007).

2.6.2.2d PCR-Multiplex

A técnica também é uma variacdo da PCR, que permite amplificar varias sequéncias
diferentes de DNA em diferentes genes alvos, utilizando multiplos iniciadores em uma Unica
reacdo de PCR (YANG, Z., 2005). E uma técnica bastante promissora para o diagndéstico da
TB-DR e TB-MDR principalmente em paises em desenvolvimento. (GUPTA, A. et al.,
2013).

Mokrousov e colaboradores (2003) foram os primeiros a adaptar a técnica de PCR-
Mutiplex para deteccdo de multiplos alelos especificos (MAS_PCR) em genes associados a
resisténcia aos farmacos anti-TB. O quadro 2 mostra os diferentes estudos que demonstram
que a técnica, MAS-PCR pode ser uma boa ferramenta para o diagnostico da TB-DR e TB-
MDR.
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Quadro 2: Principais estudos que propdem o MAS-PCR como uma boa ferramenta de

diagnostico da TB resistente, Multirresistente e Extensivamente resistente.

AUTOR E ANO

CATEGORIZACAO

PALAVRA CHAVE

CONTRIBUICAO
CIENTIFICA

Mokrousov | et al. 2003
Herrera-Léon L, et al.,
2004.

Bing-Shao Chia et al.,
2012.

Imperiale B. R. et al.,
2013.

Padronizaram e
otimizaram a técnica
MAS-PCR para detecgdo
simultanea das mutagdes
pontuais em genes
associados a resisténcia ao
principais farmacos

MAS-PCR and rapid
Diagnostic and multidrug-
resistant Tuberculosis

Prop6e a MAS-PCR como uma
ferramenta simples, rapida e barata
na deteccdo de TB-MDR.

Sugerem a MAS-PCR como teste
de diagnostico rapido, podendo ser
aplicada no diagnostico de rotina
como ferramenta auxiliar.

Chowdhury et al., 2012.
Gupta A. et al., 2013
Majumdar, T. 2015.

Compararam a
sensibilidade e
especificidade da MAS-
PCR e outras
metodologias (padréo
ouro).

MAS_PCR, Tuberculosis
resistant

Alguns desses estudos apontam a
metodologia como um teste
eficiente no diagndstico da TB-
MDR.

Siuetal., 2011.
Mistri, etal. 2016

Avaliacéo e aplicagdo do
MAS-PCR na detecgdo do
MTB resistente direto de
amostras de escarro.

MAS-PCR and rapid
Diagnostic and multidrug-
resistant

A técnica tem demonstrado ser
uma ferramenta promissora no
diagndstico da TB resistente

Demonstra ser Gtil principalmente
em paises com pouco recurso cuja
cultura ndo é possivel.

Dorothy Yeboah-Manu et
a.l 2001

Savita Kullkarni et al.
2012

Ravibalan Thirumurugan
etal 2015

Ankush Raj et a.l 2016

Utilizacdo do MAS-PCR
naidentificacdo de cepas
do complexo MTB e
MNT.

MAS-PCR diagnostic
Tuberculosis and MNT

Podendo ser utilizada na deteccédo
de diferentes genes-alvo para
auxiliar na diferenciacéo e
caracterizacdo das cepas complexo
M.tuberculosis simultaneamente.

Leg: etal.=

colaboradores;RIF =

rifampicina;

INH=Isoniazida;

MTB=

mycobacteriumtuberculosis,

MNT=mycobacterias Nao tuberculosis, MAS_PCR Reacdo em cadeia da polimerase de mdltiplos Alelos

especific.

Fonte: de pesquisabase de dados: Portal Periddicos Capes, PUDMED e SVS.

2.7 Importancia de avaliar mutacdes e as suas frequéncias no diagnéstico da

tuberculose resistente

O conhecimento de que a resisténcia aos farmacos pode ocorrer por diferentes

situacdes e por diferentes mecanismos do MTB, tem sido investigado amplamente e
comprovado em diferentes estudos (TELENTI et al., 1993; ZHANG & TELENTI, 2003;
TAKIFF, 2000; RISKA et al., 2000). Avancos no entendimento do genoma do MTB

também vém contribuindo para uma melhor compreensdo das mutacdes relacionadas a

resisténcia os farmacos anti-TB e ao desenvolvimento de novas ferramentas para auxiliar o
diagnostico da TB (SHARANA MAHOMED, 2017; SEYED HASNAIN, 2015).
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Atualmente, a comunidade cientifica, ja sabe que a resisténcia & RIF esta relacionada,
em sua grande maioria (95-97%), a mutacdes pontuais ocorridas no sitio de ligacdo desse
farmaco, conhecido como regido determinante de resisténcia a rifampicina (RDRR) ou
regido de 81pb do gene rpoB (MOKROUSOV, I et al., 2003). No que diz respeito a
resisténcia a INH, diferentes genes estdo associados a resisténcia a esse farmaco, sobretudo
mutagdes no gene katG ocorre com uma frequéncia de 80% no codon 315 (MOKROUSOV,
2003; CHIA et al., 2012).

Uma revisdo sistematica se monstrou que a frequéncia de mutacdes associadas a
resisténcia a RIF e INH varia geograficamente. Na Europa, por exemplo, mutacGes no gene
katG ocorrem com uma frequéncia de 69% ja nas Américas a frequéncia é de 61%. Na
Guiné Equatorial, menos de 10% dos isolados resistentes a INH tem mutacdo no gene katG,
mas em 80,5% a mutacdo € no gene mab-inhA (MARVA SEIFERT et al., 2015). No que diz
respeito a resisténcia a RIF, no Paquistdo, no estudo de KHAN e colaboradores (2013) a
frequéncia de mutacbes no cddon 531 do gene rpoB foi de 54,5%, j& na China mutagdo
nesse coddon ocorre em uma frequéncia considerada baixa em torno de 27,7% (YUE et al.,
2003). No sul da india no estudo de Thirumurugan e colaboradores, 2015 a frequéncia das
mutacGes nos codons 531, 526 e 516 do gene rpoB foi de 54,4%, 18,9% e 55,6%
respectivamente.

Alguns autores também relatam que a frequéncia de mutacdes no gene rpoB e katG
associadas a resisténcia a RIF e INH podem também variar em diferentes regides de um
pais, principalmente em paises com alta incidéncia da doenca. Na Africa, por exemplo, a
frequéncia de fenotipos resistentes a INH com mutagdo no gene katG é de 73,5 % no cddon
315 e de 17,1% na regido promotora inhA-15 (MARVA,; SEIFERT et al., 2015), entretanto,
no Kwazulu Natal, Sul da Africa a frequéncia de mutacdes no codon 315 do gene katG é de
100% nos isolados de MTB resistentes a INH (KIEPIELA et al., 2000).

No Brasil, o cenario TB-DR também tem caracteristicas especiais de padrdo de
resistencia aos farmacos RIF e INH, nas diferentes regifes do pais (FREITAS, et al., 2014;
FERIZZOLO et al., 2012). Em um estudo relaizado em Goiéas, Centro Oeste do Brasil, por
exemplo, 13,6% dos casos novos de TB tinham resistencia a RIF ou a INH e 6,7% tinham
resistencia multipla (RIF + INH). A frequéncia de multirresistencia nesse estudo foi
considerada alta, entretanto, a prevalencia de muta¢cdes no cddon 315 do gene katG foi
considerada baixa (41%) comparada a outros estudos conduzidos no pais (SANTOS, L. C.et
al., 2010).
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Diante desses fatos, diferencas fenotipica e genotipicas no padrdo de resistencia entre
0s casos de TB-MDR nas diferentes regides do Brasil, devem ser levadas em consideracao
principalmente no desenvolvimento de estratégias de vigilancia e de novos métodos de
diagndsticos da TB resistente no pais (HAAS et al., 1997; CAVUSOGLU, C. et al., 2006).

Nos quadros 4 e 5 estdo o resumo dos principais estudos que contribuiram para o
conhecimento da TB-DR e da frequéncia das mutacdes relacionadas a resisténcia a RIF e
INH no Brasil.

Quadro 3: Principais estudos que contribuiram para o conhecimento das bases moleculares
da resisténcia do Mycobacterium tuberculosis.

AUTOR E ANO CATEGORIZACAO PALAVRA CONTRIBUICA
CHAVE O CIENTIFICA
Zhang Y et al., 1992. *Pioneiros na descri¢do dos Mutations and - Esses estudos
Telenti et al., 1993. principais alvos genéticos Resistant contribuiram para o
Ramaswamy, S. et al., moleculares (marcadores), para Mycobacterium melhor entendimento dos
1998 deteccéo de cepas de MTB tuberculosis and principais mecanismos de
Heym. B; et.al., 1999. resistente. mechanisms of resisténcia do MTB e
Riska P. F. et al., 2000. resistance. também possibilitaram o
surgimento e
*Caracterizaram as bases desenvolvimento de novas
Abate G. et al., 2001. genéticas e 0s mecanismos Mutations, rpoB, tecnologias, testes e Kits
Mokrousov et al., 2002. moleculares da resisténcia no KatG and MTB de diagndstico para TB
Martilla e Soini, 2003. MTB.
Laurenzo D et al., 2011. Determinaram
*e INH. afrequéncia e prevaléncia
das principais mutages
nos genesrpoBekatG
associadas aresisténciaa
RIF

Leg: etal. = colaboraroes; RIF = rifampicina; INH=Isoniazida; MTB= mycobacteriumtuberculosis.

Fonte: pesquisa base de dados: Portal Periédicos Capes, PUbMED e SVS.
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Quadro 4: Principais estudos nacionais que contribuiram para a caracterizacdo e frequéncia
das principais mutacdes associadas a resisténcia do Mycobacterium tuberculosisarifampicina

e isoniazida nos genes rpoB e katG, respectivamente.

AUTOR E ANO CATEGORIZAGCAO PALAVRA CONTRIBUIGAO CIENTIFICA
CHAVE
Rossetti et al., 2002. *Determinaram a frequéncia | Mutations rpoB Estudos nacionais que ajudaram na
Valim A. R. M et al., 2002. | e prevaléncia das principais | and KatG caracterizacdo do perfil de
Cardoso R. F et al., 2004. mutagBes pontuais nos genes | Tuberculosis and | resisténcia do MTB circulante no
Siqueira H. R et al., 2009. rpoB e katG em cepas de M. | Brazil pais e na determinagéo da
Coelho, M, B et al., 2011. tuberculosis resistentes frequéncia das principais mutagdes
De Freitas, F. Aetal., isolados no Brasil. Tuberculosis associadas a resisténcia a RIF e
2014. Isoniazid INH.
Rifampin and
resistance Brazil

Leg: et al. = colaboradores; RIF=rifapicina; INH=Isoniazida; MTB=mycobacterium tuberculosis
Fonte de pesquisa base de dados: Portal Periddicos Capes, PUbMED e SVS.

Avaliar novas ferramentas de diagnostigoa da TB-DR com base nas principais
mutacoes relacionadas a resistencia do MTB aos farmacos e de grande relevancia. Este
trabalho se propoe a avaliar a performace do método MAS_PCR no diagnostico rapido de
casos de tuberculose sensivel, resistente e multirresistente aos farmacos em cepas do MTB

estocados no banco de cepas do laboratorio do Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

> Avaliar a utilizacdo do método MAS-PCR (Multiplex allele-specific-PCR) na
deteccdo de cepas de Mycobacterium tuberculosis sensivel, resistente e
multirresistentes estocados no banco de cepas do Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga no periodo de 1996-2007.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Auvaliar a eficiéncia do método MAS-PCR (Multiplex allele—specific-PCR) quando
comparado aos resultados obtidos pelo método automatizado MGIT 960 (Bacton
Dickinson-USA) e pelo sequenciamento de DNA no diagndstico da tuberculose
multidroga resistente.

» Determinar a frequéncia de mutagdes nos genes rpoB, katG e da regido promotora
inhA-15 de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a rifampicina e
isoniazida no CRPHF.

> Avaliar a detecgdo simultanea das principais mutacdes dos genes rpoB, katG e regido
promotora do gene inhA, que conferem resisténcia a rifampicina e isoniazida,
respectivamente, através do método MAS-PCR em cepas do Mycobacterium

tuberculosis mulitirresitentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Estudo laboratorial do tipo experimental retrospectivo para avaliar uma técnica
molecular baseada na reacdo em cadeia da polimerase de multiplos alelos especificos (MAS-
PCR) na deteccdo de mutacdes associadas a resisténcia a RIF e INH em culturas do
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) sensivel, resistente e multirresistente aos
farmacosdo Laboratorio de Referencia Nacional em Bacteriologia da Tuberculose Angela
Werneck do Centro de Referéncia  Professor Hélio Fraga (LRNBT-
CRPHF/ENSP/FIOCRUZ).

4.2 Amostras

Amostras de conveniéncia de cultura estocadas no banco de cepas do LRNBT foram
selecionadas para o estudo. O calculo amostral estimado foi de 139 amostras, considerando
0s seguintes dados: erro amostral de 5%, intervalo de confianga de 95%, percentual maximo
de 10% do estoque com base na calculadora online disponivel em:
https://praticaclinica.com.br/anexos/ccolaborativa-calculo-amostral/ccolaborativa-calculo-
amostral.php.

A selecdo das 139 culturas para o estudo foi realizada de forma aleatdria e por sorteio
com ajuda do aplicativoWWW.winepi.net/winipi2utilizando uma planilha excel®. Uma cepa
padrdo H37RV (ATCC 27294) do MTB foi utilizado como referéncia para perfil sensivel
aos farmacos e uma cepa padrdo (ATCC9096) com resisténcia simultanea para RIF e INH

foi utilizada como referéncia para perfil de multiplaresisténcia.

4.3 Banco de cepas

Uma planilha do Sofware Excel® foi criada e organizada anteriormente pela equipe
do Laboratério do CRPHF, para o registro de todas as cepas pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) estocadas, ap6s os procedimentos de diagnostico e
identificacdo do CMTB. Esse banco possui mais de 15.000 cepas que foram estocadas em
freezer-70° nos ultimos 25 anos, no LRNBT/CRPHF-ENSP/FIOCRUZ,
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As amostras sdo armazenadas diariamente em caixa enumeradas para criotubo e
cadastradas na planilha. A planilha Excel® consistem das seguintes informacdes: Nas linhas
1 a 10 e nas colunas de A & J séo registradas a ordem e a posi¢do das amostras estocadas em
caixa de criotubos. Cada caixa permite estocar um total de 100 amostras e cada caixa recebe
uma numeracao especifica. O quadro 5 ilustra 0 modelo da planilha de estoque de criotubo

do banco de cepas do laboratério do CRPHF.

Quadro 5: Modelo da Planilha do Estoque do banco de cepas do laboratério do
CRPHF/ENSP/Fiocruz

o

GREHE

Banco de cepas do Laboratorio de bacteriologia datuberculosedo CRPHF/ENSP/Fiocruz
Cepas de Mycobacterium tuberculosis, MDR, XDR, R ou Sensiveis.

Data__ /  /  CaixaN____ FREEZER
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

A

B

C

D

E

F

G

H

|

J

Fonte: Planilha Excel do controle de estoque do laboratério do CRPHF.

4.4 Plano de recrutamento

Apols a selecdo aleatdriadas cepas armazenadas em freezer -70 °C por sorteio,
conforme descrito anteriormente, as cepas foram aliquotadas em criotubos com rosca e
submetidas a extracdo de DNA. As cepas que apresentaram boa qualidade na extracdo de

DNA foram incluidas no estudo. O Sistema de Gerenciamento do Ambiente Laboratorial—
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GAL(https://gal.fiocruz.sus.gov.br/) foi utilizado para buscar padrdo de resisténcia para 0s
farmacos RIF e INH dos isolados incluidos no estudo apds serem submetidos as

metodologias proposta (Figura 2).

Figura 2: Apresentacdo online do software do Sistema de Gerenciamento do Ambiente
Laboratorio (GAL)

wea fovirda

1 abwsation
RN
OO ady te A baards Latxorudor o e
s

Sorvehoes W
Y = 2
L B L ]
) " . . - " (AT 3 o

DATASUS mczer BRASH,

febormition oo %

Fonte:https://gal.fiocruz.sus.gov.br/CRPHF.

4.5 Extracdo de DNA apartir do estoque de cultivo

De acordo com procedimento operacional padrdo (POP) do CRPHF, ap0s a retirada
do criotubo do banco de cepas, 0os mesmos foram imediatamente colocados em recipiente
com gelo e alcool a 70% por 30 minutos e armazenado em freezer a -20 °C por uma noite.
Em seguida, os criotubos foram acondicionados a -4°C por 1 hora e depois colocados em
isopor com gelo por 15 minutos.

Na cabine de seguranca bioldgica, 100ul do inéculo foram transferidos para outro
tubo de rosca (1.5ml) com 500ul de agua estéril, agitados com auxilio do vértex por 30
segundos, seguidos por uma centrifugacdo a 13.000xg por 10 minutos. Apds centrifugacao,
0s tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 10 minutos para inativacdo do

bacilo. As amostras foram armazenadas a 4°C para posterior extragdo do DNA. O protocolo
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de extracdo de DNA utilizado nesse estudo foi desenvolvido em nosso laboratério por
Campos e colaboradores, (2012).

ApoOs a inativacdo, foram adicionadasas culturas: 300ulde triton X-100 a 1%,
amistura foi agitada no vértex por 1 minuto e incubada atemperatura ambiente por 8
minutos. Apos essa incubacdo, 150ul do volume foram transferidos para outro tubo com
100ul de tampédo de lise (15% Chelex 100, 0,5% Tween 20 e Tris-EDTA). O tubo foi
aquecido a 100 °C por 20 minutos agitado por 1 minuto, utilizando o vértexe seguido por
uma centrifugacdo de 13.000xg por 8 minutos. O sobrenadante foi entdo transferido para
outro tubo e estocado a 4°C.

O sobrenadante foi usado para as técnicas de MAS-PCR e sequenciamento de DNA.
Para a execucdo dessas técnicas foi necessario uma concentracdo de 20 a 100ng de DNA

estimado previamente em gel de agarose.

4.6 Eletroforese apds extracdo do DNA

Para verificacdo da integridade do DNA extraido, uma aliquota de 5uL do mesmo,
foi aplicado em gel de agarose 1% (Sigma-Aldrich Co, S&o Paulo, Brasil) acrescido do
corante de corrida gelRed® (PAGE GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain). O DNA foi
submetido a uma corrente de 90V em uma cuba de eletroforese com 200mL de tampédo TBE
1X ([Tris-borato-EDTA; 0,90mM Tris-HCI, &cido bérico 0,90mM, EDTA5SmM (pH 8,0),
por 20 minutos. Para cada corrida de eletroforese foi colocado uma amostra com
concentracdo de DNA conhecida (20ng/100ng) como controle. Apo6s a corrida, o gel foi
fotografado em foto-documentador da marca Kodak Digital (Science Electrophoresis

Documentation Analysis System-EDAS120), empregando luz ultravioleta (UV).

4.7 Teste de Sensibilidade Fenotipico — TSA-MGIT960R

O teste de sensibilidade fenotipico utilizado foi 0 método automatizado BACTEC™
MGIT™ 960 (Becton, Dickson and Company, Maryland, USA) de acordo com o manual de
procedimentos da Becton & Dickson (BD). Foi utilizado o KIT- SIRE contendo as drogas
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SM, INH, RIF e EMB nas seguintes concentragdes: 0.1 ug/ml, e 1.0 pg/ml 5.0 pg/ml e
1,0ug/mL respectivamente. Um tubo contendo o meio de crescimento com auséncia dos
antibioticos SIRE foi utilizado como controle do teste. Os resultados retrospectivos do teste
Bactec MGIT 960R para os farmacos RIF e INH dos isolados selecionados para opresente
estudo foram adquiridos no sistema de gerenciamento laboratorial (GAL).

4.8 Teste Genotipico para deteccdo de mutacbes nos genes de resisténcia-

Sequenciamento de DNA.

Para determinar os mutantes resistentesa RIF e INH foi utilizado o protocolo de
sequénciamento de DNA descrito por (SANGER, 1997) para os seguintes alvos rpoB, katG
e regido promotora mab-inhA-15. Um fragmento de 435pb do gene katG (codon 224 ao
370), 885pb do gene inhA, incluindo 648pb da regido promotora mabA-inhA (que estende a
271 a 377pb do gene estrutural mabA, que também tem sido associado a resisténcia a INH)
e, finalmente, 250pb do gene rpoB, incluindo a regido RDRR de 81pb (entre os codons 509-
533) foram amplificados. A reacdo inclui a combinacdo dos primers katGO-F/katG4-
R,inhA-F/InhA-R e por BRO-F/rpoBRI-Rseguido com adi¢do del2,5ul daAmpliTag Gold
Master Mix (ABI,USA). A concentragéo utilizada de cada primer foi de 25pmole 0,2ug de
DNA para um volume final de 50pl. A sequéncia dos primers alvos e as condi¢fes da reagdo

de sequenciamento estdo ilustradas no quadro 6 e 7.
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Quadro 6: Iniciadores (Primers) para os gens alvos rpoB katG e mab-inhA utilizados no

sequenciamento de DNA nesse estudo

Sequencia dos iniciadores (primers) Conc.de uso Tam. Gene Farmaco
Fragn alvo
ROF 25 GTCGCCGCGATCAAGGA 3’ 25pmol/uL | 250pb rpoB Rifampicina
RIR 85> TGACCCGCGCGTACA 3’ (RIF)
katGOF ? GCAGATGGGGCTGATCTACG 25pmol/uL | 435pb katG Isoniazida
katG4R * AACGGGTCCGGGATGGTG (INH)
inhAF GTATGGGCCACTGACACAACAC 25pmol/uL | 885pb mab-inhA Isoniazida
inhAR CCGCCGAACGACAGCAGCAGGA (INH)

Legenda:R= reverse, F= foward, T=Timina, A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, pb=pares de base
Prime adaptados do estudo de Mokrousov et al., 2002, 2003).2 e prmier adapatado de Yang et al 2005.

A reagdo de amplificacdo para o gene katG foi realizada em termociclador nas
seguintes condigfes: uma desnaturacdo a 96°C por 3 min seguida da amplificagdo do
produto realizada em 25 ciclos (de acordo com o protocolo padronizado) composto de
desnaturacdo do DNA a 95°C por 50s, anelamento dos iniciadores a 68°C por 40s ea
extensdo das novas cadeias a 72°C por 1 min. Ao final dos ciclos seguiu-se um aquecimento
a 72°C por 10 min para extensdo final e temperatura de manutencéo de 4°C até a retirada do
produto.

Para 0 gene inhA e regido promotora mab-inhA a desnaturacdo foi realizada a 94°C
por 3 min e a amplificagédo foi realizada em 26 ciclos com desnaturagéo a 94 °C por 30s,
anelamentoa 65°C por 40s e extensdo a 72°C por 20s. A extensdo final foi realizada a 72°C
por 7 minutos seguido de manutencgéo a 4°C ao final dos ciclos.

Para o gene rpoB a desnaturacdo inicial foi realizada a 96°C por 3min, a
amplificacdo por uma sequéncia de 30 ciclos, composto de desnaturagdo a 95°C por 50s,
anelamentoa 65°C por 40s e extensdo a 72°C por 20s. A extensdo final foi realizada a 72°C
por 3 minutos seguido de temperatura de manutencdo a 4°C até a retirada do produto do
equipamento. (Quadro 7)

Para confirmacédo da amplificacdo, 10ul dos produtos investigados foram aplicados
em gel de agarose a 2% com tampdo TBE 1X e Gel Red®. Submetidos aeletroforesea 90V
por 2 horas em cuba horizontal com tampdo TBE 1X Um marcador de 50pb DNA Ladder
(BioLabs®) foi utilizado. Ao final da eletroforese os géis foram visualizados capturados e
documentados utilizando o sistema de captura de imagem Alpha Imager EC (Alpha
Innotech®).
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Dando prosseguimento, apos avaliar a qualidade do produto amplificado dos gens
alvos, a etapa seguinte foi a purificacdo do produto amplificado utilizando KIT CELLCO
(Gel/PCR Purificaction KIT). De acordo com a recomendacdo do fabricante 250ul de
tampédo + 50pl do produto amplificado foi colocado em coluna (tubo coletor de 2mL).
Centrifugado a 10.000g ou 9.980 rpm por 30s. Apds centrifugacdo o que passou pela coluna
foidescartado. 700 ul do tampdo “Washing” foi adicionado na coluna e novamente
centrifugado e descartado o que que passou pela coluna. Em seguida foi adicionado na
coluna com tubo coletor30-50ul de tampédo “Elution” e deixado por 1 minuto em
temperatura ambiente. Em seguida centrifugar por 1minuto.

A precipitagdo com etanol 70%foi realizada de acordo com Protocolo Big
Dye®Terminator v3.1 CycleSequencing, (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com
algumas modificacdes. A centrifugacdo da placa foi realizada a 1.500xg por 5s segundos,
seguida de adicdo de 80uL de etanol a 70% (mantido a temperatura ambiente) por orificio,
selagem e incubacgéo por 15° em repouso, no escuro e a temperatura ambiente. Na sequéncia,
a placa foi centrifugada a 1.500xg por 45minutos a 4°C, aberta e seu contetdo foi removido
por inversdo bruscada placa sobre a pia. A placa foi pressionada sobre papel absorvente
Kimwipes (Kimberly-Clark Global Sales, Inc, Roswell, GA) para secagem das bordas, em
seguida, adicionou-se 100 uL de etanol a 70%, a placa foi seladae centrifugadaa 1.500xg por
45minutos a 4°C. Ao final dessa etapa, removeram-se os volumes dos orificios da placa por
inversdo, a placa foi mantida invertida sobre varios papéis absorventes Kimwipes,
acondicionada no suporte de placas da centrifuga e centrifugada a 1500xg por 10 seg. Ao
final, a placa foi acondicionada aberta em termociclador a 60°C por 10’ para secagem, em
seguida, a placa foi selada e mantida a -20°C.

Para dar continuidade, a placa foi retirada do freezer, estabilizada a temperatura
ambiente e 10uL de formamida HiDi (Applied Biosystems) foram adicionados em cada um
dos pogos. A placa foi centrifugada a 1.500xg por 5 seg, aquecida a 95°C por 5 minutos no
termociclador Veriti (Applied Biosystems) e colocada em banho de gelo por 3 minutos antes
de ser submetida ao sequenciador automatico ABI Prism 3130xlI DNA Sequence (Applied
Biosystems).

Apos o término, do sequenciamento, as sequéncias obtidas foram editadas, alinhadas e
analisadas pelos programas EDITSEQ, ALIGN e SEQMAN (DNASTAR) e comparadas
com as sequéncias H37RV depositada no Genbank.
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Quadro 7: Condigbes da Reacdo da PCR sequenciamento de DNA para os genes alvos
rpoB, KatG e Mab-inhA.

Condicgoes dos Ciclos da PCR

Reacdo da PCR KatG435pb mabA-inhA 885pb | rpoB 250pbs

96 °C - 3min 94 °C —3min 96 °C — 3min

95 °C —50s 94 °C - 30s 95 °C - 50s
Sequenciamento de 68 °C - 40s }ZSX 65 °C - 40 s} 26X | 65°C-40 s} 30X
DNA 72° C —1min 72°C-20s 72°C-20s

72 °C — 10min 72 °C- 7 min 72 °C —3min
4°C 4°C 4°C

Legenda: °C=grau celsos, X=vezes, pb=pares de base, min=minutos, s=segundos
Fonte:SANGER,1997.

4.9 Teste Molecular dos Multiplos Alelos Especificos (MAS-PCR)

Para a analise-MAS-PCR, o ensaio foi realizado em 2 etapas, na primeira etapa
foram avaliados os alelos especificos para rpoB531 e para regido promotora inhA-15 e a
segunda etapa para o rpoB526, rpoB516 e katG315, mantendo os mesmos parametros das
condigdes da reacdo da PCR descritas por Mokrousov et al., (2002), Yang et al., (2005) e
Imperial e et al.,(2010), com pequenas alteracdes no ciclo de anelamento. O tamanho do
fragmento, a concentracdo e as sequéncia de cada iniciador (primer) utilizados na reacao
MAS-PCR estéo descritas no Quadro 8.

A primeira etapa da reacdo MAS-PCR foi realizadanas seguintes condi¢des: MgCl.
(50mM), dNTPs (25mM), tampéo 10X, 1U da Taq polimerase, 1ul (20ng) do DNA para um
volume final de 50ul completando o volume com H>O estéril. Os iniciadores utilizados
nessa etapa foram: RpoB531 (25pmol/ul), RiRM (30pmol/ul), InhAF (3pmol/ul), InhAR
(3pmol/ul). Para segunda etapa os iniciadores utilizados foram KatG5R (4pmol/ul), katGOF
(4pmol/ul), rpoB526 (10pmol/ul), RpoB516 (10pmol/ul) e RIRM (30pmol). Os outros

reagentes foram utilizados na mesma condic¢do da reacdol (Quadro 10).
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Quadro 8: Primer utilizados no MAS-PCR para deteccdo de mutagGes nos genes rpoB,

katGe regido promotorainhA-15.

Primers Sequencia5’-3’ Conc. Tamanho Farmaco Referencias
RpoBR531  5‘CACAAGCGCCGACTGTC 3 25pmol/ul  170pb
R526 5’CTGTCGGGGTTGACCCA3’ 10pmol/ul  185pb
Igor Mokrousov
R516 5"CAGCTGAGCCAATTCATGGAS3 10pmol/pl 218pb Rifampicina et al., 2002
(RIF)
RIRm 5" TTGACCCGCGCGTACAC 3’ 30pmol/ul  250pb
KatG5R 5’ATAC GAC CTC GAT GCC GCT3”>  4pmol/ul 292pb Isoniazida Igor Mokrousov
(INH) etal., 2003

KatGOF 5’GCA GAT GGGCTGATCTACG 3° 4pmol/pl

InhAP-15 5’GCG CGG TCA GTTCCACA 3 3pmol/pl 270pb Isoniazida Zhenhua Yang
(INH) et al., 2005.
In