FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ
FIOCRUZ

Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em Salde e Medicina Investigativa

(PGBSMI)

DISSERTACAO DE MESTRADO

CARACTERIZACAO DOS PERFIS GENETICOS E DE RESISTENCIA A
FARMACOS DE ISOLADOS DE Mycobacterium tuberculosis
ASSOCIADOS COM CASOS DE TUBERCULOSE

MULTIRRESISTENTE NA BAHIA, BRASIL.

ERIVELTON DE OLIVEIRA SOUSA

Salvador- Bahia

2012



FUNDACAO OSWALDO CRUZ

CENTRO DE PESQUISAS GONCALO MONIZ
FIOCRUZ

Curso de Pés-Graduacdo em Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa

(PGBSMI)

DISSERTACAO DE MESTRADO

CARACTERIZACAO DOS PERFIS GENETICOS E DE RESISTENCIA A
FARMACOS DE ISOLADOS DE Mycobacterium tuberculosis
ASSOCIADOS COM CASOS DE TUBERCULOSE

MULTIRRESISTENTE NA BAHIA, BRASIL

ERIVELTON DE OLIVEIRA SOUSA

Orientadora: Dra. Theolis Barbosa

Dissertacdo de Mestrado apresentada
ao Curso de Po6s-Graduacdo em
Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa como um dos requisitos

para obtencéo do grau de Mestre.

Salvador- Bahia

2012



Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz / FIOCRUZ - Salvador - Bahia.

Sousa, Erivelton de Oliveira
S725c¢ Caracterizacdo dos perfis genéticos e de resisténcia a farmacos de isolados de
Mycobacterium tuberculosis associados com casos de tuberculose multirresistente
na Bahia, Brasil. [manuscrito] / Erivelton de Oliveira Sousa. - 2012.
94 f.; 30 cm

Datilografado (fotocépia).

Dissertacdo ( Mestrado) — Fundacé@o Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisas
Goncalo Moniz. P6s-Graduacéo em Biotecnologia em Salde e Medicina
Investigativa, 2012.

Orientador: Dr2.Theolis Barbosa, Laboratério Integrado de Microbiologia e

Imunorregulacdo- LIMI

1. Tuberculose 2. TBMR 3. TBXDR. 4. Genotipagem 5. MIRU 6. LAM
7.Cameroon 8.Haarlem |.Titulo.

CDU 616-005.5: 575.22




"CARACTERIZACAO DOS PERFIS GENETICOS E DE RESISTENCIA A FARMACOS DE ISOLADOS DE
Mycobacterium tuberculosis ASSOCIADOS COM OS CASOS DE TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE
NA BAHIA, BRASIL”

ERIVELTON DE OLIVEIRA SOUSA

FOLHA DE APROVAGAO

COMISSAO EXAMINADORA

“/{;L o M M/’d; J\_QLW M(/ Jw

Dr. Eduardo Martins Netto Df\ Guilherme de Sousa Ribeiro
Pesquisador Colaborador Professor Adjunto
FAPEX UFBA

e s B B
Qove WRowes e Nedagaon
< Dr* Joicd Neves Reis Pedreira
| Pesquisador Colaborador
CPqGM / FIOCRUZ




Ao0s meus pais e irmaos, pela minha formacao;
Aos mestres, pela orientacao;
Aos amigos, pela compreensao;

E ao amor que nos une.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Alda e Mimiro que em DEUS me proporcionaram ter irmaos que

tanto me orgulham; um exemplo de familia unida e amada.
A minha orientadora Dra. Theolis Barbosa, pelo desafio e confianca neste trabalho;

Aos meus amigos e colegas do LACEN BA, em especial, aos amigos do setor de

micobacteriologia Angélica, Elane Amorim, Helenilda, Neide, Silvio, Zileide e Zilda;

A grande Coordenadora da CLAVEP Dra. Cristiane Mota pelos ensinamentos e a

Dra. Rosa Veloso pela dedicacéo;

A companheira Rosane Will, diretora do LACEN BA, pelo apoio e grande visao de

Vigilancia em Servigo;

Aos meus colegas de estudo e professores do CPqGM pelas contribuicdes no

caminhar académico;

A Dra. Karla Valéria e Emilyn do Instituto Evandro Chagas (PA) pela calorosa

recepcao;

Ao Centro de Referencia Prof. Hélio Fraga (RJ), em especial, Dra. Fatima Fandinho

e Clara Menezes pelo apoio Institucional;

Aos professores do Instituto de Saude Coletiva (UFBA) pela contribuicdo, em

especial Prof. Dra. Susan Pereira pelos meus primeiros passos em pesquisa,;
Aos colegas da DIVEP, pelo desafio de um servigo integro e de qualidade;

Aos colegas do HEOM, Dra. Eliana Matos, Hilma Guimardes e Silvana Cerqueira

pela vontade de melhoria e respeito aos pacientes;

Aos profissionais técnicos do LIMI (J.Tolentino, Elze, Andrezza, Silvana Paz) e da
Biblioteca BIEPS (Ana Fiscina, Adelvani [ Vania] de Araujo, Eliana Garcia e Rute

Vivas) pelo excelente compromisso com os alunos;

Agradeco a todas as pessoas que me ajudaram direta e indiretamente na realizacao

deste Mestrado. Ah! Precisarei de vocés nos préximos capitulos.

Ao querido sobrinho Beto (in memoriam)



SOUSA, Erivelton de Oliveira. Caracterizacdo dos perfis genéticos e de resisténcia a
farmacos de isolados de Mycobacterium tuberculosis associados com casos de tuberculose
multirresistente na Bahia, Brasil 94 f. il. Dissertacdo (Mestrado)- Fundag¢édo Oswaldo Cruz,
Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz, Salvador, 2012..

RESUMO

INTRODUGCAO: A resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento da tuberculose (TB) é
um importante desafio no combate a doenca. A rifampicina e a isoniazida sdo dois
farmacos de primeira linha essenciais para a cura da doenca, a qual tem como agente o M.
tuberculosis. Pacientes com TB cujos isolados de M. tuberculosis apresentem resisténcia in
vitro simultanea a estes dois farmacos desenvolvem a TB multirresistente (TBMR). A
resisténcia do M. tuberculosis esta relacionada com mutagfes em genes importantes para a
sobrevivéncia do bacilo. O tratamento da TBMR é mais longo e utiliza farmacos anti-TB de
segunda linha, os quais sdo de maior toxicidade, predispondo os pacientes a ndo adesao
aos esquemas de tratamento. O paciente com TBMR, quando ndo devidamente tratado,
pode selecionar cepas resistentes aos farmacos anti-TB de segunda linha, proporcionando
0 surgimento da TB extensivamente resistente (TBXDR). Por sua vez, estas cepas podem
ser transmitidas em comunidades, constituindo um grave problema de salde publica.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a TBXDR tem sido documentada em alguns
paises, mas no Brasil estes dados sdo escassos. A caracterizacdo genética de cepas de M.
tuberculosis envolvidas com os casos TBMR/TBXDR pode facilitar a identificacdo de vias
de transmissdao. OBJETIVO: Pesquisar casos de TBXDR na Bahia e caracterizar perfis
genéticos de isolados de M. tuberculosis de pacientes com TB multirresistente, associando
o perfil genético encontrado com as caracteristicas socio-demogréaficas e clinicas dos
pacientes envolvidos. MATERIAIS E METODOS: Isolados de M. tuberculosis obtidos de
pacientes com diagnostico de TBMR entre 2008-2011 residentes no Estado da Bahia
(Brasil) foram submetidos ao teste de sensibilidade utilizando farmacos anti-TB de primeira
e segunda linha e genotipados pela técnica do Nimero Variavel de Repeticbes em Tandem
de Unidades Repetitivas Inter-espacadas Micobacterianas (MIRU-VNTR) para obtencdo de
perfis genéticos que foram associados com perfis da base de dados internacional MIRU-
VNTRplus. Isolados com perfis genéticos ndo associdveis a linhagens com o uso desta
técnica foram adicionalmente genotipados por Spoligotyping e ambas as informacdes foram
consideradas para assimilacdo de linhagens utilizando esta mesma base de dados.
Informacdes clinico-epidemioldgicas foram obtidas do banco de dados “Sistema TBMR” do
Ministério da Satude. RESULTADOS: Foram analisados 392 isolados. Destes, 35% foram
excluidos por auséncia de crescimento ou contaminacdo e 12% constituiam amostras em
duplicata, resultando em 206 pacientes com TBMR no estudo. Comprovou-se a ocorréncia
da TBXDR em 7% (14/206) dos pacientes; destes, dois hdo possuiam registro anterior para
gualquer tratamento anti-TB. Os pacientes estudados foram provenientes de 45 municipios
do Estado. A capital, Salvador, concentrou 71% dos casos TBMR e 76% dos TBXDR. Dos
casos TBXDR, 36% (5/14) apresentaram isolados resistentes a todos os farmacos testados.
Observou-se associagéo de resisténcia combinada entre estreptomicina e etambutol (8/14,
57%) e o perfil TBXDR (RP 4,0; 1C95% 1,2-13,8; P=0,01). Dos casos TBXDR, 71% (10/14)
desenvolveram uma ou mais comorbidades (P=0,04), sendo o transtorno mental uma
comorbidade significativa neste grupo (21%; 3/14; P=0,04). Encontrou-se 56 perfis
genéticos, 38 Unicos e 18 agrupados em clusters (contendo de 2 a 11 isolados). Quase a
totalidade (92%) dos casos TBXDR esteve agrupada em clusters, diferindo dos casos nao-
TBXDR (P=0,049). Os perfis genéticos estiveram principalmente associados a seis familias:
LAM (70%), Cameroon (16%), Haarlem (10%) e as familias X, S, Uganda I, que
combinadas perfizeram 4%. Os casos TBXDR foram representados pelas familias LAM
(45%, ST’'s 376, ST42, ST20), Cameroon (36%, ST61 unico) e Haarlem (18%, ST50).
CONCLUSOES: A Bahia apresentou casos de TBXDR e as familias de M.tuberculosis
envolvidas com estes casos foram LAM, Cameroon e Haarlem. A genotipagem auxiliou na
descoberta de casos epidemiologicamente relacionados.

Palavras-Chave: Tuberculose, cepas, genotipagem, MIRU, LAM, Cameroon, Haarlem.



SOUSA, Erivelton de Oliveira. Characterization of the genetic profiles and drug resistance of
Mycobacterium tuberculosis isolates associated with cases of multidrug-resistant
tuberculosis from Bahia, Brazil 94 f. il. Dissertation (Master) — Fundagdo Oswaldo Cruz,
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Resistance to drugs used in tuberculosis (TB) chemotherapy is a major
challenge to fighting this disease caused by M. tuberculosis. Rifampin and isoniazid are two
main first-line drugs to achieve TB cure. TB patients whose M. tuberculosis isolates exhibit
resistance simultaneously to these two drugs develop multidrug-resistant TB (MDR-TB). M.
tuberculosis resistance is related to mutations in genes important for bacillus survival. MDR-
TB treatment is longer and uses more toxic second-line anti-TB drugs, predisposing patients
to non-adherence to treatment regimens. Patients with MDR-TB, when not properly treated,
can select strains resistant to second-line anti-TB drugs leading to the emergence of
extensively drug-resistant TB (XDR-TB). These strains can be transmitted in communities,
constituting a serious public health problem. According to the World Health Organization,
XDR-TB has been documented in some countries, but in Brazil these data are scarce. The
genetic characterization of M. tuberculosis strains involved in MDR/XDR-TB cases could
facilitate the identification of transmission chains. AIMS: To investigate cases of XDR-TB in
Bahia and to characterize the genetic profiles of the isolates of M. tuberculosis from patients
with multidrug-resistant TB, associating the genetic profiles observed with the socio-
demographic and clinical characteristics of patients involved. MATERIALS AND METHODS:
M. tuberculosis isolates obtained from patients diagnosed with MDR-TB between 2008-2011
resident in the State of Bahia (Brazil) were tested for sensitivity against first and second-line
anti-TB drugs and genotyped by the Variable Number of Tandem Repeats in Repetitive Unit
Inter- Mycobacterial spaced (MIRU-VNTR) technique to obtain the genetic profiles that were
associated with profiles in the international database MIRU-VNTRplus. Isolates whose
genetic profiles have not matched any lineage with the use of this technique were further
genotyped by Spoligotyping and information from both methods were considered to test for
the possible matching with lineages from the same database. Clinical and epidemiological
data were obtained from the database "Sistema TBMR" of the Ministry Health. RESULTS:
We analyzed 392 isolates. Of these, 35% were excluded due to absence of growth or
contamination and 12% corresponded to duplicate samples, resulting in 206 patients with
MDR-TB in the study. XDR-TB was found in 7% (14/206) of the patients, two of which had
no previous record of any anti-TB treatment. The patients studied were from 45 cities of the
State. The capital, Salvador, concentrated 71% of all MDR-TB and 76% of the XDR-TB
cases. Among XDR-TB cases, 36% (5/14) had isolates resistant to all drugs tested here.
Combined resistance to streptomycin and ethambutol (8/14, 57%) was associated with the
XDR-TB profile (OR 4.0, 95% CI 1.2 to 13.8, P = 0.01). 71 %(10/14) of XDR-TB cases
developed one or more comorbidities (P= 0.04), mental disorder being a significant
comorbidity in this group (21%, 3/14, P=0.04). Genotyping Yyielded 56 profiles, 38 unique
and 18 in clusters (containing 2 to 11 isolates). Almost all (92%) XDR-TB cases were
clustered, differing from non-XDR-TB cases (P=0.049). The genetic profiles were mainly
associated with six families: LAM (70%), Cameroon (16%), Haarlem (10%), and the families
X, S, Uganda |, which altogether amounted to 4%. The XDR-TB cases were represented by
LAM (45% ST's 376, ST42, ST20), Cameroon (36%, single ST61) and Haarlem (18%
ST50). CONCLUSIONS AND STUDY CONTRIBUTIONS: Bahia presented cases of XDR-TB
and the families involved with these cases were LAM, Haarlem and Cameroon. Genotyping
helped in epidemiologically linked case finding.

Keywords: Tuberculosis, strains, genotyping, MIRU, LAM, Cameroon, Haarlem.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) constitui a principal causa de morte por uma doenca
infecto contagiosa tratdvel em todo o mundo. Estima-se que no mundo,
aproximadamente, nove milhdes de casos novos da doenca, por ano, sejam
identificados; destes, cerca de quatro milhdes correspondem a forma pulmonar com
escarro positivo, sendo esta a forma capaz de transmitir o M. tuberculosis, agente
causador da doenca (OMS, 2011).

A resisténcia aos farmacos antituberculose € um importante desafio no
combate a doencga. A rifampicina e a isoniazida s&o dois farmacos antituberculose
essenciais para a cura da doenca. Familias de M. tuberculosis com resisténcia
simultanea in vitro a estes dois farmacos caracterizam a TB como multirresistentes
(TBMR), o que leva a necessidade do uso de farmacos de segunda linha, os quais
sdo mais toxicos e menos efetivos (ARBEX et al, 2010; CDC, 2010; DALCOMO et
al;. 2007). Atualmente, o surgimento de casos de TB com resisténcia a farmacos de
segunda linha, a chamada TB extensivamente resistente (TBXDR), tem evidenciado
uma situacao preocupante para os programas de controle da doenca (GANDHI et al
2006; HOLTTZ et al 2005; MIGLIORI, 2007). A resisténcia do M.tuberculosis esta
relacionada com mutacdes em genes importantes para a sobrevivéncia da bactéria
(DEMEREC et al 2008; GILLESPIE, 2002; TENOVER, 2006); sendo a presenca de
farmacos antituberculose um importante papel na pressdo seletiva destas familias
resistentes (LEVY e MARSHALL, 2004; PINHEIRO et al; 2009). Cepas de M.
tuberculosis multirresistentes podem ser transmitidas em comunidades, constituindo
um grave problema de saude publica (CAMPOS et al. 1999).

A caracterizacdo do polimorfismo genético de isolados de M. tuberculosis
circulantes, principalmente aquelas envolvidas com o0s casos de resisténcia,

possibilita 0 conhecimento de familias que possam estar associados com as formas
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graves da doenca e aquelas mais adaptadas a um dado contexto geogréafico. Neste

contexto, a genotipagem das familias, aliada aos estudos epidemiol6gicos classicos,
fortalece acoes de controle da doenca (BRUDAY et al, 2006; FOXMAN et al, 2001,
SUPPLY 2006). A Bahia € o terceiro Estado em numeros de casos novos de TBMR,
sendo que estudos prévios ja identificaram casos de pacientes com TBMR em
faléncia de tratamento (OLIVEIRA et al, 2010).

Neste trabalho, utilizando um banco de isolados de M.tuberculosis
resistentes, pertencente ao Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo
Moniz (LACEN BA), objetivamos descrever o perfil de susceptibilidade destes
isolados, frentes aos farmacos antituberculose de primeira e segunda linha;
caracterizar o perfil genético destes isolados e avaliar uma possivel associacao
entre o perfil genético das familias encontradas com as caracteristicas socio-

demografica e clinica dos pacientes com tuberculose resistente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIA E EPIDEMIOLOGIA

Do Egito surgiram as primeiras evidencias da TB em 44 muimias bem
preservadas, datando de 3.700 a 1.000 A.C que apresentavam lesdes
pleuropulmonares e sangue na traquéia. No Peru, através de técnicas de biologia
molecular, identificou-se o DNA do M. tuberculosis em mdmia Inca, sendo este
considerado o primeiro diagnostico bacteriolégico de certeza em mumia milenar,
comprovando assim a existéncia da TB na América, na era pré-colombiana. No
Brasil, jesuitas e colonos, atraidos pelos beneficios do clima ameno, trouxeram o
bacilo; conforme carta do padre Antonio de Anchieta (ROSEMBERG, 1999)

A TB é a primeira causa de morte por doenca infectocontagiosa em pacientes
com HIV/AIDS no mundo. Um terco da populacdo mundial esta infectada,
ocasionando cerca de 2 a 3 milhdes de mortes a cada ano. Vinte e dois paises
concentram 80% de todos 0s casos novos da doenca; entre 0s quais se encontra 0
Brasil, na 22° posicao (OMS, 2011).

No Brasil, aproximadamente, 70 mil casos novos de TB s&o registrados por
ano, correspondendo a 35% dos casos registrados na Regido das Américas (OMS,
2009). A Bahia com 14,7 milhdes de habitantes é o terceiro Estado em populacéo e
em numero de casos de TB (BRASIL, 2011). Em 2010 e 2011, respectivamente,
apresentou um coeficiente de incidéncia, para todas as formas da doenca, de
38/100 mil hab. e de 32,3/ 100 mil hab, sendo a propor¢do de cura dos casos
baciliferos em torno de 62% (DIVEP, 2012). Salvador, a capital do Estado, com 2,4
milhdes de hab. € a terceira capital mais populosa (BRASIL/IBGE, 2011) e nos
tltimos cinco anos (2007-2011) tem registrado, aproximadamente, 2000 casos
novos de TB /ano; perfazendo uma incidéncia média de 69 casos / 100 mil hab

(SESAB/DIS, 2011).
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2.2 TRATAMENTO

No Brasil, a tuberculose teve recentemente, seu esquema basico de
tratamento alterado, visando uma maior adesdo, conforto para o0 paciente e
prevencdo da resisténcia aos farmacos antituberculose de primeira linha. Os
farmacos de primeira linha utilizados para o tratamento dos casos novos sao
isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida e, desde que obedecidos os
principios da quimioterapia e se assegure que nado haja abandono do tratamento,
sdo esperadas taxas de cura acima de 85% para os casos novos. No Brasil, a média
nacional de cura é de 72% dos casos novos; sendo que para a Bahia essa taxa é de
65% (BRASIL/PNCT, 2010).

O tratamento da TB consiste no uso de multiplos farmacos com diferentes
acOes farmacologicas e é dividido em duas fases: 1) Fase de atague, que consiste
no uso de uma maior quantidade de farmacos durante um periodo relativamente
curto (dois meses), visando impedir a multiplicacdo dos bacilos extracelulares e
exterminar as formas sensiveis; 2) Fase de manutencdo, a qual objetiva manter a
biodisponibilidade dos principais farmacos por um periodo mais longo (quatro
meses) e impedindo a multiplicacdo dos bacilos intracelulares e bacilos resistentes
(Brasil, PNCT 2010). Na tabela 1, esta descrito, de forma resumida, 0 mecanismo de

acao dos farmacos empregados para o tratamento dos casos novos de TB.
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Tabela 1 — Farmacos utilizados no tratamento dos casos novos de tuberculose: fase
de utilizacdo, mecanismo de acdo e tempo de uso. Fonte: Brasil, MS, 2010

(adaptado)
Fase Farmaco Mecanismo de Acéo Tempo
Rifampicina  Impede a sintese de RNA mensageiro;
. Inibe a formacado de acido micético da
Isoniazida
parede celular;
Ataque O acumulo deste farmaco diminui o pH 5 meses
Pirazinamida intracelular a niveis que causam a
inativacdo de enzimas do bacilo;
Inibe a enzima de polimerizacéo de
Etambutol . . P ¢
polissacarideo da parede celular.
. Rifampicina
Manutencéao .p . 4 meses
Isoniazida *

O abandono do tratamento ou o uso irregular dos farmacos; bem como, a

monoterapia, proporcionam uma pressao seletiva que favorece a sobrevivéncia no

paciente de bacilos resistentes, conduzindo a resisténcia ao tratamento. A TB

resistente onera os custos de um tratamento em até 200 vezes e diminui as taxas de

cura da doenca (OMS, 2009)
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2.3 TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE (TBMR)

A TBMR é definida pela OMS como a doenca causada pelo M. tuberculosis
com resisténcia in vitro simultaneamente a rifampicina e a isoniazida; € um
fendmeno iatrogénico e tem como principal fator associado o tratamento irregular
e/ou incompleto dos casos tendo a infec¢ao pelo HIV como um fator agravante para
o tratamento e cura da TBMR. Pacientes com TBMR devem fazer uso de antibiéticos
de segunda linha (BRASIL, 2010). Os farmacos de segunda linha possuem um
maior espectro de acdo farmacologica, porém sao menos especificos contra o
bacilo da tuberculose, possuindo ainda um maior potencial para efeitos adversos. O
tempo de tratamento da TBMR €& mais longo (dezoito meses) o que, somado a
toxicidade dos farmacos de segunda linha, dificulta a adesé&o do paciente para um
tratamento completo e efetivo (DALCOMO, 2007; GANDHI, 2006; ARBX, 2010). Na
tabela 2 sdo descritos os farmacos empregados para o tratamento da TBMR, bem
como o0 mecanismo de acao destes farmacos.

Tabela 2 - Farmacos utilizados no tratamento dos casos de Tuberculose
Multirresistente: fase de utilizacdo, mecanismo de acdo e tempo de uso. Fonte:
Brasil, MS 2010 (adaptado)

Fase Farmaco Mecanismo de acao Tempo

Estreptomicina®  Inibe a sintese protéica.
Levofloxacina Impede a sintese de DNA nascente
Intensiva - 1 Terizidona impe a formagdo da membrana peptidioglicana 2-meses
Pirazinamida® *
Etambutol®

Estreptomicina®
Etambutol *
Intensiva - 2 Levofloxacina 4 meses
Pirazinamida
Terizidona

Etambutol *
Manutencéo Levofloxacina 12 meses
Terizidona

a ) mecanismo de acdo descritos na tabela 1
b) estreptomicina é usada cinco vezes por semana

c ) estreptomicina é usada trés vezes por semana
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Nos ultimos anos, além da TBMR, tem-se verificado o surgimento de um

problema maior, a tuberculose extensivamente resistente (TBXDR), a qual é definida
pela OMS (2010) com a TBMR com resisténcia adicional & uma fluoroquinolona (ex:
ofloxacina) e a, pelo menos, um dos farmacos injetdveis de segunda linha
(amicacina, kanamicina ou capreomicina) utilizados no tratamento da TBMR.
Quando néo tratado adequadamente, o paciente com TBMR pode transmitir bacilos
resistentes as pessoas susceptiveis, estabelecendo uma cadeia de transmissao que
constitui um grave problema de saude publica (CAMPOS 1999; OMS, 2010). A
importancia da pesquisa de familias de M.tuberculosis envolvidas com o
desenvolvimento da TBXDR pode ser ressaltada em situacbes de ocorréncias de
surto; a exemplo o que ocorreu no final de 2005, na provincia de KwaZulu-Natal,
Africa do Sul, com 221 casos identificados como TBMR, dos quais 53 também
apresentavam resisténcia a kanamicina e a ciprofloxacina (isto € TBXDR). Dos
pacientes com TBXDR, 51% (27/53) nunca tinham sido tratados previamente para
TB e 83% (44/53) estavam infectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). A grande maioria, 98% (52/53), morreu, em meédia, vinte e cinco dias apos a
coleta de escarro para o diagnéstico da doenca (GANDHI et al 2006;MOLL et al
2006 )

Estima-se que em 2008, aproximadamente, 3,6 % de todos 0s casos novos de
TB no mundo tenham sido de TBMR (OMS, 2010). Nos Estados Unidos (EUA),
estima-se que 4% dos casos de TBMR tenham preenchido o critério de TBXDR no
mesmo periodo (HOLTZ et al. 2007). No Brasil, estima-se que 0,9% (0,6-1,4 IC 95%)
dos casos novos de TB sejam TBMR, sendo que o Brasil ja relata ter pelo menos um
caso de TBXDR diagnosticado (OMS, 2009). A Bahia ocupa o terceiro lugar em
namero de casos registrados de TBMR no Brasil (BRASIL/MS, 2007), e até o
momento, ndo ha registro na literatura cientifica da ocorréncia de casos de TBXDR

no Estado.
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A andlise do banco nacional de dados do Sistema de Vigilancia Epidemiologica

para a Tuberculose Multirresistente, do Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga,
revelou, para o periodo de 2000 a 2009, a existéncia de 36 pacientes com faléncia
comprovada ao esquema de tratamento para TBMR, no Estado da Bahia. O
Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo Moniz (LACEN BA), servico de
referéncia para o diagnéstico da TBMR no Estado, registrou, entre 2008 e 2009, 323
isolados com perfil de TBMR (OLIVEIRA et al., 2010) e mantém um banco de
isolados com cepas caracterizadas com este perfil de resisténcia. A resisténcia
antituberculose € considerada uma ameaca aos esquemas de tratamento
preconizados pelo Ministério da Saude, sendo a faléncia ao tratamento um possivel

desfecho.

2.4 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DA RESISTENCIA

Canetti et al. (1963) estabeleceu como parametros de deteccao de resisténcia
fenotipica um teste de sensibilidade (TS) baseado no resultado da proporcao de
unidades formadoras de colénia (CFU) crescidas no meio de cultivo Lowenstein-
Jensen (LJ) contendo uma concentracao critica de um farmaco anti-tuberculose em
comparacdo a quantidade de colbnias crescidas no mesmo meio, porém na
auséncia do farmaco, sendo inoculado, em ambos o0s testes, uma mesma
concentracao de col6nias. Assim, a proporcao entre o numero de CFU resistentes e
o0 numero de CFU crescidas no meio sem a droga nao deve ultrapassar um valor
critico pré-determinado para cada farmaco. Este TS, conhecido como Método das
Proporcdes (MP) é considerado pela OMS como o antibiograma de referencia para a
determinacdo fenotipica de resisténcia aos farmacos antituberculose. Com a
chancela da OMS, métodos automatizados para a cultura e TS para o M.
tuberculosis vém sendo utilizados visando obtencdo de resultados mais rapidos.

Diversos autores tém comparados resultados de cultura e TS obtidos no MP e em
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sistemas automatizados, ressaltando a concordancia de resultados entre os dois

métodos e evidenciando um tempo significativamente reduzido de respostas para 0s
testes automatizados porem, ressaltam que o0s custos para implantacdo da
automacao da cultura e do TS ainda sao elevados. (COELHO et al., 2005;
SOMOSKOVI & PAL MAGYAR, 2000, 2010; HILLEMANN et al., 2006; SOMOSKOVI

et al, 2006; MARTIN et al, 2009).

2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA DO M. tuberculosis

Um tempo de divisdo celular mais longo, uma parede celular rica em lipidios e a
presenca natural de enzimas hidroliticas ou farmaco-modificadoras (ex; pB-
lactamases, aminoglicosideo acetil transferases) podem ser considerados fatores
naturais de resisténcia do M.tuberculosis a certos antibidticos, como a penicilinas e
sulfonamidas (GILLESPIE, 2003, MURRAY et al, 2009; TENOVER, 2006). Além disso,
o bacilo pode localizar-se em cavidades pulmonares ou dentro de células do sistema
fagocitario em um estado de laténcia, o que impede a acédo de farmacos que agem
durante o processo de replicacéo celular (BARBOSA, et al.2003).

O desenvolvimento da resisténcia aos farmacos, num contexto geral, pode ser
atribuido ao comportamento do paciente durante o uso dos farmacos prescritos; a
fatores intrinsecos ao sistema imune-celular do paciente, a qualidade do farmaco e
ao contagio ja com cepas resistentes. As bactérias possuem uma taxa constante de
mutacdo espontanea de 0, 0033 mutacdes por replicacdo de DNA, independente do
género (DRAKE et al.,1999; KANDUMA et al., 2004). MutacGes sdo mudancas na
sequéncia dos nucleotideos do DNA. Estas mudancas envolvem troca, delecdo ou
insercdo de nucleotideos, promovendo o surgimento de uma estrutura de DNA
diferente da fita original (DUNNEN et al; 2000). Mutagcbes podem explicar a
presenca de bacilos resistentes numa populagdo de bacilos selvagens; que sé&o

bacilos que nunca entraram em contato com um determinado farmaco.
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Campos et. al; (1999) aponta que cepas de M.tuberculosis resistentes sdo um

sério problema de salude publica por dois motivos principais: primeiro, ha poucos
farmacos efetivos disponiveis e uma infec¢cdo por cepas resistentes pode levar a
uma doencga potencialmente intratavel; e segundo, embora apenas uma parte menor
dos infectados pelo o bacilo (5-10%) adoeca, a TB € altamente contagiosa. Portanto,
um numero elevado de doentes portadores de bacilos multirresistentes se elevaria
exponencialmente numa dada comunidade.

A resisténcia do M. tuberculosis acontece por mutagcdo cromossémica
espontanea. A presenca de cepas resistentes ao antibidtico estreptomicina foi
descrita por Crofton e Mitchison (1948), logo ap0s a descoberta deste antibidtico por
Albert Schatz and Selman Waksman (1944) em pacientes que ndo tinham feito uso
deste farmaco a época do estudo possibilitando o entendimento de que pode haver
familias com resisténcia natural a estreptomicina.

Um bacilo de M.tuberculosis resistente, resultante de uma mutacdo, tera
resisténcia especifica para um dado farmaco, podendo ter uma vantagem seletiva
caso o paciente ndo siga adequadamente os esquemas terapéuticos preconizados;
estes esquemas se baseiam no uso simultaneo de maltiplos farmacos (OMS, 2010).
Considera-se a selecdo pelo uso irregular dos farmacos antituberculose um fator
preditivo e essencial para o fenbmeno da resisténcia na TB (GILLESPIE, et al.,
2002; TENOVER et al., 2006). Apesar de que outros processos para o0
desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos em outras espécies de bactérias
sejam descritos (ex: conjugacao, transducdao e transformacgéo) para a M.tuberculosis,
a mutacdo € o fendmeno responsavel pela variabilidade genética ( DUNNEN et al,
2000; GILLESPIE, 2003, MURRAY et al, 2009; TENOVER, 2006)

Trabalhos recentes tém descrito que as espécies pertencentes ao CMT, assim como
outros patégenos humanos, como o Yersinia pestis e o Bacillus antracis, possuem

um DNA constitucional com baixa variabilidade genética, sendo que estas espécies
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ndo apresentam evidéncia de troca genética horizontal; sendo entdo consideradas

bactérias geneticamente monomdérficas (COMAS et al, 2009). A baixa variabilidade

genética exige o0 uso de técnicas de genotipagem mais especificas e diferenciadas.

2.6 CARACTERIZACAO GENETICA DA RESISTENCIA

A variabilidade genética entre as familias € consequiéncia direta das mutacdes,
resultando no polimorfismo em regides do DNA (KANDUMA et al. 2003; ROSSETI
2006). A deteccao da mutacdo de certos genes associada a resisténcia para alguns
farmacos é, atualmente, utilizada para diagnostico rapido da tuberculose resistente.
Talenti et al, (1993) identificaram inicialmente mutagdo na subunidade B do gene
rpoB de linhagem de M.tuberculosis resistentes a rifampicina néo relacionadas
epidemiologicamente. A deteccdo de mutacdes em genes envolvidos na resisténcia
aos farmacos antituberculose tem sido descrita como uma possibilidade de deteccéo
mais rapido de resisténcia nos casos de suspeita de TB resistente ( CAMBAUP et
al. 1994; HELB et al. 2009; HILLEMANN et al. 2005).

Ressalta-se que estudos também evidenciam a ocorréncia de familias com
resisténcia fenotipica sem apresentar mutacdo no gene associado ao farmaco; o
gue pode inferir que outros mecanismos de resisténcia possam estar envolvidos
(SUN et al. 2004 e 2008). A tabela 3 descreve algumas mutacdes ja referenciadas
na literatura em genes micobacterianos que, quando alterados, estdo associados

com resisténcia a antibioticos.
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Tabela 3 — Genes de Mycobacterium tuberculosis associados a resisténcia
aos farmacos de primeira e segunda linha para o tratamento da Tuberculose.
Fonte: KADUMA et al. 2003 ( adaptado)

Farmaco Gene mutante associado
Rifampicina rpoB

Isoniazida KatG, inhA,oxyR, ahpC, furA
Estreptomicina rrs,rpsL

Pirazinamida pncA, 1S6110 insertion
Etambutol embB

Fluoroquinolona gyrA, gyrB

Fonte : KADUMA et al. 2003 ( adaptado)

Gagneux et al (2006) sugere que a tendéncia para resisténcia a um dado
farmaco antituberculose e a capacidade de transmissibilidade durante a
multiplicacdo celular podem estar associadas a um perfil genético, gerado a partir de
mutacbes no genoma da familia ancestral. Adicionalmente, distinguir familias
possibilita a caracterizacdo de surtos e identificacdo de fontes comuns; diferenciar
infeccdo recente de reativacdo endogena, detectar possiveis contaminacdes intra
extra laboratorial, durante a manipulacdo de amostras; alem disso, para questdes
de saude publica, a genotipagem é uma ferramenta a mais para identificacdo de
fatores de risco de transmissdo da tuberculose em comunidades (ROSSETI 2001,
FERRAZOLI et al. 2000). A caracterizagdo do polimorfismo genético de
M.tuberculosis € obtida empregando-se técnicas de biologia molecular adequadas
para a situacdo da baixa diversidade genética do bacilo (COMAS et al. 2009;

WIRTH et al, 2008).
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2.7 POLIMORFISMOS GENETICO DE FAMILIAS DE M. tuberculosis.

O conhecimento das familias/subfamilias de M.tuberculosis mais comuns e com
ampla distribuicdo mundial tem ajudado a entender a dinamica de transmissao da
tuberculose. As técnicas de caracterizagdo de polimorfismos do genoma
micobacteriano mais comumente empregadas detecta a presenca ou auséncia de
elementos genéticos moéveis ou sequéncias espacadoras localizadas entre
elementos repetitivos do genoma micobacteriano, ou na quantificagdo de
sequéncias repetidas em tandem em regides de microssatélites; ou ainda, na
deteccdo de alteragcdes pontuais de unico nucleotideo em sequéncias altamente
conservadas. (BRUDAY et al. 2006; DURMAZ et al. 2007; VAN DEUTEKON et al.
2005; SUPPLY et al. 2006). A seguir, sdo descritas técnicas de caracterizacéo

genética do M.tuberculosis amplamente empregadas na literatura.

2.7.1 Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP)

A avaliacdo por RFLP da presenca e quantidade de repeti¢cdes do elemento de
insercdo 6110 (IS6110) mostrou-se um método muito robusto para ajudar a
confirmar casos de tuberculose epidemiologicamente relacionados. A técnica de
RFLP-IS6110 baseia-se na deteccdo do elemento mével 1S6110 no genoma de
micobactérias, o qual apresenta variacdo tanto no local de sua insercdo como no
namero de copias presentes. A base genética do polimorfismo observado resulta de
mutacdes nos sitios de restricdo alvo da enzima utilizada para lise do DNA e de
translocacdes e duplicacdes ou delecdes do elemento movel (IS6110) em diferentes
partes do genoma (FERRAZOLI et al. 2000; COMAS et al.; 2009 VAN EMBDEN et.
al, 1993). Este método tem como limita¢c6es a incapacidade de distinguir cepas com
baixo niumero de copias de I1S6110 (< 5 copias), e a necessidade de obtencdo de

DNA de elevada qualidade, a partir de culturas recentes e em quantidade suficiente
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para a realizagdo da técnica. E um método laborioso e de alto custo para ser

empregado numa rotina de diagnéstico (SUPPLY et al. 2000, 2001 e 2006)

2.7.2 Oligonucleotidios Espacadores (Spoligotyping)

O spoligotyping é uma técnica baseada na amplificacdo por PCR da regidao DR
e sequencialmente, na hibridacdo do produto amplificado com oligonucleotidios
marcados complementares as regides espacadas variaveis localizadas entre as
regides DR no genoma da micobactéria. O locus DR € membro de uma estrutura
universal de sequéncias conhecidas como repeticbes palindrémicas curtas
regulatérias agrupadas -Clustered Regulatory Short Palindromic Repeats (CRISPR).

A auséncia/presenca de um conjunto de 43 oligonucleotidios unicos
proporciona a variabilidade entre as familias. O seu uso tem permitido caracterizar
familias e subfamilias de M.tuberculosis com base em padrées de spoligotyping
obtidos apos a hibridacdo (BRUDAY et al. 2006; KAMERBEEK et al. 1997 WIRTH
2008). O perfil do spoligotyping da familia Beijing, por exemplo, ndo possui 0s
espacadores de 35 a 43, sendo esta a caracteristica genético desta familia por esta
técnica.

O poder discriminatério do spoligotyping entre as familias pode ser menor
guando comparado com técnicas que avaliam alteracGes pontuais de nucleotideos,
em todo o genoma da bactéria (COMAS et al. 2006) ou quando o humero de copias
do 1S6110 é alto (SANTOS e KIPNIS et al, 2007; KANDUMA et al, 2003) mas,
permite o agrupamento (clusterizacdo) de linhagem com base nos Shared Types
(ST’s) comuns compartilhados, os quais caracterizam o genoma bacteriano com
base nos resultados dos spoligotyping das familias/subfamilias. Estes ST’s sao
identificados por numeros arabicos e constituem um tipo internacional identificagdo
do genoma micobacteriano com base nos resultados do spoligotyping, servindo de

parametro de comparagdo entre técnicas de genotipagem diferentes, como MIRU-
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VNTR. Os ST’s séo classificados por um banco internacional de dados (SITVIT),

possibilitando a comparagcdo de taxas de agrupamento por ST's de familias de

M.tuberculosis genotipadas em todo o mundo. (BRUDAY et al 2006, MENDES et al,

2011). A tabela 4 descreve a frequéncia de algumas familias e subfamilias de

M.tuberculosis caracterizadas por spoligotyping, comumente circulantes em algumas

regides do Brasil.

Tabela 4 - Principais familias do complexo M. tuberculosis descritas em estudos no

Brasil.
Autor e Ano Local Familia
LAM  Haarlem X U EAl  Beijing
Malaspina et. al; 2008 Araraquara/SP * * * Ok

Cafrune et. al 2009

Mendes et. al 2011

Groll et. al 2010

Noguti et. al 2010

Miranda et. al 2011

Oelemann et. al 2011

Perrizolo et al. 2012

Nery et al, 2011"

Rio Grande do Sul

S3do Paulo

Rio Grande do Sul

Parana
Minas Gerais
Rio de Janeiro,
Porto Alegre e

Belém

Rio Grande do Sul

Salvador (BA)

* presencga da familia no estudo

1Dissertagéo de mestrado
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Como base nos estudos descritos na tabela 4, verifica-se no Brasil uma maior

frequéncia da familia Latin-American-Mediterranean (LAM), seguida da familia
Haarlem (H) e da familia T. Os dados estdo em acordo com Bruday et al (2006) que
realizou um andlise exploratéria do banco de dados internacional de perfis de
spoligotyping (SpolDB4 — versdo mais atual) descrevendo 62 familias/subfamilias
do CMT com base em 1.939 padrbes de spoligotyping de 39.295 cepas do CMT
obtidos de 112 paises, inclusive o Brasil. Aproximadamente 50% dos isolados da
America do Sul pertencem a familia LAM, a familia H e T sao principalmente
encontradas Africa, America Central e Caribe, Europa e América do Sul. O SpolDB4

€ uma ferramenta Gtil para estudos de epidemiologia molecular e filogenia da TB.

2.7.3 Numero Variavel de Repeticbes em Tandem de Unidades Repetitivas
Interespacadas Micobacterianas (MIRU-VNTR).

A genotipagem de familias de M.tuberculosis pela técnica de MIRU-VNTR vem
sendo amplamente empregada em todo o mundo (ALLIX-BEGUEC et al. 2008;
FLECHE et al. 2001; TAFAJ et al. 2009). Estudos tém comparado os resultados
desta técnica com o0s obtidos com RFLP-IS6110 e spoligotyping para a
determinacdo de familias relacionadas epidemiologicamente (van DEUTEKON,
2005). Comparada ao RFLP-1S6110, o MIRU-VNTR mostra-se mais rapido, de
menor custo, e passivel de automacdo, o que sugere o seu possivel uso na rotina
laboratorial para deteccao de familias relacionadas (RORING et al. 2002; SUPPLY,
2006; SKUCE et al. 2002).

O MIRU-VNTR baseia-se na amplificacdo por PCR de multiplos loci
micobacterianos usando primers especificos para regides flanqueadoras de cada
I6cus proposto; o tamanho do amplificado (amplicons) reflete o numero de cépias do
I6cus MIRU-VNTR alvo. Os loci contendo as sequéncias de repeticbes em tandem

possuem tamanho de 40-100 pb (isto €, sdo minissatélites) podendo variar entre as
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familias no numero de copias. O nimero de copias obtido é ordenado por I6cus alvo,

seguindo uma sequéncia Unica; gerando um coédigo numérico composto de 12
digitos (12 loci) a 24 digitos (24 loci) que pode ser comparado intra e extra
laboratorialmente. Um sistema baseado do em 12 loci MIRU-VNTR é o mais
amplamente usado por apresentar robustez minima necesséria para discriminacao
genética de isolados de M. tuberculosis.( ALLIX-BEGUEC et al, 2008; van
DEUTEKOM et al., 2005, SUPPLY et al; 2006;). Estes loci sao, portanto, Uteis em
estudos de reconhecimento de grupos (clusters) em TB devido a pouca variacédo
genética no DNA de espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis. Ressalta-
se que a técnica RFLP apresenta robustez para estabelecer uma ligacao
epidemiologica entre isolados de M.tuberculosis obtidos de dois ou mais pacientes
enquanto que as técnicas de Spoligotyping e MIRU-VNTR, além de estabelecer um
link epidemiologico entre casos de TB, pode permitir a descricdo de familias e
subfamilias da espécie M. tuberculosis; a figura 1 mostra o resultado da

genotipagem de isolados de M. tuberculosis por estas trés técnicas.
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Figura 1 - Dendrograma apresentando a caracterizacdo genética de familias de

Mycobacterium tuberculosis segundo os perfis encontrados em trés técnicas de

genotipagem: Perfil de spoligotyping (A), os ST’s especificos da linhagem (B); perfil RFLP-

1IS6110 (C); numero de familias agrupadas pelo perfl RFLP-1S6110 (D); sequéncia numérica

obtida pela técnica de MIRU-VNTR utilizando 12 loci (E) e a identificagdo do isolado no

estudo (F). (Lopez-Alvares et al; 2010)
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A descricdo dos perfis genéticos de familias pertencentes ao CMT tem
permitido o entendimento da distribuicAo espacial das diversas familias e
subfamilias em todo o mundo, o que possibilitou o entendimento da dispersédo das
familias mais adaptadas e responséaveis por infecgces humanas (BRUDAY 2006);
bem como o reconhecimento de familias isoladas geograficamente ou restritas a
infeccdo em animais (FOXMAN, 2001; SMITH et al. 2006). A caracterizacéo do perfil
genético e o conhecimento do tipo de familia ou subfamilia mais prevalente e
circulante numa populacdo humana vulneravel pode permitir o desenvolvimento de
técnicas de diagnostico mais acurado e de medidas de prevencao (ex vacinas) mais
eficientes e direcionadas.
As dez principais familias mais frequientes do CMT com base no SpolDB4 séo:
a familia T, familia Central-Asia (CAS), familia East-African-Indian (EAI) familia
Manu, familia S, familia X, familia Latin-American-Mediterranean (LAM), familia
Haarlem (H), familia Beijing, familia Beijing-like. A familia T esta distribuida em
todos os continentes. A familia CAS esta principalmente distribuida no Asia Central
e Oriente Médio, sendo dividida em duas principais subfamilias: a CAS1-Delhi,
encontrada na india e a CAS1-Kilimanjaro, encontrada na Tanzania. A familia EAI,
distribuida na Asia Oriental, é descrita principalmente na China, Coréia do Norte,
Coréia do Sul e Japédo, sendo prevalente nas Filipinas e Malasia. As familias S e
Manu sao familias novas e ainda pouco descritas; esta Ultima, € derivada da
subfamilia LAM11-ZWE, sendo essencialmente encontrada na india (Bhanu, 2002).
Ha alta prevaléncia das familias LAM e T nos continentes Africanos e Sul-
Americano. A familia X é prevalente na América do Norte e, secundariamente, na
América Central.
A familia Bejing, comumente associada as familias resistentes, é prevalente no
continente Asiatico, sendo muitas vezes descrita como uma familia endémica na

China. Estudos mostram que a familia Beijing est4 se difundindo para a Russia
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(GLYNN, 2002; QIAN, 1999). Almeida et al. (2005) relataram uma alta freqiéncia

(20/55) de isolados da familia Beijing entre todos os isolados multirresistentes em
um estudo na cidade de Munbai, india.

No inicio de 1990, cepas de M.tuberculosis multirresistentes foram isoladas em
22% (43/198) dos pacientes que eram casos novos de TB, internados no Hospital da
Cidade de Nova York (EUA). Investigacdes epidemioldgicas classicas aliadas as
técnicas de tipagem do DNA destes isolados revelaram tratar-se de um surto
ocasionado por familias de MT-MDR pertencentes a familia Beijing, que foram
denominadas linhagem W (HEWLETT et al. 1993, KREMER et al. 2004).

Gibson et al. (2008) demonstraram a ocorréncia de um subgrupo da familia
LAM no Brasil caracterizado por uma delecdo gendmica Unica verificavel através de
um PCR multiplex. Tal subgrupo, obtido de pacientes com TB no Rio de Janeiro, foi

R°  Familias do subgrupo RD®° sdo encontradas dispersas em

denominado RD
outros continentes e sua associacdo com maior transmissibilidade e potencialmente
maior fitness biolégico destaca a importancia deste subgrupo ser prontamente
identificado, como medida de controle para a saude publica (GIBSON et al, 2008) .
Entender os mecanismos de resisténcia € um desafio no combate a
tuberculose resistente, principalmente na sua forma mais grave. O estudo de
caracterizacdo genética amplia o potencial de intervencdo no surgimento de casos
novos da doenca, proporcionando competéncias para distinguir casos
epidemiologicamente relacionados, o que favorece acBes mais direcionadas de
vigilancia a saude com foco na quebra da cadeia de transmissao. Assim, a Bahia,
terceiro Estado da Federacdo em numeros de casos novos de TB e também, o
terceiro em numeros de casos de tuberculose multirresistente (TBMR) carece de
estudos que objetivam entender a dispersdo e as caracteristicas genéticas das

familias do M. tuberculosis dos casos de TB diagnosticados nos seus servigos de

referéncias.
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Estimativas da OMS revelam que se medidas efetivas contra a TB nao forem

substancialmente tomadas, a niveis locais e globais, mais de um bilhdo de pessoas
irdo se infectar com o bacilo da TB até 2020, devidos a combinacdo de fatores
demograficos, movimentos migratorios, expansdo do niumero de pessoas infectadas
com o HIV e o surgimento de casos novos de resisténcia aos farmacos
antituberculose (KOCHI 1994; KANDUMA et al, 2003; OMS, 2010).

O Estado deve cumprir seu papel fomentando pesquisas que visem subsidiar
politicas publicas de combate a doenca. A tuberculose pode ser controlada e possui
cura, porém continua sendo a primeira causa de morte por doenca infecto-

contagiosa em todo o mundo.
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3 JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo genética de familias do Complexo Mycobacterium
tuberculosis resistentes pode contribuir para o diagnostico precoce da TB
potencialmente grave, possibilitando a identificagdo dos casos novos de TB
resistente envolvendo familias filogeneticamente associadas com os casos de TB
resistentes (e graves) previamente descritos. O conhecimento do perfil genético
destas familias pode fornecer ferramentas para a descricdo de situacao
epidemioldgica, permitindo, por exemplo, a caracterizacdo de surtos e um melhor
entendimento do processo de disperséo das familias de M. tuberculosis circulantes
no Estado da Bahia.

Em particular, para as familias resistentes, a descricdo genética possibilita
um melhor entendimento do processo de desenvolvimento da resisténcia do
M.tuberculosis aos farmacos antituberculose, permitindo a identificacdo de fatores
de riscos locais associados ao surgimento TBMR. Em conjunto com a genotipagem,
a avaliacao do grau de susceptibilidades aos farmacos antituberculoses de segunda
linha proporciona a caracterizacdo de pacientes com TBXDR.

Como aponta BRUDAY et al. (2006), € um desafio estabelecer relacdes entre
a variabilidade genética do bacilo e a clinica dos pacientes, mas esta associacao
pode permitir uma melhor conduta clinica. Compreender a dispersao das principais
familias e subfamilias do bacilo da TB no Estado pode favorecer acbes de vigilancia
mais focadas; atentando, principalmente, para prevencéo de novos casos. Ressalta-
se ainda, a possibilidade de implantacdo/implementacdo de tecnologias de
genotipagem para o diagnostico de TB resistente no Laboratorio Central de Saude

Publica Prof. Gongalo Moniz, referéncia estadual no diagnostico laboratorial da TB.
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As técnicas de genotipagem quando utilizadas em conjunto com os métodos

convencionais de investigacdo epidemiologica permitem grandes avang¢os no
conhecimento sobre evolugéo, transmisséo e patogénese de agentes infecciosos.
Na Babhia, terceiro estado em numeros de casos novos de TB e de TBMR, ndo ha
estudos na literatura cientifica abordando a prevaléncia/incidéncia das principais

familias de M.tuberculosis resistentes circulantes, bem como dos casos de TBXDR.
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4 OBJETIVOS DO TRABALHO

4.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar uma possivel ocorréncia de TBXDR na Bahia e caracterizar o perfil

genético de familias de M. tuberculosis multirresistentes associando o perfil genético

com as caracteristicas sdcio-demograficas e clinicas dos pacientes envolvidos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

42.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Descrever o perfil de resisténcia de isolados de M. tuberculosis submetidos
ao teste de sensibilidade utilizando os farmacos: rifampicina (R), isoniazida
(H) e etambutol (E), estreptomicina (S), ofloxacina (O), kanamicina (K) e
amicacina (A), capreomicina (C);

Localizar geograficamente e avaliar uma possivel associacdo entre os perfis
de resisténcia encontrados comas caracteristicas socio-demograficas e
clinicas dos pacientes envolvidos;

Caracterizar o perfil genético dos isolados multirresistentes através do
Numero Variavel de Repeticbes em Tandem de Unidades Repetitivas Inter-
Espacadas (MIRU-VNTR) 12 loci e do Spoligotyping.

Descrever a distribuicdo dos casos de TB multirresistente e das familias e
subfamilias de M. tuberculosis encontrados por municipio de ocorréncia do

Estado da Bahia.
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de corte transversal com amostragem de conveniéncia.

5.2 POPULACAO DE ESTUDO

Casos prevalentes TBMR do Estado da Bahia do periodo de 2008 a 2011.

5.2.1Amostra

As amostras foram os isolados de M. tuberculosis apresentando resisténcia
simultanea a R e H ( isto € MT-MDR) com resisténcia adicional ou ndo a outros
farmacos antituberculose. Os isolados foram obtidos de amostras biologicas de
pacientes com diagnodstico de TB do Estado da Bahia, principalmente aqueles
atendidos no Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM) no periodo de
janeiro de 2008 a dezembro de 2011. Os isolados MT-MDR com resisténcia
adicional a Ofloxacina mais resisténcia a kanamicina e/ou capreomicina e/ou
amicacina caracterizados no TSIl foram designadas como isolados de M.
tuberculosis extensivamente resistentes (MT-XDR). Dois ou mais isolados
pertencentes a um mesmo pacientes foram avaliados, sendo utilizado um unico

isolado (mais recente)para descricao do perfil de resisténcia e para genotipagem.
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5.3 PERFIL DE RESISTENCIA

Os perfis de resisténcia dos isolados de M. tuberculosis foram obtidos a
através da realizacdo do TSI no LACEN BA e do TSIl no Centro de Referéncia Prof.
Hélio Fraga (CRPHF). O TSI foi realizado pelo método das propor¢cdes segundo
Canetti et al. (1969) em meio solido de cultura Lowenstein-Jensen (LJ) no periodo
de janeiro de 2008 a dezembro de 2011. Antes da realizagdo do TSI, os isolados
foram identificados como pertencente a espécie M. tuberculosis pelo uso de meios
de LJ contendo agentes inibidores de crescimento para outras espécies (acido-p-
nitrobenzoico a 500ug/ml e hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico a 2ug/ml),
realizacao do teste da niacina e teste da reducéo do nitrato, alem da avaliacédo das
caracteristicas fenotipicas conforme protocolos internos do setor de
micobacteriologia do LACEN BA e do Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da
Tuberculose e Outras Micobactérias (Brasil, 2008). Os seguintes farmacos foram
utilizados no TSI: isoniazida (H), rifampicina (R), etambutol (E), estreptomicina (S),
nas concentracdes de 0,2mg/ml; 40mg/ml; 2mg/ml e 4mg/ml. Uma aliquota de cada
isolado de foi armazenada em meio liquido 7H9 de Middlebrook e mantida a -20°C,
constituindo um banco de isolados do LACEN BA. Cada isolado foi posteriormente
repicado em dois (2) tubos contendo meio LJ e armazenado a 36°C (+ 1) em estufa
bacterioldgica por 30 dias. Apds crescimento das culturas em ambos os tubos; um
tubo foi enviado ao Centro de Referéncia Prof. Hélio Fraga (CRPHF) para realizacéo
TSIl e o outro tubo, foi utilizado para extracdo do DNA da cultura.

O TSIl foi realizado em meio liquido de Middlebrook 7H9 modificado,
automatizado e pertencente a um sistema nao-radiométrico de cultura comercial
(BACTEC MGIT960, Becton Dickinson Diagnostic Systems, MD) empregando os seguintes farmacos
ofloxacina, kanamicina, capreomicina e amicacina nas concentragdes de 2,0ug/ml,
2,5 pg/ml, 2,5 pg/ml e 1,0 pg/ml, respectivamente. A realizagédo do TSIl pelo CRPHF

segue as recomendag¢fes da Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS).
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5.4 EXTRACAO DO DNA.

O DNA dos isolados foi extraido a partir de culturas crescidas no tubo 2 do
repique. As coldnias de M. tuberculosis foram retiradas com auxilio de alca plastica
estéreis de 10ul e colocadas em criotubos contendo 500ul de tampédo TE pH8,0 (100
mM Tris/HCI, pH 8.0 e 10 mM EDTA em agua destilada estéril) e mantidas a -20°C.
O DNA foi extraido conforme técnica descrita por van EMBDEN et al (1993). Em
resumo, 0S criotubos armazenados contendo as colonias foram aquecidos em
termobloque a 80°C por 30 minutos para inativacao das cepas; posteriormente, 70ul
de uma solucéo de lisozimas (10mg/ml) foi introduzida nos criotubos, mantendo-os a
37°C em over night. No dia seguinte, uma mistura de 70 ul SDS10% mais 20ul de
uma solucdo de proteinase K (10mg/ml) foi introduzida, incubando a 65°C por 15
minutos. Adicionalmente, 100yl de NaCl 5M e 100ul de CTAB (previamente
aquecido) foram introduzidos, mantendo-se os criotubos mais uma vez, a 65°C por
15 minutos; sequencialmente, 500ul de uma solucdo de Cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) foi introduzida e todo o material foi homogeneizado em vortex e
centrifugados a 14000 rpm. Para e extracao final. Retirou-se 600ul do sobrenadante
aquoso para um eppendorff estéril. ODNA foi precipitado com 500ul de alcool
isopropilico gelado; e mantido em temperatura ambiente para evaporacdo, sendo
entdo o DNA lavado com alcool 70% gelado. Utilizou-se 100ul de tampao TE pH 8,0
para diluicdo final do DNA extraido que acondicionado a -20°C para posterior uso na
genotipagem. Os reagentes foram preparados conforme protocolo disponivel em
web:http://www.protocol-online.org Todos os procedimentos foram realizados no

laboratério NB2/NB3, atendendo as normas de biosseguranca para agente nivel 3.
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5.5 GENOTIPAGEM

Empregou-se a técnica de Numero Variavel de Repeticdes em Tandem de
Unidades Repetitivas Inter-Espagcadas (MIRU-VNTR) com amplificagcdo de 12 loci
(MIRU-VNTR 12 loci), utilizando primers marcados com corantes fluorescentes
(dyes), e primers nao-marcados tendo como alvo regifes flanqueadas dos
respectivos loci a serem amplificados. Realizou-se amplificagdo por multiplex-PCR
(MIX) para trés loci; cada conjunto de mix, designados como mix 1, composto pelos
MIRU 04 (locus 580), 26 (locus 2996) e 40 (locus 802); o mix2, constituido pelos
MIRU10 (locus 960), 16 (locus 1644), 31(I6cus 3192); mix 6 formados pelos MIRU 02
(locus 154), 23 (locus 2531), 39 (locus 4348),e pelo mix 7 composto pelos MIRU 20
(locus 2059), 24 (locus 2687), e 27 (locus 3007), conforme tabela 5 desta sec¢éao.

A amplificacdo destes loci seguiu-se conforme protocolo do guia técnico de
Supply et al (2005) com adaptacdes propostas por van Soolingen et al (2010).
Resumidamente, a analise utilizou kit comercial Qiagem HotstartTaq polymerase
com solucdo Q com primers ndo-marcados e marcados para a técnica MIRU-
VNTR12loci, empregando-se LIZ1200 (GeneScan'™ LIZ1200® da Applied
Biosystems como marcador de peso molecular durante a separacdo dos loci
amplificados em eletroforese capilar (EC).

Para cada amostra cujo DNA foi genotipado, foi utilizado uma quantidade de
0,08 ul de HotStart-Tag DNA polimerase (0,4U), 4ul de solucdo-Q 5x; 2ul Buffer 10x;
0,4 a 1,2ul de MgCl, 25mM ( dependendo do MIX - exceto para o MIX 7); 9ul de H20
MQ e 0,8ul de dATP,dCTP,dGTP e dTTP (c.c de 10mM para todos); 0,4ul de primers
nao-marcados (c.c de 4pmol/ul)e 0,4ul de primers marcados na c.c. de 4pmol/ul
(MIRU-VNTR’s 2, 4, 10, 16, 20, 23, 26, 27, 31, 39 e 40) e2pmol/ul (MIRU 24). As
sequéncias dos primers de todos os MIRU-VNTR'’s podem ser vistas na figura3.

Numa placa de 96 pocos, 18ul da mistura dos reagentes foram adicionadas a

2l do DNA da amostra; perfazendo, 20ul de solucéo final para amplificacdo. Para
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cada mix a ser amplificado, foram utilizados um controle positivo (cepa BCG

Morreau) e um controle negativo (todos os reagentes mais 2ul H20 MQ no lugar do
DNA) por placa trabalhada. O perfil genético da cepa BCG é previamente conhecido
para cada I6cus MIRU-VNTR amplificado.

Os parametros de amplificagdo bem como o procedimento de realizacdo das
placas estdo descritos nos protocolos estabelecidos por Supply et al (2005) e van
Soolingen et al (2010). Para todos os MIX’s, utilizou-se a mesma programacao no
termociclador, iniciando com 15 min a 95°C seguido por de 30 ciclos de 1 minuto a
94°C, 1 min. a 59°C, 1,5 min. a 72°C sendo finalizada com incubag&o de 10 min. a
71°C. Ap6s amplificagdo, os amplicons foram diluidos 5x com H20 MQ e 1pl deste
DNA amplificado diluido foi aliquotado em uma nova placa de 96 pocos, contendo
9ul de uma solucdo LIZ1200 diluido 20x em formamidaHi-Di'", conforme instrucdo
do fabricante. Sequencialmente, esta placa foi denaturada a 95°.C por 5 min e
reservada a — 20°C para sequenciamento em EC.

A EC foi realizada na plataforma de sequenciamento do Centro de Pesquisa
Prof. Goncalo Moniz da Fundacdo Oswaldo Cruz do Estado da Bahia
(CPQGM/FIOCRUZ BA), utilizando sequenciador automatico (Analyser
3100,ApliedBiosystems) de 16 capilares (50cm) com parametros de corrida
estabelecidos por Supply et al (2005). Para obtenc&do dos tamanhos (em pb) dos loci
alvos amplificados, os resultantes da EC foram analisados utilizando software livre
PeakScannerv.1.0 (AppliedBiosystems) disponivel em web. Os tamanhos das
amplificacdes dos loci (em pb) foram transcritos para uma planilha de Excel e
comparados manualmente utilizando a tabela 5 como referéncia para obtencdo do

namero de repeticdo em tandem dos loci amplificados.
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5.6 DESCRICAO DOS PERFIS MIRU-VNTR E OBTENCAO DAS

FAMILIAS E SUBFAMILIAS.

O perfil genético encontrado corresponde as amplificacdes das repeticdes em
tandem para os 12 loci amplificados no estudo foram organizados conforme tabela
5; obtendo assim uma sequiéncia numeérica de 12 digitos. Os perfis genéticos dos
isolados foram comparados com os perfis constantes em uma base de dados
internacional disponivel via web (www.miru-vntrplus.org) que possui dados de 186
cepas caracterizadas pelo o uso das técnicas MIRU-VNTR (24 loci), Spoligotyping,
polimorfismo de nucleotideo unico (single-nucleotide-polymorphism - SNP) e
polimorfismo de sequéncia ampliada (large-sequence-polymorphism-LSPs)
conforme descrito por ALLIX-BEGUECE et. al (2008).

Os perfis genéticos dos isolados do estudo obtidos pela técnica de MIRU-
VNTR 12 loci foram submetidos ao banco de dados www.miru-vntrplus.org para
obtencao das familias/subfamilias e do Internacional shared type (ST’s). Os ST'’s sao
nameros que caracterizam o genoma das familias/subfamilias conforme o banco de
dados internacional de Spoligotyping (SpolDB) na sua ultima verséao (SpolDB4).

A familia/subfamilia foi identificada quando a analise de congruéncia entre o
perfil MIRU-VNTR 12 loci encontrado dos isolados do estudo apresentou uma
congruéncia igual ou inferior a 0,17 (cut off) com os perfis MIRU-VNTR 24 loci das
cepas de referéncias do banco de dados; sendo o melhor grau de congruéncia
(bestmatch )igual a zero, conforme utilizado e recomendado por ALLIX-BERGUEC
et. al (2008) e OELEMAN et al (2011). Um dendograma baseado no perfil do MIRU-
VNTR 12 loci das linhagens do estudo foi gerado utilizando um coeficiente
categorico de peso um no formato tree UPGMA utilizando o mesmo banco de dados.
Dois ou mais isolados apresentando o mesmo perfillRU-VNTR 12 loci foram
consideradas como pertencentes ao mesmo cluster e aqueles isolados possuindo

perfis MIRU-VNTR 12 loci Unicos foram consideradas como nao-cluster.


http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
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5.7 PERFIS DE MIRU-VNTR NAO PAREADOS COM AS LINHAGENS

DE REFERENCIAS DO BANCO DE DADOS www.MIRU-VNTRplus.

Os perfis de MIRU-VNTR do estudo que apresentaram cut off similaridade alto
(> 0,17) com as linhagens das cepas de referéncias do banco de dados foram
considerados como perfis de MIRU-VNTR néo-pareados (MIRU-VNTR-np)

O DNA dos isolados que apresentaram perfil de MIRUVNTRnp foram enviados
ao Instituo Evandro Chagas no Estado (IEC) no Para uma segunda genotipagem
utilizando a técnica do Spoligotyping. Para a realizacdo do Spoligotyping, utilizou-se
o protocolo descrito por KAMERBEEK et al (1997). Rapidamente, esta técnica
consiste na utilizacdo de 20pmols de primers biotinilados especificos para regido da
DR cromossomal do M. tuberculosis; 200uM de dNTP’se 1U de Taq DNA polimerase
para amplificacdo por PCR. O produto amplificado foi hibridizado em membrana
(IsogenLifeScience) contendo 43 oligonucleotidios espacadores do locus DR
complementares a aqueles oligonucleotidios amplificados da amostra. Os
fragmentos ligados @ membrana foram detectados por quimiluminescéncia apos
incubacdo com peroxidase, revelando a presenca ou auséncia de um determinado
oligonucleotidio espacador.

Os perfis encontrados foram compilados numa planilha Excel e combinados
com os perfis MIRU-VNTRnp dos isolados correspondentes e submetidos
novamente ao ao mesmo banco de dados (www.miru-vntrplus) para obtencdo das

familias/subfamilias e ST's.


http://www.miru-vntrplus/

Mix

Mix

Mix

Mix

Mix

Mix

Mix

Mix

Mix

Locus

580
2096
802
960
1644
3192
424
577
2165
2401
3690
4156
2163b
1955
4052
154
2531
4348
2059
2687
3007
2347
2461

3171

Alias

MIRU 4/ ETR-D
MIRU 26

MIRU 40

MIRU 10

MIRU 16

MIRU 31/ ETR-E
VNTR 42

VNTR 43/ ETR-C
ETRA

VINTR 47

VNTR 52

VNTR 53/ QUB-
4156c

QUB-11b

VNTR 1955
QUB-26

MIRU 2

MIRU 23

MIRU 39

MIRU 20

MIRU 24

MIRU 27 / QUB-5
VNTR 46

VNTR 48 / ETR-B

VNTR 48

Sequence (optional label)

GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC)
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)
GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC)
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)
CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM)
CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC)
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED)
CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM)
ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC)
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
TGACCACGGATTGCTCTAGT
GCCGGCGTCCATGTT (NED)
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGE
CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM)
AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC)
CAACATCGCCTGGTTCTGTA
AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED)
CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAM)
CTGTCGATGGCCGCAACAAMACG (VIC)
AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (NED)
TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (FAM)
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (VIC)
TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED)
GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT (FAM)
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT (VIC)
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA (NED)
GCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC
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Figura 2 — Descrigao MIX’s(de 1a8) e os seus respectivos loci ou home do MIRU

(alias). Todos os locus estdo representados pela sua sequiéncia de oligonucleotidica

de iniciacdo (primers) com a sua respectiva concentracao de uso. Os

primersmarcados séo designados com a terminagcéo FAN, VIC ou NED. Fonte van

Soolingen et al,(2010



Tabela 5 Referencia para obtengc&do do numero de repeticdes em tandem apds amplificacdo do locus MIRU

VNTR utilizando PCR — multiplex Fonte: Supply et al, 2005 (adaptado)

Tamanho da amplificagdo por locus

MiIX 1 MIX 2 MIX 6 MIX 7
Repetigbes 580 2996 802 960 1644 3192 154 2531 4348 2059 2687 3007
0 175 285 354 482 565 492 402 150 540 437 395 498
252 336 408 537 618 545 455 200 593 514 447 551
2 329 387 462 590 671 598 508 253 646 501 501 604
3 406 438 516 643 724 651 561 306 699 668 555 657
4 483 489 570 696 777 704 614 359 752 745 609 710
5 560 540 624 749 830 757 667 412 805 822 663 763
6 637 591 678 802 883 810 720 465 858 899 717 816
7 714 642 732 855 936 863 773 518 911 976 771 869
8 791 693 786 908 989 916 826 571 964 1053 825 922
9 868 744 840 961 1042 969 879 624 1017 1130 879 975
10 945 795 894 1014 1095 1022 932 677 1070 1207 933 1028
11 1022 846 948 1067 1148 1075 985 730 1123 1284 987 1081
12 1099 897 1002 1120 1201 1128 1038 783 1176 1361 1041 1134
13 1176 948 1056 1173 1254 1181 1091 836 1229 1438 1095 1187
14 1253 999 1110 1226 1307 1234 1144 889 1282 1515 1149 1240
15 1330 1050 1164 1279 1360 1287 1197 942 1335 1592 1203 1293

47
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5.8 VARIAVEIS DO ESTUDO

As variaveis socio-epidemioldgico e clinicas dos pacientes, foram obtidas dos
prontuarios dos pacientes no HEOM e nas fichas do Sistema Vigilancia

Epidemioldgicos da TBMR do Ministério da Saude - Sistema TBMR/MS ( ANEXO I).

5.8.1 Variaveis Qualitativas:

Sexo, municipio, escolaridade, apresentacdo da radiografia pulmonar,histéria de
abandono e historia de faléncia, resultado do exame para HIV, situacdo clinica atual (
guando da obtencédo dos dados, como se encontrava o paciente), perfil de resisténcia
para farmacos de primeira e segunda linha, perfil genético obtido no MIRU-VNTR e
pelo Spoligotyping.

Na variavel situagdo clinica atual foram considerados os desfechos dos
pacientes no momento da coleta dos dados, estabelecendo as seguintes categorias:
tratamento favoravel, que compreende a cura da doenca ou situacdo de tratamento
com evolucao para a cura (melhora clinica com negativacdo da cultura ao longo do
tratamento), faléncia ao tratamento, verificado com positividade da cultura para M.
tuberculosis com piora do quadro clinico ao longo do tratamento ), abandono,
caracterizado quando ha auséncia de tratamento do paciente por mais de 30 dias, e
Obito. Considerou-se como existéncia de co-morbidade aquela (s) notificada (s) no

prontuario ou na Ficha Sistema TBMR ao tempo da analise.

5.8.2 Variaveis Quantitativas
Idade, tempo de tratamento para TBMR, nimero de tratamento anterior para

TBMR.
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5.9 CATEGORIZACAO DOS PACIENTES

As variaveis nome, sexo, idade, data de nascimento, nome da genitorados
pacientes (quando presente) do pacientes cujas familias foram obtidas foram
comparadas e analisadas com auxilio de planilha de Excel para a identificacdo do
namero exato de pacientes do estudo. Os pacientes foram categorizados em dois
grupos: 1) pacientes com tuberculose extensivamente resistente (TBXDR) e 2)

pacientes com tuberculose nao extensivamente resistente (ndo-TBXDR).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram compilados em planilha do Excel (2007) para as analises
subsequentes. As variaveis foram descritas através de suas proporc¢oes, medianas. As
proporcdes entre os grupos foram comparadas pelo teste qui-quadrado (X?); quando
apropriado, utilizou-se o teste exato de Fischer. As médias foram comparadas pelo
teste t Student se presente. Considerou-se como significativos resultados com p< 0,05,
sendo utilizado o programas Epi-Info v 3.5.1 para analise dos dados. A localizac&o
geografica das familias/subfamilias foi realizada sob o mapa geopolitico vetorizado do

Estado da Bahia, Brasil, utilizando o programa ArCview v.3.3.
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5.11CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO DOS PACIENTES

Incluiram-se para analise do perfil genético, os pacientes com isolado MT- MDR
com resultado do TSIl conhecido. Para os pacientes que tiveram mais de um isolado
foi considerado o resultado de TSI mais recente. Pacientes de outros Estados foram

excluidos.

5.12. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo néo inclui a coleta de novas amostras dos pacientes. O projeto foi
submetido e aprovado pelo comité de ética da CPqGM/FIOCRUZ BA sob o PARECER

N° 226/2010.

5.13 ATIVIDADES E LOCAIS - Fluxograma

Repiqueisolados MDR
LACEN BA
Lowenstein-Jensen (LJ)
2tubos
I I
1tubo 1tubo Obtengao Dados
Extracdo do DNA LACEN Realizagdo do TSI SMARTLab/LACEN BA
van Embden et al. 1993 (CRPHF RJ) Prontuarios do HEOM
Cultura automatizada MGIT e fichas do Sistema TBMR

Genotipagem FICRUZ BA r Genotipagem 2 |
1
MIRU-VNTR | Spoligotyping IEC/PA !
. 1
Supply et al; 2000 I Kamerbeek et al, 1997 |




o1
6 RESULTADOS

6.1 DESCRICAO DOS ISOLADOS DE Mycobacterium tuberculosis DO ESTUDO.
Do total de isolados M. tuberculosis resistentes, simultaneamente, a rifampicina
(R) e isoniazida (H) repicados; 34% (132/392) n&o cresceram e seis apresentaram

contaminacao (tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia dos isolados de Mycobacterium tuberculosis resistentes a

rifampicina e a isoniazida. Bahia 2012.

Descri¢ao n %
Isolados com crescimento 254 65
Isolado sem crescimento 132 34
Isolados contaminados” 6 1
Total de isolados repicados 392 100

1 contaminacao por Mycobacterias-néo tuberculosa; por fungos, impréprio para realizagao do teste de sensibilidade.

Os 254 isolados MT-MDR com crescimento corresponderam a 206 pacientes com
tuberculose Multirresistente (TBMR). Foi mantido no estudo apenas um isolado de
cada paciente, sendo selecionado para analise o Ultimo isolado obtido, conforme
descrito na secao 5.2 de Materiais e Métodos.

N&o ha indicios de que a populacdo de pacientes excluidos por problemas no
cultivo (contaminados ou sem crescimento) apresente diferencas em comparacdo com

a populacao de pacientes que permaneceu no estudo (tabela | - Apéndice).
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6.2 DESCRICAO DOS PERFIS DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE

M. tuberculosis DOS PACIENTES COM TBMR.

Os perfis de resisténcia dos 206 isolados do estudo para os farmacos de primeira
linha (rifampicina, isoniazida, etambutol) e estreptomicina utilizados no TSI (teste de
sensibilidade um [1] ), e os perfis de resisténcia para farmacos de segunda linha
(capreomicina, ofloxacina, kanamicina e amicacina) utilizados no TSIl sdo mostrados

na tabela 7e 8, respectivamente.

Tabela 7 — Resultados dos testes de sensibilidade | de isolados de M. tuberculosis de

pacientes com tuberculose multirresistente. Bahia, 2012.

Perfil n %
RH (apenas) 86 42
RH+S+E 56 27
RH+E 35 17
RH+S 29 14
TOTAL 206 100
R- rifampicina

H- isoniazida

E- etambutol

S- estreptomicina

Resisténcia a pelo menos um farmaco anti-tuberculose além da rifampicina e
isoniazida foi encontrada em 58% (120/206) dos isolados. Dentre estes, quase metade
(47%) apresentou resisténcia a todos os farmacos de primeira linha mais

estreptomicina.
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Tabela 8 — Resultados dos testes de sensibilidade Il de isolados de M.tuberculosis de

pacientes com tuberculose multirresistente. Bahia, 2012.

Perfil n %

Sensiveis 140 68,0
Resisténcia apenas a C 11 53
Resisténcia apenas a O 39 19,0
Resisténcia apenas a K 1 0,5
Resisténcia a K+A 1 0,5
Resisténcia a O+C 2 1,0
Resisténcia a O+K+A 1 0,5
Resisténcia a O+C+K+A 11 53
TOTAL 206 100

C - capreomicina
O -ofloxacina,
K- kanamicina

A- amicacina

Aproximadamente 7% (14/206) dos isolados preencheram o critério para TB
extensivamente resistente (TBXDR). Destes, 36% (5/14) apresentaram resisténcia a

todos os farmacos testados no TSl e TSII.

6.3 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DOS PACIENTES

COM TBMR.

Os 206 casos de TBMR do estudo ocorreram em 45 dos municipios do Estado
da Bahia (Figura 3). Salvador, a capital do Estado, concentrou mais da metade dos
casos de TBMR (Tabela 9). Em seguida a capital, Salvador, a maior propor¢cdo de
casos de TBMR foi encontrada em Feira de Santana, Paulo Afonso e Jequié. Em
relacdo aos casos de TBXDR, cinco municipios tiveram pelo menos um caso, sendo

gue Salvador concentrou a maioria (79%, 11/14).
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Figura 3. Municipio de ocorréncia dos casos de TBMR (n=192) e TBXDR (n=14) por
ocorréncia. Em vermelho (A) os municipios com casos de TBXDR. Mapa do Estado da Bahia,

Brasil 2012.

Tabela 9- Frequéncia de casos de TBMR por municipio de ocorréncia no periodo de

2008-2011. Bahia, 2012

NUmero de casos

Municipio

TBXDR n-TBXDR Total %
Camacari 0 2 2 1
Campo Alegre Lourdes 1 0 1 0,5
Candeias 0 2 2 1
Canudos 0 2 2 1
Feira de Santana 0 10 10 5
Irecé 0 2 2 1
Itabuna 1 1 2 1
Jequié 0 4 4 2
Juazeiro 0 2 2 1
Lauro de Freitas 0 2 2 1
Olindina 0 2 2 1
Paulo Afonso 0 7 7 3
Santo Amaro 0 2 2 1
S&o Francisco do Conde 0 2 2 1
Simdes Filho 1 0 2 1
Salvador 11 123 133 65
Outros Municipios com apenas um caso de TBMR 0 29 29 14
Total 14 192 206 100
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A maioria dos pacientes com TBMR foi do sexo masculino, com mediana de

idade de 38 anos (Tabela 10). Os pacientes com TBMR a partir dos quais foram
obtidos os isolados foram estratificados quanto ao perfil de resisténcia aos farmacos
anti-tuberculose como pacientes TBXDR e com tuberculose nao extensivamente
resistente (n-TBXDR). Perfil similar para estas variaveis foi observado entre os
pacientes com TBXDR.

Informacgdes sobre co-morbidades nestes pacientes estavam notificadas para as
seguintes condic¢des, por ordem de freqUéncia: uso de alcool, transtorno mental, co-
infeccao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), diabetes, tabagismo, uso de
drogas ilicitas, co-infecgdo por virus T-linfotrépico (HTLV) e hanseniase. Sao
mostrados na tabela 9 os dados para as co-morbidades com frequéncia igual ou
superior a dois casos em cada grupo. A co-morbidade transtorno mental apresentou
diferenca na proporcdo de numero de casos entre 0s grupos avaliados. A pesquisa do
HIV foi realizada numa propor¢cdo aumentada nos individuos com TBXDR. Nao se
verificou diferenca quanto a positividade ao teste HIV, histéria previa de faléncia a
tratamentos anteriores para TB ou abandono de tratamento entre os dois grupos
estudados. Foram observados casos de resisténcia primaria no grupo TBXDR, a
mesma proporcao encontrada entre os demais pacientes.

A forma clinica pulmonar representou a totalidade dos casos com informacéao
disponivel, sendo que apresentacdo radiolégica (comprometimento pulmonar) néo
divergiu entre os grupos. Os pacientes com TBXDR apresentaram maior frequéncia de
faléncia de tratamento para TB e a situacdo clinica atual mostrou desfecho menos
favoravel, com faléncia do tratamento vigente para mais da metade dos pacientes e

Obito em mais de um ter¢o dos individuos com TBXDR.
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Tabela 10- Caracteristicas soOcio-demograficas e clinicas dos pacientes com
tuberculose multirresistente (N=206). Bahia, 2012

VARIAVEIS TBXDR nao-TBXDR Total RP (IC 95%) P
N=14 N=192 N=206
Sexo
Masculino 71%(10/14) 65% (124/192)  65%(134/206) 1,37 [0,38 5,42] 0,420
Idade (anos )
Mediana (Variagdo) 43[ 20-72] 38 [18-71] 38 [18-72]
Municipio de Residéncia
Salvador 79%(11/14) 64%(123/192) 65%(133/206) 2,06 [0,51-9,64] 0,212
Outros municipios 29% (4/14) 36% (69/192) 35% (73/206)
Co-morbidade
Pelo menos uma relatada 71% (10/14) 39% (52/133) 44%(65/147) 2,54 [0,98-6,53] 0,040
Dado ndo disponivel 31% (59/192) 29% (59/206)
Tipos de Co-morbidades
Transtorno mental 21% (3/14) 5% (6/133) 6% (9/147) 5,77 [ 0,98-31,8] 0,041
Diabete 7% (2/14) 11% (14/133) 10% (16/147)  1,42[0,01-7,83] 0,467
Uso de alcool* 21%(3/14) 23% (31/133) 23% (34/147) 0,99 [ 0,20-4,25] 0,607
Tabagismo' 7% (2/14) 4% (5/133) 5% (7/147) 4,27 0,51-29,5] 0,134
Pesquisa de HIV
Realizado 100% (14/14) 56% (108/192) 59% (122/206) 11[1,57-242] 0,003
Dado ndo disponivel 0 44% (84/192) 41% (84/206)
Resultado do HIV
Positivo 14% (2/14) 6% (6/108) 6% (8/122) 2,83 [ 0,35-18,6] 0,229
Negativo 86% (12/14)  94% (102/108)  93% (114/122) 0,35 [ 0,05-2,86] 0,230
Historia previa de Faléncia
Sim 93%(13/14) 79% (104/132) 81% (117/145) 3,50[ 0,40-74,6] 0,187
Dado ndo disponivel 0 31% (60/192) 29% (60/206)
Historia previa de Abandono
Sim 86%(12/14) 67% (89/132)  69% (101/146) 2,90 [0,60-19,70] 0,132
Dado ndo disponivel 0 31% (60/192) 29% (60/206)
Tipo de Resisténcia
Priméria 14%(2/14) 18% (24/132) 18%(26/146)  0,75[0,11-3,91] 0, 529
Dado ndo disponivel 0 31% (60/192) 29% (60/206)
Radiograma pulmonar
Comprom. bilateral cavitdrio 76%(11/14) 80%(106/132) 80%(117/146) 0,90 [ 0,21-4,40] 0, 500
Comprom. unilateral cavitario 14% (2/14) 17% (22/132) 16% (24/146) 0,83[0,12-4,38] 0, 587
Dado n3o disponivel 0 31% (60/192) 29% (60/206)
Situagdo Clinica Atual
Tratamento favorével 7% (1/14) 62%(95/154) 60% (96/168) 0,10 (0,0-0,79) <0,001
Faléncia de tratamento 57 % (8/14) 13% (20/154) 18%(29/168) 8,93[2,47-33,1] <0,001
Obito 36 %(5/14) 14% (22/154) 16%(26/168)  3,33[0,87-12,3] 0,052
Abandono do tratamento 0 5%(7/154) 4% (7/168)
Dado n3o disponivel 0 20% (38/192) 29%(38/206)
Perfil de Resisténcia
Resisténcia a E 86%(12/14) 41% (79/192) 44%(91/206) 8,58 [1,87-39,42] 0, 0015
Resisténcia a S 43% (6/14) 60% (115/192)  59% (121/206) 0,56 [0,15-1,67) 0,211
Resistente a E+S (simultaneamente) 57% (8/14) 25%(48/192) 27% (56/206) 4,00[ 1,18-13,8] 0,014
TDO
N3o 79%(11/14) 82%(108/132)  82% (119/146) 0,81 [0,19-4,01] 0,471

Dado nédo disponivel

31%(60/192)

29%(60/206)

0
1 - Foram considerados como comorbidade neste estudo; E, etambutol.S, estreptomicina. TDO, tratamento diretamente observado
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Em contraste, apenas 30% dos pacientes ndo-TBXDR tiveram situagdo clinica

atual de faléncia ou 6bito. Cerca de 20% dos pacientes com TBMR foram notificados
estarem sob terapia diretamente observada, ndo havendo diferenca na proporc¢éo entre
0S grupos.

Quanto a resisténcia aos farmacos etambutol e estreptomicina, houve proporcéo
maior de ocorréncia de resisténcia ao etambutol bem como de resisténcia combinada a
estreptomicina e etambutol no grupo TBXDR. Uma propor¢do importante de
sensibilidade a estreptomicina (43%) foi verificada em todos os casos TBXDR, sendo

nao significativa quando comparada ao grupo nao-TBXDR.

6.3.1 Detalhamento Clinico-Epidemiolégico dos casos de TBXDR

O perfil clinico-epidemiologico e de resisténcia aos farmacos dos pacientes do
grupo TBXDR foi detalhado na tabela 11. Eles apresentaram mediana de 3 [1-6, min-
max] tratamentos prévios para TB e 30 [1-94] meses em esquema de tratamento para
TBMR até o diagnostico de TBXDR. A historia prévia de internacdo hospitalar foi
verificada em 71% dos casos.

Onze pacientes apresentaram resisténcia a todos os farmacos de segunda linha
testados no TSI, porém ndo houve diferenca na proporcdo do numero de tratamentos
prévios, tempo de tratamento em esquema para TBMR, ocorréncia de obito,
positividade ao HIV e na historia prévia de internacdo destes pacientes quando
comparados com 0S pacientes que apresentaram isolados sensiveis a algum dos
farmacos testados no TSIl. Ressalta-se que dois casos TBXDR apresentaram infeccéo

primaria.



Tabela 11. Perfil clinico-epidemioldgico e de resisténcia aos farmacos dos pacientes

com tuberculose extensivamente resistente. Bahia, 2012
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Ne de Tempo de Histéria de . o TSI TSI
Paciente HIV Tratamentos Tratamento Internagao Situagao Clinica

*) Prévios p/TB TBMR (meses) Hospitalar Atual ROH S BECO KA
22 Sim 1 1 Sim Obito R R S S R R R R
24 Nao 6 28 Sim Tratamentop/TBXDR R R S R R R R R
34 Ndo 4 38 Ndo Tratamentop/TBXDRL R R R R R R S S
40 Nao 3 32 Sim Tratamentop/TBXDR R R S S|R R R R
81 N3o 6 18 Sim Obito R R S R R R RR
85 N3o 4 73 Sim Tratamentop/TBXDR R R R R R R R R
98 Nao 3 94 Sim Tratamentop/TBXDR R R R R S R R R
105 Ndo 2 75 Néo Tratamentop/TBXDR R R R R|R R R R
112 Ndo 3 34 Ndo Tratamentop/TBXOR R R R R R R R R
143 Ndo 2 14 Sim Obito R R R RiR R R R
160 Sim 2 65 Sim Obito R R S RiR R R R
181 Ndo 3 21 Sim Obito R R R RIR R R R
221 Néo 2 20 Ndo Tratamentop/TBXOR R R S R R R R R
233 Ndo 1 2 Sim Tratamentop/TBXDRL R R R R R R S S

TSI/TSII: Teste de Sensibilidade n2 I, n2 II

R/S Resistente/S: Sensivel

RHSE: Rifampicina, Isoniazida, Estreptomicina, Etambutol
COKA: Capreomicina, Ofloxacina, Kanamicina e Amicacina
Em negrito, os onze pacientes com resisténcia a todos os farmacos de segunda linha testados

6.4 CARACTERIZACAO GENETICA DE ISOLADOS DE PACIENTES COM

TBMR.

6.4.1 Genotipagem pela técnica de MIRU-VNTR-12 loci

Amostras de DNA de 183 dos 206 isolados do estudo foram submetidas a técnica

MIRU-VNTR-12 loci; para os demais ndo foi possivel realizar esta genotipagem por

restricdes de tempo. A amplificacdo dos 12 loci foi realizada com sucesso em 63% das

amostras (116/183).

Para 35 (30%)

isolados,

o perfil

genotipico ndo teve

correspondéncia (cut off > 0,17) com os perfis jA descritos na base de dados MIRU-

VNTRplus, sendo estes perfis identificados como perfis MIRU-VNTR n&o pareados

(MIRU-VNTRnNp). Todos os perfis estdo descritos na tabela Il (Apéndice).
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6.4.2 Genotipagem pela técnica de Spoligotyping

Amostras de DNA de 30 dos 35 isolados com perfil MIRU-VNTRnp foram
submetidas a técnica de Spoligotyping como método alternativo. Os perfis MIRU-
VNTRnp foram combinados com os perfis de Spoligotyping e submetidos ao mesmo
banco de dados internacional para obtencdo das familias e ST’s, mantendo-se o
mesmo cut-off (£ 0,17).Para seis isolados, ndo foi possivel realizar a técnica por

restricdes logisticas.

6.4.3 Identificacdo de clusters e suas caracteristicas genotipicas.

Os isolados foram agrupados de acordo com o perfil MIRU-VNTR-12 loci para a
identificacdo de possiveis clusters (Figura | - Apéndice). Um dendrograma destacando
os isolados em clusters € mostrado na Figura 4

Houve agrupamento em 18 clusters, correspondendo a 67% (78/116) dos
isolados. Dos isolados em clusters, 56% (44/78) pertenceram a cinco clusters
majoritarios. Os casos TBXDR distribuiram-se em sete clusters diferentes; sendo que
guatro clusters majoritarios (2, 7, 8 e 16) concentraram 73% (8/11) dos casos TBXDR;
destacando o cluster 7 com trés casos. Um isolado TBXDR agrupou num cluster cuja
familia ndo foi identificada. Uma proporcédo elevada de casos TBXDR em cluster foi
encontrada (P=0,049). Nao houve associacdo entre pertencer a um dos quatro clusters
majoritarios e ser do grupo TBXDR (RP 3,29; P=0, 086). Para 22% dos clusters, néo foi

possivel a identificacdo familia ou ST.

Figura 4 - Diversidade genética de M .tuberculosis multirresistentes. A) Dendrograma dos
isolados em cluster. O Shared type (ST) € mostrado, seguido da identificacdo do isolado no
estudo. Em vermelho, isolados de casos TBXDR. O isolado 105 foi mantido por ser de caso
TBXDR pela sua similaridade de perfil com os isolados do cluster 6 (destaque em pontilhado).
Em asterisco (*) isolados sem familia associadas ao perfii MIRU-VNTR 12 loci (B).
Dendograma em NJ- Tree, peso categérico um construido no banco de dados www.miru-
vntrplus.Bahia,2012


http://www.miru-vntrplus/
http://www.miru-vntrplus/
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6.6 FAMILIAS/SUBFAMILIAS DOS ISOLADOS DE M. tuberculosis DOS

PACIENTES.

6.6.1 Associacdo dos perfis genéticos a familias de M. tuberculosis.

A combinacdo dos perfis (MIRU-VNTRnp+Spoligotyping) resultou em 22 perfis
(tabela 12); para nove destes, foi possivel uma associacdo com perfis das cepas de
referéncias do banco internacional. A familia LAM concentrou 82% (7/9), dos perfis
associados e identificados, sendo o ST42 o mais prevalente. (Tabela 12).

Do total de cepas genotipadas pelo MIRU-VNTR-12 loci, 21% (24/116)
permaneceram com perfis ndo associados a nenhuma familia das cepas de
referenciado banco internacional, mesmo apds 75% (18/24) terem sido genotipadas
pelas duas técnicas. Os perfis MIRU-VNTRnp dos isolados estdo descritos na tabela lll

(Apéndice).

6.6.2 Descricdo das familias de M. tuberculosis associadas aos casos de TBMR e
TBXDR.

Entre os pacientes com TBXDR, para 76% (11/14) foi possivel associar o perfil
genotipico encontrado com uma familia/subfamilia do banco de dados internacional,
enquanto que para o grupo n-TBXDR, a associacdo ocorreu para 42% (81/192) dos
casos, totalizando 92 isolados com familias/subfamilias identificadas pelo MIRU-VNTR
12loci (Tabela 13). Houve uma maior propor¢cdo de casos TBXDR com isolados

identificados genotipicamente (X*> = 6,9; RP 5,02 [1,2-23,5 IC 95%]; P=0, 008)
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Tabela 12 - Perfil MIRU-VNTR 12 loci combinado com perfil Spoligotyping de cepas de M.tuberculosis multirresistentes submetidos ao banco

internacional www.miru-vntrplus para obtencéo das familias e Shared InternationalTypes (ST). Bahia 2012.

ID Perfil MIRU-VNTR 12 loci Perfil de Spoligotyping Familia ST n %
154 580 802 960 1644 2059 2531 2687 2996 3007 3192 4348

51,57,109 2 2 7 4 3 1 6 1 4 3 2 2 nnNNNNNNNNNNNNNNNNNNOOOONNNNOO0000000000000 * 3 10
49,53 e 107 2 2 4 4 2 2 5 1 5 3 3 1 nnnnnnnnooonnnnnnnnnoooonnnnnhnnoooonnnnnnn LAM 376 3 10
48 e 163 2 2 1 4 3 1 3 1 5 3 3 1 nnnnnnnnnnnnnnNnNnNhNhNNNNNNNNoONoooonnnNnNNNN 2 7
54 e 157 2 2 1 4 3 1 3 1 5 3 3 1 nnnnnnnnnnnnnnNnnNhnNhnNNnNNNnnNhnonoooonnnnnnn 2 7
87e133 2 2 1 4 3 1 3 1 5 3 3 1 nnnnnnnnnnnnnnNnNnNhNhNNNNNNNNoONoooonnnNnNNNN 2 7
156 e 167 2 2 1 4 3 1 3 1 5 3 4 1 nnnnnnnnnnnnnhnnnNhnnNhnnNhnnnhonoooonnnnNnnn 2 7
5 2 2 4 4 2 2 5 1 5 3 3 1 nnnhnnnnnNnnNNhNNNhNNNNNNNOOOOOONOOOONNNNNNN * 1 3

11 2 1 1 2 1 2 6 1 4 2 3 2 nnnnnnnnnnnnnnnnNnNhnnoooonnnnnnhnnoooonnnnNnnn LAM 42 1 3

36 2 2 1 4 2 1 3 1 5 3 4 2 nnnnnnnnnnnnnhnnNhnnNhnnnNhnnnnhonoooonnnnNnnn * 1 3
68 2 2 4 0 3 1 3 1 6 3 3 2 nnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNonoooonnnnnnn  Haarlem 50 1 3

79 2 3 3 4 3 2 5 1 5 2 3 2 NNNO000000000000000NNNNNNNNNNNNNOOOONNNNNNN * 1 3

82 2 2 1 4 1 2 6 1 3 2 3 2 onnnnnnhnnnhnNnhNNNNOoOONNNNNNNOOOOOONNNNNN LAM 42 1 3
91 1 2 5 4 3 1 2 1 5 3 3 2 nnhnnnnnnnnnnNhnnNhnnoooonnnnnnhnnoooonnnnnnn LAM 42 1 3
113 2 2 2 4 3 1 6 1 4 3 2 2 nNNNNNNNNNNNNNNNNNNNOOOONNNNOO0000000000000 * 1 3
127 2 2 1 2 1 2 4 1 4 2 3 2 nnnnnnnnnnnnNhnnNNhnNNoooonnnnNnNhnnNoooonnnonnn * 1 3
128 2 2 2 4 3 1 6 1 4 3 2 2 nNNNNNNNNNNNNNNNNNNNOOOONNNNOO0000000000000 * 1 3
145 2 2 1 5 3 1 3 1 5 3 3 1 nnnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNonoooonnnnnnn  Haarlem 50 1 3
149 2 2 4 4 3 3 6 1 4 3 1 2 nonnnnnnnNnnNNnNNNNNNOOOONNNNNNOOOOOONNNNNNN * 1 3
153 1 2 5 2 2 2 6 1 4 3 2 2 nnnnnnnnnnnnNnnNNhNNoooonnnNNonnNNoooonnnNNNNN LAM 42 1 3
159 2 2 2 2 2 2 6 1 2 3 3 2 nnonnnnnnnnnNnnNNhnNNOooonnNNNNNNNOooonnNNNNNN LAM 42 1 3
160" 2 2 1 4 3 1 3 1 5 3 3 1 nnnnnnnnnnnnnnnnnnhnnnnnnnnnnnnonoooonnnnNnnn * 1 3
168 1 2 5 4 3 1 2 1 3 3 3 2 nnnnnnnnnnnnnnnnNnnnoooonnnnnnnnoooonnnnNnnn LAM 42 1 3
Total 30 100

(*) Sem familia associada
ID = identificag&@o da amostra.
"TBXDR


http://www.miru-vntrplus/
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Tabela 13- Frequéncia das familias/subfamilias de M. tuberculosis por grupo de

pacientes: extensivamente resistente (TBXDR) e nao tuberculose extensivamente
resistente (n-TBXDR). Bahia, 2012

TBXDR* n-TBXDR
Familia ST n n RP (IC 95%) p
LAM (n=64; 70%) 45% 72%  0,31(0,07-1,31) 0,064
20 1 6
33 0 8
42 2 24
159 0 10
376 2 11
CAMEROON (n=15; 61 4 36% 11 14% 3,64 (0,74-17,43) 0,076
16%)
HAARLEM (n=9; 10%) 18% 10% 2,35(0,29-15,76) 0,292
2 0 2
47 0 2
50 2 3
X (n=2; 2%) 119 0 2 2%
S (n=1; 1%) 71 0 1 1%
UGANDAI (n=1; 1%) 52 0 1 1%
TOTAL(92; 100%) 11 100% 81 100%

* Um isolado permaneceu sem identificagéo da familia (Amostra 160)

Os 92 isolados pertenceram a seis familias de M. tuberculosis. As principais
familias/subfamilias descritas (LAM, Cameroon e Haarlem) concentraram 96% dos
casos. Os ST’s mais frequentes por ordem de ocorréncia foram ST42, ST61, ST376 e
ST159 perfazendo 70% (64/92) dos casos.

Nenhuma familia foi associada aos casos TBXDR; bem como n&o houve

diferenca na distribuicéo dos casos entre as principais familias (X* = 5,57,P=0,1344).

6.6.3 Localizacdo geogréafica das familias de M. tuberculosis dos casos de
TBMR e TBXDR.

As familia/subfamilia do M.tuberculosis descritas na tabela 12 (n=92) foram
distribuidas conforme municipio de residéncia dos pacientes. Vinte quatro municipios
apresentaram pelo menos um caso das sete familias/subfamilias encontradas. A

familia LAM foi encontrada em 17 dos 24 municipios, sendo 43 (67%) casos em
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Salvador e 21 em outros municipios (média de 1,3 casos por municipio). Ja a

Haarlem foi encontrada em seis municipios, sendo 44% (n=4) casos em Salvador e
cinco no interior do Estado (média de 1 caso por municipio). Salvador concentrou
80% (12/15) da familia Cameroon sendo os outros trés casos foram encontrados em
Feira de Santana, Monte Santo e Simdes Filho. Os ST’s mais frequentes em Salvador
foram o ST42 (29%,18/62), o ST61 (19%, 12/62) e o0 ST376 (19%, 12/62), porém nao
houve associacdo com a ocorréncia na capital para nenhuma das
familias/subfamilias.

As familias, Uganda | e familia X foram encontradas apenas na capital. O
unico caso para familia S teve ocorréncia no municipio de Juazeiro, extremo norte do

Estado.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho, descrevemos pela primeira vez a ocorréncia da tuberculose
(TB) extensivamente resistente (TBXDR) no Estado da Bahia e as
familias/subfamilias do Mycobacterium tuberculosis envolvidas com os casos de TB
multirresistentes (TBMR). Foram encontrados 14 casos TBXDR apés a
caracterizacdo fenotipica de resisténcia aos farmacos de segunda linha. Os isolados
avaliados foram provenientes de um banco de amostras constituido entre 2008 e
2010 e mantido no Laboratério Central de Saude Publica Prof. Gongalo Moniz
(LACEN BA). Caracterizou-se genotipicamente 116 isolados TBMR deste banco,
utilizando a técnica de repeticbes em tandem de numero variavel de unidades
repetitivas interespacadas micobacterianas (MIRU-VNTR). Associamos também as
familias e subfamilias de M. tuberculosis com casos TBXDR e ndo TBXDR; bem
como, verificamos a ocorréncia destas familias/subfamilias nos municipios de
residéncia dos pacientes envolvidos.

As amostras de M. tuberculosis estudadas foram obtidas de pacientes
atendidos no Hospital Especializado Otavio Mangabeira (HEOM) que é um hospital
publico e centro de referéncia para o diagnostico clinico da TB/TBMR e outras
pneumopatias, que atendendo pacientes da capital e de toda zona rural do Estado.
Os casos graves de TB, principalmente aqueles apresentando resisténcia aos
farmacos anti-TB, sdo encaminhados para este hospital que disponibiliza para este
atendimento 60% dos 218 leitos. O HEOM atende 85% dos casos de TB que
necessita de cuidados hospitalares no Estado da Bahia (MATOS et al, 2007;
SESAB/BAHIA 2010). Os isolados foram identificados e armazenados no LACEN BA
gue € o laboratorio de referéncia estadual para o diagnostico in vitro da TB e outras

micobacterioses. Apenas dois laboratérios realizam o teste de sensibilidade para
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farmacos de primeira linha (TSI) no Estado; o LACEN e o Instituto Brasileiro de

Investigacdo da Tuberculose (IBIT). O LACEN BA realizou, aproximadamente, 65%
de todos os TSI de 2008 a 2010 no Estado e recebeu, no mesmo periodo, cerca de
60 culturas/més de M. tuberculosis do HEOM para realizagdo do TSI. Sendo um
laboratodrio de referéncia, ha avaliagdo anual de proficiéncia para realizacdo do TSI,
sendo esta proficiéncia coordenada pelo Centro de Referéncia Prof. Helio Fraga
(CRPHF/RJ), que é o Laboratério de referéncia nacional. Neste trabalho, o CRPHF
foi responsavel pela realizacdo dos TS para farmacos de segunda linha (TSII),
seguindo protocolos na OMS (BRASIL, 2010).

Neste estudo, 34% (132/392) dos isolados ndo cresceram apos repique para
realizacdo do TSI. Lourenco et al; (2000) verificou crescimento insuficiente de
colénias em 48% (53/111) dos isolados de M. tuberculosis repicados. Verificamos
gue no periodo de armazenamento dos isolados trabalhados neste estudo, o LACEN
BA utilizava meio liquido 7H9 de Midlebrook sem glicerol. Internacionalmente,
recomenda-se o uso de 10% de glicerol neste meio e congelamento a -70°C para
garantir a viabilidade de crescimento em estocagem de cepas de M. tuberculosis por
um tempo acima de um ano (CDC,1985); estas recomendacfes de armazenamento
foram sugeridas e adotadas pelo LACEN BA durante o desenvolvimento deste
trabalho.

Durante a realizacdo do TSIl no CRPHF/RJ pelo método automatizado de
cultura liquida (Sistema MGIT960 da Becton Dickinson Microbiology Systems),
tivemos uma baixa taxa (2%) de contaminacdo das amostras manipuladas.
Tipicamente, é esperado uma média de contaminacédo de 8,1% [1,8 e 14,6%] neste
sistema (BD BBL ™ MGIT ™ /2010). Coelho et al. (2005) encontrou 9,5% de
contaminagdo em 1317 isolados trabalhados e Somoskovi et. al (2006) encontrou

11% de contaminacg&o em 260 isolados de M. tuberculosis. Para serem considerados
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vélidos os resultados dos testes de sensibilidade em meio liquido automatizado é

necessario que sejam excluidas possiveis contaminagdo sendo estas contaminacgdes
normalmente ocasionadas por micobactérias ndo tuberculosas (MNT). A importancia
de se avaliar possiveis contaminacdes é porque os resultados de resisténcia no
sistema MGIT960 é baseado no consumo de oxigénio presente no meio liquido
contendo farmacos anti-tuberculose (BD BBL ™ MGIT ™ /2010). Assim, a nossa
populacdo de estudo resultou daqueles pacientes cujos isolados puderam ser
analisados no TSI e TSIl simultaneamente, o que representou 206 isolados
multirresistentes no periodo proposto.

Neste estudo, a proporcéo de individuos do sexo masculino, a faixa etaria e a
forma de apresentacdo da doenca entre individuos TBMR e TBXDR foram
semelhantes as encontradas para os casos de TB nao resistentes (OMS, 2010.
SINAN/SVS/MS, 2012). Observamos uma proporcao de 7% de casos de TBXDR em
nosso banco de TBMR, em consonédncia com os dados mais recentes da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2010) que referiu uma propor¢cao ajustada de
casos de TBXDR entre os TBMR de 5,4% (IC95% 3,4-7,5) em 2008, considerando
963 casos notificados em 33 Federacdes internacionais. Apesar da importancia
clinica e epidemiolégica da TBXDR, no Brasil, apenas um caso de TBXDR;
masculino, 54 anos, com tratamento prévio para TB durante quatro anos, € descrito
na literatura cientifica até o momento (ARAUJO-FILHO et al, 2008).

Os casos de TBXDR normalmente representam historico de falhas terapéuticas,
com uso de farmacos anti-tuberculose de forma irregular decorrentes de tratamentos
anteriores, e por tempo diferente daqueles preconizados pela OMS (OMS, 2010). O
tratamento para TBMR é mais longo e sdo utilizados farmacos alternativos (de
segunda linha) que sdo mais caros e mais toxicos, o que pode contribuir para o

abando do tratamento e para a selecdo de cepas extensivamente resistentes
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(DALCOMO et al., 2008; BRASIL/PCNT, 2009). Os pacientes TBXDR aqui descritos

apresentaram, em geral, tratamentos prévios de mais de um ano para TBMR até o
diagnostico de TBXDR, sendo que a maioria teve historia de internacdo hospitalar.
Um diagnéstico em tempo oportuno € um fator que contribui para a descoberta
precoce de novos casos de TBXDR com tratamento adequado e a prevencao da
transmissdo em comunidades; sendo que a possibilidade da genotipagem pode
favorecer a identificacdo de perfis genéticos que possam estar relacionados.
(SMALL, 1993; MASJEDI MR et al, 2010; CALVER et al., 2010; SALERI et al, 2010;
OELEMANN et al., 2011; BAPTISTA et al, 2020).

A identificacdo de perfil de resisténcia aos farmacos anti-TB é importante devido
a necessidade de esquemas individualizados para os casos de multirresisténcia. O
tratamento da TBMR utiliza esquemas terapéuticos com uso de multiplos farmacos
tendo como obijetivo esterilizar as formas sensiveis e prevenir o surgimento de cepas
resistentes (DALCOMO, 2008; BRASIL, 2009). Neste trabalho, verificamos que 36%
dos isolados dos casos TBXDR apresentaram resisténcia a todos os farmacos
utilizados no TSI e no TSI, o que alguns autores denominam de cepas super
extensivamente droga resistentes ou totalmente droga resistentes (TBTDR) sendo
importante ressaltar que a OMS nao chancela tais termos. Udwadia et al, (2012), na
india, encontrou quatro pacientes com TBXDR cujos isolados apresentaram
resistentes a isoniazida, rifampicina, etambutol, estreptomicina, pirazinamida,
etionamida, acido para-aminosalisilico, levofloxacina, moxifloxacina, kanamicina,
amicacina e capreomicina (todos os farmacos anti-TB disponiveis) sendo tais
pacientes identificados como TBTDR. Velayati et al (2009) encontrou em uma
populacédo de 146 pacientes com TBMR no Ird, aproximadamente, 5% de TBXDR e

10% de TBTDR.
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Em 2009, o MS alterou o0 esquema de tratamento dos casos novos de TB nao

resistente com introdu¢cdo do farmaco etambutol nos dois primeiros meses de
tratamento do esquema bésico, tendo como justificativa a constatacdo do aumento da
resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4 para 6%) e dos casos de TBMR primario (de
1,1 para 1,4%), observadas no Il Inquérito Nacional de Resisténcia aos farmacos
anti-TB conduzido de 2007-2008, em comparacdao com os resultados do | Inquérito
Nacional realizado de 1995 a 1997 (BRASIL, 2009). Verificamos que a resisténcia ao
etambutol (E) e do E + estreptomicina (simultaneamente) estavam aumentadas no
grupo TBXDR quando comparado ao grupo ndo-TBXDR. Os dados encontrados
neste estudo podem auxiliar tratamento mais direcionados, ao utilizar farmacos cujo
perfil de sensibilidade tenha sido evidenciada nos TSI e TSI, e contribuir com a
farmaco vigilancia da TBMR no Estado, atentando para os efeitos adversos que sao
motivos de queixas dos pacientes e fator importante para o surgimento de co-
morbidades.

Verificamos que houve maior freqiiéncia de realizacdo da pesquisa de HIV nos
pacientes TBXDR, quando comparados aos ndo TBXDR, mostrando que houve uma
maior preocupacdo do servico médico hospitalar em evidenciar possiveis falhas
terapéuticas na evolucéo clinica dos casos com faléncia, embora ndo tenha havido
maior positividade ao teste neste grupo. Em todos os pacientes (TBXDR e nao-
TBXDR) a coinfeccdo TBMR/HIV foi de 6%, comparavel a media nacional de
7%(BRASIL, 2006). Foram observados dois casos de TBXDR positivos para o HIV, o
gue difere de outros trabalhos nos quais se verifica altas propor¢des de casos HIV
positivos (CALVER et al, 2010; 2006; GANDHI et al, 2006). Lembramos que para
guase metade dos pacientes TBMR néo foi possivel obter a informagdo sobre a
infeccdo do virus. Fato a ser destacado neste trabalho e pouco relatado em estudos

prévios foi a associacdo de transtornos mental e TBXDR, 0 que sugere que para
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pacientes apresentando esta comorbidade pode haver beneficio um tratamento

diretamente observado (TDO) e diferenciado. Ainda, verificamos uma proporcao
elevada de pacientes TBMR sem TDO, o pode contribuir para o surgimento de novos
casos de TBMR priméria. Garrido et al (2012), estudando falhas no tratamento da TB
em Manaus (Brasil), encontrou como fator protetor para surgimento da resisténcia o
paciente estar em TDO. Villa TC e Ruffino-Netto et al. (2011) avaliando o
desempenho dos servicos béasicos de saude para o tratamento da TB em cinco
cidades brasileira evidenciaram que na regiao Nordeste do pais h4 uma menor oferta
TDO em comparacédo a regido Sudeste. Yen et. al (2012) em Taiwan ressalta que a
existéncia de TDO esteve associado com uma menor mortalidade de casos de TB.

Dos 189 isolados submetidos a genotipagem pelo MIRU-VNTR, apenas 61%
(116) tiveram os 12 loci alvo amplificados, formando 56 perfis. Neste trabalho,
utilizamos o protocolo desenvolvido por Supply et al. (2005) com modificacdes
sugeridas por van Soolingen et al. (2010) e outros ajustes padronizados neste
trabalho, de forma a levar em consideracdo a performance dos primers, enzimas e
reagentes obtidos de diferentes fabricantes. Em nossa experiéncia, os loci MIRU-
VNTR 154, 802, 2996 e 4348 foram os que menos amplificaram, o locus 802 foi o
mais polimorfico, com cinco alelos, e o locus 2687 foi o mais conservado, sem
polimorfismo. Mendes et al. (2011) referem auséncia de amplificacdo nos loci 2631 e
802 para dois isolados, mesmo apds repeticdes da técnica, os loci 802 e 2996 os
mais polimorficos, sendo o loci 2687 mais conservado, em consonancia com 0S
nossos dados.

Perfis genotipicos de referéncia, obtidos por diversas técnicas combinadas,
podem ser comparados aos perfis encontrados utilizando bancos de dados
internacionais (SUPPLY et al; 2006; ALLIX-BEGUEC et al; 2008; OELEMANN et

al2011), estes bancos de dados sao ferramentas importantes que auxiliam o estudo
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da diversidade genética do M. tuberculosis (DEMAY et al; 2012; SHARMA D,

SUROLIA A, 2011; WENIGER T 2012). O MIRU-VNTRplus é um banco dados
internacional que utiliza perfis genéticos de 186 cepas de referéncia formados e
combinados pelas técnicas de MIRU-VNTR 24 loci, Spoligotyping, Polimorfismo de
Nucleotideo Unico (SNP) e Polimorfismo de Seqliéncia Ampliada (LSP’s) sendo estas
as técnicas as mais utilizadas atualmente para a descricdo de perfis de espécies do
CMT- Complexo Mycobacterium tuberculosis (ALLIX-BEGUEC et al, 2008) o que
auxilia no entendimento da dispersédo de certas familias da de espécies do CMT e
consequentemente da TB no mundo (BRUDAY et al, 2006). Verificamos que 35 dos
nossos isolados nao apresentaram similaridade com os perfis de referéncia da base
de dados MIRU-VNTRplus, tendo sido denominados neste estudo como isolados com
perfis ndo pareados (MIRU-VNTRnp). Utilizamos a técnica de Spoligotyping como
segunda técnica de genotipagem (KAMERBEEK 1997) para 30 destes isolados (19
perfis MIRU-VNTRnp) e submetemos a combinacdo dos perfis ( MIRU-
VNTR+Spoligotyping) novamente ao mesmo banco de dados. Cinco isolados né&o
puderam ser genotipados pelo Spoligotyping por motivos néo vinculados a técnica. A
combinacdo das técnicas aumentou em 9% o numero de isolados identificados e
reduziu para dez o numero de perfis MIRU-VNTRnNp.

Ao final, 56 perfis distintos foram encontrados com 38 perfis Unicos e 18 perfis
em clusters; estes ultimos contendo de dois a onze isolados, agrupando 67% dos
isolados. No Brasil, Oelemann et al. (2011) em estudo de base populacional,
trabalhando com 361 isolados obtidos de pacientes de trés capitais brasileiras (Rio
de Janeiro, Porto Alegre e Belém), encontrou 185 perfis distintos, 123 perfis Unicos e
62 clusters utilizando MIRU-VNTR 12 loci. Portanto, a propor¢cdo de isolados em
cluster e perfis Unicos que encontramos € semelhante a deste estudo, apesar do

mesmo ndo ter sido realizado com casos de TB multirresistente. Nao ha estudos
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sobre diversidade genética de isolados de M. tuberculosis na Bahia utilizando a

técnica do MIRU-VNTR, porém h& dois estudos utilizando o Polimorfismo de
Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP) com amostras de pacientes com TB
da Capital. Silva et al. (2011) genotipou 56 isolados obtidos de 56 pacientes
atendidos no hospital de referéncia HEOM, tendo encontrado 73% de perfis Unicos e
seis clusters distintos contendo de dois a cinco isolados. Nery et al. (2011), em um
estudo de base populacional com 326 casos, encontrou 265 padrdes distintos e 27
clusters. Estes também apresentaram propor¢cdes equivalentes as observadas em
nosso estudo.

Os isolados analisados aqui pertenceram a seis familias/subfamilias (LAM,
Haarlem, Cameron, X, S, Uganda I) sendo as principais LAM (72%), Cameroon (14%)
Haarlem (10%)perfazendo 96% dos casos. A diversidade genética dos isolados
trabalhados neste estudo pode ser inferida pelos doze diferentes ST’s encontrados.
Para um cluster majoritario contendo dez isolados nao houve identificacado da familia.
Nery et al. (2011) refere, no estudo de base populacional em Salvador, 51% familia
LAM, sendo o ST 42 o mais prevalente, 11% para familia Haarlem, sendo o ST 50
mais prevalente, 9% familia T e 7% da familia X. Em isolados multirresistentes,
Mendes et al. (2011) encontraram em Sao Paulo como principais familias: LAM
(21%), sendo encontrado o ST 60 com trés isolados, os ST 42 e ST 17, com dois
isolados cada, e o ST 828 com um isolado; T (15%), sendo encontrados ST 53 com
cinco isolados e ST 1905 com um isolado; Haarlem ST 50 com cinco isolados (13%)
e Beijing ST 1 com quatro isolados (10%). Perizzolo et al. (2012) referem no Rio
Grande do Sul como principais familias: LAM (58%), sendo mais prevalente o ST93
(18%); familia T (18%) sendo ST53, ST65 e ST58 0s mais prevalentes; U (13%) com
0os ST 863 e ST 106 predominantes para esta familia e Haarlem (4%) tendo como

mais prevalente o ST 47. Nossos resultados assemelham-se aos estudos descritos
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guanto a maior prevaléncia da familia LAM, especialmente com 0 ST42 como 0 mais

frequente, bem como quanto a presenca das familias Haarlem, T e X, sendo que as
propor¢gbes encontradas para os demais ST's descritos diferem entre os estudos
citados. Por outro lado, em nossa populagéo verificamos uma proporgédo importante
do ST 376 da familia LAM e, principalmente, a presenca da subfamilia Cameroon
com ST 61 (Gnico), o que diverge dos estudos realizados em outros Estados
Brasileiros. As familias/subfamilias identificadas ocorreram em 27 dos 45 municipios
do Estado com casos de TBMR identificados; 63% foram descritos em Salvador. As
familias Uganda | e X foram encontradas apenas em Salvador, porém, nenhuma
familia/subfamilia esteve associada a Capital. O Unico caso para familia S teve
ocorréncia no municipio de Juazeiro, extremo norte do Estado.

Verificamos nos nossos resultados que os casos de LAM ST 376 e Cameroon
ST61 concentraram-se Capital do Estado (Salvador). Em relacdo a subfamilia
Cameroon ST 61, dos 15 casos encontrados no nosso estudo, 14 casos formaram
dois clusters, um cluster com trés casos e outros com onze casos, 0s quais diferiram
apenas num unico locus MIRU-VNTR (locus 920) revelando pouca diversidade MIRU-
VNTR 12 loci para esta subfamilia. A subfamilia Cameroon tem sido descrita como
limitada a paises da Africa Ocidental, como Benin, Senegal e Costa de Marfim. Numa
avaliacdo da biodiversidade genética de isolados de M.tuberculosis na cidade de
Ouest, Camarbes, de 455 isolados, 42%pertenceram a subfamilia Cameroon, e
destes 74% (143/193) apresentaram o ST61 (NIOBE-EYANGOH et al, 2004; TAFAJ
S et al, 2009). Outros estudos poderdo avaliar a importancia dos fluxos migratorios
como fator possivelmente associado a esta proporcdo elevada de Cameroon em
nossa populacdo (BRUDEY et al., 2006). E importante salientar que o cluster ST61

com onze casos agrupou trés com perfil TBXDR.
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Este é o primeiro estudo no Brasil descrevendo as caracteristicas genotipicas

de casos de TBXDR. Salvador apresentou quase a totalidade dos casos de TBXDR o
gue pode ser reflexo direto da elevada incidéncia de TB (DIS/SESAB, 2010; MS,
2010).0s casos de TBXDR ocorreram associados a clusters, distribuidos em sete
clusters diferentes. Ressaltamos que dos quatro clusters majoritarios, dois contiveram
dois casos TBXDR e um cluster aglomerou trés casos. LEUNG et al. (2012) sugerem
gue os casos de TBXDR estao associados a transmissao recente. A diversidade dos
isolados extensivamente resistentes em nossa populacdo sugere que O
desenvolvimento TBXDR na Bahia ndo é explicavel apenas por uma transmisséo
clonal.

Doze dos 14 casos de TBXDR aqui descritos foram genotipados com sucesso e
destes, onze tiveram familias/subfamilias reconhecidas. Houve maior frequéncia da
familia LAM (45%ST’s 376 e ST42, ST20) seguida pela subfamilia Cameroon (36%,
ST61) e pela familia Haarlem (18%, ST50). Verificamos uma tendéncia dos casos
TBXDR pertencerem a familia Cameroon, e ndo encontramos nenhum caso da familia
Beijing. Estudos internacionais tém descritos casos de TBXDR associados a familia
Beijing (VELAYATI et al. 2009; AJBANI et al., 2011; CHANG et al., 2011; COHEN-
BACRIE et al.,, 2011; HANEKOM et al. 2011; SURCOUF et al., 2011; VAN
SOOLINGEN et al, 2011; BUU et al. 2012; CHIHOTA et al., 2012; MIGLIORI et al,
2012; SAID et al. 2012; YUAN et al.,, 2012), a familia EAI (VELAYATI et al.
2009;AJBANI et al., 2011; CHANG et al., 2011; CASALI et al., 2012; SAID et al.,
2012) afamilia Haarlem (VELAYATI et al. 2009; AJBANI et al., 2011; CHANG et al.
2011), a familia LAM (CHANG et al., 2011), a familia CAS (VELAYATI et al. 2009;
AJBANI et al.,, 2011)e a familia T (AJBANI et al.,, 2011; CHANG et al., 2011;
CHIHOTA et al., 2012). Para dois casos de TBXDR e um caso de TBMR com mesmo
perfil (LAM ST42) foi possivel estabelecer ligacdo epidemioldgica: trabalharam numa
mesma empresa por mais de dois anos, e compartilharam um mesmo ambiente de
escritério. Este resultado ressalta a importancia da genotipagem como ferramenta
para o entendimento sobre a dispersdo das cepas de M. tuberculosis por tanto o que

pode favorecer acdes de vigilancia epidemioldgica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Soolingen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19280913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Soolingen%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19280913
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8 CONCLUSAO

Demonstramos, pela primeira vez no Estado, a existéncia de casos de
tuberculose extensivamente resistente (TBXDR). Verificamos que estes casos nao
apresentaram uma associacdo com a infeccdo pelo HIV, porém houve proporcdo
aumentada de casos TBXDR apresentando transtornos mentais com reduzida
proporcdo em tratamento favoravel e tendéncia para o 6bito quando comparado aos
casos ndo TBXDR. Estes resultados devem, entretanto, ser interpretados com
cautela por terem sido obtidos a partir de fontes secundarias.

Verificamos que a genotipagem foi uma ferramenta importante para o
estabelecimento de casos relacionados, sendo encontrados perfis genotipicos de
isolados de M. tuberculosis multirresistentes em clusters, com dois casos TBXDR,
gue estiveram num mesmo cluster, com ligacdo epidemiolégica confirmada apos
investigacdo do grupo. Em relacdo as familias do bacilo da tuberculose envolvidas
com os casos de TB multirresistente, verificamos que na Bahia houve prevaléncia
das familias LAM e Haarlem, em consonancia com a prevaléncia geral destas
familias em nossa meio, obtida em outros estudos. Destaca-se a subfamilia
Cameroon, que apesar de nao ter sido identificada em numero expressivo em
estudos prévios de distribuicdo das familias de M. tuberculosis no pais, estava em
proporcdo aumentada especialmente entre os casos de TBXDR.

Este estudo contribuiu com a Vigilancia Epidemiolégica para o enfrentamento
da TB multirresistente na Bahia, pois apresentou um breve panorama da
epidemiologia dos casos de TB multirresistente no Estado, caracterizou as familias
de M. tuberculosis associadas a estes casos e a sua ocorréncia por municipio, e

descreveu a existéncia de casos TBXDR.
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9 LIMITACOES

Em nosso estudo, ndo foi possivel obter informacdes para todos os pacientes
em relacdo a algumas variaveis (comorbidades, pesquisa para o virus HIV, historia
previa de faléncia, histéria previa de abandono, radiografia pulmonar, desfecho atual
e tratamento diretamente observado [TOD.]) principalmente para o0 grupo néo-
TBXDR. Os isolados trabalhados foram obtidos de uma amostra de conveniéncia, o
gue nao permite calcular a incidéncia de TBXDR no Estado. Parte dos isolados n&o
apresentou crescimento ap0s repique, impossibilitando a genotipagem de todos os
isolados. Também nao foi possivel realizar ambas as técnicas de genotipagem,
MIRU-VNTR e Spoligotyping, para a totalidade dos isolados, limitando a

possibilidade de atribuicdo da familia para os mesmos.
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APENDICE

Tabela | — Populacéo de isolados do estudo. Sexo dos pacientes cujos isolados foram
obtidos. Bahia, 2012

Variavel Pacientes cujos isolados Pacientes cujos isolados foram p
permaneceram no estudo excluidos
n (%) n (%)
Sexo 0,775
Masculino 134 (65) 34 (63)
Feminino 72 (35) 20 (37)
Total 206 (100) 54 (100)

Descricdo da populacao de isolados excluidos por contaminacdo durante a
realizacado do teste de sensibilidade. Para a variavel género, ndo houve diferenca
significativa entre a populacdo de isolados de pacientes com TBMR que
permaneceram no estudo que aqueles que foram excluidos. Os isolados foram
excluidos quando houve auséncia de crescimento, contaminacdo das culturas por

fungos ou outras bactérias nao tuberculosas.



Tabela Il- Descricao dos perfis de resisténcia aos farmacos do teste de sensibilidade
| e Il (TSI e TSIl), do perfil MIRU-VNTR’s 12 loci dos isolados de M. tuberculosis

multirreistentes e as respectivas familias e Shared International Types (ST) obtidos

por similaridade (cut off <0,17) com as linhagens de referéncias do site www.miru-

vntr plus. Bahia, Brasil, 2012
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R,H,S,E: Rifampicina, Isoniazida, Estreptomicina, Etambutol

C,0,K,A :Capreomicina, Ofloxacina, Kanamicina,Amicacina

*

Isolado com perfil MIRU-VNTR 12 loci ndo pareado (MIRU-VNTRnp)

Em negrito, casos de tuberculose extensivamente resistente (TBXDR)



Figura 4- Diversidade genética das dos 18 clusters de linhagens de M.tuberculosis multirresistentes A) Shared International types
(SIT) da linhagem com a identidade da amostra . B) perfil MIRU-VNTR 12 loci. Em destaque as linhagens de MT-XDR. Dendograma

categorico de peso um para o MIRU-VNTR 12 loci em tree-UPGMA, utilizando o site www.miru-vntrplus.com
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Tabela IlI- Perfis MIRU-VNTRnp associados aos perfis de spoligotyping de 29 isolados de M.tuberculosis multirresistentes. Os perfis foram

submetidos ao site www.miru-vntrplus para obtencdo das familias/subfamilias e shared typing (ST). Bahia, 2012
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ANEXO I- Ficha de Notificacdo de Casos de Tuberculose Multirresistente



Manu Options
Ultima Pesquisa
Ficha de TEMR

Mova Ficha de
Azormpanhaments

MNova Ficha Pés-Cura

Informagoes
Gusecs o -1
)

1
! 1
M roem et — - -
Connaction Date and
Time:

05-jul-2012 {qui)
845 01:41:39

£
Projeto MSH
A

Medicamentas

Administragio

Ficha de Notificacdo de Caso de Tuberculose Multirresistente

Caso: 1331 Ficha: Notficagio de 17-un-2003 Validado
Dados da US
1. US de Origem: 149 CENTRO DE SAUDE
2. Municipio: Salvador 3. UF: BA
. UN o Treninamamtac HOSPITAL OCTAWIO MANGABEIRA
5. Municipio: Salvador &. UF: BA
Identificacdo do Caso
7. N Notificagio TBMR: 1321 8. Data inicio do tratamento: 17502003
9. N® SINAN: 10. N° Cartio SUS:
e e e e e e m ==
11. Nome do packente: 1 1
12, Nome da mie: } :
13. Data do nascmento: 17/07/1970 14, Idade: 32
15. Sexo: 1- Masculing 16. Cor/Etnia: 2- Negra
17. Escolaridade: I-DedaT 18. Ocupacio: 11- Qutros
19. Enderego: RUA WALDEK SIDMEY s 1856
Comphemento:
20. Bairro: ESTRADA DE BARREIRAS 21. CEP:
22. UF: BA 23. Municipio: Barreiras
24, Telefone: Celular:
Historia Patolégica Pregressa
25. Tratamenlo anberion - 26, Naomero de tratamentos o
para TB: - 5M anteriores para TB: 3- 3 ou + tratamentos
27. Descrichod dos tratamentos anteriores para TB
Medicamentos Mome de outros
Trat. |Ano (Inicio Resultado Tratamento
{ aln|z|e s et [on |cs otz [Ted |am | medicamentos utiizados
1o 1934 XXX 1- Curz
20 2001 XX XX 1- Cura
3w 2002 LA AR ALY 3- Falénciz
27.1. Tipo de resisténcia:  2- TBMR Adquirida
Historia de Doenga Atual
28. Peso atual: 53,000 29. Estd em uso de ssquema II1?7:  {_ g
30. N de meses de tralamento em 31. Esta hospitalizadofa)?: 2 NED
quie se verificou a faksnca:
32. Local do provavel contdgio: _ 33. Mimero de Contatos
5- lgnerade Tdentifados: o
34. HIV: 2- Negativo
35. Comorbidades:
Exames Laboratoriais Atuais
36. Badikscopia de Escarro: 1- = 37. Cultura de escarro: 1- =
36. Data da cobeta da cultura de 39. Nome do laboratéric onde foi LACEN -
escarmo: 12/02/2003 feita a cultura: BA
40, Métoda: 1- 11
41, Padrio de resiténcia (TS) Rifampicina: 1- Resistente
Isomiazida: 1- Resistente
Pirazinamida: i- Resistente
Etambutol: 1- Resistente
Etionamida:

1- Resistents



Esbrepbomicina:
Amicacina:
Kanamicina:
Capresmicina:
Ciprofloxacing:
Ofloxacino:
Levolloxacino:

Mox ifloxacino:

1- Resistents

2- Nic Reslizade
2- M3c Reszlizade
2- Nic Reslizade
2- Mo Rezlizade
2- Nic Reslizade
2- Mo Rezlizade

2- Nic Reslizade

Terizidona: 2- Mo Rezlizade
4 2. Ficha de TEMR: 1- Confirmado
Exames Complementares
43. Forma clinica: 1- Pulmonar 4. Rajos X do torax: 3- Bilateral cavitdria

46. Cultura de outns
miaterial:

Tratamento Proposto

A47. Medicamentos prescribos:

4- M3o rzalizada

A 8. Dutros medicamentos e doses:
49, Tratamenlo supervisonado:
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RESUMO

A tuberculose (TB) extensivamente resistente (TBXDR) é considerada uma ameaca a saude
publica mundial por ter baixo indice de cura e ndo haver um tratamento padronizado. A
identificacdo e caracterizacédo de casos TBXDR s&o pontos-chave para agdes de vigilancia na
prevencao de novos casos. Neste contexto, identificou-se uma série de casos TBXDR em um
servigo de referéncia em Salvador, Bahia, Brasil, contexto de elevada endemicidade. S&o
descritas as caracteristicas socio-demograficas, clinicas, epidemiologicas e o perfil de
resisténcia aos farmacos anti-TB dos casos. Oportunamente, realizou-se a genotipagem dos

isolados de M. tuberculosis envolvidos, utilizando as técnicas Spoligotyping e MIRU-VNTR.

Palavras-chave: Tuberculose, XDR-TB, epidemiologia, genotipagem, alta carga, Brasil.



INTRODUCAO

A tuberculose (TB) extensivamente resistente (TBXDR) é uma TB com baixos indices de
cura pode ser disseminada em comunidades e o0s protocolos de tratamento sé&o estabelecidos
com base no perfil de sensibilidade dos farmacos, quer seja aqueles farmacos identificados
como de primeira linha para o combate a TB, quer seja aqueles considerados de segunda
linha. A TBXDR é caracterizada por apresentar cepas de M. tuberculosis com resisténcia in
vitro a rifampicina e isoniazida, simultanea (isto €, TBMR) com resisténcia adicional a uma
fluoroquinolona mais resisténcia a qualquer farmaco de segunda linha injetavel (1); sendo que
até marco do ano de 2013, 84 paises relataram, pelo menos, um caso de TBXDR a OMS,
sendo estimada uma propor¢cao de 9% de casos TBXDR entre todos os casos de TBMR no
mundo (2). Pouco se sabe sobre a ocorréncia de casos de TBXDR no Brasil, apenas um caso
€ relatado na literatura internacional (3).

O Brasil permanece na lista dos 22 paises que concentram 80% da carta de TB
sensivel no mundo (1). Nos ultimos anos, a Bahia, local deste estudo, regido nordeste do
pais com populacdo de 14 milh6es de habitantes e Salvador, sua capital com trés milhdes de
habitantes, apresentaram, respectivamente, uma média de 36 e 71 casos novos de TB
sensivel por 100 mil habitantes (4).

A biologia molecular € uma ferramenta que pode auxiliar na descoberta de perfis
genéticos de cepas de M. tuberculosis de casos relacionados, favorecendo a identificacdo de
fontes comuns de infeccdo e contribuindo para entendimento da dispersdo de perfis mais
adaptados a um dado contexto (5). Neste trabalho, objetivamos relatar 14 casos de TBXDR
pulmonar ocorridos no estado da Bahia, descrevendo os perfis genotipicos dos isolados de M.

tuberculosis envolvidos.



Os dados sodcio-epidemiolégicos e clinicos do pacientes foram obtidos do Sistema de
Vigilancia Epidemiolégica para TBMR do Ministério da Saude do Brasil e de prontuarios do
Hospital Especializado Otavio Mangabeira (HEOM), referencia estadual para o tratamento da
TBMR/TBXDR, local onde os pacientes foram atendidos, notificados, tratados, e
acompanhados. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética do centro de pesquisa
Gongalo Moniz (CEP-CPqGM/FIOCRUZ, 226/2010) de acordo com os principios da
declaracédo de Helsinki e seguiu os protocolos da Resolucéo Brasileira 196/196 do Conselho
Nacional de Saude.

Isolados de M. tuberculosis, armazenados em um banco de isolados do Laboratorio
Central de Saude Publica e Referéncia do Estado da Bahia (LACEN-BA), obtidos de
pacientes com diagnéstico de TBMR no periodo de 2008 a 2011, com resultados conhecidos
de sensibilidade para rifampicina (R), isoniazida (H), etambutol (E) e (S) estreptomicina
obtidos conforme Canetti (6), foram repicados em meio Lowenstein-Jensen e, posteriormente,
apos crescimento, foram avaliados quanto ao perfil de resisténcia, através do método liquido
automatizado MGIT960 (7), utilizando ofloxacina (O) - uma fluoroquinolona de terceira
geracao -, e os farmacos kanamicina (K) e amicacina (A) capreomicina (C). No total, foram
encontrados 206 isolados, um por paciente (masculino 65%;) e destes, 14 (7%) preencheram
o critério para TBXDR.

Os casos TBXDR apresentaram proporcdes de género (masculino 71%) e idade
(mediana [20-72, minimo-maximo]) semelhantes as encontradas para TB sensivel no Brasil
(8,9) (Tabela 1). Onze casos residiam em Salvador sendo dois casos com infec¢do primaria, o
gue pode estar relacionado a alta incidéncia da TB na capital. O numero de tratamentos

prévios (3 [0-6]) e a mediana de tempo (30 meses [1-94]) até o diagndstico de TBXDR



revelam a demora do diagndstico e corroboram a necessidade de testes mais rapidos para a
deteccéo de TBXDR.

A histéria de internacdo hospitalar pode ter contribuido para deteccdo da presenca do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) em 100% dos casos ten ao penas dois casos
positivos. Apesar de haver estudos que relatam associacdo entre a coinfeccdo TBMR
(XDR)/HIV (10) a coinfeccédo varia entre populagfes estudadas (11) e a baixa proporcao
encontrada aqui esta de acordo com dados locais abordando pacientes TBMR (12)

Uma proporcdo importante de pacientes apresentou transtorno mental (21%). Registro
de alcoolismo foi observado para 28%; além deste, outros determinantes estdo bem escritos
para o desenvolvimento da TB resistente como o0 uso prévio de farmacos anti-TB, situacao de
rua e individuos provindos de areas com alta prevaléncia (1, 11, 12,13). Abandono (43%) e
faléncia (86%) a qualquer tratamento anti-TB antes do diagndstico de TBXDR foram
observados, ndo havendo uma associacao entre estas duas variaveis (RP= 1,3; 0,89-1,99
P=0,31). Os pacientes, em geral, ndo realizaram tratamento supervisionado para TBMR
(apenas 21% realizaram), o que pode ter contribuido para o surgimento de casos de TBXDR
primaria e para o insucesso do tratamento individualizado, este verificado pela taxa de 6bito
gue foi para todo o grupo de 36% (Tabela 1). Resisténcia a todos os farmacos testados foi
observada em 57% dos isolados. Cepas de M. tuberculosis com perfil de resisténcia
estendido sdo descritas na literatura cientifica e denominadas como cepa super-
extensivamente-droga-resistentes ou totalmente-droga-resistentes (14).

O DNA destes isolados foi extraido (15) e a genotipados conforme técnicas de MIRU-
VNTR (Numero Variavel de Repeticbes em Tandem de Unidades Repetitivas Inter-

Espacadas) para 12 loci (16) e Spoligotyping, (17). Os perfis encontrados para as duas



técnicas foram associados e analisados utilizando a ferramenta via web www.miru-vntrplus

(18,19). A genotipagem mostrou a ocorréncia de X perfis, sendo Y perfis Unicos e Z ocorreram
em clusters contendo dois isolados. Dois pacientes cujos isolados apresentaram-se em um
cluster puderam ser investigados e verificou-se que ambos trabalharam em um mesmo
escritorio particular na cidade de Salvador, estabelecendo-se assim um link epidemioldgico e
corroborando a utilidade do emprego destas técnicas na vigilancia dos casos de tuberculose
resistente (16,17,18,19)

Como descrito na tabela 2, os perfis genotipicos foram condizentes com trés prevalentes
familias de M. tuberculosis: LAM (42%), Cameroon (33%) e Haarlem (25%). No Brasil, ndo ha
estudos abordando a genotipagem de cepas de M. tuberculosis de casos TBXDR, sendo que
as familias de M. tuberculosis envolvidas com os casos de TB sensiveis e descritas como
prevalentes no pais sdo: LAM, Haarlem, T, X e U ( 8,9,19). Nery (20) em um estudo local, de
base populacional, envolvendo 362 pacientes residentes em Salvador com TB sensivel,
encontrou essas mesmas familias. Mundialmente, a familia W/Bejing tem sido fortemente
associada a TBMR (18). Destacamos neste estudo a presenca da familia Cameroon, sendo
que esta familia € comumente encontrada em paises da Africa Ocidental sem associa¢do com
casos TBXDR (21). A Bahia é o Estado brasileiro com maior histérico de ligacdo com a Africa,
tendo a populacdo de Salvador uma alta mistura racial com 85% de componente africano,
vindo da Africa Central e principalmente da Africa Ocidental em decorréncia trafico de
escravos no Brasil entre os séculos XVII e XVIII (22). Sdo necessarios estudos para
determinar se ha imigracdo de cepas resistentes ou se as cepas encontradas foram

selecionadas a partir de cepas em circulacdo endémica no Estado.


http://www.miru-vntrplus/
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Tabela 1- Caracteristicas sécio-demografica e clinica dos casos de TBXDR. Bahia, Brasil, 2012

Cas Municipio Infecea N° de Tempo Internacs Histori s . ~
Sex Ida Residéncia 5 .~ . . Trat. Trat. acao Istoria H'Sfor'.a Situacao TDO Desfecho
o] Salvador Prlarlnarl Prévios: TBMR? Hospitalar Abandono Faléncia HIV+ Outras de Risco
1 M 27 Sim Sim 0 1 Sim N&o N&o Sim ™ Sim Obito
2 F 46 Sim Nao 2 65 Sim N&o Sim Sim  Hanseniase @) N&o Obito
3 M 43 Sim N&o 6 28 Sim Sim Sim Néo TM e DI @) Ndo Em Tratamento
4 M 24 Sim N&o 4 38 Néo Sim Sim Néo @) @) Ndo Em Tratamento
5 M 54 Sim Néo 3 32 Sim N&o Sim Néo HTLV @) Ndo Em Tratamento
6 M 46 N&o N&o 6 18 Sim Sim Sim N&o ™ () Sim Obito
7 M 43 Néo Néo 4 73 Sim N&o Sim Néo DM Alcoolismo  Néo Tratamento
8 M 38 Nao Nao 3 94 Sim Sim Sim Nao @) Alcoolismo N&o Em Tratamento
9 M 46 Sim Nao 2 75 Nao Nao Sim Nao @) Alcoolismo N&o Em Tratamento
10 M 37 Sim Nao 3 34 Nao Nao Sim Nao @) Alcoolismo Sim Em Tratamento
11 M 72 Sim N&o 2 14 Sim Sim Sim N&o DM () N&o Obito
12 F 31 Sim Nao 3 21 Sim Nao Sim Ndo Hepatopatia @) N&o Obito
13 F 69 Sim Nao 2 20 Nao Sim Sim N&o @) @) Ndo Em Tratamento
14 F 20 Sim Sim 0 2 Sim Nao Nao Nao @) @) Ndo Em Tratamento

Y Ne de tratamentos prévios para qualquer tipo de TB- antes do diagnéstico de TBXDR.

tempo de tratamento em meses para TBMR até o diagnéstico de TBXDR

TM= transtornos mentais; DI=drogas ilicitas; HTLV = Virus de células T linfotropico humano; DM= diabetes melitos, TOD.= tratamento diretamente
observado

(") Dado nao disponivel.



Tabela 2 — Perfis MIRU-VNTR e Spoligotyping dos isolados de M. tuberculosis dos casos de TBXDR. Bahia, Brasil 2008-2011.

o Perfil de Sensibilidade Perfil MIRU-VNTR
§ ? HStcokag § 3333 zE385 5 Perfil Spoligotyping Familia SIT
t L § ® 9 9 »m 9N & N O

1 R R S S R R R 2 5 4 3 3 3 2 6 2 2 1 3 LAM 376
2 RRRRRRRIR 2 5 1 4 3 3 2 3 1 1 1 3 Haarlem 50
3 RRSRRRRWR 2 5 3 3 3 3 2 5 2 2 1 3 oocssscess  CAMeEroon 61
4 RRRRRRS S 2 5 1 4 2 3 2 6 2 2 1 3 o oo e e LAM 42
5 RRSSRRRIR 2 5 4 3 3 3 2 6 2 2 1 3 Ommn LAM 376
6 R R SRRRRIR 2 5 3 3 3 3 2 5 2 2 1 3 Falta Cameroon 61
7 RRRRRRRIR 2 5 1 3 2 3 2 6 2 2 1 3 o oo oo LAM 20
8 RRRRSRRI R 1 5 3 5 3 3 2 5 2 2 1 3 " Haarlem 50
9 RRRRRRRW R 1 5 3 0 3 3 2 5 2 2 1 3 Falta Haarlem 50
1 R RRRRRRI R 2 5 1 4 2 3 2 6 2 2 1 3 o oo oo LAM 42
1 R R SRRRRIR 2 5 3 3 3 3 2 5 2 2 1 3 Falta Cameroon 61
2 RRRRRRRIR 2 5 3 4 3 3 2 5 2 2 1 3 Falta Cameroon 61
3 RRSRRRRR(ODOOOOOOOOOOOOOOOCOO O Falta @) @)
4 RRRRRRS S OOOOOOOOOOOOOOOOOOO O falta @) @)

R, resistente; S, sensivel; Rf, rifampicina; H, isoniazida; St, estreptomicina; E, etambutol; C, ciprofloxacina; O, ofloxacina; K, kanamicina; A,amicacina;

LAM, Latino American-Mediterran.






