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RESUMO

A tuberculose (TB) resistente aos farmacos € um problema mundial. As
mutacfes mais frequentes associadas a resisténcia a isoniazida em
Mycobacterium tuberculosis ocorrem no cédon 315 do gene katG, causando
niveis moderados a altos de resisténcia, e na regido promotora do gene
inhA, associadas a baixos niveis de resisténcia. Mutac6es no gene rpoB
associam-se a resisténcia a rifampicina. Este estudo analisou mutacdes nos
genes katG, inhA e rpoB e niveis fenotipicos de resisténcia a isoniazida em
isolados de M. tuberculosis de pacientes com TB resistente do estado de
Séao Paulo, no periodo de outubro/2008 a marco/2009 e no ano de 2016.
Dos 374 isolados analisados, 165 (44%) eram monorresistentes a isoniazida,
47 (13%) polirresistentes (resistentes a isoniazida+farmaco(s) de 12 linha
exceto rifampicina), 122 (33%) multirresistentes (MR), 24 (6%) pré-
extensivamente resistentes (pré-XDR) e 16 (4%) XDR. Entre os isolados com
a mutacdo Ser315Thr no KkatG, 99,4% apresentaram resisténcia
intermediaria ou alta a isoniazida, enquanto 73,7% dos isolados com a
mutacdo C-15T no inhA apresentaram baixa resisténcia. Dos isolados com
mutacbes no katG e inhA, 66,6% mostraram resisténcia alta e 32,4%
resisténcia intermediaria. Observou-se que 58,8% dos isolados tipados
estavam em cluster e 43,7% deles pertenciam aos cinco clusters mais
prevalentes encontrados: SP5, SP2c, SP12, SP5ac e SP1i. Isolados com
mutacOes no katG 315 estavam com maior frequéncia em cluster quando
comparados aos isolados com outras mutacdes no katG ou sem mutacoes
(p=0,002 e p=0,01, respectivamente). Isolados com a mutacdo C-15T no
inhA se mostraram com maior frequéncia em cluster quando comparados
aos isolados com mutagbes no katG 315 (p=0,006). Foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as taxas de cura dos
pacientes com TB monorresistente a isoniazida e TB-MR (63,4% vs 47,1%,
p=0,02), assim como entre o0s pacientes com TB monorresistente a
isoniazida e TB-XDR (63,4% vs 12,5%, p=0,01). Os pacientes com TB
polirresistente também apresentaram taxas de cura maiores do que 0s

pacientes com TB-MR (70% vs 47,1%, p=0,02) e do que os pacientes com



TB-XDR (12,5%, p=0,004). Em conclusdo, as mutacbes no katG estdo
associadas a niveis elevados de resisténcia a isoniazida e as muta¢des no
inhA ocorreram com maior frequéncia em isolados com resisténcia em
menor nivel. Houve transmissdo da TB resistente entre os pacientes do

estado de S&o Paulo, cujas taxas de cura foram relativamente baixas.

Palavras-chave: isoniazida, Mycobacterium tuberculosis, resisténcia
microbiana a medicamentos, rifampina, sequéncia de bases, tuberculose

resistente a multiplos medicamentos



ABSTRACT

Drug-resistant tuberculosis (TB) is a problem worldwide. The most
frequent mutations associated with isoniazid resistance in Mycobacterium
tuberculosis isolates occur in codon 315 of the katG gene, which have been
associated with moderate- to high-levels of resistance, and in the promoter
region of the inhA gene, causing low-level isoniazid resistance. In its turn, the
rpoB gene is associated with resistance to rifampicin. This study analyzed
mutations in katG, inhA and rpoB genes and phenotypic levels of isoniazid
resistance in M. tuberculosis isolates from drug-resistant TB patients from the
state of Sdo Paulo, in the period of October 2008 to March 2009 and during
the year of 2016. Of the 374 M. tuberculosis isolates analyzed 165 (44%)
were monoresistant to isoniazid, 47 (13%) polydrug-resistant (resistant to
isoniazid+1%" line drug(s) except rifampicin), 122 (33%) multidrug-resistant
(MDR), 24 (6%) pre-extensively drug-resistant (pre-XDR) and 16 (4%) XDR.
Among isolates with the katG Ser315Thr mutation, 99.4% had intermediate
or high-level isoniazid resistance, while 73.7% of the isolates with the inhA C-
15T mutation had low-level resistance. Among isolates with mutations in
katG and inhA, 66.6% had high-level resistance and 32.4% had intermediate
resistance. It was observed that 58.8% of the isolates submitted to typing
were clustered, and 43.7% of them belonged to the five most prevalent
clusters: SP5, SP2c, SP12, SP5ac and SP1i. Isolates with katG 315
mutations were more frequently clustered when compared to isolates with
other katG mutations or with no mutations (p= 0.002 and 0.01, respectively).
Isolates with the inhA C-15T mutation were more frequently clustered when
compared to isolates with katG 315 mutations (p= 0.006). Statistically
significant differences were found between cure rates of isoniazid-
monoresistant TB patients and MDR-TB patients (63.4% vs 47.1%, p= 0.02),
as well as between isoniazid-monoresistant TB patients and XDR-TB
patients (63.4% vs 12.5%, p= 0.01). Patients with polydrug-resistant TB also
had higher cure rates than patients with MDR-TB (70% vs 47.1%, p= 0.02)
and XDR-TB (12.5%, p= 0.004). The present study showed that katG

mutations are associated with higher levels of isoniazid resistance and inhA



mutations are found in isolates with lower resistance levels. In addition, drug-
resistant TB was transmitted among patients from the state of S&o Paulo,

whose cure rates were relatively low.

Keywords: base sequence; drug resistance, microbial; isoniazid;

Mycobacterium tuberculosis; rifampin; tuberculosis, multidrug-resistant
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Mycobacterium

O género Mycobacterium pertence a familia Mycobacteriaceae,
Subordem Corynebacterineae, Ordem Actinomycetales e ¢é constituido
atualmente por 199 espécies e 14 subespécies (Euzéby, 2019). Este género
€ composto por microrganismos que possuem um alto teor de G+C (61-71%)
no DNA, além de uma grande quantidade de lipideos na parede celular
(Barrera, 2007; Pfyffer, 2007). As micobactérias sdo bacilos pleomorficos,
aerdbios ou microaerdfilos, imoéveis, ndo encapsulados e ndo esporulados,
medindo de 1 a 10 um de comprimento por 0,2 a 0,6 um de largura (Barrera,
2007).

Recentemente, foi proposta a divisdo das espécies do género
Mycobacterium em cinco géneros  distintos: Mycobacterium,
Mycolicibacterium, Mycolicibacter, Mycolicibacillus e Mycobacteroides, de
acordo com resultados de analises comparativas entre sequéncias dos
genomas e de proteinas conservadas das micobactérias (Gupta et al., 2018).
Segundo esta nova classificacdo, o género Mycobacterium agruparia, entre
outras espécies, M. leprae, agente etiolégico da hanseniase, bem como as
espécies do complexo M. tuberculosis (CMT) (Gupta et al., 2018).

A estrutura da parede celular das micobactérias difere
substancialmente da parede de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Na membrana plasmatica das micobactérias se encontram ancorados
lipoproteinas, manosidios de fosfatidilinositol e lipoarabinomanano. A
camada de peptideoglicano forma a base sobre a qual se ligam
arabinogalactanos, que sdo polissacarideos ramificados formados por D-
arabinose e D-galactose, formando uma rede. O residuo terminal da D-
arabinose € esterificado, formando acidos micdlicos hidrofébicos de alto
peso molecular, com moléculas glicolipidicas ligadas a superficie (Figura 1).
Os componentes lipidicos compdem 60% do peso da parede celular dessas
bactérias. Proteinas e porinas de transporte se encontram distribuidas pelas
camadas da parede, constituindo 15% de seu peso (Murray et al., 2006;
Alderwick et al., 2007).
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Pelo fato da parede celular das micobactérias possuir grande
variedade de &cidos micdlicos, sua superficie é altamente hidrofébica e
estes microrganismos tém a capacidade de resistir ao ressecamento,
desinfetantes, antibioticos e corantes. Uma vez coradas, as micobactérias
ndo descoram com solucBes alcool-acidas; por este motivo, sao
denominadas bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR) (Pfyffer, 2007,
Ministério da Saude, 2008).

Lipoarabinomanano
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Figura 1. Estrutura da parede celular das micobactérias
Adaptado de Brown L et al. Nat Rev Microbiol. 2015; 13(10):620-30.

M. tuberculosis, principal agente etiolégico da tuberculose (TB) em
humanos, foi descoberto no ano de 1882 pelo cientista alemao Robert Koch.
Esta bactéria cresce de forma lenta, dividindo-se a cada 12-24 h em
temperatura 6tima de 35-37°C (Ministério da Saude, 2005; Pfyffer, 2007).

O CMT constitui um grupo geneticamente homogéneo, caracterizado
pela similaridade de 99,9% em seu conteudo nucleotidico (Velayati and

Farnia, 2017). As espécies que compdem o CMT sao M. tuberculosis, M.
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bovis (M. bovis subsp. bovis e M. bovis BCG), M. caprae, M. africanum, M.
microti, M. canettii e M. pinnipedi (Tortoli and Palomino, 2007). Outras
espécies tém sido descritas como sendo altamente relacionadas ao
complexo, como M. suricattae, M. mungi, M. dassie e M. orygis (Parsons et
al., 2008; Alexander et al., 2010; Dawson et al., 2012; van Ingen et al., 2012;
Dippenaar et al., 2015).

As espécies do CMT possuem hospedeiros, potencial zoonoético e
reservatérios distintos. M. tuberculosis, M. africanum e M. canettii sdo
primariamente patogénicas em humanos. M. bovis, M. microti e M. caprae
causam TB em animais e também podem ser transmitidas ao homem. M.
pinnipedii foi isolada de focas e le6es marinhos. J& as espécies M.
suricattae, M. dassie, M. orygis e M. mungi foram isoladas de animais como
suricatos, hiraxes, Orixes e mangustos, respectivamente (Velayati and
Farnia, 2017).

1.2. Epidemiologia da TB

Segundo o relatério mais recente da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a TB é uma das dez maiores causas de morte no mundo, sendo que,
em 2017, foi estimado que cerca de 10 milhdes de pessoas contrairam a
doenca, 9% das quais estavam coinfectadas com o virus do HIV (WHO,
2018a). Cerca de 1,7 bilhdes de pessoas, o que corresponde a 23% da
populacdo mundial, tem infeccdo latente por TB, estando em risco de
desenvolver a doenga (WHO, 2018a).

Estima-se que 558.000 pessoas desenvolveram TB resistente a
rifampicina (TB-RR), sendo que 82% (~458.000) delas tinham TB
multirresistente (TB-MR), caracterizada pelo M. tuberculosis resistente a
rifampicina e isoniazida, os farmacos de 12 linha anti-TB mais efetivos no
tratamento. Entre os casos de TB-MR, estima-se que 8,5% (~40.000)
tenham a forma extensivamente resistente (XDR, do inglés extensively drug-
resistant) da doenca (WHO, 2018a), ou seja, quando o M. tuberculosis

apresenta, aléem da resisténcia a rifampicina e isoniazida, resisténcia a pelo
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menos um dos farmacos injetaveis de 22 linha (como, por exemplo,
amicacina, canamicina e capreomicina) e a uma fluoroquinolona (como, por
exemplo, ofloxacina e levofloxacina), medicamentos-chave no tratamento da
TB-MR.

Mundialmente, estima-se que 3,6% dos casos novos e 17% dos casos
de retratamento tiveram TB-MR/RR em 2017. Com relagéo a resisténcia a
isoniazida, estima-se que a média mundial seja de 7,1% em casos novos e
7,9% em casos previamente tratados (WHO, 2018a).

Ainda segundo a OMS, o Brasil esta entre os 30 paises responséaveis
por 87% de todos os casos de TB no mundo e entre os 30 paises que
abrigam 88% do total de casos de TB/HIV (WHO, 2018a). Em 2017 foram
notificados 72.770 casos novos de TB no pais e, em 2016, foram registradas
4.483 mortes (Ministério da Saude, 2019).

No estado de S&o Paulo, em 2018, foram notificados 18.572 casos
novos de TB, resultando em uma incidéncia de 40,8 casos por 100 mil
habitantes. Em 2017, foram registrados 909 o6bitos no estado. Quanto a
resisténcia aos farmacos, 88 pacientes tiveram TB monorresistente a
iIsoniazida, 44 apresentaram TB-MR e 18 foram diagnosticados com TB-RR
em 2018 (CVE, 2019).

Dados do Il Inquérito Nacional de Resisténcia aos Farmacos Anti-
tuberculose, que ocorreu no Brasil no periodo de 2006-2009, mostraram um
aumento na resisténcia primaria tanto a isoniazida (de 4,4% para 6%) quanto
a rifampicina (de 0,2% para 1,5%) (Dalcolmo, 2012). Em 2017, foram
diagnosticados no pais 246 casos novos de TB monorresistente (resisténcia
a somente um farmaco de 12 linha), 80 de TB polirresistente (resisténcia a
mais de um farmaco de 12 linha, exceto a combinacdo de isoniazida e
rifampicina), 713 de TB-MR/RR e dois casos de TB-XDR (Ministério da
Saude, 2019).
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1.3. Histérico do tratamento anti-TB

O tratamento quimioterapico da TB teve inicio na década de 1930 com
as sulfonamidas, que, aléem de apresentarem alta toxicidade e insolubilidade,
nao se mostraram efetivas contra M. tuberculosis. Em 1945, a
estreptomicina comecou a ser utilizada com sucesso no tratamento. Pouco
tempo depois, foram descobertos novos compostos com atividade anti-TB,
como o acido p-aminossalicilico (PAS) em 1946 e a isoniazida em 1952.
Porém, o uso da estreptomicina e do PAS em monoterapia favoreceu o
rapido surgimento da resisténcia de M. tuberculosis a esses compostos
(Vilchéze and Jacobs Jr., 2014; Murray et al., 2015).

A introducdo da isoniazida no tratamento representou um grande
avanco, pois este farmaco era o mais potente a época, além de ter um baixo
custo, ser bem tolerado e seguro. Inicialmente pensou-se que o tratamento
somente com isoniazida seria efetivo, mas o0s pacientes tinham recidivas e
desenvolviam resisténcia, demonstrando a importancia da terapia com
multiplos farmacos (Murray et al., 2015).

Em 1959, o PAS e a isoniazida foram combinados em um tratamento
com duracdo de 18 a 24 meses, que também incluia a estreptomicina nos
primeiros seis meses. Este regime de tratamento com trés farmacos foi
utilizado durante quase 15 anos para todas as formas de TB. Apesar do
sucesso deste regime, frequentamente os pacientes desistiam do tratamento
devido a sua longa duracgéo e aos efeitos colaterais (Vilchéze and Jacobs Jr.,
2014; Murray et al., 2015).

Na década de 1960, experimentos mostraram que o etambutol era
efetivo contra os bacilos resistentes a isoniazida e a estreptomicina, além de
ser tdo eficaz quanto o PAS quando administrado juntamente com a
isoniazida. Ap6s o descobrimento das rifamicinas em 1957, a rifampicina foi
usada pela primeira vez no tratamento anti-TB em 1966, e sua combinacéo
com isoniazida e etambutol possibilitou a diminuicdo do periodo de
tratamento para nove meses, aumentando as taxas de cura (Murray et al.,
2015).
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Desde 1984, a inclusdo da pirazinamida, descoberta na década de
1940, levou a criacdo do regime de tratamento recomendado atualmente
pela OMS, com dois meses de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol, seguidos por quatro meses de isoniazida e rifampicina (Vilcheze
and Jacobs Jr., 2014; Murray et al., 2015).

1.4. Resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos

A resisténcia genética em M. tuberculosis a um determinado farmaco é
devida a mutacbes espontaneas que ocorrem uma vez a cada 10° a 10®
replicacdes, em meédia. Sendo assim, a probabilidade de uma bactéria
desenvolver resisténcia a trés farmacos utilizados simultaneamente no
tratamento é de 10*% a 10 ou seja, virtualmente inexistente (Zhang and
Yew, 2009; Bottger, 2011). Tal conceito matemético embasa o uso de
multiplos farmacos no tratamento da TB, para que assim possa ser evitado o
surgimento da resisténcia (Zhang and Yew, 2009).

A resisténcia em M. tuberculosis pode ser classificada em primaria, a
qual é observada em pacientes sem historico de tratamento de TB e que,
portanto, foram infectados por uma fonte com TB resistente; e adquirida ou
secundéaria, verificada em pacientes com TB inicialmente sensivel, que se
torna resistente apds exposicdo aos medicamentos (Dalcolmo et al., 2007).

M. tuberculosis se torna resistente aos farmacos quase que
exclusivamente por alteracbes pontuais em seu genoma. Essas mutacoes
pontuais conferem monorresisténcia (resisténcia a somente um farmaco) e o
acumulo gradual dessas alteracbes pode levar ao desenvolvimento de
multirresisténcia, sendo que a selecdo de isolados resistentes é favorecida
pelo tratamento realizado de forma inadequada (Soini and Musser, 2001).

As mutacdes no genoma de M. tuberculosis podem alterar tanto a
molécula-alvo do farmaco quanto enzimas responsaveis pela ativacdo ou

modificacao do antimicrobiano (Bottger, 2011).
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1.4.1. Isoniazida

A resisténcia a isoniazida ocorre mais frequentemente do que aos
outros fArmacos, em uma frequéncia de um em 10°° bacilos in vitro (Zhang
and Yew, 2009). A isoniazida é um dos farmacos de 12 linha mais
importantes para o tratamento da TB ativa e latente, com alta atividade
bactericida e biodisponibilidade, baixo custo, excelente alcance intracelular,
espectro de acao restrito e um bom perfil de seguranca (Unissa et al., 2016).
Estima-se que cerca de 8% dos pacientes com TB no mundo tenham TB
resistente a isoniazida e sensivel a rifampicina (WHO, 2018b).

A isoniazida é um pro-farmaco quimicamente conhecido como
hidrazida do &cido isonicotinico (Unissa et al., 2016). Esta substancia é ativa
somente contra bacilos em multiplicacdo, ndo agindo sobre bacilos nao-
replicantes ou sob condi¢des anaerdbias (Zhang and Yew, 2009).

A isoniazida entra na célula bacteriana através de difusdo passiva
simples e tem acdo bacteriostatica nas primeiras 24h de exposi¢cdo a M.
tuberculosis; apls este periodo, o farmaco torna-se bactericida (Unissa et
al., 2016). Por ser um pré-farmaco, a isoniazida precisa ser ativada para que
se torne efetiva. Esta ativacdo € realizada pela enzima catalase-peroxidase
KatG, a qual é codificada pelo gene katG. Apds este processo, diversos tipos
de radicais livres sdo formados, os quais sdo capazes de desabilitar muitos
processos metabdlicos em M. tuberculosis (Zhang and Yew, 2009; Unissa et
al., 2016).

Quando ativada, a isoniazida interfere na sintese de acidos micoélicos
da parede da micobactéria, inibindo a acao de diversas enzimas, entre elas
a proteina carreadora de enoil-acil redutase InhA, codificada pelo gene inhA
(Almeida da Silva and Palomino, 2011).

A diminuicdo e até mesmo a perda total da atividade catalase-
peroxidase como resultado de muta¢gbes no gene katG séo as alteracdes
genéticas mais comuns associadas a resisténcia a isoniazida (Almeida da
Silva and Palomino, 2011). Mais de 300 tipos de mutac¢des no katG ja foram
descritos em isolados clinicos resistentes a isoniazida mundialmente; porém,

a mutacdo mais frequente neste gene é a substituicdo do aminoéacido serina
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por treonina no codon 315 (Ser315Thr), a qual ocorre em 30 a 95% dos
isolados resistentes a isoniazida (Vilchéze and Jacobs Jr., 2014). Também
tem sido observado que isolados com mutacfes no katG apresentam nivel
moderado a alto de resisténcia, sendo capazes de crescer na presenca de
no minimo 1 mg/L de isoniazida, sendo que os valores de concentracao
inibitéria minima (CIM) podem variar de 2 a >10 mg/L (Bottger, 2011).

A maioria das alteragcbes no gene inhA ocorre na regido promotora
do Operon mabAl/inhA, causando a superexpressdo da enzima InhA.
Também podem ocorrer mutacfes na regido codificadora do gene inhA,
causando alteracBes no sitio ativo da enzima e diminuindo sua afinidade a
isoniazida (Zhang and Yew, 2009). Além da resisténcia a isoniazida, as
mutagdes no inhA causam resisténcia a etionamida, farmaco de 22 linha que
tem estrutura quimica similar a da isoniazida (Almeida da Silva and
Palomino, 2011).

A mutagcdo mais frequente no inhA é a substituicdo da citosina por
timina na posicao -15 da regido promotora (C-15T), mas outras substituices
como T-8G/A e A-16G também foram observadas. Estas alteracdes causam
um aumento nos niveis de RNAm, resultando na superexpressao da enzima
InhA. Diversos outros tipos de mutac¢des pontuais também foram observados
no inhA e na regido promotora em isolados resistentes a isoniazida e
etionamida. Essas mutacdes estdo associadas a baixos niveis de resisténcia
(CIM de 0,2 a 1 mg/L). A mutagcdo C-15T pode ser encontrada em até 35%
dos isolados resistentes a isoniazida (Vilchéze and Jacobs Jr., 2014; Unissa
et al., 2016).

Apesar das mutagcdes nos genes katG e inhA serem as principais
associadas a resisténcia a isoniazida, cerca de 15 a 25% de isolados
resistentes a este farmaco ndo apresentam mutacdo nesses genes
(Ramaswamy and Musser, 1998). Outros alvos nos quais foram encontradas
mutac¢des em isolados de M. tuberculosis resistentes a isoniazida s&o o gene
kasA (que codifica a enzima 3-cetoacil-ACP sintase, que participa da sintese

de acidos micdlicos), a regido intergénica oxyR-ahpC, o gene ndh (que
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codifica a enzima NADH desidrogenase) e a regido intergénica furA-katG
(Ramaswamy et al., 2003).

Acredita-se que o gene kasA esteja relacionado a um baixo nivel de
resisténcia a isoniazida; no entanto, mutacdes neste gene também foram
encontradas em isolados sensiveis, além de serem acompanhadas por
mutacdes no katG e inhA em isolados resistentes (Unissa et al., 2016).

O gene oxyR codifica uma proteina regulatdria do estresse oxidativo
e ndo é funcional em M. tuberculosis devido a mudltiplas delecbes e
mutacdes do tipo frameshift, que ocorrem quando ha insercéo ou delecédo de
nucletideos no DNA em numero ndo multiplo de 3, fazendo com que o
quadro de leitura do RNAmM seja deslocado, originando diversas mutacdes
ao longo da cadeia polipeptidica. A jusante (downstream) do gene oxyR
encontra-se o gene ahpC (Rv2428), que codifica uma alquil hidroperéxido
redutase. Mutacfes na regido intergénica oxyR-ahpC causam um aumento
na expressao do gene ahpC, o que compensaria a perda da atividade da
enzima catalase-peroxidase que ocorre em isolados resistentes a isoniazida
com mutacdes no katG (Vilchéze and Jacobs Jr., 2014; Unissa et al., 2016).
Entretanto, mutacdes nesse alvo tém sido encontradas tanto em isolados
resistentes quanto em isolados sensiveis (Baker et al., 2005), assim como
em isolados resistentes com mutagfes também no katG (Kelley et al., 1997;
Rinder et al., 1998).

Mutacbes no gene ndh reduzem a atividade da NADH
desidrogenase em M. tuberculosis, levando a um aumento na concentracao
de NADH, o que impediria a ligacdo da isoniazida a enzima InhA, causando
resisténcia (Vilcheze and Jacobs Jr., 2014). No entanto, foram encontradas
mutacBes no ndh tanto em isolados sensiveis como em isolados resistentes
gue também apresentaram mutacdes nos genes katG e inhA (Ramaswamy
et al., 2003; Cardoso et al., 2007).

A regulagdo negativa da expressdo do gene katG também parece
estar associada a resisténcia a isoniazida. Muta¢cdes na regiao intergénica

furA-katG foram identificadas em isolados resistentes, causando uma
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diminuicao da expressao do katG e conferindo resisténcia a isoniazida (Ando
et al., 2011).

Bombas de efluxo sdo proteinas transmembrana envolvidas na
expulsdo ativa de compostos nocivos e metabdlitos do interior da célula
bacteriana para o ambiente externo. Estas estruturas estdo associadas com
o transporte de uma ampla gama de antimicrobianos estruturalmente nao
relacionados, impedindo-os de atingir seus alvos (Webber and Piddock,
2003).

Estudos recentes tém investigado mecanismos de efluxo e sua
relacdo com a resisténcia a isoniazida em M. tuberculosis. Observou-se que
substancias inibidoras de efluxo foram capazes de diminuir a resisténcia a
isoniazida em isolados que apresentavam atividade de efluxo aumentada.
Esta atividade foi contida por inibidores de efluxo e os isolados
apresentaram superexpressdo dos seguintes genes que codificam bombas
de efluxo: efpA, mmpL7, mmr, p55 e Rv1258c (Rodrigues et al., 2012).
Machado e col. (2012) demonstraram que isolados inicialmente sensiveis e
isolados monorresistentes a rifampicina expostos a concentragdes criticas
de isoniazida passaram a desenvolver resisténcia a este farmaco. Na
maioria desses isolados, foi possivel reduzir a resisténcia a isoniazida pelo

uso de inibidores de efluxo (Machado et al., 2012).

1.4.2. Rifampicina

A rifampicina, um derivado sintético da rifamicina, possui acdo
bactericida altamente efetiva contra M. tuberculosis, sendo um farmaco-
chave na terapia anti-TB (Ramaswamy and Musser, 1998). Esta farmaco é
ativo tanto contra bacilos em multiplicacdo quanto contra bacilos com baixa
atividade metabolica, possuindo, assim, uma alta atividade esterilizante in
vivo (Zhang and Yew, 2009).

A rifampicina interfere na sintese do RNA bacteriano por se ligar a
subunidade B da RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB, impedindo o

alongamento da cadeia de RNA. Em M. tuberculosis, mutacdes relacionadas
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a resisténcia a rifampicina ocorrem em uma frequéncia de 10" a 10°® bacilos.
A grande maioria (96%) dessas mutacdes, que podem ser desde alteragbes
em um unico nucleotideo até pequenas insercdes e dele¢cbes, acontece em
uma regido de 81 pb do gene rpoB, chamada de regido determinante de
resisténcia a rifampicina (RRDR, do inglés rifampicin-resistance determining
region), que compreende os codons 507-533 (Zhang and Yew, 2009). As
mutacdes mais frequentes no rpoB ocorrem no cédon 531, seguido pelos
codons 526 e 516 (Ramaswamy and Musser, 1998).

Mutacfes no rpoB geralmente resultam em alto nivel de resisténcia
a rifampicina (CIM>32pg/mL), além de resisténcia cruzada a todas as
rifamicinas. No entanto, mutacdes especificas nos cédons 511, 516, 518 e
522 estdo associadas a um baixo nivel de resisténcia a rifampicina e
rifapentina, mas sensibilidade a rifabutina e ao rifalazil (Zhang and Yew,
2009).

1.5. Deteccdo da resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos
1.5.1. Métodos fenotipicos

Testes laboratoriais de sensibilidade de M. tuberculosis aos agentes
anti-TB possuem trés finalidades principais. Primeiramente, eles podem ser
usados como orientacdo na escolha da quimioterapia a ser dada ao
paciente. Em segundo lugar, eles permitem a confirmacdo de que houve
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos quando um paciente nao
mostra uma resposta satisfatoria ao tratamento e, em terceiro lugar, podem
ser usados para a vigilancia da resisténcia aos medicamentos (WHO,
2018c).

Mitchison, em 1969, definiu a resisténcia de M. tuberculosis como
uma diminui¢cdo na sensibilidade a um nivel suficiente que se permita afirmar
gue o isolado em questéo é diferente de isolados selvagens, 0s quais nunca
foram expostos ao farmaco. Isolados que ndo podem crescer em

concentracdes criticas de um determinado medicamento sé&o definidos como
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sensiveis, enquanto aqueles que podem crescer nessas concentragées sao
considerados resistentes (Mitchison, 1969).

Canetti (1965) mostrou que mesmo em isolados sensiveis havia
certa proporcdo de mutantes resistentes pré-existentes na populacdo e
calculou que uma propor¢cdo de 1% era o limite maximo entre isolados
sensiveis e resistentes, criando o conceito de proporcéo critica. A proporcéo
critica € definida, entdo, como a proporcdo de organismos resistentes dentro
de um determinado isolado, utilizada para determinar a resisténcia a um
medicamento. Uma proporc¢édo critica de 1% é usada para diferenciar cepas
sensiveis de resistentes. Qualquer cultura que mostre menos de 1% de
crescimento em um meio contendo uma concentracao critica do agente a ser
testado, quando comparada com o crescimento em um meio controle sem o
agente, é considerada sensivel; uma cultura que tem 1% ou mais de
crescimento no meio contendo a concentracdo critica do agente é
considerada resistente e o paciente cujo isolado esta sendo testado pode
nao responder a terapia com o antimicrobiano em questédo. Sendo assim, os
métodos fenotipicos utilizados atualmente para se testar a maioria dos
agentes anti-TB de 12 e 22 linha se baseiam em concentracbes e/ou
proporcdes criticas (WHO, 2018c).

Atualmente, a resisténcia de M. tuberculosis é definida como uma
reducao significativa na sensibilidade a um medicamento especifico, sendo
improvavel que os isolados resistentes demonstrem responsividade clinica
ao farmaco (Migliori et al., 2018).

Os métodos fenotipicos baseados em cultura permanecem como
referéncia para a deteccdo da resisténcia, mesmo sendo demorados e
trabalhosos, além de demandarem infraestrutura laboratorial sofisticada.
Quando realizados a partir do crescimento de M. tuberculosis em cultura,
esses métodos sdo denominados indiretos; quando aplicados diretamente
em amostras clinicas, sdo denominados diretos (Migliori et al., 2018).

Os principais métodos fenotipicos indiretos recomendados pela OMS
para o teste de sensibilidade de M. tuberculosis podem ser realizados em

meios liguidos ou em meios soélidos a base de ovos ou agar (WHO, 2018c).
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Os ensaios em meios solidos, como 0 método das propor¢des, da razdo de
resisténcia e da concentracdo absoluta, sao relativamente baratos e
utilizados mundialmente, mas foram padronizados principalmente para os
farmacos de 12 linha e podem demorar até oito semanas para fornecer
resultados (Migliori et al., 2018).

Os meétodos automatizados baseados em cultura liquida, como o
BACTEC MGIT 960 (Becton & Dickinson, EUA), sdo mais rapidos,
produzindo resultados em até duas semanas. Este sistema utiliza tubos com
o meio liquido 7H9 que contém um composto fluorescente envolvido em
silicone. O composto fluorescente € sensivel a presenca de oxigénio
dissolvido no meio. A concentracao inicial de oxigénio dissolvido atenua a
emissdo de fluorescéncia proveniente do composto. Subsequentemente,
quando h& o consumo de oxigénio por microrganismos presentes no meio, o
composto desenvolve fluorescéncia e o crescimento bacteriano é detectado
pelo instrumento (ECDC, 2018).

O método BACTEC MGIT 960 é recomendado como referéncia e foi
validado para o teste de sensibilidade aos farmacos de 12 e 22 linha, além de
novos farmacos como bedaquilina e delamanida (WHO, 2018c). Outra
metodologia de teste de sensibilidade em meio liquido € a microdiluicdo em
placa, que permite determinar concentracdes inibitérias minimas (CIMs) para
diversos farmacos em uma Unica placa, podendo ser realizada in house
(Palomino et al., 2002; Gallo et al., 2017a) ou estando disponivel
comercialmente (Rancoita et al., 2018).

O sistema automatizado BACTEC MGIT 960 € uma das
metodologias utilizadas na rotina diagnostica do Nucleo de Tuberculose e
Micobacterioses (NTM) do Instituto Adolfo Lutz para a deteccdo da
resisténcia de M. tuberculosis aos farmacos de 12 e 22 linha (Adami et al.,
2017; Gallo et al., 2017a). Nesta técnica, concentracdes criticas de cada
farmaco sdo utilizadas para determinar se um isolado é resistente ou
sensivel ao medicamento testado, sendo que a concentragcdo critica é

definida como a menor concentracdo de um farmaco que inibe o crescimento
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de 99% de isolados fenotipicamente selvagens de M. tuberculosis (WHO,
2018c).

Uma vez que o tubo controle de crescimento contendo o indculo
bacteriano a 1% torna-se positivo, apos um periodo de cinco a 13 dias, o
instrumento ira compara-lo com o crescimento nos tubos contendo os
farmacos. Os resultados sao qualitativos: caso o tubo com o farmaco seja
negativo quando o tubo controle € positivo, o isolado é considerado sensivel,
se o tubo com farmaco for positivo antes ou no mesmo dia em que o tubo
controle se torna positivo, o isolado é considerado resistente (ECDC, 2018).

As concentracfes criticas dos farmacos anti-TB utilizadas para a
determinacdo da  sensibilidade in  vitro foram  determinadas
experimentalmente por meio da comparacédo entre o crescimento de isolados
selvagens e nd&o-selvagens, em vez de se basearem em valores de
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) (Canetti, 1965). Sendo assim, a
concentracdo critica dos farmacos acaba tendo pouca correlacdo com a
concentracao presente in vivo nos pacientes.

Quando concentragfes criticas sdo utilizadas para determinar a
sensibilidade de M. tuberculosis in vitro, diferentes niveis de resisténcia
fenotipicos ndo sdo considerados, ou seja, independentemente de o isolado
apresentar nivel de resisténcia baixo, moderado ou alto, ele é considerado
resistente ao farmaco em questdo. No entanto, as implicacdes biologicas de
um nivel baixo ou alto de resisténcia séo diferentes. Sendo assim, é
necessario que as concentracfes in vivo sejam consideradas, isto €, a
resisténcia fenotipica determinada in vitro deveria estar relacionada com as
concentragbes que sdo atingidas in vivo. Esta correlagdo € denominada
ponto de corte clinico (do inglés clinical breakpoint) (Bottger, 2011).

O ponto de corte clinico é a concentracdo ou concentracdes de um
medicamento que definem uma CIM acima da concentracdo critica que
separa o isolado que provavelmente respondera ao tratamento daquele que
provavelmente ndo respondera ao tratamento. Esta concentracdo €
determinada levando-se em consideracdo informacdes de desfecho clinico

disponiveis, distribuicdes de CIMs, marcadores genéticos e dados de PK/PD
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incluindo a dosagem do farmaco. Portanto, é possivel aumentar a dosagem
para contornar a resisténcia observada a uma dosagem menor até se atingir
a dosagem maxima tolerada pelo paciente. O ponto de corte clinico pode ser
utilizado, entdo, para guiar decisdes clinicas individuais durante o tratamento
de um paciente (WHO, 2018c).

Considerando que um isolado pode apresentar baixo, moderado ou
alto nivel de resisténcia in vitro, entende-se que um nivel de resisténcia
baixo pode ndo corresponder a resisténcia clinica, enquanto que um
determinado farmaco para o qual um isolado apresenta alto nivel de
resisténcia ndo sera efetivo clinicamente. Por sua vez, as implicacbes
clinicas de niveis moderados de resisténcia sdo menos claras, sendo

necessarios mais estudos (Bottger, 2011).

1.5.2. Teste de sensibilidade quantitativo

Devido ao aumento da frequéncia de resisténcia aos farmacos anti-
TB observado mundialmente, existe a necessidade de se determinar
precisamente a sensibilidade de M. tuberculosis aos agentes de 12 e 22
linha. O tratamento dos pacientes com TB resistente deve ser baseado em
medidas quantitativas e confidveis de sensibilidade, prevenindo assim a
amplificacdo da resisténcia e permitindo que os agentes antimicrobianos
disponiveis sejam utilizados otimizadamente (Cambau et al., 2015).

O sistema automatizado BACTEC MGIT 960 tem sido utilizado para
testar diferentes concentragcbes de farmacos a fim de se determinar
precisamente o nivel de resisténcia de isolados de M. tuberculosis
resistentes a concentracao critica (Springer et al., 2009; Cambau et al.,
2015). Com isso, €é possivel implantar esquemas de tratamento
personalizados principalmente para os pacientes com TB-MR ou XDR
(Schon et al., 2017).

No teste de sensibilidade gquantitativo pelo BACTEC MGIT 960, o
principio do método das propor¢cdes € mantido, isto é, o indculo no tubo

controle de crescimento sem farmaco corresponde a 1% do in6culo usado
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nos tubos com os farmacos. Os resultados sao interpretados como
resistente a um nivel baixo, intermediério ou alto do agente testado (Cambau
et al., 2015).

1.5.3. Métodos moleculares baseados na detec¢cdo de alteracfes

na sequéncia de acidos nucleicos

Métodos classicos para a deteccdo da resisténcia em M.
tuberculosis se baseiam no isolamento em cultura seguido do teste de
sensibilidade aos farmacos. Devido ao crescimento lento de M. tuberculosis,
o advento de métodos moleculares tornou possivel a diminuicdo do tempo
para deteccdo da resisténcia, que fenotipicamente pode levar de duas a oito
semanas, para apenas dois a trés dias (Brossier et al., 2017).

Testes moleculares para o diagnostico de resisténcia em M.
tuberculosis sado baseados na deteccdo de mutacdes que alteram genes ou
a expressao de genes associados a resisténcia (Brossier et al., 2017). Esses
métodos podem ser aplicados como complemento aos métodos classicos,
servindo como testes rapidos realizados diretamente a partir de amostras ou
permitindo a identificacdo e deteccao rapida da resisténcia em isolados em
cultura. Devido a sua rapidez, os testes baseados em deteccdo de
alteracbes na sequéncia de &cidos nucleicos em M. tuberculosis tém a
vantagem de permitir que o tratamento do paciente seja iniciado de maneira
mais rapida e com farmacos verdadeiramente efetivos (ECDC, 2018).

Entre os métodos moleculares comerciais para deteccao da TB
resistente recomendados pela OMS e utilizados no Brasil, estdo o
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, EUA) e o GenoType MTBDRplus e
GenoType MTBDRsI (Hain Lifescience, Alemanha). Métodos in house como
0 sequenciamento pelo método de Sanger e o sequenciamento de nova
geracao (do inglés next generation sequencing, NGS) estdo sendo usados

com frequéncia cada vez maior no diagndstico da resisténcia em TB.
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1.5.3.1. Xpert MTB/RIF e Xpert MTB/RIF Ultra

O Xpert MTB/RIF, chamado no Brasil de teste rapido molecular para
tuberculose (TRM-TB), € um teste que identifica, diretamente em espécimes
clinicos processados ou néo processados, o CMT a partir de uma sequéncia
de 81 pb do gene rpoB, além de verificar a resisténcia a rifampicina por meio
das mutacgdes encontradas nesta regiao-alvo (WHO, 2011).

A plataforma GeneXpert Dx integra e automatiza o processamento
da amostra, a amplificacdo dos &acidos nucleicos e a deteccdo das
sequéncias-alvo, fornecendo resultados em duas horas. O sistema é
composto por um cartucho contendo todos os tampdes e reagentes
liofilizados necessarios para a realizacdo da reacdo de amplificacdo, um
instrumento GeneXpert e um software especifico que realiza a interpretacao
dos resultados (WHO, 2011).

O ensaio utiliza a tecnologia de molecular beacons, que sdo sondas
de hibridacéo de acidos nucleicos marcadas com diferentes fluor6foros, para
detectar as sequéncias de DNA amplificadas por PCR em tempo real. S&o
utilizadas cinco sondas com sequéncias complementares a cinco diferentes
regides do gene rpoB de um isolado de M. tuberculosis selvagem (ou seja,
sensivel a rifampicina). Estas sondas se sobrepdem e, juntas, analisam toda
a regido de 81 pb do rpoB (Lawn and Nicol, 2011).

O teste foi desenvolvido para ser aplicado em laboratérios de
infraestrutura simples que realizam baciloscopia, nos quais ndo existe cabine
de seguranca bioldgica disponivel. O reagente para tratamento da amostra
contido no kit € micobactericida, inativando M. tuberculosis rapidamente
durante o processo de liquefacdo da amostra (WHO, 2011).

A nova versao do Xpert MTB/RIF, denominada Xpert MTB/RIF Ultra,
fornece uma deteccdo da resisténcia a rifampicina mais acurada. Quatro
sondas do tipo sloppy molecular beacons foram desenvolvidas para detectar
mutacOes na RRDR do gene rpoB pela analise de alteracdes nos picos de
temperatura de melting (Tm), definida como a temperatura na qual metade
da sonda estd na forma desnaturada, ou seja, ndo pareada, e a outra

metade estd pareada com o DNA-alvo. Esta temperatura varia de acordo
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com especificidade da ligacdo entre a sonda e a sequéncia-alvo: caso o
DNA presente na amostra seja de um M. tuberculosis sensivel, todos os
nucleotideos das sondas vao se ligar ao DNA-alvo; por outro lado, se houver
alguma alteracdo na sequéncia do DNA presente na amostra, a sonda
complementar a regido onde houve a alteragdo ndo se ligara totalmente,
resultando em um pico de Tm diferente do pico da sonda que se ligou
completamente. Sendo assim, as Tm de cada sonda totalmente ligada a
sequéncia de DNA de um M. tuberculosis sensivel sdo conhecidas, assim
como as Tm correspondentes aos diversos tipos de mutacdes (El-Hajj et al.,
2009).

O ensaio permite que uma grande variedade de mutacdes seja
identificada, além de diferenciar mutacfes sinbnimas de outras que ocorrem
na RRDR (Migliori et al., 2018). O novo cartucho também utiliza um volume
maior da amostra na reagcdo de amplificacdo, um programa de amplificacéo
mais rapido e incluiu mais dois alvos para a deteccdo do CMT, as
sequéncias de insercao 1S6110 and 1S1081, presentes em mdltiplas cépias
no genoma das espécies do complexo (ECDC, 2018).

O Xpert MTB/RIF esta em uso no Brasil desde 2014 e a substituicdo
deste teste pelo Ultra ocorreu no final de 2019.

1.5.3.2. GenoType MTBDRplus e GenoType MTBDRsI

Os line probe assays (LPAs) ou ensaios de sondas em linha séo
testes baseados em fitas de nitrocelulose que permitem a determinacao do
perfil de resisténcia de M. tuberculosis por meio da ligagdo do DNA
amplificado da amostra as sondas cujos alvos sdo regiées contendo as
mutagfes mais frequentes relacionadas a resisténcia aos farmacos de 12 e
22 linha e também regides correspondentes a sequéncias selvagens, ou
seja, sequéncias sem mutagdo. Esses ensaios podem ser aplicados
diretamente em amostras clinicas com resultado de baciloscopia positiva ou

em isolados clinicos (Migliori et al., 2018).
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O GenoType MTBDRplus versao 2.0 permite a identificacdo do CMT
e a deteccao da resisténcia a rifampicina e a isoniazida a partir de mutagdes
nos genes rpoB e katG/inhA, respectivamente. O GenoType MTBDRsI
versao 1.0 também identifica o CMT e detecta simultaneamente a resisténcia
as fluoroquinolonas pela analise de mutacbes no gene gyrA, aos
aminoglicosideos e peptideos ciclicos (farmacos injetaveis como amicacina,
canamicina e capreomicina) pela andlise do gene rrs e ao etambutol pelo
gene embB. A versdo 2.0 do kit GenoType MTBDRsI incluiu a analise de
mutacBes no gene gyrB para aumentar a sensibilidade na deteccdo da
resisténcia as fluoroquinolonas e substituiu o gene embB pela regido
promotora do gene eis, relacionada a resisténcia a canamicina (ECDC,
2018; Migliori et al., 2018).

Os procedimentos de realizagdo de ambos os testes séo idénticos e
divididos nas seguintes etapas: extracdo do DNA da amostra, amplificacéo
do DNA por PCR multiplex com iniciadores biotinilados, hibridacdo reversa
do produto da PCR com as fitas e revelacdo da hibridagdo por reacdo com
fosfatase alcalina (Hain Lifescience GmbH, 2012). Devido ao nivel de
dificuldade moderado deste ensaio, a necessidade de equipamentos para a
realizacdo das suas etapas e aos requerimentos de infraestrutura
laboratorial, os LPAs devem ser implantados em laboratérios de média a alta
complexidade. Comparado com o teste de sensibilidade fenotipico, o LPA
fornece resultados mais rapidos, além de apresentar menor risco de
biosseguranga e maior rendimento (Migliori et al., 2018).

As membranas de nitrocelulose presentes no kit sdo revestidas com
sondas especificas complementares a sequéncias dos genes investigados
pelo ensaio. Apos a extracdo do DNA, este serd amplificado e o produto da
PCR estard marcado com biotina. Este produto € entdo desnaturado
guimicamente para que esteja em fita Unica e possa se ligar as sondas
presentes na membrana (hibridagdo). A fosfatase alcalina conjugada a
estreptavidina se liga a biotina presente no produto amplificado e transforma
0 substrato adicionado em um corante que se torna visivel na membrana

como um precipitado colorido. Os padrbes de banda formados sdo entdo
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interpretados visualmente ou por meio do software GenoScan (Hain
Lifescience, Alemanha) (Hain Lifescience GmbH, 2012). Os testes
GenoType MTBDRplus e sl, ambos da verséo 2.0, foram recomendados pela
OMS em 2016 para a deteccdo rapida da TB-MR e TB-XDR,
respectivamente, e estdo implantados na rotina do NTM desde fevereiro de
2019.

1.5.3.3. Sequenciamento gendémico baseado em PCR

O sequenciamento do DNA de M. tuberculosis pode ser utilizado
como complemento aos ensaios fenotipicos e moleculares de detec¢éo de
resisténcia. Por meio do sequenciamento € possivel detectar novas
mutacdes, assim como confirmar a presenca das mutacdes mais prevalentes
associadas a resisténcia, oferecendo muitos beneficios ao manejo clinico do
paciente (Kourout et al., 2009; Choi et al., 2010; Chikaonda et al., 2017). A
técnica de sequenciamento detecta mutacdes por meio da comparacao das
diferencas na sequéncia de acidos nucleicos entre a cepa de referéncia
selvagem M. tuberculosis H37Rv e o isolado analisado (Si et al., 2012).

Técnicas de sequenciamento de NGS permitem o0 sequenciamento
do genoma completo (do inglés whole genome sequencing, WGS) ou de
diversas regides de interesse (sequenciamento direcionado, do inglés
targeted next generation sequencing, T-NGS) presentes no genoma do
microrganismo. A partir da sequéncia obtida, pode-se realizar a identificacéo
da espécie, a triagem de todos os tipos de mutacao (conhecidos ou nao), a
deteccdo da resisténcia aos farmacos e a analise filogenética do
microrganismo (Nguyen et al., 2019).

Alguns kits comerciais que usam 0 sequenciamento direcionado
para a identificacdo da espécie e deteccdo de mutacdes associadas a
resisténcia em M. tuberculosis estdo disponiveis no mercado. Esses
métodos se baseiam na extracdo do DNA diretamente de amostras clinicas,
amplificagdo e sequenciamento a partir dos produtos gerados na
amplificacdo. Um protocolo desenvolvido pela Life Technologies (EUA)

utilizando o instrumento lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) e o
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AmpliSeq da lllumina (EUA) permitem a amplificacdo e o sequenciamento na
integra de até oito genes (rpoB, katG, inhA, pncA, gyrA, eis, embB e rpsL)
para deteccdo da resisténcia aos farmacos de 12 e 22 linha em apenas dois
dias (Daum et al., 2012; Migliori et al., 2018; Nguyen et al., 2019). Outro kit
disponivel é o Deeplex-MycTB (GenoScreen, Franca), que analisa genes
responsaveis pela resisténcia a 13 farmacos diferentes, além de realizar a
genotipagem e identificacdo da espécie diretamente a partir de amostras
clinicas. O sistema ainda oferece acesso a um aplicativo localizado na
nuvem que analisa e interpreta os dados do sequenciamento (Tagliani et al.,
2017).

Devido a necessidade de grandes quantidades de DNA com um alto
nivel de qualidade para a realizacdo do sequenciamento do genoma
completo, esta metodologia pode ser realizada somente a partir de isolados
em cultura (Nguyen et al., 2019). O sequenciamento do genoma completo,
independentemente da plataforma utilizada, possui quatro etapas principais:
extracdo de DNA, preparacao da biblioteca (composta pela fragmentagcédo do
DNA e sua ligacdo aos adaptadores), sequenciamento de nova geragao
gerando milhdes de fragmentos e analise de dados (Migliori et al., 2018).

As plataformas disponiveis, como lllumina, lon Torrent (Thermo
Fischer, EUA), Pacific Biosciences (EUA) e MinlON (Oxford Nanopore,
Reino Unido) variam em termos de tamanho dos fragmentos gerados, taxa
de erro, custo e outros parametros (Kwong et al., 2015). A andlise de dados
de resisténcia aos farmacos envolve a identificacdo de polimorfismos nos
genes associados a resisténcia utilizando-se ferramentas gratuitas
disponiveis online (como, por exemplo, TBProfiler, PhyReSE, Mykrobe, etc),
assim como softwares pagos. As ferramentas online, apesar de gratuitas,
necessitam de curadoria continua e validacdo no laboratério para serem
aplicadas na rotina diagndstica (Migliori et al., 2018). Mesmo assim, as
grandes vantagens do sequenciamento do genoma completo sado a
disponibilizagdo de uma alta cobertura do genoma e de informagdes

epidemiologicas, além da elucidacdo de novos mecanismos de resisténcia
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para farmacos classicos e mais recentes, trazendo informacgfes valiosas

para o campo da pesquisa e para o tratamento da TB (Nguyen et al., 2019).

1.6. Epidemiologia molecular

A epidemiologia molecular é um campo multidisciplinar que integra
biologia molecular, medicina clinica, estatistica e epidemiologia, tendo como
objetivo principal identificar os fatores que determinam a causalidade,
propagacao, disseminacéao e distribuicdo das doencas infecciosas no tempo
e no espago (Mathema et al., 2006). Atualmente, métodos de genotipagem
de M. tuberculosis auxiliam na investigacdo de contatos, nos estudos de
rotas de transmissdo, na deteccdo precoce de surtos, na identificacdo de
grupos de alto risco para transmissao, na investigacdo de contaminacéao
cruzada em laboratorio e na distincdo entre reinfec¢do e reativacdo. Além
disso, a epidemiologia molecular tem papel bastante importante no estudo
da estrutura populacional das familias do CMT e sua dindmica de
transmissao (Barnes and Cave, 2003).

Durante muitos anos, a abordagem padrdo para genotipagem de
isolados de M. tuberculosis foi a analise por RFLP (do inglés restriction-
fragment-length polymorphism) da distribuicdo da sequéncia de insercao
IS6110 em diferentes isolados (Barnes and Cave, 2003). Sequéncias de
insercado sdo elementos genéticos moveis de pequeno tamanho (< 2,5 kb)
que se encontram amplamente e aleatoriamente distribuidos no genoma de
M. tuberculosis (Mathema et al., 2006).

Isolados de M. tuberculosis podem apresentar nimeros de copias de
IS6110 variando de nenhum (em raros casos) a até 26 coépias (van
Soolingen et al., 1991; Kanduma et al., 2003). Isolados né&o relacionados
possuem diferentes perfis de RFLP, enquanto que pacientes infectados por
isolados epidemiologicamente relacionados geralmente apresentam perfis
de RFLP idénticos (Barnes and Cave, 2003). O RFLP nao consegue
classificar isolados com menos de seis cOpias da 1S6110 em seu genoma,;

além disso, necessita de DNA purificado a partir de uma grande quantidade

35



de crescimento em cultura e € composto por etapas trabalhosas e
demoradas (Barnes and Cave, 2003; Mathema et al., 2006).

Por ser um método bastante trabalhoso, o RFLP tem sido substituido
pela técnica de MIRU-VNTR (do inglés mycobacterial interspersed repetitive
units-variable number of tandem repeats), na qual a tipagem de M.
tuberculosis é baseada no numero variavel de repeticbes adjacentes de
unidades repetitivas intercaladas presentes no genoma. Esta metodologia se
baseia em PCR convencional e detecta, por meio da verificacdo do tamanho
dos produtos amplificados, o numero das repeticbes de 12, 15 ou 24 loci
especificos (Supply et al., 2001). A vantagem do MIRU-VNTR sobre o RFLP
€ a maior facilidade de sua execucao, analise e maior rapidez. Além disso,
os resultados podem ser comparados com os de outros laboratérios do
mundo por meio de uma base de dados contendo os diferentes perfis
encontrados (Barnes and Cave, 2003).

Outra metodologia bastante utilizada na tipagem molecular de M.
tuberculosis é o spoligotyping ou spacer oligonucleotide typing, baseado no
polimorfismo de DNA presente em uma regido cromossdmica denominada
locus DR (do inglés direct repeat). O locus DR contém de 10 a 50 cépias de
uma repeticdo direta de 36 pb, a qual € separada de outra repeticao por 43
espacadores com sequéncias diferentes. Como os isolados diferem quanto a
presenca ou auséncia de espacadores especificos, o padrdo de
espacadores em um isolado pode ser usado para a genotipagem (Barnes
and Cave, 2003). Quando comparado ao RFLP, o spoligotyping pode ser
realizado diretamente de amostras clinicas, por ndo necessitar de grandes
guantidades de DNA, e os resultados obtidos, representados por positivo ou
negativo para cada espacador, podem ser expressos em formato digital,
permitindo a comparacdo com resultados de outros locais. De acordo com
os perfis obtidos, os isolados podem ser categorizados como pertencentes a
diferentes familias, as quais se distribuem em regides geograficas e em
populacdes especificas. No entanto, o poder discriminatorio deste método é
inferior ao do RFLP e do MIRU-VNTR (Kremer et al., 1999).
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O sequenciamento do genoma completo também tem sido aplicado
em investigagdes epidemioldgicas em TB, especialmente na identificagdo de
surtos e para tracar rotas de transmissdo. Por gerar informacdes sobre a
sequéncia completa de DNA de M. tuberculosis, este método € muito mais
acurado do que os métodos classicos de tipagem na deteccdo da
variabilidade entre isolados, produzindo resultados que podem ser aplicados
em nivel global (populacéo), local (comunidade), individual (paciente) e até

ao proprio patégeno (Jagielski et al., 2015).

1.7. Esquemas de tratamento para TB

Para ser efetivo, o esquema anti-TB deve contar com farmacos que
possuam atividade bactericida precoce, que sejam capazes de prenevir a
emergéncia de bacilos resistentes e que tenham atividade esterilizante
(Ministério da Saude, 2019).

No Brasil, os esquemas de tratamento para TB sdo padronizados e
compreendem duas fases: a intensiva e a de manutencao. A primeira fase
conta com medicamentos de alto poder bactericida, visando reduzir
rapidamente a populagcdo bacilar e eliminar os bacilos com resisténcia
natural a algum medicamento, diminuindo a contagiosidade do paciente. Na
fase de manutencdo sao utilizados agentes com maior poder bactericida e
esterilizante, que atuam, portanto, em todas as populacdes bacilares, com o
objetivo de eliminar os bacilos latentes ou persistentes, diminuindo a
possibilidade de recidiva da doenca (Ministério da Saude, 2019).

Até o ano de 2009, o tratamento para 0s casos novos de TB pulmonar
e extrapulmonar era denominado Esquema | e utilizava isoniazida,
rifampicina e pirazinamida na fase intensiva com duragao de dois meses, e
rifampicina e isoniazida na fase de manutencdo com duracdo de quatro
meses (Ministério da Saude, 2002). Devido ao aumento da resisténcia
primaria a isoniazida de 4,4% a 6% detectado apos o Il Inquérito Nacional de
Resisténcia aos Farmacos Anti-TB realizado em 2007-2008, em 2009 o

etambutol foi introduzido na fase intensiva do tratamento, o qual passou a
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ser denominado esquema basico (Ministério da Saude, 2009). O esquema
bésico permanece sendo utilizado até os dias de hoje no pais para o
tratamento da TB em adultos e adolescentes. Este esquema é indicado para
casos novos e de retratamento por recidiva ap0s cura ou reingresso devido
ao abandono em adultos e adolescentes, exceto para os casos de forma
meningoencefalica e osteoarticular (Ministério da Saude, 2019).

O tratamento da TB resistente, por sua vez, requer o uso de farmacos
de 22 linha, que sdo menos efetivos, resultando em uma duracdo maior do
tratamento e que apresentam maior potencial de toxicidade, o que acarreta
em um tratamento de pior prognostico (Caminero, 2016). O esquema para
TB resistente deve conter pelo menos quatro farmacos efetivos, pelo menos
dois farmacos essenciais (com capacidade bactericida e esterilizante), e
mais um ou dois farmacos acompanhantes, ou seja, que apresentem acao
protetora aos essenciais contra o desenvolvimento de resisténcia (Quadro
1).

Quadro 1. Classificacdo dos farmacos anti-tuberculose

Essenciais

GRUPO 1
Farmacos de 12 linha (orais)

GRUPO 2
Fluorequinolonas

GRUPO 2
Injetaveis

GRUPOD &
Farmacos de 22 linha menos eficazes

GRUPO 5
Farmacos de 22 linha com menor
experiéncia clinica

Isoniazida, rifampicina e pirazinamida

Acompanhante
Etambutol

Essenciais
Levofloxacino (altas doses) e moxifloxacino

Essenciais
Estreptomicing, canamicing, amicacina e capreomicina

Acompanhantes
Etionamida/protionamida, cicloserina /terizidona e PAS
(acido paraminossalicilico)

Essenciais
Linezolida, bedaquilina, delamanid

Acompanhantes
Clofazimina, carbapenem, amaoxicilinag fclavulanato
de potassio

Fonte: Ministério da Salde. Manual de Recomendacgdes para o Controle da Tuberculose no Brasil.
Brasilia, 2019.
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1.7.1. Monorresisténcia aisoniazida

De acordo com as recomendacbes do Ministério da Saude
publicadas em 2009 e vigentes até 2018, os casos de monorresisténcia a
isoniazida cuja resisténcia houvesse sido descoberta ainda durante a fase
intensiva do tratamento, deviam ser tratados com o esquema 2RZES/4RE
(dois meses de rifampicina, pirazinamida, etambutol e estreptomicina, e
quatro meses de rifampicina e etambutol). Caso a resisténcia fosse
detectada durante a fase de manutencdo, o tratamento com o0 esquema
basico poderia ser prorrogado para até sete meses (Ministério da Saude,
2009; Ministério da Saude, 2011).

Segundo a recomendacao vigente do Ministério da Saude (Ministério
da Saude, 2019) atualmente, o tratamento da monorresisténcia a isoniazida
deve considerar o momento em que a resisténcia foi diagnosticada, a
evolucdo do paciente até o momento do diagndstico da resisténcia e a
presenca de resisténcia concomitante a rifampicina. No quadro abaixo
seguem o0s esquemas de tratamento preconizados em cada situagéo

especifica (Quadro 2).

39



Quadro 2. Esquemas de tratamento recomendados para tuberculose

monorresistente a isoniazida

MOMENTO DO EVOLUCAD CLINICA, CONDUTA OU

DIAGNOSTICO DA LABORATORIAL E ESQUEMA OBSERVACAO
RESISTENCIAAH RADIOLOGICA RECOMENDADO

2RLIXZE[7RLFx .
Esquema preferencial.

Antes do inicio Eou

do tratamento

Com esquema - li Esquema indicado quando,

basico (EB) ou Nao se aplica ORHZE Lfx previamente ao tratamento, for
nos primeiros (WHO 2018) identificada dificuldade de adesao
30 dias do EB a0 esguema com maior nimero

de comprimidos.

No mometo do diagnostico

de monorresiténcia, solicitar

TRM-TB e nova cultura com T5.
Favoravel' 9RHZE Se TRM-TB resultar em resisténcia

3 R - iniciar esguema para TE MDR.

Reavaliar o esquema de tratamento

apos o resultado do novo TS.

Fase intensiva Solicitar TRM-TE. Se evoluir bem, manter RHZE até

do EB Se TRM-TB reﬂsuh.ar completar 9 meses de tratamento.
em sensivel a R,
manter RHZE por ]
mais um més e Se evoluir desfavoravelmente:

Desfavoravel? reavaliar. iniciar esquema TB MDR.

Se TRM-TE resultar
em resisténcia a

R - iniciar esquema
para TB MDR.

Solicitar TRM-TE e nova cultura
com TS, 5e TRM-TB resultar em

R H (até completar P
( P resisténcia a R — iniciar esquema

5 1
Face de Favoravel 3::::::"12}“ para TB MDR. Reavaliar o esquema
manutengdo de tratamento apos o resultado do
do EB novo TS.

Iniciar esquema

= 2
Desfavoravel para TB MDR

Fonte: CGPNCT/SVS/MS.

R - Rifampicina, Lfx - Levofloxacino, Z - Pirazinamida, E - Etambutol.; H - Isoniazida

'Evolugdo favoravel - quando o paciente apresenta melhora clinica, associada a negativagao da baciloscopia e a
melhora do aspecto radiolégico, com adesdo ao tratamento.

Evolugao desfavoravel - quando o paciente ndo apresenta melhora clinica, além disso mantém baciloscopia positiva
e/ou aspecto radiologico evidenciando atividade de doenca.

*Considerando-se que a evolugao & favoravel, a populacdo bacilar presente dentro da cavidade pulmonar, a mais
suscetivel de apresentar mutantes resistentes, reduziu drasticamente ou foi extinta. Nessas situagoes a rifampicina
sozinha conseguira eliminar os bacilos persistentes, requerendo, no entanto, um tempo maior de atuacao para
reduzir a possibilidade de recidiva.

“Quando desconhecido o tipo de mutacdo determinante da resisténcia, considerar o uso de altas doses de H
(15 a 20 mg/Kg/dia)
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Os numeros antes das letras correspondentes a cada medicamento se referem a
quantidade de meses de tratamento. EB: esquema basico.

Adaptado de Ministério da Saude. Manual de Recomendagdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2019.

1.7.2. Polirresisténcia
A definicho do melhor esquema de tratamento para as
polirresisténcias deve se basear no padrédo de resisténcia, na evolucao
clinica, no historico de tratamento e no uso racional de medicamentos
(Ministério da Saude, 2019).
Os esquemas de tratamento para TB polirresistente recomendados
até o ano de 2018 estéo descritos no Quadro 3 (Ministério da Saude, 2011).

Quadro 3. Esquemas de tratamento para tuberculose polirresistente, 2011

H+Z 2R E S O(Lfx) / 7R E O(Lfx)
H+E 2R Z S O(Lfx) / 7R O(Lfx)
R+Z 3H E S O(Lfx) / 9H E O(Lfx)
R+E 3H Z S O(Lfx) / 12H O(Lfx)
H+Z+E 3R S O(Lfx)/ 12R O Trd

H — isoniazida, Z — pirazinamida, R — rifampicina, E — etambutol, S — estreptomicina, O —
ofloxacina, Lfx — levofloxacina, Trd — terizidona

Os numeros antes das letras correspondentes a cada medicamento se referem a quantidade de
meses de tratamento.

Adaptado de Ministério da Saude. Manual de Recomendac¢des para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2011.

O Quadro 4 mostra os esquemas de tratamento de casos de

polirresisténcia vigentes atualmente (Ministério da Saude, 2019).
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Quadro 4. Esquemas de tratamento para tuberculose polirresistente, 2019

H+S Tratar como monorresistente a H
H+E (sensivel ou resistente a S) 2R LfxZ Cmg / 7R Lfx*

H+E+Z (sensivel ou resistente a S) 2R LfxZ Cmg Trd / 10R Lfx Trd*
H+Z (sensivel ou resistente a S) 2R LfxCmg E / 7R Lfx E*

R+E e/ou Z (sensivel ou resistente aS) Tratar como MR + H

H —isoniazida, S — estreptomicina, E — etambutol, R — rifampicina, Lfx — levofloxacina, Z — pirazinamida, Cm
— capreomicina, Trd — terizidona, MR - multirresisténcia

*QOs numeros que antecedem as letras indicam o tempo do tratamento em meses e o numero subscrito, a
quantidade de dias da semana. Quando ndo ha descrigdo, consideram-se os sete dias da semana.

Adaptado de Ministério da Salde. Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2019.

1.7.3. Multirresisténcia

O esquema de tratamento para TB-MR em vigéncia no periodo de
2009 a 2018 era (Ministério da Saude, 2009; Ministério da Saude, 2011):

2SsE LfX ZTrd / 4S3E Lfx Z Trd / 12E Lfx Trd

S — estreptomicina, E — etambutol, Lfx — levofloxacina, Z — pirazinamida, Trd - terizidona

Atualmente, utiliza-se a classificacdo da OMS dos medicamentos
gue devem ser utilizados nos esquemas longos, 0s quais apresentam
duracdo de no minimo 18 meses, para o tratamento da TB-RR, TB-MR e TB-
XDR (Quadro 5).
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Quadro 5. Medicamentos recomendados para o tratamento da tuberculose

resistente a rifampicina, multirresistente e extensivamente resistente

edeamenes T G,

Levofloxacina
Moxifloxacina
Gatifloxacina (indisponivel no SUS)

A
Fluoroquinolonas

Amicacina
Capreomicina B
Canamicina (indisponivel no Brasil) Injetaveis de 22 linha

Estreptomicina*®

Etionamida

Protionamida (indisponivel no Brasil)

Terizidona C

Cicloserina (indisponivel no Brasil) Outros grupos de 22 linha
Linezolina

Clofazimina

Pirazinamida
Etambutol D1
Isoniazida em altas doses

Bedaquilina (indisponivel no Brasil)
Delamanid (indisponivel no Brasil) D2 D

Acido para-aminossalicilico (PAS) FermEne ml e

Imipenem-cilastatina (disponivel localmente)
Meropenem (disponivel localmente) D3
Amoxicilina + clavulanato de potassio (disponivel localmente)

* A estreptomicina é um agente de 12 linha e sua utilizagdo no tratamento de TB-MR estd condicionada aos pacientes que
nunca a utilizaram e cuja sensibilidade do M. tuberculosis seja comprovada.

Adaptado de Ministério da Saude. Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2019.

O esquema de tratamento para TB-MR deve incluir:
= Pelo menos quatro farmacos novos, ou seja, ndo usados
anteriormente para tratar o paciente;
= Uma fluoroquinolona (Grupo A);
= Um injetavel (Grupo B);
» Dois farmacos acompanhantes (Grupo C);
» Pirazinamida (Grupo D1);
= Etambutol (Grupo D1).
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Os medicamentos dos grupos D2 e D3 devem ser utilizados caso
ndo seja possivel compor um esquema com pelo menos quatro farmacos
novos dentre os relacionados acima (WHO, 2016a; WHO, 2017; Ministério
da Saude, 2019).

Os esquemas padronizados atualmente para TB-MR, de acordo com
o perfil de resisténcia no teste de sensibilidade, sédo (Quadro 6) (Ministério
da Saude, 2019):

Quadro 6. Esquemas de tratamento para tuberculose multirresistente

H+R 8Cm; LfxTrd EZ / 10 Lfx Trd E*
H + R + E (sensivel ou resistente aZ) 8 Cm, Lfx Trd Et Z / 10 Lfx Trd Et*

H — isoniazida, R — rifampicina, Cm — capreomicina, Lfx — levofloxacina, Trd — terizidona, E —
etambutol, Z — pirazinamida, Et — etionamida (o uso da etionamida deve ser considerado caso o
isolado ndo possua mutacdo no gene inhA)

*Qs numeros que antecedem as letras indicam o tempo do tratamento em meses e 0 nimero
subscrito, a quantidade de dias da semana. Quando n3o ha descricdo, consideram-se os sete dias
da semana.

Adaptado de Ministério da Saude. Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2019.

Atualmente, a OMS recomenda um novo regime para TB-MR
utilizando a classificagdo dos farmacos mostrada no Quadro 7 (WHO, 2019).
O esquema padrdo a ser utilizado é de seis meses de bedaquilina,
linezolida, levofloxacina e terizidona seguidos por 12 meses de linezolida,

levofloxacina e terizidona.
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Quadro 7. Grupos de medicamentos recomendados pela Organizacéo
Mundial da Saude para utilizacdo nos esquemas de tratamento para

tuberculose multirresistente

Grupo Medicamentos

Grupo A Levofloxacina ou moxifloxacina
Incluir os trés farmacos Bedaquilina

Linezolida
Grupo B Clofazimina
Adicionar um ou ambos os farmacos Cicloserina ou terizidona
Grupo C Etambutol
Adicionar para completar o esquema e quando os Delamanid

farmacos dos Grupos A e B ndo puderem ser utilizados  Pirazinamida
Imipenem-cilastatina ou meropenem
Amicacina ou estreptomicina
Etionamida ou protionamida
Acido para-aminossalicilico

Adaptado de WHO. WHO consolidated guidelines on drug-resistant tuberculosis treatment. Geneva,
2019.

1.7.4. TB extensivamente resistente

O esquema de tratamento para TB-XDR deve se basear no historico
de tratamento e no padrdo de resisténcia apresentado no teste de
sensibilidade. Os pacientes que apresentaram faléncia ao primeiro esquema
de TB-MR devem ser tratados para TB-XDR mesmo sem comprovacao da
resisténcia pelo teste de sensibilidade, pois apresentam faléncia aos
farmacos usados para TB-MR (Ministério da Saude, 2019).

O esquema vigente recomendado para TB-XDR ou faléncia ao
tratamento de TB-MR é (Quadro 8) (Ministério da Saude, 2019):
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Quadro 8. Esquema de tratamento para tuberculose extensivamente
resistente

8Cm, Lfx Trd EZ / 10 Lfx Trd E*

/ . 8 Am, Mfx Lzd Cfz PAS H? / 4 Mfx Lzd Cfz PAS H? / 6 Mfx Lzd Cfz PAS H?
8 Cm, Lfx Trd Et Z / 10 Lfx Trd Et

Cm — capreomicina, Lfx — levofloxacina, Trd — terizidona, E — etambutol, Z — pirazinamida, Et — etionamida (o uso da etionamida deve ser
considerado caso o isolado ndo possua mutagdo no gene inhA), Am — amicacina, Mfx — moxifloxacina, Lzd — linezolida, Cfz — clofazimina,
PAS — acido para-aminossalicilico, H*— isoniazida em altas doses

*Qs numeros que antecedem as letras indicam o tempo do tratamento em meses e 0 ndmero subscrito, a quantidade de dias da semana.
Quando n3o ha descri¢do, consideram-se os sete dias da semana.

Adaptado de Ministério da Saude. Manual de Recomendacdes para o Controle da Tuberculose no
Brasil. Brasilia, 2019.

1.7.5. Esquemas de tratamento individualizados

Em situacdes de toxicidade, alergia, intolerancia e comorbidades,
devem ser elaborados esquemas individualizados para pacientes que estéo
em tratamento de TB resistente. Para isso, devem ser seguidas as seguintes
recomendacdes (Ministério da Saude, 2019):

= O esquema deve ser composto por no minimo cinco
medicamentos, sendo que quatro devem ser dos grupos A ao
C, e que preferencialmente ndo tenham sido utilizados
anteriormente;

= Na impossibilidade de completar cinco medicamentos com 0s
grupos A ao C, incluir o grupo D3;

= Considerar o uso da isoniazida em altas doses como
medicamento adicional em pacientes com baixa resisténcia a

ela (mutacdo no gene inhA).
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2. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA DO PROJETO

O NTM ¢é o laboratdrio de referéncia estadual para o diagnéstico da TB.
Atualmente, a rede de laboratorios de tuberculose do estado de S&o Paulo é
composta por 291 laboratorios, sendo que 80 realizam cultura e 41 realizam
o TRM-TB. Desta maneira, o0 NTM recebe isolados de micobactérias de todo
0 estado para a realizacdo de identificacdo da espécie e teste de
sensibilidade aos farmacos utilizados no tratamento da TB.

Entre 2009 e 2011, foi desenvolvido no NTM e no Centro de Imunologia
do Instituto Adolfo Lutz, o projeto de mestrado de Maria Gisele Gongalves,
intitulado “Perfil mutacional dos genes responsaveis pela resisténcia de
Mycobacterium tuberculosis a rifampicina (rpoB) e isoniazida (katG e inhA)
em cepas isoladas no estado de Sao Paulo e avaliacdo do uso da PCR em
tempo real para a detecgao rapida destas mutagdes”, pelo Programa de Pds-
graduacdo em Ciéncias da Coordenadoria de Controle de Doencas da
Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo. Neste projeto, 988 isolados de
M. tuberculosis recebidos entre outubro de 2008 e marco de 2009 foram
submetidos prospectivamente a identificacdo e teste de sensibilidade aos
farmacos de 12 linha pelo método automatizado BACTEC MGIT 960, além
de PCR em tempo real in house para a deteccdo de mutacdes nos genes
relacionados a resisténcia a rifampicina e isoniazida.

Os isolados fenotipicamente resistentes a isoniazida (em conjunto ou
nao com outros farmacos) estudados no projeto de Maria Gisele Goncalves
foram selecionados para este estudo, a fim de se determinar o nivel de
resisténcia fenotipica a isoniazida e correlaciona-lo com as mutacdes
encontradas por PCR em tempo real a época da realizacdo do projeto.
Ademais, a inclusdo destes isolados recebidos pelo NTM em 2008-2009
possibilita a analise do desfecho de tratamento desses pacientes devido ao
longo periodo de tratamento da TB resistente, que pode levar muitos anos,
especialmente se ndo houver aderéncia ao tratamento.

Com o objetivo de se obter informacdes mais atuais sobre o perfil de
resisténcia fenotipico e genotipico dos isolados de M. tuberculosis do estado

de S&o Paulo, também foram incluidos no presente estudo isolados
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recebidos pelo NTM de janeiro a dezembro de 2016. A investigacdo dos
niveis fenotipicos de resisténcia a isoniazida e das mutagbes associadas
tanto nos isolados de 2008-2009 como nos isolados de 2016 pode fornecer
dados epidemiologicos sobre a evolucdo da resisténcia a este farmaco ao
longo do tempo. Além disso, informacbes sobre mutacdes em isolados
resistentes a isoniazida sdo de suma importancia para o estabelecimento de
esquemas de tratamento que utilizam a isoniazida em altas doses, como €&

recomendado pela OMS atualmente (Falzon et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar as mutacdes nos genes katG, inhA e rpoB, e 0s niveis
fenotipicos de resisténcia a isoniazida em isolados de M. tuberculosis
provenientes de pacientes com TB resistente do estado de S&o Paulo, no

periodo de outubro de 2008 a mar¢o de 2009 e no ano de 2016.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar o nivel de resisténcia dos isolados a isoniazida pelo
método automatizado BACTEC MGIT 960;

e Detectar as mutacdes mais frequentes nos genes relacionados a
resisténcia a isoniazida (katG e inhA) e rifampicina (rpoB) dos
isolados testados fenotipicamente, pelo kit comercial GenoType
MTBDRplus;

e Analisar comparativamente os niveis de resisténcia fenotipica a
isoniazida e as mutac¢des encontradas nos genes katG e inhA,;

¢ Analisar comparativamente os resultados do teste de sensibilidade
fenotipico a rifampicina e as mutacdes encontradas no gene rpoB;

e Sequenciar os genes katG, inhA e rpoB nos casos discordantes entre

a metodologia fenotipica e a molecular;

e Avaliar a evolugcdo do nivel de resisténcia a isoniazida e das
mutacdes nos genes katG, inhA e rpoB de outros isolados resistentes
pelo menos a isoniazida dos pacientes incluidos no estudo, recebidos
pelo NTM antes de 2016 e durante o ano de 2017,

e Verificar a associagdo entre as mutacdes identificadas com o
potencial de transmisséo por meio da tipagem molecular dos isolados;

¢ Analisar o desfecho do tratamento dos pacientes incluidos no estudo.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho Técnico Cientifico (CTC) do
IAL sob o nimero de cadastro 12H/2015 e pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do IAL sob o parecer de n° 1.473.145 (Anexo 1). Foram obedecidas
todas as recomendagfes da Resolugédo n° 466 de 12/12/2012 do Conselho

Nacional de Saude para pesquisas cientificas envolvendo seres humanos.

4.1. Isolados de M. tuberculosis resistentes a isoniazida

Todos os isolados de M. tuberculosis incluidos no estudo foram
encaminhados ao NTM pelos laboratérios da rede de TB do estado de Sé&o
Paulo que realizam cultura, como parte da rotina diagndstica para a
realizacdo de identificacdo e teste de sensibilidade. Segundo as
recomendagdes dos Programas Nacional e Estadual de Controle da
Tuberculose, o teste de sensibilidade foi realizado somente se o paciente
estivesse de acordo com um dos seguintes critérios (Ministério da Saude,
2011):

e Ser contato de caso de TB resistente;

e Ter histérico de tratamento prévio;

e Ser portador de HIV;

e Possuir resultado de baciloscopia positiva no final do 2° més de
tratamento;

e Fazer parte de populacbes com maior risco de apresentar TB

(profissionais de saude, populacdo em situacdo de rua, privados de

liberdade, pacientes internados e indigenas).

Foram incluidos 374 isolados no estudo, os quais apresentaram
crescimento na concentragdo de 0,1 pg/mL de isoniazida pelo método
automatizado BACTEC MGIT 960, e foram resistentes ou ndo aos outros
farmacos de 12 linha (Adami et al., 2017). Estes isolados foram recebidos no
NTM em dois periodos distintos:
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e Periodo 1: 103 isolados de M. tuberculosis resistentes somente
a isoniazida ou a isoniazida mais outros farmacos de 12 linha recebidos entre
outubro/2008 e marc¢o/2009 que foram objeto da dissertacdo de mestrado de
Maria Gisele Gongalves. Na ocasidao do estudo, 988 isolados foram
submetidos a identificacdo e teste de sensibilidade por BACTEC MGIT 960
aos farmacos de 12 linha (estreptomicina, isoniazida, rifampicina e
etambutol) (Ministério da Saude, 2008). A pirazinamida foi testada pelo teste
da pirazinamidase (Shikama et al., 2002). Neste periodo, o teste de
sensibilidade para farmacos de 22 linha (amicacina, canamicina,
capreomicina e ofloxacina) era realizado pela técnica de microdiluicdo em
caldo somente para alguns casos de TB-MR e sob pedido médico (Gallo et
al., 2017a). No projeto de mestrado de Maria Gisele Gongalves, os isolados
também foram testados por PCR em tempo real in house tendo como alvos
regibes especificas dos genes katG, inhA e rpoB. Para o gene rpoB, o alvo
foi a RRDR de 81 pb (c6dons 507 a 533), enquanto que para o gene katG, a
regido analisada compreendeu dos codons 313 ao 318 e para o0 inhA, o alvo
foram as posigcoes -15 e -16 da regido promotora. As sondas utilizadas no
ensaio foram desenhadas para detectar somente sequéncias selvagens (ou
seja, sem mutacdo). Uma vez reconhecida a sequéncia-alvo selvagem,
havia ligacdo da sonda, emitindo fluorescéncia; caso houvesse qualquer tipo
de mutacdo na regido-alvo, a sonda nao se ligava e, portanto, ndo emitia
nenhum sinal fluorescente. Desta maneira, o ensaio detectava somente que
a sequéncia do isolado analisado néo era do tipo selvagem, ndo informando
o tipo de mutagdo encontrado. Sendo assim, para se identificar o tipo de
mutacdo apresentado, todos os isolados supostamente resistentes a
isoniazida e/ou rifampicina foram submetidos ao sequenciamento pelo
método de Sanger das mesmas regides-alvo da técnica de PCR em tempo
real (Gongalves et al., 2012).

e Periodo 2: 216 isolados recebidos de janeiro a dezembro de
2016 que foram testados de rotina frente a isoniazida e rifampicina pelo
BACTEC MGIT 960 (Adami et al., 2017). Caso fosse detectada resisténcia a

um ou ambos os farmacos, os isolados foram testados frente a
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estreptomicina,  etambutol, pirazinamida, @ amicacina, = canamicina,
capreomicina, ofloxacina e/ou levofloxacina também pelo BACTEC MGIT
960 (Gallo et al., 2017a). A fim de se verificar a evolugdo da resisténcia
fenotipica e molecular nos isolados de cada paciente, foram estudados
também outros 55 isolados de M. tuberculosis correspondentes aos
pacientes incluidos em 2016, recebidos em anos anteriores a 2016 e de

janeiro a dezembro de 2017.

No total, os 374 isolados de M. tuberculosis analisados neste estudo

foram correspondentes a 303 pacientes (Figura 2).

374 isolados de M. tuberculosis resistentes fenotipicamente a
isoniazida, juntamente ou ndo com os outros farmacos de 12 -
linha (estreptomicina, rifampicina, etambutol e/ou
pirazinamida)

303 pacientes

Periodo de ;
Porkdo de Dados demograficos
estudo 1 o s = 8 y
clinicos e
:re:;od'::g: epidemioldgicos
outubro de 2008 a 22isolados recebidos
margo de 2009 de2011a2015dos
pacientes incluidosem
216isolados do |+ | 3015 mo
ano de 2016 Informacdes sobre
33 isolados recebidos
em 2017 dos pacientes esquemas e desfechos
incluidos em 2016 de tratamento
Detecgdo das mutacfes no codon Deteccdo das mutacdes no cédon
315 do gene katG, na regiio 315 do gene katG, na regido
promotora do gene inhA e na RRDR promotora do gene inhA e na RRDR
do gene rpoB — PCR em tempo real do gene rpoB — GenoType
+ sequenciamento MTBDRplus + sequenciamento

Determinagdo dos niveis fenotipicos de resisténcia a isoniazida

Tipagem molecular por RFLP-I56110

Figura 2. Fluxograma do delineamento do estudo
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Os isolados estudados foram classificados de acordo com os
resultados obtidos no teste de sensibilidade fenotipico realizado na rotina do
NTM pelo método automatizado BACTEC MGIT 960 da seguinte maneira:

e Monorresistentes: isolados com resisténcia somente a isoniazida;

o Polirresistentes: isolados com resisténcia a isoniazida e a outro(s)
farmaco(s) de 12 linha, exceto rifampicina;

e MR: isolados com resisténcia a isoniazida e rifampicina,
juntamente ou ndo com outros farmacos de 12 linha;

e Pré-XDR: isolados com resisténcia a isoniazida e rifampicina
(juntamente ou ndo com outros farmacos de 12 linha) e a uma
fluoroquinolona (ofloxacina e/ou levofloxacina) ou a um farmaco
injetavel de 22 linha (amicacina e/ou canamicina e/ou
capreomicina);

e XDR: isolados com resisténcia a isoniazida e rifampicina
(juntamente ou ndo com outros farmacos de 12 linha) e a uma
fluoroquinolona (ofloxacina e/ou levofloxacina) juntamente com
um farmaco injetavel de 22 linha (amicacina e/ou canamicina e/ou

capreomicina).

4.2. Procedimentos laboratoriais

4.2.1. Cultivo dos isolados

Os isolados resistentes a isoniazida anteriores a 2016 (103 isolados
do periodo 1 e 22 isolados do periodo 2 recebidos antes de 2016) estavam
armazenados a -70°C em criotubos com meio Sauton acrescido de 10% de
glicerol (Giampaglia et al., 2009) na colecdo de isolados do NTM. Estes
foram reativados em meio de cultura liquido MGIT suplementado com OADC
(acido oléico, albumina, dextrose e catalase) (Becton & Dickinson, EUA). Os
tubos foram incubados em estufa bacteriolégica a 37°C durante 20-30 dias.
Apoés este periodo, os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade
guantitativo a isoniazida e a extracédo de DNA para a deteccdo das mutacdes

nos genes katG, inhA e rpoB.
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Quanto aos isolados de 2016 (n=216) e de 2017 (n=33), o teste de
sensibilidade quantitativo a isoniazida e a extracdo de DNA foram realizados
a partir do crescimento dos tubos controle em MGIT utilizados na realizacéo

do teste de sensibilidade durante a rotina diagndstica do NTM.

4.2.2. Teste de sensibilidade quantitativo a isoniazida pelo
método BACTEC MGIT 960

Foi preparada uma solucdo-estoque de isoniazida (Sigma-Aldrich,
EUA) a 10.000 pg/mL diluindo-se o farmaco em &gua destilada estéril,
conforme instrucdes do fabricante. A partir desta solucao, os isolados foram
testados frente as concentracdes finais de 1 ug/mL, 3 pg/mL e 10 yg/mL
(Cambau et al., 2015). Os isolados que cresceram apenas na concentracao
critica de 0,1 pg/mL foram considerados como tendo baixo nivel de
resisténcia a isoniazida; os isolados que cresceram na concentracdo de 1
pHg/mL e ndo cresceram em 3 pg/mL e os isolados que cresceram nas
concentracbes de 1 e 3 pg/mL, mas néo cresceram em 10 pg/mL foram
considerados com resisténcia intermediaria. Por fim, os isolados que
cresceram nas trés concentracdes foram considerados como apresentando
resisténcia em alto nivel.

Para cada isolado, foram utilizados cinco tubos de MGIT com OADC:
um tubo controle de crescimento (sem isoniazida), um tubo para cada uma
das trés diferentes concentracfes de isoniazida e um tubo contendo acido p-
nitrobenzéico (PNB) na concentracdo final de 500 pg/mL, a fim de se
confirmar a identificagdo dos isolados de M. tuberculosis (Adami et al.,
2017).

Para a preparacao do inéculo, os isolados cultivados em MGIT foram
inicialmente homogeneizados em vortex para a dissolucdo dos precipitados.
Apds 15 minutos, 1 mL da cultura foi transferido para um tubo de Khan e
ajustado a escala 1,0 de MacFarland utilizando-se agua destilada estéril. A
partir desta suspenséo, preparou-se uma diluicdo de 1:5, da qual 0,5 mL foi
inoculado nos tubos contendo isoniazida e PNB. A partir da solucao de 1:5,

preparou-se uma solucdo de 1:100, que serviu de inoculo para o tubo
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controle do teste. Para cada lote de teste realizado, incluiu-se a cepa de
referéncia M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), que é sensivel a todos os
farmacos. As suspensdes utilizadas como inoculo foram semeadas em agar
BHI e incubadas de 24-48h a 37°C para checar a pureza dos isolados
(Adami et al., 2017; Gallo et al., 2017).

A incubacéo dos testes no equipamento BACTEC MGIT 960 foi
realizada de acordo com Riusch-Gerdes et al. (2006). Os tubos controle e
com isoniazida foram colocados em uma estante com capacidade para
quatro tubos e incubados no equipamento como unknown drugs (farmacos
desconhecidos). Os testes foram finalizados pelo equipamento no periodo
de 5 a 13 dias de incubacao, apds o tubo controle atingir o valor de unidade
de crescimento (growth unit) de 400. Os testes finalizados foram removidos
do equipamento e os resultados, lidos no sistema EpiCenter, versdo 6.20A
(Becton & Dickinson, EUA).

O isolado foi considerado resistente quando a unidade de
crescimento em um ou mais tubos contendo isoniazida foi maior do que 100,
conforme interpretagéo do instrumento BACTEC MGIT 960. Nos casos em
que a unidade de crescimento foi menor do que 100 em qualquer um dos
tubos com isoniazida, o isolado foi considerado sensivel aquela
concentracdo. Os tubos contendo PNB foram incubados separadamente no
equipamento e finalizados manualmente apds trés dias de conclusdo do

teste de sensibilidade.

4.2.3. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA dos isolados de M. tuberculosis, 1 mL do
crescimento em MGIT foi transferido para um tubo com tampa de rosca
estéril. Os tubos foram aquecidos em termobloco a 95°C por 20 min e
armazenados a -20°C (Gallo et al., 2016). Apds o congelamento, o processo
de aquecimento foi repetido e os isolados foram mantidos a -20°C até a

realizagdo das técnicas de biologia molecular.
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4.2.4. Deteccao de mutacdes pelo kit GenoType MTBDRplus 2.0
(Hain Lifescience, Alemanha)

O kit GenoType MTBDRplus 2.0 foi utilizado como um teste de
triagem para detectar as principais mutacfes associadas a resisténcia a
isoniazida (cédon 315 do gene katG e regido promotora do gene inhA) e a
rifampicina (RRDR do gene rpoB) nos isolados do periodo de estudo 2. No
presente estudo, os reagentes de extracdo de DNA contidos no kit ndo foram
utilizados, pois todos os isolados ja haviam sido submetidos a extracédo de
DNA in house por termolise.

Seqguindo as instrucbes do fabricante, para cada reacdo de
amplificacdo de DNA, foram utilizados 10 pL da solucdo AM-A e 35 L da
solucdo AM-B. Estes reagentes sdo componentes do kit e sdo prontos para
uso, contendo todos os componentes necessarios para a reacao de PCR,
incluindo a enzima Taq polimerase. Esta etapa foi realizada em sala limpa
especifica para o preparo de solucdes pré-PCR. Em uma sala especifica
para a adicdo de DNA, foram adicionados 5 uL do DNA de cada amostra a
mistura dos reagentes AM-A e AM-B (Hain Lifescience GmbH, 2012).

Os parametros da PCR foram: 1 ciclo a 95°C por 15 min, 10 ciclos a
95°C por 30 s e 65°C por 2 min, 20 ciclos a 95°C por 25 s, 50°C por 40 s e
70°C por 40 s, e um ciclo final de 8 min a 70°C (Hain Lifescience GmbH,
2012). Ap6s a amplificacdo, os produtos foram armazenados a -20°C até a
realizacdo da etapa de hibridacéo.

A hibridacdo foi realizada manualmente utilizando o equipamento
TwinCubator (Hain Lifescience, Alemanha). Este equipamento permite a
hibridacdo de 12 amostras, cada uma posicionada em uma canaleta (Figura
3).
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Figura 3. Equipamento Twincubator
Foto: Juliana M. W. Pinhata

Seqguindo as instru¢cdes do fabricante (Hain Lifescience GmbH,
2012), inicialmente, 20 yL da solucéo denaturante (DEN) foram misturados a
20 pL do produto da PCR em cada canaleta. Entdo, 1 mL da solucédo de
hibridizagao (HYB) foi adicionado e as fitas de nitrocelulose foram colocadas
nas canaletas. Realizou-se uma incubacdo a 45°C por 20 min. ApGs este
periodo, os reagentes foram removidos das canaletas. Adicionou-se 1 mL da
solucdo de lavagem adstringente (STR) e procedeu-se a uma incubacédo por
10 min a 45°C.

A etapa de deteccéo consistiu dos seguintes passos: primeiramente,
1 mL do conjugado diluido a 1:100 (10 pL CON-C + 1 mL CON-D) foi
adicionado a cada canaleta e incubado a 37°C por 20 min. ApoOs este
periodo, o conjugado foi removido e as fitas foram lavadas com a solugéo de
lavagem (RIN) durante 1 min e depois com &agua destilada também por 1
min, a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, o substrato diluido a
1:100 (10 yL SUB-C + 1 mL SUB-D) as fitas, as quais foram incubadas por 5
min a temperatura ambiente, no escuro. Apos a formacédo nitida das bandas,
procedeu-se a remocédo do substrato e a interrupcdo da reacdo por meio de
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duas lavagens com &agua destilada. As fitas foram deixadas em papel
absorvente para secar e transferidas para a ficha de avaliagéo fornecida pelo

kit, para a leitura dos resultados (Figura 4).
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Figura 4. Ficha para registro e andlise de resultados do teste GenoType
MTBDRplus 2.0

Foto: Juliana M. W. Pinhata

As fitas do kit contém 27 sondas, incluindo os controles de
amplificacdo e de hibridacdo, sendo uma sonda para identificacdo de M.
tuberculosis e o restante para a deteccdo de mutacbes especificas nos

genes rpoB, katG e inhA (Figura 5, Quadro 9).
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Canjugate Control
Amplification Control
M. tuberculosis complex

pa Locus Control
rpo8 wild type probe 1
rpo8 wild type probe 2
rpoB wild type probe 3
rpoB wild type probe 4
rpo8 wild type probe 5
rpoB wild type probe &
rpo8 wild type probe 7
rpo8 wild type probe 8
rpolB mutation probe 1
rpol mutation probe 2A
rpo8 mutation probe 28
rpo8 mutation probe 3

katG Lecus Control
katG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation probe 2

inh4 Locus Control
inhA wild type probe 1
inhA wild type probe 2
inhA mutation probe 1
inhA mutation probe 2
inhA mutation probe 3A
inhA mutation probe 38
colourad marker

Resistance

Figura 5. Representacdo esquemaética das fitas do kit GenoType MTBDRplus

2.0 com as sondas para os genes rpoB, katG e inhA
-, resisténcia ausente, R+l, resisténcia a rifampicina e isoniazida, |, resisténcia a isoniazida

Adaptado de https://www.hain-lifescience.de
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Quadro 9. Localizacdo das mutacBes nos genes rpoB, katG e inhA e as
bandas selvagens e mutantes correspondentes detectadas pelo Kit
GenoType MTBDRplus 2.0

Faling Codons Developng
wild type bandls analyzed mutation band Mutation
rpoB WT1 S05-509 FS05L
T508A
SS09T
rpoll WT2 ES1OH
Failing Codon Developing LS11P*
wild type band analyzed mutation band Mutation rpoB WT2/WT J51 ’:'
katG WT 315 katG MUT1 S315T1 o
katG MUT2 S315T2 B WIAWTE —~—— o8 MUT! D516V
DS14Y
$ol518
poll WTL/WTS $el518
N518
Failing Analyzed nucleic Developing rpoll WTS/WTé 65221
wild type band acd position mutation band Mutation 55220
inhA WT1 -15 inhA MUT1 C-15T rpoll WT? £26.529 poll MUT2A HS24Y
-1é inhA MUT2 A-16G pofl MUT28 H5260
inhA WT2 -8 inhA MUT3A T-8C H524R
inhA MUT3B T-8A ME24P"
HS5260Q°
HS26N
H526L
HO2645
HS526C
rpo8 WTB 830-5 poll MUT, i

Adaptado de https://www.hain-
lifescience.de/include_datei/kundenmodule/packungsbeilage/download.php?id=936

Para identificar resisténcia a rifampicina, a fita contém sondas de
oito regides do gene rpoB do tipo selvagem (WT1 a WT8) e quatro mutantes
(MUT1, MUT2A, MUT2B e MUT3). Para detectar resisténcia a isoniazida, ha
uma sonda para o tipo selvagem (WT) e duas mutantes para o cédon 315 do
gene katG (MUT1 e MUT2), além de duas sondas para o tipo selvagem
(WT1 e WT2) e quatro mutantes (MUT1, MUT2, MUT3A e MUT3B) para a
regido promotora do gene inhA.

A sensibilidade ao farmaco analisado € definida quando ha
hidridacdo de uma amostra com todas as sondas do tipo selvagem sem
hibridacdo com as sondas associadas a mutacdo. Por outro lado, a amostra
€ considerada resistente quando ha hibridacdo com uma sonda mutante e

auséncia de hibridacdo com a sonda selvagem correspondente.
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Pode ocorrer também a auséncia de hibridagdo de uma amostra
tanto com as sondas mutantes quanto com as sondas selvagens
correspondentes, 0 que significa que se trata de uma alteracéo diferente das
mutacOes detectadas pelo teste. Neste tipo de situacdo, a mutacdo €
denominada inferida.

Caso haja hibridagdo com uma sonda mutante e também com a
sonda selvagem correspondente, a amostra pode representar uma
populacdo heterogénea de bactérias (heterorresisténcia) ou uma infeccéo

mista por isolados com diferentes perfis de sensibilidade.

4.2.5. Sequenciamento de DNA

Foi realizado o sequenciamento pelo método de Sanger dos genes
katG e inhA inteiros, além da RRDR de 81 pb do gene rpoB nos seguintes
casos:

e |solados nos quais nédo foram detectadas mutacbes nas
regides analisadas por PCR em tempo real e sequenciamento
no projeto da Maria Gisele Gongalves, correspondentes ao
periodo 1 do estudo;

e |solados nos quais nédo foram detectadas mutacbes nas
regides analisadas pelo teste GenoType MTBDRplus,
correspondentes ao periodo 2 do estudo;

e Isolados nos quais foram detectadas mutagOes inferidas pelo
teste GenoType MTBDRplus, isto é, mutacBes diferentes das
identificadas pelas sondas do teste.

Nos casos em que um paciente teve mais de um isolado que seguiu
um dos critérios acima e, portanto, precisava ser submetido ao
seguenciamento, este foi realizado apenas para os isolados com perfis de
resisténcia fenotipicos aos farmacos de 12 e/ou 22 linha diferentes entre si ou
para isolados com o mesmo perfil fenotipico, mas que entraram no NTM em

anos diferentes.
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As sequéncias dos iniciadores para as reacbes de amplificacdo e

sequenciamento dos genes katG, inhA e rpoB estéo descritas na Quadro 10.

Quadro 10. Sequéncias dos iniciadores utilizados para a amplificacdo dos

genes katG, inhA e rpoB de isolados de M. tuberculosis

katG  P4_fw CGG ACC ATA ACG GCT TCC TG
PA_rv TTG TCC AAG CTG GCG TTG TC %62
P5_fw CGA CAA CGC CAG CTT GGA C
PS_rv CGG TTC CGG TGC CAT ACG >18
P6_fw AGC TCG TAT GGC ACC GGA AC
P6_rv TGA CCT CCC ACC CGA CTT GT 62 o1 Machado et al,, 2013
P7_fw ACA AGT CGG GTG GGA GGT C
P7_rv CTG CCG GTC CAC TTC ACC TT °74
P8_fw GGG ACC TAC CAG GGC AAG GA
P8_rv CCG GGA GTC AGC AAG TCA CC 629
inhA  inhA-1 CCT CGC TGC CCA GAA AGG GA 248 Morlock et al., 2003
inhA-2 ATC CCC CGG TTT CCT CCG GT o4
inhA-3 AGG TCG CCG GGG TGG TCA GC 517
inhA-4 AGC GCC TTG GCC ATC GAA GCA
inhA-3F CCA CAT CTC GGC GTATTC G 60 501 Leung et al., 2006
inhA-5R TTC CGG TCC GCC GAA CGA CAG
rpoB  rpoB-1 GGG AGC GGATGACCACCCA Portugal et al., 1999
60 350
rpoB-2 GCG GTA CGG CGT TTC GAT GAA C

As reacgOes de PCR foram compostas por 5 uL de tampé&o 5X GoTaq
Flexi, 1,5 uL de MgCl, a 25mM, 2,5 uL de dNTPs a 2 mM, GoTaq G2 Flexi

DNA polimerase a 5U/uL (Promega, EUA), 0,25 uL dos oligonucleotideos a

20 pmol/uL, 5 uL do DNA da amostra e agua ultrapura até o volume final de

25 uL. A amplificacao consistiu em 1 ciclo de 94°C por 5 min, seguido por 40
ciclos de 94°C por 1 min, 62°C (katG) ou 64°C (inhA 1-2) ou 60°C (inhA 3-4,
inhA 3F-5R e rpoB) por 1 min e 72°C por 1 min, e um ciclo de 72°C por 10

min.
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Para confirmagdo da amplificagdo, todos os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo TBE 1X,
realizada a 100 V por 45 min.

O produto da PCR foi purificado com ExoSAP-it (Thermo Fischer
Scientific, EUA), segundo instru¢bes do fabricante. ApOs a purificacdo, as
amostras foram submetidas a quantificacdo de DNA pelo equipamento
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, EUA) e
diluidas a 20 ng/uL para serem sequenciadas.

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit Big Bye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EUA) em placa de 96 orificios, em um
volume total de 10 uL para cada amostra, composto de 1 uL do produto da
PCR purificado, 1 yL de tampao 5X, 1 uL dos iniciadores a 3,2 pmol/uL, 0,5
ML de Big Dye e 10 pyL de agua ultrapura gsp. A amplificagdo foi composta
por 40 ciclos de 94°C por 10 s, 55°C por 10 s e 60°C por 4 min.

ApOs esta etapa, os produtos foram purificados por precipitacdo com
etanol/EDTA de acordo com o protocolo Big Dye Terminator v3.1, com
algumas modificagbes, da seguinte maneira: a placa contendo as amostras
foi centrifugada a 1.000 rpm por 10 s. Foram adicionados 2,5 pL de EDTA a
125 mM (pH 8,0) e 30 uL de etanol a 100% em cada poco, a placa foi selada
e centrifugada a 3.700 rpm a 15°C por 45 min. A placa foi aberta e invertida
bruscamente sobre a pia para a remocdo mecanica dos reagentes contidos
nos orificios. Na sequéncia, ela foi pressionada sobre papel absorvente para
secagem, colocada de maneira invertida sobre papel absorvente e entéo
centrifugada a 1000 rpm por 10 s. Adicionou-se 30 pL de etanol a 70% em
cada poco e centrifugou-se a placa a 3.700 rpm a 15°C por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e a placa foi centrifugada invertida sobre papel
absorvente em dois pulsos de 1.000 rpm cada. Ao final, a placa foi selada e
mantida a -20°C até ser efetuado o sequenciamento.

Antes do sequenciamento, 10 pL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) foram adicionados e a placa foi homogeneizada. Procedeu-se a
centrifugacéo da placa a 1.000 rpm por 5 s, aquecimento a 94°C por 2 min

em termociclador para separacao das duplas-fitas de DNA, banho de gelo
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por 3 min e realizagdo do sequenciamento no aparelho 3500xLGenetic
Analyzer (Applied Biosystems, EUA).

Para a andlise das sequéncias, foram utilizados os programas
BioEdit Sequence Alignment Editor v. 7.2.5 (Hall, 1999) e SegManll v. 5.03
(DNASTAR) e as ferramentas MUBII-TB-DB (Flandrois et al., 2014) e BLAST
(Altschul et al., 1990).

4.2.6. Tipagem molecular por RFLP-1S6110

A extracdo e purificacdo de DNA dos isolados para a tipagem
molecular foram realizadas de acordo com protocolo de van Soolingen et al.
(1991). O método de RFLP-1S6110 foi realizado conforme o protocolo
recomendado por van Embden et al. (1993).

O perfil genético de cada isolado foi analisado com o auxilio do
programa Bionumerics v. 7.1 (Applied Maths, Bélgica), com base em uma
copia digitalizada das membranas, apds alinhamento dos fragmentos de
DNA dos isolados estudados com os da cepa de referéncia Mt 14323. Foi
avaliado o numero de cépias da 1S6110 de acordo com os fragmentos de
DNA hibridados com a sonda, visualizados em forma de bandas na
membrana de nailon. Os perfis genéticos foram comparados quanto ao
namero de copias da 1S6110 e peso molecular das bandas pelo método
UPGMA, utilizando-se o coeficiente de Dice, com margem de 1,5% de
tolerancia.

A comparacdo dos perfis genéticos, designados pela abreviacdo
“SP” (Sao Paulo) seguida por numeros e letras, resultou na classificacdo dos
isolados em pertencentes ou ndo a um grupo genético. Isolados que
apresentaram o mesmo numero de bandas com o mesmo peso molecular ou
apresentaram até uma banda de diferenca, foram classificados como
pertencentes a um mesmo grupo genético ou cluster (Gallo, 2017b).

A comparacdo dos perfis genéticos foi realizada com auxilio do
programa Epi Info (Centers for Disease Control and Prevention, EUA) e do

programa Bionumerics.
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4.2.7. Fontes de dados

Dados demograficos, clinicos e epidemiologicos dos pacientes
incluidos no estudo foram obtidos do sistema web TB-WEB, cuja finalidade é
a notificacdo e o acompanhamento dos pacientes com TB no estado de Sao
Paulo. Este sistema estd disponivel no site do Centro de Vigilancia
Epidemiolégica (CVE) “Prof. Alexandre Vranjac” do estado de S&o Paulo

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/tbweb/index.jsp) e o acesso é realizado

mediante liberacdo de senha. Para consulta no sistema TB-WEB, foi
utilizado o nome completo e/ou a data de nascimento dos pacientes, a fim de
verificar se eles foram notificados e tratados.

Informacdes mais detalhadas sobre os medicamentos utilizados no
tratamento dos pacientes foram obtidas do sistema web denominado SITE-
TB (Sistema de Informacdo de Tratamentos Especiais da Tuberculose),
desenvolvido pelo Ministério da Saude (http:/sitetb.saude.gov.br/), que se

destina a notificacdo e ao acompanhamento dos casos de TB que tém
indicacdo de tratamentos especiais pela ocorréncia de reacdes adversas,
toxicidade ou certas comorbidades que impossibilitem o uso do esquema
bésico, ou por resisténcia aos medicamentos. O sistema também possibilita
a notificacdo e acompanhamento de casos de outras micobacterioses.

Antes da criacdo do SITE-TB, os casos de TB resistente no Brasil
eram monitorados pelo Sistema TBMR, criado em 2004. Este sistema tinha
como objetivos aprimorar a notificacdo e acompanhar as pessoas com TB-
MR, fortalecer e descentralizar o Programa de Vigilancia Epidemiol6gica da
TB-MR, permitir a realizacdo de avaliagbes e pesquisas por meio da
manutencdo do sistema de informacado atualizado e controlar a logistica de
medicamentos especificos nos niveis central e periférico. Buscando-se
aprimorar o Sistema TBMR, foi desenvolvido o sistema SITE-TB, implantado
nacionalmente em 2013. Além de possibilitar o monitoramento de todas as
pessoas com TB farmaco-resistente no Brasil, este sistema também permite
a realizagéao do controle dos farmacos anti-TB (Bartholomay et al., 2019).

Os pacientes incluidos no estudo foram classificados como se segue
(Ministério da Saude, 2019):
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e Caso novo: paciente que nunca utilizou medicamentos para
TB ou que fez uso desses medicamentos por um periodo
inferior a 30 dias;

e Recidiva: paciente que foi tratado anteriormente e recebeu
alta por cura, seja esta comprovada ou apos a completitude
do tratamento;

e Retratamento ap0s abandono: paciente tratado anteriormente
por mais de 30 dias, tendo deixado de tomar o0s
medicamentos durante 30 dias consecutivos ou mais;

e Retratamento ap0s faléncia: paciente que reiniciou um novo
esquema de tratamento por resisténcia medicamentosa. A
resisténcia pode ter sido comprovada por meio de teste de
sensibilidade ou inferida devido a evolucdo desfavoravel do
paciente;

e Retratamento apés mudanca de esquema por toxicidade ou
intolerdncia:  paciente  que  apresentou intolerancia
medicamentosa ou manifestacbes de toxicidade que

motivaram a mudancga do esquema terapéutico (CVE, 2008).

Os critérios para desfecho de tratamento estdo descritos a seguir
(CVE, 2008; Ministério da Saude, 2019):

e Cura: paciente com duas baciloscopias negativas, sendo uma
em qualquer més de acompanhamento e outra ao final do
tratamento (5° ou 6° més). Para os casos com tratamento
prolongado, sdo considerados os dois Ultimos meses.
Também é considerada alta por cura quando o paciente
completou o tratamento sem evidéncia de faléncia e recebeu
alta com base em critérios clinicos e radiolégicos, por
impossibilidade de realizacdo da baciloscopia;

e Abandono: paciente que fez uso dos medicamentos durante
30 dias ou mais, interrompendo o tratamento por 30 dias

consecutivos ou mais;
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e Faléncia: paciente que apresentou resisténcia evidenciada
pelo teste de sensibilidade a um ou mais farmacos do
tratamento; paciente que persistiu com baciloscopia de
escarro positiva ao final do tratamento; paciente que manteve
baciloscopia positiva até o 4° més de tratamento; paciente
com baciloscopia positiva no inicio do tratamento seguida de
negativacdo e de novos resultados positivos por dois meses
consecutivos a partir do 4° més de tratamento; ou paciente
gue apresentou piora clinica e/ou radiolégica durante o
tratamento;

e Obito por TB: quando o 6bito apresentar a TB como causa
béasica;

e Obito por outras causas (6bito ndo TB): quando a causa
bésica ndo foi a TB, mas ela consta como causa associada.
Obitos de pacientes portadores de HIV s&@o considerados
nesta categoria;

e Transferéncia: paciente que foi transferido para outro servico
de saude para continuar o tratamento;

e Mudanca de diagnéstico: quando o diagnostico de TB é

descartado apds a notificacdo do caso.

4.2.8. Analise dos dados

As datas de recebimento dos isolados no NTM serviram como base
para determinar o tipo de caso e qual tratamento seriam incluidos na analise.
Sendo assim, a partir da data em que o isolado chegou ao NTM foram
levantadas as informagbes referentes ao tratamento que compreendia
aquela data, levando-se em consideracdo um periodo de cerca de 30 dias
retrospectivos correspondentes ao isolamento, crescimento e envio do
isolado para o NTM.

Para analise dos desfechos, foram utilizadas duas abordagens:
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1. Para 0s casos em que a resisténcia ndo havia sido detectada
anteriormente, ou seja, quando o teste de sensibilidade ainda
nao havia sido realizado, mesmo que o paciente ndo fosse um
caso novo de TB, foi analisado o desfecho do tratamento
posterior ao tratamento no qual a resisténcia foi detectada. Visto
que apos o recebimento de um resultado de resisténcia, o
tratamento € encerrado como “faléncia”, optou-se por analisar o
desfecho do tratamento seguinte ao qual foi detectada a
resisténcia, cujo esquema terd sido modificado de acordo com o
resultado do teste de sensibilidade.

2. Para os casos com resisténcia conhecida anteriormente,
considerou-se para analise o desfecho do tratamento referente a
data de recebimento do isolado no NTM, pois este tratamento ja
poderia ter sido modificado de acordo com o resultado do teste

de sensibilidade.

O teste do qui-quadrado de Pearson com correcdo de Yates e o
teste exato de Fisher foram utilizados para analises comparativas entre os
grupos. Considerou-se como estatisticamente significante um valor de p <
0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Perfil de resisténcia fenotipico dos isolados de M. tuberculosis

aos farmacos de 12 e 22 linha

Foram analisados 374 isolados de M. tuberculosis resistentes a
concentracdo de 0,1 pg/mL de isoniazida pelo teste de sensibilidade no
BACTEC MGIT 960, realizado na rotina do NTM. Destes, 216 (57,8%) foram
recebidos no ano de 2016, enquanto 103 (27,5%) foram recebidos no
periodo de outubro de 2008 a marco de 2009. O restante dos 55 isolados
(14,7%) foi obtido entre os anos 2011 a 2015 e em 2017 e correspondiam

aos pacientes que deram entrada no ano de 2016 (Tabela 1).

Tabela 1. NUumero e proporcao dos isolados de M. tuberculosis incluidos no
estudo de acordo com o ano de recebimento pelo Nucleo de Tuberculose e

Micobacterioses

Ano de recebimento N° de isolados Proporcéao (%)
2008 45 12,0
2009 58 15,5
2011 1 0,3
2012 2 0,5
2013 5 1,3
2014 4 11
2015 10 2,7
2016 216 57,8
2017 33 8,8
Total 374 100,0

No ano de 2016, 4.192 isolados de M. tuberculosis foram testados
frente a isoniazida e rifampicina por BACTEC MGIT 960 (teste de
sensibilidade de 12 linha) na rotina do NTM, dos quais 216 se mostraram
resistentes pelo menos a isoniazida. Sendo assim, a prevaléncia desta

resisténcia no estado de Séo Paulo para o ano de 2016 foi de 5,2%.
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Do total de 374 isolados estudados, 342 (91,4%) tiveram origem
pulmonar, enquanto oito (2,2%) eram de origem extrapulmonar. Para 23
(6,1%) isolados o material foi cadastrado no sistema laboratorial como cepa,

nao sendo possivel identificar a fonte de isolamento (Tabela 2).

Tabela 2. Origem de isolamento dos 374 isolados de M. tuberculosis

incluidos no estudo

Material clinico Numero de isolados Proporcéao (%)
Aspirado/secrecao traqueal 2 0,5
Cepa* 23 6,1
Escarro 332 88,8
Fragmento de tecido 6sseo 1 0,3
Lavado broncoalveolar 8 2,1
Linfonodo cervical 1 0,3
Liquido cefalorraquidiano 2 0,5
Liquido pleural 3 0,8
Sangue 1 0,3
Nao informado 1 0,3

Total 374 100

*material clinico cadastrado como cepa no sistema pelos laboratérios requisitantes

Os 374 isolados analisados corresponderam a 303 pacientes
diferentes, sendo que 261 (86,1%) deles tiveram somente um isolado

incluido no estudo (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo dos 374 isolados de M. tuberculosis correspondentes

aos 303 pacientes incluidos no estudo

N°isolados por paciente N° pacientes (n=303) Proporcgéo (%)
1 261 86,1
2 29 9,6
3 7 2,3
4 3 1,0
5 1 0,3
6 1 0,3
11 1 0,3

Quanto ao perfil de resisténcia fenotipico, do total de 374 isolados,
165 (44%) foram monorresistentes a isoniazida, enquanto 47 (13%) foram
polirresistentes, 122 (33%) MR, 24 (6%) pré-XDR e 16 (4%) XDR (Figura 6).

24;6% 16;4% ® Monorresisténcia  isoniazida
M Polirresisténcia (isoniazida mais algum
farmaco de 12 linha, exceto rifampicina)

m Multirresisténcia (MR)

M Resisténcia pré-extensiva (pré-XDR)

M Resisténcia extensiva (XDR)

Figura 6. Perfil de resisténcia fenotipica dos 374 isolados de M. tuberculosis
incluidos no estudo
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O teste de sensibilidade aos farmacos de 22 linha foi realizado para
270 (72,2%) dos 374 isolados. Entre os 104 isolados que n&o foram
submetidos ao teste, 37 (35,6%) eram monorresistentes a isoniazida, 12
(11,5%) eram polirresistentes e 55 (52,9%) MR.

Dos 37 isolados monorresistentes, 31 eram do periodo de 2008-
2009, um de 2011, um de 2012, dois de 2013 e dois de 2015. Todos os
isolados polirresistentes e MR eram do periodo de 2008-2009, quando o
teste para os farmacos de 22 linha ainda ndo era realizado de rotina para
todos o0s pacientes que apresentassem resisténcia a isoniazida e/ou
rifampicina.

Dos 24 isolados pré-XDR, 21 (87,5%) eram resistentes a ofloxacina
e/ou levofloxacina, enquanto trés (12,5%) eram resistentes a um, dois ou a
todos os farmacos injetaveis (amicacina, canamicina e capreomicina). Dos
16 isolados XDR, nove (56,3%) foram resistentes a todos os farmacos de 22
linha testados (Tabela 4).

Tabela 4. Perfil de resisténcia aos farmacos de 22 linha dos isolados de M.

tuberculosis extensivamente resistentes

Perfil de resisténcia N° isolados Frequéncia (%)
AMI+CAN+OFL 2 12,5
AMI+OFL+LEV 1 6,25
CAP+AMI+CAN+LEV 6 37,5
CAP+AMI+CAN+OFL 2 12,5
CAP+AMI+CAN+OFL+LEV 1 6,25
CAP+AMI+LEV 1 6,25
CAP+LEV 3 18,75
Total 16 100

AMI: amicacina, CAN: canamicina, OFL: ofloxacina, LEV: levofloxacina, CAP:

capreomicina
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5.2. Nivel de resisténcia a isoniazida dos isolados de M. tuberculosis
testados pelo método quantitativo automatizado BACTEC MGIT 960

Inicialmente, os 374 isolados resistentes a 0,1 pg/mL de isoniazida
(concentracédo usada no teste de sensibilidade de rotina) incluidos no estudo
foram testados frente a trés concentracdes de isoniazida (1, 3 e 10 pg/mL)
para a determinagdo do nivel fenotipico de resisténcia a este farmaco. Apoés
esta etapa, para os isolados do periodo de estudo 2, foi realizada a triagem
das mutacdes no codon 315 do gene katG, na regido promotora do gene
inhA e na RRDR do gene rpoB pelo teste GenoType MTBDRplus. Como os
resultados de sequenciamento dos isolados do periodo de estudo 1 ja eram
conhecidos, comparou-se as mutagdes encontradas com 0s niveis de
resisténcia a isoniazida obtidos para todos os isolados. Ao se analisar todos
esses resultados em conjunto, verificou-se que 37 (9,9%) dos 374 isolados
haviam crescido somente na concentragdo critica de 0,1 pg/mL de isoniazida
e nao apresentavam mutacdes em nenhuma das regides dos genes katG e
InhA analisadas. Sendo assim, estes isolados foram novamente semeados
em meio liquido de 7H9 com OADC e testados frente a concentracédo de 0,1
ug/mL de isoniazida, para confirmar a resisténcia fenotipica. Apls a
repeticdo do teste, sete isolados se mostraram sensiveis a isoniazida
fenotipicamente, concordando com o resultado genotipico. Destes sete
isolados, seis eram inicialmente monorresistentes a isoniazida e um
polirresistente. Portanto, do total de 374 isolados analisados, 367 foram
fenotipicamente resistentes a isoniazida, sendo que destes 115 (31,3%)
apresentaram baixo nivel de resisténcia, 205 (55,9%) resisténcia
intermediaria (84 (22,9%) tiveram CIM >1<3 ug/mL e 121 (33%) tiveram CIM
>3<10 pug/mL) e 47 (12,8%) alto nivel de resisténcia.

A Figura 7 mostra os niveis de resisténcia a isoniazida de acordo
com o perfil de resisténcia fenotipico aos farmacos de 12 e 22 linha dos 367
isolados fenotipicamente resistentes a isoniazida. A proporgédo de isolados
monorresistentes com baixo nivel de resisténcia a isoniazida (56,6%,
90/159) foi maior quando comparada aos isolados polirresistentes (15,2%,
7/46, p< 0,0001), MR (14%, 17/122, p< 0,0001), pré-XDR (0/24, p< 0,0001) e
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XDR (6,25%, 1/16, p= 0,0002). N&o houve diferenca estatisticamente
significante entre os isolados polirresistentes, MR, pré-XDR e XDR com

relacdo ao nivel de resisténcia.

Numero de isolados

100

90
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70
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50

40

30

20

10

56,6%

Nivel de resisténcia a isoniazida
M baixo (>0,1<1 pg/mlL)

B intermediario (>1<3ug/mL)

m intermediario (>3<10 pg/mL)

M alto (>10 pg/ml)

31,25%

31,25%
12,5% 6,25% 31,25%

1

Monorresistente Polirresistente (n=46) MR (n=122) Pré-XDR (n=24) XDR (n=16)
(n=159)

Figura 7. Perfil fenotipico de resisténcia e niveis de resisténcia a isoniazida

dos isolados de M. tuberculosis

5.3. Perfil das mutagdes nos genes katG e inhA e na RRDR do gene

rpoB

Considerando os 367 isolados de M. tuberculosis resistentes
fenotipicamente a isoniazida e submetidos a identificagdo das muta¢des no
coédon 315 do gene katG, na regido promotora do gene inhA e na RRDR do
gene rpoB por PCR em tempo real e sequenciamento (periodo de estudo 1)
ou pelo kit GenoType MTBDRplus (periodo de estudo 2), 159 (43,3%)
isolados apresentaram mutacfes no codon 315 do katG, 100 (27,2%)
apresentaram mutacdes no promotor do inhA, 18 (4,9%) apresentaram
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mutacbes em ambos os alvos e 90 (24,5%) n&o apresentaram mutacdo em
nenhum dos dois alvos. Quanto ao rpoB, 173 (47,1%) dos 367 isolados
estudados apresentaram mutacgbes, enquanto 194 (52,9%) néao
apresentaram mutagao neste gene.

A distribuicdo das muta¢Bes de acordo com o perfil fenotipico de
resisténcia aos farmacos de 12 e 22 linha dos 367 isolados aparece na
Figura 8. Os isolados monorresistentes apresentaram menor proporcao de
mutac¢des no cédon 315 do gene katG (24,5%, 39/159) quando comparados
aos polirresistentes (58,7%, 27/46, p< 0,0001), MR (55,7%, 68/122, p<
0,0001), pré-XDR (54,2%, 13/24, p= 0,01) e XDR (75%, 12/16, p= 0,0002)
(Figura 8).

Com relagédo ao promotor do inhA, os isolados monorresistentes
tiveram mais mutacfes neste sitio (42,8%, 68/159) do que os polirresistentes
(6,5%, 3/46, p< 0,0001), MR (17,2%, 21/122, p< 0,0001), pré-XDR (33,3%,
8/24, p=0,01) e XDR (0/16, p= 0,0002) (Figura 8).

Nenhum dos 159 isolados monorresistentes apresentou mutacées
simultaneamente no cédon 315 do katG e no promotor do inhA, enquanto
15,2% (7/46), 4,9% (6/122), 8,3% (2/24) e 18,8% (3/16) dos isolados
polirresistentes, MR, pré-XDR e XDR, respectivamente, apresentaram
mutacBes em ambos 0s genes. Por sua vez, a auséncia de mutacfes tanto
no coédon 315 do katG como no promotor do inhA foi mais alta entre os
isolados monorresistentes  (32,7%, 52/159) em comparagcdo aos
polirresistentes (19,6%, 9/46, p= 0,12), MR (22,1%, 27/122, p= 0,07), pré-
XDR (4,2%, 1/24, p= 0,004) e XDR (6,3%, 1/16, p= 0,04) (Figura 8).

Com relacdo a regido RRDR do gene rpoB, 4,4% (7/159) dos
isolados monorresistentes a isoniazida e 19,6% (9/46) dos isolados
polirresistentes apresentaram mutagdes nesta regido ou seja, 16 isolados
com mutagbes no rpoB foram sensiveis a rifampicina no teste de
sensibilidade fenotipico. As frequéncias de mutac¢do no rpoB foram de 95,9%
(117/122), 100% (24/24) e 100% (16/16) para os isolados MR, pré-XDR e
XDR, respectivamente (Figura 8).
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Numeéro de isolados
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W katG 315 com mutagdo

M inhA promotor com mutagdo

m katG 315 e inhA promotor com mutagdo

M katG 315 e inhA promotor sem mutagdo
95,9% "
rpoB com mutacdo

¥ rpoB sem mutagdo
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54,2%
33,3% 42% g4
3%

Monorresistente (n=159) Polirresistente (n=46) MR (n=122) Pré-XDR (n=24) XDR (n=16)

Figura 8. Perfil fenotipico de resisténcia e propor¢cdes das mutacdes

encontradas nos genes katG, inhA e rpoB

Considerando o total de 177 isolados que apresentaram mutagdes
no codon 315 do katG (159 isolados com mutagdo somente no katG e 18 no
katG e no inhA), 166 (93,8%) tiveram a mutacdo Ser315Thr (AGC>ACC)
(Tabela 5).
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Tabela 5. Tipos de mutacdo no cédon 315 do gene katG apresentados pelos

177 isolados de M. tuberculosis

Tipo de mutacéao N°isolados Proporcéo (%)
Ser315Thr (AGC>ACC) 166 93,8
Ser315Thr (AGC>ACA) 2 1,1
Ser315Thr (AGC>ACG) 1 0,6
Ser315Asn (AGC>AAC) 28 1,1
Ser315Asn (AGC>AAC) + A506T (GCC>ACC) 2° 11
Delecdo 315AGC 2 1,1
Ser315Arg (AGC>AGA) 1 0,6
Ser315Arg (AGC>CGC) 1 0,6
Total 177 100

% para um isolado, o teste GenoType MTBDRplus detectou esta mutagido como inferida no
cédon 315 do katG; o outro isolado era de 2008 e teve esta mutacdo identificada por

sequenciamento

b para ambos os isolados, o teste GenoType MTBDRplus detectou a mutacdo Ser315Asn
(AGC>AAC) como inferida no codon 315 do katG

Quanto a mutacdo C-15T na regidao promotora do gene inhA, 108
(91,5%) dos 118 isolados apresentaram mutag¢des neste alvo (100 isolados
com mutacdo somente nesta regido e nos 18 isolados com mutacao também
no codon 315 do gene katG), enquanto que os 10 (8,5%) isolados restantes

tiveram a mutacao G-17T (Tabela 6).
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Tabela 6. Tipos de mutacdo apresentados pelos 118 isolados de M.

tuberculosis com mutacao na regido promotora do gene inhA

Tipo de mutacéo N°isolados Proporcéo (%)
C-15T 108* 91,5
G-17T** 10*** 8,5
Total 118 100

* 8 isolados também apresentaram mutacfes no cédon 315 do katG, sendo que 5

deles tinham a mutagdo Ser315Thr (AGC>ACC), um apresentou delecdo do cédon

315 (AGC) e dois apresentaram mutacao inferida pelo teste GenoType MTBDRplus

** mutacdo identificada por sequenciamento em 4 isolados de 2008-2009; nos 6

isolados restantes, esta mutacéo foi detectada como inferida pelo teste GenoType

MTBDRplus

*** todos os isolados apresentaram também a mutacdo Ser315Thr (AGC>ACC) no

katG

Todos os 90 isolados fenotipicamente resistentes a isoniazida sem

mutacgdo detectada tanto no codon 315 do katG como no promotor do inhA

foram submetidos ao sequenciamento dos genes katG e inhA inteiros.

Destes, 47 (52,2%) nao apresentaram mutacdo em nenhum dos genes. Os

tipos de mutagdo encontrados nos 43 (47,8%) isolados restantes estéo

descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Tipos de mutacdo encontrados nos 43 isolados de M. tuberculosis

submetidos ao sequenciamento dos genes katG e inhA inteiros

Cdédon e tipo de mutacao

NUumero de isolados

Gene katG (N=40)

98 Tyr>Cys (TAC>TGC)

106 Ala>Val (GCG>GTG)

122 Ala>Gly (delecdo CGGCGGCGC)

152 Lys>Asn (AAG>AAC)

191 (delecdo G) + 463 Arg>Leu (CGG>CTG)
204 TGG>TGA (codon de parada)
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232 Pro>Ala (CCC>GCC)

232 Pro>Thr (CCG>ACG)

233 Glu>Gly (insercéo T)

259 Asp>Gly (GAC>GGC)

299 Gly>Cys (GGC>TGC) + WT**

300 Trp>Arg (TGG>CGG) + 549 Cys>Gly (TGT>GGT)
315 Ser>Arg (AGC>AGG) + WT**

328 Trp>Cys (TGG>TGC)

381 Asp>Asn (GAC>AAC) + 611 Leu>Leu (C>T)

419 Asp>His (GAC>CAC)

438 Trp>Arg (TGG>CGG) + WT**

439 GIn>Arg (CAG>CGG)

440 Asp>Tyr (GAT>TAT)

463 Arg>Leu (CGG>CTG) + 478 Ala>Arg (delecéao G) 1x**
497 lle>Thr (ATC>ACC)

542 Asp>Ala (GAC>GCC)

549 Cys>Gly (TGT>GGT)

566 Pro>Ala (CCC>GCC)

590 Lys>Arg (delegéo A)

600 Lys>lle (insercdo T)

660 Asn>Asp (AAC>GAC) + WT**
668 Trp>Gly (TGG>TAC)

680 Gly>Arg (GGC>CGC)

726 Ala>Thr (GCT>ACT)

728 Trp>Gly (TGG>GGG)

Gene inhA (N=4)

76 Gly>Gly (C>T) 1x**
94 Ser>Ala (TCG>GCGQG) 3

N +

N N N N N e e T

e e T e e e = = T =

Total 43

* um dos dois isolados com esta mutacdo apresentou gendétipo misto com o de uma
populacdo selvagem (WT)
** astes isolados apresentaram genoétipo misto com o de uma populagdo selvagem (WT)

*** ym isolado com mutagdo em ambos os genes
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Com relacdo aos 173 isolados com mutacbes no gene rpoB, 116
(67,1%) isolados apresentaram mutagBes no coédon 531, sendo que 115
deles tinham a mutacdo Ser531Leu (TCG>TTG). Mutacdes inferidas foram
detectadas em 28 (16,2%) isolados, enquanto 15 (8,7%) isolados
apresentaram mutac¢des no cédon 526 e 12 (6,9%) no codon 516. Um (0,6%)
isolado apresentou mutacdo no cédon 522 e o outro (0,6%) apresentou

mutacdes tanto no codon 516 como no 531 (Tabela 8).

Tabela 8. Tipos de mutacdo encontrados nos 173 isolados de M.
tuberculosis com mutacdo na regido determinante de resisténcia a

rifampicina do gene rpoB

Cdbdon e tipo de mutagéo N° isolados Proporcgéo (%)
Inferidas 28 16,2
516 Asp>Val (GAC>GTC) 12 6,9
522 Ser>Leu (TCG>TTG) 1 0,6
526

His>Cys (CAC>TGC) 1 0,6

His>Asp (CAC>GAC) 5 2,9

His>Leu (CAC>CTC) 2 1,2

His>Tyr (CAC>TAC) 7 4,0
531

Ser>Leu (TCG>TTG) 115 66,5

Ser>Trp (TCG>TGG) 1 0,6
516 Asp>Val (GAC>GTC) + 531 Ser>Leu (TCG>TTG) 1 0,6
Total 173 100

Entre as 28 mutacdes inferidas detectadas no rpoB, a maior
frequéncia ocorreu no coédon 526 (n=14, 50%), seguido pela mutacdo
Ser>Trp (TCG>TGG) no coédon 531 (n=3, 10,7%). Além disso, dois (7,1%)
isolados apresentaram mutacdes tanto no cédon 505 como no 526 (Tabela
9).
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Tabela 9. Mutacbes na regido determinante de resisténcia a rifampicina do

gene rpoB identificadas por sequenciamento de Sanger nos 28 isolados de

M. tuberculosis com mutacgdes inferidas pelo teste GenoType MTBDRplus

N° Proporcéo Perfil Associagdo com resisténcia a
Cddon e tipo de mutagao isolados (%) fenotipico rifampicina/CIM**
505 Phe>Leu (TTC>TTA) + 526 His>Asn (CAC>AAC) 2 7,1 MR 505 Phe>Leu — Sem informacao
526 His>Asn — Baixa/baixa
513 GIn>Glu (CAA>GAA) 1 3,6 Pré-XDR Sem informacéo
516 Asp>Phe (GAC>TTC) 1 3,6 Poli Alta/sem informacéo
516 Asp>lle (GAC>ATC) 1 3,6 MR Sem informacéo
Dele¢do codon 518AAC 2 7,1 MR Alta/sem informacéo
522 Ser>Leu (TCG>TTG) 1 3,6 MR Moderada/sem informacéo
526 His>Leu (CAC>CTC) 8 28,6 1 mono INH Alta/sem informacéo
4 poli
1 MR
2 pré-XDR
526 His>Asn (CAC>AAC) 5 17,9 Mono INH Baixa/baixa
526 His>Ser (CAC>TCC) 1 3,6 Poli Sem informacéo
531 Ser>Trp (TCG>TGG) 3 10,7 MR Alta/alta
533 Leu>Pro (CTG>CCG) 1 3,6 Poli Moderada/moderada
Inferidas* 2 7,1 - -
Total 28 100 - -

CIM: concentragdo inibitdria minima, MR: multirresistente, pré-XDR: pré-extensivamente

resistente, poli: polirresistente (resisténcia a isoniazida e a mais outro(s) farmaco(s) de 12

linha, exceto rifampicina), mono INH: monorresistente a isoniazida

* isolados ndo sequenciados, pois pertenciam a pacientes cujos outros isolados foram

sequenciados no estudo

** Fontes: Miotto et al. (2017) e WHO (2018d)
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Como descrito anteriormente, houve discordancias entre o0s
resultados fenotipicos de resisténcia a rifampicina e muta¢cdes no rpoB,
sendo que entre os 159 isolados monorresistentes a isoniazida, sete
apresentaram mutacbes neste gene, enquanto nove dos 46 isolados
polirresistentes também apresentaram mutacdo (Tabela 10). Por sua vez,

cinco dos 122 isolados MR néo apresentaram mutacao no rpoB.

Tabela 10. Tipos de mutagcédo no gene rpoB identificados nos isolados de M.

tuberculosis com resultados discordantes quanto a resisténcia fenotipica a

rifampicina
Tipo de mutagao Monorresistente a isoniazida Polirresistente

526 His>Asn (CAC>AAC) 5 -
526 His>Leu (CAC>CTC) 1 5
Inferida* 1 1
526 His>Ser (CAC>TCC) - 1
516 Asp>Phe (GAC>TTC) - 1
533 Leu>Pro (CTG>CCG) - 1
Total 7 9

* isolados ndo sequenciados pois pertenciam a pacientes cujos outros isolados foram
sequenciados no estudo

5.4. Associacdo entre mutacbes nos genes katG e inhA e niveis

fenotipicos de resisténcia a isoniazida

Para a andlise da associacdo entre os niveis de resisténcia a
isoniazida e as mutacdes encontradas nos genes katG e inhA pela triagem
por PCR em tempo real e pelo kit GenoType MTBDRplus, como também por
sequenciamento de ambos 0s genes completos, foram incluidos os 367
isolados que se mostraram fenotipicamente resistentes apos a repeticdo do
teste de sensibilidade na concentracdo de 0,1 pug/mL de isoniazida (Tabela
11).

A mutacao Ser315Thr no katG foi apresentada por 154 isolados, dos

quais somente um (0,6%) demonstrou baixo nivel de resisténcia, enquanto
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151 (98,1%) tinham resisténcia intermediaria e dois (1,3%) tinham alta
resisténcia (Tabela 11).

Entre os 95 isolados com somente a mutacdo C-15T no promotor do
inhA, 70 (73,7%) tiveram baixo nivel de resisténcia, 21 (26,3%)
apresentaram resisténcia intermediaria (17 (17,9%) deles com CIM>1<3
pg/mL de isoniazida) e quatro (4,2%) tiveram alta resisténcia (Tabela 11).

Entre os 24 isolados com mutacdes tanto no katG como no inhA, 16
(66,6%) mostraram alto nivel de resisténcia e oito (32,4%) possuiam
resisténcia intermediaria (sete (29,2%) deles com CIM>3<10 pg/mL de
isoniazida). Todos os cinco isolados com as muta¢des Ser315Thr no katG e
C-15T no inhA apresentaram alto nivel de resisténcia, enquanto que cinco
dos 10 isolados com as mutagbes Ser315Thr no katG e G-17T no inhA
tiveram nivel intermediario de resisténcia (CIM>3<10 pg/mL de isoniazida) e
cinco tiveram alta resisténcia (Tabela 11).

Do total de 47 isolados sem mutacdo tanto no katG como no inhA,
28 (59,6%) apresentaram baixo nivel de resisténcia, 12 (25,6%) tiveram

resisténcia intermediaria e sete (14,9%) alta resisténcia (Tabela 11).
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Tabela 11. MutagBes e niveis fenotipicos de resisténcia a isoniazida

detectados nos 367 isolados de M. tuberculosis analisados

Nivel de resisténcia a isoniazida

Baixo Intermediario Intermediério Alto

Mutacéao (CIM>0,1<1 pg/mL) % (CIM>1<3 pg/mL) % (CIM>3<10 pg/mL) %  (CIM>10 pg/mL) %  Total
katG
S315T 1 0,6 52 33,8 99 64,3 2 1,3 154
315 outras 1 16,7 - - 1 16,7 4 66,7 6
1 mut 9 31,0 5 17,2 4 13,8 11 37,9 29
2 mut 3 33,3 3 33,3 - - 3 33,3 9
Total 14 7,1 60 30,3 104 52,5 20 10,1 198
inhA
C-15T 70 73,7 17 17,9 4 4,2 4 4,2 95
S94A 3 100 - - - - - - 3
Total 73 74,5 17 17,3 4 4,1 4 4,1 98
katG +inhA
S315T + C-15T - - - - - - 5 100 5
S315T + G-17T - - - - 5 50,0 5 50,0 10
315 outras + C-15T - - 1 20,0 - - 4 80,0
Outras + C-15T - - - - 2 66,7 1 333 3
Outras + G76G - - - - - - 1 100
Total - - 1 4,2 7 29,2 16 66,6 24
katG +inhA sem

28 59,6 6 12,8 6 12,8 7 149 47
mutagao
Total 115 31,3 84 22,9 121 33 47 12,8 367

S315T: mutacdo Ser315Thr

katG 315 ou inhA outras: mutac¢des outras no katG 315 que ndo a S315T ou no inhA que
néo a substituicdo C-15T

katG 1 mut: isolado com uma mutac¢éo em outro cddon do katG que néo o 315

katG 2 mut: isolado com duas mutac¢des em outros codons do katG que néo o 315

5.5. Evolucdo da resisténcia fenotipica e genotipica

Dos 42 pacientes com mais de um isolado incluido no estudo, 23
(54,8%) tiveram isolados com alteracdes no perfil fenotipico e/ou genotipico
de resisténcia aos farmacos, conforme descrito na Tabela 12.

O paciente 1 apresentou dois isolados MR em 2016 com niveis de
resisténcia a isoniazida e perfis de mutacdo distintos. O primeiro isolado

apresentou a mutacao 315 Ser>Thr no katG e a mutagdo 531 Ser>Leu no
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rpoB, enquanto o segundo isolado ndo apresentou mutacdo em nenhum dos
genes analisados. Além disso, os perfis de RFLP de ambos os isolados
deste paciente séo diferentes.

O paciente 5 teve dois isolados polirresistentes analisados, sendo
que o segundo apresentou um nivel de resisténcia a isoniazida mais alto
(apesar de continuar dentro da categoria intermediario) e a aquisicdo de uma
mutagdo no gene rpoB (533 Leu>Pro) que ndo conferiu resisténcia a
rifampicina. Os perfis de RFLP desses isolados foram iguais (SP 21la**),
sendo que o primeiro isolado apresentou também outro perfil de bandas
(perfil Unico, PU) juntamente com o perfil SP 21a**.

O paciente 6 teve 11 isolados incluidos no estudo, recebidos de
2013 a 2017, sendo os primeiros cinco (2013-2014) com baixa resisténcia e
0s seis restantes (2015-2017) com resisténcia intermediaria. Dos trés
isolados recebidos em 2013, dois foram monorresistentes e um MR. Um dos
isolados monorresistentes e 0 MR apresentaram as mesmas mutacdes no
katG (300 Trp>Arg + 549 Cys>Gly). Além disso, o isolado MR apresentou a
mutacdo no rpoB 516 Asp>Val juntamente com o0 gendtipo selvagem (sem
mutacdo). Dos oito isolados restantes, quatro apresentaram as mesmas
mutacBes no katG que os isolados de 2013. Trés desses quatro isolados
apresentaram também a mutacdo 526 His>Asn no rpoB. Nenhum dos 11
isolados apresentou mutagédo no gene inhA. Dez dos 11 isolados deste
paciente foram submetidos a tipagem molecular e todos apresentaram perfil
com apenas duas bandas no RFLP-1S6110.

Os isolados referentes a 12 pacientes (7, 8, 9, 15, 20, 22, 25, 28, 30,
33, 35 e 42) tiveram alteracdo apenas nas concentracdes inibitérias minimas
a isoniazida, sendo que os perfis de mutacdo e de RFLP permaneceram
iguais, exceto para o paciente 38, cujo isolado do ano de 2017 adquiriu
mutacdes nos codons 315 do katG e 531 do rpoB, mas apresentou 0 mesmo
perfil de RFLP (PU) do isolado de 2016.

O paciente 12 teve quatro isolados com alta resisténcia, que

apresentaram alternadamente mutagfes em trés coédons diferentes do katG
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(315, 379 e 506), além da substituicdo C-15T no inhA e da mutacdo 531
Ser>Leu no rpoB. Todos os isolados tinham o0 mesmo perfil de RFLP.

O primeiro dos quatro isolados MR do paciente 24 tinha baixa
resisténcia e apresentou somente a mutagao 531 Ser>Leu no rpoB. Os trés
isolados posteriores apresentaram a mutacdo 259 Asp>Gly no katG e
também a mutacdo 531 Ser>Leu no rpoB, além de todos apresentarem nivel
intermediario de resisténcia. O primeiro isolado apresentou ainda diferenca
de somente uma banda no RFLP (SP 5*) em comparacdo aos outros trés
isolados (SP 5).

O paciente 29 teve um isolado de 2015 MR com resisténcia
intermediaria e com as mutacgdes C-15T no inhA e 531 Ser>Leu (juntamente
com o gendtipo selvagem) no rpoB. Em 2016, o segundo isolado deste
paciente mostrou-se monorresistente com baixa resisténcia e nao
apresentou nenhuma mutagdo nos genes analisados. A tipagem molecular
deste segundo isolado néo foi realizada.

Entre os dois isolados MR com resisténcia intermediaria de 2016 do
paciente 34, o primeiro apresentou a mutacdo 315 Ser>Thr no katG e a
mutacdo 531 Ser>Leu (juntamente com o genoétipo selvagem) no rpoB. O
segundo isolado apresentou uma mutacdo no rpoB a mais (531 Ser>Leu)
em comparacao ao primeiro isolado, além do gendtipo de uma populacéo
selvagem para os trés genes analisados.

O paciente 38 evoluiu de monorresistente para multirresistente: o
primeiro isolado (2016) tinha resisténcia intermediaria e ndo apresentava
nenhuma mutacdo nos genes analisados, enquanto o segundo isolado
(2017) apresentou mutagbes tanto no katG como no rpoB e permaneceu
com o mesmo nivel de resisténcia do isolado anterior. Ambos os isolados
tinham perfis Gnicos de RFLP, os quais eram iguais entre si.

Também ocorrou evolucdo de monorresistente para MR no paciente
40: o primeiro isolado se mostrou sensivel a isoniazida apés a repeticdo do
teste fenotipico quantitativo e ndo possuia nenhuma mutacdo nos genes

analisados, e o segundo isolado apresentou alto nivel de resisténcia e
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mutacdes no katG e rpoB. Ambos os isolados possuiam o mesmo perfil de

RFLP.

Por fim, o paciente 41 tinha inicialmente dois isolados MR com o

mesmo perfil de RFLP e com mutagbes no katG, inhA e em dois cédons

diferentes do rpoB. J& o ultimo isolado tinha um perfil de RFLP diferente dos

anteriores e se mostrou polirresistente e sem nenhuma mutacédo no rpoB.

Todos os isolados deste paciente foram altamente resistentes a isoniazida.

Tabela 12. Histérico das variacdes nos perfis fenotipicos e genotipicos de

resisténcia dos isolados de M. tuberculosis de 23 pacientes

Id Més-ano Perfil CIM Mutacgéo Mutacgéo Mutacéo Perfil
paciente entrada resisténcia isoniazida Nivel isoniazida katG inhA rpoB RFLP

Jul-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2c

1 Dez-16 MR >0,1<1 baixo 315 mut(-) prom mut(-) mut(-) SP 19j*
Jan-16 poli >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) mut(-) SP 21a** + PU

5 Ago-16 poli >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 533 Leu>Pro SP 21a**
Fev-13 mono >0,1<1 baixo 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) mut(-) 2a
Jul-13 mono >0,1<1 baixo 315 mut(-) prom mut(-) mut(-) 2a
Out-13 MR >0,1<1 baixo 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) 516 Asp>Val+mut(-) NR
Dez-14 poli >0,1<1 baixo 315 mut(-) prom mut(-) mut(+) 2a
Dez-14 mono >0,1<1 baixo 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) 526 His>Asn 2a
Jun-15 mono >1<3 intermediario 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) 526 His>Asn 2a
Ago-15 mono >1<3 intermediario 315 mut(-) prom mut(-) mut(+) 2a
Fev-16 mono >1<3 intermediario 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) 526 His>Asn 2a
Out-16 mono >1<3 intermediario 549 Cys>Gly prom mut(-) 526 His>Asn 2a
Fev-17 mono >1<3 intermediario 315 mut(-) prom mut(-) mut(-) 2a

5 Jun-17 mono >1<3 intermediario 300 Trp>Arg+549 Cys>Gly todo mut(-) mut(-) 2a
Abr-15 mono <0,1 sensivel 315 mut(-) prom mut(-) mut(-) SP7
Dez-15 mono <0,1 sensivel todo mut(-) todo mut(-) mut(-) SP7

7 Jan-16 mono >0,1<1 baixo todo mut(-) todo mut(-) mut(-) SP7
Mai-16 MR >10 alto 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2¢

8 Set-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2c
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Jul-16 MR >3<10 intermediario todo mut(-) C-15T 531 Ser>Leu SP 5ac*
Out-16 pré-XDR >1<3 intermediario 315 mut(-) C-15T 531 Ser>Leu NR
9 Dez-16 MR >1<3 intermediario 315 mut(-) C-15T 531 Ser>Leu SP 5ac*
Jan-16 XDR >10 alto 315 Ser>Asn+506 Ala>Thr C-15T 531 Ser>Leu SP 49
Jul-16 pré-XDR >10 alto 379 Ala>Thr C-15T 531 Ser>Leu SP 49
Dez-16 pré-XDR >10 alto 315 Ser>Asn+379 Ala>Thr C-15T 531 Ser>Leu SP 49
12 Jun-17 XDR >10 alto 315 Ser>Asn+506 Ala>Thr C-15T 531 Ser>Leu SP 49
Set-15 mono >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) mut(-) SP 1m*
15 Mai-16 mono >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) mut(-) SP 1m*
Jan-09 MR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
Mai-16 XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
Jan-17 pré-XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
Mai-17 XDR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
Mai-17 XDR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
20 Mai-17 pré-XDR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 23
Jun-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 4J
29 Jul-17 pré-XDR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 4]
Jun-16 MR >0,1<1 baixo todo mut(-) todo mut(-) 531 Ser>Leu SP 5*
Out-16 MR >3<10 intermediario 259 Asp>Gly todo mut(-) 531 Ser>Leu SP5
Mar-17 MR >3<10 intermediario 259 Asp>Gly prom mut(-) 531 Ser>Leu SP5
24 Out-17 MR >1<3 intermediario 259 Asp>Gly prom mut(-) 531 Ser>Leu SP5
Out-16 mono >10 alto 232 Pro>Thr todo mut(-) mut(-) SP 12~
25 Ago-17 mono >0,1<1 baixo 232 Pro>Thr todo mut(-) mut(-) SP 12~
Set-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2¢
28 Abr-17 MR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2¢
Jul-15 MR >3<10 intermediario todo mut(-) C-15T 531 Ser>Leu+mut(-) SP5
29 Ago-16 mono >0,1<1 baixo todo mut(-) todo mut(-) mut(-) NR
Fev-09 MR >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 12
30 Jan-16 pré-XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 12
Out-12 poli >1<3 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 526 His>Leu SP 5e
33 Mai-16 mono >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 526 His>Leu SP 5e
Jul-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 516 Asp>Val+mut(-) SP 3f
34 Nov-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr+mut(-) prom mut(-) 516 Asp>Val+ SP 3f
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531 Ser>Leu+mut(-)

Set-16 pré-XDR >3<10 intermediario todo mut(-) C-15T 531 Ser>Leu SP5
Abr-17 pré-XDR >1<3 intermediario 315 mut(-) C-15T 531 Ser>Leu SP5
35 Set-17 pré-XDR >1<3 intermediario todo mut(-) C-15T 531 Ser>Leu SP5
Abr-16 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2¢c
37 Ago-17 pré-XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr prom mut(-) 531 Ser>Leu SP 2c
Mai-16 mono >3<10 intermediario todo mut(-) todo mut(-) mut(-) PU
38 Nov-17 MR >3<10 intermediario 315 Ser>Asn prom mut(-) 531 Ser>Trp PU
Mai-15 mono <0,1 sensivel todo mut(-) todo mut(-) mut(-) SP 11
40 Mai-16 MR >10 alto 439 GIn>Arg todo mut(-) delegdo c6don 518 SP 11
505 Phe>Leu+526
Jul-16 MR >10 alto 315 Ser>Thr C-15T His>Asn SP 30a
505 Phe>Leu+526
Jun-17 MR >10 alto 315 Ser>Thr C-15T His>Asn SP 30a
M Ago-17 poli >10 alto 315 Ser>Thr+mut(-) C-15T+mut(-) mut(-) SP 2ga* + mix
Ago-13 poli >3<10 intermediario 315 Ser>Thr G-17T 526 His>Leu SP loa
Out-13 pré-XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr G-17T 526 His>Leu SP loa
Jun-14 pré-XDR >3<10 intermediario 315 Ser>Thr G-17T 526 His>Leu SP loa
Dez-14 poli >3<10 intermediario 315 Ser>Thr G-17T 526 His>Leu SP loa*
42 Fev-16 poli >10 alto 315 Ser>Thr G-17T 526 His>Leu SP loa*

CIM: concentracgdo inibitéria minima, MR: multirresistente, poli: polirresistente (resisténcia a
isoniazida e a outro(s) farmaco(s) de 12 linha, exceto rifampicina), mono: monorresistente a
isoniazida, pré-XDR: pré-extensivamente resistente, XDR: extensivamente resistente,
sensivel: isolado que se mostrou sensivel a isoniazida na repetigdo do teste fenotipico, 315
mut(-): isolado sem mutacdo somente no cddon 315 e que ndo teve todo o gene katG
sequenciado, prom  mut(-): isolado sem mutacdo somente na regido promotora e que ndo
teve todo o gene inhA sequenciado, todo mut(-): isolado que teve os genes katG e inhA
inteiramente sequenciados e ndo apresentou mutacdo nesses genes, mut(+): isolado com
mutacgédo inferida e que néo foi sequenciado, PU: perfil Unico de RFLP, *: uma banda de
diferenca em relacdo ao grupo genético relacionado (ex. o isolado com o perfil SP 19j*
possui até uma banda de diferenca em relagdo ao grupo SP19 j, **: duas bandas de
diferenca em relagdo ao grupo genético relacionado (ex. o isolado com o perfil SP 21la**
possui até duas bandas de diferenca em relagédo ao grupo SP 21a, ~: 3 bandas de diferenca
em relacdo ao grupo genético relacionado, NR: RFLP néo realizado, mix: perfil de RFLP que

sugere a existéncia de mais de um isolado em uma Unica amostra.
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5.6. Analise da tipagem molecular dos isolados de M. tuberculosis
por RFLP-IS6110

Para as analises dos perfis de RFLP dos isolados de M. tuberculosis
e dos desfechos de tratamento (item 5.7), foi incluido apenas um isolado por
paciente, considerando-se a data em que o isolado mais antigo do paciente
deu entrada no NTM, totalizando 303 isolados correspondendo, entdo, a 303
pacientes. Destes, 19 (6,3%) ndo apresentaram crescimento em cultura e
ndo puderam ser tipados, resultando em 284 (93,7%) isolados com
resultados de tipagem por RFLP.

Dos 284 isolados tipados, 167 (58,8%) estavam em cluster, cinco
(1,8%) apresentaram perfil com apenas duas bandas (2a), trés (1%)
apresentaram perfis sugestivos de culturas com mais de um isolado de M.
tuberculosis (mix) e 109 (38,4%) apresentaram perfis Unicos, ou seja, ndo
estavam em cluster. Do total de 284 isolados, 73 (25,7%) pertenciam aos
cinco clusters mais prevalentes, com mais de cinco isolados cada: SP 5
(n=36, 12,7%), SP 2c (n=13, 4,6%), SP 12 (n=10, 3,5%), SP 5ac (n=7, 1,8%)
e SP 1i (n=7, 1,8%) (Tabela 13).

Ao se considerar para a definicdo de cluster ndo somente o perfil de
bandas no RFLP como também os tipos de mutacdo encontrados ou nao
nos genes katG, inhA e rpoB, 126 dos 284 (44,4%) isolados tipados
permaneceram em cluster, ou seja, além do mesmo perfil de RFLP eles

apresentaram os mesmos tipos de mutacao (Tabela 13).
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Tabela 13. Perfis de RFLP-1S6110 dos isolados de M. tuberculosis de acordo

com o periodo de recebimento no NTM

2008-2009 (n=91) 2016 (n=193) Total (n=284)
n em cluster % em n em cluster % em n em cluster % em

Perfil N  (RFLP+mutacdo) cluster N  (RFLP+mutacdo) cluster N (RFLP+mutacéo) cluster
SP1 1 0 0 2 2 100 3 2 66,7
SP lak 2 2 100 - - - 2 2 100
SP 1g 1 1 100 2 1 50 3 2 66,7
SP 1i 2 2 100 5 5 100 7 7 100
SP 1m 2 2 100 2 2 100 4 4 100
SP 1o 3 3 100 2 2 100 5 5 100
SP 2c 2 2 100 11 11 100 13 13 100
SP 2ga - - - 2 0 0 2 0 0
SP 2L10 - - - 4 2 50 4 2 50
SP 3 - - - 4 0 0 4 0 0
SP 3ah - - - 2 2 100 2 2 100
SP 3ai - - - 3 3 100 3 3 100
SP 3f - - - 2 0 0 2 0 0
SP 3k 2 0 0 - - - 2 0 0
SP 4] - - - 2 2 100 2 2 100
SP 4n1 1 0 0 1 0 0 2 0 0
SP5 7 7 100 29 26 89,7 36 33 91,7
SP 5a 1 0 1 0 0 2 0 0
SP 5ab 1 0 2 0 0 3 0 0
SP 5ac - - - 7 7 100 7 7 100
SP 5e 1 0 0 1 0 0 2 0 0
SP 5f 1 1 100 2 2 100 3 3 100
SP 5f4 - - - 2 2 100 2 2 100
SP 6 1 0 0 3 2 66,7 4 2 50
SP 7 2 2 100 3 3 100 5 5 100
SP 10 1 0 0 4 0 0 5 0 0
SP 11 1 0 0 4 0 0 5 0 0
SP 12 2 2 100 8 8 100 10 10 100
SP 12b - - - 2 2 100 2 2 100
SP 12d 3 3 100 - - - 3 3 100
SP 16a 1 1 100 2 2 100 3 3 100
SP 21a - - - 4 4 100 4 4 100
SP 23 2 2 100 - - - 2 2 100
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SP 23a 1 1 100 1 100 2 2 100
SP 26 - - - 2 100 2 2 100
SP 30a 0 2 0 0 3 0 0
SP 41 2 2 100 - - - 2 2 100
Total cluster 44 33 75,0 123 93 75,6 167 126 75,4
2a* 3 - - 2 - - 5 - -
Mix** - - - 3 - - 3 - -
Perfil Unico 44 - - 65 - - 109 - -

* solados com apenas duas bandas.

** Perfil de RFLP correspondente a presenca de mais de um isolado na cultura.

A Figura 9 mostra os perfis de RFLP correspondentes aos 167

isolados encontrados em cluster.
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Figura 9. Perfis de RFLP-IS6110 dos isolados encontrados em cluster
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Os tipos de mutacédo encontrados nos genes katG e inhA nos cinco
clusters mais prevalentes estéo descritos na Tabela 14. Dos 36 isolados que
compdem o cluster SP 5, 22 (61,1%) eram monorresistentes, 11 (30,6%) MR
e trés (8,3%) pré-XDR. Entre os 36 isolados deste cluster, 33 (91,7%) tinham
somente a mutacdo C-15T no inhA, sendo que 24 (72,7%) deles
apresentaram baixo nivel de resisténcia, seis (16,7%) eram intermediarios e
trés (8,3%) tinham alta resisténcia a isoniazida.

Os 13 isolados do cluster SP 2c apresentaram todos a mutacao
Ser315Thr no katG (Tabela 14), sendo dois (15,4%) monorresistentes, 10
(76,9%) MR e um (7,7%) pré-XDR. Onze (84,6%) dos 13 isolados tinham
resisténcia intermediaria, sendo oito deles MR.

Todos os 10 isolados do cluster SP 12 também apresentaram a
mutacdo Ser315Thr no katG (Tabela 14), sendo que sete (70%) eram MR e
trés (30%) pré-XDR. Todos os 10 isolados do cluster SP 12 apresentaram
resisténcia intermediaria a isoniazida.

Os sete isolados do cluster SP 5ac apresentaram a mutacdo C-15T
no inhA (Tabela 14), sendo seis (85,7%) monorresistentes e um (14,3%)
polirresistente. Todos o0s isolados apresentaram baixa resisténcia a
isoniazida.

O cluster SP 1i continha sete isolados, todos também com a
mutacdo Ser315Thr no katG (Tabela 14), dos quais cinco (71,4%) eram
monorresistentes e dois (28,6%) MR. Todos os sete isolados apresentaram

resisténcia intermediaria.
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Tabela 14. Mutacdes nos genes katG e inhA encontradas nos isolados de M.

tuberculosis contidos nos cinco clusters mais prevalentes encontrados no

estudo
Clusters
SP5 SP 2c SP 12 SP 5ac SP 1i
(n=36) (n=13) (n=10) (n=7) (n=7)
Mutacéao n % n % n % n % %
katG Ser315Thr - - 13 100 10 100 - - 100
inhA C-15T 33 91,7 - - - - 7 100 -
katG Ser315Gly+inhA C-15T 1 2,8 - - - - - - -
katG Leu604Ser+inhA C-15T 1 2,8 - - - - - - -
Sem mutacao 1 2,8 - - - - - - -
Para a analise da relacdo entre os tipos de mutacédo e a distribuicédo
dos isolados em cluster, foram excluidos da amostra cinco isolados com o
perfil 2a (correspondente ao aparecimento de apenas duas bandas da
IS6110) e trés isolados com o perfil mix (sugestivo da presenca de mais de
um isolado na cultura), totalizando 276 isolados (Tabela 15).
Tabela 15. Relacao entre mutacdes nos genes katG e inhA e distribuicdo em
clusters dos 276 isolados de M. tuberculosis incluidos na analise
2008-2009 2016 Total
em cluster em cluster em cluster
Mutagé&o N n % N n % N n % OR total® (95% IC) P
katG 315% 47 23 489 76 52 684 123 75 61,0 ref ref
katG outras 9 1 111 15 5 333 24 6 250 0,22 (0,07-0,62) 0,002
inhA C-15T 17 12 706 59 49 831 76 61 803 2,59 (1,28-5,48) 0,006
katG+inhA® 5 800 7 6 857 12 10 833 3,18 (0,64-31,1) 0,22
Sem mutacao 10 40,0 31 11 355 41 15 36,6 0,37 (0,17-0,81) 0,01
Total 88 44 50,0 188 123 654 276 167 60,5 - -

% consideradas todas as mutagées encontradas no cédon 315 do gene katG

® consideradas todas as mutacdes encontradas nos genes katG e inhA, incluindo as

mutag¢des no katG 315 e a mutag¢@o C-15T no inhA

¢ considerados os valores totais de ambos os periodos constantes na terceira coluna da

tabela para o célculo; OR: odds ratio ou razéo de chances
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Os isolados com mutacdes no cédon 315 do katG apresentaram-se
com maior frequéncia em cluster (61%) quando comparados aos isolados
com mutac¢des em outros codons do katG (25%, p= 0,002), assim como
gquando comparados aos isolados sem mutacdo (36,6%, p= 0,01). Ja os
isolados com a mutacdo C-15T no inhA apresentaram-se com maior
frequéncia em cluster quando comparados aos isolados com mutacdes no
315 do katG (80,3% vs 61%, p= 0,006) (Tabela 15).

5.7. Analise dos dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais, e

dos desfechos de tratamento dos pacientes

Dos 303 pacientes incluidos no estudo, 142 (46,9%) apresentavam
TB monorresistente a isoniazida, 40 (13,2%) TB polirresistente, 102 (33,7%)
TB-MR, 11 (3,6%) TB pré-XDR e oito (2,6%) TB-XDR (Figura 10).

@

® Monorresistente  ® Polirresistente = Multirresistente ®m Pré-XDR = XDR

Figura 10. Perfil de resisténcia dos 303 isolados de M. tuberculosis

correspondentes aos 303 pacientes incluidos no estudo



Entre os 303 pacientes incluidos no estudo, 299 (98,7%) foram
notificados no sistema TB-WEB. Entre os quatro pacientes nao notificados
no sistema, um era do ano de 2008 e trés de 2009.

Na Tabela 16 encontram-se os dados sociodemograficos e clinicos
dos 299 pacientes notificados no sistema TB-WEB. A maioria dos pacientes
era do sexo masculino (n=232, 77,6%) e 284 (95%) apresentavam a forma
pulmonar da doenca. Do total de 299 pacientes, 157 (52,5%) eram casos
novos de TB, dos quais 85 (54,1%) apresentavam TB monorresistente, 23
(14,6%) polirresistente, 44 (28%) MR, quatro (2,5%) pré-XDR e um (0,6%)
XDR.

Tabela 16. Caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos 299 pacientes

com tuberculose resistente notificados no sistema TB-WEB

Dados sociodemograficos e

clinicos N° de pacientes Proporcgao (%)
Sexo

Masculino 232 77,6
Feminino 67 22,4

Faixa etaria (anos)

16-25 45 15,1
26-35 72 24,1
36-45 76 25,4
46-55 67 22,4
>55 39 13,0
Raca

Amarelo 1 0,3
Branco 109 36,5
Pardo 102 34,1
Preto 33 11,0
Indigena 1 0,3
N&o informado 53 17,7
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Instrucéo

1-3 anos 28 94
4-7 anos 105 35,1
8-11 anos 79 26,4
12-14 anos 11 3,7
>15 anos 2 0,7
N&o informado 74 24,7

Forma clinica

Pulmonar 284 95,0
Extrapulmonar 6 2,0
Pulmonar+extrapulmonar 9 3,0

Sorologia anti-HIV

Positiva 36 12,0
Negativa 255 85,3
Nao informada/nao realizada 8 2,7

Tipo de caso no estudo

Novo 157 52,5
Recidiva 59° 19,7
Retratamento apds faléncia 30 10,0
Retratamento apds abandono 52 17,4
Retratamento apds intolerancia 1 0,3

Fator de risco para TB®

Uso de élcool 108 36,1
Uso de drogas 79 26,4
Diabetes 41 13,7
Privado de liberdade 37 12,4
Sem residéncia fixa 22 7.4

% 4 pacientes notificados mas o tratamento n&o foi iniciado

1 paciente notificado mas o tratamento néo foi iniciado

¢ os fatores de risco foram contabilizados independentemente um do outro, ou seja, caso o
paciente tivesse mais de um fator de risco, ele foi considerado mais de uma vez.

99



Na Tabela 17 estdo descritas as mutagdes encontradas nos genes
katG e inhA dos isolados correspondentes aos 299 pacientes notificados na
TB-WEB, classificados em casos novos, recidiva e retratamento. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre os casos novos, de recidiva e de

retratamento com relacao ao tipo de mutagao encontrado.

Tabela 17. Mutacdes nos genes katG e inhA dos isolados de M. tuberculosis

correspondentes aos 299 pacientes notificados, de acordo com o tipo de

caso
Tipo de caso

Novo Recidiva Retratamento
Mutacéo n % n % n %
katG 76 48,4 28 47,5 51 61,4
inhA 47 29,9 20 33,9 18 21,7
katG+inhA 10 6,4 2 3,4 3 3,6
Sem mutacgao 24 15,3 9 15,2 11 13,3
Total 157  100,0 59 100,0 83 100,0

Ao se analisar a taxa de cura dos 299 pacientes notificados,
divididos em casos novos e recidiva/retratamento, observou-se que 0s casos
novos tiveram taxas de cura maiores do que o0s casos de
recidiva/retratamento nos grupos de pacientes monorresistentes a
isoniazida, polirresistentes, MR e pré-XDR (as diferencas ndo foram
estatisticamente significantes dentro de cada grupo). Entre os pacientes
XDR, o Unico caso novo ndo apresentou cura, enquanto um dos sete casos
de recidiva/retratamento foi curado. Quando consideradas as taxas de cura
totais para os casos novos e de recidiva/retratamento, a diferenga foi
estatisticamente significante (p< 0,0001) (Tabela 18).
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Tabela 18. Taxas de cura de acordo com o tipo de caso dos 299 pacientes com tuberculose resistente notificados

Monorresistente Polirresistente Multirresistente Pré-XDR XDR Total
cura cura cura cura cura cura
Tipo de caso ntotal n % ntotal n % ntotaa n % ntotai n % ntotal n % ntotaa n % P
Novo 85 60 70,6 23 19 82,6 44 26 59,1 4 3 750 1 0 0,0 157 108 68,8 <0,0001
Recidiva+Retratamento 56 30 53,6 17 9 529 55 22 40,0 7 3 429 7 1 14,3 142 65 45,8
Total 141 90 63,8 40 28 70,0 99 48 48,5 11 6 54,5 8 1 12,5 299 173 57,9
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Considerando o total de 303 pacientes incluidos no estudo (299
notificados e quatro nao notificados), 57,4% (n=174) dos pacientes
apresentaram cura, seguidos por 12,9% (n=39) que abandonaram o
tratamento e esta mesma porcentagem de pacientes foi a 6bito. Faléncia de
tratamento foi apresentada por 11,9% (n=36) dos 303 pacientes (Tabela 19).

Quando comparadas as taxas de cura entre os pacientes de acordo
com a resisténcia fenotipica, foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os pacientes com TB monorresistente e MR (64,1% vs
47,1%, p= 0,02), assim como entre 0s pacientes monorresistentes e com
TB-XDR (63,4% vs 12,5%, p= 0,01). Os pacientes com TB polirresistente
também apresentaram taxa de cura maior do que os pacientes com TB-MR
(70% vs 47,1%, p= 0,02) e do que os pacientes com TB-XDR (12,5%, p=
0,004) (Tabela 19).

Tabela 19. Desfechos de tratamento dos 303 pacientes incluidos no estudo,

de acordo com o perfil de resisténcia dos isolados de M. tuberculosis

Monorresistente Polirresistente Multirresistente  Pré-XDR XDR Total
Desfecho n % n % n % n % n % n %
Cura 91 64,1 28 70,0 48 47,1 6 545 1 125 174 574
Abandono 18 12,7 5 12,5 14 13,7 1 91 1 125 39 129
Faléncia 9 6,3 2 50 20 19,6 1 919 4 500 36 11,9
Obito TB + ndo TB 19 13,4 3 7,5 12 11,8 3 27,3 2 250 39 129
Transferéncia 2 1,4 - - - - - - - - 2 0,7
Em andamento 1 0,7 1 2,5 2 2,0 - - - - 4 1,3
Sem informacéao* 1 0,7 1 2,5 3 2.9 - - - - 5 1,6
Nao notificado 1 0,7 - - 3 2.9 - - - - 4 1,3
Total 142 100,0 40 100,0 102 100,0 11 100,0 8 100,0 303 100,0

* pacientes notificados com a informacgé&o de “tratamento nédo iniciado” na TB-WEB

A Tabela 20 mostra os desfechos de tratamento dos 142 pacientes
com TB monorresistente estudados, de acordo com o nivel de resisténcia a

isoniazida e com as mutag¢des encontradas. A taxa de cura foi mais alta para
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0S pacientes cujos isolados possuiam mutacbes no inhA quando
comparados aqueles que ndo tinham mutacao (74,2% vs 50%, p= 0,04) e
aos que tinham mutacao apenas no katG (74,2% vs 66%, p= 0,47) (Tabela
20).

Dos 141 pacientes com TB monorresistente a isoniazida notificados, 64
(45,4%) tomaram o esquema basico para o tratamento, sendo 18 sem o
etambutol (pacientes diagnosticados em 2008) e 46 com o etambutol.
Destes 64 pacientes, 37 (57,8%) apresentaram cura. As mutacdes
associadas a resisténcia a isoniazida encontradas nos isolados pertencentes
a estes 37 pacientes constam na Tabela 21.

O esquema RZES (rifampicina, pirazinamida, etambutol e
estreptomicina) foi administrado a 51 pacientes com TB monorresistente,
dos quais 42 (82,3%) apresentaram cura, enquanto que 0 esquema
RZEOfl/Lev (rifampicina, pirazinamida, etambutol, ofloxacina/levofloxacina)
foi dado a 11 pacientes, dos quais 7 (63,3%) curaram. Os demais pacientes

receberam esquemas individualizados.
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Tabela 20. Desfechos de tratamento dos pacientes com tuberculose monorresistente a isoniazida incluidos no estudo

Nivel de resisténcia a isoniazida

Alto (n=11) Intermediario (n=48) Baixo (n=80) Sensivel (n=3)* Total (n=142)

Desfecho (n total) katG inhA sem mut katG inhA katG+inhA sem mut katG inhA sem mut Sem mut katG inhA katG+inhA sem mut
Cura (93) 4 - 2 24 1 - 2 3 45 9 3 31 46 - 16
Abandono (17) - 1 - 3 2 1 - 1 5 4 - 4 8 1 4
Faléncia (8) - - 1 1 - - 1 1 1 3 - 2 1 - 5
Obito TB + n&o TB (19) - - 2 9 1 - 2 - 5 - - 9 6 - 4
Transferéncia (2) - - - - - - - - - 2 - - - - 2
Em andamento (1) - - - - - - - - 1 - - - 1 - -
Sem informag&o** (1) 1 - - - - - - - - - - 1 - - -
N&o notificado (1) - - - - - - 1 - - - - - - - 1
Total (142) 5 1 5 37 4 1 6 5 57 18 3 47 62 1 32
% cura*** 80,0 - 40,0 64,9 250 - 33,3 60,0 78,9 50,0 100,0 66,0 74,2 - 50,0

* isolados sem mutagdo no katG e inhA e que se mostraram sensiveis a isoniazida apés a repeticdo do teste de sensibilidade fenotipico
** paciente notificado com a informacéo de tratamento néo iniciado na TB-WEB

***04 cura = n° de pacientes que curaram/total de pacientes para cada tipo de mutacéo
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Tabela 21. MutacBes encontradas nos isolados de M. tuberculosis dos 37 pacientes com tuberculose monorresistente a

isoniazida que foram tratados com o esquema | ou esquema basico e apresentaram cura

Mutacéo
Tipo de caso katG % inhA % Sem mutacéao % Total
Novo 8 33,3 12 50,0 4 16,7 24
Recidiva 1 12,5 6 75,0 1 12,5
Retratamento 2 40,0 3 60,0 - -
Total 11 29,7 21 56,8 5 13,5 37

Quanto aos pacientes com TB polirresistente e TB-MR, as taxas de cura nao diferiram significativamente entre os
isolados com mutagdes no katG, no inhA, em ambos o0s genes e em nenhum dos genes (Tabela 22 e Tabela 23).

Entre os 40 pacientes com TB polirresistente notificados, 15 (37,5%) tomaram o esquema basico com ou sem
etambutol, sendo que 9 (60%) apresentaram cura. Dois pacientes tomaram o esquema RZES, sendo que um curou. O
esquema RZEOfl/Lev foi dado a 13 pacientes, dos quais 11 (84,6%) curaram. Os demais pacientes tomaram esquemas
variados.

Entre os 99 pacientes com TB-MR notificados, os esquemas de tratamento mais frequentes foram ZESTLev (11/15
pacientes curaram, 73%), ZESEt (pirazinamida, etambutol, estreptomicina e etionamida) (3/12 pacientes curaram, 25%),
ZETALev (pirazinamida, etambutol, terizidona, amicacina e levofloxacina) (7/9 pacientes curaram, 78%) e ZEEtCapLev

(pirazinamida, etambutol, etionamida, capreomicina e levofloxacina (3/7 pacientes curaram, 43%).
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Tabela 22. Desfechos de tratamento dos pacientes com tuberculose polirresistente incluidos no estudo

Nivel de resisténcia a isoniazida

Alto (n=6) ‘ Intermediario (n=28) Baixo (n=5) Sensivel (n=1)* Total (n=40)

Desfecho (n total) katG katG+inhA sem mut katG inhA sem mut katG inhA sem mut sem mut katG inhA katG+inhA sem mut
Cura (28) - 2 - 19 1 1 1 - 3 1 20 1 2

Abandono (5) - - 1 2 - 1 - 1 - - 2 1 -

Faléncia (2) - - - - - - - - - - - -
Obito TB + n&o TB (3) 1 1 - 1 - - - - - - 2 - 1 .

Em andamento (1) - - - - - - - - - - - 1 -
Sem informac&o** (1) - - - 1 - - - - - - 1 - - -
Total (40) 1 4 1 25 1 2 1 1 3 1 27 2 4 7

- 50,0 - 76,0 100,0 50,0 100,0 - 100,0 100,0 74,1 50,0 50,0 71,4

% cura***

* isolados sem mutagéo no katG e inhA e que se mostraram sensiveis a isoniazida apés a repeticdo do teste de sensibilidade fenotipico

** paciente notificado com a informacéo de tratamento néo iniciado na TB-WEB
***04 cura = n° de pacientes que curaram/total de pacientes para cada tipo de mutacdo
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Tabela 23. Desfechos de tratamento dos pacientes com tuberculose multirresistente incluidos no estudo

Nivel de resisténcia a isoniazida

Alto (n=20) Intermediario (n=67) Baixo (n=15) Total (n=102)

Desfecho (n total) katG inhA katG+inhA sem mut katG inhA katG+inhA sem mut katG inhA sem mut katG inhA katG+inhA sem mut
Cura (49) 6 1 2 1 30 1 3 1 - 4 - 36 6 5 2
Abandono (14) 4 - - - 7 1 - - 1 1 - 12 2 - -
Faléncia (20) 2 2 1 - 7 4 - - 1 2 1 10 8 1 1
Obito TB + ndo TB (12) - - - - 7 2 - - 1 1 1 8 3 - 1
Em andamento (2) - - 1 - 1 - - - - - - 1 - 1 -
Sem informagéo* (3) - - - - 2 - - - - - 1 2 - - 1
Nao notificado (2) - - - - 2 - - - - - - - - -
Total (102) 12 3 4 1 56 8 3 1 3 8 3 71 19 7 5
% cura** 50,0 33,3 50,0 100,0 53,6 12,5 100,0 100,0 - 500 - 50,7 31,6 71,4 40,0

* tratamento ndo iniciado

** 06 cura = n° de pacientes que curaram/total de pacientes para cada tipo de mutacdo
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As taxas de cura dos 11 pacientes com TB pré-XDR foram similares para os isolados com mutacao no katG e no inhA
(50% e 66,7%, respectivamente) (Tabela 24).

Entre os oito pacientes com TB-XDR, o Unico que apresentou cura tinha um isolado com mutacdo em ambos o0s
genes (Tabela 25).

Tabela 24. Desfechos de tratamento dos pacientes com tuberculose pré-extensivamente resistente incluidos no
estudo

Nivel de resisténcia aisoniazida

Alto (n=1) Intermediario (n=10) Total (n=11)

Desfecho (n total) katG katG inhA katG inhA
Cura (6) i 4 2 4 2
Abandono (1) - 1 - 1 -
Faléncia (1) - - 1 - 1
Obito TB + ndo TB (3) 1 2 - 3 -
Total (11) 1 7 3 8 3

% cura* - 57,1 66,7 50,0 66,7

* 0% cura = n° de pacientes que curaram/total de pacientes para cada tipo de mutagéo
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Tabela 25. Desfechos de tratamento dos pacientes com tuberculose extensivamente resistente incluidos no estudo

Nivel de resisténcia aisoniazida

Alto (n=4) Intermediario (n=4) Total (n=8)
Desfecho (n total) katG katG+inhA katG katG katG+inhA
Cura (1) - 1 - - 1
Abandono (1) - - 1 1 -
Faléncia (4) - 2 2 2 2
Obito TB + ndo TB (2) 1 - 1 2 -
Total (8) 1 3 4 5 3
% cura* - 33,3 - - 33,3

* 06 cura = n° de pacientes que curaram/total de pacientes para cada tipo de mutagéo
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Considerando os niveis de resisténcia a isoniazida para os grupos de pacientes com TB monorresistente,
polirresistente e MR, houve diferenca estatistica entre as taxas de cura entre os isolados monorresistentes e MR com baixo
nivel de resisténcia (71,3% vs 28,6%, p= 0,006) . Houve também diferenca estatistica entre as taxas de cura de isolados com
nivel baixo e intermediario de resisténcia (71,3% vs 53,2%, p= 0,04) dentro do grupo de pacientes com TB monorresistente.
Quando se consideram as taxas de cura totais, 0s pacientes cujos isolados tinham baixa resisténcia apresentaram taxa de
cura maior do que os pacientes com isolados com alta resisténcia (65,7% vs 45,2%, p= 0,04) (Tabela 26). Os grupos pré-

XDR e XDR néo foram incluidos na analise devido a pequena quantidade de pacientes.

Tabela 26. Taxas de cura dos 295 pacientes notificados* de acordo com o nivel de resisténcia a isoniazida dos isolados de M.

tuberculosis

Monorresistente Polirresistente Multirresistente Pré-XDR XDR Total
Nivel resisténcia N N % N N % N N % N N % N N % N N % P
isoniazida total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura
Alto 11 6 545 6 2 33,3 20 10 50,0 1 0 0 4 1 25,0 42 19 45,2 0,06
Intermediario 47 25 53,2 28 21 75,0 65 34 52,3 10 6 60,0 4 0 0 154 86 55,8
Baixo 80 57 71,3 5 4 80,0 14 4 286 0 0 0 0 0 0 99 65 65,7
Total 138 87 63,8 39 27 69,2 99 48 48,5 11 6 545 8 1 125 295 169 57,6

* nao foram incluidos na analise os quatro isolados sensiveis a isoniazida ap6s a repeticdo do teste fenotipico referentes a trés pacientes com TB
monorresistente e a um paciente com TB polirresistente
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Quando foram consideradas as mutacdes encontradas nos genes katG e inhA, houve diferenca estatistica apenas
entre as taxas de cura dos pacientes com isolados monorresistentes com mutacdo somente no inhA em comparacao aos MR

que também apresentaram mutacao apenas neste gene (74,2% vs 27,8%, p= 0,001) (Tabela 27).

Tabela 27. Taxas de cura dos 295 pacientes notificados* de acordo com as mutacdes encontradas nos genes katG e inhA

nos isolados de M. tuberculosis

Monorresistente Polirresistente Multirresistente Pré-XDR XDR Total

Mutacao N N % N N % N N % N N % N N % N N % P

total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura total cura cura
katG 47 29 61,7 27 20 74,1 69 36 522 8 4 50,0 5 0 0 156 89 57,1 0,45
inhA 62 46 74,2 2 1 50,0 18 5 27,8 3 2 66,7 - - - 85 54 63,5
katG+inhA 1 0 0 4 2 50,0 7 5 71,4 - - - 3 1 33,3 15 8 53,3
Sem mutacgéo 28 13 46,4 6 4 71,4 5 2 40,0 - - - - - - 39 19 48,7
Total 138 87 63,0 39 27 69,2 99 48 485 11 6 545 8 1 125 295 169 57,3

* ndo foram incluidos na andlise os quatro isolados sensiveis a isoniazida apés a repeticao do teste fenotipico referentes a trés pacientes com TB

monorresistente e a um paciente com TB polirresistente
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6. DISCUSSAO

A TB resistente aos farmacos pode vir a se tornar a doenca mais letal
do mundo, responsavel por 25% das mortes causadas por microrganismos
com resisténcia antimicrobiana (Review on Antimicrobial Resistance, 2016).
A partir de 2016, a OMS passou a recomendar um esquema de tratamento
encurtado com duracdo de 9-12 meses para pacientes com TB-MR contendo
isoniazida em altas doses, ou seja, o dobro da dosagem normalmente
utilizada (Falzon et al., 2017).

Estudos demonstraram que a isoniazida em altas doses (16-18 mg/kg)
pode ser seguramente utilizada sem o aumento do risco de toxicidade para
0s pacientes com TB-MR e XDR cujos isolados possuam baixo nivel de
resisténcia a isoniazida (Moulding 1981; Katiyar et al., 2008). Neste sentido,
a deteccdo das mutacBes associadas a diferentes niveis de resisténcia a
isoniazida pode fornecer subsidios para guiar a terapéutica mais apropriada
ao paciente.

O presente estudo investigou as mutagbes nos principais genes
relacionados a resisténcia a isoniazida, katG e inhA, e correlacionou-as com
o nivel fenotipico de resisténcia de 367 isolados clinicos de M. tuberculosis
resistentes a isoniazida de pacientes do estado de Sdo Paulo. A triagem
inicial das mutacfes no cédon 315 do gene katG e na regido promotora do
gene IinhA pelos testes genotipicos de PCR em tempo real e
sequenciamento, e pelo kit GenoType MTBDRplus, revelou mutagcdes em
277 dos 367 isolados (75,5%), sendo que 90 (24,5%) ndo apresentaram
mutacdo em nenhum dos dois alvos.

A mutacdo mais frequente encontrada no cdédon 315 do katG foi a
substituicdo da serina pela treonina (Ser315Thr), que ocorreu em 95,5%
(169/177) dos isolados com mutacdes neste coédon. Com relacdo ao
promotor do inhA, 91,5% (108/118) dos isolados com mutag&o nesta regiao
tiveram a substituicdo C-15T. Ambos os tipos de mutacdo sdo o0s mais
frequentes reportados mundialmente relacionados a resisténcia a isoniazida,
corroborando nossos resultados (Zhang and Yew, 2009; Vilchéze and
Jacobs Jr., 2014).
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Outros tipos de mutacdo ja descritos no cdédon 315 do gene katG
também foram encontrados, como Ser315Asn, Ser315Arg e a delecdo deste
cédon (Vilcheze and Jacobs Jr.,, 2014). Também foram observadas
mutacdes em outros 32 codons do katG, além da presenca de mais de uma
mutacdo neste gene em um mesmo isolado. Esta grande variabilidade de
mutacOes pode ser explicada pelo fato de que o gene katG esta localizado
em uma regido altamente varidvel do genoma de M. tuberculosis. Como
observado em nosso estudo, as mutacfes pontuais neste gene sdo mais
frequentes do que as delec¢des (Unissa et al., 2016).

Quanto as mutacdes na regido promotora do gene inhA, além da
substituicdo C-15T, foi também observada a substituicdo G-17T, que ocorreu
em 10 isolados sempre em conjunto com a mutacdo Ser315Thr no gene
katG. Um estudo realizado na Africa do Sul encontrou a mutagéo G-17T em
83% dos isolados XDR (Muller et al., 2011). Em nosso estudo, 6/10 (60%)
isolados com esta mutacdo eram polirresistentes, dois (20%) eram MR e
dois (20%) eram pré-XDR.

Pelo fato de o inhA ser um gene essencial para o M. tuberculosis, a
ocorréncia de mutacdes em sua regido codificante é rara (Vilcheze and
Jacobs Jr., 2014). Neste estudo, foram observadas duas mutacoes
diferentes na regido codificante do inhA: trés isolados com a mutacao
Ser94Ala e um com a mutacao silenciosa Gly76Gly. Os trés isolados com a
mutagdo Ser94Ala tiveram baixo nivel de resisténcia a isoniazida e néo
apresentaram mutacéo no katG. Ja o isolado com a mutacdo Gly76Gly tinha
duas mutacdes no katG (Arg463Leu e Ala478Arg) e alta resisténcia a
isoniazida.

Morlock e col. (2003) identificaram a mutacdo Ser94Ala em trés
isolados com resisténcia intermediaria a isoniazida, um deles apresentando
somente esta mutacao, o segundo apresentando também a mutacdo C-15T
no inhA e o terceiro apresentando uma mutacdo no katG. Brossier e col.
(2006) observaram a mutacao Ser94Ala em sete isolados com baixo nivel de
resisténcia a isoniazida, sendo que quatro deles também tinham a mutacao

C-15T no inhA e os outros trés tinham mutacbes no katG, incluindo a
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Arg463Leu, também observada em nosso estudo. A mutacdo Arg463Leu é
considerada um polimorfismo, por ser encontrada com mais frequéncia em
isolados sensiveis a isoniazida ou juntamente com outras mutacdes no katG
(Brossier et al., 2006; Vilcheze and Jacobs Jr., 2014), como também foi
observado neste trabalho.

Diversos estudos mostraram que a mutacdo Ser315Thr no katG
aparece com mais frequéncia em isolados MR do que nos monorresistentes
a isoniazida (Marttila et al., 1998; Hazbon et al.,, 2006). Neste estudo, a
ocorréncia desta mutagdo nos isolados polirresistentes, MR, pré-XDR e XDR
foi maior do que nos isolados monorresistentes.

Considerando os niveis de resisténcia a isoniazida, mais da metade
dos isolados analisados neste estudo (55,9%, n=205/367) apresentaram
nivel intermediario de resisténcia, sendo que 59% destes isolados tiveram
CIM >3<10 pg/mL.

Quanto a relacdo entre as mutacfes e 0s hiveis de resisténcia a
isoniazida nos isolados estudados, 98,1% dos isolados com apenas a
mutacdo Ser315Thr no katG tiveram resisténcia intermediaria, proporcao
superior a de 82,7% encontrada por Lempens e col. (2018) para isolados
com resisténcia intermediaria (CIM<3,2<12,8 pg/mL em meio sélido de
Lowénstein-Jensen). Somente um isolado com esta mutacdo apresentou
baixo nivel de resisténcia em nosso estudo, enquanto Lempens e col. (2018)
ndo encontraram nenhum isolado com esta mutacdo e baixa resisténcia a
isoniazida.

Mutacdes em diferentes regides do gene katG também foram descritas
em isolados resistentes a isoniazida por outros autores (Kandler et al., 2018;
Lempens et al., 2018), as quais conferiram diferentes niveis de resisténcia,
como encontrado em nosso estudo.

Neste trabalho, 73,7% dos isolados com a substituicdo C-15T no
promotor do inhA apresentaram baixo nivel de resisténcia a isoniazida,
confirmando a associacdo entre mutacbes na regido promotora do inhA e
niveis baixos de resisténcia observada em outros estudos (Cambau et al.,
2015; Lempens et al., 2018).
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Mutacbes conjuntas nos genes katG e inhA foram encontradas em 24
isolados, sendo que 16 (66,6%) tinham alto nivel de resisténcia a isoniazida.
Lempens e col. (2018) também observaram uma maior frequéncia de
mutacBes em ambos 0s genes em isolados com alta resisténcia.

Mesmo ap0Os o0 sequenciamento dos genes katG e inhA completos dos
isolados que néo tinham mutacdo no codon 315 do katG e no promotor do
inhA, 47 (12,8%) dos 367 isolados fenotipicamente resistentes a isoniazida
estudados continuaram sem apresentar mutacdes nesses genes. A
resisténcia a isoniazida nestes isolados pode estar associada a mutacdes
em outros genes, como 0s que regulam a expressdo do katG (regido
intergénica furA-katG e sigl), além dos genes ahpC, oxyR, kasA e ndh e dos
genes envolvidos nos mecanismos de bomba de efluxo (Vilcheze and
Jacobs Jr., 2014; Unissa et al., 2016).

Com relacdo a resisténcia a rifampicina, sabe-se que mais de 95% das
mutacdes se encontram na RRDR de 81 pb do gene rpoB (Ramaswamy and
Musser, 1998). Neste estudo, 157 dos 162 isolados fenotipicamente
resistentes a rifampicina apresentaram mutacdes neste gene, ou seja, a
deteccdo de mutacdes no rpoB apresentou 96,9% de sensibilidade. Por sua
vez, 16 dos 212 isolados (7,5%) fenotipicamente sensiveis também
apresentaram mutacdes, resultando em 92,5% de especificidade

A mutagcdo mais frequente encontrada no rpoB foi a Ser531Leu,
seguida por mutacdes nos cédons 526, 516, 522, 505, 518 e 513. A mutacédo
Ser531Leu é a mais frequentemente encontrada em isolados MR e causa
altos niveis de resisténcia a rifampicina e rifabutina (Miotto et al., 2017). Dos
116 isolados com a mutacédo Ser531Leu encontrados no presente estudo, 89
(76,7%) eram MR, 21 (18,1%) pré-XDR e seis (5,2%) XDR.

Entre os 16 isolados fenotipicamente sensiveis a rifampicina que
apresentaram mutacdes no rpoB, 12 apresentaram mutacdes diferentes no
coédon 526, um apresentou muta¢do no codon 533, um no codon 516 e dois
ndo foram sequenciados. As mutacdes His526Leu e Asp516Phe,
encontradas em um isolado monorresistente a isoniazida e em um isolado

polirresistente, respectivamente, costumam conferir resisténcia fenotipica a
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rifampicina, mas nao a rifabutina. Por possuirem CIM proxima a
concentracéo critica testada fenotipicamente, podem ter resultado sensivel a
rifampicina, explicando os resultados encontrados. A mutacdo His526Asn,
encontrada em cinco isolados monorresistentes a isoniazida, a His526Ser,
encontrada em um isolado polirresistente e a Leu533Pro, também
encontrada em um isolado polirresistente, ndo conferem resisténcia
fenotipica a rifampicina e rifabutina, mas podem aumentar o risco de faléncia
de tratamento ou recidiva, especialmente quando o isolado € resistente a
isoniazida (Miotto et al., 2017).

Com relagéo aos 23 pacientes que tiveram mais de um isolado com
variacbes fenotipicas e/ou genotipicas entre si incluidos no estudo, a
tipagem molecular por RFLP revelou que os perfis de bandas se mantiveram
0S mesmos para os isolados de 21 desses pacientes. De maneira geral, os
isolados de um mesmo paciente eram do mesmo ano ou tinham em média
um ano de diferenca entre si. No entanto, o mesmo perfil foi mantido por 10
dos 11 isolados do paciente 6, que deram entrada no NTM nos anos de
2013, 2014, 2015, 2016 e 2017, ou seja, possuiam até quatro anos de
diferenca. Todos os isolados deste paciente apresentaram somente duas
bandas no RFLP, indicando que a infeccdo se manteve durante todos esses
anos sendo causada pelo mesmo isolado.

Casos semelhantes em que o mesmo isolado se manteve durante um
periodo mais longo de tempo ocorreram com o paciente 20, que teve um
isolado do ano de 2009, um de 2016 e quatro de 2017, assim como O
paciente 30 com um isolado de 2009 e outro de 2016, e com o paciente 33
(um isolado de 2012 e outro de 2016). O paciente 42 teve dois isolados de
2013, dois de 2014 e um de 2016, sendo que os quatro primeiros tinham o
mesmo perfil de RFLP e os dois Ultimos apresentaram somente uma banda
de diferenca com relacdo aos anteriores. Alves e col. (2011) demonstraram
gue isolados de um mesmo paciente tinham perfis de MIRU-VNTR altamente
relacionados, sugerindo que eles se originaram de um isolado comum e

rejeitando a hipdtese de ocorréncia de reinfeccéo por outro isolado.
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O paciente 1 apresentou dois isolados multirresistentes com diferentes
perfis de RFLP e com apenas cinco meses de diferenga entre as datas de
entrada no laboratdrio. O segundo isolado ndo possuia mutacdo em nenhum
dos genes, apesar de ser multirresistente no teste fenotipico. van Rie e col.
(2005) também encontraram resultados discordantes entre o teste fenotipico
e a analise dos genes associados a resisténcia a isoniazida e rifampicina em
isolados de um mesmo paciente. Em trés casos o teste fenotipico foi
sensivel e o isolado possuia mutagédo, enquanto que em outros dois casos a
andlise dos genes ndo revelou mutacbes em isolados fenotipicamente
resistentes (van Rie et al., 2005).

Também foram observados alguns isolados com alteracdes nos perfis
fenotipicos, passando de mudltipla resisténcia para perfis menos resistentes
(MR para monorresistente/polirresistente nos pacientes 6 e 29, por
exemplo). A andlise das mutac¢des mostrou que os isolados MR de ambos os
pacientes possuiam gendtipos mutantes e selvagens para o gene rpoB.
Resultados semelhantes foram obtidos por Alves e col. (2011), que
observaram o mesmo perfil de MIRU-VNTR ou perfis bastante similares em
isolados com variagBes fenotipicas. Esses autores afirmam que um mesmo
isolado pode ter populacées com diferentes perfis de resisténcia e somente
um dos perfis acaba sendo detectado pelo teste fenotipico devido a selecdo
gue ocorre pelo crescimento em cultura (Alves et al., 2011).

O paciente 41 apresentou isolados com perfis de RFLP diferentes entre
si, apesar da diferenga de somente um ano e alguns meses entre as datas
de entrada no laboratorio, sendo que o perfil de mutacdes destes isolados é
concordante com seu perfil fenotipico. Braden e col. (2001) identificaram
dois pacientes simultaneamente infectados com isolados com caracteristicas
genotipicas distintas. O paciente 1 tinha dois isolados provenientes de duas
amostras de escarro coletadas com apenas 15 dias de diferenca, com perfis
de sensibilidade diferentes e perfis de RFLP com diferenca de trés bandas.
O paciente 2 apresentou dois isolados distintos em uma mesma amostra de
escarro, e a suspeita de contaminacéo cruzada foi descartada. Em amostras

de escarro subsequentes deste paciente, apenas um ou outro tipo de isolado
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foi detectado. Os autores afirmam que o ocorrido pode ser devido a
diversidade de sitios pulmonares que o M. tuberculosis pode infectar, ou
seja, um isolado habitava um sitio diferente do outro isolado. Para ambos os
pacientes incluidos no estudo, ndo foi possivel determinar se a infeccéo
ocorreu simultaneamente ou ndo pelos dois isolados (Braden et al., 2001).

A analise por RFLP mostrou que 58,8% dos isolados estudados
estavam em cluster, sugerindo a ocorréncia de transmissao da TB resistente
no estado de Sao Paulo. Cinco clusters foram mais prevalentes (SP 5, SP
2c, SP 12, SP 5ac e SP 1i), com mais de cinco isolados cada, e continham
25,7% de todos os isolados tipados. Os clusters SP 5 e SP 5ac estavam
associados com a mutacdo C-15T no inhA, visto que 91,7% e 100% dos
seus isolados, respectivamente, tinham esta mutacdo. Monorresisténcia foi
demonstrada por respectivamente 61% e 85,7% dos isolados dos clusters
SP 5 e SP 5ac, além de 66,7% e 100% dos isolados do SP 5 e SP 5ac,
respectivamente, terem baixa resisténcia a isoniazida. Os clusters SP 2c, SP
12 e SP 1li estavam associados a mutacdo Ser315Thr no katG (100% dos
isolados destes clusters tinham esta mutacao), sendo que o SP 2ce 0 SP 12
eram compostos em sua maioria por isolados MR/pré-XDR (84,6% e 100%,
respectivamente) com resisténcia intermediaria a isoniazida (84,6% e 100%,
respectivamente). Os isolados do cluster SP 1i, apesar de também
possuirem a mutacdo Ser315Thr no katG, eram em sua maioria
monorresistentes (85,7%), sendo que todos tinham resisténcia baixa a
isoniazida.

Esses resultados mostram, mais uma vez, que a mutacdo C-15T no
inhA estd associada a um baixo nivel de resisténcia a isoniazida, que ocorre
com mais frequéncia em isolados monorresistentes, enquando a mutacéo
Ser315Thr no katG leva a niveis mais elevados de resisténcia e ocorre mais
frequentemente em isolados MR. Resultados similares foram encontrados
em estudos de transmissdo da TB resistente de paises como China e
Argentina (Hu et al., 2010; Monteserin et al., 2017).

Quando analisada a relagédo entre as mutacdes no katG e inhA e a

ocorréncia dos isolados em cluster, observamos que isolados com a
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mutacdo C-15T no inhA ocorreram mais frequentemente em cluster em
comparacao a mutacdes no cédon 315 do katG. Por sua vez, isolados com
mutag¢des no 315 do katG ocorreram com maior frequéncia em cluster do
gue isolados com outras mutagdes no katG que n&do no 315, assim como do
gue os isolados sem mutacdo em ambos 0s genes.

Jagielski e col. (2015) sugeriram que os isolados com mutagdo no
codon 315 do katG possuem baixa transmissibilidade, pois mais de dois
tercos dos casos de TB-MR por eles estudados que tinham esta mutacao
nao estavam em cluster (Jagielski et al., 2015). Estudos realizados em S&o
Francisco, EUA, e na Suica encontraram tanto isolados com a mutacéo
Ser315Thr no katG quanto isolados com a mutagdo C-15T no inhA
ocorrendo em clusters (Gagneux et al., 2006; Fenner et al., 2012). Além
disso, assim como neste estudo, ndo foi verificada associacao entre outras
mutacBes no katG que ndo a Ser315Thr com o aparecimento em cluster
(Gagneux et al., 2006).

Em contrapartida, os estudos realizados na China e na Argentina
observaram associacdo entre a mutacdo Ser315Thr no katG e o
aparecimento em cluster, ao contrario da substituicdo C-15T no inhA, que
nao esteve associada a ocorréncia em cluster (Hu et al., 2010; Monteserin et
al., 2017).

A maioria dos pacientes com TB resistente incluidos no estudo possuia
somente a forma pulmonar da doenca (95%), era do sexo masculino (77,6%)
e quase metade dos pacientes (44,5%) tinha grau de instrucdo de até sete
anos. Estudos realizados no estado do Espirito Santo (Fregona et al., 2017)
e no municipio de Santos, SP (Coelho et al., 2012), também encontraram
predominéncia de TB em pacientes do sexo masculino (71% e 70,2%,
respectivamente) e baixo grau de instrucdo, sendo que 39% e 41,4% dos
pacientes estudados no Espirito Santo e em Santos, respectivamente,
tinham grau de instrucdo de até oito anos. Resultados similares também
foram encontrados para pacientes com TB resistente no Marrocos, onde

71,3% dos pacientes eram do sexo masculino e 49,5% estavam
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desempregados, o0 que reflete as baixas condigcbes socioecondmicas e o
baixo nivel de instrugédo dos pacientes (El Hamdouni et al., 2019).

Os isolados correspondentes aos casos de retratamento apresentaram
mais mutacbes no gene katG e menos mutagdes no gene inhA quando
comparados aos isolados dos casos novos e de recidiva; porém, as
diferencas nao foram estatisticamente significantes. Um estudo realizado na
india também detectou maior propor¢do de mutacdes no katG e menor
proporcdo de mutagdes no inhA em isolados de pacientes que haviam sido
tratados previamente em comparacéo aos isolados de pacientes que nunca
haviam sido tratados para TB (Alvarez-Uria and Reddy, 2018).

Wang e col. (2014) encontraram maiores taxas de desfecho de
tratamento desfavoravel em pacientes com TB monorresistente a isoniazida
gue haviam sido previamente tratados para TB em comparagdo aos casos
novos (24,4% vs 10,8%) (Wang et al., 2014). Em nosso estudo, as taxas de
cura também foram maiores entre 0s casos novos de TB quando
comparados aos casos de recidiva e retratamento para todos 0s grupos
estudados, exceto para o grupo de pacientes com TB-XDR, que apresentou
somente um caso novo, o qual ndo evoluiu para cura.

Entre todos os pacientes com TB monorresistente a isoniazida
incluidos no estudo, 63,4% apresentaram cura. Estudos que avaliaram os
desfechos de tratamento de pacientes com TB monorresistente a isoniazida
encontraram taxas de cura de 74% na Europa (Karo et al., 2019), de 78,3%
na Tanzénia (Nagu et al., 2017) e de 83% em Taiwan (Chien et al., 2015). As
diferencas encontradas entre as taxas de cura destes estudos podem ser
explicadas pelos diferentes tipos de desenhos de estudo aplicados, assim
como pela composicdo das populagbes estudadas quanto as caracteristicas
demograficas, sécio-econdmicas e clinicas.

Neste estudo, a proporcdo de pacientes com TB monorresistente a
isoniazida com desfechos desfavoraveis foi de 32,4%, sendo que 13,4%
foram a oObito, 12,7% abandonaram o tratamento e 6,3% apresentaram
faléncia. Desfechos de tratamento desfavoraveis foram encontrados em

21,6% dos pacientes com TB monorresistente a isoniazida na Tanzéania
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(Nagu et al., 2017). A taxa de 6bito (13%) foi similar & encontrada em nosso
estudo, enquanto as taxas de faléncia e abandono (4,3% para ambos) foram
menores do que as encontradas neste trabalho. Chien e col. (2015)
encontraram uma taxa de 17% de desfechos desfavoraveis entre os
pacientes com TB monorresistente a isoniazida, sendo 6bito em 14,2% dos
pacientes e faléncia em 2,8% (Chien et al., 2015). Na Europa, 15,7% dos
pacientes com TB monorresistente a isoniazida apresentaram desfechos
desfavoraveis, sendo que 6,8% foram a oObito, 1,4% apresentaram faléncia e
7,5% abandonaram o tratamento (Karo et al.,, 2019). A maior taxa de
desfechos desfavoraveis encontrada para pacientes com TB
monorresistente a isoniazida em nosso estudo em comparacdo a estes
outros trabalhos pode ser um reflexo do uso do Esquema Basico ou do
antigo Esquema | no tratamento de 45,4% destes pacientes, dos quais
apenas 57,8% apresentaram cura.

No presente estudo, entre o0s pacientes com TB-MR, 47,1%
apresentaram cura, 19,6% apresentaram faléncia, 13,7% abandonaram o
tratamento e 11,8% foram a Obito. Um estudo realizado no Marrocos
observou taxa de desfecho favoravel semelhante a encontrada neste estudo
(40,6%), enquanto 22,8% dos pacientes abandonaram o tratamento, 6,9%
tiveram faléncia e 3% foram a 6bito (EI Hamdouni et al.,, 2019). Em um
estudo que avaliou pacientes com TB-MR, pré-XDR e XDR do estado de
Sao Paulo no periodo de 2011 a 2013, 71,6% dos pacientes com TB-MR
apresentaram desfecho favoravel e 17,4% foram a Obito (Gallo et al., 2018).
A taxa de cura observada neste estudo para os pacientes com TB-MR foi
bastante inferior a encontrada por Gallo e col. (2018). No presente estudo,
55 dos 102 (53,9%) pacientes com TB-MR eram do periodo de 2008-2009 e
47 (46,1%) de 2016. Dos 55 isolados de 2008-2009, apenas um foi
submetido ao teste de sensibilidade aos farmacos de 22 linha, com resultado
sensivel, enquanto o restante dos 54 isolados ndo foi submetido ao teste,
pois este foi implantado na rotina do NTM apenas em 2012. Sendo assim, 0
diagnostico de TB pré-XDR e XDR nao foi realizado para 52,9% dos

pacientes com TB-MR incluidos no estudo, o que implica na possibilidade de
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estes pacientes terem sido tratados com farmacos de 22 linha néo efetivos,
explicando, assim, a menor taxa de cura observada.

Quanto aos 11 pacientes com TB pré-XDR estudados, 54,5%
apresentaram cura, 27,3% foram a obito, 9,1% abandonaram o tratamento e
9,1% teve faléncia. Apenas 12,5% dos oito pacientes com TB-XDR
estudados curaram, enquanto 20% dos pacientes tiveram faléncia, 25%
foram a Obito e 12,5% abandonaram o tratamento. O estudo de Gallo e col.
(2018) observou desfechos favoraveis para 54,5% e 48,4% dos pacientes
com TB pré-XDR e XDR, respectivamente, enquanto 33,3% e 43,7% dos
pacientes com TB pré-XDR e XDR, respectivamente, foram a 6bito (Gallo et
al., 2018). Os resultados de desfecho encontrados foram similares aos
observados por Gallo e col. (2018) para os pacientes com TB pré-XDR. Em
contrapartida, os pacientes com TB-XDR incluidos neste estudo
apresentaram taxas de cura e ébito inferiores as encontradas por Gallo e col.
(2018). Estes resultados podem ser explicados pela grande diferenca entre o
namero de pacientes com TB-XDR analisados neste estudo (n=8) em
comparacao ao trabalho de Gallo e col. (2018) (n=32).

Entre os pacientes com TB monorresistente estudados, a taxa de cura
para os pacientes com isolados com resisténcia baixa (71,3%) foi superior a
dos pacientes com isolados com resisténcia intermediaria (53,2%) e alta
(54,5%). Outros estudos ndo detectaram relacdo entre sucesso de
tratamento e nivel de resisténcia a isoniazida em isolados monorresistentes
a este farmaco (Bang et al., 2010; Chien et al., 2015; Romanowski et al.,
2017; Wang et al., 2014). Chien e col. (2015) observaram taxas de desfecho
favoravel de tratamento similares entre pacientes com isolados com alto e
baixo nivel de resisténcia (82,2% vs 83,4%), assim como Romanowski e col.
(2017), que detectaram sucesso de tratamento em 90,7% e 93,4% dos
pacientes com isolados com alta e baixa resisténcia, respectivamente. Wang
e col. (2014) observaram sucesso de tratamento para 86,7% dos pacientes
com isolados com alta resisténcia e para 81,8% dos pacientes cujos isolados
tinham baixa resisténcia a isoniazida. Quanto aos isolados com baixo nivel

de resisténcia a isoniazida estudados, a taxa de cura dos pacientes com TB-
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MR (28,6%) foi estatisticamente menor do que a taxa de cura dos pacientes
com TB monorresistente (71,3%) e polirresistente (80%).

Diferentemente dos estudos supracitados, que avaliaram niveis de
resisténcia apenas em isolados monorresistentes a isoniazida (Bang et al.,
2010; Chien et al., 2015; Romanowski et al., 2017; Wang et al., 2014), nosso
trabalho também incluiu isolados polirresistentes, MR, pré-XDR e XDR. A
menor taxa de cura encontrada para os pacientes com TB-MR com isolados
com baixo nivel de resisténcia em comparacdo aos pacientes com TB
monorresistente e polirresistente encontrada neste estudo pode ser
explicada pelo fato de que os pacientes com TB-MR s&o submetidos a
tratamentos mais longos, geralmente com maiores taxas de abandono e
faléncia, do que os pacientes com TB monorresistente a isoniazida e
polirresistente, que sao submetidos a tratamentos mais curtos com
medicamentos mais toleraveis.

A ocorréncia ou auséncia de mutacdes nos genes katG e inhA também
nao pareceu estar associada as taxas de cura em nenhum dos grupos
estudados, exceto nos pacientes com isolados monorresistentes com
mutacdo no inhA, cuja taxa de cura foi estatisticamente maior do que nos
pacientes com TB-MR. A maior taxa de cura apresentada pelos pacientes
com TB monorresistente pode ndo estar diretamente relacionada a mutagao
no inhA, e sim ser consequéncia da grande complexidade de se realizar o
tratamento de um paciente com TB-MR. Um estudo sobre pacientes com TB
monorresistente a isoniazida realizado na Dinamarca ndo detectou nenhuma
mutacdo associada com desfechos desfavoraveis (Bang et al., 2010). Em
contrapartida, um estudo realizado no Vietna observou que mutacdes no
codon 315 do katG estavam associadas a desfechos de tratamento
desfavoraveis como faléncia ou 6bito e a recidivas, enquanto mutagées no
promotor do inhA estavam associadas com o risco de recidiva (Huyen et al.,
2013).

Devido a complexidade do tratamento da TB resistente aos farmacos,
especialmente da TB-MR, pré-XDR e XDR, existem alguns ensaios clinicos

em andamento que visam melhorar o progndstico do tratamento reduzindo a
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sua duragao e utilizando medicamentos novos, antigos ou reposicionados.
Entre os ensaios clinicos que aplicam a isoniazida em altas doses estdo o
STREAM, NEXT e ACTG5312 (Silva et al., 2018).

O estudo STREAM (The Evaluation of a Standard Treatment Regimen
of Anti-tuberculosis Drugs for Patients With MDR-TB), iniciado em 2016 e
com previsdo de término em 2021, tem como objetivo comparar a eficacia de
dois esquemas de tratamento para TB-MR (um deles totalmente oral)
utilizando a bedaquilina em comparacdo aos esquemas longo e encurtado
de tratamento propostos pela OMS (ClinicalTrials.gov, 2019a).

O ensaio clinico NEXT (Evaluating a New Treatment Regimen for
Patients With Multidrug-resistant TB (MDR-TB) - a Prospective Open-label
Randomised Controlled Trial), previsto para finalizar em 2020, busca avaliar
0 impacto no tratamento da TB-MR de um esquema sem o uso de farmacos
injetaveis com duracdo de seis a nove meses, composto por linezolida,
bedaquilina, levofloxacina, pirazinamida e etionamida ou isoniazida em altas
doses (de acordo com a existéncia ou nao de mutagdo no inhA)
(ClinicalTrials.gov, 2019b).

O estudo ACTG5312 (The Early Bactericidal Activity of High-Dose or
Standard-Dose Isoniazid Among Adult Participants With Isoniazid-Resistant
or Drug-Sensitive Tuberculosis) deve ser concluido em maio de 2020 e tem
como obijetivo utilizar diferentes doses de isoniazida em pacientes com TB
resistente a este farmaco, a fim de se comparar a eficacia da isoniazida em
altas doses nos pacientes com TB resistente com a eficicia da isoniazida
em doses usuais nos pacientes com TB ndo resistente a este farmaco.
Também serdo avaliadas a seguranca e tolerabilidade das diferentes doses
de isoniazida utilizadas (ClinicalTrials.gov, 2019c).

O presente estudo possui algumas limitacdes. Quanto aos aspectos
laboratoriais, ndo foram sequenciados os genes katG e inhA completos de
todos os isolados, como também ndo foram investigadas mutacdes em
outras regides do genoma de M. tuberculosis conhecidamente relacionadas
a resisténcia a isoniazida. Também nédo foi realizada a determinacédo dos

niveis fenotipicos de resisténcia a rifampicina, o que poderia complementar
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as informacdes obtidas quanto as mutacdes encontradas no gene rpoB.
Para a avaliagdo da associagdo entre os desfechos de tratamento e as
mutacdes nos genes katG e inhA, assim como entre os desfechos de
tratamento e os niveis de resisténcia a isoniazida, é necessaria a realizacéo
de uma andlise mais robusta que inclua diversos parametros, entre eles o0s
esquemas de tratamento utilizados individualmente para cada paciente.
Tendo em vista a urgente necessidade da elaboracdo e padronizacao
de esquemas de tratamento mais eficazes e toleraveis aos pacientes com
TB resistente aos farmacos e a possibilidade da utilizagdo da isoniazida em
altas doses nestes esquemas, os achados do presente estudo podem
colaborar para a possivel implantacdo de esquemas de tratamento com altas

doses de isoniazida para os pacientes do estado de Sao Paulo.
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7. CONCLUSOES

bY

Entre os 367 isolados de M. tuberculosis resistentes a isoniazida
incluidos no estudo, 75,5% apresentaram mutacdes no cédon 315 do gene
katG e/ou na regido promotora do gene inhA. A mutacdo mais frequente
encontrada no codon 315 do katG foi a substituicdo da serina pela treonina
(Ser315Thr), que ocorreu em 95,5% dos isolados com mutacdes neste
coédon. Com relagdo ao promotor do inhA, 91,5% dos isolados com mutacao
nesta regiao tiveram a substituicdo C-15T.

O sequenciamento pela metodologia de Sanger dos genes katG e/ou
inhA inteiros de 90 isolados sem muta¢Bes no cédon 315 do katG e no
promotor do inhA revelou a ocorréncia de mutacées em 43 (47,3%) isolados.
Portanto, do total de 367 isolados fenotipicamente resistentes a isoniazida
analisados, 47 (12,8%) ndo apresentaram mutacdes nos genes katG e/ou
inhA, sugerindo que a resisténcia a isoniazida seja causada por alteracdes
em outros alvos genéticos nestes isolados.

Dos isolados com mutacfes no gene katG, 82,8% apresentaram nivel
intermediario de resisténcia a isoniazida, enquanto que 73,7% dos isolados
com a mutagdo C-15T no promotor do inhA apresentaram resisténcia baixa a
isoniazida.

Entre os isolados com mutac¢des conjuntas no katG e inhA, 95,8%
apresentaram resisténcia intermediaria (CIM >3<10 pg/mL) ou alta. Por sua
vez, 59,6% dos isolados sem mutacdo em ambos 0s genes apresentaram
baixo nivel de resisténcia.

Mutacbes na RRDR do gene rpoB foram detectadas em 96,9% dos
isolados fenotipicamente resistentes a rifampicina, sendo a mutacdo mais
prevalente a substituicdo de serina para leucina no coédon 531. Também
foram encontradas mutacdes no rpoB em 7,5% dos isolados fenotipicamente
sensiveis a rifampicina. Porém, estas mutagcdes ndo estdo associadas a
resisténcia a rifampicina ou causam baixo nivel de resisténcia, ndo sendo
detectadas pelo teste fenotipico no meio liquido de MGIT.

A maioria (91,3%) dos pacientes que tiveram mais de um isolado

incluido no estudo apresentou isolados com o mesmo perfil de bandas pela
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metodologia de RFLP-IS6110, mostrando que estes pacientes
permaneceram infectados pelo mesmo isolado durante o periodo de
tratamento. Além disso, a analise por RFLP mostrou que 58,8% dos isolados
incluidos no estudo estavam em cluster, evidenciando a ocorréncia de
transmisséo da TB resistente no estado de Sao Paulo.

Foi observada a associacdo da mutacdo C-15T no promotor do inhA
com a ocorréncia dos isolados em cluster devido a predominancia desta
mutac&o nos isolados da familia SP 5, a mais prevalente no estado de Séo
Paulo. As mutacdes no codon 315 do katG, por sua vez, tiveram relacao
com o aparecimento dos isolados em cluster quando comparadas a outras
mutacdes no katG que ndo no coédon 315 e a isolados sem mutacdo em
ambos 0s genes.

As taxas de cura foram mais elevadas para os pacientes com TB
monorresistente e polirresistente em comparacdo aos pacientes com TB-
MR, pré-XDR e XDR. De maneira geral, as taxas de faléncia e 6bito foram
maiores para o0s pacientes com TB-MR, pré-XDR e XDR em comparacéo

aos pacientes com TB monorresistente e polirresistente.
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Apresentagdo do Projeto:

A tuberculoss (TB) & uma doenga infecciosa de dis.u'ihui-:_;a'n universal & a segunda maior causa de morte
devido a uma doenga infecciosa, atras apenas do HIV. O agente efiologico da TB & o Mycobacterium
tuberculosis (MT) e a forma clinica mais comum € a pulmonar. A resistencia &s drogas preconizadas para o
seu tratamento foi evidenciada a partr da decada de 40, sendo um fenomenc que ooome naturakmente, pelo
mecanisma de mutagdo genstica do MT, no seu processo de multiplicacio, principalmente em ambientes
com condighes favoravers de nutngao, magenagio  pH, tal qual ocome no interior da cavidade pulmonar. O
tratamento basice de TH consiste em uma associagio de farmacoes, geralmente dividido em duas fases. A
primeira fase & chamada de intensiva & a segunda fase chamada de manutengiu. A fase intensiva tem
duragdo de dois meses e sao utilizados quatro farmaces: soniazida, rfampicina, etambutol & pirazinamida.
A fase de manutencao tem duragdo de quatro meses e s3o uiilizades somente a isoniazida e a rifampicina.
0 teste de sensibifidade (TS) uiilizado no tratamento da TB € uma ferramenta recomendada pelo Programa
Macional de Controle da Tuberculose para avaliar a resisténcia do MT frente aos farmacos, detectar a
faléncia de tratamento & monitorar a resisténcia primaria efou adquinda. A concentracdo final utlizada no TS
para detectar resisténcia efou susceptibilidade 3 isoniazida é de 0.1 g/mL e a indicagdo de mudanga do
esquema de tratamentofamaco & bassada neste
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resultado. Varios grupes de pesquisaderss publicaram artigos de estudos randomizades e controlados de
pacientes tratados com altas doses de isoniazida e descreveram sucesso nos resuitados de tratamento.
Este projeto tem como objetivo padronizar o teste de sensiilidade 3 isoniazida em concentragdes mais altas
que 0.1 g/mL & comparar os niveis de resisténcia com as mutagdes nos genes gue conferem resisténcia a
este farmaco. Apds esta padronizag3o os pesquisadores pretendem, futuramente, propor o desenvolvimento
de um projeto, com colaboragdo de ambulatirios e médices que tratem de pacientes com tuberculose, para
verificar se 0 tratamento com altas doses de isoniazida seria benéfico 305 pacientes que estdo tratando de
TE resistente a este farmace. S2 o beneficio for evidenciado haveria ento um tratamento adicional. com um
farmaco efetive na eliminagao de MT, mais toleravel & com menos efeitos colaterais que outros substitutos
no tratamente de pacientes com resultados de iscniazida resistente.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario

- Determinar o nivel de resisténcia 3 isoniazida de cepas de Mycobacterium tuberculosis e comelacionar com
os fipos de mutagdes nos genes katG e inh.

Ohbjetives Secundarios

- Testar os 120 isolados de MT resistentes 3 isoniazida nas concentrages de 1,0, 3,0 e 10,0 g/mL pelo
metodo BACTEC MGIT 980 e padronizar este teste.

- Caracterizar o nivel de resisténcia 3 isoniazida destas cepas.

- Realizar o sequenciaments dos genes kat' & mhA.

- Analisar comparativamente os niveis de resisténcia e as mutacbes nesses genes.

- Realizar a tipagerm molecular por RFLP dos isolados.

- Analisar o desfecho de cada caso de paciente com tuberculose soniazida resistentes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Minimos, relacienados 3s informagdes dos pacientes, uma vez tratar-se de pesquisa que utlizard cepas e
andlise de dados; e, principalmente, porque a pesquisadora responsavel garante o sigilo de toda informagio
gerada na pesquisa.

Beneficios
A pesquisa esta diretamente relacionada a melhoria do método laboratorial que determina o perfil de
resisténcia a isoniazida em cepas de MT e a sua padronizagdo em concenfragies mais altas do
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fammaco. Este conhecimento e as demais informagdes referentes aos genes de resistincia das cepas de MT
estudadas sdo informagdes que poderdo fundamentar futuras pesquisas sobre a possibilidade de um
tratamiento adicional com isoniazida em doses mais elevadas, uma vez ser um farmaco mais oleravel & com
menos efeitos colaterais que agueles que o substituem no tratamento de pacientes com MT isoniazida
resistentes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de carater relevante em salde piblica com pessiveis aplicagbes futuras na melheria de tratamento
da tuberculose.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Documentos apresentados e de acordo, a seguir.

1. Folha de rosto

2. TCLE

A pestificativa para dispensa do TCLE foi aceita.

Serdo estudadas cepas bacterianas e o5 dados de humanos, cujos materiais bickbgicos Ihes deram origem,
dados estes disponiveis em fichas de notificagdo compulsoria em sistema para o gqual foi autorizado o
acesso 2, ainda, a pesquisadora responsavel garante o sigile sobre eles.

3. Temo de conhecimento da Resolugio CNS 486/2012 - compromisso com o sigilo dos dados, assinado
por Rosangela Siqueira de Ofiveira, pesquisadora responsavel, de 02/12/2015.

4_ Autorizagdo de acesso ao Sistema de Notificacio e Acompanhamento dos Casos de Tuberculose — TB-
WEB 3 pesqguisadora responsavel, por Ana Angelica Bulcdo Portela Lindoso, medica infectologista,
assinando por Vera Maria Meder Galesi, Coordenadora da Divis3o de Tuberculose do Centro de Vigilincia
EpidemiclogicatCCIVSESISP, de 271172015,

5. Autorizagio de acesso ao Sistema de Gerenciador de Ambiente Laboratorial do Ministério da Salde a
pesquisadora responsavel, por Claudia Patara Saraceni, Diretora da Unidade Integrada de Tecnologia de
Informacdo & Comunicagdo do Instituto Adolfo Lutz (JAL). de 30/11/2015.

fi. Termo de wso de isolados de amostras biologicas, assinado por Erica Chimara, Diretora do Micleo de
Tubercubose & Micobacteriose do [AL, de 02/12:2015.
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7. Declaragdo de compromisse de depdsito de linhagens nas Colecies Bioldgicas do IAL, assinada por
Rosangela Siqueira de Oliveira, pesquisadora responsavel, de 0401272015,

B. Aprovagdo quanto ao mérito cientifico pelo Conselho Téenico Cientifico do LAL, comoborada pela diretoria
peral da instituigdo, de Z7/07/2015.

Recomendagies:

Uma vez que a auterizagde quanto o uso de login & senha que dario acesso aos dados das fichas de
notificacdo dos pacientes foi dada nominalmente 3 pesquisadora responsavel, e gue somente ela fima o
compromisso de sigilo, recomenda-se atentar a esta responsabilidade quanto 3 utiizacdo da informagSo por
qualguer outro membro da equips de pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Protocolo de pesquisa muito bem instruide, aprovado do ponto de vista éfico, e coerente com as normas
institucionais.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

0 protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético 3 luz da Resolugdo CNS 4586/2012 pelo
colegiado do CEPIAL com base nas deliberacbes da reunido ordindria de 21 de janeiro de 2018

Em conformidade com a Resolugdo CNS 468 de 1211272012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
item transcrito integralmente a seguir.

¥l - Do pesquisador responsavel

¥1.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos
legais.

¥1.2 - Cabe ao pesgusador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEF ou @ CONEF, aguardando a decis3o de aprovagso
ética, antes de iniciar a pesguisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre & Esclarecido; ¢) desenvolver
o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar os relatorios parciais e final; ) apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela COMEP a qualquer momenta; f) manter os dados da pesquisa em  arguivo.
fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periode de 5 anos apos o terminge da pesquisa;
g} encaminhar os resultades da pesquisa para publicagio, com os devides créditos acs pesguisadores
associados e 30 pessoal teenico
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integrante do projeto; e h) justificar fundamentadamente, perante o CEF ou a CONEP, interrupgdo do
projete ou a ndo publicagdo dos resultados.

Os relatdrios deverdo ser adicionados ao protocolo de pesgquisa na Plataforma Brasil para analise do
CEFIAL a cada seis meses a partir 4o inicio da pesguisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abamo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situagso
Informagdes Basicas|FE_INFORMA OES_BASICAS DO P MN22015 Aceito
do Projeto ROJETO 408735 pdf 19:11:18
Projeto Detathado /| Projete_|soniazida. pdf 272015 |Rosangela Siqueira Aeitn
Brochuwra 19:08:41  |de Oliveira
Inwestigador
Ortros AprovacacCTC pdf 41272015 [Ros3angela Siqueira Aeito

18:41:03 | de Oliveira
Ortros Termo_conhecimento_resolucao_483_1 M2r2015 |Rosangela Sigueira Aeito
2.pdif 18:40:28 | de Oliveira
Ortros Autorizacao_acesso_Sistema_GAL pdf M2r2015 |Rosangela Sigueira Aeito
18-38:12 | de Oliveira
Ortros Autorizacao TBWEBR . pdff 41272015 |Rosangela Siqueira Aeito
18:32:10 | de Dliveira
Ortros Declaracao_uso_Cepas. pdf M2r2015 |Rosangela Sigueira Aeito
18:31:18 | de Oliveira
Declaracao de Declaracao_deposito_cepas pdf M2r2015 |Rosangela Sigueira Aeito
Manuseio Material 18:2B8:44 | de Oliveira
Biologico l
Biorepositono !
Biobanco
Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada. pdf 1272015 |Rosangela Siqueira Aeitn
18:18:84  |de Oliveira
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