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RESUMO

LOPES, Maria Luiza. Abordagem fenotipica e molecular da resisténcia aos tuberculostaticos em
linhagens do complexo Mycobacterium tuberculosis associadas a casos de tuberculose humana no
Estado do Para. Belém, 2018. Tese (Doutorado em Salde Coletiva)--Faculdade de Medicina,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Belém, 2018.

A tuberculose continua sendo um desafio para saude publica, especialmente nos paises em
desenvolvimento, onde o diagnéstico oportuno é uma das medidas prioritarias para o controle
da doenca. Os métodos disponiveis nos laboratérios clinicos para o diagnostico da tuberculose
(TB) ndo permitem diferenciar os membros do complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), o que pode ter implicacdes terapéutica e epidemioldgica. Além disso, ainda sdo
limitados os estudos abordando a contribuicdo de diferentes variantes do CMTB como causa
de doenca humana nas diversas regides geograficas. O objetivo deste estudo foi identificar
variantes/linhagens do CMTB associadas a casos de doenca humana no Estado do Pard,
Amazonia Brasileira, em dois periodos (1998-2003 e 2016), bem como seus perfis fenotipico
e molecular de resisténcia aos tuberculostaticos. Um total de 291 (195 + 96) isolados do
CMTB foi avaliado. Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos rifampicina (RIF),
isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) e estreptomicina (SM), analise das
sequéncias dos genes associados a drogra-resisténcia rpoB, katG, inhA, ahpC, rpsL, rrs e
pncA, andlise da ocorréncia de regides de diferenca (RDs) e spoligotyping foram realizadas.
Somente no periodo de 1998 a 2003 foram identificados isolados resistentes a todos os
antimicrobianos testados. A diversidade de mutagdes nos loci dos genes de resisténcia foi
semelhante & de outros estudos, no entanto, a co-ocorréncia de duas ou mais mutacoes foi
encontrada somente no gene rpoB para os anos de 1998-2003. Sugere-se que a frequéncia de
mutacBes nos genes associados a resisténcia a SM e EMB possa estar relacionada aos
genotipos locais. Observou-se uma variagao nos gendtipos do CMTB para a &rea entre 0S anos
avaliados, com a auséncia de deteccdo da sublinhagem LAMOY/SIT42 em 2016, que
representava 14,2% dos isolados no periodo de 1998-2003. Verificou-se que a diversidade de
gendtipos detectada foi independente do perfil de suscetibilidade as drogas, no entanto, notou-
se que as subfamilias LAM9/SIT42 e T1/SIT2517 foram mais frequentes entre os isolados

MDR. Este estudo teve como principal achado a deteccdo de M. tuberculosis var. canettii e M.,



tuberculosis var. caprae entre os isolados clinicos humanos, sendo esta a primeira descrigdo
no Brasil. Ademais, o achado de M. tuberculosis var. caprae e M. tuberculosis var. bovis em
amostras humanas alerta para a importancia de uma abordagem One Health para as zoonoses
micobacterianas, possibilitando um intercambio de informacdes entre autoridades veterinarias
e de saude publica, a fim de fortalecer a vigilancia da tuberculose em popula¢cdes humanas e
animais. Em conclusdo, os resultados apontam para a necessidade de investigacdes
epidemioldgicas e estudos filogeogréaficos incluindo isolados oriundos de uma variedade de
amostras humanas e animais, de forma a oportunizar o acesso a diversidade de linhagens do

CMTB locais, gerando conhecimentos relevantes a saude coletiva.

Palavras-chave: M. tuberculosis. Multidroga-Resisténcia. Diversidade Genética. Saude

Coletiva.

ABSTRACT

Tuberculosis remains a challenge for public health, especially in developing countries, where
timely diagnosis is one of the priority measures for disease control. The methods available in
clinical laboratories for the diagnosis of tuberculosis (TB) do not allow differentiation of
members of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), which may have therapeutic
and epidemiological implications. In addition, studies addressing the contribution of different
variants of MTBC as cause of human disease in different geographic regions are still limited.
The aims of this study were to identify variants/MTBC the strains associated with human
disease in cases of Para State, Brazilian Amazon in two periods (1998-2003 and 2016), as
well as their phenotypic and molecular profiles of of drug resistance. A total of 291 (195 +
96) isolates of MTBC were evaluated. Susceptibility testing of antimicrobials rifampicin
(RIF), isoniazid (INH), pyrazinamide (PZA), ethambutol (EMB) and streptomycin (SM),
sequence analysis of genes associated to drug resistance rpoB, katG, inhA, ahpC, rpsL, rrs
and pncA, analysis of the occurrence of regions of difference (RDs) and spoligotyping were

performed. Isolates resistant to all antimicrobials tested were identified only in 1998-2003.



The diversity of mutations in the loci of resistance genes was similar to that of other studies;
however, the co-occurrence of two or more mutations was found only in the rpoB gene for
1998-2003. We suggest that the frequency of mutations in genes associated with SM and
EMB resistance may be related to local genotypes. There was a variation in genotypes in the
area among evaluated years with no detection of sublineages LAM9/SIT42 in 2016, which
represented 14.2% of the isolates in the period 1998-2003. It was found that the diversity of
genotypes detected was independent of drug susceptibility profile, however, it noted that the
sub LAMY/SIT42 and T1/SIT2517 were more common among MDR isolates. This study had
as main finding the detection of M. tuberculosis var. canettii and M. tuberculosis var. caprae
among human clinical isolates, this being the first description in Brazil. In addition, the
finding of M. tuberculosis var. caprae and M. tuberculosis var. bovis in human specimens
alert to the importance of a One Health approach to mycobacterial zoonoses, enabling an
exchange of information between veterinary and public health in order to strengthen the
surveillance of tuberculosis in human and animal populations. In conclusion, the results point
to the need for epidemiological investigations and phylogeographic studies including isolates
from a variety of human and animal samples in order to provide the opportunity for access to

the diversity of the local MTBC lineages, generating knowledge relevant to collective health.

Key words: M. tuberculosis. Multidrug Resistance. Genetic Diversity. Collective Health.
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1 INTRODUCAO

Os estudos sobre a Tuberculose (TB) s&o de elevada relevancia para a Saude Coletiva,
uma vez que a doenca afeta uma expressiva parcela da populagdo mundial. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), foi estimado para 2015 um total de 10,4 milhdes de
novos casos de tuberculose, 1,4 milhdes de mortes entre HIV-negativos e 0,4 milhdes de
Obitos resultantes da co-infeccdo TB/HIV. Apesar do decréscimo de 22% do numero de
mortes por TB entre 2000 e 2015, esta doenca ainda permanece como uma das 10 principais
causas mundiais de 6bito. Além disso, para 2015 foram estimados 480 mil novos casos de TB
multidrogarresistente (TB-MDR) (OMS, 2017).

Considerando a carga mundial de tuberculose e a emergéncia da
multidrogarresisténcia, a OMS redefiniu a classificacdo de paises prioritarios para 2016 a
2020, totalizando 48 paises que somam 87% dos casos de tuberculose no mundo. O Brasil
ocupa a 202 posicéao na classificacdo de carga da doenca e a 192 quanto a coinfecgdo TB/HIV.

O estado do Paré é o 3° em incidéncia e mortalidade na Regido Norte (OMS, 2017).

Aparecem como agravantes deste quadro o advento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), o crescimento demogréafico, a condi¢cdo socioeconémica fragilizada, a ma
estrutura da rede de saude publica, os grandes movimentos migratérios, os individuos
privados de liberdade, os usuarios de alcool e droga, os individuos em situacdo de rua e a
resisténcia do bacilo aos quimioterapicos. Tais fatores apontam para a necessidade de medidas

enérgicas e eficazes de saude publica (NATAL, 1998).

Em 2014 foram aprovadas metas para cumprimento até 2035 com o objetivo de
proporcionar o fim da epidemia global da tuberculose. Elas incluem a reducgéo do coeficiente
de incidéncia para menos de 10 casos por 100 mil habitantes e redugcdo do nimero de Gbitos
por tuberculose em 95% (BRASIL, 2017). Portanto, é fundamental também para a Saude

Coletiva a deteccao precoce de casos e 0 manejo mais adequado da doenga.

Segundo o Ministério da Saude (MS), o diagnostico da TB é fundamentado no
diagnostico clinico-epidemioldgico e nos seguintes exames: bacterioldgico (baciloscopia e
cultura/identificacdo/teste de sensibilidade), radiologico, prova tuberculinica cutanea (PPD),
histopatoldgico, testes imunologicos (ensaios para deteccdo de gama interferon — IGRA), e
testes moleculares (AccuProbe - Gen-Probe Inc., INNO-LiPA MYCOBACTERIA v2 -
Innogenetics NV, GenoType MTBC - Hain Lifesciences, kit INNO-LIPA Rif.TB -
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Innogenetics, GenoType® MDRTB e GenoType® MDRTBplus - Hain Lifescience, teste
LAMP ou Loop-mediated isothermal amplification - Hain Lifescience ¢ o teste Xpert™
MTB/RIf — Cepheid) (Brasil, 2011).

No entanto, apesar do Mycobacterium tuberculosis ser considerado o principal agente
envolvido com a tuberculose humana, outras espécies, agora reclassificadas como variantes de
M. tuberculosis de acordo com analise filogenémica, incluindo M. tuberculosis var. bovis, M.
tuberculosis var. bovis cepa BCG, M. M. tuberculosis var. canetti, M. tuberculosis var.
africanum, M. tuberculosis var. caprae, M. tuberculosis var. microti e M. tuberculosis var.
pinnipedii (que em conjunto compunham o complexo Mycobacterium tuberculosis - CMTB)
tém sido associadas a casos humanos (CATALDI; ROMANO, 2007; RIOJAS et al., 2018).

Os métodos utilizados na rotina dos laboratérios clinicos ndo permitem uma
identificagcdo mais acurada para diferenciagdo dos membros do CMTB, impossibilitando dessa
forma estimar a frequéncia e a distribuicdo das espécies ou linhagens envolvidas em casos de
doenca humana (JAGIELSKI et al., 2016). Entretanto, existem diversas técnicas de biologia
molecular que podem ser usadas com esta finalidade, dentre elas 0 RFLP-1S6110, MIRU-
VNTR, Spoligotyping, tipagem por regides de diferenca (RD) e sequenciamento
(DJELOUADJI et al., 2008a; JAGIELSKI et al., 2014; KAMERBEEK et al., 1997; SUFFYS
et al., 2000; WARREN et al., 2000)(KAMERBEEK et al., 1997; SUFFY'S, 2000; WARREN
etal., 2006; DJELOUADJI et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2014).

A identificacdo e estudo da distribuicdo geogréafica das variantes/linhagens do CMTB
sdo importantes na medida em que o conhecimento sobre os agentes circulantes permite
predizer potenciais fontes de transmissao (diferentes espécies tém uma ampla variedade de
hospedeiros naturais), auxiliam no manejo clinico-terapéutico (devido determinadas variantes
serem intrinsecamente resistentes a algumas drogas), e podem direcionar as decisfes em

salide publica de forma mais efetiva.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORIA DA TUBERCULOSE

A TB acompanha a histéria do homem. Paradoxalmente ao desafio que ainda
representa, é considerada uma das mais antigas doencas infecciosas de evolucdo crbnica
conhecida. LesOes sugestivas de TB 6ssea foram relatadas em esqueletos datados de até 9.000
anos (HERSKOVITZ et al., 2008). Arquedlogos descreveram lesdes em colunas vertebrais de
muamias egipcias de 3.000 anos a.C (ZINK et al., 2007).

Hindus e chineses também ja haviam observado quadros semelhantes a TB desde
2.000 a.C. (SANT’ANNA; BETHLEM, 1985). Acido nucléico de M. tuberculosis foi
identificado em esqueletos na América do Noerte datados de 1.100 anos a.C. (BRAUN;
COLLINS COOK; PFEIFFER, 1998). Em 380 a.C. Hipocrates descreveu a doenga como
“tisica” ¢ em torno de 350 a.C. Aristoteles observou o carater infeccioso da mesma.
Posteriormente, Galeno postulou esquemas terapéuticos como repouso, busca por climas
amenos e boa alimentacdo, que perduraram por quase mil anos (SANT’ANNA; BETHLEM,
1985).

Nas Ameéricas, existem citacdes de achados compativeis com TB em mumias pré-
colombianas (BRAUN; COLLINS COOK; PFEIFFER, 1998). Entretanto, supde-se que com
a chegada dos europeus, a doenca se disseminou entre os amerindios. A TB entrou no Brasil
na época do descobrimento, trazida pelos colonizadores e jesuitas como Manoel da Nébrega e
José de Anchieta, enviados ndo sé para catequizar os indios, mas também em busca de clima
ameno para o tratamento (SANT’ANNA; BETHLEM, 1985). Um dos mais significativos e
completos estudos sobre a TB foi realizado pelo alemédo Robert Koch em 1882, que cultivou e
isolou o M. tuberculosis, identificando-o como o agente etiologico da doenca, o qual passou a
ser conhecido como bacilo de Koch (DUCATI; BASSO; SANTOS, 2008).

O avango mais importante na historica batalha contra a TB veio com a introducdo de
drogas efetivas para o tratamento e da terapia preventiva entre as décadas de 1940-1960,
reduzindo consideravelmente a mortalidade e fazendo com que as comunidades médicas e de
salde publica considerassem a TB como erradicada, principalmente nos paises
industrializados. No entanto, fatores sociais, econdmicos e de saude publica que fomentavam
a propagacdo da TB ndo foram eliminados (COBERLY; CHAISSON, 2001; DUCATI,
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BASSO; SANTOS, 2008; LEAO; PORTAELS, 2007). Atualmente, o mundo vivencia uma
epidemia de TB e uma crise com a acelerada emergéncia de TB-MDR. Apesar dos esforcos,
os indicadores mundiais demonstram que 0s progressos sdo diminutos frente a grave situacao
e que ndo apenas 0 acesso a medicacdo proporcionara o fim da TB, mas uma cobertura
universal a salde, protecdo social e medidas preventivas sobre determinantes sociais (OMS,
2017).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE
2.2.1 A Tuberculose no Mundo e no Brasil

Na Inglaterra, em 1815, uma entre quatro mortes era devido a TB. Na primeira década
do século XX, uma dentre seis mortes na Franca era causada por tuberculose. Apds 1946, com
a introducdo da estreptomicina na terapéutica da tuberculose, houve uma apreciavel reducéao
dos casos de tuberculose. Em 1955 foram identificados 50.000 casos novos de TB no Reino
Unido e em 1987 este nimero caiu para 5.500 (REDE-TB, 2018). Nos paises desenvolvidos
houve um controle da TB, com reducdo apreciavel da sua incidéncia até meados da década de
80. Nos anos de 1990, no entanto, foi evidente a reversdo desse quadro para alguns paises,
mantendo-se em ascensdo a partir de 1997 (DOLIN; RAVIGLIONE; KOCHI, 1994; DYE et
al., 1999; DYE et al., 2005)). Para Dye e cols (2005) a ineficiéncia nas préaticas de controle da
TB, expansdo do virus da imunodeficiéncia adquirida e crescimento populacional
desordenado contribuem para a expansao da doenca. Estima-se que 2 a 3 bilhdes da populagédo
mundial estejam infectadas pelo M. tuberculosis, no entanto, uma proporcao relativamente
pequena (5-15%) desenvolvera a doenga durante a vida. A probabilidade é maior entre as
pessoas infectadas com o HIV (OMS, 2017).

Em 2015, havia cerca de 10,4 milhGes de novos casos de tuberculose em todo o
mundo, dos quais 5,9 milhdes (56%) estavam entre os homens, 3,5 milhdes (34%) entre
mulheres e 1,0 milhdo (10%) entre criancas. Pessoas vivendo com HIV representaram 1,2
milhdo (11%) de todos os novos casos de TB. Seis paises representaram 60% dos novos
casos: India, Indonésia, China, Nigéria, Paquistdo e Africa do Sul. Em todo o mundo, a taxa
de declinio a incidéncia de TB permaneceu em apenas 1,5% de 2014 a 2015 (OMS, 2017).

A estimativa da incidéncia da TB no mundo pode ser avaliada graficamente atraves

dos relatorios fornecidos anualmente pelos diversos paises a OMS e também através de mapas
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que ilustram a incidéncia da doenca em todo o mundo, conforme pode ser observado na figura

abaixo (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo mundial das taxas estimadas de incidéncia da tuberculose, 2015.
Fonte: OMS, 2018.

Em 2015, havia aproximadamente 480 mil novos casos de TB-MDR e 100.000
resistentes a rifampicina (TB-RR), que recentemente foram elegiveis para tratamento de TB-
MDR (Figura 2). A India, China e RUssia representaram 45% do total de 580.000 casos.
Houve aproximadamente 1,4 milhdo de mortes por TB em 2015 (Figura 3), e outros 0,4
milhGes de mortes resultantes entre pessoas vivendo com HIV. Apesar de niUmero de mortes
por TB reduzir em 22% entre 2000 e 2015, este agravo permaneceu como uma das 10
principais causas de morte em todo o mundo. A India representa mais de um quarto da TB

mundial (OMS, 2017).
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Figura 2: Distribuicdo mundial do percentual de novos casos estimados de TB-MDR/RR, 2015. Fonte: OMS,
2018.
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A propor¢do masculino:feminino para notificagdes foi de 1,7, variando de 1,0 no
Paquistdo para 3,1 no Vietna, entre os 30 paises de alta carga de TB. Globalmente, criancas
(com idade <15 anos) representaram 6,3% dos novos casos notificados em 2015 (OMS,
2018).

Dez paises representaram 77% do total das subnotificagbes estimadas: India,
Indonésia, Nigéria, Paquistdo, Africa do Sul, Bangladesh, Republica Democratica do Congo,
China, Republica Unida da Tanzania e Mogambique. Na Regido Africana, onde a carga da TB
associada ao HIV é mais elevada, 81% dos pacientes com TB notificados apresentaram o
resultado do teste de HIV positivo. A proporcdo de pacientes com TB/HIV-positivos
conhecidos foi superior a 90% na India, Quénia, Malawi, Mocambique, Namibia e
Suazilandia. Em 2015 a co-infeccdo TB/HIV correspondeu cerca de 11% de todos 0s casos
incidentes de TB no mundo. Os ultimos dados de resultados do tratamento mostram uma taxa
de sucesso de 83% para TB (coorte 2014), 52% para TB-MDR (Coorte de 2013) e 28% para
TB extensivamente resistente as drogas (TB-XDR, coorte 2013). Pelo menos, 23 paises da
Africa e da Asia apresentam regimes introdutorios para o tratamento de TB-MR ou TB-RR
(TB resistente a rifampicina) (OMS, 2018).

No Brasil foram diagnosticados em 2015 cerca de 70 mil novos casos de TB, todas as
formas, e registro de 4.5 mil mortes devido a doenca, correspondendo a uma incidéncia de
33,6/100.000 habitantes e uma taxa de mortalidade estimada em 2,2/100.000 habitantes. No
Brasil, a TB é a 3% causa de mortes por doencas infecciosas e a 12 causa de mortes em
pacientes com AIDS (BRASIL, 2017).

No Brasil, ocorreram 2.969 casos de TB-MDR entre 2010 e 2015, mantendo uma
tendéncia crescente. A taxa de co-infecgdo TB/HIV foi de 9,9% (BRASIL, 2017).

2.2.2 Situagéo Regional, Estadual e Municipal da Tuberculose

De acordo com dados fornecidos pelo Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), a regido Norte apresentou em 2015 a maior taxa de incidéncia de TB
entre as regides brasileiras, com 41 casos por 100.000 habitantes, sendo que o Para o 7° estado
no ranking em numero de casos novos da doenca, em termos nacionais e 0 3° na Regido
Norte, ficando atras do Amazonas e Acre (BRASIL, 2017).



24

Com este quadro, o Para abriga 11 das 315 cidades definidas pelo Ministério da Saude
como prioritarias para o controle da TB no Brasil, que juntas concentram 75% dos casos da
doenca no pais. Belém, a capital do estado, Ananindeua e outras nove cidades somam 60%
dos casos no Pard (BRASIL, 2005). Belém estd como a 5 maior taxa de incidéncia entre as
capitais brasileiras (BRASIL, 2017).

Em inquérito realizado no periodo de agosto de 1995 a outubro de 1996 envolvendo
pacientes com TB pulmonar bacilifera inscritos no Plano Nacional de Controle da
Tuberculose (PNCT), em cinco unidades de salde da grande Belém foi observado 17% de
cepas resistentes com 4% de resisténcia primaria a H. Uma investigacdo posterior, no periodo
de julho/2002 a junho/2003, no Centro de Saude Escola do Marco - CSEM, na época Unidade
de Referéncia tipo 2 para tratamento da TB em Belem, evidenciou resisténcia a qualquer
droga em 16% (12/ 75) das cepas analisadas, sendo do tipo priméaria em 14% do total de casos
avaliados (LOPES et al., 2004).

De acordo com os dados disponibilizados no DATASUS e Site-TB SESPA, entre
1995 e 2010, o Estado do Para apresentou faixa de incidéncia de tuberculose que various de
47 a 54,9 por 100.000 habitantes, com diminuicéo gradual do nimero de casos, possivelmente
devido ao répido crescimento da populacdo no Estado do Paréa (39,1%). No entanto, um total
de 378 casos de TB-MDR foi relatado, gerando taxas de TB-MDR que variou de 0,2 a 1,4%.
E alarmante a crescente deteccdo de pessoas vivendo com HIV entre os casos de TB. No
entanto, como a cobertura do teste anti HIV ainda é baixa, essa proporc¢ao pode ser bem maior
(Tabela 1).
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Tabela 1. Cenario da tuberculose no Estado do Para (1995 — 2010).

. . . i Cobertura
. Incidéncia Incidéncia  Abandono de
Populagéo TB/HIV de teste MDR-TB
Anos TB* TB* tratamento
Para . ’ (%) Anti-HIV ~ Paré (%)
Brasil Para (%)
(%)
1995 5448585 584 531 ND ND ND 04
1996 5510849 54,7 54,9 ND ND ND 04
1997 5650708 52,2 522 ND ND ND 0.2
1998 5768451 51,3 50,2 ND ND ND 06
1999 5886463 514 516 ND ND ND 04
2000 6.192.307 47,8 48,0 ND ND ND 06
2001 6341711 428 477 12,6 27 8,2 05
2002  6.453.699 444 50,8 12,6 31 11,3 06
2003 6574990 444 51.9 12,4 46 19,9 1,0
2004  6.695940 434 529 11,3 37 19,5 08
2005 6970591 415 499 11,3 38 20,0 07
2006 7.110462 387 470 11,4 42 23.0 0.9
2007 7.249.184 37,9 462 12,8 45 29.3 07
2008  7.321.493 388 456 13,6 6.2 435 1,2
2009 7431041 381 483 11,6 6,9 51,2 1,0
2010 7581051 37,4 474 10,4 75 63,0 1,4
Fonte de dados: DataSUS (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2012/matriz.htm#morb),

http://portalarquivos.saude.gov.br/images/pdf/2016/junho/27/ Casos-novos-tuberculose-1990-2015-base-MAIO-
2016.pdf e Site-TB (http://sitetb.saude.gov.br/)

Notas: * Incidéncia: nimero de novos casos de tuberculose decorrentes de um ano por 100.000 habitantes. ND:
dados nao disponiveis.

2.3 CARACTERIZACAO DO AGENTE

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia Mycobacteriacea,
subordem Corynebacteriaceae e ordem Actinomycetales (WILLIANS & WILKINS, 1986)
(SNEATH et al., 1986). Mais de cento e oitenta espécies e sub-espécies de micobatérias
foram descritas (EUZEBY, 1997, 2018; PARTE, 2014).

Quanto a sua forma, apresenta-se como um bacilo reto ou levemente curvo (0,2-0,6

pum largura x 1,0-10 um comprimento), imoével, aerdbio estrito, ndo formador de esporo, ndo
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encapsulado, que possui alto contetdo (61 - 71%) genémico de guanina e citosina (G+C) e
alto teor (60%) de lipidios extremamente raros na parede celular, chamados de &cidos
micolicos, o que confere as células das micobactérias a capacidade de alcool-acido
resisténcia, na coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN), sendo por isso denominados bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) (BRASIL, 2008; SNEATH et al., 1986).

A baciloscopia corada pelo método de ZN explora tal caracteristica de alcool- &cido
resisténcia das micobactérias (Figura 4). Através da acdo do calor, o corante fucsina é fixado
na estrutura lipidica da parede celular, resistindo a posterior descoloracdo pelo alcool-acido,
fazendo com que os BAAR aparecam ao exame microscopico corados em vermelho brilhante,
contrastando com o azul devido a outro corante utilizado (azul de metileno) como corante de
fundo ou contraste (BRASIL, 2008).

S

b

Figura 4. Fotomicrografia evidenciando a presenca de bacilos alcool-&cido resistentes, através do método de
coloracdo de Ziehl-Neelsen; ampliada 1000X. Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2018.
Disponivel em:< https://phil.cdc.gov/PHIL_Images/20040615/d094324845a24eb3a7bfe0d1f8e4a637/5789_
lores.jpg >.

A elevada concentracdo de acidos micolicos contribui para a hidrofobicidade destes
microrganismos, sua resisténcia a danos, sobrevivéncia dentro de macrofagos, entre outros,
podendo atuar também como reserva de carbono e provavelmente contribuindo para a lenta
taxa de crescimento de algumas espécies, limitando a absorcéo de nutrientes (DUCATI et al.,
2004; LEAO & PORTAELS, 2007) (DUCATI; BASSO; SANTOS, 2008; LEAO;
PORTAELS, 2007).
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2.4 DIAGNOSTICO, PREVENC}AO E CONTROLE DA TUBERCULOSE
2.4.1 Baciloscopia
2.4.1.1 Metodo de coloracéo de Ziehl-Neelsen

A pesquisa direta ou baciloscopia ainda é o exame basico para o diagnéstico
bacterioldgico da TB, especialmente na forma pulmonar. Por ser de execugdo rapida, facil e
de baixo custo, 0 método favorece uma ampla cobertura diagndstica, 60 a 70% dos casos
identificando a principal fonte de infeccdo (doentes baciliferos), permitindo a pronta atuacao e

interrupcao da cadeia de transmissdo (BRASIL, 2008).

E utilizada para acompanhar a eficacia do tratamento através da reducdo bacilar e/ou
negativacdo do escarro em exames mensais, independentemente do volume da secrecédo. Para
que a baciloscopia seja positiva € necessario a presenca de pelo menos 5.000 a 10.000
bacilos/mL da amostra. No entanto, o exame microscopico é considerado a mais importante
atividade do programa de controle da TB. E importante dar énfase a baciloscopia do escarro

na acdo diagndstica principalmente dos sintomaticos respiratorios.
2.4.1.2 Microscopia fluorescente

Esta técnica é baseada na propriedade que os bacilos alcool-acido resistentes adquirem
quando corados com auramina e iluminados com luz ultravioleta, emitindo uma luminosidade
amarelo-laranja, que é visivel no fundo azul escuro. A microscopia fluorescente é reconhecida
como valiosa técnica de diagndstico. Entretanto, as dificuldades relacionadas com o alto custo
do microscopio e o treinamento especializado de técnicos, fazem com que 0 Sseu uso seja
indicado como triagem, para reduzir o tempo de leitura dos exames negativos nas rotinas que
ultrapassem 50 exames diarios. Além disso, € recomendado que todas as laminas positivas
pela técnica de fluorescéncia sejam confirmadas pelo método de Ziehl-Neelsen, devido a
possibilidade dessa técnica corar artefatos eventualmente presentes na lamina (WINN JR et
al., 2008).

2.4.2 Cultura

E 0 método de diagndstico mais sensivel e especifico, considerado padréo ouro, para a
deteccdo do bacilo da TB. E realizado através do isolamento do M. tuberculosis a partir do
espéecime clinico, acompanhado de testes adicionais que permitem a identificacdo da espécie

micobacteriana envolvida no processo patoldgico. Existem varios meios de cultura
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disponiveis. Os mais utilizados no Brasil s&o 0 meio de Lowenstein-Jensen (L-J) e 0 Ogawa
Kudoh, ambos sdo meios sélidos a base de ovo (BRASIL, 2008).

Outros meios de cultura sdo os solidificados em agar Middlebrook 7H10 e 7H11. Uma
das limitacGes do meio de cultura sélido é o tempo necessario para liberacdo do resultado, que
varia de trés (resultado positivo) a oito semanas (resultado negativo). Além dos meios solidos,
existem também os meios de cultura liquidos como o Middlebrook 7H9 e o 7H12. Bem como
0s meios bifésicos associando o meio liquido (Middlebrook 7H9) ao meio sélido
(Middlebrook 7H10 ou L-J) no mesmo frasco de cultura, que sdo mais sensiveis do que o
solido isolado, com a vantagem de permitir a avaliacdo morfoldgica das coldnias (BRASIL,
2008). A cultura quando realizada a partir do escarro acrescenta 20 a 30% de positividade ao

total de casos de TB pulmonar ndo confirmados pela baciloscopia (BRASIL, 2008).

De acordo com o Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
micobactérias (2008), a cultura esta indicada nos seguintes situagdes:

Diagnostico:

a) Confirmacdo diagnostica de casos com baciloscopia persistentemente negativa de

individuos com sintomas clinicos e radiologia sugestiva de TB pulmonar;

b) Casos suspeitos de TB com amostras paucibacilares (poucos bacilos) e/ou dificuldade de

coleta da amostra (criancas, populagdes indigenas e 0s casos suspeitos de TB extrapulmonar);

c) No diagnéstico diferencial de outras doencas cujos quadros clinicos sejam semelhantes ao
da TB;

d) Contatos de casos confirmados de TB resistente as drogas;
e) Pacientes com antecedentes de tratamento prévio;
f) Profissionais de saude;

g) Todos os pacientes imunodeprimidos, principalmente portadores de HIV, mesmo com
baciloscopia positiva, visando a identificacdo da espécie e a realizagdo do teste de

sensibilidade;

h) Casos suspeitos de infec¢fes por micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT) para

realizar a identificacdo da espécie;
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Controle:
a) Todo paciente com baciloscopia positiva ao finalizar o segundo més de tratamento;

b) Todos os pacientes com indicacdo de retratamento: apds faléncia do esquema TBMR;

recidiva da doenga ou reinicio de tratamento apds abandono.
Vigilancia de resisténcia as drogas:

a) Estudos epidemioldgicos como atividades de vigilancia para determinar a prevaléncia de

resisténcia primaria (inicial) ou adquirida.

A cultura pode ser realizada a partir de qualquer espécime, dependendo da forma
clinica e da localizacdo da TB, variando assim 0 método de coleta. As amostras para pesquisa
de M. tuberculosis podem ser de sitios estéreis ou ndo. As amostras de sitios ndo estéreis
incluem: escarro, urina, lavado brénquico e gastrico, fragmentos de tecido cutaneo e secre¢des
de cavidades abertas. As amostras provenientes de sitios estéreis incluem: liquor, liquidos
(pleural, peritoneal, sinovial, pericardico), fragmentos de 6rgdos, sangue e medula 6ssea
(BRASIL, 2008).

O M. tuberculosis tem um tempo de geracdo de 18 a 22 horas, 0 que resulta em um
periodo de crescimento relativamente prolongado. Embora outras espécies de micobactérias
cresgam um pouco mais rapidamente, é benéfico o diagndstico mais rapido aos pacientes que
desenvolvem as formas disseminadas e rapidamente progressivas da TB e de outras
micobacterioses encontradas com frequéncia em pacientes com SIDA. Assim os métodos de
cultura tiveram avancos tecnologicos com o desenvolvimento dos sistemas comercias. Esses
sistemas utilizam um método de processamento e semeadura de amostras muito similar aos
métodos classicos, de maneira que ndo diminui o trabalho prévio, assim o que acelera € a
leitura, pois a incubacdo é monitorada por sistema informatizado que acusa quando ha
crescimento celular e, portanto, o tempo de deteccdo € menor que o exigido para 0S
tradicionais (Brasil, 2011).

O Michigan Gender Identity Test (MGIT - Becton Dickinson Diagnostic Inst Systems,
Sparks, MD) é um metodo de cultura automatizado nao-radiomeétrico que utiliza tubos
contendo meio liquido 7H9 sobre um disco de silicone impregnado com ruténio e o MB/
BacT (Organon Teknika), que detecta a produgdo de CO, por monitoramento continuo,

através de sensores Opticos e nao pela emissdo de carbono marcado. Estes podem ser
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utilizados para cultivo das micobactérias, no entanto, sdo métodos de deteccdo indireta que
utilizam meio de cultura liquido, o que ndo permite a identificacdo morfol6gica da coldnia de
micobactéria como ocorre no meio sélido, sendo necessario, portanto, o subcultivo em meio
solido para permitir a preservacdo da cepa para estudos posteriores de identificacdo e teste de
sensibilidade (Brasil, 2008).

2.4.3 ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay)

E o método de sorologia classica, em anélise para o diagndstico da TB. Pode utilizar
trés tipos diferentes de antigenos: antigenos brutos, antigenos semipurificados (PPD,
preparado a partir de cultura de M. tuberculosis) e os antigenos altamente purificados, que séo
0s protéicos e os glicolipideos ndo purificados. A maioria dos estudos realizados baseiam-se
na sorologia in house, ou seja, utilizando antigeno purificado no laboratério. O diagnéstico
soroldgico seria de especial importancia nos casos em que a baciloscopia encontra limitacoes
(na doenca extrapulmonar, na pulmonar paucibacliar, em paciente infectado pelo HIV na fase
SIDA e em criangas) e como teste diagndstico de “triagem” para uso em larga escala em areas
de elevada prevaléncia da doenca (RYU, 2015; BRASIL, 2011).

Entretanto, estudos realizados com antigenos purificados evidenciaram sensibilidade
de 50 a 60% para o diagndstico da TB no grupo de pacientes paucibacilares ou com forma
extrapulmonar de TB, e menos de 40% em pacientes infectados pelo HIV na fase SIDA
(RYU, 2015). Resultados semelhantes foram encontrados, testando kit comercial com
multiplos antigenos protéicos. Por esta razao as técnicas soroldgicas ainda ndo sdo utilizadas
na pratica clinica (BRASIL, 2008).

O ensaio de liberagdo de interferon gama (IGRAS) incluindo o teste QuantiFERON®
(Cellestis, Victoria, Australia) e SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abington, UK) tem sido
avaliados para diagnostico da infecgdo por M. tuberculosis. Ambos sdo métodos indiretos a
infeccdo por M. tuberculosis (incluindo a doenca) e devem ser usados em conjunto com a

avaliacdo de risco, a radiografia e outras avaliacdes clinico-laboratoriais (BRASIL, 2011).

O QuantiFERON®-TB Gold IT é um teste as respostas imunoldgicas celulares perante
peptideos antigenicos que simulam proteinas micobacterianas. Estas proteinas (ESAT-6, CFP-
10 e TB7.7p4) estdo ausentes em todas as estirpes do BCG e da maioria das micobactérias
ndo-tuberculosas, a excecdo do M. kansasii, M. szulgai e M. marinum. Individuos infectados

com organismos do complexo M. tuberculosis normalmente tém linfécitos no sangue que
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reconhecem estes e outros antigenos micobacterianos. Este processo de reconhecimento
envolve a geracdo e a secrecdo da citocina IFN-y. A deteccdo e subsequente quantificagdo do
IFN-y constituem a base deste teste (RYU, 2015; BRASIL, 2011).

Um resultado negativo de QuantiFERON®-TB Gold IT nédo exclui a possibilidade de
infeccdo por M. tuberculosis, nem de TB doenca. Resultados falso negativos podem dever-se
ao estagio da infeccdo (p. ex., amostra obtida antes do desenvolvimento da resposta
imunoldgica celular), estados co-morbidos que afetem as fungdes imunitarias, manipulacdo
incorreta dos tubos de coleta de sangue, realizacdo incorreta da analise ou outras variaveis
imunoldgicas (RYU, 2015; BRASIL, 2011).

2.4.4 Amplificacdo de Acidos Nucléicos

As técnicas de amplificacdo de &cidos nucléicos utilizam como alvo sequéncias
especificas de microrganismos. Podem ser aplicadas diretamente aos espécimes clinicos,
sendo a mais comum a Reacdo em Cadeia Mediada Pela Polimerase ou Polymerase Chain
Reaction (PCR). A técnica se baseia na habilidade de replicar ou amplificar o DNA, in vitro,

sem proliferacdo bioldgica do organismo portador de tal genoma.

A PCR pode ser realizada atraves de técnica in house ou através dos kits comerciais. O
Food and Drug Administration (FDA) americano aprovou a utilizacdo do Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD- Gen-Probe Inc., San Diego, Califérnia,
USA), o Amplicor (Roche Molecular Systems, Brancburg, NJ) e o Enhanced Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test (EMTD), nova geracdo do AMTD, para uso
exclusivo em amostras respiratérias com baciloscopia positiva. O FDA aprovou também o
uso de EMTD para amostras respiratorias com baciloscopia negativa. O Xpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA) € um teste totalmente automatizado que fornece resultados
diretamente de amostras clinicas em <2 h. Todos os testes foram aprovados para uso na
suspeita clinica de TB pulmonar em pacientes adultos sem tratamento prévio nos Gltimos 12

meses e sem sequela de TB ou histdria de tratamento de TB no passado (RYU, 2015).

Em 2014, o Ministério da Saude instituiu na rede de laboratérios de satde publica o
teste rapido molecular para o diagnéstico da tuberculose (TRM-TB), baseado na metodologia
de PCR em tempo real, utilizando kit-comercial desenhado para detec¢éo situltanea do bacilo

da tuberculose e resisténcia a rifampicina (Xpert MTB/RIF - Cepheid) (Brasil, 2015). Embora
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o TRM-TB ja se encontre disponibilizado no Sistema Unico de Salde, ajustes que dizem
respeito & propria capacidade operacional do equipamento, disponibilizagdo de insumos,
necessidade de ambiente climatizado, elementos acessorios especiais para funcionamento,
logistica da rede de vigilancia epidemiologica, e desvios dos critérios para processamento de
amostras, ainda sdo fatores limitantes para explorar o potencial dessa tecnologia. A
perspectiva é a tendéncia de superacdo. Os resultados da primeira avaliagdo de uso do teste
nos servicos de saude revelaram o teste como importante ferramenta de apoio diagnostico,
principalmente para a deteccédo rapida de resisténcia a rifampicina (BRASIL, 2015). Casela et
al. (2018), avaliaram o impacto positivo do uso do TRM-TB na rotina diagnostica de um
hospital de referéncia e verificou o incremento de deteccdo de 60% de casos de TB,

especialmente, entre pacientes ndo baciliferos.
2.4.5 Teste de Suscetibilidade

A resisténcia do M. tuberculosis as drogas pode ser avaliada pelo método das
concentragdes absolutas, método da razao de resisténcia e 0 método das propor¢oes. Esses sao
considerados 0os métodos classicos ou convencionais para Teste de Suscetibilidade (TS) de M.

tuberculosis.

Os métodos padronizados e validados para investigar a sensibilidade do M.
tuberculosis as drogas anti-TB de primeira linha quantificam a propor¢do de mutantes
resistentes contidos no isolado bacteriano que afeta o paciente. Esses métodos sdo muito
precisos, alcancando uma eficiéncia de 97% e 99% para determinar a atividade da isoniazida
(H) e rifampicina (R), respectivamente e em torno de 92% para etambutol (E) e
estreptomicina (S) (BRASIL, 2011).

No Brasil, é preconizado o teste das propor¢des em L-J para avaliacdo da sensibilidade
as drogas anti-TB. Contudo, o0 BACTEC MGIT 960, validado internacionalmente, esta
disponivel e aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para ser

utilizado na realizagéo dos testes de sensibilidade com as drogas S, H, R e E (BRASIL, 2008).

De acordo com o Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
micobactérias, as indicacdes prioritarias para a realizacdo do TS as drogas sdo (BRASIL,
2008):

a) Retratamento apos faléncia bacterioldgica ao esquema (E-I);
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b) Recidiva da doenga;

c) Reinicio ap6s abandono;

d) Paciente com suspeita de resisténcia primaria;

e) Contatos de caso de TB resistente;

f) Profissionais de saude;

g) Pacientes imunocomprometidos (incluindo SIDA);

h) PopulacGes vulneraveis (em situacdo de rua, privada de liberdade, em asilos e sanatérios);
i) Populacgdo indigena;

I) Pacientes internados em hospitais que ndo adotam medidas de biosseguranca.

2.5 TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

Em 1979, o Brasil preconizou um sistema de tratamento para a TB composto pelo
Esquema I (2 meses de R, H, Pirazinamida - Z e 4 meses de R, H) para 0s casos novos;
Esquema | reforcado (2 R, H, Z e E, e mais 4 meses R, H e E) para retratamentos; Esquema 11
(2 meses de R, H, Z e 7 meses de R, H) para a forma meningoencefalica; e Esquema I1I (3
meses de S, Z, E, etionamida — Et, e 9 meses de Et, etionamida) para faléncia (BRASIL,
2011).

Segundo Manual de Recomendacbes para o Controle da TB no Brasil, foram
estabelecidas mudancas no tratamento da TB, a partir de 2009 para individuos com idade
superior a 10 anos e que entrou em vigor no Pard a partir de mar¢o/2010. As mudangas
incluem: i) introducdo do E como quarto farmaco na fase intensiva de tratamento (dois
primeiros meses) do esquema basico; ii) introducdo de comprimidos formulados com os
quatro farmacos em doses fixas combinadas para a fase intensiva do tratamento nos primeiros
dois meses (R, H, Z e E 150/75/400/275 mg); iii) os esquemas até entdo denominados
Esquema | reforcado e Esquema Ill ndo sdo mais utilizados. Para criancas até 10 anos
continuard sendo preconizado o esquema atual (2 meses com R, H, Z e 4 meses com R, H)
(BRASIL, 2011).
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A recente emergéncia do fendmeno da TB-MDR e -XDR imp6s o0 acréscimo de novas
drogas a esse arsenal terapéutico, como os quinoldnicos (ofloxacina, ciprofloxacina), outros
aminoglicosideos (amicacina), derivados da R (rifambutina, rifapentina), metronidazol,
capreomicina, cicloserina/terizidona, novas drogas como bedaquilina, entre outras (RENDON
etal., 2016; PONTALI et al., 2015; ZUMLA et al., 2015).

Segundo o Consenso de Pneumologia Sanitaria/ Ministério da Salde, ocorrido em
1997, os pacientes que ndo curam apoOs tratamento com 0s esquemas padronizados s&o
classificados, como portadores de TB-MDR. Estes pacientes e seus familiares sdo atendidos
por equipe multiprofissional especializada, em Centros de Referéncia que cumpram as normas
de biosseguranca e estejam credenciados pelas coordenadorias municipais e estaduais de TB.
O tratamento nestes casos requer o periodo de 18 meses com acompanhamento de até dois
anos apos alta por cura (BRASIL, 2011).

Um esquema para multirresisténcia deve ser composto por, pelo menos, quatro
farmacos com atividades efetivas que, preferencialmente, ndo tenham sido utilizados
anteriormente. Quando a efetividade dos medicamentos é imprecisa ou o padrdo de resisténcia
é duvidoso, mais do que quatro medicamentos podem ser utilizados. Os medicamentos
injetaveis, S (1a linha), amicacina, canamicina e capreomicina (2% linha) sdo obrigatérios na
composicdo do esquema para TB-MDR. Pela melhor eficacia, experiéncia, disponibilidade e
menor preco, 0 medicamento escolhido é a S. No entanto, se esse medicamento tiver sido
usado em tratamentos anteriores para TB, mesmo com sensibilidade comprovada, ou se o
teste de sensibilidade mostrar resisténcia, a amicacina devera ser utilizada, nas mesmas doses
e frequencia. Para casos com resisténcia a S e a amicacina, esta indicado o uso de
capreomicina (BRASIL, 2011).

As fluoroquinolonas (ofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina) também sdo
medicamentos obrigatorios na composi¢do do esquema para TB-MDR. Embora a ofloxacina
seja a mais utilizada e de menor custo, a levofloxacina e a moxifloxacina séo mais eficazes. A
levofloxacina é a medicacdo de escolha atual pela maior experiéncia conhecida em relacao a
moxifloxacina (BRASIL, 2011).
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2.6 RESISTENCIA AOS TUBERCULOSTATICOS

A resisténcia a cada uma das drogas usadas rotineiramente é definida de acordo com o

resultado do teste de sensibilidade e é classificada como:
Resisténcia natural — surge naturalmente no processo de multiplica¢do do bacilo.

Resisténcia primaria — observam-se nos pacientes que nunca receberam tratamento para TB

e que foram contaminados com bacilos previamente resistentes.

Resisténcia adquirida ou secundaria — verifica-se em pacientes com TB inicialmente

sensivel, que se tornam resistentes apos a exposi¢do aos medicamentos.

As principais causas que levam a resisténcia adquirida sdo: esquemas inadequados; uso
irregular do esquema terapéutico por ma adesdo ou falta temporaria de medicamentos;
abandono (BRASIL, 2011). De acordo com a OMS (2014), os casos de resisténcia aos

tuberculostaticos, baseada no teste de sensibilidade, sdo classificados em:
Monorresisténcia — resisténcia a um farmaco anti TB;

Polirresisténcia — resisténcia a dois ou mais farmacos anti-TB, exceto a associacao R e H;
Multirresisténcia — resisténcia a pelo menos R e H — TB-MDR,;

Resisténcia extensiva (TB-XDR — do inglés, extensively drug resistant) — resisténciaa R e H
acrescida a resisténcia a uma fluoroquinolona e a um injetavel de segunda linha (amicacina,

canamicina ou capreomicina).

A incidéncia crescente de TB-MDR tem sido verificada, em todo o mundo, a partir da
introducdo da R aos esquemas terapéuticos, no final da década de 1970. A OMS e
organizagOes parceiras consideram tal fato um dos grandes desafios para o controle da doenca
no mundo, pois se trata de resisténcia aos dois mais importantes medicamentos disponiveis
para o tratamento da TB (BRASIL, 2011). Em 1996, realizou-se no Brasil o | Inquérito de
Resisténcia aos Medicamentos Antituberculose, que revelou proporcdes de 8,5% e 21% de
resisténcia a qualquer medicamento para casos novos de TB e para casos com tratamento
prévio, respectivamente. A resisténcia a H para os casos novos de TB e para 0S casos com
tratamento prévio foi de 4,4% e 11,3%, respectivamente (BRAGA; BARRETO; HIJJAR,
2003; BRASIL, 2011).
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Para a multirresisténcia, as propor¢Ges para casos novos e com tratamento prévio
foram de 1,1% e 7,9%, respectivamente (BRAGA; BARRETO; HIJJAR, 2003; BRASIL,
2011). Em fase final de analise esta o Il Inquérito Nacional de Resisténcia, cujos resultados
preliminares revelam aumento nas taxas de resisténcia primaria a H de 4,4% para 6%
(BRAGA; BARRETO; HIJJAR, 2003).

A maioria dos casos de multirresisténcia no mundo é adquirida por tratamentos
irregulares e abandono. No Brasil, 96% dos casos de resisténcia notificados sédo adquiridos
dessa forma, sendo que mais da metade tem um histérico de trés ou mais tratamentos prévios
para TB (BRAGA; BARRETO; HIJJAR, 2003). Ha muito se sabe que o maior indicador
clinico de desenvolvimento de multirresisténcia € o contato prévio com farmacos. Para
Dalcolmo et al. (2007) a multirresisténcia é considerada um fendmeno bioldgico iatrogénico,
decorrente da aplicacdo inadequada dos regimes de tratamento de curta duracdo —
especialmente os compostos pela associacdo de R, H, Z e E. A estratégia de prevencdo da
multirresisténcia € a correta aplicacdo dos tratamentos chamados de primeira linha e de curta
duracdo, ai implicados fundamentalmente os componentes da chamada estratégia Directly
Observed Treatment Short course (DOTS), ou tratamento diretamente observado
(DALCOLMO; ANDRADE; PICON, 2007).

2.7 AS BASES MOLECULARES DOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

O M. tuberculosis é patdgeno aeroébio estrito, de multiplicacdo lenta e alta proporcao de
mutantes resistentes. Dos quatro mecanismos conhecidos pelos quais se da a resisténcia
bacteriana (conjugacdo, transformagéo, transdugdo e mutacdo), o M. tuberculosis adquire

resisténcia aos farmacos apenas por mutacao.

A hidrazida do acido isonicotinico (H) é o mais antigo farmaco sintético efetivo contra
a TB e um dos principais quimioterapicos de primeira linha no tratamento da doenca, sendo
reconhecida, ja em 1952, como potente agente contra o M. tuberculosis (MIDDLEBROOK,
1952). O mecanismo de a¢do da H, assim como o que confere resisténcia, € complexo e ainda
pouco entendido. Evidéncias sugerem que esse farmaco inibe a biossintese dos &cidos
micolicos que compdem a parede celular, tornando a bactéria suscetivel aos radicais de
oxigénio e a outros fatores do meio. A resisténcia para H parece estar associada a uma

variedade de mutacOes que afetam um ou mais genes, como 0s que codificam para catalase-
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peroxidase (katG), a enzima enoyl-ACP redutase, envolvida na biossintese do acido micolico
(inhA), a alkyl hidroperdxido redutase, envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo
(ahpC) e a enzima B-ketoacyl ACP syntase (kasA) (ROSSETTI et al., 2002). As mutacfes nos
genes katG e inhA sdo encontradas em 75-85% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a

esse farmaco, inclusive no Pard (BAHIA, 2011).

Essas mutacGes frequentemente estdo associadas a perda da atividade de catalase-
peroxidase. Essa enzima € responsavel também pela ativa¢do da H endogenamente. Em 1954
foram identificadas as primeiras cepas resistentes a R, desde entdo, o desenvolvimento de
resisténcia tem sido associado a mutacdes no gene cromossémico rpoB, em amostras de M.
tuberculosis isoladas a partir de diferentes regides do planeta (MORRIS et al., 1995) inclusive
no Brasil (LIMA et al., 2003).

As mutacOes estdo geralmente localizadas em uma regido de 156 pb, mais
frequentemente nos cédons: Ser-531, His-526 e Asp-516 (LIMA et al., 2003). Em apenas 5%
das cepas resistentes a R essas mutacdes ndo foram identificadas. Neste caso, mutacdes nos
cddons 381, 481, 505, 508 e 509 sdo descritas (WATTERSON et al., 1998). Miranda et al.
(2001) encontraram cepas com mutacdo dupla, nos cdédons 516 (Asp) e 533 (Leu) (Acesso ao
Banco de genes no AF292115) apresentando alto nivel de resisténcia (CIM > 40 pg/ml)
(MIRANDA et al., 2001).

O mecanismo de resisténcia ao etambutol tem sido associado ao gene embB, com
maior frequéncia a mutacdes na posicdo 306 (CHENG et al., 2014). Alguns estudos, no
entanto, identificaram isolados sensiveis com a mutacdo embB-306 (AHMAD et al., 2007,
TRACEVSKA et al., 2004; PERDIGAO et al., 2008).

A pirazinamida é um analogo estrutural da nicotinamida e é um pré-farmaco que
precisa ser convertido na sua forma ativa, acido pirazinoico, pela enzima pirazinamidase /
nicotinamidase (PZase). PZase é codificado em M. tuberculosis pelo gene pncA. As mutacdes
no gene pncA e seu promotor sdo considerados 0s principais mecanismos para a resisténcia a
pirazinamida (SCORPIO et al., 1997).

A base genética da resisténcia a estreptomicina € devido a mutacGes nos genes rrs ou
rpsL, que produzem alteracGes nos sitios de ligagbes da estreptomicina. A maioria das
mutacdes ocorre no gene rpsL, sendo a mutacdo K43R a mais comum (ALMEIDA DA
SILVA, PALOMINO, 2011)
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Semelhante a isoniazida, a etionamida é um pro-farmaco que requer a ativagdo. O
mecanismo de resisténcia a etionamida é associado a mutacGes nos genes ethA e inhA.
Recentemente, o gene mshA, que codifica uma glicosiltransferase envolvida na biossintese de
mytotiol, também foi sugerido como um possivel alvo para a etionamida (VILCHEZE et al.,
2008).

2.8 A BIOLOGIA MOLECULAR E O Mycobacterium tuberculosis

O estudo da biologia molecular representa hoje uma das areas de maior potencial para
a realizacdo de pesquisas na area biomédica, considerando-se ndo apenas sua grande
relevancia clinica e epidemiol6gica, mas também a possibilidade de aplicacdo de ferramentas
recentemente desenvolvidas a um nimero bastante amplo de doencas (PINHO, 2006). Uma
integracdo da biologia molecular, clinica médica, estatistica e epidemiologia classica — a
epidemiologia molecular — tornou-se uma importante ferramenta no estudo dos fatores de
risco ambientais e genéticos das doencas, assim como no esclarecimento da etiologia e
distribuicdo das mesmas entre as populagdes (MATHEMA et al., 2006).

O desenvolvimento da biologia molecular nos dltimos anos aumentou
substancialmente as possibilidades para o estudo da epidemiologia das doencas infecciosas.
Desde entdo, grande interesse se voltou para a TB e, também, para outras micobacterioses.
Com isso, um grande numero de diferentes métodos de biologia molecular tem sido
desenvolvido para avaliar as relacfes genéticas entre M. tuberculosis e entre outras espécies
micobacterianas (MOSTROM et al., 2002).

Com o desenvolvimento da reacdo em cadeia mediada pela polimerase — PCR
(Polymerase Chain Reaction) em 1983 por Kary Banks Mullis houve uma verdadeira
revolugdo no campo da genética. A PCR e suas variagbes permitem amplificar
exponencialmente copias de DNA a partir de pouca gquantidade de material, podendo ser
capaz de detectar até uma copia de DNA de qualquer célula (BARNES; BARROWS, 1993;
EISENACH et al., 1990; MESQUITA et al., 2001). Esta técnica pode ser utilizada na
realizacdo de estudos de DNA obtidos a partir dos mais diversos materiais, incluindo amostras
de arquivo e de fontes escassas, como tecidos fixados em formol e embebidos em parafina e
materiais fixados em laminas coradas pelas técnicas de ZN, de Papanicolau e de Giemsa,

possibilitando assim seu uso na realizacdo de estudos retrospectivos (BAREA; PARDINI;
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GUSHIKEN, 2004; FURLANETO et al., 2007; MARCHETTI et al., 1998; POLJAK; SEME;
GALE, 2000; VAN DER ZANDEN et al., 2003).

Ao contréario de muitas outras doencas que afetam as populacdes, a TB pode ser
tratada, controlada e ter o risco de sua transmissao reduzido quanto melhor for o sistema de
busca e tratamento. Um aspecto crucial para a compreensdo da dindmica da transmisséo da
TB é a habilidade para controlar a disseminacgdo de cepas especificas na populacéo.

A genotipagem desempenha papel indireto na interrupcdo da transmissao da TB, pela
identificacdo de links epidemioldgicos e de fontes de transmissdo insuspeitaveis (MILLER et
al.,, 2002; KATO-MAEDA, METCALFE, FLORES, 2011; JAGIELSKI et al., 2016).
Questdes pendentes no passado, como estimativas populacionais de transmissao recente e a
habilidade de distinguir reativacdo enddgena de re-infeccdo exogena, tém sido possiveis
gracas ao desenvolvimento e a utilizacdo de uma variedade de técnicas moleculares
(JAGIELSKI et al., 2016; MATHEMA et al., 2006).

Diversas outras caracteristicas epidemioldgicas sdo elucidadas com as técnicas
moleculares: a determinacdo da origem de uma infeccdo em um paciente (familiar ou
comunitaria); a deteccdo precoce de organismos que adquiriram resisténcia a antibioticos; a
identificacdo de casos de transmissao recente; deteccao de infecgdes mistas entre pacientes; a
identificacdo de fontes de contaminacéo laboratorial, entre outros. Além disso, sdo Uteis para
monitorar a distribuicdo geogréfica e propagacao de clones de M. tuberculosis de importancia
em saude publica (JAGIELSKI et al., 2015; JAGIELSKI et al., 2016; WIENS et al., 2018; ;
MATHEMA et al.,, 2006; NARAYANAN, 2004; VAN SOOLINGEN; KREMER;
HERMANS, 2007).

Em relagdo a TB, aliadas a epidemiologia classica, as técnicas moleculares
possibilitam rastrear geograficamente a transmissdo do bacilo, identificar padrbes de
transmissdo e fatores de risco entre casos aparentemente sem conexdo epidemioldgica,
identificar linhagens com propriedades particulares, como a alta infectividade, viruléncia e
resisténcia as drogas, fornecendo dados que podem ser aplicados no estudo da transmisséo
global e na vigilancia desta doenca ( THAIN et al., 2018; TRAM et al., 2018).

Apesar de 0 genoma do CMTB ser altamente restrito e conservado em relacéo a outros
patdgenos bacterianos, estas espécies tém regides gendmicas polimdrficas. Assim como 0s
genomas eucarioticos, os genomas procarioticos (como o do M. tuberculosis) sdo pontuados
por sequéncias monomeéricas repetidas periodicamente (MATHEMA et al., 2006).

Varios elementos genéticos contribuem para o polimorfismo do DNA destas espécies,

como as repeticOes diretas DR (Direct Repeats), as sequéncias de insercédo IS e os elementos
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repetitivos denominados MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units), que contém
loci hipervaridveis denominados VNTRs (Variable Numbers of Tandem Repeats — numero
variavel de repeticbes em tandem), que sdo abundantes entre muitos genomas bacterianos
(FRIEDMAN et al., 1995; MATHEMA et al., 2006; PANDOLFI et al., 2007; ROSS et al.,
1992; SANTOS; KIPNIS; KIPNIS, 2007; SUPPLY et al., 2000). Os genomas destas espécies
por serem ricos em DNA repetitivo tém sido explorados pela tipagem molecular e, desta
forma, os conhecimentos obtidos com estas andlises permitem a discriminacdo entre as
espécies.

As sequéncias de insercdo — IS sdo pequenos elementos genéticos moveis distribuidos
em varios sitios e em numeros variaveis de cdpias no DNA gendmico servindo como sondas,
permitindo assim a compara¢do do nimero e tamanho dos fragmentos que os contém. Thierry
et al., (1990) foram os primeiros a descreverem a 1S6110, uma sequéncia de 1.355 pb,
exclusiva do CMTB (THIERRY et al., 1990).

A 1S6110 codifica quatro enzimas necessarias as suas proprias transposi¢do e insercao
e e flanqueada por repeticGes invertidas imperfeitas de 28 pb, o que gera um alvo de
duplicacdo de 3 a 4 pb na insercdo, sendo que a perda é geralmente acompanhada por
delegdes (“cicatrizes gendmicas”) das regides que elas flanqueiam. A IS6110 pode transpor
para dentro de genes funcionais ou sequéncias regulatorias e, portanto, pode alterar a
expressdo génica e consequentemente o perfil protéico, alterando assim, em alguns casos, 0
fenotipo (BIFANI et al., 2009; MCEVOQY et al., 2007).

Apesar de terem sido notadas regides preferenciais (“hot spots”) para inser¢do desta
IS, ela esté distribuida aleatoriamente por todo genoma, em nimero de copias que vdo desde
clones desprovidos de qualquer 1S6110 aqueles com até 26 copias, que sao espécie e linhagem
dependentes (GOGUET DE LA SALMONIERE et al., 1997; MATHEMA et al., 2006;
MOSTROM et al., 2002).

A diversidade observada no numero de cdpias e posicdo genética da 1S6110 entre
estirpes ndo relacionadas de M. tuberculosis pode ser utilizada para verificar processos
microevolutivos e, além disso, estudos filogenéticos baseados nos polimorfismos de
nucleotideos Unicos — SNPs (Single-Nucleotide Polymorphisms) tém mostrado que o nimero
de copias e a posicdo da 1S6110 sdo similares dentro de linhagens distintas, suportando seu
significado evolutivo. Isolados com perfis distintos de 1S6110 parecem agregar-se
“socialmente” e, portanto, concentrar-se geograficamente em locais onde podem ser
endémicos (BIFANI et al., 2009).
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Devido a 1S6110 ter se mostrado bastante conservada entre diferentes cepas e devido
ao elevado polimorfismo numérico e posicional apresentado por esta IS, ela tornou-se uma
excelente ferramenta na diferenciacdo das espécies do complexo de outras micobactérias e
pela qual cepas podem ser genotipadas, sendo amplamente utilizada em estudos
epidemiologicos (CAVE et al., 1991; COROS; DECONNO; DERBYSHIRE, 2008;
GOGUET DE LA SALMONIERE et al., 1997; MCEVOY et al., 2007; NIEMANN et al.,
2000; NIEMANN; RICHTER; RUSCH-GERDES, 1999). Esta sequéncia foi descrita também
como a que produz maior acuracia no diagndstico da TB (FLORES et al., 2005), sendo
utilizada como ferramenta auxiliar no diagnostico da TB e para confirmagdo molecular de M.
tuberculosis em isolados clinicos (CONCEICAO et al., 2009; MACENTE; RIBEIRO, 2009).

A restricdo da presenca da 1S6110 somente nas espécies do CMTB surgiu da hipotese
de que estas bactérias sdo incapazes de permutarem DNA. No entanto, a identificacdo de um
elemento semelhante ao 1S6110 em uma cepa de M. smegmatis sugere a transferéncia lateral
de gene entre as espéecies micobacterianas (COROS; DECONNO; DERBY SHIRE, 2008).

A regido de repeticdo direta DR, ou locus DR, presente exclusivamente no genoma do
CMTB, é composta de copias multiplas e bem conservadas de DRs de 36 pb, intercaladas por
sequéncias espacadoras Unicas e curtas de 35 a 41 pb de comprimento, que em conjunto sao
denominadas repeticfes diretas variaveis, as DVRs (Direct Variable Repeats) (VAN
SOOLINGEN; KREMER; HERMANS, 2007).

A observacéo de que o locus DR geralmente flanqueia um ou dois elementos 1S6110
indica que esta ¢ uma regido “hot spot” para a integracdo desta sequéncia, porém nio esta
claro se isto € causado por uma preferéncia de integracdo da IS no locus DR ou por uma
diminuicdo na frequéncia de excisdo destes elementos, uma vez ja integrados (HERMANS et
al., 1991). Atualmente, 94 sequéncias espacadoras foram identificadas, das quais 43 sao
utilizadas para a diferenciacdo das micobactérias do CMTB (VAN EMBDEN et al., 2000).

A analise destes sitios de integracdo e da propria regido DR revelou que este locus é
polimorfico tanto no comprimento quanto na composi¢do. Estudos sugerem que a sua
evolucdo e a diversidade genetica gerada pode ser resultado de pelo menos quatro diferentes
mecanismos: por transposi¢cdo mediada pela 1S6110; por recombinacdo homologa entre as
sequéncias DR adjacentes ou distantes, levando a excisdo do material recombinado (DVRs)
durante a replicagdo do DNA; por falha no deslize da polimerase (“strand slippage”) durante
a replicacdo, levando a duplicacdo das sequéncias DVRs ou ainda por muta¢des de ponto.
Estes Gltimos mecanismos sdo raros, no entanto a frequéncia de dele¢Ges das DVRs é mais

comum. Acredita-se ainda que a perda sucessiva destas DVRSs seja irreversivel, sem a
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habilidade de adquirir fragmentos de DNA adicionais e, desta forma, a evolugdo €
unidirecional. (DRISCOLL, 2009, GROENEN et al.,, 1993; HERMANS et al., 2001;
KAMERBEEK et al., 1997; MATHEMA et al., 2006; van EMBDEN et al., 2000; VITOL et
al., 2006; WARREN et al., 2002) (DRISCOLL, 2009; GROENEN et al., 1993; HERMANS et
al., 1991; KAMERBEEK et al., 1997; MATHEMA et al., 2006; VAN EMBDEN et al., 2000;
VITOL et al., 2006; WARREN et al., 2002).

A delecdo de DVRs especificas gera “assinaturas” ou padrdoes de Spoligotyping
(espoligopadrées), que parecem ser Unicos para uma familia de cepas em particular. No
entanto, a alta similaridade entre alguns destes padrdes indica a possibilidade de que estas
delecdes tenham resultado em uma evolugdo convergente, ou seja, levando ao aparecimento
de padrbes idénticos em cepas de M. tuberculosis filogeneticamente ndo relacionadas
(MATHEMA et al., 2006; WARREN et al., 2002).

O locus DR pode conter uma ou duas copias da 1S6110, que geralmente ocorrem em
tandem (FANG et al., 1999; GROENEN et al., 1993; GUTIERREZ et al., 1999). Uma
minuciosa avaliacdo dos dados de sequenciamento do locus DR feita por Groenen et al.,
(1993) revelou que a insercdao desta IS no locus DR pode ser simétrica, gerando uma DR
dividida em dois fragmentos iguais, ou assimétrica, resultando em um fragmento de 6 pb e
outro de 30 pb. O resultado disso ¢ que, com a divisdo da DVR ocorre a “perda” do alvo para
um dos primers e a ndo amplificacdo de um espacador, mesmo ele estando presente no locus
(FILLIOL; SOLA; RASTOGI, 2000; LEGRAND et al., 2001).

Marcadores moleculares linhagem-especificos, como a sequéncia 1S6110 e o locus DR
tém sido explorados no desenvolvimento de diversos métodos que diferenciam isolados
clinicos baseados no polimorfismo genético do DNA do M. tuberculosis (WARREN et al.,
2002). Estas técnicas permitem a distin¢gdo dessas linhagens, sendo Uteis também para a
diferenciacdo dos membros do CMTB além de facilitarem os estudos epidemioldgicos (VAN
EMBDEN et al., 1993).

Os métodos atualmente mais utilizados para este fim sdo a genotipagem do M.
tuberculosis utilizando o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo da sequéncia
de insercdo 1S6110 (Restriction Fragment Length Polymorfism — RFLP-1S6110), o
Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) e o MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units — Variable Number of Tandem Repeats) (CDC, 2017;
MATHEMA et al., 2006; SUFFYS et al., 2000). A figura 5 ilustra a posi¢cdo das principais
regides polimorficas (156110, MIRUs e DR) no genoma do M. tuberculosis, que servem como

base para as técnicas de genotipagem mais comumente utilizadas.
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Em cada locus MIRU, um numero
variavel de repeticGes em tandem

(VNTR) é encontrado, o que define

MIRU 38
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e pode se inserir em vdrios sitios
dentro do genoma do M.
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auséncia de cada espacador define o
espoligotipo de cada cepa.

Figura 5. Representacdo esquematica do genoma do M. tuberculosis, indicando algumas das regiGes polimorficas
que servem de base genética para as técnicas de genotipagem. O cromossomo circular da cepa de referéncia
H37Rv é mostrado juntamente com exemplos dos principais elementos genéticos usados para a genotipagem das
estirpes. Para simplificar, somente um locus MIRU e uma 1S6110 sdo exibidos.

Fonte: Adaptado de Nicol; Wikinson, 2008. (NICOL; WILKINSON, 2008)

2.8.1 Técnicas Moleculares Aplicadas a Genotipagem do Mycobacterium tuberculosis
2.8.1.1 Restriction Fragment Length Polymorphism — 1S6110 (RFLP — 1S6110)

A genotipagem por RFLP-1S6110 detecta variac6es geradas pelo elemento de insercédo
IS6110; é um método de genotipagem altamente discriminatorio, amplamente utilizado no
estudo epidemiolodgico da TB (JAGIELSKI et al.,2016).

E realizado de acordo com um protocolo padronizado internacionalmente e
compreende a purificacdo do DNA gendmico a partir de cultura, digestdo do DNA por enzima
de restricdo (Pvull) que gera fragmentos de diferentes comprimentos que sdo posteriormente
separados por tamanho em eletroforese em gel de agarose. A seguir, desnaturacdo do DNA no
gel, transferéncia do DNA do gel para uma membrana de nitrocelulose, fixagdo do DNA a
membrana e posterior marcacdo com sonda genética, seguida de hibridiza¢do da sonda com o
DNA e, por altimo, lavagem, revelacdo e documentacdo da amostra (CDC, 2004; VAN
EMBDEN et al., 1993).

Apesar de ser 0 padrdo-ouro no fingerprinting dos membros do CMTB, esta técnica
possui limitagdes quando utilizada para tipar linhagens com baixo nimero de coOpias da
sequéncia 1S6110, onde as posi¢cdes de bandas apresentam menor polimorfismo, resultando
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em baixa diversidade (KAMERBEEK et al., 1997; RADHAKRISHNAN et al.,, 2001),
levando a sugerir a necessidade do emprego de varios métodos para se aumentar o poder
discriminatorio (PANDOLFI et al., 2007).

Ao contrario das analises por Spoligotyping e MIRU-VNTR, cujos resultados podem
ser facilmente traduzidos em designacdo numérica especifica, o RFLP produz padrdes
complexos aos quais ndo podem ser dadas derivagcBes matematicas simples, dificultando esta
analise quando se trabalha com grande nimero de amostras, onde os padrdes gerados ndo
podem ser comparados visualmente — como acontece quando se trabalha com apenas duas
amostras em um mesmo gel —, exigindo assim sofisticados programas computacionais (CDC,
2004).

Além disso, tem alto custo quando comparada as demais, é trabalhosa e demorada,
pois requer, ao contrario das técnicas baseadas em PCR, crescimento de um grande nimero de
bacilos para extracdo de DNA em quantidade e qualidade suficientes para a analise,
inviabilizando seu uso em situagGes onde seja de suma importancia obter resultados rapidos,
como em surtos, por exemplo, além de ndo poder ser utilizada em casos onde os bacilos nao
sdo mais viaveis (CDC, 2004; PANDOLFI et al., 2007; SCOTT et al., 2005). Desta forma, é
tendéncia mundial a substituicdo desta técnica por outras de execucao mais rapida e facilitada
(PANDOLFI et al., 2007).

2.8.1.2 Spacer Oligonucleotide Typing — Spoligotyping

A tipagem por Spoligotyping, ou espoligotipagem, baseia-se no polimorfismo de DNA
presente em uma regido cromossémica especifica e exclusiva do CMTB, o locus DR. Este
locus contem um numero varidvel de copias de uma repeticao direta de 36 pb, multiplas e bem
conservadas, intercaladas por 43 sequéncias espagadoras especificas e ndo repetitivas de 35-
41 pb (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica do método de Spoligotyping. (A) Esquema da estrutura do locus DR no
genoma micobacteriano. (B) Principio da amplificagdo in vitro da regido DR por PCR. (C) Padrdes de
hibridizacdo (espoligopadrdes) de DNA micobacteriano amplificado de cepas de M. tuberculosis H37RV e de M.
bovis BGC (a ordem dos espacadores corresponde a sua ordem no genoma).

Fonte: Adaptado de Kamerbeek et al., 1997.

As linhagens variam em namero de sequéncias DR e quanto a presen¢a ou auséncia
destes espacadores, e evoluem através da perda sucessiva dos mesmos na regido DR, sem a
habilidade de readquirir os espacadores perdidos (GROENEN et al., 1993; KAMERBEEK et
al., 1997; MATHEMA et al., 2006).

Os padrbes ou perfis de Spoligotyping (espoligopadrbes) sdo obtidos através de
amplificagdo da regido DR por PCR (que utiliza um primer biotinilado) e posterior
hibridizacdo dos produtos amplificados com oligonucleotideos complementares as regides
espacadoras, que estdo imobilizados em uma membrana de nylon, onde os 43 espagadores de
sequéncia conhecida estdo previamente sensibilizados. Apods a hibridizacdo, a membrana é
incubada com conjugado streptavidina-peroxidase. O resultado é obtido pela hibridizagao ou
ndo de cada sequéncia espacadora, resultando em um padréo de hibridizacdo que é comparado
entre as diferentes amostras.

A detecgdo destes padrdes é feita pela analise visual da membrana, gracas a acdo da
peroxidase, que se liga a biotina ligada aos produtos de PCR e catalisa a reagdo, resultando

em emissdo fluorescéncia, que é registrada em filme de autorradiografia (Raio-X).
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Por fundamentar-se na amplificacdo por PCR, € vantajosa para tipar M. tuberculosis
diretamente em amostras clinicas, dispensando a etapa de crescimento do microrganismo,
além da possibilidade de ser usada em espécimes ndo mais viaveis para cultivo, permitindo
também a simultanea deteccédo e diferenciacdo de membros do CMTB (DONOGHUE et al.,
2004; FLETCHER et al., 2003; KAMERBEEK et al., 1997; MAZARS et al., 2001). E uma
valiosa ferramenta molecular, especialmente nos casos onde as cepas apresentam poucas
copias do 1S6110 e quando o DNA esta altamente fragmentado, pois pequenos fragmentos de
55 a 60 pb sédo suficientes para fornecer um resultado positivo, tornando viavel sua utilizacéo
em estudos com material escasso, como 0s de origem arqueolégica (BAUER et al., 1999;
LEAO; PORTAELS, 2007).

Esta técnica tem a vantagem de ser de rapida execucao, ter boa reprodutibilidade, ndo
requerer investimento excessivo em equipamentos especificos, além de permitir a analise de
um grande numero de cepas e facilitar a diferenciacdo das espécies do CMTB pela simples
analise visual (DAVID et al., 2004).

Os resultados sdo expressos em um codigo binario de 43 digitos (1 = hibridizacéo; 0 =
auséncia de hibridizacdo), que podem ser convertidos em cddigo octal, de 15 digitos. Pela
designacéo octal, o cddigo binario é lido em 14 grupos de trés digitos cada (o 43° espacador é
lido sozinho, simplesmente como 0 ou 1), seguindo regras padronizadas (DALE et al., 2001).
Assim, cada série binaria 000, 001, 010, 011, 100, 101, 110 e 111 é lida respectivamente
como 0, 1, 2, 3, 4,5, 6 e 7. Isto permite e facilita a comparacdo de resultados obtidos em
diferentes laboratérios (CDC, 2004; DALE et al., 2001) (Quadro 1).

Padrdo
(ofglolle- AN | [ [ [ | [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [/ mm [ [[[[[ [ [ [ mmmm [ [[]][]

Padrdo
bindr 11111111111111111110011112112121121100001111211112
inario

Blocos |111| 111|111 111|111 111|100 111|111 111 110|000 | 111|111 1

octais

Codigo | 7 7 7 7 7 7 4 7 7 7 6 0 7 7 11
octal

Codigo | 777777477760771
octal

Quadro 1. Conversao do padrao de spoligotyping original em padrdo binario e cddigo octal.
Fonte: Adaptado de DALE et al., 2001.
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A andlise de diferentes perfis obtidos pelo Spoligotyping mostra que esta técnica pode
oferecer um amplo campo de estudo para uma melhor compreensdo da biologia e
epidemiologia molecular do M. tuberculosis. A técnica foi reconhecida como capaz de
distinguir especificidades geograficas entre seus ‘espoligotipos’, de modo que alguns isolados
agrupados em familias estejam relacionados a uma determinada populacéo, regido geografica
e até a prépria histdria da dispersdo da TB no mundo (SOLA, 1999).

No entanto, sua utilizacdo em substituicdo ao RFLP-1S6110 deve ser considerada com
precaucdo, visto que uma propor¢do de linhagens com diferencas no perfil do marcador
genético RFLP-1S6110 exibem perfis idénticos de Spoligotyping (GORI et al., 2005;
MATHEMA et al., 2006).

2.8.1.3 Micobacterial Interspaced Unit — Variable Number of Tandem Repeats (MIRU-
VNTR)

A tipagem por MIRU se baseia no estudo de VNTRS, unidades que se repetem
sequencialmente, de maneira adjacente (tandem repeats) até centenas de vezes, e estdo em
quantidade varidveis entre as cepas. Esta técnica é baseada em PCR e detecta, através da
verificacdo do tamanho dos produtos amplificados, o nimero das repeticdes de 12, 15 ou 24
MIRU-loci selecionados para genotipagem, do total de 41 MIRU-loci existentes (CDC, 2004;
SUPPLY etal., 2001).

Mazars et al. (2001) descreveram as condicdes especificas de amplificacdo de cada
loci, que envolvem a hibridizacdo dos primers a regido flanqueadora dos MIRUs. O tamanho
dos fragmentos é verificado visualmente por posterior separagdo dos produtos amplificados
por eletroforese em gel de agarose. Os resultados sdo relatados como denominagdes de 12, 15
ou 24 caracteres, sendo que cada caractere é correspondente ao numero de repeticbes em um
dos loci listados em uma ordem padrdo (CDC, 2004). Consiste em um sistema altamente
reprodutivel e rapido, havendo geracdo de genotipos confidveis baseado no estudo detalhado
dos loci contendo VNTRs do genoma do CMTB.

A analise por MIRU pode ser automatizada, diminuindo-se o tempo de realiza¢do da
técnica e a chance de erros e facilitando a manipulacdo das amostras, sendo, porém, mais cara
gue a sua versdo manual, tendo seu uso justificado apenas em estudos de grande nimero de
amostras (SUPPLY et al., 2001). Produz resultados intrinsecamente digitais que podem ser

facilmente catalogados em uma base de dados de computador, cujos padrdes gerados podem
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ser comparados aos de uma base de dados internacional (BARNES; CAVE, 2003; CDC,
2004). Além disso, pode ser aplicado diretamente a culturas sem purificacdo do DNA
(BARNES; CAVE, 2003).

A técnica MIRU-VNTR possibilita uma comparacdo entre linhagens de diferentes
areas geograficas e permite seu rastreamento, de forma semelhante ao RFLP, sendo, no

entanto, de execu¢do muito mais facil.

2.8.2 Principais Familias entre as Espécies de M. tuberculosis Baseadas em Spoligotyping

Agrupamentos de isolados em familias, baseados nos sistemas de genotipagem
comumente utilizados, sdo, na maioria, dependentes do limiar de similaridade entre as cepas,
que é determinado pelos investigadores. Geralmente, uma linhagem familiar pode ser descrita
como um grupo de isolados que compartilham biomarcadores especificos ou propriedades
indicativas de um ancestral recente em comum (MATHEMA et al., 2006).

Em linguagem epidemioldgica, um cluster é definido como dois ou mais isolados
obtidos de diferentes pacientes com genotipos idénticos ou quase idénticos (BEHR; SMALL,
1997). Isolados agrupados tém uma elevada probabilidade de estarem envolvidos na mesma
cadeia de transmissdo recente da doenca, e isto pode ser confirmado pela investigacdo das
ligacGes epidemioldgicas entre estes pacientes. Isolados que ndo pertencem a nenhum cluster
indicam provavel reativacdo da infeccdo latente (BEHR; SMALL, 1997; VITOL et al., 2006).

Em 1993, com a descoberta da natureza polimoérfica do locus DR e o posterior
desenvolvimento do método Spoligotyping, baseado nesta variabilidade, introduziram-se
conceitos e ferramentas mais modernos, rapidos, reprodutiveis e com baixo custo para a
genotipagem do CMTB (HERMANS et al., 1991; KAMERBEEK et al., 1997; RASTOGI,
SOLA, 2007).

Informacdes baseadas em Spoligotyping tém descrito familias e subfamilias de cepas
que demonstram perfis ou padrbes de Spoligotyping especificos, que se distinguem uns dos
outros pela presenca ou auséncia de certos espacadores entre as regides DR. No entanto,
agrupamentos de cepas em um grupo ou familia, baseados em padrGes de Spoligotyping
comuns, muitas vezes exibem diferentes — porém relacionados — perfis de RFLP-1S6110, com
60% de similaridade entre os mesmos (MATHEMA et al., 2006; VITOL et al., 2006). Desta
forma, embora grupos de isolados que compartilham o mesmo padrdo de Spoligotyping
possam representar cadeias de transmissdo recente, eles também podem representar

similaridades genéticas mais amplas (ancestral comum distante); ja aqueles com padrdes
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diferentes podem ser seguramente considerados genotipos distintos (HAYWARD; WATSON,
1998).

Sreevatsan et al., (1997), baseados na combinacdo de polimorfismos presentes no
genoma das espécies pertencentes ao CMTB, classificaram as mesmas em trés Grupos
Geneéticos Principais (PGG — Principal Genetic Group) (SREEVATSAN et al., 1997). Muitas
familias de M. tuberculosis foram identificadas baseadas no padrdo de Spoligotyping e
agrupadas em um dos trés PGG. O PGGL1 inclui as familias East African-Indian (EAI),
Beijing e Central Asian (CAS) ou Dheli. O PGG2 inclui as familias Harleem, Latin American
and Mediterranean (LAM) e X. A familia T e outras familias ainda ndo muito bem
caracterizadas estdo classificadas no PGG3 (GOH et al., 2005; RAHIM et al., 2007,
RASTOGI; SOLA, 2007).

Em estudo posterior realizado por Brosch et al., (2002), que analisaram a distribuicéo
de 20 regides variaveis resultantes de eventos de insercdo e delecdo no genoma de espécies do
CMTB, estas espécies foram divididas, com base na presenca ou auséncia de uma sequéncia
especifica de 2Kb (TbD1), em cepas “antigas” (‘ancient’ strains), denominadas TbD1+ e
cepas “modernas” (‘modern’ strains), denominadas TbD1-, respectivamente (BROSCH et
al., 2002; RASTOGI; SOLA, 2007). Sao classificadas como da linhagem “moderna” as
familias Beijing, LAM, Haarlem, T, X e Family33 (F33 — Familia 33) e da linhagem “antiga”
a familia EAI (GOH et al., 2005; RASTOGI; SOLA, 2007).

Atualmente, um total de 62 linhagens/sublinhagens do CMTB sdo detalhadas na 42 e
ultima versdo do Banco de Dados Internacional de Spoligotypes (SpolDB4), que descreve
1.939 (91,4% dos isolados) padrdes de Spoligotyping compartilnados por duas ou mais
amostras (Spoligo-International-Type number — SIT) e 3.370 (8,6% dos isolados) padrdes
unicos, representando um total de 39.295 isolados clinicos provenientes de individuos de 141
paises (BRUDEY et al., 2006).

Na versdo on line deste banco de dados, o SITVIT (Disponivel
em:<http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/>), estdo depositadas atualmente
36.609 entradas, das quais 2.436 sdo de cepas isoladas no Brasil, porém nem sempre de
origem brasileira, 1.734 entradas séo de cepas de origem brasileira (isoladas no Brasil e em
outros paises) e 1.661 entradas sdo de cepas de origem brasileira e isoladas no Brasil
(DEMAY et al., 2012; SITVIT, 2011).

O SITVIT é um banco de dados exclusivo dos dois principais marcadores moleculares:
espoligotipos e MIRU-VNTRs; € um website totalmente interativo que também fornece

ferramentas para conversdo dos cddigos octal em binario e vice-versa, além de fornecer
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mapas da distribuicdo geografica das linhagens e informacfes sobre a origem e nimero de
cada amostra depositada.

Além do SITVIT, foi desenvolvido o SpotClust (VITOL et al., 2006; disponivel
em:<http://cgi2.cs.rpi.edu/~bennek/SPOTCLUST.html>), um algoritmo computacional que
usa modelos matematicos de distribuicdo de probabilidades para classificar as bactérias do
CMTB entre provaveis familias e subfamilias, baseado em seus padrdes de Spoligotyping,
tendo como modelo as familias descritas previamente na 3% versdo do Banco de Dados
Internacional de Spoligotypes (SpolDB3). Ele incorpora informacgdes bioldgicas sobre a
evolucdo dos espoligotipos, porém sem a intencdo de obter a filogenia completa do CMTB e
também esté disponivel para livre consulta na internet (VITOL et al., 2006).

O SpotClust atribui, aos perfis submetidos a comparacdo, uma familia e subfamilia
definidas por Spoligotyping entre as 36 disponiveis, indicando a probabilidade dos mesmos de
pertencer a cada uma delas: M. tuberculosis (Beijing, T1-T4, Haarlem1-3, X1-X3, EAI1-5,
CAS, LAM1-10, S, H37Rv e Family33-36), M. bovis BCG, M. africanum e M. microti
(VITOL et al., 2006). Para padrdes de Spoligotyping ndo relatados previamente, € uma 6tima
ferramenta adicional que pode alocar estes padrdes em familias (ELDHOLM et al., 2006).

Métodos que atribuem padrfes obtidos por Spoligotyping em familias sdo necessarios
para explorar de forma satisfatoria os resultados obtidos com a caracterizagdo genética no
controle da TB. Estudos de epidemiologia molecular tém revelado, nos Gltimos anos, que
certas cepas emergentes de M. tuberculosis, que induzem as formas mais severas de TB, tém
manifestado altas taxas de faléncia ao tratamento que outras, podendo assim ser responsaveis
por acentuar a carga da doencga em alguns paises (LAN et al., 2003).

Alguns estudos que investigaram a associacdo entre certos gendtipos de M
tuberculosis e resisténcia as drogas utilizadas no tratamento da TB demonstraram que em
certas regides do mundo tém surgido cepas pertencentes as familias Beijing e Haarlem
associadas a resisténcia as drogas (rifampicina, estreptomicina, isoniazida, etambutol)
(BROWN et al., 2010; DALLA COSTA et al., 2009; ECA, 2006; MARAIS et al., 2006), e
também a associacdo entre a resisténcia a pirazinamida e a estreptomicina e cepas da
subfamilia. LAM1 (BROWN et al., 2010). Além disso, tém sido descritas mutacdes
especificas em genes de M. tuberculosis que conferem resisténcia a rifampicina ou
estreptomicina, particularmente nas cepas pertencentes as familias Beijing, LAM e Haarlem
(DALLA COSTA et al., 2009; LIPIN et al., 2007).

Ferramentas como as descritas (SITVIT e SpotClust) estdo disponiveis para acesso

livre na internet, permitindo que os pesquisadores de diversos locais do mundo comparem 0s
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perfis obtidos em seus estudos utilizando Spoligotyping e MIRU-VNTR (este ultimo somente
disponivel no SITVIT), além de possibilitarem que estes perfis sejam depositados nos
respectivos bancos de dados, permitindo assim que os resultados de estudos locais possam ser
analisados e comparados com a populacao global de M. tuberculosis circulantes no mundo.

As trés principais familias genotipicas, LAM, Harleem e T sdo as mais frequentes na
Africa, América Central, Europa e América do Sul. Estas familias englobam 80% de todos os
isolados brasileiros incluidos no SpolDB4 (BRUDEY et al., 2006). Lima et al (2010), ao
avaliarem a diversidade de M. tuberculosis isolados no Pard no periodo de 1998 a 2007,
relatam que estas trés familias foram responsaveis por 75,5% dos isolados avaliados (LIMA et
al., 2010).

Na tabela 2 estdo descritas as principais familias/subfamilias agrupadas em SITs de
acordo com as frequéncias de distribuicdo mundial e seus respectivos nimeros SIT, padrbes

de Spoligotyping e codigos octais.



Tabela 2. Principais familias circulantes no mundo, em ordem de frequéncia, identificadas por SITs, e seus respectivos padrées definidos por Spoligotyping e cédigos octais.

BOV: Mycobacterium bovis; CAS: Central-Asian; EAIl: East African-Indian; LAM: Latin American and Mediterranean; SOM: Somalia; T e X: Familias ‘T’ e¢ ‘X,

respectivamente. *SIT: Spoligo-International-Type

SIT* Familia/Subfamilia Espoligopadrao Codigo octal Fre?;: )nC|a
53 T1 AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NNENNEE 777777777760771 17.85
1 Beijing LLA0000a000a0000a0000a000000 000 NENNEENEEE  000000000003771 11.28
683 BOV2 EROEE RO AN NN ENEEE 000 664073777777600 7.71
482 BOV1 N NN EEEEEE_ EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOOO00  676773777777600 6.68
50 Haarlem3 AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN N NEENEER 777777777720771 5.46
42 LAM9 IEEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NEEEEEEN O NEENEEE 777777607760771 5.37
a7 Haarlem1 IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 OO0 O NNENEER 777777774020771 3.44
26 CAS1-Delhi EEE O NS EEEEE 00000000 NENEENEEE 703777740003771 3.00
137 X2 IEEEEEEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEE O OERO000E 777776777760601 2.98
236 EAI5 IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE N NENNENEEE 777777777413771 2.82
119 X1 IEEEEEEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEN O NNENEEE 777776777760771 2.66
52 T2 IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN O NEE_ONEE 777777777760731 2.34
92 X3 EEE 00O O NN NNENEEE 0007677776077 1.95
19 EAI2-Manilla I EEEEEEEEEEEEEEEN _EEEEEEE__ O OE_NENEENEEE 677777477413771 151
33 LAM3 IEEEEEEE ) EEEEEEEEE ) NEEEEEEN O NEENEEE 776177607760771 1.42
20 LAM1 I EEEEEEEEEEEEEEEEE ) NEEEEEEN_ O NEENEEE 677777607760771 1.35
48 EAI1-SOM IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE N NENEN_NEE 777777777413731 1.25
17 LAM2 AN EEEEEEEEE _ EEEEEEE_ O NEEEEEER_ O NEENEEEE 677737607760771 1.14

Fonte: Adaptado de BRUDEY et al., 2006; SITVIT, 2010
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar do M. tuberculosis var. tuberculosis e M. tuberculosis var. africanum serem
reconhecidos como os principais agents da tuberculose humana, atualmente 10 variantes infra-
subespecificas compdem o complexo M. tuberculosis (CMTB), todas com potencial de causar

doenca humana, como € o caso do M. tuberculosis var. bovis (RIOJAS et al, 2018).

No entanto, devido a natureza monomérfica dos membros do CMTB, a diferenciacdo entre
as diferentes variantes torna-se dificil de ser alcancada por meio de métodos laboratoriais
convencionais disponiveis nos laboratorios clinicos, limitando-se o diagndstico em nivel de
complexo. Isso implica na impossibilidade de estimar a frequéncia dessas linhagens e suas
correlacdes clinicas ou filogeograficas, e dessa forma entender o contexto epidemioldgico das

variantes.

Vaérios estudos baseados em biologia molecular, aliados ou ndo a epidemiologia classica,
foram realizados em diferentes paises para descrever o perfil genético das cepas de M. tuberculosis
envolvidas na transmiss@o da doenca, na resisténcia a drogas; na avaliacdo dos perfis moleculares
das cepas associadas na transmissdo em populacdo com elevada e baixa incidéncia de TB, entre
outras, permitindo o reconhecimento da distribuicdo geogréafica de espécies / linhagens do CMTB e
seus impactos na saude publica (Allix-Béguec et al 2008, Ramazanzadeh et al., 2015, Seto et al.,
2017).

Portanto, o objetivo deste estudo foi apresentar o perfil de membros do MTBC associados a
casos de doenca humana no Estado do Par4, identificando as variantes/linhagens do MTBC em dois
distintos periodos, bem como seus perfiis fenotipicos e moleculares de resisténcia aos

tuberculostaticos.



4 OBJETIVOS

55




56

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

e Realizar uma abordagem fenotipica e molecular em linhagens do complexo Mycobacterium

tuberculosis associadas a casos de tuberculose humana no Estado do Para.

4.2 ESPECIFICOS
e Caracterizar isolados do complexo M. tuberculosis de dois distintos periodos quanto aos
seus perfis fenotipicos e moleculares de resisténcia aos tuberculostaticos;
e Determinar a classificacdo genética das linhagens do complexo Mycobacterium
tuberculosis;
e Verificar correlacBes genotipo-especificas nos grupos de isolados nos dois distintos

periodos.



5 MATERIAL E METODOS

57




58

5 MATERIAL E METODOS

5.1 CASUISTICA

Trata-se de um estudo transversal que incluiu grupos de isolados micobacterianos coletados
em dois periodos distintos: 1998 a 2003 (n=195) — ap0s o0 primeiro inquérito nacional de resisténcia
da tuberculose, e 2016 (n=96) — compreendendo a fase posterior as mudangas no esquema de
tratamento da tuberculose, com o objetivo de se verificar modificacGes no perfil das linhagens do
CMTB circulantes, assim como do padréo de resisténcia aos tuberculostaticos. Os isolados foram
oriundos de espécimes clinicos de origem pulmonar (escarro, lavado broncoalveolar e lavado
gastrico) e extra-pulmonar (bidpsias de tecidos, secre¢fes, liquido pleural, liquido
cefalorraquidiano, dentre outros), encaminhados para exames de rotina prestados pela Secdo de
Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas (SABMI/IEC) nos periodos citados.

As micobactérias encontravam-se preservadas a -80° C em ultrafreezer, identificadas sob
codificacdo, e constituem o acervo de microorganismos da SABMI/IEC. Por tratar-se de pesquisa
que ndo envolve individual ou coletivamente seres humanos como participantes da pesquisa, mas se
propds apenas a avaliacdo de caracteristicas fenotipicas e genéticas de isolados bacterianos, sem ter

acesso a informacdes pessoais de pacientes, a analise por comité de ética ndo se aplica ao estudo.

5.2 CULTURA DE MICOBACTERIAS

Os isolados micobacterianos foram obtidos apds o cultivo de espécimes clinicos,
descontaminados, quando necessario pelo método de lauril-sulfato de sodio, em meio de cultura
Léwenstein Jensen, com e sem &cido p-nitrobenzéico (PNB) a 0,5 mg/mL. Posteriormente foram
incubados a 35-37°C na auséncia de luz. Todos os procedimentos de processamento das amostras
foram realizados de acordo com as boas préaticas de laboratorio (BRASIL, 2008). A distincéo
presuntiva entre CMTB e MNT foi realizada através do teste de inibicdo de crescimento em meio
com PNB (0,5 mg/mL), no qual as espécies do CMTB ndo crescem. A avaliagdo fenotipica foi
baseada na observacdo dos aspectos macro (morfologia, pigmentacdo e tempo de crescimento) e
microscopico (presenca de fator corda) das col6nias. Os isolados foram posteriormente estocados a
- 80°C. A cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv ou H37Ra foi utilizada como controle de testes
(BRASIL, 2008).
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5.3 TESTE DE SENSIBILIDADE

Os isolados foram caracterizados para susceptibilidade as drogas do esquema basico de
tratamento da tuberculose pelo método das proporgBes, segundo protocolo de Canetti
(1969)(CANETTI et al., 1969).

Resumidamente, 0 método consiste em detectar a propor¢do de bacilos resistentes presentes
em uma amostra de M. tuberculosis, frente a concentracdo da droga - “concentragéo critica”, sendo
40 pg/mL para R, 0,2 pg/mL para H, etambutol 2 pg/mL para E, 4pg/mL para S e 100 pg/mL para
Z.ParaR, H, E e S aproporcao critica equivale a 1%, enquanto que para Z é de 10%.

Para identificacdo das cepas resistentes, foram semeadas em meio LOowestein-Jensen (L-J)
controle e com drogas, 0,1 mL das diluicdes 10 e 10™ de cada amostra, a partir de uma turvagéo
correspondente ao tubo ndmero 1 da escala de McFarland, obtida de um crescimento em fase
logaritmica (média de 22 dias). A leitura do teste foi realizada com 28 dias para 0s casos resistentes

e com 42 dias para 0s que se mantiveram sensiveis (BRASIL, 2008).

5.4 EXTRACAO DO DNA MICOBACTERIANO

O protocolo de extracdo utilizado seguira as condi¢des estabelecidas em Lima et al. (2007).
A extracdo do DNA foi realizada a partir das culturas, utilizando 300uL de tampao de lise (Tris HCI
pH 9,0 300mM, EDTA 100mM, sucrose 4,8%, SDS 1,25%), 300uL de tampao de homogeneizacao
(Tris HCI pH 8 10mM, NaCl 60mM, EDTA pH 8 10mM, sacarose 5%), 15uL de proteinase K
(20mg/mL de &gua ultrapura) e incubacdo a 56°C por 12 horas. Os detritos celulares foram
removidos por tratamento com 600ulL de solu¢do de fenol-cloroférmio-alcool isoamil 25:24:1
(Invitrogen). O DNA foi precipitado com 100uL de acetato de sodio 3M, pH 4,8 (Sigma) ¢ 500ul
de isopropanol (Merk), centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e tratado com 500uL de alcool
etilico 70% (Merk). Posteriormente, foi centrifugado a 13.000 rpm a 4°C. O alcool foiu removido
por evaporagdo ¢ o0 DNA hidratado com 100uL de tampao TE 1X (Tris HCI pH8 10mM, EDTA
pH8 1mM). A avaliacdo da pureza e a quantificacdo do DNA foram realizadas por
espectrofotometria utilizando o equipamento UV1101 Biotech Photometer (WPA Ltd.).

5.5 TECNICA DE SPOLIGOTYPING

A técnica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Kamerbeek et al., (1997), e
com algumas modifica¢bes sugeridas por Parwati et al. (2003) (PARWATI et al., 2003). Foram
utilizados os primers DRa (5 biotinilado GGTTTTGGGTCTGACGAC 3) e DRb (5
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CCGAGAGGGGACGGAAALC 3) e, como controles positivos, 20 ng do DNA gendmico das cepas
M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG (Isogen, Bioscience BV). Para cada 18 amostras foi
incluido um controle negativo (dgua destilada ultrapura, processado junto com as amostras. Para
cada 20 amostras foi utilizado um par de controle positivo (M. tuberculosis H37Rv e M. bovis
BCG).

As reacdes foram realizadas com 20 ng de DNA de genémico, 20 pmoles de cada um dos
primers DRa e DRb, 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen™, Life Technologies), 3.0 mM de MgCl,
(Qiagen, Hilden, Alemanha), tamp&o de reacdolX (Qiagen, Hilden, Alemanha), 1,0 U de HotStar
Taq DNA polimerase (Qiagen, Hilden, Alemanha), solugdo Q 1X (Qiagen, Hilden, Alemanha) para
um volume final de 50 puL. As amplificacdes por PCR foram realizadas em termociclador (PX2,
ThermoHybaid, Inglaterra) através do seguinte programa: uma fase inicial de 3 min a 96°C, 45

ciclos de 96 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72°C por 30 seg e um ciclo final de 5 min a 72 °C.

Para hibridizacao, 30 uL dos produtos de PCR foram diluidos em 150 uL de 2XSSPE (0,02
M Na,HPO4*2 H,0, 0,36 M NaCl, 2 mM EDTA,; pH 7,4) / 0.1%SDS e desnaturados a 99 °C por 10
minutos, seguidos de rapido resfriamento. As amostras diluidas foram aplicadas no miniblotter
(MN45, Immunetics, Cambridge, MA) contendo uma membrana (Isogen, Bioscience BV, Holanda)
previamente sensibilizada (250 mL de 2XSSPE/0.1%SDS, 5 min/60°C), contendo 43
oligonucleotideos imobilizados. O miniblotter foi vedado e mantido na posi¢do horizontal por 60
min a 60°C em estufa de hibridizacdo (MA-430, Marconi, SP), sem agitacéo.

Posteriormente, as amostras foram aspiradas e a membrana lavada duas vezes com
2XSSPE/0.5% SDS (10 min/60°C) e depois incubadas (60 min/42°C) com um conjugado
streptavidina-peroxidase (1:1000) diluido em 2XSSPE/0.5%SDS, sob agitacdo. Em seguida, a
membrana foi lavada duas vezes com 2XSSPE/0.5%SDS (10 min/42°C) e duas vezes com 2XSSPE

sob agitacdo, por 5 min em temperatura ambiente.

A deteccdo dos sinais de hibridizacdo foi realizada pela sensibilizacdo de filme
autorradiografico (Ortho, AGFA, Argentina) através de reacdo de quimioluminescéncia (Kit
Immobilion Western, Millipore, EUA), revelando os padrdes de Spoligotyping pela presenca ou

auséncia dos 43 espacgadores presentes entre as sequéncias DR.

Apos revelacdo, os perfis de hibridizacdo obtidos foram convertidos para sistema binario (1
= presenca de sinal e 0 = auséncia de sinal) e introduzidos em uma planilha Excel® (Microsoft,
EUA). Os padrdes obtidos pelo Spoligotyping foram comparados com banco de dados disponivel

no SITVIT (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/query) e 0 agrupamento dos
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espoligotipos identificados em familias foi realizado segundo as regras descritas por Brudey et al.
(2006). Genotipos ndo encontrados no SITVIT foram analisados pelo SpotClust
(http://tbinsight.cs.rpi.edu/run_spotclust.ntml - VITOL et al., 2006) para classificagdo em provaveis
familias. Espoligopadrdes que ndo parearam com nenhum outro padrdo existente nos bancos de

dados foram definidos como ‘6rfao’ (orphan).

5.6 TIPAGEM POR REGIOES GENOMICAS DE DIFERENCA (GENOMIC REGIONS OF
DIFFERENCE — RDS)

A diferenciacdo dos membros CMTB foi realizada por método de PCR multiplex baseado
em regides gendmicas de diferenca (RD1, RD1™¢, RD2% RD4, RD9 e RD12) de acordo com
Warren et al. (2006).

5.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE E SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

As sequéncias parciais dos genes rpoB, katG, inhA, ahpC, embB, rpsL, rrs e pncA foram
amplificadas por PCR como descrito em estudos prévios (BALLIF et al., 2012). A reacdo de
amplificacdo teve um volume final de 25ul, contendo 1U de Taq DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, EUA), 250uM de dNTP (Invitrogen, Carlsbad, EUA), tamp&o de Tag DNA polymerase
1X (Invitrogen, Carlsbad, EUA), 20pmol de cada iniciador (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) 1,5mM
de MgCI2 (Invitrogen, Carlshad, EUA) e aproximadamente 50ng de DNA molde. Os ciclos de
amplificacdo foram realizados em termociclador MyGenie 96 Gradient Thermal Block (Bioneer,
Daejeon, Coréia do Sul). Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose D-1 Low
EEO 1% (Pronadisa, Madri, Espanha), corado com SYBR Safe 10.000X (ThermoFisher Scientific,
EUA). Como marcador de peso molecular foi utilizado o padrdo 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen,
EUA). Apoés a eletroforese, os produtos foram recortados do gel e purificados com o sistema
S.N.A.P.TM Gel Purification Kit (Invitrogen, EUA).

Os produtos de amplificacdo foram diretamente sequenciados utilizando 5 pmol de cada
iniciador em sistema BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, conforme recomendacéo do
fabricante (Applied Biosystems, EUA). Posteriormente, o excesso de primers e ddNTP foram
removidos com o BigDye® XTerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems, EUA), de
acordo com as recomendacdes do fabricante, e submetidos a eletroforese capilar no analisador

genético ABI3130 (Applied Biosystems, Téquio, Japao).
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As sequéncias geradas foram alinhadas pelo método hierarquico de multiplos alinhamentos
(Clustalw) no programa BioEdit (verséo 7.0.9; Tom Hall
[http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html]). As similaridades com sequéncias relacionadas
obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) foram analisadas no programa
MegAlign (versdo 7.0; DNAStar [http://www.dnastar.com]). Dendogramas foram construidos no

programa MEGA (versao 4.0; Tamura, Dudley, Nei and Kumar [http://www.megasoftware.net/]).
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Abstract
Background
We provide background data on antibiotic resistance among different Mycobacterium tuberculosis
(MTB) lineages isolated from TB patients in Para State in Brazil.
Methods
In total, 195 MTB isolates from patients with clinical suspicion of MDR-TB were evaluated. For all
isolates, the study used susceptibility testing for TB drugs; genetic characterization including rpoB,
rpoA, rpoC, katG, inhA and ahpC gene sequence analysis; and genotyping via spoligotyping.
Results
Approximately 50% of the isolates were MDR-TB. In 97% of the isolates, mutations were
distributed in 11 different codons in the rpoB gene. No mutation was found in rpoA or rpoC.
Further, 87% of the MDR isolates had mutations associated with resistance to isoniazid: 90% in
katG, 9% in inhA and 1% in ahpC. A total of 73 different spoligotype patterns were identified, with
44 shared by the MDR-TB isolates. The spoligotypes of the MDR-TB isolates mainly comprised
LAM9 (17.9%), T1 (14.3%) and H3 (10.7%) sublineages, whereas LAM9/SIT42 and T1/SIT2517
were more frequent among MDR-TB.
Conclusions
This study demonstrates a striking genetic diversity in MTB isolates, especially among MDR-TB
cases. SIT-42 and SIT-53 were well-established sublineages in the study area. The detected
molecular resistance profile, with past strains harboring numerous drug resistance-related
mutations, suggests scenery with fitness costs strains of varied and, consequently, distinct

dispersion potential.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, multidrug resistance, genetic diversity.



Highlights
e A wide range multidrug-resistant TB genotypes circulate in Amazon
e Several mutations were found to be associated to drug-resistance among TB isolates

e Strains with distinct dispersion potentials were detected.
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1. Introdution

The emergence of multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) is a global public health problem,
mainly in developing countries, and poses a threat to TB control programs. Many efforts have been
made to stop the spread of the disease, but MDR-TB represents a significant challenge for health
services. Although drug resistance is a biological phenomenon, several risk factors are associated
with the development of MDR-TB, including treatment failures due to poor adherence or
inadequate treatment and the lack of availability of anti-TB drugs (Rossetti et al., 2002).

Worldwide in 2016, there were 600,000 new TB cases whose isolates were resistant to rifampicin,
of which 490,000 were MDR-TB, contributing to 240,000 deaths (WHO, 2017). Brazil is among
the 20 countries accounting for 84% of the estimated absolute numbers of TB in the world, with
68,000 new cases and approximately 4,500 deaths from TB in 2015. In Para State in the Brazilian
Amazon, the incidence of TB fell from 51.2 per 100,000 in 2001 to 41 per 100,000 TB cases in
2015. Based on 2015 data, Para State ranked fourth in the number of MDR-TB cases, although fifth
in the number of TB cases. It is also the fourth most common TB mortality, with a prevalence of 2.4
cases of combined TB and/or HIV per 100,000 inhabitants (Brasil, 2018). In 2001, Brazil registered
332 new cases of MDR-TB, while in 2015, this number increased to 1,077. The total MDR-TB
cases equaled 7,832 cases over that 15-year period. Para State has remained among the first
positions in absolute numbers of cases of MDR-TB (Brasil, 2017).

Until 2009, MDR-TB was defined in Brazil as in vitro resistance to rifampicin, isoniazid and one or
more of either pyrazinamide, streptomycin, ethambutol, or ethionamide (Campos, 1999). That strict
definition is different from current practice, which makes it impossible to compare the frequency of
MDR-TB before 2009 with current data and thereby identify patterns of MDR-TB cases.

Studies regarding resistance profiles and genetic diversity of M. tuberculosis (MTB) strains
circulating in specific geographic regions are important in providing knowledge about the

geographic distribution of MTB strains as well as their contribution to MDR-TB cases. The purpose
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of this study was to provide background data on antibiotic resistance among lineages of MTB in a

state from Brazilian Amazonia.

2. Materials and methods

2.1. Mycobacterium tuberculosis isolates

MTB isolates were stored at the Section of Bacteriology and Mycology of the Evandro Chagas
Institute (State of Para, North Region of Brazil, Amazon Region), a Regional Mycobacteria
Reference Laboratory in Brazil. All isolates were obtained from sputum smear-positive samples
from patients with clinical suspicion of MDR-TB. This study assessed 195 nonduplicate MTB
isolates from clinical specimens in Para State, Amazon Region, submitted to the laboratory between
1998 and 2003, after the first national TB resistance survey. The initial presumptive distinction of
MTB from nontuberculous mycobacteria (NTM) was obtained by culture in Lowenstein-Jensen
(LJ) medium containing p-nitrobenzoic acid (0.5 mg/mL) and direct observation of colony
morphology, pigmentation, and growth rate. Antimicrobial susceptibility testing was performed for
all the strains using LJ medium by the proportional method described by Canetti et al. (1969). The
resistance criteria were =1% growth in medium containing 40 pg/mL, rifampicin, 0.2 pg/mL,
isoniazid, 2 pg/mL ethambutol and 4 pg/mL streptomycin. For critical concentrations of 100 pg/mL
pyrazinamide (with pH adjusted to 5.4) and 20 pg/mL ethionamide, the adopted criteria for
resistance were =10% growth. A loopful of mycobacterial growth from medium containing either
rifampicin or isoniazid was used for DNA extraction. Primary and acquired resistance data were not

available.

2.2. PCR amplification and gene sequencing
The fragments of the rpoB (342 bp), rpoAl (625 bp), rpoA2 (565 bp), rpoC1 (620 bp), rpoC2 (710
bp), katG (555 bp), inhA (206 bp) and ahpC (359 bp) genes were amplified by PCR as described in

previous studies (Kim et al, 1999; Li et al., 2016; Musser et al., 1996; Telenti et al., 1997; Zenteno
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et al. 2009). After electrophoresis, the PCR products were purified using the ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent (Affymetrix, USA). The amplified products were directly sequenced with
forward and reverse primers using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA) according to the manufacturer's recommendations. Subsequently, the products
were purified by the BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, USA), and
sequence analysis was performed using an ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Japan). Sequences were analyzed using BioEdit software version 7.0.5.3 (Hall, 1999) and compared
to sequences of the drug-sensitive MTB H37Rv strain (NC_000962.3) retrieved from the GenBank

database.

2.3. Spoligotyping

Spoligotyping was performed on genomic DNA by using a commercial kit (Isogen Bioscience BV,
The Netherlands) according to the standard method described by Kamerbeek et al. (1997). Control
samples were used in these procedures as previously described. The patterns obtained were
compared to the online international MTB molecular marker spoligotyping database SITVITWEB

(http://www.Pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) (Demay et al., 2012).

3. Results

Among the MTB isolates, 72.8% (142/195) exhibited resistance to at least one drug tested, and
55.0% (107/195) were MDR-TB. In 97.5% (115/118) of the rifampicin-resistant isolates, mutations
were found in 11 different codons of the rpoB gene. A total of 97.2% (104/107) of the MDR-TB
isolates carried a mutation in rpoB (Table 1), no mutation was found in rpoA or rpoC, while 85.3%
(110/129) of the isoniazid-resistant strains had mutations in at least one of the three gene targets
associated with resistance to isoniazid, in the following proportions: 90.0% (99/110) in katG, 9.1%

(10/110) in inhA and 0.9% (1/110) in ahpC. A total of 87.0% (93/107) of MDR-TB presented genes
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were associated with isoniazid resistance, specifically 90.3% (84/93) in katG, 8.6% (8/93) in inhA
and 1.0% (1/93) in ahpC (Table 2).

A total of 73 different spoligotyping patterns were identified, of which 44 were associated with
MDR-TB. The diversity of genotypes of MDR-TB isolates was represented mainly by the LAM9,
T1 and H3 sublineages. We identified uncommon isolates as Beijing/SIT-1 (n=1) and CAS/SIT-
2545 (n=2). LAMY/SIT42 and T1/SIT2517 were more frequent among MDR-TB, while the LAM5
and T3 sublineages were more related to the cases of sensitive MTB, with statistical significance of

p =0.0009 and p = 0.0232, respectively (Table 3).

4. Discussion

The State of Par4 has the fourth highest prevalence of MDR-TB in Brazil (Brasil, 2019). Despite the
efforts of the Brazilian Control of Tuberculosis Program, this problem is still far from being
reduced, especially due to late diagnosis. We detected a total of 107 (55.0%) MDR-TB isolates, of
which 104 (97.2%) had mutations in the rpoB gene, and 93 (87.0%) had mutations in the katG/fab-
B/ahpC gene. Previous studies showed that rifampicin resistance is a good predictor of MDR and
that more than 90% of MTB isolates with the rifampicin-resistant phenotype possessed single-
nucleotide substitutions within a hot spot region of the rpoB gene (WHO, 2018; Zang & Yew,
2015; Morris et al., 1995).

Our study found that rifampicin-resistant MTB isolates have a wide diversity of mutant alleles
within the rpoB sequence with co-occurrence of two or more mutations (4.1%). Mutations in
codons 531, 526 and 516 were the most frequent (Table 1), which is similar to other reports (Telenti
et al.,, 1997; Zhang & Yew, 2015). However, rare mutations were also found, including
substitutions in codons 480, 525 and 529 (Table 1). These mutations have been associated with a
low level of rifampicin resistance (Hwang et al., 2003; Pozzi et al., Zhdanova et al. 2013). Three
rifampicin-resistant isolates failed to show any mutation in rpoB, although they exhibited the MDR

phenotype. Similar results were reported in an earlier study (Mani et al. 2001). Most isoniazid-
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resistant isolates (89%) among the MDR-TB isolates had at least one nucleotide substitution in the
katG sequence (Table 2), which is close to the Brazilian national average of 81.3% and that of
South America of 80.8% described by Dalla Costa et al. (2009).

Regarding MTB sublineages, LAM9, H3 and T1 were the most frequent, especially among MDR-
TB isolates (Table 3). Sublineages SIT-42, SIT-50 and SIT-2517 were the most prevalent (Table 3).
The results for SIT-42 and SIT-50 were similar to those reported in other Latin American countries
(Reynaud et al., 2015; Cardoso et al., 2011; Lagos et al., 2016), but the frequency of SIT-2517
isolates is more prevalent in Para State than elsewhere in Brazil (Gomes et al., 2012). Sublineages
LAMS5 and T3 were significantly associated with susceptibility to anti-TB drugs, which is in
agreement with results found in Fortaleza, a high TB-burden municipality in northeastern Brazil
(Luiz etal., 2013).

One isolate from this study was identified as Beijing SIT-1. Although the Beijing lineage is one of
the most frequent in the world, its geographical distribution is variable, representing approximately
50% of strains in East Asia (Couvin & Rastogi, 2015). In Latin America, Beijing strains have been
reported in Mexico (SIT-269, SIT-941, SIT-406), Colombia (SIT-190), Chile, Argentina, Ecuador
and Brazil (Flores-Trevifio et al., 2015; Murcia et al. 2010; Ritacco et al. 2008). In addition,
CAS/SIT-2545, a lineage rarely isolated in Latin America, was found in two MDR patients from the
State of Pard. CASL1 strains are predominant in the South Asian region (Devi et al., 2015). However,
in contrast to our findings, CAS1 strains have not been associated with MDR (Dhatwalia et al.,
2016; Tanveer et al., 2008).

Between 2007 and 2008, Furlaneto et al. (2013) reported that the SIT-53, SIT-42, SIT-100 and SIT-
93 genotypes were the most frequent in the city of Belém, accounting for 60% of TB cases in Para.
Conceicdo et al. (2017) also carried out research on MTB strains for the same geographical area,
describing SIT-42, SIT-50, SIT-53, SIT-64 and SIT-137 as the main MTB sublineages in the Para
State, Brazil. However, they do not perform analysis of the temporal distribution of MTB genotypes

in the extended period studied (1998 - 2011), which limits it to comparisons on temporal dynamics
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in the composition of genotypic profiles. In general, our results affirm that SIT-53 and SIT-42 are
sublineages established in the Para State/Amazon, corroborating the findings of genotypes prevalent
in other Latin American countries (Lagos et al., 2016). In addition, LAMS5/SIT-93 still seems to be
important in the occurrence of TB cases in this geographical area.

MDR-TB is a serious public health problem due to frequent treatment failure and the costs of TB
control. Currently, Brazil reports 35.3% of TB cases in the Americas. Although the MDR-TB
prevalence is still low in Brazil, that is due, in part, of spending great effort to contain its
dissemination (WHO, 2017). In Brazil, according to Oliveira et al. (2013), in the period from 2001
to 2010, there was an average increase in 8.1% in the number of MDR-TB cases, especially
between 2004-2005 and 2009-2010, reaching 47.3% in the last year. In the Northern Brazilian
region, the highest incidence of MDR-TB occurred from 2000 to 2004, with the Pard State
responsible for 83.1% and 6.3% of the total regional and national MDR-TB case notifications,
respectively (CRPHF/MS, 2005). Currently, the situation of MDR-TB in the Para State/Amazon
region is worrisome. In 2000, MDR-TB comprised 0.6% of the cases, reaching 1.4% in 2010,
according to the records of the Public Health Secretariat of the State of Para (unpublished results).

This problem requires attention mainly due to the lower socioeconomic level of the residents and
precarious public health assistance in Northern Brazil, which is likely to have a significant impact
on TB treatment (Barroso et al., 2003; Melo, 2010; Pelissari et al., 2018). That, in turn, would be
expected to contribute to the abnormally high proportion of MDR-TB cases. Although the National
Tuberculosis Control Program offers free drugs for treatment and costs related to transportation,
food, and hospitalization (for some), all other costs associated with treatment must be covered by
patients. This is made more extreme by the fact that many Paré State TB patients come from the
periphery or other locations away from urban centers and need to seek health care far from their
homes, often due to the absence of a local health center or to escape treatment at overcrowded
health facilities. Humanized care, which is one of the key points for better adherence of patients to

treatment and follow-up, becomes impossible under these conditions.
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Although our study had some limitations, including the fact that was performed with isolates from a
Reference Center, which has already receive screened samples of suspected cases of MDR-TB, the
findings demonstrate a striking genetic diversity among MDR-TB isolates, which exhibit numerous
mutations associated to rifampicin-resistance. Additional comparisons on genotypes of MTB
associated to drug-resistance, in their temporal context, are important and may contribute to
inferences about the selective pressure exerted by different genotypes for the composition of the

current MDR-TB population.
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Alleles? Resistance patterns (n)° Clades (n)° SIT (n)° n (%)
480 ATC (lle); 531 TTG (Leu) RHE (1) H3 (1) 1908 (1) 1(0.8)
511 CCG (Pro) RHZ (1) EAI-SOM (1) 48 (1) 1(0.8)
513 AAA (Lys) RHE (1); RHZE (1) LAMO (1); X2 (1) 42 (1); 137 (1) 2(1.7)
513 CTA (Leu) RH (1) T1(1) 2517 (1) 1(0.8)
513 GAA (Glu) R (1); RH (1) ORPHAN (1); LAM4 (1) NA (1); 60 (1) 2(1.7)
513 GAA (Glu); 516 GTC (Val)  RHZEEt (1) ORPHAN (1) NA (1) 1(0.8)
516 GTC (Val) RH (2); RHZ (1); RHSE (1) T1(2); LAMS (1); X2 (1) ig%)z) B2LA: 434
RH (1); RHZ (1); RHE (1); RHEt (1);  LAMS9 (1); LAM1 (1); LAME (1); EAI6-BGD1 (1); T1 (1) 42 (1); 20 (1); 2518
516 TAC (Tyr) RHZSEEL (1) 129y 42
516 GGC (Gly); 529 CAA (GIn)  RH (1) LAM3 (1) 2519 (1) 1(0.8)
516 GGC (Gly); 522 TTG (Leu) RHS (1) H3 (1) 50 (1) 1(08)
516 TAC (Tyr); 522 TGT (Cys) RH (1) LAML (1) 20 (1) 1(0.8)
526 CGC (Arg); 529 CAA (GIn)  RH (1); RHZEEt (1) X2 (1); LAM9 (1) 137 (1); 42 (1) 2(17)
526 CTC (Leu) RHZ (2); RHE (1); RHSE (1) LAMS (1), LAMS (1); H3 (1); ORPHAN (1) ?13)_(1’3;‘4(231); 2 434
53 (1); 2541 (1);
T1 (3); LAM3 (1); LAMO (1); LAM5/4 (1) X2 (1); X3 (1); 2547 (1): 33 (1); 177
526 GAC (Asp) RH (5); RHS (2); RHZ (2); RZS (1) H3 (1); UNKNOWN (1) (1); 2515 (1); 137 10 (8.5)
(1); 92 (1); 50 (1);
2535 (1)
526 TAC (Tyr) R (1); RH (1); RHZ (2); RHSEEt (1) H1 (1); LAMS (2); LAMS6 (1); T1 (1) ‘2‘;1(71)(;1‘)‘2 2: 64 542
526 TAC (Tyr); 531 TTG (Leu) RH (1) H3 (1) 50 (1) 1(08)
526 TGC (Cys) RHZSEt (1); RHZ (1) LAMO (1); LAMS (1) 42 (1); 64 (1) 2(1.7)
526 CGC (Arg) RHZ (1) H3 (1) 50 (1) 1(08)
2515 (1); 1 (1); 129
(3); 702 (1); 1644
(1); 134 (1); 2503
LAMS/4 (1); BENJING (1); EAI6-BGD1 (4); H1 (1); H3 (5); 523);(%9 glz)s gﬁlggl);
s lgzlz)E Fff)-(?i)(z Ell_EitZ(g;');RRHl_lii%?S()l'); LAM3 (2); LAM4 (2); LAMS5 (1); LAMS (5); LAMO (13); Q: 64 (); 95 '(1);
531 TTG (Leu) L e ey ORPHAN (3); S (2); T1 (11); T3 (1); UNKNOWN (5); X2 176 (1); 42 (11); 177 59 (50.0)
RZHSR(é),zRHSEt (1) RHE (4); RHSE ). o ) 2): 2516 (2): 2517
(2); RE(2) (8); 53 (2); 2541 (1);
2495 (2); 2535 (1);
2520 (1); 1241 (1);
137 (1); 92 (1);
ORPHAN (6)
. . . . 42 (3); 50 (1);
531 TGG (Trp) SSE)' ?'_"éfj*zgsl(l)' RHZEEt (1); LAMS (3); H3 (2); TL (1); CAS (1); UNKNOWN (1) ORPHAN (1); 53 8(6.8)
(1) () (1); 2545 (1); 32 (1)
533 CCG (Pro) RH (3) T1 (1); EAI6-BGD1 (1); H3 (1) ff)” (1129150 555
Wild type RH (1); RHS (1); RHE (1) LAM (2); LAM3 (1) 42 (2);33 (1) 3(2.5)

*Nucleotide substitutions are highlighted in bold. The corresponding amino acids are shown in parentheses. Cys, cysteine; Asp, aspartic acid;
Glu, glutamic acid; Gly, glycine; lle, isoleucine; Lys, lysine; Leu, leucine; Pro, proline; GIn, glutamine; Arg, arginine; Thr, threonine; Val,

valine; Trp, tryptophan; Tyr, tyrosine.
bR, rifampicin; H, isoniazid; S, streptomycin; E, ethambutol; Z, pyrazinamide; Et, ethionamide.

Clades: CAS, Central Asian Strain; EAI, East African-Indian; H: Haarlem; LAM, Latin American-Mediterranean

931 T: spoligotype international types; NA: not assigned.
Note: Rifampicin-resistant: 118; MDR: 107; MDR with mutations in rpoB: 104 (97%).
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Table 2. katG, inhA and ahpC mutations and drug-resistance patterns by conventional testing identified among isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis strains
isolated in Para State, Brazil.

Alleles ®
e Resistance patterns (n)° Clades (n)° SIT (n)° n (%)
katG fabG-inhA ahpC
CAS (1); EAI-SOM (1); EAI-BGD1 ; ; ; ; ;
) i : ) 2545 (1); 48 (1); 129 (4); 1644 (2); 2503 (2);
(4); H1 (2); H3 (11); LAM1 (2); LAMS 54 (7): 745 (1), 20 (2); 33 (3); 1491 (1);
H (6); RH (35); RHZ (14); RHZS (2); RHZSEt (1); RHSEt (1); RHEt (4);  (5): LAM4 (1); LAMS5 (1); LAMS/4 (2); 2519 (1): 828 (1); 93 (1); 2515 (2); 64 (4);
315 ACC (Thr) WT WT HZ (2); HSEEt (2); HS (3); RHE (6); RHS (6); RHSE (3); REt (1); RE (1);  LAMBS (7); LAM9 (22); ORPHAN (3); 2518 (1); 2521 (1); 42 (19); 177 (2); 435 (1); 96 (74.4)
RHZEEt (4); RHZE (3); RHZSEEt (1); RHSEEt (1) T1 (18); T3 (1); UNKNOWN (5); X2 2517 (11); 2541 (2); 2547 (1); 53 (4); 157
() X3 (3) (1); 1241 (1); 2535 (2); 2595 (2); 137 (6); 92
(3); ORPHAN (6)
315 AAC (Asn) wT wT RHZ (1) T1(1) 2517 (1) 1(0.8)
380 ATT (lle) wT wT RH (1); RHZSE (1) LAMO (1); X2 (1) 42 (1); 137 (1) 2(1.6)
. . . . . CAS (L) EALBGDI (I HS (U 2545 (1); 702 (1); 50 (2); 60 (1); 176 (1);
wT -15[T] wT H (1); RH (4); RHEt (1); RHE (1); RHZ (1); RHZE (1); HS (1) bﬁnlgﬁl(ol\;\,nl\_‘/ge (1); ORPHAN (3); ORPHAN (3); 2520 (1); 32 (1) 11 (8.5)
WT wT -46[A] RH(1) ORPHAN (1) ORPHAN (1) 1(0.8)
T1 (3); T5-Madrid2 (1);
. . . . , . . . LAMO (3); T3 (1); H3 (3); ORPHAN (3); 42 (2); 33 (2); 1284 (2); 58
wWT wWT wWT :A?é;"('l(ﬁ)hﬁ:2(2()3_)&:23)('5HS (2); HEL (1); RHEL (1); RHSE (1); (1): 177 (1); 2517 (1); 134 (1); 1678 (1); 19 (14.7)
’ ' LAM3 (2): S (1): EAI5 (1); 2516 (1); 924 (1); 129 (1); 1908 (1); 1 (1);
EAI6-BGD1 (1); ORPHAN (2);
BENING (1)

#Nucleotide substitutions are highlighted in bold. The corresponding amino acids are shown in parentheses. Asn, asparagine; Thr, threonine; Ile, isoleucine; WT, wild type.
bR, rifampicin; H, isoniazid; S, streptomycin; E, ethambutol; Z, pyrazinamide; Et, ethionamide.

Clades: CAS, Central Asian Strain; EAI, East African-Indian; H: Haarlem; LAM, Latin American-Mediterranean.

9S)T: spoligotype international types.

Note: Isoniazid-resistant: 129; MDR: 107; MDR with mutations in katG/fab-B/ahpC: 93 (87%).



Table 3. Profiles of Mycobacterium tuberculosis isolates according to spoligotyping and drug-resistance

patterns
Spoligotyping patterns® Resistance patterns (n)°
CLADES? OCTAL CODE SIT MDR INH Other resistances Sensitive n (%)
Beijing 000000000003771 1 1 0 0 0 1(0.5)
CAS1 703660000000331 2545 2 0 0 0 2(1.0)
EAI1-SOM TT7777777413731 48 1 0 0 0 1(0.5)
EAIS 777600007413371 924 0 1 0 0 1(0.5)
EAI6-BGD 700777747413771 129 4 1 1 0 6(3.1)
EAI6-BGD 700775747413771 702 1 0 0 1 2(1.0)
H1 T77777404020771 1644 1 1 0 0 2(1.0)
H1 TT7777774020771 47 0 0 1 0 1(0.5)
H3 TT7777777720631 134 1 0 0 0 1(0.5)
H3 TT7774377720771 1678 0 1 0 0 1(0.5)
H3 T77777776020771 1908 1 0 0 0 1(0.5)
H3 TT7777777420611 2503 2 0 0 0 2(1.0)
H3 TT7777777720771 50 7 1 1 4 13 (6.7)
H3 TT7777777720770 615 0 0 0 2 2(1.0
H3 777777770020771 742 1 0 0 0 1(0.5
LAM1 007777607760771 1076 0 0 0 1 1(0.5)
LAM1 677777607760771 20 2 0 0 0 2(1.0)
LAM1 677767607760771 389 0 0 0 1 1(0.5)
LAM2 677737607760371 2544 0 0 0 1 1(0.5)
LAM3 740000007760731 1491 1 0 0 0 1(0.5)
LAM3 700000007560771 2519 1 0 0 0 1(0.5)
LAM3 776177607760771 33 4 1 0 1 6(3.1)
LAM4 777777607760731 60 1 0 0 1 2(1.0
LAM4 377777607760731 828 1 0 1 0 2(1.0)
LAMS5* 777700607760771 1337 0 0 0 1 1(0.5)
LAM5* 777737607760771 93 1 0 0 6 7(3.6)
LAMS/4 777737607760400 2515 2 0 0 0 2(1.0)
LAM6 777737607560771 176 1 0 0 0 1(0.5)
LAM6 763763607560771 2518 1 0 0 0 1(0.5)
LAM6 737777607560771 2521 1 0 0 0 1(0.5)
LAM6 777777607560771 64 2 2 2 2 8(4.1)
LAM6 777777607560731 95 0 0 1 3 4(2.1)
LAM9 777777607760751 1154 0 0 0 1 1(0.5)
LAM9 T777777607740771 161 0 0 0 1 1(0.5)
LAM9 377777607760771 177 3 0 0 0 3(1.5)
LAM9 T777777607760771 42 22t 0 1 5 28 (14.4)
LAM9 763777607760771 435 0 1 0 0 1(0.5)
LAM9 577777607760771 866 0 0 0 1 1(0.5)
MANU1 TT7T77777773771 100 0 0 0 1 1(0.5)
ORPHAN TT77T77777433731 - 2 1 0 1 4(2.1)
ORPHAN 773601757413371 - 0 0 1 0 1(0.5)
ORPHAN T77737777760071 - 1 0 0 0 1(0.5)
ORPHAN 777777607560770 - 0 0 1 0 1(0.5)
ORPHAN 777777207600371 - 0 0 0 1 1(0.5)
ORPHAN T777767677600441 - 1 0 0 0 1(0.5)
ORPHAN 677763607760771 - 0 1 0 0 1(0.5)
ORPHAN 700775747413671 - 0 0 0 1 1(0.5)
ORPHAN 776177777720771 - 0 0 1 0 1(0.5)
ORPHAN 700675747413671 - 0 1 0 0 1(0.5)
ORPHAN T77776577760601 - 0 1 0 0 1(0.5)
ORPHAN 777777607160731 - 0 0 0 1 1(0.5)
ORPHAN 577677777720771 - 1 0 0 0 1(0.5)
ORPHAN 777777607560760 - 1 0 0 0 1(0.5)
ORPHAN 677757703770371 - 1 0 0 0 1(0.5)
ORPHAN 577777607700761 - 1 0 0 0 1(0.5)
S 756377777760771 2516 1 0 1 0 2 (1.0
T1 741703777760771 1284 0 2 0 1 3(1.5)
T1 777600167760771 2517 13* 0 0 0 13 (6.7)
T1 777740000760771 2541 2 0 0 0 2(1.0)
T1 777740000660771 2547 1 0 0 0 1(0.5)
T1 TT7777777760771 53 4 0 1 3 8(4.1)
T1 TT7767777760671 879 0 0 0 1 1(0.5)
T3** TT7737777760471 157 0 1 1 2 4(2.1)
T3** TT7737777760771 37 0 0 0 2 2(1.0)
T5-Madrid2 777777557760771 58 0 1 0 0 1(0.5)
UNKNOWN 777777607700771 1241 1 0 0 2 3(1.5)
UNKNOWN 777777606000771 2495 2 0 0 0 2(1.0)
UNKNOWN 771600000000011 2520 1 0 0 0 1(0.5)
UNKNOWN 777777207600331 2535 2 0 0 0 2(1.0)
UNKNOWN 777777607600331 2548 0 0 0 1 1(0.5)
UNKNOWN 776000000000171 32 1 0 0 0 1(0.5)
X2 TT7776777760601 137 5 2 0 3 10 (5.1)
X3 700076777760771 92 2 1 0 1 4(2.1)

Clades: CAS, Central Asian Strain; EAI, East African-Indian; H: Haarlem; LAM, Latin American-Mediterranean
bSpoligotyping patterns are represented by octal codes and shared spoligotype international types (SIT).
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‘MDR, multidrug resistance; INH, resistance at least to isoniazid; other resistances, drug resistance not including
MDR or INH; sensitives: drug-susceptibility. Note 1: Most frequent genotypes are highlighted by a gray band. Note
2: *LAMS5 (X?=11.0508; p = 0.0009) and ** T3 (X?=5.1514; p = 0.0232). Note 3: "The isolates LAMY/SIT 42 and
T1/SIT2517 represented 20% and 12% of the total MDR isolates from this study, respectively.
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Abstract

The main agent of human tuberculosis is M. tuberculosis stricto sensu, although other species
of the M. tuberculosis complex (MTBC) have been recognized as responsible for a significant
proportion of cases in some regions. The purpose of this study was to present the profile of
MTBC members associated to cases of human disease in the State of Pard, Brazilian
Amazonia, identifying the M. tuberculosis species / strains, as well as their phenotypic and
molecular profile of drug resistance. A total of 96 MTBC isolates from cases of human TB
were evaluated. Susceptibility testing to TB drugs, genetic characterization including rpoB,
katG, inhA, ahpC, rpsL, rrs and pncA gene sequences analysis; screen for the presence or
absence of genomic regions of difference (RDs) and spoligotyping were performed in all
isolates. We found in this study M. tuberculosis var. bovis and M. tuberculosis var. canettii
pyrazinamide-sensitive, in addition to M. tuberculosis var. caprae associated with cases of
human tuberculosis in the State of Pard, representing the first report for these varieties of
isolates in the Amazon Region. We also highlight a marked change in the population structure
of M. tuberculosis for the study area, whose main subfamilies were represented by H3 (SIT 50
and 75) and T1 (SIT 53, 869 and 2517), as well as unusual genotypes for Latin America
(SIT1750, 842 and 869). The frequency of mutations in genes associated with resistance to
tuberculostatics has proved particularly, especially for streptomycin and ethambutol,

suggesting the hypothesis of its geographic/genotypic dependence.

Key-words: M. tuberculosis complex, genotyping, drug-resistance
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1. Introduction

The main agent of human tuberculosis is M. tuberculosis stricto sensu, although other species
of the M. tuberculosis complex have been recognized as responsible for a significant
proportion of cases in some regions, such as M. africanum that has been identified in more

than 50% of human cases in West African countries (Zumla et al 2017, de Jong et al. 2010).

The species with valid nomenclature that composed the M. tuberculosis complex are
represented by M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. caprae, M. microti and M.
pinnipedii, in addition to “M. canettii”, “M. mungi”, “M. orygis” and “M. suricattae”, with
unofficially accepted nomenclature (Pfyffer et al., 1998, Alexander et al., 2010, van Ingen et
al., 2012, Parsons et al., 2013, Riojas et al, 2018). However, the wide differentiation of the M.
tuberculosis complex members is limited to reference and research laboratories, making it
impossible to establish in the clinical routine the frequency of species implicated in cases of

human disease in different geographical areas.

Several studies based on molecular biology, allied or not to classical epidemiology, have been
conducted in different countries in order to describe the genetic profile of M. tuberculosis
strains involved in the transmission of the disease, in drug resistance; in the evaluation of the
molecular profiles of the strains involved in the transmission in population of high and low
TB incidence, among others, enabling the recognition of the geographical distribution of
MTBC species / lineages and their impacts on public health (Allix-Béguec et al. 2008,

Ramazanzadeh et al. 2015, Seto et al. 2017).

The purpose of this study was to present the profile of MTBC members associated to cases of
human disease in the State of Pard, Brazilian Amazonia, identifying the M. tuberculosis

species / strains, as well as their phenotypic and molecular profile of drug resistance
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2. Material and Methods

2. 1. MTB isolates

This study assessed 96 M. tuberculosis complex isolates from patients with clinical suspicion
of tuberculosis in Par4 State, Amazon Region. The samples included pulmonary (sputum,
bronchoalveolar lavage and gastric lavage) and extra-pulmonary (tissue biopsies, secretions,
pleural fluid and cerebrospinal fluid) clinical specimens, which were consecutively received
for diagnostic purposes in the Bacteriology Section of the Instituto Evandro Chagas in 2016.
The MTB isolates were stored in laboratory at — 70°C under coding, without reference to any
personal information related to the patients from whom they were isolated.

Initial presumptive distinction of M. tuberculosis complex from nontuberculous mycobacteria
(NTM) was obtained by culture in Lowenstein-Jensen medium containing p-nitrobenzoic acid
(0.5 mg/mL) and direct observation of colony morphology, pigmentation, growth rate and for

the presence of the cord factor (Kent & Kubica, 1988).

2.2. Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing was performed for all the strains using Lowenstein-Jensen
medium (LJ) by the proportional method of Canetti et al. (1969). The resistance criteria were
21% growth in medium containing rifampicin 40 pg/mL, isoniazid 0.2 pg/mL, ethambutol 2
pg/mL and streptomycin 4 pg/mL. For critical concentrations of pyrazinamide 100 pg/mL
(with pH being adjusted to 5.4) and ethionamide 20 pg/mL, the criteria for resistance adopted
was 210% growing. A loopful of mycobacterial growth from LJ medium was used for DNA

extraction.
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2.3. PCR amplification of genomic regions of difference
Differentiation of MTBC members was performed by multiplex PCR method based on
genomic regions of difference (RD1, RD1™¢, RD2*** RD4, RD9 and RD12) according to

Warren et al. (2006).

2.4. Spoligotyping

Spoligotyping method was performed on genomic DNA using the commercial kit TB-Spol
43-plex (Beamedex, France), carried out in Luminex 200® bead-based multianalyte profiling
system (Luminex, Bio-Rad), as per the manufacturer's recommendations. Generated patterns
were compared to international M. tuberculosis molecular markers spoligotyping database
SITVIT2 of the Pasteur Institute of  Guadeloupe  (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/).

2.5. Gene sequencing

The partial sequences of the rpoB, katG, inhA, ahpC, embB, rpsL, rrs and pncA genes were
amplified by PCR as described in previous study (Ballif et al. 2012). After electrophoresis,
the PCR products were purified using the purification system SNAP™ Gel Purification Kit
(Invitrogen). The amplified products were directly sequenced with forward and reverse
primers using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
USA), according to the manufacturer's recommendations. Subsequently, the products were
purified by BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Applied Biosystems, USA) and the
sequence analysis performed in an ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Japan).
Sequences were analyzed using the BioEdit software (version 7.0.9) and compared to
sequences of the drug-sensitive M. tuberculosis H37Rv strain (NC_000962.3) retrieved from

the GenBank database.
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3. Results

The following variants or species were identified among the 96 samples investigated: M.
tuberculosis var. tuberculosis (n = 90), M. canettii (n = 4), M. tuberculosis var. bovis (n = 1)

and M. tuberculosis var. caprae (n = 1).

About 80% (n = 78) of the isolates belonged to the Euro-American lineage, whose main
clades were represented by LAM, H and T families, with H3 and T1 being the most prevalent
subfamilies. A total of 37 different spoligotyping patterns were detected, of which 67.5% (n =

25) had SITs determined (Table 1).

The multidrug resistance profile was found in 10.4% (n = 10) of the samples. M. tuberculosis
var. bovis SIT820 and M. canettii SIT592 isolate of this study showed susceptibility to
pyrazinamide, but exhibited mutations in the pncA gene that were associated with lineage-
specific resistance (C169G and A138G mutations from M. tuberculosis var. bovis and M.
tuberculosis var. canettii, respectively). Twenty-two samples showed resistance to
streptomycin, 16 of them being monoresistant. The relationship between nucleotide mutations

and targets associated with resistance to different drugs are shown in Table 2.

4. Discussion

In this study, M. tuberculosis, M. tuberculosis var. canettii, M. tuberculosis var. caprae and M.
tuberculosis var. bovis were associated with cases of human tuberculosis in the State of Par4,
Amazon Region. Classically, M. tuberculosis is the main agent of tuberculosis, however,
other species have already been recognized for causing the disease in human, for example M.
tuberculosis var. africanum that is responsible for about 50% of TB cases in West Africa

(Zumla et al 2017).
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Besides the importance for clinical management, since some species exhibit different
susceptibility profiles to tuberculostatics drugs, the identification of species has
epidemiological importance because its detection may suggest the possible sources of
infection. For example, M. bovis, M. africanum, M. pinnipedii, M. microtti and M. caprae
have been implicated in zoonotic transmission (Parsons et al., 2008, 2013; Rodriguez-Campos

et al., 2014; Dippenaar et al., 2015).

The detection of M. canettii and M. tuberculosis var. caprae represented an impressive finding
this study, since they are lineages of occurrence to restricted areas, respectively, Africa and
Europe. M. caprae is responsible for a low proportion of human cases, but it is prevalent in
central European regions where M. caprae is also the major cause of TB in cattle (Prodinger
et al., 2014, Prodinger et al., 2005, Kubica et al., 2003). M. caprae has also been observed in
countries outside Europe, including America, and it has been recognized for its public health
risk due to its potential of causing lesions (Zeng et al., 2013, Lamine-Khemiri et al., 2014,

Muller et al., 2013, Hlavsa et al., 2008).

Regard to M. canettii, less than 100 strains of the bacillus have been identified worldwide,
most of them isolated from patients in the East-Africa region (Supply & Brosch, 2017,
Somoskovi et al., 2009; van Soolingen et al., 1997). According to Koeck et al. (2010), M.
canettii accounted for 10% of tuberculosis cases in the Republic of Djibouti, where an
outbreak of lymp-node tuberculosis for which no evidence of human-to-human transmission
was reported, suggesting the existence of an environmental reservoir, supported by the study
of Blouin et al. (2014). Therefore, the detection of M. canettii in the Amazon is a contrast to
its recognized geographic confinement and apparently by their low dispersion potential
(Brites & Gagneux, 2015). Nevertheless, the lack of epidemiological information related to

the cases is a limiting factor of this study.
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Since the differentiation of the members of the M. tuberculosis complex is not a routine
practice in clinical laboratories, in fact it is not possible to estimate the real magnitude or
suppose the geographic distribution of different members of the M. tuberculosis complex

worldwide.

The Euro-American lineages were the most prevalent, with a predominance of LAM (26%)
and H (17%) clades, being the result concordant with other studies from Latin American
countries (Reynaud et al. 2015, Mathema et al. 2006, Cardoso Oelemann et al. 2011). There
was a significant diversity of genotypes identified, suggesting different sources of
transmission. However, a total 25 out of 37 spoligotypes patterns described were labeled in
shared-type, whose largest cluster was represented by SIT75/H3, responsible for 8.3% (n = 8)
of the cases. SIT75 has been described in French Polynesia (Osman et al., 2017), French
Guyana (Millet et al., 2011), Baghdad (Rugaya Mustafa Ali et al., 2014) and Guinea-Bissau
(Groenheit et al., 2011). In addition to this, prior to this research there were no records of
SIT1750, 842 and 869 for Latin American countries, according to the SITVIT database
(Demay et al., 2012; http://www.pasteur-guadeloupe.fr: 8081 / SITVIT_ONLINE / query).
Thirteen (13.5%) isolates exhibited patterns not previously reported in the list of spoligotype

international types databases available online or in the literature.

In contrast to the findings of Conceicdo et al. (2017), the M. tuberculosis isolates identified in
this study differ in terms of diversity and frequency from those described in the State of Para
from 1998 to 2011, with the notable absence of SIT42 / LAM9 identification among samples,
which represented the highest proportion of isolates investigated. LAMO is one of the most
widely disseminated strains in the Americas, with SIT42 reported as more frequent (Reynaud
et al. 2015, Stucki et al. 2016). Gomes et al. (2012), also describes SIT42 as predominant in
research involving isolates from 11 Brazilian states. One hypothesis for the change in the

population structure of M. tuberculosis in the area can be attributed to the fact that in 2016 the
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culture examination was performed for all patients with suspected pulmonary tuberculosis,
independent of the restricted criteria previously adopted that included: (i) samples other than
sputum, (ii) sputum samples from symptomatic patients with negative sputum smear
microscopy, (iii) HIV-positive patients, (iv) health professionals, (v) indigenous population,
and (vi) vulnerable populations, including prisoners, homelessness, interns of both asylums

and sanitariums (Brasil, 2008). In addition, all extra-pulmonary samples were included.

About 10% of isolates were classified as MDR, which is compatible with a national average
(Brasil, 2017). However, this percentage represents an unfavorable indication for the control
of multidrug resistance. According to the WHO (2017), 490,000 MDR cases with 240,000
deaths were estimated in 2016, and there is the perspective for the increase in number of
cases. Brazil reported 1,077 new cases of MDR tuberculosis in 2015, with an accumulated
frequency of 7,832 MDR cases during a 15-year period. The state of Parad remained among the
top positions in absolute numbers of cases of MDR-TB (Brazil, 2017). Given this critical
scenario, there is a consensus that control measures that adopt the early diagnosis of
tuberculosis cases and antimicrobial resistance, combined with health policies that aim at
good patient adherence to treatment and reduction of default rate, are the most promising way

to tackle the problematic situation of multidrug resistance.

Almost one quarter (n=22) of the analyzed samples exhibited streptomycin resistance,
including the new cases. Streptomycin was the first antimicrobial agent used in the treatment
of tuberculosis, but with the rapid emergence of resistance attributed to its use as
monotherapy and with the introduction of isoniazid (a drug with greater efficacy and lower
toxicity) in the multiple-drug therapy for tuberculosis, its use was limited and currently it is
not on the initial standard treatment regimen for patients presumed to have drug susceptible
tuberculosis. However, it is recommended for retreatment and drug-resistance cases if the TB

strains are streptomycin-sensitive (WHO 2010, WHO 2008, Albanna & Menzies 2011). High
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resistance to streptomycin in this study may reflect the inappropriate and indiscriminate use of
aminoglycosides in short-term monotherapies for treatment of other bacterial infections in the

community.

Notably, about 90% of the streptomycin-resistant isolates did not show mutations in rrs or
rpsL genes. Resistance to streptomycin has been associated with mutations of genes involved
in the composition of the 30S ribosomal subunit, especially rpsL and rrs, encoding ribosomal
protein S12 and 16S rRNA, respectively (Musser, 1995). Approximately 70% of
streptomycin-resistant MTB strains have mutations in these loci, but alternative mechanisms
have been suggested for those that do not carry mutations in those genes and include gene
encoding mutations to 7-methylguanosine (m7G) methyltransferase (gidB) (Okamoto et al.
2007), aminoglycosides efflux pump Tap (Rv1258c) (Ainsa et al. 1998, Ramén-Garcia et al.
2012) and its transcriptional regulator, whiB7 (Rv3197A) (Reeves et al., 2013). However,
there are controversies about the presence of mutations in these targets and their association
with resistance to streptomycin, since they have been found in sensitive strains, and these
genes have been proposed as markers for differentiation of lineages/species of M. tuberculosis
complex (Spies et al. 2011, Villellas et al., 2013, Arjomandzadegan et al. 2011). In this study,
the lack of association between the resistance phenotype and the absence of mutations in rpsL
and rrs for most of the isolates may be related to geographical and genotypes specificities,
which has been proposed in another study (Ford et al 2013). In India and Mexico mutations in
these two loci had no significant contribution to streptomycin resistance (Cuevas-Cordoba et
al., 2013, Siddiqi et al., 2002). In addition, there are few studies to investigate resistance to
streptomycin that access a significant diversity of isolates in genotypic and geographic terms.
Therefore, it is impossible to predict the frequency of mutations or even their absence. The

fact is that the findings of this study suggest the existence of another mechanism involved
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with resistance to streptomycin in the isolates and further investigation is required to

determine it.

Finally, the diversity of mutations in the rpoB, katG, inhA, ahpC and embB genes was similar
to previous studies (Campbell et al., 2011, Rosales-Klintz et al., 2012, Zimenkov et al., 2016,
Li et al. 2017, Chan et al. 2007, Dymova et al. 2014). The association between the resistance
phenotype and the presence of mutations was best observed for isoniazid (100% correlation),
followed by rifampicin (80% correlation). When considering the findings of other Brazilian
studies, the rate of isoniazid-resistant isolates with mutations was markedly higher, while the
frequency of ethambutol-resistant isolates with mutations in the embB gene was significantly
lower (28.5%) (Hofling et al., 2005, Silva et al., 2003). Co-occurrence of two or more

mutations in drug resistance-related genes was not found in the isolates of this study.

In conclusion, we found in this study M. tuberculosis var. bovis and M. tuberculosis var.
canettii pyrazinamide-sensitive, in addition to M. tuberculosis var. caprae associated with
cases of human tuberculosis in the State of Para, representing the first report for these
varieties of isolates in the Amazon Region. We also highlight a marked change in the
population structure of M. tuberculosis for the study area, possibly influenced by the broad
profile of patients investigated, now including any respiratory symptoms and and extra-
pulmonary cases. The frequency of mutations in genes associated with resistance to
tuberculostatics has proved particularly, especially for streptomycin and ethambutol,

suggesting the hypothesis of its geographic/genotypic dependence.
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Table 1. Profiles of Mycobacterium tuberculosis complex isolates according to the

spoligotyping patterns

Lineages Clades Octal Codes SIT n
Mycobacterium bovis BOV 676763777777600 820 1
CAPRAE BOV_4-Caprae 200003777377600 647 1
CANETTII CANETTII 000000000101000 592 4
Euro-American LAM 1 677777607760771 20 2
LAM 1 007777607760771 1076 2

LAM2 677727607760771 1691 4

LAM 3 776177607760771 33 1

LAM3/5 000000007760771 4 2

LAM 4 777767607760731 1750 4

LAM 5 777737607760771 93 2

LAM 5 777727607760771 333 2

LAM 6 777777607560771 64 4

LAM 6 777767607560771 1066 3

H1 T77767774020771 151 3

H3 T77777777720771 50 4

H3 T777767777720771 75 8

H3 T77767747720771 ORPHAN 2

T1 T77777777760771 53 5

T1 777774047560771 869 2

T1 777600167760771 2517 2

T1 T777777675760771 ORPHAN 2

T2 T77777777760731 52 2

T2 T77767777760731 117 5

X2 777766777760601 185 2

777777207600331 2535 2

777427415560771 ORPHAN 1

607767607560771 ORPHAN 1

TT7747777760771 ORPHAN 2

776127607760771 ORPHAN 2

777764047560771 ORPHAN 2

007767607760771 ORPHAN 2

763767607760771 ORPHAN 1

607767607560771 ORPHAN 1

763767607760771 ORPHAN 1

Indo-Oceanic 777766770000000 842 2
777777607000771 2110 2

T77767777403731 ORPHAN 2

T77767777403731 ORPHAN 2

West African 1 474000377403031 ORPHAN 1
474000377403031 ORPHAN 1

Unknown 700765745403771 ORPHAN 1
700765745403771 ORPHAN 1

Clades: BOV, Bovis; H: Haarlem; LAM, Latin American-Mediterranean

PSpoligotyping patters are represented by octal codes and shared spoligotype international types (SIT).
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Table 2. Drug resistance patterns detected by conventional drug susceptibility testing, molecular drug resistance profiles and

spoligotypes patterns in 96 isolates of the M. tuberculosis complex from Para State, Brazil

Drug Molecular target drug-resitance associated Total
susceptibility
Species/Variant profile rpoB katG inhA ahpC pncA embB rpsL rrs
RHS 531TTG (Leu) 315ACC (Thr) WT WT A138G WT WT WT 1
M. tuberculosis var. canettii
Mi);‘r‘fﬁ{ggfs's var. HS wT 315ACC (Thr) wT wT wT wT wT wT 1
RH 526CTC (Leu) 315ACC (Thr) WT WT WT WT WT WT 1
RHE 525CTC (Leu) 315ACC (Thr) WT WT WT WT WT WT 1
RHE WT 315ACC (Thr) WT WT WT WT WT WT 1
RHE 531TTG (Leu) WT WT - 46 [A] WT WT WT WT 1
RHE 531TGG (Trp) 315ACC (Thr) WT WT WT 406AGC (Ser) WT WT 1
RHES WT WT -15[T] WT WT 406AGC (Ser) WT WT 1
RHES 531TTG (Leu) 315ACC (Thr) WT WT WT 406AGC (Ser) WT WT 1
RHES 531TTG (Leu) 315ACC (Thr) WT WT WT WT 263AAG (ACG) WT 1
RHS 531TTG (Leu) 315ACC (Thr) WT WT WT WT WT WT 1
H WT 315ACC (Thr) WT WT WT WT WT WT 2
H WT WT -15[T] WT WT WT WT WT 1
S WT WT WT WT WT WT 128AGG (Arg) WT 1
S WT WT WT WT WT WT WT WT 15
M. tuberculosis var. canettii Sensitivity WT WT WT WT A138G WT WT WT 3
M. tuberculosis var. bovis Sensitivity wT wT wT WT  C169G wT wT wT 1
M. tuberculosis var. caprae Sensitivity WT WT WT WT WT WT WT WT 1
M. tuberculosis var. Sensitivity wT wT wT wT wT wT wT wT 61

tuberculosis

#The corresponding amino acids are shown in parentheses. Leu, leucine; Trp, tryptophan; Thr, threonine; Ser, serine; lle, isoleucine; WT, wild type.
bR, rifampicin; H, isoniazid; S, streptomycin; E, ethambutol; Z, pyrazinamide; Et, ethionamide.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Este estudo teve como principal achado a deteccdo de M. tuberculosis var. canettii e M.
tuberculosis var. caprae entre os isolados clinicos humanos, sendo esta a primeira
descricdo no Brasil. Ademais, 0 achado de M. tuberculosis var. caprae e M. tuberculosis
var. bovis em amostras humanas alerta para a importancia de uma abordagem One Health
para as zoonoses micobacterianas, possibilitando um intercambio de informacdes entre
autoridades veterinarias e de saude publica, a fim de fortalecer a vigilancia da tuberculose
em populacGes humanas e animais.

e A diversidade de mutacbes nos loci dos genes de resisténcia foi semelhante a de outros
estudos, no entanto, a co-ocorréncia de duas ou mais mutacdes foi encontrada somente no
gene rpoB para os anos de 1998-2003. Ademais, as muta¢Oes associadas a resisténcia a
rifampicina em CMTB do citado periodo revelam um cenario de cepas com variados
“fitness costs” e, consequentemente, com distintos potenciais de dispersao.

e Sugere-se que a frequéncia de mutacdes nos genes associados a resisténcia a SM e EMB
possa estar relacionada aos genotipos locais.

e Observou-se uma variacdo nos genétipos do CMTB para a area entre 0s anos avaliados,
com a auséncia de deteccdo da sublinhagem LAMS9/SIT42 em 2016, que representava
14,2% dos isolados no periodo de 1998-2003. Outros estudos com uma amostra mais
ampliada poderao esclarecer melhor sobre estrutura populacional de CMTB no Para.

e Verificou-se que a diversidade de gendtipos detectada foi independente do perfil de
suscetibilidade as drogas, no entanto, notou-se que as subfamilias LAM9/SIT42 e
T1/SIT2517 foram mais frequentes entre os isolados MDR.

e Em conclusdo, os resultados apontam para a necessidade de investigacoes
epidemioldgicas e estudos filogeograficos incluindo isolados oriundos de uma variedade
de amostras humanas e animais, de forma a oportunizar o acesso a diversidade de

linhagens do CMTB locais, gerando conhecimentos relevantes a satde coletiva.
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