da Saide



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

Alterac6es Genéticas Relacionadas com a Resisténcia a
Rifampicina em Mycobacterium tuberculosis

ANDREIA ROSANE DE MOURA VALIM

Dissertacdo apresentada ao Curso de P6s-Graduagdo em
Ciéncias Biol6gicas-Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul para a obtengio do titulo de Mestre.

Orientador: Dr. Arnaldo Zaha

Co-orientador: Dra. Maria Licia Rosa Rossetti

Porto Alegre — 2000



Urpas
Inst. Cig : 2% da Sadde
Biblioisca

2

“Penso que s6 hd um caminho para a ciéncia ou
para filosofia: encontrar um problema, ver a sua beleza e
apaixonar-se por ele; casar e viver feliz com ele até que a
morte nos separe — a ndo ser que encontrem outro
problema ainda mais fascinante, ou evidentemente, a ndo
ser que obtenhamos uma solu¢gdo. Mas, mesmo que
obtenhamos uma solucdo, poderemos entdo descobrir,
para nosso deleite, a existéncia de toda uma familia de
problemas-filhos, encantadores ainda que talvez dificeis,
para cujo bem-estar poderemos trabalhar, com um
sentido, até ao fim dos nossos dias.”

Sir Karl Popper
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Resumo

A tuberculose, uma doenca infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, continua sendo um sério problema de satide piiblica. O desenvolvimento
de linhagens resistentes aos farmacos utilizados no tratamento da doencga, agrava ainda
mais essa situacdo. A resisténcia 2 rifampicina (Rif¥) est4 relacionada com mutacbes em
uma regido de 69 pares de base no gene rpoB. Neste trabalho foram analisados 132
isolados de M. tuberculosis obtidos em trés estados do Brasil, dos quais 112 foram
considerados resistentes a rifampicina. Foi seqiienciado um fragmento de 157-pb, que
contém a regido onde ocorrem a maioria das mutagdes, no gene rpoB. A substitui¢do de
uma base levando a troca do aminodcido ocorreu em 99 dos isolados Riff. Os
aminodcidos mais freqiientemente substituidos estavam localizados nos cédons 531, 526
e 516, com as freqiiéncias de 56,3%, 23,2% e 6,3%, respectivamente. Também ocorrem
substitui¢do de duas bases no mesmo cédon em 4 isolados Rif* (3,5%). Mutagdes em
cédons separados ocorreram em 4 isolados (3,5%) e mutacGes associadas com delecdo
foram observadas em dois isolados. Neste estudo foram observadas 22 diferentes tipos
de mutagdes, sendo que seis destas ainda ndo haviam sido descritas anteriormente. Em
trés isolados Rif® ndo foram encontradas mutacdes na regido analisada, sendo analisado
uma regido maior do gene. Ndo foi observada nenhuma mutac&o na regido de 157-pb
em 20 isolados sensiveis a rifampicina. Os resultados do seqiienciamento foram
comparados com 0s resultados obtidos com um teste comercial - INNO LiPA Rif. TB. A
eficiéncia do teste comercial em detectar as mutacGes relacionadas com a resisténcia a
rifampicina foi de 91%. Foram também analisados 55 isolados pela técnica de RFLP
(restriction fragment length polymorphism). Estas andlises revelaram que a resisténcia a
multiplos farmacos estd relacionada com diversas linhagens de M. tuberculosis, e que
apenas em alguns casos mutagdes especificas no gene rpoB estdo relacionados com

padrdes especificos de RFLP.

Palavras-chaves: tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, MDR-TB, gene rpoB,

resisténcia, rifampicina, RFLP.
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Abstract

Mutations in a 69-bp region of the rpoB gene in Mycobacterium tuberculosis are
associated with rifampin resistance (RifY). We have studied 132 M. ruberculosis isolates
from three States of Brazil, 112 of which were resistant to rifampin. A 157-bp fragment
containing the 69-bp region of the ropB gene was analyzed. A single-base substitution
occurred in 99 Rif® isolates. The amino acids changes most frequently observed in point
mutations were in codons 531, 526, and 516, with frequencies of 56,3%, 23,2%, and
6,3%, respectively. Double-base substitution (in the same codon) occurred in 4 Rif®
isolates (3,5%). Mutation in two separate codons occurred 4 times (3,5%), and
mutations associated with deletion were found in 2 isolates. One isolate had 4 codons
deletion. Twenty-two different kinds of mutations were identified in 112 Rift isolates,
six of which had not been reported previously. We did not find any mutation in the 69-
bp region of three Rif® isolates. In this isolates a large region was sequenced. We did
not detect any mutation in the 157-bp region of twenty rifampin sensitive isolates. The
sequencing results were compared whit results from commercial kit — INNO LiPA
Rif TB. The efficiency of this test to detect mutations related with Rif® was 91%. We
have also analyzed 55 of these isolates by restriction fragment length polymorphism
(RFLP) based on IS6110. They revealed that in Brazil, multidrug resistant M.
tuberculosis were comprised of a diverse set of strains, and that, in some cases, strains

with certain rpoB mutations were associated with specific IS6110 RFLP profiles.

Keywords: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, MDR-TB, rpoB gene, resistance,

rifampin, RFLP.
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1. Apresentagao

A tuberculose (TB), conhecida como “o antigo flagelo” ou “doenca da
antigiiidade”, est4 voltando a ter um impacto sécio-econdmico semelhante ao existente
no periodo em que Robert Koch descobriu o Mycobacterium tuberculosis, o agente
causador da TB. Apesar do controle e dos regimes terapéuticos usados para combater a
TB terem melhorado, existem problemas inerentes & doenca que incluem o surgimento
de linhagens resistentes aos firmacos usados no tratamento, a alta correlagdo da
incidéncia da doenca em populagdes pobres e a ligacdo da doenga com o alcoolismo.
Todos estes fatores que dificultam o controle e por fim a erradicacio da tuberculose.
Recentemente mais um importante fator somou-se aos anteriores, a imunodepressdo
causada pelo virus HIV cria as condi¢Oes ideais para a transformacdo da TB em uma
doénga oportunista. Chega-se ent3o ao impressionante nimero de 8 milhdes de novos
casos € 2 milhdes de mortes causadas pela TB mundialmente, a cada ano

(http://www.hopkins-TB.org/news/index.shtml).

O Brasil ocupa o 10° lugar entre os 22 paises que sdo responsdveis por 80% dos
casos estimados de TB no mundo. A incidéncia da doenga no pais no ano de 1997 foi de
51,7 casos por 100.000 habitantes, e ocorreram cerca de 6.000 6bitos em funcdo da
doenca. No mesmo ano foram notificados 83.309 casos (de um total estimado de
129.000). Atualmente, 75% dos casos notificados sdo curados e¢ 14% abandonam o

tratamento (Netto, 1999).

As novas técnicas de biologia molecular t€m contribuido muito no estudo das
linhagens resistentes, pois tornam possivel o entendimento dos locais de agdo dos
farmacos e os mecanismos pelos quais os organismos adquirem a resisténcia a eles,
possibilitando, também, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a

rdpida identificagio de linhagens resistentes.

O entendimento das bases genéticas da resisténcia aos fdrmacos estd sendo
alcancado com o desenvolvimento de métodos baseados na andlise de DNA para
detectar a resisténcia aos farmacos antiTB. A isoniazida e a rifampicina sdo os

principais farmacos usados no tratamento da TB.

A resisténcia a isoniazida parece ocorrer primeiro, seguido do desenvolvimento

da resisténcia a rifampicina, resultante de mutagdes no gene rpoB que levam o M.
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tuberculosis tornar-se rapidamente resistente a ambos os fadrmacos. Os sitios de mutacio
no DNA do M. tuberculosis relacionados com a resisténcia a isoniazida ainda nao estéo
tdo elucidados quanto os sitios relacionados com a resisténcia a rifampicina. Esses
fatores tornam a rifampicina um excelente marcador das linhagens que sdo

caracterizadas como MDR.

Com este trabalho buscou-se ampliar o conhecimento sobre as linhagens de M.
tuberculosis circulantes no estado do Rio Grande do Sul (RS), S4o Paulo (SP) e Rio de
Janeiro (RJ) caracterizando as mutagdes que ocorrem no gene rpoB e o perfil de RFLP.
O objetivo foi observar se as linhagens resistentes a multiplos formacos eram limitadas a
um nudmero definido de padrdes de RFLP e correlacionar o tipo de alelo mutado no gene

rpoB.

A primeira parte deste trabalho consta de uma revisdo bibliogréfica sobre a TB,
as mais recentes pesquisas relacionadas com a resisténcia a rifampicina e a
epidemiologia do M. tuberculosis. Buscou-se revisar a forma pela qual a tipificacdo dos
isolados de M. tuberculosis, através do uso de técnicas de biologia molecular, pode
auxiliar na compreensdo dos mecanismos moleculares de resisténcia aos farmacos e
como ocorre a transmissdo das linhagens resistentes. Essas informacdes
epidemiolégicas s@o essenciais para auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o
controle da doenca. A sec¢do de materiais € métodos reporta as condi¢cdes de como foi
desenvolvido o trabalho. A seguir descreve-se os resultados obtidos nos experimentos
realizados, e finalmente, como foram interpretados com base na literatura atual. Buscou-
se caracterizar quais as mutagdes no gene rpoB do M. tuberculosis que sdo associadas
com a resisténcia a rifampicina, e com especial aten¢do para as mutacdes até entdo néo

descritas na literatura.

Tendo consciéncia que o surgimento de linhagens de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a multiplos formacos traz um sério problema no controle da TB,
espera-se com esses resultados poder contribuir no desenvolvimento de um método de

diagnoéstico rapido para realizar o teste de sensibilidade em isolados clinicos.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Tuberculose

2.1.1. A doen¢a

A micobactéria pode causar doenca em qualquer 6rgdo do corpo, mas o0s
pulmdes sdo os sitios normalmente afetados. A maioria das infec¢gdes causadas pela
Mpycobacteria € resultante da inalagio de goticulas produzidas por uma pessoa infectada
quando tosse, espirra ou até mesmo quando fala. Essas goticulas sdo pequenas o
suficiente para escapar da captura pelo aparato mucociliar bronquial, € entdo comecar a
multiplicar-se. A multiplicacdo continuard por semanas, enquanto o corpo responde a

infec¢do com o desenvolvimento da resposta imune mediada por células.

Inicialmente, os organismos sao fagocitados pelos macréfagos alveolares e
transportados para os linfonodos regionais. A partir dai, ocorre a disseminacdo
hematogénica. Aproximadamente 2 a 10 semanas apés a infeccdo em hospedeiro
normal, o sistema imune, mediado por células, pira a multiplicacdo da micobactéria

impedindo a progressdo da doenga (Chambers & Schecter, 1997).

Um ter¢o da populacdo mundial teve contato com o agente da TB, mas nado
desenvolveram a doenca. Dentro de 2 anos, 5% terao TB ativa. Os 95% restantes ndo
desenvolverdo TB a menos que sejam expostos a severos fatores de estresse, como

imunodeficiéncia causada pelo HIV ou mal nutri¢go.

2.1.1.1. Incidéncia da TB

Apesar dos esfor¢cos empreendidos mundialmente no controle da TB, observa-se
nos ultimos anos, elevagdo na incidéncia da doenca e o aparecimento de linhagens
resistentes aos esquemas de tratamento usuais. No ano de 1993 a Organiza¢io Mundial

da Satide (OMS) declarou a TB uma emergéncia mundial.

A OMS notificou no ano de 1997 3.368.879 casos de TB, sendo que a maior
parte dos casos ocorreram nos paises em desenvolvimento (WHO, 1999), conforme

mostra 0 mapa com o casos notificados neste ano.
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Figura 1. Taxas de notificagdo da tuberculose no ano de 1997, segundo WHO, 1999, Média das taxas por 100.000 habitantes.
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No Brasil, a TB € uma doencga prevalecente, e, apesar do Programa Nacional
para o Controle da TB (PNTB), foram descritos mais de 85.000 novos casos no ano de
1996, dos quais uma substancial propor¢do representa co-infec¢do com o HIV (Brasil,
1997). A regido sudeste € responsdvel por quase metade de todos os casos, sendo que no
estado do Rio de Janeiro a incidéncia anual aumentou de 80/100.000 em 1987 para
126,8/100.000 em 1995 (Mello, 1998). Em Sdo Paulo, a maior cidade da América do
Sul, a incidéncia, no mesmo ano, foi de 57 casos de TB para cada 100.000 habitantes
(Ferrazoli et al., 2000). No Rio Grande do Sul o indice no ano de 1998 foi de
52/100.000, sendo que 40% dos casos sio notificados na regido metropolitana de Porto
Alegre (dados da Secretaria da Satide do Estado do Rio Grande do Sul). No ano de 1996
a incidéncia da TB foi calculada por estado e suas regides metropolitanas

(www.datasus.gov.br/cgi/idb97/morb/do202.htm).

Segundo a OMS o Brasil permanece como o segundo pais com maior incidéncia
de TB, que ainda nd3o adotou o sistema de tratamento preconizado — o DOTS (Direct
Observed Therapy System). A taxa de deteccdo de casos foi de aproximadamente 80%
no periodo de 1995 a 1997. O Ministério da Sadde declarou a TB como prioridade no

ano de 1998 (WHO, 1999).

O aumento na freqiiéncia de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou
mais agentes normalmente usados no tratamento ¢ um fator que torna a TB uma doenca
muito mais agressiva. Os niveis de resisténcia a um ou mais farmacos antituberculose
(antiTB), em alguns casos, alcancam 13 % e 3,2 % s@o resistentes a rifampicina e

isoniazida (Kochi et al., 1993).

21.12. HIVeTB

As pessoas infectadas com HIV tém 100 a 200 vezes mais chances de
desenvolver TB ap6s o contato com o M. tuberculosis, comparativamente, as criancas
imunologicamente normais com menos de 4 anos, que tém 20 vezes mais chances de

desenvolverem a doenga que os adultos (Chambers & Schecter, 1997).

Na TB associada com HIV, a presenca do produto de citocinas pode ativar a
sensibilidade do paciente ao desenvolvimento da TB, bem como acelerar a progressao

do paciente HIV para a AIDS. Estudos mostram que os mondcitos dos pacientes com
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TB produzem niveis aumentados de HIV, mesmo aqueles mondcitos que ndo contém M.

tuberculosis (Pechére, 1996).

Devido ao desajuste da imunidade mediada por células nos pacientes com o
HIV, o sistema imune € incapaz de impedir o desenvolvimento do M. tuberculosis. O
sistema imune dos pacientes com AIDS ndo consegue limitar a multiplicagdo do M.
tuberculosis que ocorre nos estdgios iniciais da infeccdo, resultando em TB primdria e
em disseminacdo com envolvimento de miltiplos sitios. Ocorre uma rdpida
multiplicagdo dos organismos, com freqiiéncia, simultaneamente em multiplos érgaos.
Os pacientes HIV positivos previamente infectados com o bacilo podem desenvolver
TB por reativagdo, devido a perda gradual da imunidade mediada por células (Chambers

& Schecter, 1997).

A resisténcia a multiplos farmacos € fortemente associada com a AIDS e HIV
soropositivo. A resisténcia aos farmacos pode ser relacionada com a infec¢do com o
HIV por dois caminhos diferentes. Primeiro, a ndo adesfo ao tratamento, em grupos da
populacdo como usudrios de drogas e desabrigados que t€ém alto risco de infec¢@o com o
HIV. Assim, linhagens MDR sdo provavelmente geradas nestes grupos como resultado
da n3o adesdo ao tratamento da TB. Segundo, hd uma transmissdo ativa entre os HIV
positivos e pacientes com AIDS, particularmente em setores congregados, como
resultado de um fendmeno relacionado, isto €, a rdpida geracdo de novos casos de
infec¢do provindas de pessoas com infec¢do recente entre pessoas que podem ser
suscetiveis & doenca. Uma vez que a populacdo nfo aderente ao tratamento tem alto
risco de desenvolver a infec¢do pelo HIV e AIDS, o desenvolvimento e a transmissao de

linhagens MDR tem probabilidade de ser encontradas na mesma populagéo.

Os problemas com TB MDR em associagdo com HIV positivos pouco sdo
descritos nos paises em desenvolvimento, mas hd um alto potencial para esse tipo de
associa¢d@o em paises com um grande nimero de usudrios de drogas intravenosas € onde

a TB € endémica, como € o caso do Brasil (Smith & Moss, 1994).

2.1.1.3. O agente infeccioso

O agente infeccioso € o Mycobacterium tuberculosis também chamado de bacilo
de Koch. E uma bactéria aerébica, parasita intracelular facultativo causador de
patogenia intracelular, possui um complexo envelope celular, homogeneidade genética e

rdpido desenvolvimento de mutantes resistentes aos farmacos. Também se caracteriza
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por apresentar dorméncia metabélica, permanecendo no interior do macréfago em
atividade metabélica muito reduzida e sobrevivendo por anos no organismo humano

(Cole et al., 1998).

O género Mycobacterium é o Unico da familia Mycobacteriaceae. A espécie M.
tuberculosis pertence ao complexo denominado complexo M. tuberculosis, dos quais
também fazem parte M. bovis, M. microti e M. africanum. As micobactérias possuem
alto contetido lipidico na sua parede celular, ndo coram prontamente pelo método de
Gram mas sdo consideradas gram positivas, ndo formadoras de esporos e com auséncia

de motilidade.

O tempo de geracdo do M. tuberculosis, em meio sintético ou em animais
infectados, é de aproximadamente 24 horas. Isto contribui com a natureza crOnica da
doenca e impde prolongados regimes terapéuticos. Determina reacdo inflamatdria
localizada (n6dulo ou granuloma) e necrose tecidual (lesdo cavitdria). Nas lesOes
nodulares, a populacio bacteriana € da ordem de 10° microrganismos e nas cavitarias de

108 bacilos (Fuchs & Wannmacher, 1992).

Das outras quase 20 espécies do género Mycobacterium, somente o M. bovis
causa TB no hospedeiro normal. J4 os imunodeprimidos podem desenvolver a doenga a

partir da infec¢do por vérias espécies como M. kansasii, M. fortuitum e M. avium.
2.1.2. Definicdo de termos

2.1.2.1.  Resisténcia aos farmacos

A resisténcia aos farmacos € definida como a diminuicdo da sensibilidade in
vitro do M. tuberculosis em um grau suficientemente razodvel a qual a difira de uma
linhagem selvagem, que nunca teve contato com o farmaco. Segundo recomendagdes da
OMS a resisténcia a cada um dos farmacos deve ser determinada de acordo com testes
bacterioldgicos. O termo mono-resisténcia € usado quando uma linhagem € resistente a
apenas um farmaco, poli-resisténcia é usado para significar resisténcia a mais de um
farmaco. O termo multidroga resisténcia € definido como resisténcia a isoniazida e
rifampicina, com ou sem resisténcia aos agentes adicionais (WHO, 1997). Estes dois
farmacos representam a mais potente combinagéo contra o bacilo da TB e constituem a

base do tratamento.
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2.1.2.2.  Resisténcia adquirida

Quando os pacientes diagnosticados com TB iniciam o tratamento antiTB, e o
bacilo desenvolve resisténcia a um ou mais farmacos usados durante o tratamento diz-se
que a bactéria apresenta “resisténcia adquirida”. Isso s6 pode ser demonstrado se o teste
de sensibilidade € realizado antes de iniciar o tratamento. Porém, a OMS em sua recente
pesquisa global (WHO, 1997) considerou resisténcia adquirida em pacientes que
receberam previamente, pelo menos por um més, o tratamento antiTB, conforme
registros médicos. A resisténcia adquirida também foi considerada nos casos de cultura
positiva, seguindo as seguintes categorias: pacientes com faléncia no tratamento,
pacientes que falharam em completar o tratamento e pacientes que retornaram apds a
interrupg¢do do tratamento. Essas definicOes e termos sdo consistentes com aquelas

descritas previamente pela OMS (WHO, 1994).

2.1.2.3.  Resisténcia primdria

A resisténcia primdria a firmacos é descrita como aquela encontrada em
pacientes que nunca receberam tratamento, nem qualquer medicacio antiTB no passado,
isto €, pacientes infectados com linhagens resistentes a farmacos. Como a histéria do
tratamento antiTB € freqiientemente incorreta, a resisténcia primdria € dificil de ser

identificada.

A resisténcia primdria, usada pela OMS na recente pesquisa (WHO, 1997), foi
definida como a presenca de linhagens de M. tuberculosis resistentes em pacientes que,
em resposta ao questionamento direto, negaram haver recebido tratamento antiTB por

mais de um meés.

2.1.2.4.  Prevaléncia combinada

A despeito da importancia de distinguir entre resisténcia primdria e adquirida, a
prevaléncia combinada de resisténcia aos firmacos € usada por muitas razdes,
aproximando a propor¢do de linhagens resistentes circulantes na comunidade. Ela indica
a prevaléncia da resisténcia aos farmacos entre todos os casos de TB, independente de

tratamento anterior, em um dado ano e pafs.
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2.1.2.5. Linhagem selvagem

Uma linhagem selvagem & definida como uma linhagem do complexo M.
tuberculosis que nunca foi exposta a qualquer farmaco antiTB. Linhagens naturalmente
resistentes sdo linhagens selvagens espécie-especificas, que naturalmente apresentam
resisténcia a farmacos especificos, como M. bovis € resistente a pirazinamida ou M.

tuberculosis € resistente a penicilina.

2.1.2.6.  Quimioterapia antiTB

A quimioterapia antiTB refere-se ao tratamento baseado nos farmacos mais
freqiientemente usados, como isoniazida (INH), rifampicina (RMP), pirazinamida
(PZA), estreptomicina (SM) e etambutol (EMB). A terapia a curto prazo € o regime
terapéutico recomendado pela OMS, que consiste em dois meses de INH, RMP, PZA (e
em alguns casos, mais um quarto formaco— SM ou EMB) seguido de 4 meses de INH e
RMP. Tratamento supervisionado de curta duracdo (DOTS), significa que o paciente é

assistido no momento da ingestdo do medicamento antiTB.
2.1.3. Aspectos moleculares do Mycobacterium tuberculosis

2.1.3.1.  Organizagdo e seqiienciamento do genoma

Recentemente o genoma completo da linhagem H37Rv de M. ruberculosis foi
seqiienciado. O DNA deste organismo € composto de 4.411.529 pb, contém em torno de
4.000 genes, e um contetido de G + C de 65,5%, o qual € refletido na composicdo dos
aminodcidos das proteinas. Este genoma € rico em DNA repetitivo, particularmente
seqii€ncias de insercdo. O contetido de G + C € constante em todo o genoma, indicando
provavel auséncia de transferéncia horizontal de genes envolvidos com a
patogenicidade. Vdrias regides mostram alta média deste conteido, correspondendo a
seqiiéncias pertencentes a grandes familias génicas, que incluem seqiiéncias

polimdrficas ricas em G e C (PGRSs) (Cole et al., 1998).

H4 uma grande diferenca entre M. tuberculosis e as outras bactérias. Esta
diferenca estd relacionada com uma grande propor¢do da capacidade codificante do
DNA micobacteriano ser direcionada a produc@o de enzimas envolvidas na lipélise, e,
duas novas familias de proteinas ricas em glicina com uma estrutura repetitiva que pode

representar uma fonte de varia¢do antigénica (Cole et al., 1998).
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O M. tuberculosis é naturalmente resistente a muitos antibiéticos, tornando o
tratamento da TB dificil. Esta resisténcia é devida principalmente ao envelope celular
altamente hidrofébico, que atua como uma barreira da permeabilidade (Brennan &
Draper, 1994), mas também muitos potenciais determinantes da resisténcia sfo
codificados no genoma. Estes incluem enzimas hidroliticas ou farmaco-modificadoras
como as [-lactamases e acetil aminoglicosideos transferases, e, muitos potenciais
sistemas de efluxo de formacos, como os 14 membros da maior familia facilitadora e os

numerosos transportadores ABC (Cole ez al., 1998).

2.1.3.2.  RNA polimerase

A funcdo primdria da RNA polimerase (RNAP) € produzir transcritos de RNA
para a manutengdo ou desenvolvimento da célula. Durante os ciclo de transcri¢io a
RNAP e outros fatores localizam as regides promotoras na dupla fita de DNA, formam
o complexo aberto préximo ao sitio de inicio da transcri¢d@o, iniciam a sintese da cadeia
de RNA, alongam completamente 0 RNA mantendo 0 DNA molde desnaturado e
finalmente liberam o RNA quando encontram um sinal especifico de terminacé@o (Zhang

et al., 1999).

As RNA polimerases melhores caracterizadas sdo as de eubactérias, das quais a
da E. coli é a mais conhecida. Um tnico tipo de RNAP parece ser responsavel pela
sintese de mRNA, do rRNA e tRNA. Em torno de 7000 moléculas de RNAP estéo
presentes na célula de E. coli. A maioria estd envolvida com a transcrigio,
provavelmente 2000 a 5000 enzimas estao sintetizando RNA em qualquer tempo, sendo

que este nimero depende das condi¢des de crescimento (Lewin, 1997).

A enzima completa ou holoenzima em E. coli tem uma massa molecular de 464
kDa, e, é composta pelas subunidades oPP’c, podendo ser separada em dois

componentes, a enzima central (0BB’) e o fator sigma (o polipetideo G).

A enzima central pode fazer a polimerizacio do RNA mas requer a subunidade
O para iniciar a transcri¢do sitio especifica nos promotores. Os genes que codificam as
subunidades q, B, B’ e ¢ sdo denominados rpoA, rpoB, rpoC e rpoD, respectivamente

(Miller et al., 1994).

As subunidades B e B’ juntas formam o centro catalitico, e suas seqiiéncias sdo

relacionadas as subunidades maiores das RNA polimerases de eucariotos, sugerindo que
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h4 caracteristicas comuns para a a¢do de todas as RNAPs. A subunidade B pode enrolar-
se no DNA molde, no RNA transcrito e nos ribonucleotideos substratos. As mutacdes
nos genes rpoB e rpoC afetam todos os estdgios da transcricdo. A subunidade o €
necessdria para o reconhecimento do promotor pela enzima central e na interagio com
alguns fatores regulatérios. Essas fung¢des individuais sdo aproximadas, provavelmente
cada subunidade contribua para a atividade da enzima central como um todo € ndo em

acOes compartimentalizadas (Lewin, 1997).

2.1.3.3. Homologia no gene rpoB

O gene rpoB que codifica a subunidade f da RNAP (anexo 6) demonstra ser
conservado entre Bacteria (Ovchinnikov et al., 1981) e Archae (Klenk & Zillig, 1994).
A homologia no gene rpoB de E. coli e M. tuberculosis é de aproximadamente 60%

(Mollet ez al., 1998).

Willians et al. (1994), usando a técnica de PCR para amplificar a regifo
determinante de resisténcia a rifampicina, analisaram isolados de M. avium, que
mostraram 90% de homologia com as seqiiéncias nucleotideos de M. leprae ¢ M.
tuberculosis. Enquanto M. africanum mostrou 100% de homologia ao M. tuberculosis.
A seqiiéncia deduzida de aminodcidos do M. tuberculosis, M. leprae, M. avium e M.
africanum mostra 100% de identidade, indicando uma alta conservac@o natural desta
regido da seqii€ncia do gene rpoB em micobactéria patogénica.

No anexo 7 podemos observar o alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos

deduzida da subunidade B de M. tuberculosis com a seqiiéncia da subunidade B de M.

leprae, E. coli e de cloroplastos de tabaco, conforme elucidado por Miller et al. (1994).

2.1.4. Tratamento

2.14.1. Era pré-quimioterdpica e o aparecimento de fdrmacos

antituberculose

Até 1944 virios farmacos foram testados para a TB, sem sucesso. Neste ano,
Waksman empregou, pela primeira vez, a estreptomicina no tratamento da TB,
mudando o curso da doenca. A partir da Segunda Guerra Mundial houve o

desenvolvimento de outros farmacos com propriedades antibacterianas e antiTB
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diminuindo as taxas de mortalidade mundialmente, sendo que os novos farmacos foram

gradualmente incorporados ao arsenal terapéutico (Blanchard, 1996).

A partir da introducdo da estreptomicina, que reverteu o efeito da doenca
pulmonar e extrapulmonar, levando a uma maior sobrevivéncia dos pacientes, ocorreu
uma evolugiio do tratamento da TB. Foi adicionado algum tempo depois o 4cido para-
aminosalicilico, que era necessario para evitar a sele¢do de micobactéria resistente. Em
1952 a isoniazida foi disponibilizada, e sendo um agente mais eficiente que a
estreptomicina ou 4dcido para-aminosalicilico, levou a TB ser curdvel na maioria dos
pacientes. Em 1965, a rifampicina foi reconhecida como um potente farmaco antiTB. A
combinagdo de regimes terapéuticos contendo INH e RMP mostrou-se bastante eficiente

no tratamento da TB.

2.14.2.  Consideracdes sobre a terapia

A terapia da TB € complicada pelo lento crescimento do M. tuberculosis que
leva em torno de 20 horas para multiplicar-se, um tempo bastante longo quando
comparado com o rdpido crescimento da micobactéria sapréfita Mycobacterium
smegmatis (2 a 3 h). Este periodo de crescimento aumenta o tempo necessario para a
quimioterapia, que é complicada também pela atividade metabdlica e sua localizagdo
celular. Mitchison (1985) sugeriu que a populacdo micobacteriana patogénica pode ser
dividida em quatro componentes: (i) metabolizagdo ativa e crescimento rapido, (i)
semidormente com ambiente intracelular 4acido, (iii) semidormente com ambiente
intracelular ndo 4cido e (iv) dormente. Esta tltima apresenta uma propriedade tnica de
infec¢do micobacteriana: o organismo € capaz de sobreviver quiescente por anos ou
décadas. Uma quimioterapia efetiva para TB deve incluir a¢do bactericida inicial contra
o rdpido crescimento do organismo e subseqiiente esterilizacdo da populacdo bacilar

semidormente ¢ dormente (Blanchard, 1996).
O tratamento da TB deve ser feito sempre com associagio de fdrmacos, evitando

assim o desenvolvimento de linhagens resistentes (Korolkovas, 1995).

2.14.3.  Regime terapéutico

Na década de 60 o regime padrdo para o tratamento da TB eram 2 meses de SM,
INH e tiacetazona seguido de 16 meses de INH e tiacetazona. Em alguns regimes havia

a indicacdo que os farmacos deveriam ser administrados intermitentemente. Desde a
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introdugdo da SM, foram feitas vérias pesquisas para avaliar a eficdcia de diferentes
regimes terépéuticos (D’Esopo, 1982). Nos anos 70, uma série de estudos mostrou que a
TB poderia ser tratada em 6 a 8 meses com regimes contendo multiplos firmacos em
fase intensiva. Essas triagens mostraram que a RMP era o mais importante firmaco de

uma terapia em curto periodo (Murrey, 1994).

Em 1993, a OMS e a American Thoracic Society recomendaram o atual regime,
onde o tratamento das formas ativas da TB € feito com esquema triplice na fase inicial,
usando-se associacdo de INH, RMP e PZA por 2 meses, seguido por mais 4 meses de
terapia com INH e RMP em todas as formas pulmonares e extrapulmonares, exceto
meningite (Korolkovas, 1995). Durante o tratamento, os pacientes devem ser
regularmente monitorados por exames clinicos, radioldgicos e bacterioldgicos (Pechére,

1996).

O tratamento da TB abrange uma fase de ataque e uma de manutencdo. Na
primeira associam-se INH, RMP e PZA, a fim de rapidamente reduzir a franca
proliferaciio celular e impedir a resisténcia adquirida, utilizando bactericidas potentes
(INH e RMP) e com atividade intracelular (PZA). Reduzida a populacdo bacteriana, o
que ocorre em dois meses, passa-se 2 fase de manutencdo, objetivando destruir os
germes que se encontram extracelularmente, no material caseoso. Isso é feito com INH

e RMP (Fuchs & Wannmacher, 1992).

Os farmacos como etionamida, cicloserina, 4cido para-aminosalicilico,
tiacetazona, kanamicina, capreomicina, viomicina, amicacina e fluoroquinolonas sio
usados como agentes secundarios ou alternativos para tratar infec¢des causadas por

linhagens resistentes aos farmacos comumente usados (Ramaswamy & Musser, 1998).

A OMS recomenda o uso da Terapia Supervisionada de Curta Duragdo (DOTS)
para pacientes com TB ativa. O sucesso no tratamento € indicado pelo resultado de uma
cultura negativa do escarro em dois meses e desaparecimento dos infiltrados na

radiografia pulmonar entre 4 a 6 meses (Bradford et al., 1996).

Para a TB extrapulmonar, nas formas miliar, meningitica e dssea, € recomendada
uma terapia mais prolongada. As tabelas nos anexos 3, 4 e 5 mostram a terapia

preconizada pelo Ministério da Sadde em diversas situag®es (Brasil, 1995).



25

2.144.

Quimioprofilaxia

Na quimioprofilaxia utiliza-se a isoniazida, indicada para os contactantes de

pacientes tuberculosos baciliferos, sobretudo os recém-nascidos que ndo podem ser

afastados do domicilio, as criancas menores de 5 anos e os reatores tuberculinicos fortes

(cujo risco de adoecer € duas vezes maior que os contactantes ndo-reatores); nos

contactantes acima de 35 anos de idade, a quimioprofilaxia se restringe aos individuos

com definido risco de contrair a doenga. Caso o contato do paciente infectado por M.

tuberculosis resistente a INH, a quimioprofilaxia pode ser feita com RMP (Fuchs &

Wannmacher, 1992).

2.14.5.

Tratamento em situacoes de resisténcia

As linhagens resistentes aos farmacos surgem quando a quimioterapia €

intermitente ou inadequada. Vidrios fatores influenciam o grau de sucesso no programa

de tratamento da TB, incluindo duracdo e complexidade da terapia, ficil acesso ao

centro de satde, custo do tratamento, adesdo do paciente, e efeitos adversos dos

farmacos. E ainda, alguns dados sugerem que pacientes HIV positivos podem ter

elevado risco de desenvolverem TB resistente a rifampicina, talvez devido a problemas

na absorcdo do farmaco (CDC, 1996).

Apesar da introducdo da terapia combinada, a resisténcia aos antibidticos

continuam sendo um problema, particularmente nos paises em desenvolvimento. Isto é

freqiiente pois o paciente ndo adere totalmente ao tratamento, levando ao

desenvolvimento da resisténcia.

Tabela 1. Esquema com sugestdes terapéuticas de acordo com o nivel de resisténcia.

Perfil de resisténcia

Regime terapéutico

Duracao do tratamento

INH, SM RMP, PZA, EMB, AMK 6 — 9 meses
INH, EMB, +SM RMP, PZA, FQ, AMK 6 — 12 meses
INH, RMP, +SM PZA, EMB, FQ, AMK 18 — 24 meses

INH, RMP, EMB, £SM

PZA, FQ, AMK, + outros 2
agentes1

24 meses apls negativar o
escarro

INH, RMP, PZA, +SM

EMB, FQ, AMK, + outros 2
agentes

24 meses apds negativar o
escarro

INH, RMP, EMB, PZA,
+SM

FQ, AMK + 3 outros agentes

24 meses apls negativar o
escarro

AMK (amicacina), FQ (fluoroquinolona).l. Outros agentes: ETH, cicloserina, dcido p-

aminosalicilico (Pecheére, 1996).
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As recomendagdes para o tratamento da TB MDR sdo baseadas na limitada
experiéncia em certos centros de referéncia (Iseman et al., 1993). Mas sugere-se nestes
casos dar ao paciente trés antibifticos aos quais a bactéria seja ainda sensivel, e €
recomendado que pelo menos um dos antibidticos seja administrado por via parenteral.
O periodo de tratamento aumenta para 9 a 12 meses, sendo recomendado um periodo
maior ainda em pacientes co-infectados com HIV. Sugestdes terapéuticas, de acordo

com o tipo de resisténcia, sao apresentadas na tabela 1.

2.14.6. Os farmacos

O desenvolvimento de agentes quimioterapéuticos para o tratamento das doencas
microbianas foi uma dos mais importantes descobertas do século XX. A era
antimicrobiana inicia com a descoberta e desenvolvimento das sulfonamidas na década
de 30. E a partir daf até o presente momento, muitos outros agentes foram descobertos,

dos quais tem-se farmacos especificos para o tratamento de infeccdes micobacterianas.

Os agentes eficazes contra a micobactéria podem ser divididos em duas

categorias (Chopra & Brennan, 1998):

1. agentes de amplo espectro que tem atividade contra micobactéria e muitas
outras espécies bacterianas: ciclosereina, fluoroquinolonas, macrolideos, rifamicinas,

estreptomicinas;

2. agentes que tém espectro especifico, com atividade restrita a micobactéria, ou
mesmo a apenas espécies micobacterianas: capreomicina, clofazimina, etambutol,

etionamida, isoniazida, 4cido paraminosalicilico, pirazinamida e tiacetazona.

As bases do mecanismo para essa divisdo podem ser explicadas assumindo que
os agentes da primeira categoria interagem com alvos moleculares encontrados em um
amplo espectro de bactérias, incluindo a micobactéria. Em contraste, os agentes com
espectro micobacteriano podem interagir com alvos presentes apenas nestes organisrﬁos.
A atividade especifica antimicobacteriana pode também resultar se os agentes sdo

convertidos de pré-farmacos inativos por mecanismos especificos das micobactérias.

2.14.7.  Rifamicinas

As rifamicinas constituem um grupo de antibiticos macrociclicos complexos,

estruturalmente semelhantes, obtidos a partir de filtrados celulares de Streptomyces
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mediterranei (Gilman, 1990). Devido a baixa atividade antimicrobiana da rifamicina B,
apenas os seus derivados semi-sintéticos € que sdo usados terapeuticamente. As
rifamicinas, que s3o antibiéticos de amplo espectro, estdo entre os mais importantes
agentes anti-micobacterianos. A rifampicina e o rifanbutin estdo incluidos no regime
terapéutico para o tratamento da TB, lepra e infeccdes micobacterianas em pacientes
com AIDS. A rifapentina, que apresenta uma atividade 10 vezes maior que a
rifampicina contra o M. tuberculosis e melhores propriedades farmacocinéticas, estd
atualmente sendo testada como um novo componente para o tratamento da TB, assim
como novas benzoaxazina-rifampicinas estdo sendo desenvolvidas (Chopra & Brennan,

1998).

2.14.8.  Rifampicina

Estruturalmente a rifampicina consiste de um croméforo naftoquinénico que
alcanca a cadeia alifética entre o nitrogénio no C; e o0 oxigénio no Cj,. E um derivado
do 3,4-(metilpiperazinil-iminometilidine)-rifamicina SV e foi introduzido como potente
agente antiTB em 1972 (Lal & Lal, 1994). Tem atividade contra uma ampla variedade
de bactérias dlcool-4cido resistentes e varias outras micobactérias de crescimento lento,
M. leprae, M. kansasii, M. haemophilum € M. marinum, e, tem atividade varidvel contra
o complexo M. avium (MAC), sendo inativa nas micobactérias de crescimento répido. E
bactericida para microrganismos extracelulares e intracelulares devido sua

lipossolubilidade (Gilman, 1990).

A rifampicina inibe a RNA polimerase procariética dependente de DNA por ligar-
se a subunidade B no presumido centro catalitico da enzima, impedindo a inicia¢do da
transcri¢do. A subunidade B deve estar complexada com o trimero 03" para que ocorra
a incorporagdo correta de nucleotideos € os RNAs possam ser sintetizados. Com a
ligacdo da rifampicina, o complexo formaco-subunidade 3 € formado, abortando entdo a

sintese de RNAs e, conseqiientemente os processos de traducio (Santos, 1996).

A RNA polimerase de mamiferos € inibida pela rifampicina apenas em
concentragdes significativamente altas. A rifampicina € bem absorvida pelo trato
gastrointestinal e o pico de concentracdo de 5 a 10 pg/ml € alcancado em 1 ou 2 h apds
a dose oral de 600 mg. As concentragdes no sistema nervoso central alcancam 50% dos
niveis plasméticos, durante a inflamacdo meningea. As concentragdes préximas de 0,5

pg/ml de rifampicina sdo bactericidas para os isolados sensiveis de M. tuberculosis,
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tendo acdo intracelular no bacilo que estd se replicando lentamente na les@o caseosa,
bem como no bacilo que estd em replicacdo ativa, em cavidades pulmonares abertas
(Inderlied, 1994). As reacdes adversas causadas pelo farmaco s3o reacOes
gastrointestinais e de hipersensibilidade. Entretanto, o maior efeito € a hepatotoxicidade
e descoloracgo da urina, ldgrima e outros fluidos corporais. A rifampicina também induz
um aumento do metabolismo hepético de uma ampla variedade de farmacos (Mandell et

al., 1995).

Os inibidores de proteases, usados para combater o HIV, interagem com a
rifampicina de duas distintas maneiras: (i) a rifampicina induz as citocromos oxidases
no citocromo P450 aumentando o metabolismo dos farmacos inibidores de proteases,
levando-os a niveis subterapéuticos, (ii) ¢ os inibidores de proteases por sua vez
aumentam o nivel sérico da rifampicina aumentando a toxicidade deste farmaco (CDC,

1996).

2.2. Resisténcia

2.2.1. O surgimento da resisténcia

A sintese do Prontosil Rubrum por Klarer e Mietzsch (1932) que levou ao
desenvolvimento das sulfas, ¢ a descoberta da penicilina por Fleming (1929)
representaram o grande marco em todos os tempos na constante luta do homem contra
as doencas infecto-contagiosas. Neste periodo iniciava a era da quimioterapia
antimicrobiana, que foi seguida pela busca e descoberta de novos farmacos efetivos e
que estendia o tratamento & TB, até entdo rebelde ao tratamento com sulfanilamida e
penicilina e, também, pelo otimismo exagerado em relacdo a efetividade desses

principios ativos como meio de controle das doencas (Santos, 1996).

A resisténcia aos antimicrobianos em organismos previamente sensiveis ocorre
sempre que os antibidticos sdo usados para o tratamento de doencas infecciosas em
humanos e animais. Com o aumento do uso de antibiéticos, incluindo o mal uso, a
resisténcia tem surgido em todos os tipos de microrganismos - incluindo o M.

tuberculosis — criando novos desafios para o controle das doengas infecciosas.

A resisténcia apresentada pelo M. tuberculosis aos antibidticos € devido a
mutacdes espontineas em alguns genes do bacilo. O tratamento com um tinico firmaco

— devido ao suplemento irregular do farmaco, prescri¢do inapropriada, ou baixa adesdo
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ao tratamento — reprime o crescimento de linhagens sensiveis ao farmaco, mas permite a

multiplicacgo de linhagens resistentes.

As linhagens resistentes a vdrios fdrmacos simultaneamente, denominadas
MDR, apresentam resisténcia a pelo menos dois dos mais importantes farmacos, INH e
RMP. Os pacientes infectados com linhagens MDR sdo extremamente dificeis de curar,

sendo necessdrio usar um tratamento muito mais téxico e de maior custo.

As epidemias de TB MDR em pacientes infectados com HIV nos Estados
Unidos e na Europa tém chamado a atenc@o pelo surgimento de linhagens de M.
tuberculosis resistentes aos agentes antimicobacterianos, que levam a altas taxas de

mortalidade (Sepkowitz et al, 1995).

A resisténcia aos firmacos antiTB € uma ameaca significante no controle da TB,
porque hé poucos farmacos eficazes disponiveis contra o M. tuberculosis. A transmissdo
de linhagens resistentes a dois dos mais importantes fdrmacos, INH ¢ RMP, pode ter
sérias repercussdes na epidemiologia e controle da TB. Os pacientes infectados com
linhagens resistentes a multiplos farmacos t€ém menos chance de cura, e também sofrem
com a maior toxicidade dos outros esquemas de tratamento (esquemas 2 € 3). Em um
estudo americano foi demonstrado que houve faléncia de tratamento em 35% dos 171
pacientes HIV positivos com TB MDR, apesar de receberem tratamento direcionado

para linhagens resistentes e individualizado (WHO, 1997).

2.2.2. Estudo realizado pela OMS e IUATLD

Entre 1994 a 1997, a OMS junto com IUATLD (International Union Against
Tuberculosis and Lung Disease) realizou um projeto global visando avaliar os niveis de
resisténcia aos farmacos antiTB, abrangendo 35 paises em 5 continentes. O objetivo do
projeto foi medir a prevaléncia da resisténcia aos farmacos antiTB em varios paises,
utilizando métodos padronizados e fazendo uma correlagio entre o nivel de resisténcia e

o controle do tratamento utilizado nestes paises (WHO, 1997 ).

Os principais achados deste estudo relacionados com a resisténcia primaria, isto &,
de casos sem tratamento prévio, foi que a resisténcia a um farmaco qualquer variou de
2% (Repiblica Tcheca) a 41% (Reputblica Dominicana), com uma média de 10,4%. A
resisténcia primdria aos 4 farmacos testados (INH, RMP, EMB e SM) teve uma média
de 0,2% dos casos (variacdo de 0 a 4,6%), enquanto a TB MDR mostrou uma média de

1,4% (variacdo de 0, no Quénia a 14,4% na Letdnia).
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A resisténcia adquirida, que reflete casos recentes de mal gerenciamento do
tratamento, como esperado, demonstrou valores superiores a resisténcia primdria. A
resisténcia adquirida a qualquer um dos fidrmacos varioun de 5,3% (Nova Zel4ndia) a
100% (Ivanovo Oblast - Ridssia), com um média de 36%. A resisténcia aos 4 formacos
entre os pacientes previamente tratados teve uma média de 4,4% (variagdo de 0 a 17%).
A média de prevaléncia da TB MDR adquirida foi de 13%, variando de 0% (Quénia) a
54% (Letbnia). A figura 2 mostra um mapa com as taxas da prevaléncia adquirida nas

regiGes participantes da pesquisa no periodo de 1994 a 1997.

Este estudo demonstrou que no Brasil a resisténcia priméria a RMP foi de 1,1% e
a INH foi de 5,9%. Sendo que 8,6% dos casos estudados (n=2.095) demonstraram ser
resistentes a um ou mais farmacos. J4 a resisténcia adquirida, no Brasil, a RMP foi de
6,1% ¢ a INH foi de 11,2%. Foram observados que 5,4% dos casos de resisténcia

adquirida (n=793) eram resistentes a vérios formacos.

[ semdados

Figura 2. Prevaléncia da tuberculose MDR adquirida nos paises e regides pesquisadas,
1994-1997 (WHO, 1997).
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2.2.3. Mecanismos e fatores associados com a resisténcia aos farmacos

antiTB

A resisténcia apresentada pelo M. tuberculosis aos farmacos antiTB € uma
amplificagdo artificial de um fendmeno natural. Diferente do que acontece em muitas
bactérias, com o M. tuberculosis nao hé indicacdo de uma transferéncia horizontal de
genes, isto €, aquisicdo de resisténcia por plasmideos ou transposons. As linhagens
selvagens de M. tuberculosis que nunca foram expostas aos farmacos antiTB raramente
sdo resistentes, embora a resisténcia natural a farmacos especificos ja4 tenha sido

documentada para M. bovis (PZA).

As mutacdes que levam a resisténcia em muitos microrganismos, inclusive no
M. tuberculosis, sdo alteracdes na seqiiéncia do DNA bacteriano que se refletem nas
proteinas envolvidas com a ligagdo aos farmacos. Essas mutacdes podem ser dividas em
pontuais, quando apenas um nucleotideo € alterado na seqiiéncia do DNA, insercédo ou

delegd@o de bases ou seqiiéncias de DNA.

2.2.3.1.  Freqiiéncia de mutagoes espontdneas em M. tuberculosis

Durante a multiplicacdo bacteriana, a resisténcia aos fdrmacos antiTB
desenvolve-se espontaneamente € com uma freqiiéncia definida (tabela 2). As mutagdes
genéticas do M. tuberculosis que levam a resisténcia a rifampicina ocorrem numa taxa
de 10" por divisdo celular e levam a uma prevaléncia estimada de 1 em cada 10
bacilos, em ambiente sem o farmaco. A taxa para INH é de aproximadamente 107 a 10"
9, resultando em resisténcia em 1 a cada 10° bacilos (Grange, 1990). E comum ter nas
cavidades uma populacdo micobacteriana maior que 10 (Canetti, 1965). Assim, a
“resisténcia genética” ocorre na auséncia da exposicdo antimicrobiana, mas € diluida
pela maioria das micobactérias sensiveis. A presenca de antimicrobianos fornece uma
pressdo seletiva para oS organismos resistentes tornarem-se predominantes,
especialmente em pacientes com uma grande carga de bacilos, isto é, com uma extensa

lesdo cavitaria (WHO, 1997).



Tabela 2. Caracteristicas dos principais formacos antiTB (WHO, 1997).

Atividade antiTB

Farmacos de Primeira Linha

Alvo molecular

Taxa de
mutagdo**

Sintese do 4cido
micdlico

Custo

RNA  polimerase
{subunidade B)

10°®

?

10"

Baixo

Protefnas
ribossomais

102

Polissacar{ideos da
parede celular

108

Médio

107

Alto

Médio

Protefnas
ribossomais

Sfntese da parede
celular

Médio

Isoniazida 4+
Rifampicina bt
Pirazinamida +++

Estreptomicina e

Etambutol ++

Farmacos de Segunda Linha

Etionamida bt
Canamicina/ 4+

Amicacina
Cicloserina ++

Acido p- +

aminosalicilico

Ofloxacin ++

Biossfntese de
folatos

10"

Alto

DNA girase

10

Alto

Alto

Alto

* NS/MIC: proporgio dos niveis sangiiineos pela concentragdio minima inibitéria. ** Taxa de mutagfio por divisfio celular nos genes responsdveis pela resisténcia aos

farmacos.
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A exposicdo a um dnico farmaco — devido ao fornecimento irregular do farmaco,
prescricdo inapropriada ou baixa adesdo ao tratamento — reprime o crescimento de
linhagens sensiveis aquele fAirmaco mas permite a multiplicac@o de linhagens resistentes
(resisténcia adquirida). Podendo ocorrer a subsequente transmissdo de alguns bacilos
para outras pessoas, que podem ficar doentes (resisténcia primdria). A figura 3
demonstra como pode ocorrer o desenvolvimento e a transmissdo da TB MDR. Todos
os farmacos ativos contra M. tuberculosis induzem a resisténcia, e a droga mais ativa € a

mais provavel indutora de resisténcia clinica (Canetti et al., 1965).

Linhagem selvagem de

M. tuberculosis

Murtagdo espontdnea

Selegdo de linhagemcom
resisténcia natural

Selegdio devida a tratamento
inadequado ou ndo adesdo pelo
paciente

Resisténcia adquirida
(simples, depois TB MDR)

Transmissdo devida ao atraso na
diagnéstico e controle
inadequado da infecgdo

Resisténcia primdria
(a um fdrmaco ou TR MDR)

Figura 3. O desenvolvimento e transmissdo da tuberculose resistente a um ou mais firmacos.

A resisténcia a miuiltiplos farmacos devido a mutacGes espontdneas &
praticamente impossivel, pois ndo ha um dnico gene envolvido na MDR e as mutagdes
resultantes em resisténcia a varios firmacos surgem independentemente. Por exemplo, a
probabilidade de uma mutacdo esponténea resultar em resisténcia a INH e RMP € o

produto das probabilidades individuais, isto &, 1 em 10" (10° x 10%). Este é um fato
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racional para o regime de multiplos firmacos no tratamento da TB. Entretanto, em uma
populacdo bacteriana j4 resistente & INH, pode ocorrer mutacio espontinea resultando
na resisténcia a RMP em alguns bacilos. Uma seqii€ncia similar pode levar a resisténcia
a outras combinacdes de farmacos, e eventualmente a todos os medicamentos antiTB do

esquema 1 de tratamento.

2.2.4. Fatores associados com o desenvolvimento da resisténcia

O surgimento de linhagens de M. tuberculosis resistente a vdrios firmacos na
populacdo estd associado com vdrios problemas, incluindo fatores relacionados com o
paciente € com o sistema de saide. Em muitos paises, os fatores que afetam
negativamente o programa incluem a falta de um regime terapéutico padronizado, baixa
implementacdo, escassez no fornecimento dos farmacos em &reas com inadequados
recursos ou instabilidade politica. O uso de farmacos antiTB de baixa qualidade € uma

preocupagio adicional.

O desenvolvimento de resisténcia pode envolver uma selegfo inapropriada no
regime terapéutico, algumas vezes devido o desconhecimento de um tratamento
anterior, a ignorancia sobre a importincia de regimes padronizados € erros como
prescricdo de um tnico farmaco. Finalmente, a ndo adesdo do paciente ao tratamento
prescrito contribui para o desenvolvimento da resisténcia aos farmacos. Outro fator que

estd sendo associado € a co-infecgao HIV e TB (WHO, 1997).

E por dltimo, o elemento crucial no surgimento de linhagens de M. tuberculosis
resistentes € a auséncia de um sistema organizado para assegurar um rapido diagnéstico,
um tratamento eficiente € uma supervisdo dos casos de TB. Por esta razao, o nivel de
resisténcia aos farmacos antiTB em uma populagdo € um indicador do Programa

Nacional de TB (WHO, 1997).

2.2.5. Mecanismos da resisténcia em M. tuberculosis

O aumento do problema da resisténcia aos farmacos tem levado a um maior
interesse em estudar os determinantes genéticos € os mecanismos de resisténcia aos

farmacos apresentados pelo M. tuberculosis.
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2.2.5.1. Resisténcia a isoniazida

Os mecanismos genéticos determinantes da resisténcia a INH parecem ocorrer
em diferentes niveis: (i) bloqueio da ativacido da droga, relacionado com o gene katG,
(ii) inativagdo do intermedidrio téxico da INH, atividade associada com o gene ahpC e

(iii) bloqueio da biossintese do 4cido micélico (inhA e mabA).

As deleces no gene katG, que codifica uma catalase e uma peroxidase no
cromossomo do M. tuberculosis € associada mais freqlientemente com a resisténcia a
INH (Zhang et al, 1992). As mutacdes em um outro gene, o inhA, envolvido com a
biossintese de 4cido micdlico, resultam em menor nivel de resisténcia &8 INH no M.

tuberculosis (Banerjee et al., 1994).

2.2.5.2.  Resisténcia a estreptomicina

A resisténcia a estreptomicina esté relacionada com os genes rrs, que codifica o
rRNA 16S, e rpsL, codificante da proteina ribossomal S12 (Finken et al., 1993).
Estudos mostram que as substituicdes de aminoicidos na proteina S12 afetam a
estrutura altamente ordenada do rRNA 16S e impedem as interacdes entre rRNA 16S e

paromicina, um andlogo da estreptomicina (Allen & Noller, 1989).

2.2.5.3.  Resisténcia a rifampicina

A rifampicina tem acdo bactericida altamente eficiente contra o M. tuberculosis,
sendo um dos componentes chave no tratamento da TB. O mecanismo de acdo da
rifampicina e de resisténcia a esse farmaco em E. coli vem sendo extensivamente
estudado (Gale et al, 1981; McClure & Cech, 1978). A rifampicina liga-se na
subunidade B da RNA polimerase resultando na inibi¢do da transcri¢do (Gale et al.,
1981; McClure & Cech, 1978). Um mecanismo de acio similar foi demonstrado em M.

smegamatis (Levin & Hatfull, 1993).

Entretanto, se a cadeia de RNA estd em alongamento, a reagdo de polimerizacio
torna-se insensivel a presenca da rifampicina. A inibicdo da sintese do RNA se da
através do bloqueio estérico da translocagdo da extremidade 5° do RNA existente. A
acdo ocorre na transcrigdo € impede a translocacdo do nucleotideo, impedindo a sintese

do RNA (Lal & Lal, 1994).
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Chertov et al. (1983) investigaram o modo exato de acdo da rifampicina. Eles
estudaram a ligacdo do farmaco na RNAP de linhagens de E. coli sensiveis e resistentes
e observaram que o complexo formado pela rifampicina com a polimerase de linhagens
resistentes possuia uma constante de dissocia¢do superior ao do complexo formado com
as linhagens sensiveis. Os pesquisadores também verificaram que o RNA tem sitios de
ligacdo andlogos para o farmaco. Os grupos hidroxilas no Cj; e Cy3, que sdo essenciais
para sua atividade antibitica, coincidem com os grupos hidroxilas 3’ e 5’ da ribose do
dinucleotideo. Isto indica que ocorre bloqueio diretamente no produto da translocacgéo.

® na enzima RNAP faz uma

Eles observaram ainda, que o residuo do 4cido aspa’u'tico5 !
ligacdo do seu hidrogénio com o C,3 da rifampicina (figura 4). Quando comparado com
uma linhagem mutante de E. coli resistente a rifampicina, onde o residuo de 4cido
aspartico’ 16 foi substituido pela valina, mostrou-se que a ligacdo da rifampicina com a

enzima foi reduzida ou eliminada (Lal & Lal, 1994).

Subunidade 8

Figura 4. Modelo de inibicdo da RNA-polimerase pela rifampicina (Lal & Lal, 1994).

A reconstitui¢do experimental com as subunidades em linhagens de E. coli
sensiveis e resistentes 8 RMP demonstrou que a RNAP contendo as subunidades o e 8’
de linhagens resistentes e a subunidade B de linhagens sensiveis é sensivel ao farmaco,
enquanto a RNAP que contém as subunidades o e P’ de linhagens sensiveis e a

subunidade B de linhagens resistentes é resistente a rifampicina.

A partir dessas informacOes sobre a RNAP de E. coli buscou-se caracterizar o

gene rpoB de M. tuberculosis. A resisténcia a rifampicina neste organismo também



37

mostrou-se relacionada com trocas na estrutura da subunidade f da RNA polimerase
procaridtica (Telenti et al., 1993b, Miller et al., 1994). A RNAP de isolados do
complexo M. avium também € sensivel a rifampicina, porém o mecanismo primdrio de

resisténcia intrinseca parece estar relacionado com a impermeabilidade ao farmaco.

Telenti et al. (1993b) foram os primeiros a mostrar que a resisténcia a
rifampicina em M. tuberculosis estd relacionada com trocas, principalmente substitui¢do
de aminoécidos, dentro de uma regido conservada do gene rpoB. Eles desenvolveram
um teste rapido para detectar a resisténcia a rifampicina, onde muta¢des dentro do gene
rpoB s3o detectadas pela técnica de amplificacdo por PCR de uma regido de 157 pares
de bases (pb), que contém a maioria dos sitios de mutacéo, e subseqiiente uso da técnica

de SSCP (single-strand conformational polymorphism) (Telenti et al., 1993a).

Willians et al. (1994) desenvolveram um método rdpido, baseado no
seqiienciamento de um produto de PCR de 305 pb. A regido amplificada também estd
localizada no gene rpoB. Os autores também mostram que hd um alto grau de
similaridade nesta seqii€éncia de nucleotideos (90 a 100 %) entre M. tuberculosis, M.
leprae, M. avium e M. africanum. Foram analisadas 110 linhagens de M. tuberculosis
resistentes a rifampicina, onde encontraram 16 diferentes tipos de mutacdo. Dentre os
16 tipos de mutagdo 9 foram idénticos aqueles que tinham sido descritos por Telenti ez

al. (1993a).

Uma compilacdo de dados disponiveis de muitos estudos indicam que 315 de
329 M. tuberculosis resistentes a rifampicina (96%), isolados de pacientes
epidemiologicamente ndo relacionados, tiveram 35 diferentes mutacdes de ponto,
pequenas delecGes ou insercoes, localizados em uma regido central de 81 pb no gene
rpoB (regido determinante da resisténcia a rifampicina [RDRRY)), entre os cédons 507 a
533, codificantes de 27 aminoécidos (Musser, 1995; Telenti et al., 1993b; Kapur et al.,
1994; Heym et al., 1994; Willians et al., 1994; Kapur et al., 1995).
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Phe Asn

509 A\ 533
Ser GIn Leu Ser Gln Phe Met Asp Gin Asn Asn Pro Leu Ser Gly Leu Thr His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu

Thr Gly Arg
Yal Asp
Leu
Pro
Tyr

Figura 5. Aminoécidos substituidos nos c6dons 509 a 533 da subunidade  da RNAP de M.
tuberculosis. As posicdes dos aminodcidos substituidos devido as mutagdes de ponto sdo
mostradas nas caixas abaixo da seqiiéncia. As posi¢des dos aminodcidos substituidos ou
ausentes devido a inser¢des ou mutagdes sdo mostradas nas caixas acima da seqii€ncia (Willians
etal., 1994).

Destas linhagens analisadas, 43% apresentaram mutagdes de ponto no cédon
531 (Ser) e 36% dos organismos apresentaram no cddon 526 (His), que levaram a
substituicdo dos aminodcidos. Os aminodcidos mais comumente substituidos foram
Ser531Leu (42%) e His526Leu (23%) (Musser, 1995). O mecanismo de resisténcia nio
foi identificado em 4% dos isolados clinicos resistentes a rifampicina porque nio foram

detectadas mutacdes na regifo central de 81 pb nem em todo o gene rpoB segqiienciado.

Virios estudos publicados a partir de 1995 até 1998 confirmaram e ampliaram
os principios basicos desses achados. Caugant ef al. (1995) analisaram a RDRR do rpoB
em 66 M. tuberculosis isolados de pacientes do Mocambique, onde 41 isolados foram
caracterizados resistentes a rifampicina pelo método radiorespiratério BACTEC. A
maioria das linhagens resistentes (39 de 41) apresentaram mutacOes de ponto que
resultaram em substituicdo de aminodcido, e a freqii€ncia de distribuicdo dos cddons
afetados foi muito similar ao descrito em estudos anteriores.

Rinder et al. (1997) determinaram a distribui¢ao das mutacdes no gene rpoB em
49 isolados resistentes a rifampicina obtidos em Serra Leoa e na Alemanha. A
resisténcia a rifampicina foi determinada pelo método das propor¢des. E similar a outros
estudos, mutagGes no cédons 526 e 531 foram as mais comuns. Os investigadores
também compararam as diferencas na freqiiéncia de distribui¢io das mutacGes nos

c6dons 516 e 526 nos isolados das duas dreas geograficas.

Recentemente, Escalante er al. (1998) realizaram a primeira andlise genética

molecular de linhagens resistentes a rifampicina em isolados obtidos em paises da
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América Latina. Os investigadores analisaram 19 linhagens sem relagdo epidemioldgica
obtidas no Peru e identificaram muta¢cdes na RDRR em 18 organismos. A maioria das

linhagens tiveram substitui¢io de aminoécidos nos cédons 526 e 531.

PCR-SSCP e seqiienciamento do DNA foram usados para analisar a regido
central do gene rpoB em 32 isolados resistentes e 26 sensiveis a rifampicina obtidos na
Coréia (Kim et al., 1997). O teste de sensibilidade foi realizado pelo método de
concentracdo absoluta. A maioria das mutagdes ocorreram nos cédons 526 (37,8%) e
531 (24,4%). Duas mutacdes ndo descritas previamente foram identificadas nos cédons
507 e 518. Em contraste a outros estudos, foi verificado uma alta freqiiéncia de duplas

mutacdes em cddons separados (15,6%) e em um unico c6don (6,3% no cédon 526;

CAC —>TGC, His—Cys).

Vérios grupos vem realizando estudos com isolados de pacientes para
compreender melhor a relagcdo entre as concentracdes minimas inibitérias (MIC) e
trocas estruturais na proteina RpoB (Kim et al.,1997; Bodmer et al., 1995; Ohno et al.,
1996). Estes estudos ampliam as investigagdes de Bodmer et al. (1995), que
descreveram uma forte correlacio entre as MICs para as rifamicinas relacionadas com
certas variantes do gene rpoB. Em particular, as substituicdes nos aminodcidos
localizados nas posi¢Oes 526 e 531 conferem um alto nivel de resisténcia a rifampicina,
rifabutin e rifapentina. Ohno et al. (1996) analisaram a RDRR do rpoB em 40 isolados
clinicos de M. tuberculosis obtidos no Japdo. O teste de sensibilidade a rifampicina foi
realizado pelo método de microdiluicdo e as linhagens com concentragio minima
inibitéria maior ou igual a 2 pg/ml foram consideradas resistentes. Treze linhagens com
alto nivel de resisténcia (MIC 2= 64 pg/ml) apresentaram mutaggo nos cédons 516, 526
ou 531. Em contraste, 21 organismos sensiveis ndo apresentaram trocas nestas posicoes.
De seis linhagens com MICs entre 2 e 32 pg/ml, trés apresentaram mutac¢io nos cédons

516 ou 526 e trés linhagens ndo apresentaram mutacdo na RDRR.

A relac@o entre o grau de resisténcia a rifampicina e as mutacdes no gene rpoB
foram também analisadas por Taniguchi et al. (1996) em 21 isolados de M. tuberculosis
obtidos de pacientes no Japdo. O teste de sensibilidade a rifampicina foi realizado pelo
método das propor¢oes ou pelo método de diluigdo. Vinte linhagens apresentaram
alteracOes de aminodcidos nas RDRR e uma linhagem mostrou a substituicdo
Ala381Val na regido N-terminal da proteina RpoB. Isolados com mutagdes nos cédons

513 (5%), 526 (33%) e 531 (43%) apresentaram alto nivel de resisténcia (MIC 2
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50ug/ml). Em contraste, substituicdes de aminoacidos localizados na posi¢do 514, 521

ou 533 resultaram em um baixo nivel de resisténcia (MIC 12,5 pg/ml).

Achados similares foram descritos por Moghazeh et al. (1996), que testaram 24
isolados clinicos resistentes a rifampicina com mutagGes conhecidas no gene rpoB
contra trés derivados de rifamicina: rifampicina, rifapentina € um novo farmaco
denominado KRM-1648, para correlacionar o nivel de resisténcia com mutagdes
especificas. Os testes de sensibilidade foram realizados pelo método de difusdo em 4gar.
Como descrito em outros estudos (Bodmer et al., 1995; Ohno et al., 1996; Taniguchi et
al., 1996) linhagens com mutagdes nos cdédons 513, 526 e 531 mostraram alto nivel de
resisténcia a rifampicina (MIC > 32ug/ml), com excecdo das linhagens com as
substituicdes His526Leu ou His526Asn, as quais mostraram MIC de 8 e 16 ug/ml,
respectivamente. Todas as linhagens que foram resistentes a rifampicina foram também

resistentes a rifapentina, € os mesmos valores de MIC foram identificados.

Em contraste, KM-1648 mostrou-se mais eficiente que a rifampicina nas
linhagens com quatro diferentes alteracdes genéticas. Estes achados sugerem a
possibilidade tedrica que o KM-1648 possa ser usado para tratar pacientes com M.
tuberculosis que apresente certos tipos de mutacdes no gene rpoB. Porém, a andlise de
alelos mutantes no gene rpoB construidos através de estratégias moleculares, tem
confirmado que algumas muta¢Ges na RDRR também s@o responsdveis pela resisténcia
a KM-1648 (Willians et al, 1998). E ainda, o estudo confirma que o KM-1648

sobrepOem a resisténcia a certas outras rifamicinas in vitro.

Em suma, as andlises de aproximadamente 500 linhagens resistentes a
rifampicina provindas de diversas origens mostram que 96% dos isolados clinicos de M.
tuberculosis tém muta¢Ges na regido central do gene rpoB que alteram a estrutura
primdria da RpoB (figura 4). Essas mutagdes estdo ausentes nos organismos sensiveis.
Em geral, hd uma forte correlagio na substitui¢do de aminodcidos especificos e MIC. As
mutacdes missense nos cédons 513, 526 ou 531 resultam em alto nivel de resisténcia,
enquanto trocas de aminodcidos nas posi¢oes 514 ou 533 usualmente resultam em baixo

nivel de resisténcia a rifampicina.

O mecanismo molecular de resisténcia em 4% dos isolados de M. tuberculosis
resistentes a rifampicina que nao tém trocas na RDRR é desconhecido. Recentemente

foi demonstrado que a inativa¢do da rifampicina por ribosilagdo em M. smegmatis é o
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principal responsével no baixo nivel de resisténcia a rifampicina, mas néo hd evidéncias
que este processo participe na resisténcia aos farmacos em M. tuberculosis (Quan et al.,

1997).

2.2.6. Testes comerciais disponiveis

Alguns métodos genotipicos para a deteccdo das mutacdes na regido RDRR
estdo disponiveis comercialmente, como o Inno LiPA Rif.TB (Innogenetics) € RNA-
RNA mismatch assay (MisMatch Detect II — Ambion). O MisMatch € baseado na
habilidade do RNA dupla fita resistir a digestdo com RNase A. O DNA alvo ¢
amplificado usando primers que incorporam, em dire¢Oes opostas, os promotores da T7
RNA polimerase e da SP6 RNA polimerase, permitindo o RNA ser transcrito usando o
produto de PCR como molde (Nash et al,, 1997). Uma linhagem sensivel é também
amplificada (H37Rv) pelos mesmos primers, porém com os promotores de T7 ¢ SP6
incorporados de forma invertida & linhagem testada. O produto de PCR teste € o
referéncia sdo combinados na reacdo de transcricdo usando ambas as polimerases. O
transcrito complementar dos produtos de PCR do teste e do referéncia sdo hibridizados e
o hibrido resultante € tratado com RNase. Se houver qualquer mutacdo no transcrito
teste ndo ocorrerd o0 pareamento correto com O transcrito teste, e assim ocorrerd a
clivagem do hibrido em qualquer ponto. Os transcritos intactos € os produtos da

clivagem sdo detectados por eletroforese em gel de agarose.

O LiPA € baseado no principio de hibridizacdo reversa em fase sélida onde
oligonucleotideos sdo imobilizados em localiza¢Ges conhecidas numa tira de membrana
e hibridizados com o produto de PCR marcado com biotina, sob condi¢des rigidamente
controladas. O hibrido formado € detectado colorimetricamente (De Beenhouwer ef al.,
1995). Neste kit o gene rpoB € o alvo da amplificacio e deteccdo. Cinco sondas que se
sobrepdem foram desenhadas (S1 a S5) baseadas na seqiiéncia de uma linhagem
selvagem. Entdo, quando uma mutacdo estd presente na regido alvo ndo ocorrerd a
hibridizag¢do. A auséncia da hibridizagio com uma das sondas é indicativo da presenca
de mutagdo que implica no genétipo resistente. S0 usados ainda mais quatro sondas
que hibridizam com produtos que trazem as mutac¢Oes mais fregiientes, sendo assim
designadas: R2 (Asp516Val), R4a (His526Tyr), R4b (His526Asp) e R5 (Ser531Leu).
Uma sonda adicional, especifica para identificar organismos pertencentes ao complexo
M. tuberculosis € utilizada. A figura 6 mostra uma representaciio esquemética do gene

rpoB e as posi¢des das sondas do kit Inno LiPA.



O LiPA fornece resultados claros, principalmente para as principais mutagdes,
dependendo da ligagdo da sonda e detecgdo da cor. Similarmente o MisMatch fornece
resultados claros, mas ndo esclarece onde e qual é a mutacdo. O seqiienciamento do
DNA € o padrdo ouro para detectar as mutagdes, pois fornece a definitiva identificacao

de qualquer mutag@o presente.

Esses ensaios sdo relativamente simples apds a manipulagdo do PCR. O LiPA €
mais simples de realizar e interpretar, em contraste com MisMatch que requer uma
etapa de transcricdo e subseqiiente manipulacdo de RNA, sendo essencial evitar
contamina¢@o com RNase. O custo € um importante fator na aplicabilidade dos testes na
rotina diagnéstica. O kit do LiPA custa $720 e fornece 20 tiras para teste, enquanto o

MisMatch custa $555 e fornece reagentes para 120 testes.
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C age caG cTg AGe CAA TTC ATG GAC CAG AAC AAc cog Clg TCg ggg ttg ace CAC aag cge cGea ctg TCG geg cTg gog ¢
511 813 516 522 526 528 531 533

ser GLN LEU SER GLN PHE MET ASP GLN ASN ASN pro LEUSER gly leu thr HIS lys arg ARG leu SER ala LEU gly

Figura 6. Representacdo esquematica do gene rpoB e posicdo das sondas do kit LiPA. As barras
horizontais acima da seqii€ncia correspondem a 4rea investigada pelas sondas S e R do kit. A
seqiiéncia de nucleotideos e de aminoécidos selvagem na parte relevante do gene rpoB sédo
apresentadas conforme descritas por Telenti er al. (1993b). A posicdo dos nucleotideos e
aminoacidos indicadas em letras maiisculas estdo envolvidas com a resisténcia 8 RMP.

2.3. Epidemiologia molecular da tuberculose

2.3.1.. Aspectos epidemiologicos

Os marcadores fenotipicos que distinguem linhagens de M. tuberculosis, como o
padrdo de resisténcia aos antibidticos e sensibilidade aos fagos, auxiliam muito na
investigacao de casos de TB. Porém, mais recentemente os marcadores fenotipicos estdo
sendo auxiliados por técnicas que usam o DNA como marcadores. A associa¢do das

nova técnicas com as investigacdes convencionais estd fornecendo uma nova visdo da
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epidemiologia da TB, auxiliando no entendimento de fatores ambientais e sociais que

influenciam na transmissio da TB.

Os avangos na biologia molecular e o conhecimento de seqiiéncias polimérficas,
permitiram o desenvolvimento de métodos altamente especificos para a tipificagdo de
espécies bacterianas, possibilitando o estudo da epidemiologia molecular. A
epidemiologia molecular € a integracdo de técnicas que podem investigar linhagens

especificas de patégenos para entender a distribui¢do da doenga na populacéo.

O conceito de clone, para alguns objetivos, pode ser definido como culturas
bacterianas isoladas independentemente e de diferentes origens em tempos diferentes,
mas que mostrem idénticas caracteristicas fenotipicas e genotipicas e que a mais
provavel explica¢do para esta identidade seja um recente ancestral comum. Uma técnica
de tipificacdo ideal para detectar relacdo clonal entre linhagens deve ser rdpida e
logisticamente simples gerando um padrdo discreto que seja estdvel com o passar do
tempo. O grau de variabilidade clonal revela se a técnica € diversa o suficiente para que
linhagens sem relacdo epidemiolégica devam ser dnicas, mas suficientemente estdveis
que linhagens isoladas de pacientes infectados em uma determinada fonte e surto sejam

idénticos (Small & van Embden, 1994).

Um protocolo, padronizado internacionalmente, permite a comparacdo de
resultados obtidos em diferentes laboratérios do mundo e tem sido usado como uma
poderosa ferramenta epidemiologica para tipificar e detectar o DNA do M. tuberculosis

(van Embden et al., 1993).

2.3.2. RFLP

O uso de marcadores genotipicos tem auxiliado no entendimento da dindmica da
transmissdo da TB. O método de tipagem atualmente padronizado, denominado RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) € baseado no elemento de insercdo
IS6110, que é um elemento genético mével presente em miiltiplas cOpias no complexo

M. tuberculosis (McAdam et al., 1990; Thierry et al., 1990).

Um elemento de inser¢do € uma seqii€éncia de DNA com uma estrutura definida
que tem a habilidade de mover-se independentemente e inserir-se em vdrios locais no
plasmideo ou no cromossomo, mas ndo contém genes de resisténcia antimicrobiana nem
genes envolvidos na patogenia. O IS6110 estd presente em todos os isolados de M.

tuberculosis e devido a sua mobilidade e nimero, a sua localizagdo cromossomal varia
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grandemente de linhagem para linhagem. Estas caracteristicas permitiram o
desenvolvimento da técnica de RFLP baseada nesse elemento de insercdo, fornecendo
um grande poder discriminatério e, na maioria dos casos, podendo distinguir com
sucesso casos esporadicos e casos de TB relacionados epidemiologicamente (Small et
al., 1994). Entretanto, em alguns isolados, que possuem menos de 5 c6pias do IS6110, o
método tem baixo poder discriminatério ¢ geralmente outras técnicas precisam ser

usadas (Tenover et al., 1997).

O RFLP € baseado na andlise de Southern blot resultante da clivagem do DNA
cromossomal, usando enzimas de restri¢do, cujo produto € separado utilizando gel de
agarose em eletroforese convencional. Os fragmentos de DNA apds separados s@o
transferidos para uma membrana de ndilon que € hibridizada com uma sonda marcada
quimica ou radioativamente. As variagdes no nimero e tamanho dos fragmentos

detectados na hibridizag8o sdo referidos como RFLPs (Tenover et al., 1997).

A TB ativa desenvolve-se a partir de uma infeccio recentemente adquirida
(doenca primdria ou rapidamente progressiva) ou a partir da reativacdo de uma infec¢do
adquirida no passado. Ambos os padrdes de doenca ocorrem, mais freqlientemente em
pessoas infectadas pelo HIV. Nos Estados Unidos € no Oeste Europeu, que sdo areas
com incidéncia de TB relativamente baixas, a doenca em pacientes infectados com o
HIV € resultante de infecc@o recente (Small et al., 1994). Entretanto, a freqiiéncia
relativa da doencga primdria versus reativagdo em 4dreas com alta taxa de TB e AIDS,
como no Brasil, ainda ndo estd determinada. Em estudos baseados na populacgéo,
especialmente em setores urbanos, os pacientes com TB, dos quais sio isolados padrdes
unicos de RFLP, s3o considerados casos de reativacdo da TB , enquanto aqueles
pacientes com isolados que compartilham padrdes de RFLP indiferencidveis sfo
considerados como pertencentes ao mesmo cluster, representando a doenca

recentemente adquirida (Small et al., 1994; Ferreira et al., 1996; Ferrazoli et al., 2000).

Virios autores tém mostrado que quando hé suficiente diversidade genética na
populac@o, encontrar um grupo de individuos infectados com linhagens de M.
tuberculosis que tenham o mesmo padrdo de RFLP, é fortemente sugestivo de que este
grupo estd epidemiologicamente relacionado, tendo sido infectados entre si ou a partir
de uma fonte comum (Ferrazoli et al., 2000; Fang et al., 1999; Kubin et al., 1999;
Bifani et al., 1996; Alito et al., 1999).
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A interpretacdo dos diferentes padrdes de RFLP € uma tarefa bastante delicada.
Os estudos iniciais usando IS6110 para tipificagdo assumiram que padroes que diferem
em apenas uma banda representavam linhagens geneticamente e epidemiologicamente
diferentes. Entretanto, dados mais recentes indicam que os padrdes de IS6110 de
isolados representam um cluster definido de casos de M. tuberculosis quando diferem

em uma tinica banda no perfil de RFLP (Tenover et al., 1997).

2.3.3. Etiologia do aparecimento da MDR

Se a diversidade no RFLP pode representar doenga recentemente adquirida, pode
também auxiliar na explicagcdo de porque as linhagens MDR estao surgindo e ajudar nos
esforcos de controle. A MDR pode resultar do surgimento da resisténcia em uma
linhagem original, em paciente que ndo adere ao tratamento, ou de uma disseminagio

clonal de uma linhagem especifica.

A demonstracdo de significante diversidade de padrdes de RFLP entre as
linhagens MDR implica que estdo surgindo de diversos pacientes que nio aderiram ao
tratamento e sugere medidas de controle especificas como DOTS. Entretanto, uma
limitada diversidade de RFLP entre as linhagens MDR sugere que a disseminagio
clonal de poucas linhagens estd ocorrendo como resultado de um atraso no diagndstico
e/ou tratamento dos casos infecciosos, sendo que o foco de controle deve ser uma

melhora na busca de casos e tratamento (Small &van Embden, 1994).

Dados preliminares sugerem que a maioria das linhagens MDR em S&o
Francisco tem um unico padrdo de RFLP e que a diversidade entre as linhagens MDR
de Nova York pode ser limitada (Bloom, 1994). Isto € consistente com a observagdo de
que a busca de casos e tratamento sdo problematicos na cidade de Nova York (Burdney
& Dobkin, 1991). Esses fatos demonstram a urgéncia de desempenhar um bom controle

da TB na populagio.
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3. Justificativa e Objetivos

Considerando que o Brasil ocupa o 10° lugar entre os 22 paises que sdo
responsaveis por 80% dos casos estimados de TB no mundo (Brasil, 1999) e que quase
a metade dos casos de TB no Brasil ocorre na regido sudeste foram escolhidos os
estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo, juntamente com estado do Rio Grande do Sul,
para assim ampliar as informacOes sobre as caracteristicas das linhagens de M.

tuberculosis isolados de pacientes dessas regides. Os objetivos deste trabalho foram:

v' Analisar o gene rpoB em linhagens de Mycobacterium tuberculosis

resistentes e sensiveis a rifampicina, isolados de pacientes provindo dos

estados do Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sdo Paulo;

v’ Caracterizar as mutagdes mais freqiientes nesses isolados envolvidas com a
resisténcia a rifampicina;

v" Compreender a dinimica da transmissfo das linhagens MDR através da
técnica de RFLP;

v’ Buscar observar se hd associa¢do entre os diferentes padrdes de RFLP e as
mutagdes no gene rpoB;

v' Avaliar a eficiéncia de um teste comercial em detectar as mutagdes
relacionadas com a resisténcia a rifampicina, quando aplicado em isolados de

M. tuberculosis obtidos de pacientes brasileiros.
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4. Materiais e métodos

4.1. Isolados de Mycobacterium tuberculosis utilizados

Os isolados de M. tuberculosis analisados foram obtidos de trés estados do
Brasil (RS, SP e RJ). Cingiienta e quatro isolados sdo provenientes do Servico de
Bacteriologia do Laboratério Central (Lacen) do Rio Grande do Sul. O material clinico
dos pacientes foi coletado no periodo de 1995-1998. O Centro de Referéncia Professor
Hélio Fraga, localizado no Rio de Janeiro, forneceu 26 isolados de M. tuberculosis,
isolados na sua grande maioria no ano de 1998. Foram obtidos primeiramente vinte
isolados do estado de Sao Paulo dos quais 9 provinham do Instituto Adolfo Lutz e 11 da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara. Em um segundo momento foram
obtidos mais 32 isolados de M. tuberculosis no Instituto Adolfo Lutz. Todas as amostras

de S3o Paulo foram isoladas durante os anos de 1997 e 1998.

Os pacientes tiveram TB pulmonar e eram suspeitos de estarem infectados com
organismos resistentes aos farmacos com base na faléncia clinica ap6s o tratamento com
os agentes da primeira linha. Os pacientes foram selecionados aleatoriamente e provém
de diferentes centros de satide e nfo tinham associacio epidemiolégica conhecida. Os
espécimes de escarro foram descontaminados com solu¢do de NaOH 4% e cultivados

primariamente em meio de cultura Ogawa (anexo 8).

4.2. Cultura e teste de sensibilidade

A cultura primdria foi realizada no meio de cultura Ogawa. O teste de
sensibilidade foi determinado no meio Lowestein-Jensen segundo o Método das
Propor¢des descrito por Canetti et al. (1969). No teste de sensibilidade foram usados os
seguintes farmacos: rifampicina (40 pug/ml), isoniazida (0,2 pg/ml), estreptomicina (4
pg/ml), etambutol (2 pg/ml), pirazinamida (100 pg/ml) , etionamida (20 pg/ml). As
propor¢Oes criticas da populacdo bacteriana indicadores de resisténcia foram as
seguintes: INH = 1%, RMP = 1%, SM = 10%, EMB = 1%, ETH = 10% e PZA = 10%.
Todas os isolados foram niacina positiva, e, definidas como MDR as resistentes pelo

menos a isoniazida e rifampicina.
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4.3. Preparacdo da amostra e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

4.3.1. Extracdo do DNA cromossomal

O DNA cromossomal foi isolado conforme descrito por van Soolingen et al.
(1994). Algumas coldnias foram ressuspendidas em TE e aquecidas a 80°C por 20 min
para inativar as células. Foi adicionado lisozima para uma concentracio final de 1
mg/ml e o tubo foi incubado por 1 h a 37°C. Foram adicionados 70 ul de SDS 10% e 6
ul de proteinase K (10 mg/ml) e a mistura foi incubada por 10 min a 65°C. Um volume
de 100 pl de NaCl 5 M e 100 ul de CTAB foi adicionado a mistura e agitado
rapidamente e entdo incubado por 10 min a 65°C. Um volume igual de cloroférmio-
dlcool isoamilico foi adicionado, e a mistura foi agitada por 10 segundos. Apés a
centrifugacdo por 5 min a 12.000 rpm a fase aquosa foi transferida para outro tubo. A
essa fase aquosa foi adicionado 0,6 volume de isopropanol para precipitar o DNA.
Apbs, a solugdo foi resfriada por 30 min a -20°C e centrifugada por 15 min a 12.000
rpm, seguida de uma lavagem do precipitado com etanol 70%. O precipitado foi secado

a temperatura ambiente e dissolvido em 20 pl do tampdo TE 0,1 X.

4.3.2. Oligonucleotideos para a rea¢io de PCR

Os oligonucleotideos foram baseados na regido determinante de resisténcia a
rifampicina no gene rpoB (niimero de acesso no GenBank U12205). Para amplificar a
regido de 157 pb, que codifica os aminoécidos 511 a 533 (sistema numérico de E. coli),
foram utilizados os oligos descritos por Telenti et al (1993a), denominados Rif1

(5’GGTCGCCGCGATCAAGGAGT) e o Rif2 (GGAGGTCCGCGACGTTGC)

Para amplificar uma regido de 600 pb no gene rpoB foram utilizados os
oligonucleotideos Seql (5°CGAGGGTCAGACCACGAT) e Seq2A
(5’CGATCGGCGAATTGGCCT), baseados na seqiiéncia publicada por Miller et al.
(1994) (nimero de acesso no Genbank 1.27989).

4.3.3. Reacdo de PCR

A reacdo de PCR para amplificar o fragmento de 157 pb foi padronizada
utilizando-se 10 ng de DNA de M. tuberculosis extraido de culturas, 10 pmol dos

primers Rif 1 e Rif 2 em 50 pl de reagfo de mistura (50 mM KCl, 10 mM TRIS-HCI
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(pH 8.4), 3 mM MgCl,, 200 uM de cada desoxinucleosideo trifosfato e 2,5 U de Taq
DNA polimerase (Cenbiot/UFRGS). O produto de PCR, com aproximadamente 157 pb,
foi visualizado em gel de agarose 1,5% contendo 0,5 pg/ml de brometo de etideo, por

iluminacio com UV.

O fragmento de 600 pb foi amplificado em uma reacdo de mistura de 50 pl nas
mesmas condi¢des descritas acima, porém usando 20 pmol de cada primer (Seql e

Seq2A).

4.3.4. Condicdes da reaciio

A reacdo de PCR para a obten¢do do produto de 157 pb foi realizada em
termociclador (MiniCycelr™, M. J. Research Inc) e consistiu em uma pré-desnaturago
a 95°C por 3 min; a seguir uma nova desnaturac@o a 95°C por 1 min; anelamento a
65°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1,5 min durante 25 ciclos. Apds a conclusdo dos
25 ciclos uma nova extensdo a 72°C por 4 min. O produto de 600 pb foi obtido nas

mesmas condi¢Oes descritas acima, porém a temperatura de anelamento foi de 62°C.

4.3.5. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Foi utilizado um sistema de eletroforese horizontal sendo que a concentrag¢do do
gel de 0,8% foi utilizada para avaliar a extragdo do DNA cromossomal e de 1,5% para
analisar o produto amplificado. Os géis, medindo 14 cm x 12 cm x 0,5 cm, foram
preparados em TEB 1X. A voltagem aplicada durante a corrida eletroforética variou de

20V al00V.

O marcador de peso molecular utilizado durante as corridas eletroforéticas foi

“100 bp DNA Ladder” (Gibco BRL).
4.4. Seqienciamento manual

A regido do gene rpoB envolvida na resisténcia a rifampicina foi analisada pela

técnica de seqiienciamento usando diretamente o produto de PCR.

4.4.1. Reacao de seqiienciamento

A reagdo de seqiienciamento foi realizada com "Thermo Sequenase
Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit" (Amersham Life Science, Ohio, USA),

de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram utilizadas 10 ng do fragmento de
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PCR, purificado com a coluna MicroSpin™ Columns (Pharmacia Biotech) e 2 pmol dos

primers Rif 1 ou Rif 2.

A reacdo foi feita em termociclador (MiniCyclerTM, M. J. Research Inc) com as
seguintes etapas: desnaturacdo a 95°C por 30 s; o anelamento a 55°C por 30 s e

extensdo a 72°C por 1 min, por 50 ciclos.

4.4.2. Preparo dos géis de seqiienciamento

Para o seqlienciamento manual utilizou-se o sistema de cubas e placas da
GIBCO BRL, modelo AS. O gel para o seqiienciamento a 8% foi preparado para um
volume final de 50 ml e continha 21 gramas de uréia, 9,5 ml da solu¢@o de acrilamida
42%/bisacrilamida 1,8%, 10 ml de TEB 5x. A polimerizagdo da acrilamida era
promovida pela adi¢do de 130 ul de persulfato de amdnio (APS) 25% e de 30 pl de
TEMED.

4.4.3. Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida

Utilizou-se um sistema de eletroforese vertical para a resolugdo dos fragmentos
de DNA marcados radioativamente em diferentes reagdes de seqiienciamento. Aplicou-
se poténcia constante de 55 W, variando-se tanto a intensidade da corrente elétrica
quanto a voltagem. O tampdo de corrida, TEB 1X, foi o mesmo tamp&o utilizado no

preparo do gel de poliacrilamida.

O tempo de corrida foi de aproximadamente de 2h. A eletroforese era
monitorada visualmente pela migracio dos corantes xileno cianol e azul de bromofenol
presentes nas amostras aplicadas. O gel era submetido a secagem através de véacuo e

temperatura (Gel Dry — Life Thecnology), e a seguir exposto ao filme de raio X.
4.5. Clonagem de um fragmento maior do gene rpoB

Nos isolados em que ndo foram encontradas muta¢des na regido de 157 pb foi
seqiienciada uma regido maior no gene rpoB. Para isso foi utilizado o protocolo “TA
Cloning® Kit” (Invitrogen), que permite a clonagem de um produto de PCR em poucas
etapas. O vetor pCR®2.1 (Invitrogen) apresenta um marcador de resisténcia a
ampicilina, possibilitando a selecdo de bactérias efetivamente transformadas através do

crescimento de uma cultura bacteriana na presenca do antibidtico.
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A identificac@o das colonias portadoras do clone recombinante efetuou-se de
forma visual, quando crescidas na presenca de IPTG e do agente cromogénico X-Gal:
coldnias bacterianas que foram transformadas com o clone recombinante apresentaram-
se brancas, enquanto que aquelas transformadas apenas com o vetor religado

mostraram-se azuis.

4.5.1. Obtencio do produto de PCR, ligaciio no vetor e clonagem

O produto de PCR foi gerado utilizando os primers (2.3.2) e as condic¢des (2.3.4)
ja descritas, acrescentando uma etapa final de extensdo de 10 min, levando a maior

adicdo de adenosinas para favorecer a ligacdo no vetor utilizado.

A ligagcdo do produto de PCR no vetor pCR®2.1 foi realizada com amplicon
recente € conforme instru¢des do fabricante, sendo deixado pelo menos 4h a 14°C. A

transformacdo foi realizada utilizando-se c€lulas de E. coli TOP10F’.
4.6. Seqiienciamento automatico

A seqiiéncia da regido determinante de resisténcia a rifampicina também foi
determinada por seqlienciamento em seqiienciador automatico modelo ABI Prism 310 —
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). O produto de PCR de 157 pb foi purificado
usando o sistema de purificacio por colunas (QIAquick™ Spin — Qiagen). O plasmideo
contendo o inserto de 600 pb foi isolado utilizando colunas (QLAxprep® Miniprep —

Qiagen) e seqiienciado com os primers T7 e M13 reverso, nas condi¢Ges descritas.

A reacdo de seqiienciamento foi realizada com BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems). Foram usados 8 pl do produto de
PCR ou 10 ul do plasmideo, e, 3 pmol de primer (Rif 1/Rif 2 e T7/M13 reverso). Foram
realizados 25 ciclos com as seguintes etapas: 96°C por 10 segundos, 50°C por 5

segundos e 60°C durante 4 min.

A purificacdo da reacdo de seqiienciamento foi realizada utilizando 2 pl de
acetato de sodio 3,5 M (pH 4,6) 50 ul de etanol 95%. A seguir incubado em gelo
durante 20 min, centrifugado 20 min a 13.000 rpm. Foram adicionados 250 ul de etanol
70% e agitado, seguida de centrifugacdo por 5 min. O precipitado foi deixado a

temperatura ambiente até secar e dissolvido em tampdao apropriado.
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4.7. Ndmeros de acesso as seqiiéncias de nucleotideos

Os novos alelos encontrados neste estudo foram depositados no GenBank sob os
nimeros: AF143771, AF146567, AF147030, AF147031, AF147033, AF147034
(http://ww.ncbi.nih.gov/entrez./index.html).

4.8. Teste das amostras usando protocolo comercial

Dentre os kits disponiveis comercialmente o Inno-LiPA Rif. TB (Innogenetics)
foi utilizado para testar os isolados de M. tuberculosis deste estudo. O teste € baseado
no principio da hibridizacdo de fase sélida reversa, onde o DNA alvo € amplificado
usando primers biotinilados. O teste foi realizado na Funda¢@o Oswaldo Cruz em 76
isolados, seguindo as instru¢des do fabricante disponiveis no manual do usudrio. Para o
nested PCR foram utilizados 10 ng do DNA dos isolados em 40 ul da reagcdo de mistura
contendo os primers externos do teste. Um Wl do primeiro produto foi amplificado
novamente usando primers internos, que eram biotinilados na por¢do 5°. Apds andlise
em gel, o produto de PCR foi desnaturado e hibridizado com sondas de captura ligadas a
uma membrana. A etapa de deteccdo de cor envolveu a adi¢do do conjugado
estreptoavidina ligada a enzima fosfatase alcalina. Os substratos cromogénicos (5-
bromo-4-cloro-3-indol fosfato e azul nitro tetrazulim) foram adicionados e na presenga
da fosfatase alcalina ocorreu a converso em um produto insolivel azul-violeta. Na
interpretacdo dos padrdes de bandas identificou-se a micobacteria como pertencente ao
complexo M. tuberculosis e a detec¢@o das mutagOes que deveriam conferir resisténcia a

rifampicina.
4.9. RFLP

Os isolados de M. tuberculosis foram tipificados de acordo com o método
padronizado, descrito por van Embden ez al. (1993). O DNA cromossomal foi isolado
de cada amostra, conforme jé descrito, e digerido com a enzima de restricdo Pvull. Os
fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% nas
dimensdes de 20 cm x 25 cm x 0,5 cm e em baixa voltagem (35 V) para permitir uma

melhor separacdo dos fragmentos.
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4.9.1. Transferéncia para a membrana

Uma vez procedida a corrida eletroforética, os fragmentos de DNA foram
transferidos para uma membrana de ndilon (Hybond N, Amersham) utilizando
equipamento para transferéncia a vdcuo (Pharmacia Biotech), sendo as condicGes da
transferéncia realizadas conforme instru¢Ses do fabricante. Os fragmentos de DNA
eram entdo fixados 2 membrana em forno a 80°C por 2 horas. A seguir, a membrana era

pré-hibridizada por 1h em forno giratério a 42°C (Hybaid Instruments, Holbrook, NY).

4.9.2. Sonda e marcacio

A sonda utilizada corresponde a um fragmento de 245 pb do IS6110, e foi obtida
por PCR usando como DNA molde a linhagem referéncia H37Rv. Os primers para a
sonda IS6110 foram os oligonucleotideos INS-1 (5’-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-
3”) e INS-2 (5’-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3).

Para a marcacio da sonda utilizou-se um método de marcacdo ndo-radioativo.
Nesse sistema, ECL™ Direct System (“enhanced chemiluminescence”) (Amersham), a
sonda de DNA € desnaturada e posteriormente ligada a um polimero de cargas positivas
que se encontra complexado com a enzima peroxidase. Essa interacdo € estabilizada
pela formacdo de ligagGes covalentes entre a enzima e o DNA através da adi¢dao de

glutaraldeido.

4.9.3. Analise do RFLP

Neste método, o Southern blot foi realizado para determinar o nimero € o
tamanho dos fragmentos de DNA cromossomal que hibridizam com uma por¢do do
elemento de insercdo IS6110. Os padrdes de RFLP foram comparados visualmente e
usando o software GelCompar (Versao 4.2, Applied Maths, Korttrijk, Belgium). Dois
ou mais isolados foram definidos como pertencentes ao mesmo cluster se seus padrdes
de RFLP foram indistingiiiveis. Um cluster na qual seu padrdes de RFLP difere em
apenas uma ou duas bandas de outro cluster foram considerados membros da mesma
familia (Tenover et al., 1997). Os isolados que apresentaram padrdes de RFLP distintos
de todos-0s outros padrdes identificados entre os isolados estudados foram considerados

anicos ou sem cluster.

Como definido previamente, um padrdo cluster isolado foi considerado

representante de uma infec¢@o recentemente adquirida, e um padrdo sem cluster isolado
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foi considerado representante de uma reativagdo de uma infec¢@o adquirida no passado
(Small, 1994).
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5. Resultados

5.1. Teste de sensibilidade

Os isolados de M. tuberculosis foram testados pelo método das propor¢des frente
aos seguintes farmacos: INH, RMP, ETH, EMB e PZA. Entre as amostras provindas do
Rio Grande do Sul, 38 foram consideradas resistentes a rifampicina (RMPY) e 16
sensiveis (RMP®). Vinte e cinco amostras obtidas no Rio de Janeiro foram classificadas
como RMPX e uma sensivel RMP®. Dentre as amostras obtidas em S&o Paulo 50 eram

RMP* ¢ duas RMPS. O perfil de sensibilidade de cada isolado estd descrito na tabela 3.
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Tabela 3. Perfil de resisténcia dos isolados de M. tuberculosis MDR obtidos no Brasil

Isolados®

Resisténcia®

RS7591, SP79, SP80°

(R) RMP

SP16, SP17, SP18, SP24, SP26, SP27, SP28, RJ30, RJ32, RJ38,
RS02, RS34, RS40, RS6562, RS6580, RS6756, RS6965, RS7084,
RS7205, RS7242, RS7365, RS7484, RS7506, RS7543, RS8029,
RS8142, RS8183, RS8187, SP58, SP62, SP64, SP65, SP67, SP73,
SP75, SP77, SP82, SP83, SP84, SP85, SP86, SP87

(R) RMP, INH

SP22, SP23, SP25, RJ35, RJ53, RS28, RS36, RS6886, RS7753,
RS8117,

(R) RMP, INH, SM

SP03, SP04, SP06, SP07, SP10, SP11, SP15, RJ39, RJ50, RS6565,
RS8001, SP56, SP59, SP60, SP61, SP66, SP68, SP69, SP70, SP71,
SP72, SP76

(R) RMP, INH, PZA

RS57, RS6782, RS7180, SP57

(R) RMP, INH, EMB

SP08, RJ41, RJ48, RS6573, SP66, SP81

(R) RMP, INH, SM, PZA

RJ44, RS7681, SP74

(R) RMP, INH, SM, EMB

SP13, RJ54, RS7704

(R) RMP, INH, PZA, ETH

RS7253, RS7256, RS7454

(R)RMP, INH, EMB, ETH

RJ49

(R) RMP, INH, SM, PZA, ETH

RS07

(R) RMP, INH, SM, EMB, ETH

RJ37, RJ40, RJ51, RJ52

(R) BMP, INH, PZA, EMB, ETH

RJ29, RJ31, RJ33, RJ34, RJ46, RJ47, RJE5

(R) RMP, INH, SM,PZA, EMB, ETH

Isolados®

RJ36, RS5897, RS6577, RS6569, RS6513, RS6514, SP78, SP88

(S) RMP, INH, SM, EMB, ETH

SP19 (R) INH (S) RMP, EMB, ETH
RS16, RS20, RS21, RS7619 (S) RMP, INH, PZA, EMB

RS7594 (R) INH (S) RMP, SM, EMB, ETH
RS6587, RS6676, RS6748 (S) RMP, INH, SM, PZA, EMB,
RS61025 (S) RMP, INH, SM, PZA, EMB, ETH
RS8124 (R) INH (S) RMP, SM, PZA, EMB, ETH
RS8135 (R) INH, PZA (S) RMP, SM, EMB, ETH

a.

b. RMP, rifampicina; INH, isoniazida; PZA, pirazinamida;

etambutol; ETH, etionamida; R, resistente; S, sensivel.
c. Isolados resistentes apenas a rifampicina.

Isolados sensiveis a rifampicina.

RS, isolados do estado do RS; RJ, isolados do estado do RJ; SP, isolados do estado de SP.

SM, estreptomicina; EMB,
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5.2. Amplificacao das regiées genémicas de interesse

O DNA cromossomal de M. tuberculosis extraido de culturas foi utilizado para a
reacdo de PCR. As condi¢des da reacdo de PCR foram padronizadas conforme ja
descrito e a concentracio de DNA foi estabelecida em 10 ng. A amplificacdo dos

produtos foi confirmada em gel de agarose, como mostra a figura 7.

ph
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Figura 7. Anélise eletroforética dos produtos de DNA obtidos pela amplificacdo de regido do
gene tpoB de M. tuberculosis de diferentes isolados. A) M: kb ladder 100 pb, 1-7: produto de
157 pb, CN: controle negativo; B) M: kb ladder 100 pb, 1-2: produto de 600 pb, CN: controle
negativo.

5.3. Mutacées encontradas no gene rpoB

A RDRR no gene rpoB seqiienciada nos isolados de M. tuberculosis mostrou
distintas muta¢des na maioria dos isolados resistentes a rifampicina e nenhuma mutacéo
nos isolados sensiveis, quando comparada com a seqiiéncia da linhagem H37Rv de M.
tuberculosis publicada no GenBank sob o numero de acesso 127989
(http://www.ncbi.nlm.gov/htbin-post/Entrez). No seqiienciamento manual foram
utilizados dois distintos produtos de PCR para cada isolado. Em seqiienciador

automadtico os isolados foram seqiienciados em ambas as direcdes. A linhagem H37Rv
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de M. tuberculosis foi usada como controle das rea¢Oes de seqiienciamento. Os tipos de

s A .

mutagOes e a freqiiéncia em que foram encontradas sdo descritas a seguir por estado.

5.3.1. Amostras do Rio Grande do Sul

Neste grupo foram seqiienciados 54 diferentes isolados, sendo que 38 eram
resistentes a rifampicina. Foram observados 9 tipos de mutagdes dentro da regido de 157
pb analisada. Todos os isolados apresentaram mutacdes de ponto, sendo que a mais
freqliente foi observada no cddon 531 (55%). O tipo mais freqiiente de mutacdo que
ocorreu nesse codon pode ser visualizado na figura 8. Mutacdes de ponto também
ocorreram nos cédons 526 (29%), 516 (8%) e 511 (3%). Em dezesseis amostras
sensiveis a rifampicina e uma resistente ndo foram encontradas mutacGes na regido

analisada.
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Figura 8. Auto-radiografia do seqiienciamento direto do produto de PCR. Anilise de parte da
seqiiéncia do gene rpoB. A substitui¢do no cédon 531de uma guanina (G) por uma adenina (A)
estd indicada por uma seta na seqiiéncia mutante de uma linhagem resistente 3 RMP. A)
linhagem selavgem. B) linhagem mutante.
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5.3.2. Amostras de Sdo Paulo

Em uma primeira fase foram analisadas 19 amostras RMP® ¢ uma amostra
RMP®. Estas amostras foram obtidas de dois diferentes lugares como mencionado
previamente (3.1). No isolado sensivel nfo foi observada nenhuma muta¢do. Nas
amostras que apresentavam o fen6tipo RMP® foram detectadas 7 tipos de mutagdes de
ponto, em 4 diferentes cédons do gene rpoB. As mutacdes nos cédons 531 e 526 foram
as mais freqiientes, mas também foram detectadas mutacdes nos cédons 522 e 533.
Diferentes tipos de mutactes de ponto ocorreram no cédon 526, sendo que uma delas
pode ser observada na figura 9. Duas amostras apresentaram duas bases substituidas no
mesmo cédon. Em um isolado de M. tuberculosis com fendtipo RMP® nio foi

observado nenhuma altera¢do na regido do gene rpoB estudada.
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Figura 9. Auto-radiografia do seqiienciamento direto do produto de PCR. Anélise de parte da
seqiiéncia do gene rpoB. A substitui¢do no c6don 526 de uma guanina (G) por uma adenina (A)
estd indicada por uma seta na seqiiéncia mutante de uma linhagem resistente 8 RMP. A)
linhagem selvagem. B) linhagem mutante.
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Numa segunda etapa foram analisados mais 32 isolados, todos obtidos no
Instituto Adolfo Lutz, sendo 30 RMP® e 2 RMP®. Foram observadas 7 tipos de
mutacdes de ponto, sendo novamente a mutagdo no cédon 531 a mais freqiiente, seguida
pelas mutagdes no codon 526, cédon 516 e codon 533. A andlise do seqiienciamento em
alguns casos foi realizada usando o programa computacional DNASIS, que comparou a

regifo por simples homologia, conforme mostra a figura 10.

DNASIS 10/11/99 Page 1
Simple Homology Region [ 71980-2]
No. Targe File Mode Key Target Overlap Match Percentage
1 RPOB N 1 1281 154 126 81.81%
1 10 20 30 40 50 60 70

57 CGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCC

P Y R R R R R R L R R R R AL T R T T R L R R R R R R
57 CGGTGGTCGCCGCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCC
1281 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350

71 80 90 100 110 120 130 140
GCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTGCC
KA KA KK KKK KKK KK AKRK KA AR AR K AR A AR KRR ko h ok ko kh ko hk Ak hk kA Rk Ak kK hkkhkdk ok ok kok ok
GCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGETCTGTCACGTGAGCGTGCC
1351 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

141 150
GGGCTGGAGGTCCG 37
Ak kk* XK KKK KK KK
GGGCTGGAGGTCCG 3°
1421 1430

Figura 10. Andlise do resultado do seqiienciamento automético obtida pelo software MacDNASIS de
uma linhagem resistente (c6don mutado em destaque). A linha de nucleotideos superior € o produto de
PCR de um dos isolados RMP® que apresenta mutagdo no cddon 531 e a inferior € a seqiiéncia de

nucleotideos de uma linhagem selvagem publicada no GenBank.

5.3.3. Amostras do Rio de Janeiro

Foram avaliados 26 isolados de M. tberculosis, sendo 25 RMPX. Doze
diferentes substituicdo de aminodcidos foram detectadas, resultantes de 10 diferentes
tipos de mutagSes. Em dezesseis isolados RMP® foram observadas mutacdes de ponto
nos cédons 531 (52%), 516 (8%) e 513 (4%), em um isolado houve delecéo de 4 cédons
(515, 516, 517 e 518) e em outro isolado ocorreu uma mutacio de ponto em um cédon
(513) e a delecdo de 3 cédons (514, 515, 516). Quatro isolados (16%) de M.
tuberculosis RMP® apresentaram mutacdes de ponto em 2 cédons separados resultando
na substituicdo de dois aminodcidos em cada isolado (Ser-513 e Phe-514; Leu-511 ¢
Met-515; Ser-531 e His-526; Leu-511 e Asp-516). No isolado sensivel & rifampicina e

em um isolado RMP® ndo foram observados nenhum tipo de mutac@o.
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5.3.4. Anadlise geral dos resultados obtidos no seqiienciamento do

fragmento de 157 pares de bases

Neste estudo foi analisada uma regido de 157 pb no gene rpoB em 112 isolados
de M. tuberculosis resistentes a rifampicina. Foram observadas 22 diferentes mutacdes,
das quais 6 ainda ndo haviam sido descritos na literatura anteriormente. MutacOes de
ponto (87,5%) envolvendo sete cédons foram as mais freqiientes. Onze amostras (9,8%)
exibiram muta¢des mais complexas, como alteracdes em duas bases no mesmo cédon,
delecdo de c6dons e alteragdes em dois ou mais cédons simultaneamente. Nesta regido
do gene rpoB estudada ndo foram observadas substitui¢des silenciosas, isto €, mutacoes
de ponto que ndo alteram o aminodcido codificado. As mutagdes mais freqiientes
ocorreram nos cédons 531, 526 € 516, com as freqiiéncias de 56,3%, 23,2% ¢ 6,3%,

respectivamente (tabela 4).

Os vinte isolados com fendtipo de sensibilidade a rifampicina ndo apresentaram
nenhum tipo de mutagio na regido de 157 pb seqiienciada. Semelhante observagao foi
feita em trés isolados de M. tuberculosis que foram resistentes a rifampicina pelo

método das propor¢des.

5.3.5. Amostras que tiveram uma regiao maior analisada no gene rpoB

Foi observado que trés isolados com fenétipo de resisténcia a rifampicina ndo
apresentaram nenhuma mutacdo na regido de 157 pb seqiienciada. Estes isolados
tiveram uma regido maior no gene rpoB analisada. Em um dos isolados (RS40), o qual
provinha do RS, foi observada uma mutacdo silenciosa no cédon 500 (GCC-GCT),
evento esse raramente encontrado neste estudo. Um outro isolado, provindo de SP
(SP18), ndo demonstrou nenhum tipo de mutac@o, mesmo nesta regido mais ampla de
600 pb. Em um isolado (RJ30) foram observadas mutacdes nos cédons 486 (ATC-
ACC), 583 (CCG-CCA) e 593 (AAG-TAG), sendo a muta¢do no cdédon 583 silenciosa.



62

Tabela 4. Mutacdes encontradas no gene rpoB de M. tuberculosis em isolados obtidos
de pacientes brasileiros.

511 CTG(Leu) — CCG(Pro) 1 (0,9%)/RS

516 GAC(Asp) — GTC(Val) 6 (5,4%)/RS and RJ
TAC(Tyr) 1 (0,9%)/RS

526 CAC(His) — CTC(Leu) 2 (1,8%)/RS
TAC(Tyr) 12 (10,7%)/RS
CGC(Arg) 2 (1,8%)/RS and SP
TGC(Cys)® 2 (1,8%)/SP
GAC(Asp) 7 (6,2%)/SP
1 (0,9%)/SP

CTG(Leu)™®

533 CTG(Leu) — CCT(Pro)™® 1 (0,9%)/SP
cCG 1 (0,9%)/SP

531 e 526 TCG(Ser) —TTG(Leu) e 1 (0,9%)/RJ
CAC(His) —TGC(Cys)

CTG(Leu) — CCG(Pro) e 1 (0,9%)/RJ
ATG(Met) — ATA(lle)®

511e515

Cteemml

513 e del 514,515, e 516 CAA(GIn) — CAC(His)
and del TTC(PheL,
ATG(Met), and GAC(Asp)

GAC(ASP),  1(09%JRJ

1 (0,9%)/RJ

a) A numeragdo dos aminoicidos corresponde ao sistema numérico de E. coli para a
subunidade B da RNA polimerase.

b) MutacgGes novas, descritas pela primeira vez neste trabalho.
¢) Dupla mutacdo no mesmo cédon

d) Nio foram incluidos os isolados RMP® que ndo apresentaram mutacdo na regido
hipervariavel de 69 pb (3/112).
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5.4. Avaliacao dos isolados com INNO-LiPA Rif.TB

Dos 112 isolados de M. tuberculosis analisados por seqiienciamento, foram
analisados 76 pelo teste comercial INNO-LiPA Rif.TB, onde 14 (18,4%) mostraram
resultados discordantes daqueles obtidos no seqiienciamento. Entre os 4 isolados
sensiveis, um ndo foi confirmado pelo teste pois néo hibridizou com o oligonucleotideo
S5 e sim com o RS, sugerindo provdvel contaminacdo durante a manipulacdo das
amostras. Entre os 72 isolados resistentes a rifampicina 13 mostraram resultados
discordantes (17%), sendo que destes suspeita-se que houve contamina¢do durante a
manipulacdo ou troca em 6 isolados. Cinco isolados com mutagdo no cédon 531 ndo
hibridizaram com o correspondente ao oligonucleotideo (RS), sendo que trés também
ndo hibridizaram com o oligonucleotideo sensivel correspondente (S5). Um isolado com
a mutac@o apenas no cédon 516 deveria hibridizar com S5 por nfo apresentar nenhuma
mutacdo na regifo deste oligonucelotideo (abrange os cédons 529 a 534), mas o mesmo
ndo ocorreu. Um isolado que apresentou um tipo de mutacio mais complexa
(Leu524Pro, Thr525Pro, His526GIn e delecdo de Lis527), ndo mostrou um resultado
claro, ndo sendo possivel fazer a leitura. Outro isolado com mutac¢do no cédon 526 nio
hibridizou com a sonda sensivel correspondente como esperado, mas hibridizou com as
duas sondas que abrangem a regido afetada (R4 [His526Tyr] e R4a [His526Asp]) apesar
de nenhuma apresentar o mesmo tipo de substitui¢do da amostra (His526Leu). A tabela
5 mostra a reatividade das sondas com diferentes isolados. Apesar destes isolados
discordantes e descartando as possiveis contaminagdes, avaliou-se em 91% a eficiéncia

do kit para os isolados brasileiros.
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Tabela 5. Exemplos de interpretacdo dos resultados obtidos com INNO-LiPA Rif. TB.
Resultado para cada sonda.

M. tuberculosis {S1{S2{S3|S4|S5 |R2 [R4a |R4b |R5 |Padrio LiPA |Mutacao® Interpretagdo
+ +l+H |+ HF - - - - | Tipo selvagem Sensivel
+ R IR NP T B - - - - AS1 Em S1 Resistente
+ + - |+ | +] + - - - - AS2 Em S2 Resistente
+ + -+l +] + ]+ - - - R2 D516V Resistente
+ + i+ -1+ + ] - - - - AS3 Em S3 Resistente
+ +{+ |+ -]+ 1 - - - - AS4 Em S4 Resistente
+ + |+ +]-+ | - + - - R4a H526Y Resistente
+ + 1+ |+ -1+ ] - - + - R4b H526D Resistente
+ + 4+ ++] - - - - - AS5 Em S5 Resistente

o+ + |+ + |+ - - - - + RS S531L Resistente

a) A reatividade das sondas com 0 DNA alvo € designada com um sinal positivo (+) e a
auséncia de hibridizacdo com um sinal (-). Quando todas as sondas R s@o negativas e todas as
sondas S sdo positivas, a seqiiéncia tipo selvagem estd presente. Se uma das sondas S estd
faltando e nenhuma R hibridiza, este padrdo € descrito com um A precedente de uma sonda
ausente (por exemplo AS1). Se uma sonda S € negativa e a sonda R correspondente € positiva, o
padrdo € descrito de acordo com a sonda R observado (por exemplo R2).

b) As mutagdes s@o descritas como a seguir: primeiro, o residuo de aminoacido do tipo
selvagem e a posi¢do do cédon, e finalmente, o residuo de aminoécido na seqiiéncia mutada.

5.5. RFLP

Dentre os isolados que tiveram parte do gene rpoB seqiienciados, 55 foram
analisados por RFLP. Entre esses, 50 eram resistentes a rifampicina e 5 eram sensiveis.
Estas analises revelaram que 38 (67%) dos isolados de M. tuberculosis mostraram
padrdo tnico de RFLP e que 18 (33%) apresentaram padrdes agrupdveis. Estes isolados
apresentaram de 4 a 25 cdpias do IS6110, onde a grande maioria (70%) apresentou de 9
a 13 cépias. Apenas 1 (2%) apresentou menos que 5 cdpias do elemento de insercao.

Foram obtidos 5 diferentes clusters dos padrdes de RFLP.

As andlises por RFLP mostraram que isolados com o mesmo alelo do gene rpoB
podem ter diferentes padroes de RFLP e isolados com mesmo padrdo de RFLP podem

apresentar distintos alelos do gene rpoB.
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Entretanto, também foram identificados alguns isolados que tinhém O mesmo
padrdo de RFLP e o mesmo tipo de mutag@o no gene rpoB. Trés isolados do estado de
Sdo Paulo apresentaram o padrdo de RFLP, designado tipo Q, € mostraram a mesma
mutacdo no cédon 531 (todas provindas do Instituto Adolfo Lutz). Outros trés isolados
do Rio Grande do Sul e um de SZo Paulo mostraram o mesmo padrdo de RFLP, que foi
chamado tipo A, e todos tiveram mutac¢do no cddon 531. Entretanto, em dois isolados
do Rio Grande do Sul foi observado um tipo de mutacdo pouco freqiiente (TCG-531-
TGG). O padrao de RFLP designado tipo D foi observado em 5 isolados obtidos no RS,
sendo que 4 desses isolados tinham muta¢do no cddon 531. A figura 11 mostra a

representacio esquemadtica da bandas obtidas e agrupadas pela mutagfo no cédon 531.

Entre os isolados com muta¢@o no cédon 526, foram observados trés isolados do
RS que mostraram o mesmo padrdo de RFLP, designado tipo D1 (figura 12). Outro
isolado também mostrou o padrdo D1, mas a mutacado relacionada com a resisténcia a
rifampicina ocorreu no cédon 522 do gene rpoB. Os padrdes de RFLP D (9 bandas) e
D1 (8 bandas) foram considerados relacionados clonalmente, pois houve o
compartithamento de 8 bandas. A figura 13- mostra alguns isolados obtidos no RS e SP

em que houve formagdo de cluster.

As linhagens dos estados RS e SP parecem ser geneticamente mais préximas que
as linhagens do RJ. Deste udltimo estado foram analisados 19 isolados que foram
distribuidos em 19 diferentes padrdes de RFLP. Quando analisamos os isolados por
estado observamos que nos estados de RS e SP € possivel fazer uma associacio entre os
padroes de RFLP, diferente do que ocorre com os isolados do RJ, como pode ser

visualizado na figura 14.
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Figura 11. Representacéio esquemdtica dos padrdes de RFLP e dendograma obtidos de isolados de M. tuberculosis que apresentaram mutagfo no

codon 531 do gene rpoB. As posi¢des das bandas do IS6110 foram normalizadas e sdo mostradas como linhas. A escala retrata a similaridade dos
padrdes, calculada como descrito no materiais e métodos.
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6. Discussao

6.1. Caracterizacao das mutacoes

z

A resisténcia a rifampicina € observada com menor freqiiéncia do que a

oVl

resisténcia a isoniazida e estreptomicina (WHO, 1997), entretanto, a resisténcia

by

rifampicina € geralmente associada com a resisténcia a isoniazida. Em geral,

o

resisténcia a esses dois formacos € adquirida em duas etapas, onde a primeira etapa € o
desenvolvimento da resisténcia a isoniazida seguida pelo desenvolvimento da
resisténcia a rifampicina. Isso sugere que a rifampicina possa ser usada como marcador
substituto para a deteccdo das linhagens MDR (Telenti ef al., 1993b). Nesse estudo a
maior parte das linhagens resistentes a rifampicina foram resistentes também a
isoniazida.

A resisténcia a um ou mais farmacos apresentada pelo M. tuberculosis esta
aumentando e tem sido observado um aumento no ndmeros de casos de TB resistentes a
varios farmacos (WHO, 1997). Este fato enfatiza a necessidade do desenvolvimento de
métodos mais rapidos e eficazes para a detec¢do do M. tuberculosis e a determinacdo da

sensibilidade aos farmacos, otimizando o tratamento e levando a um maior controle da

doenca.

Este trabalho representa um dos primeiros a avaliar as muta¢es no gene rpoB
em isolados de M. tuberculosis obtidos de pacientes brasileiros. Neste estudo foram
descritas vérias mutac¢Oes caracteristicas no gene rpoB do M. tuberculosis isolados no
Brasil, expandindo a 4rea geogréfica estudada até o momento (Ohno et al., 1996;

Cooksey et al., 1997; Matsiota-Bernard et al., 1998; Yuen et al., 1999).

A presenca de mutagOes em uma regido restrita do gene rpoB € encontrada em
mais de 96% das linhagens de M. tuberculosis resistentes a varios niveis de rifampicina
(Felmee et al., 1995; Telenti et. al., 1993b; Willians er al., 1994: Kapur et al., 1994).
Apesar de mais de 30 distintas muta¢des terem sido descritas dentro de uma regifo
hipervaridvel de 69 pb no gene rpoB como responséveis pela mudanca para o fenétipo
resistente, apenas duas delas (Ser531Leu e His526Tyr) sdo responsdveis por mais de
65% das alteragOes que levam a resisténcia a rifampicina (Kapur et al., 1994; Telenti et

al., 1993b; Telenti et al., 1997). Nesse estudo observamos que 63% das amostras
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analisadas apresentaram esse tipo de mutacfo. Essas substituicdes sdo consideradas
importantes para a aquisicdo do fendtipo de resisténcia a rifampicina, € estd bem

evidenciado que esses dois aminodcidos sdo sitios criticos para essa caracteristica.

Jin & Gross (1988) classificaram o gene rpoB em clusters nos quais podem
ocorrer as mutacgdes relacionadas com a resisténcia a rifampicina: cluster 1, que codifica
os aminoacidos 507 a 533, cluster 1II localizado nos aminoécidos 563, 564 e 572 e

687

cluster 11 contendo o c6don para Arg . Conforme j4 discutido a grande maioria das

mutacdes ocorre no cluster I ou na regido determinante da resisténcia a rifampicina.

Nesse estudo observou-se que 85,8% dos isolados de M. tuberculosis com o
fenotipo RMPR® contém mutacSes missense que levam a substituicdo dos vaminoéc‘idos
Serss; (56,3%), His525 (23,2%) e Aspsis (6,3%). Resultados similares nos cédons
mutados e na freqii€ncia dos codons substituidos foram descritos previamente (Kapur et
al., 1994; Matsiota-Bernard et al., 1998; Telenti et al., 1993b; Telenti et al., 1997;
Scarpellini et al., 1997). Outras mutacdes missense assim como delecdes foram
encontradas em 14,2% dos isolados de M. tuberculosis RMPR. Outro achado
caracteristico deste estudo foi a alta freqii€ncia de mutacdes ocorrendo em dois c6dons

separados no isolados obtidos no RJ (16%).

Nos isolados do RJ foi observado ainda a combinacio de mutacdes de ponto
com delecdo de um ou mais cédons em duas linhagens (GIn513His, delecio da Lys514,
Tyr515 e Leu516 em um isolado, Leu524Trp, Tyr525Pro, His526Gln e delecdo de
Phe527 em outro) e um isolado apresentou delecdo de 4 cédons (Tyr515, Leu516,
Val517 e Leu518).

Os 1solados provindos do RS e SP mostraram uma certa similaridade na
freqiiéncia das mutagdes. A maioria das mutacGes de ponto ocorreu nos cédons 531 e
526, sendo que as mutagdes que ocorreram no cddon 531 correspondem, na maioria das
vezes, a um unico alelo (TCG—TTG). No cédon 526 foram observados 8 diferentes
alelos em 16 isolados de ambos os estados, porém nenhum dos isolados obtidos no RJ
apresentaram mutagdo somente neste cédon. As amostras do RJ mostraram uma ampla
variedade de alelos, incluindo aqueles que apresentaram dois cddons mutados
simultaneamente (4 casos), as delecOes associadas com mutagdes de ponto no mesmo

isolado (2 casos) e a delec@o de 12 nucleotideos em um isolado.
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Nao foram identificadas mutacOes na regido de 157 pb em trés isolados com o
fenétipo de resisténcia a rifampicina. Observagdes semelhantes foram descritas por

outros (Kapur et al., 1994; Matsiota-Bernard et al., 1998; Telenti et al., 1993b).

Quando uma regido maior do gene rpoB dos isolados RMP® em que ndo foram
encontradas mutacgdes foi seqiienciada observou-se que um deles (PR18) néo apresentou
nenhuma mutacao, outro (RS40) apresentou uma substitui¢@o silenciosa e outro (RJ30)
continha mutagcdo de ponto nos cédons 468 (ATC—ACC), 583 (CCG—CCA) e 593
(AAG-TAG). A mutacdo no cédon 583 ndo levou a troca de aminoécido, levando a
crer que as outras duas mutacdes possam ser responsdveis pelo fendtipo RMPR neste

isolado.

A auséncia de mutacio na RDRR de alguns isolados RMP® pode ser explicada
pela possibilidade que outras regides do gene possam conferir resisténcia ou que possam
ocorrer mutagdes em outras subunidades da RNAP que levem a alteragdes da
conformagdo da regifo de ligacdo da rifampicina na subunidade . Ndo se pode excluir
que outros mecanismos de resisténcia possam estar presentes como a diminuigcdo da
entrada do antibidtico para dentro da bactéria, efluxo, degradacdo enzimdtica ou
modificagdo da rifampicina (Kapur et al., 1994; Hetherington et al., 1995).

Y

Os mecanismos relacionados com a resisténcia a rifampicina descritos para
outros organismos sao em muitos casos também associados com o gene rpoB. Em M.
leprae tém sido descritas principalmente no cédon 425 (Honore & Cole, 1993). As
mutacdes no gene rpoB em Neisseria meningitidis sdo também relacionadas com a
resisténcia a rifampicina, bem como alteracdes na permeabilidade da membrana (Abadi,
1996). Mutagdes de ponto em Rickettsia prowazekii (Arg526Lys) e em Rickettsia typhi
(nos aminoécidos 151, 201 e 271) foram também reportadas neste gene (Rachek et al.,

1998; Troyer et al., 1998).

Porém, Hetherington et al. (1995) nfo encontraram em M. smegmatis nenhuma
diferenca nos clusters 1, I e III entre os isolados sensiveis e resistentes a rifampicina.
Por outro lado, que em Rhodococcus equi foi identificado um gene designado iri capaz
de inativar o antibidtico via decomposicdo do mesmo (Andersen et al., 1997). Em
Pseudomonas fluorescens a resisténcia a RMP ¢é mediada por plasmideo

(Chandrasekaran & Lalithakumari, 1998).
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Nos isolados de M. tuberculosis sensiveis a rifampicina ndo foram observadas
mutagdes missense assim como nenhum tipo de mutac@o silenciosa no gene rpoB.

Apenas em dois isolados RMP® foram observadas mutacdes silenciosas.

A presenca de mutacSes em uma regido restrita no gene rpoB € descrita em mais

de 96% das linhagens de M. tuberculosis relacionadas com vérios niveis de resisténcia a
rifampicina (Kapur et al., 1994; Felmee et al., 1995). Os niveis de resisténcia,
determinado pela medida da concentragdo minima inibitéria, parecem estar relacionados
com o tipo de mutacio. Ohno ef al. (1997) estudaram essa relacio ¢ mostraram em 43
isolados de M. tuberculosis que a substituicdo de Leu por Trp no cédon 531 resulta em
um alto nivel de resisténcia. As substituicdes nos cédons 526 e 516 levam a vérios de

niveis de resisténcia a rifampicina, dependendo do aminoécido substituido.

e}

Nio foi encontrada nenhuma associagdo entre uma mutagdo em particular e
padrdo de sensibilidade aos farmacos nos isolados de M. tuberculosis resistentes a
rifampicina, concordando com a visdo de que as mutagdes que levam a resisténcia a
rifampicina sdo eventos independentes as mutacOes que levam a resisténcia a outros

farmacos (Willians et al., 1994).

Conforme ja comentado as mutagOes espontineas que levam a resisténcia a
rifampicina no M. tuberculosis ocorrem raramente (CDC, 1993, Riley, 1993) e os
regimes terapéuticos com multiplos farmacos podem prevenir o surgimento da
resisténcia clinica. O problema da resisténcia resulta de tratamento inadequado,
freqlientemente devido ao regime inapropriado como o abandono, o0 ndo cumprimento
da durac@o do tratamento, o uso irregular dos farmacos, o uso incorreto das doses por
erro de prescricdo como ndo ser levada em conta a interacdo medicamentosa, ou por
decisdo espontanea do paciente (Hirano et al., 1999). A resisténcia a miltiplos fairmacos
parece ser o resultado de aquisicdes seqiienciais de novas mutacdes nos diferentes genes

relacionados com o alvo dos farmacos (Heym et al., 1994).

Os pacientes infectados com linhagens resistentes a multiplos farmacos tem
menor probabilidade de serem curados, e seus tratamentos sd0 mais t0Xicos € mais caros

que os dos pacientes infectados com organismos sensiveis.

Segundo o Ministério da Saide, o tratamento e o diagnéstico da tuberculose é
barato, custando 420 reais por caso, se 0 paciente for tratado com rigor durante 6 meses

e tiver sido infectado por linhagem sensivel. Mas, cerca de 15% dos pacientes
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abandonam o tratamento e posteriormente o novo tratamento dura de 18 a 24 meses

chegando a custar 4.000 reais.

No Brasil, de acordo com relatério da OMS, os niveis de resisténcia adquirida a
rifampicina sdo em torno de 6% dos casos de TB notificados. A resisténcia adquirida
pode explicar o surgimento de novos tipos de mutagdes, uma vez que nos casos de
resisténcia primdria o paciente € infectado com uma linhagem resistente, isto €, que ja
apresenta mutacdo no gene rpoB. Quando o paciente € infectado com uma linhagem
sensivel de M. tuberculosis e inicia o tratamento, mas por alguma razdo nfo o segue,
existe uma alta probabilidade de selecdo de linhagem resistente. Essa resisténcia pode
ser o resultado de qualquer tipo de mutagio no gene rpoB, incluindo as mutagdes mais

freqiientes ou um novo tipo de mutagao.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que as diferencas encontradas
nos isolados do RJ quando comparados com os isolados de SP e RS, como auséncia de
mutacio apenas no cédon 526 e dele¢do de um ou mais cédons sdo devido a diferencas

no tratamento e a taxa de abandono do tratamento entre os diferentes estados.

No Brasil, um dos principais problemas para o controle da TB atualmente tem
sido o abandono do tratamento, que alcanca uma taxa de 14% (WHO, 1999). No Rio de
Janeiro essa taxa € de 30%, em S3o Paulo € de 20% (Fortes & Dalcomo, 1997) e no Rio
Grande do Sul foi estimado no ano de 1998 em 15,2% de todos os casos notificados
(Secretaria da Satude do RS). Isso tem contribuido decisivamente para o aumento do
nimero de casos de doentes portadores de bacilos resistentes aos principais farmacos

disponiveis para o tratamento da TB.

A implementagdo do DOTS, como sugerido pela OMS, se faz necessdria
urgentemente para evitar o desenvolvimento de novas linhagens resistentes e diminuir a

transmissao das linhagens MDR, auxiliando no controle da TB mais eficientemente.
6.2. Avaliacao do teste comercial

Em torno de 30 diferentes tipos de muta¢des dentro de uma regifo hipervaridvel
de 69 pb no gene rpoB relacionadas com a resisténcia a rifampicina foram descritas
(Musser, 1995), sendo que duas destas mutacdes (Ser531Leu e His526Tyr) séo
responsdveis por mais de 65% do total de mutagdes. O kit LiPA inclui sondas para essas

mutacSes bem como para duas mutacdes adicionais (His526Asp e Asp516Val). Os
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resultados de seqiienciamento para essas mutagOes neste trabalho concordam em 75%

(84 isolados apresentaram essas mutacoes).

A aplicacdo do INNO-LiPA para o reconhecimento do genétipo de resisténcia a
RMP mostrou-se de grande valor. Os padrdes que diferiram do padrdo da linhagem
selvagem foram considerados como provindos de linhagens resistentes, enquanto,
algumas mutacOes responsiveis pelo fenétipo de resisténcia puderam ser definidas pela
hibridizacdo com o oligonucleotideo correspondente. A freqiiéncia de mutacGes
caracterizadas pelo perfil AS € explicado pelo desaparecimento da banda sensivel sem o
aparecimento da banda resistente correspondente. Esse perfil permite localizar a regido

em que ocorreu a mutacio sem identificar a posicdo exata e nem o tipo de mutagéo.

Em conclusdo, os resultados obtidos com o teste INNO-LiPA Rif.TB nem
sempre concordam com aqueles obtidos pelo seqiienciamento com relagdo ao exato
mecanismo da resisténcia a rifampicina, mas sfo muito préximos dos resultados
fenotipicos e podem auxiliar fornecendo um répido diagnéstico de isolados de M.
tuberculosis com relagdo a resisténcia a rifampicina. O teste demonstra ser de fécil
execucdo, relativamente rdpido, e abrange uma grande percentagem de mutagOes
encontradas nos isolados obtidos em diferentes estados brasileiros. Seu maior problema
é sem duvida o alto custo, 0 que o torna invidvel na rotina laboratorial dos centros de
Satide Pidblica. Algumas mutagdes como delecSes, insercdes € mutacdes fora da regido

abrangida pelo teste podem nao ser detectadas fornecendo um resultado falso negativo.
6.3. RFLP

O Brasil esta entre os 13 paises identificados pela OMS que possuem 75% de
todos os casos de TB do mundo (WHO, 1997). S6 em Sdo Paulo sdo reportados mais de
5000 casos de TB a cada ano (Ferraioli et al., 2000). Os novos casos de TB podem
ocorrer devido a uma infec¢do exdgena recente ou devido a reativacdo da infecclo
latente enddgena. Os critérios clinicos para fazer a distingd8o sdo relativamente
insensiveis e os pacientes infectados pelo HIV apresentam um risco elevado para ambos
os tipos de infecgdo. Os estudos, usando RFLP e 0 IS6110, baseados em popula¢des dos
centros urbanos permite uma classificacdo mais confidvel dos novos casos de TB.
Especificamente, isolados de M. tuberculosis que apresentam padrdes agrupdveis s@o
considerados como originados de infec¢do adquirida recentemente e isolados com

padrdes tnicos de RFLP, ndo agrupdveis, sdo considerados representantes de reativagio
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da infec¢@o adquirida em um passado remoto (Small & Van Embden, 1994; Ferreira et

al., 1996; van Soolingen et al., 1993).

O grau de polimorfismo na populagdo de M. tuberculosis pode servir como um
indicador da relativa contribuicdo da infeccdo adquirida recentemente ou da reativagdo.
Se € considerada uma infec¢do recentemente adquirida como resultado de uma
transmiss@o em curso haverd um limitado polimorfismo na populacdo. Entretanto, se a
doenca resulta de reativagdo de uma infec¢io latente, haverd considerdvel diversidade,
refletindo a diversidade de tempos e lugares em que os pacientes foram infectados

(Small & van Embden, 1994).

Esse conceito foi validado em San Francisco (EUA), onde a prevaléncia de
agrupamento das linhagens € maior em pacientes que apresentam epidemiologicamente
um alto risco de contrair TB como conseqii€éncia de uma infec¢do recente e baixo
naqueles que s@o provaveis de contrair TB como um resultado de reativagdo de infec¢do
latente (como imigrantes idosos vindos de paises com alta prevaléncia de TB) (Small et
al., 1994). A tipificacdo por DNA de linhagens selecionadas na comunidade pode
identificar quais populacdes desenvolvem TB como conseqiiéncia de reativacdo de

infeccdo latente (Small & van Embden, 1994).

Quando aplicamos esta ferramenta epidemiolégica molecular em 55 isolados de
pacientes provindos de distintos estados do Brasil, e diagnosticados com TB ativa,
encontramos que 18 (33%) estavam infectados com M. tuberculosis representando
transmissdo recente. A freqiiéncia do padrio de linhagens agrupadas, em paises onde a
taxa de TB endémica € relativamente baixa, uma frag8o substancial dos novos casos
clinicos representam infec¢@o recentemente adquirida. Na cidade de Nova York , a qual
apresenta a maior incidéncia de TB na América do Norte, a propor¢ido de novos casos
de TB que desenvolvem infecgdes recentes foi estimado em 38-41% (Friedman et al.,
1995), em San Francisco foi 40% (Small et al., 1994) e em Amsterda foi 47% (van
Deutekom et al., 1997).

Devido ao grande nimero da incidéncia de casos nos paises onde a TB €
endémica € dificil realizar estudos populacionais comparativos, mas Ferrazoli et al.
(2000) obtiveram dados da cidade de Sao Paulo, onde foram estudados 293 pacientes
com TB ativa. Destes, mostrou-se que 94 (32%) estavam infectados com isolados de M.

tuberculosis representando infecgdo recente. E mostrou-se também que a freqiiéncia dos
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padrdes agrupéveis foi significativamente maior nos 151 pacientes HIV positivos que

nos 142 pacientes HIV negativos (38% x 25%, respectivamente) (Ferrazoli et al., 2000).

No presente estudo foi observado que os isolados do Rio de Janeiro
apresentaram uma grande variabilidade clonal, isto €, ndo foi possivel detectar a
formagdo de cluster. Enquanto, no RS e SP foi possivel observar que alguns isolados
estavam relacionados epidemiologicamente. Uma possivel explicag@o para esse fato € a
incidéncia da TB. O RJ tem uma alta incidéncia por habitante (126,8/100.000), que é
superior a incidéncia do RS e SP. Essa diferenca na incidéncia sugere a existéncia de
um nimero maior de linhagens circulantes por haver um maior nimero de casos de TB,
e, como o nimero de isolados analisados pela técnica de RFLP foi pequeno ndo é

possivel fazer nenhuma correlac@o epidemioldgica.

A relacdo entre infeccdo recente € TB MDR foi analisada na cidade de Nova
York e foi observado que 80% dos novos isolados MDR sa@o resultantes de novas
infeccdes (Friedmam et al., 1995), e que a uma grande propor¢ao adquire a doencga nas

instituicdes de saiide, particularmente os pacientes HIV positivos.

Neste estudo foram observados dois clusters, D e D1, que diferiam em apenas
uma banda no padrio de RFLP. Segundo alguns autores esses clusters podem ser
classificados como geneticamente relacionados por diferirem em apenas uma banda

(Small et al., 1994; Tenover et al., 1997)

A associagio entre as mutacdes RMP® e os padrdes obtidos por RFLP, nos
isolados testados, revelou que as mutagdes afetando os cédons Ser531, His526 e Arg516
foram encontradas em isolados com diferentes padrdes de RFLP. Os isolados de M.
tuberculosis MDR que exibilam o mesmo padrio de RFLP continham diferentes
mutacdes no gene rpoB, e a maioria dos isolados com a mesma mutagdo exibiam
diferentes padrdes de RFLP. Mas em alguns casos, foi possivel correlacionar as
mutacdes no gene rpoB com o padrdo de RFLP, indicando infeccdo recentemente

adquirida.

Assim, a tipificacdo molecular das linhagens fornece informacdo epidemiolégica
adicional facilitando o reconhecimento dos surtos ou surtos aparentes e subseqliente
refinamento das estratégias de intervencfo. E ainda, esse tipo de estudo tem identificado
grupos de risco para infecgdo recente, aos quais podem ser direcionados estratégias em

segmentos especificos da comunidade onde a transmissdo da TB ndo é bem controlada.
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7. Conclusoes

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que os tipos de mutacOes
encontradas nos isolados brasileiros apresentam uma distribuicdo muito semelhante ao
encontrado em outros estudos, que utilizam isolados de M. tuberculosis de diversas

partes do mundo. Os isolados obtidos no Brasil apresentaram seis mutagdes ainda nio

descritas na literatura.

A partir do RFLP foi possivel observar que a maioria dos isolados MDR néo
apresentavam relagdo epidemiolégica. Apesar do nimero de isolados analisados pela
técnica ndo ser o ideal, foi possivel observar que as linhagens resistentes 8 RMP nédo
pertencem a um Unico clone e que apenas em alguns casos foi possivel observar uma

relacdo clonal.

O sucesso do emprego de farmacos antimicrobianos no controle de doencas
infecto-contagiosas deu prestigio a atual medicina, ¢ é o grande responsivel pela
complacéncia da sociedade como um todo com o problema da resisténcia. A atencdo
principal com o problema da resisténcia aos farmacos tem sido dirigida, em escala
mundial, e sobretudo nos paises desenvolvidos, para infec¢Oes hospitalares devido ao
fato dos hospitais serem o nicho ecolégico onde os microrganismos estdo sob constante
pressdo seletiva dos farmacos antimicrobianos. Nos paises em desenvolvimento, onde
ndo existe a necessidade de prescricio médica para a compra de antimicrobianos, a
comunidade € também um nicho ecolégico importante para a emergéncia, persisténcia e

disseminac@o da resisténcia.

Os episédios de Obitos causados por microrganismos resistentes a multiplos
farmacos sdo assustadores em escala mundial. As publicacdes especializadas mais
recentes sugerem que, se 0 problema continuar de maneira acelerada como atualmente,
chegaremos dentro em pouco a repeticdo de epidemias como as que ocorriam na época

pré-antibidtica.

A resisténcia representa um perigo sobre o qual nem todos estdo cientes,
baseados na confianca da capacidade de resposta da industria farmacéutica em sintetizar
ou modificar fdrmacos para o uso imediato. No entanto, nimeros alarmantes de

resisténcia aos antimicrobianos estio sendo notificados. Com a advento da AIDS, o M.
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tuberculosis emergiu como um matador, equipado com genes de resisténcia miiltipla aos

agentes antituberculose.

A possibilidade de reconhecimento de linhagens resistentes em uma fase inicial
do tratamento pode auxiliar na busca de novos esquemas terapéuticos, na tentativa de
diminuir as populacdes bacterianas resistentes. As novas metodologias utilizando
biologia molecular estdo mostrando muitas perspectivas para o reconhecimento rapido
de linhagens resistentes. As principais vantagens sio rapidez e especificidade com que
se pode realizé-las. Em algumas das técnicas € necessdrio apenas purificar o DNA do M.

tuberculosis e fazer a reac@o, que pode levar menos de 48 horas.

No entanto, cabe considerar que apesar de altamente eficiente, as novas técnicas
ainda estdo sendo testadas em laboratérios de diagndstico, e necessitam de muitas

pesquisas para ter uma seguranca comparavel com as técnicas tradicionais.

Ao concluir-se esse trabalho considera-se fundamental, para o controle da TB, a
implantacdo do DOTS. Mas sabe-se que para implantacio deste sistema sdo necessarias
mudancas drésticas na politica de satide publica. Ao implantar-se 0 DOTS € necessério

que o governo tenha compromisso com o PNCT.

As pesquisas devem continuar por serem necessdrias para alcancar o sucesso no
controle da TB. Almeja-se que ocorram progressos no desenvolvimento de estratégias
para novos tratamentos a curto prazo e, em muitos assuntos que sfo enderecados para

alcancar o sucesso na avaliacdo e desenho de estratégias de controle mais efetivas.
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Anexo 01 Abreviagdes dos aminodcidos

Aminoacido Nomes abreviados
Acido Aspirtico Asp D
Acido Glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina Gln Q
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp w
Valina Val \Y%
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Anexo 02 Solugoes e Tampoes

1. Cloroférmio/alcool isoamilico
- Cloroférmio 24 V

- Alcool isoamilico 1V

2. Fenol-cloroférmio

- Solucgao de fenol saturado na concentragdo de 1:1 (v/v) com cloroférmio.

3. Lisozima

- Solugdo a 50 mg/ml em Tris-HC1 10 mM, pH 7.4. Estocada a -20°C.

4. Proteinase K

- Solucdo de proteinase K a 10 mg/ml em dgua destilada. Estocada a -20°C

5. RNAase

- Solucdo a 10 mg/ml em Tris-HCI 10 mM, pH 7,5/NaCl 15 mM. Estocada a -
20°C

6. Solucdo de desnaturagéo
-NaCl1,5M
-NaOH 0,5 M

7. Solucdo de NaCl 5 M
- NaCl 29,2 % em &gua tridestilada

8. Solu¢ao de neutralizagdo
- NaCl 1,5M
-Tris-HCl
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0,5M, pH 8,0

9. Solucdo estoque de acrilamida
- acrilamida 42%

- Bisacrilamida 1,8%

10. Solucdo de SDS/Proteinase K (para cada amostra)
- 5 ul de Proteinase K 10mg/ml
- 70 w de SDS 10%

11. Solugdo de CTAB/NaCl
- NaCl 4,1%
- CTAB (N-cetil-N,N,N-trimetil brometo de aménio) 10%

12. SSC 20X
- NaCl 3M
- Citrato de sédio 0,3M

13. Tampdo de amostra 5X para DNA
- Ficoll 400 15%
- Xileno cianol FF 0,25%
- Azul de bromofenol 0,25%

14. Tampao de amostra com RNAse
- Glicerol 50%

- Tris-Cl 50 mM (pH 7,5)

-EDTA 5 mM

- Azul de bromofenol 0,05%

- RNAse 30 pg/ml

15. Tampao de lavagem primdria

- Uréia 36%
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- SDS 4%
-SSC 20X, 2,5%

16. Tampdo de lavagem secunddria

-SSC2X

17. Tampao 10X de reacdo de PCR
- Tris-HC1 100 mM, pH 8.3
- KC1 500 mM
- MgCl, 15 mM
- Gelatina 0,1% (w/v)

18. Tampao TE
- Tris-HC1 10mM, pH 8.0
-EDTA 0,1 mM, pH 8,0

19. Tampédo TEB 10X (Tris-borato-EDTA)
- Tris-OH 890 mM
-EDTA 2,5 mM
- Acido bérico 890 mM
-pHS8,2



Anexo 03 Esquema terapéutico indicado nos casos novos de todas as formas de

tuberculose pulmonar e extrapulmonar, exceto meningite

Peso do doente

Fases do Fdrmacos Até20 kg Maisde20kgeaté Mais de 35 kg e até 45 kg Mais de 45 kg
tratamento 35 kg
mg/kg/dia mg/dia mg/dia mg/dia

R 10 300 450 600
Primeira fase H 10 200 300 400

V4 35 1000 1500 2000
Segunda fase R 10 300 450 600

H 10 200 300 400
ObservagGes:

a) No tratamento da associagdo tuberculose e portador de HIV ou paciente com SIDA, a segunda fase terd a
duragéo de 7 meses (2RHZ/7RH).

b) R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida (siglas adotadas pela organizacdo Mundial de Satide) (BRASIL,
1995).
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Anexo 04  Esquema terapéutico indicado nos casos de retratamento em

recidivantes e retorno apés abandono do esquema anterior

Peso do doente

Fases do tratamento Férmacos - Até 20 kg Maisde 20 kge Mais de35kge Mais de 45 kg
até 35 kg até 45 kg
mg/kg/dia mg/dia mg/dia mg/dia
R 10 300 450 600
Primeira fase H 10 200 300 400
V4 35 1000 1500 2000
E 25 600 800 1200
Segunda fase R 10 300 450 600
H 10 200 300 400
E 25 600 800 1200
Observagdes:

a) Os recidivantes de esquemas alternativos por toxicidade ao esquema | devem ser avaliados para prescrigdo
de esquema individualizado.

b) R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida; E: etambutol (siglas adotadas pela organizagdo Mundial de
Saude) (BRASIL, 1995).
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Anexo 05 Esquema terapéutico indicado nos casos de faléncia de tratamento

com os esquemas anteriores

Peso do doente

Fases do tratamento  Fdrmacos Até20kg Malsde20kge Maisde35kge  Mais de 45 kg
até 35 kg até 45 kg
mg/kg/dia mg/dia mg/dia mg/dia

S 20 500 1000 1000
Primeira fase Et 12 250 500 750

E 25 ‘600 800 1200

Zz 35 1000 1500 2000
Segunda fase Et 12 250 500 750

E 25 600 800 1200

Observacées:

a) S: estreptomicina; Et: etionamida; Z: pirazinamida; E: etambutol (siglas adotas pela OMS) (BRASIL,

1995).



-

121
241
361
481
601
721
841

961
1081
1201
1321
1441
1561
1681
1801
1921
2041
2161
2281
2401
2521
2641
2761
2881
3001
3121
3241
3361
81
3501
ra1
1841
3961
4081
4201
4321
4441
4561
4681
<801
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Anexo 06  Segiiéncia de nucleotideos de Mycobacterium tuberculosis da
linhagem H37Rv clivada com Sac 1, seguida da seqiiéncia de aminodcidos deduzidos da
subunidade B e dos aminodcidos da porgdo terminal desta subunidade. O gene rpoB

inicia na posicdo 1065 e termina na posi¢do 4598.

GAGCTCGCCAAGCGE TCGGCCGACCCGCGEC TCACCGATGAAC TCAACGACT TGGCCGGTCATACCCTCGACGACCTGT GACCGAGGGCGAGGTCGGGSGTAGGCC TG TAGATACGTCGG
TCTICATIGCGCGCGAGAGCGCGG TG AATCGLGGACCTGCCTGAACGLGTGOCGC I TTICGGTTATGACGATCGGTGAGL TGCAACTCGG TCTGCTCAATGC IGGLGATTCGGTGACCCG
ATCACGACGCGCCGACACCCTCGCGCTAGCGCQ_CACGGCCGATCAGATCCCTGTCAGTGMGCGGTGATGATTTCGTTGGCTCGACTCGTCGCGGACTGCCGAGCCGCGGGCGTGCGGCG
GTCGGTGAAGCTGACCGACGCTCTCAT TG GGCAACCGUGGAGATCAAGGTGTGACACCGAGGACTGATGAAGGTGLCGLTGCACCCTGCCTGATGCCTGACGTCACGATGCCCGTGAAG
COTGGTGATGCCCGGGGAGC T TTGGGTGTGGG TCCAGE T I TG T TCGTGGTGAGCGIGAGCAGCTCGCTGGIGAGGGCCAGGAGCTGTCGTTGCACGGCGGATTGATCGATICGACCGCAT
CCATCTGGAGC TACTGCCCCAGACCGGACTCGCAGCCTTGGCAAGCCGCTACGCGGGCATTCTCACCTGAGGCAACGAAGGGCGCTATGCGUGCATIGTGGG TGAGTCAACGCGAGGACT
TGACGGCAGACGC TAAACGGG TCAATC TG T IGGGOAGCATGCGCCGCATGTGGCCAAAGGAAG TCGAGATCGCCAGCTAGCGCCGATATCCGGGGATGGTTAT IGCCGGGTATTIGAGGA
ATGCGCCGTCCTGCGCTATTGTTGGACGTTGCGCTGGCTACTTCCTGCCCACCTCACCCGCCACTTGACACCGTGGTC‘ITAGTCTGAGCCCAG‘ITTGCGGC‘ICAG%GGTTIAGTIGCGTG
viL E G C I
CGTGAGATCCGGACAGATCGTTCGCLGGCCGAAACCGACAAAAT TATCGEGGCGAACGGGCCCGTGGGCACCGCTCCTCTAAGGGCTICTCG T TGGTCGCATGAAGTGCTGGAAGGATGCA -
LADS_RQSKTAASPSPSRPOSSSNNSVPGAPNRVSFAKLRE
TCTIGGCAGATTCCCGCCAGAGCAAAACAGCCGCTAGTCCTAGTCCGAGTCGCCCGCAAAGT TCCTCGAATAACTCCGTACCCGGAGCGCCAAACCGGGTCTCCTTCGCTAAGCTGLGLG
P L EV P G L LDV QCQ TDSFEMWILTIGSU®PRMWIRETSAATEURTGDUVWHNUPV G G L
AACCACTIGAGGTTCCGGGACTCCTTGACGTCCAGACCGAT TCGTTCGAGTGGCTGATCGGT TCGCCGCGLTGGCGCGAATCCGCCGCCGAGCGGGGTGATGTCAACCCAGTGGGTGGLC
EEV L Y EL S P11 EDTFSGSHSLSFSDUPRTFDDUVK APUVDET CTIKXKTDEKTOD
TGGAAGAGGTGCTCTACGAGCTGTICTCCGATCGAGGACT TCTCCGGGTCGATGTCGTTGTCGTTCTCTGACCCTCGTTTCGACGATGTCAAGGCACCCGTCGACGAGTGCAAAGACAAGG
¥ T Y A-A PL F VT A ETFTININKNTSGETIUZKSOQTVT EFMGDTFUPMMTETKTGTTF
ACATGACGTACGCGGCTCCACTGTTCGTCACCGCCGAGTTCATCAACAACAACACCGGTGAGATCAAGAGTCAGACGGTGTTCATGGGTGACTTCCCGATGATGACCGAGAAGGGCACGT
I I ¥ G T ER V V V S QLVERSUPGV Y FDETTIDIXKS STDI KTULHSUVIKUVIT®
TCATCATCAACGGGACCGAGCGTG TGS IGGTCAGCCAGC TGETGCGGTCGCCCGGGETGTACT TCGACGAGACCATTGACAAGTCCACCGACAAGACGCTGCACAGCGTCAAGGTGATCC
S R G A WL EF DV D R D T VGG VRIDRIXKUZ RROGQEPUVTV LLEKALGMWMWTSE
CGAGCCGLGGCGCGTGECTCGAGTTTGACGTCGACAAGCGLGACACCGTCGGCGTGCGCATCGACCGLAAACGCCGGLAACCGGTCACCG TG TGCICAAGGL G TGGGLTGGACCAGLG
Q I VER F G F s EI MR S TULEZ KD NTUVGTITDEALTULDTIVYRIXIULRUPGTEF?P
AGCAGATTGTCGAGCGSTTCGGGTICTCCGAGATCATGCGATCGACGCTGGAGAAGGACAACACCGTCGGCACCGACGAGGCGC TG TTGGACATCTACCGCAAGTTGCGTCCGGGIGAGT
P T X E S A Q T L L ENLTF FXEZ XK RYUDLARVYVYGRY X V KK I KIULGTLUHVGE
CCCCGACCAAAGAGTCAGCGCAGACGTTGTTGGAAAACTIGTTCT TCAAGGAGAAGCGTTACGACCTGGCCCGCGTCGGTCGCTATAAGG TCAACAAGAAGC TCGGGCTGCATGTUGGLG
P I TS S T-L T EDVYVY A TTIEYLVRLUHEEGQQTTMTUVZPGO GV EV P VE
AGCCCATCACGTCGTCGACGCTGACCGAAGAAGACGTCGTGGCCACCATCGAATATCTGGTCCGCTIGCACGAGGGTCAGACCACGATGACCGT ICCGGGEGGCGTCGAGG TGCCGETGG
T b b1 DOEF G HNRURULRTUVGETLTIOQHN QTIRVYGMHS ¥ ER Y V REIRMTIT
AAACCGACGACATCGACCACTTCGGCAACCGCCGCCTGCGTACGGTCGGLGAGC TGATCCAAAACCAGATCCGGGTCGGCATG TCGCGGATGGAGCGGGTGGTCCGGGAGCGGATGACCA
Q.D V E A I T P Q T L I NI RP V V A A I KETFTF GT S QUL S Q F MM D QXK N P L
CCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGT TGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGLGATCAAGGAGTICTICGGCACCAGCCAGTTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGC
S G L T KX RUBRULSALGZPGGL SR REZ®RAGLTEV VI RDVHZPSUEYS G RMCUZPI
TGTCGGGG T TGACCCACAAGCGLCGACTGTCGGCGL TGEGGLCCGGLGGTCIGTCACGTGAGCGTGCLGGGL TGGAGGTCLGCGACGTGTACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGLCCGA
E T P E G P K I 6L I G S L SV Y ARUVIHKYPTFGTF¥Y¥ 11 ETUPVYU RIXUYVDOGV V S D
TCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATCGGCTCGC TG TCGETGTACGCGLGGGTCAACCCGTICGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGCAAGGTGGTCGACGECGTGGTT AGCG
E I VvV YL T A DETZEUDRUBEBEVYVY YV A QA NS PIDADGT RT FV E PP RVY LV RRIKAGEG
ACGAGATCGTGTACCTGACCGCCGACGAGGAGGACTGCCACGTGGTGGCACAGGCCAAT TCGCCGATCGATGCGGACGGTCGCTTCGTCGAGCCGCGCGTGC TG TCCGLTELAAGGLGG
EVEYUV'P S S EVDYHMDV S PRQHMM VSV ATAMNTIZPTFIULTETHTDDA AINZERA AL
GCGAGGTIGGAGTACGTGCLCTCGTCTGAGGTGGACTACATGGACGTCTCGCCCLGCCAGATGGTGTCGGTGGCCACCGCGATGATTCCCTTCCTGGAGCACGACGACGICAACCGTGLCT:
M G A NM QR QAV PL VE RS EAZPLUVGTGMETLTRAATIDAA.T S $ S QE 5
TCATGGGGGLAAACATGCAGCGCCAGGCGGTGCCGL IGGTCCGTAGCGAGGCCCCGL TG TGGGCACCGGGATGGAGCTGCGLGLGGCGATCGACGCGGCGACGTCGTCGTCGCAAGAAA
G VI EE V S A DY I T VM HDN NKGT RU RTYZ RMERIEKTPFARTGSUNUEBEBSGTT GCA AIUHNAOQC
GCGGCGTICATCGAGSAGGTGTCGGCCGACTACATCACTGTGATGCACGACAACGGCACCCGGCGTACCTACCGGATGCGCAAGTTTGCCCGGTCCAACCACGGCACTIGCGCCAACCAGT
P I V D A G DRV EAGO QUV I ADGTZ®PTCTDODGTEMALTGT KU HKILLUV A I M PWE
GLCCCATCGTGGACGCGGGCGACCGAGTCGAGGCCLGTCAGGTGATCGCCGACGGTCCCTIGTACTGACGACGGCGAGATGGCGCTGGGCAAGAACCTGCTGCGTGGCCATCATGLCGTGGEG
G H N Y E D A I I L S N RULV EEDUVILTSIIHBEIZEEHETIDA ARDTI KIULGATE
AGGGCCACAACTACGAGGACGCGATCATCCTIGTCCAACCGLCTGGTCGAAGAGGACGTGCTCACCTCCATCCACATCGAGGAGCATGAGATCGATGCTCGCGACALCAAGCTGGGTEEGG
E I T R D I P X I S p EV L ADUZLUDEURTGTIVR RIGAEV VTR RDGDTIULUVGI XK VT
AGGAGATCACCCGCGACATCCCGAACATCTCCGACGAGGTGCTCGCLGACCTGGATGAGCGGGGLATCGIGCGCATCGGTGCCGAGG TTCGLGACGGGGACATCC TGS ICGGCAAGGICA
P X G ET EL T PEEU RULILUZ RATITFGEIZKAREV VI ERDTSUL X VY P HEGTESGXV
CCCCGAAGGG TGAGACCGAGCTGACGCLGGAGGAGCGGCTGCTGCGTGCCATC T TCGGTGAGAAGGLCCGLGAGS TGCGCGACACT TCGCTGAAGGTGCCGCALGGLGAATCUGGLAAGG
I 6 I RV F S REDEDTETLUZPAGVYVNZETLUVHZ RVYU YV AQ KU RIKISDGT DI KTULAG
TGATCGGCATTICGGGTGTTTICCCGLGAGGACGAGGACGAGT TGCCGGUCGGTGTCAACGAGC TGGTGCGTGIGTATGTGGCTCAGAAACGC AAGATCTCCGACGG TGACAAGCTGELCS
R HG N K G VI G X I L PV EDMEPT FULADGTEPVDIILHNTIEHESGV VYU PRIBRMHN
GCCGGCACGGCAACAAGGGTGTGATCGGCAAGATCCTGCCGG TTGAGGACATGCCGTTCCTTGCCGACGGCACCCCGGTGGACATTATTTTGAACACCCACGGLGTGCCGCGACGGATGA
I G I L ET HL G W CAHSGWIX VD AAKXKGV Y PDUWAARYLUPTDETLTULTEAHE
ACATCGGCCAGATTTTGGAGACCCACCTOGGTIGGTGTGCCCACAGCGGC TGGAAGGTCGACGCCGLCAAGGGGGT TCCGGACTGGGCCGCCAGGC TGCCCGACGAACTGCTCGAGGLGL
A N A I V 8 T P V F D G A E A EL QG LLSCTULZPHNRDGTDUVL VD A D.G K
ATGCGAACGCCATTGTGTCGACGCLGGTGT TCGACGGCGCCCAGGAGGCCGAGC TGCAGGGCCTGTIGTCG TGCACGE TGCCCAACCGCGACGG TGACGTGC TGGTCGACGCCGACGGCA
A ML F DGIR S GEUPTFUPY PV IV G Y MY I M KULUHHLV D DX I HAURSTG
AGGCCATGCTCT ICGACGGGCGLAGCGGLGAGCLGTTCCCGTACCLGGTCACGG TTGGCTACATGTACATCATGAAGC TGCACCACC TGS TGGACGACAAGATCCACGCCEGLTCCACCG
P Y S M I T QQ PL GG X AQFGGQRTFGEMETECHWAMOGQA ATYSG A AYTULOQTE
GGCCGTACTCGATGATCQ;CCAGCAbLLuuIboucburAAbucULAGITCGGTGGCCAGCGGTICGGGuAGATGGAGTGCTGGGCCATGCAGGCCTAubuIuL1bcuxACAuLL1u»AGG
L L T I X D DTV GRUV KV Y EAI VXKGENTIU®PEU PG GTIUVPETSTFIXUVLULLZIXKE
AGCTIGTTGACCATCAAGTICCGATGACACCGTCGGCLGCGTCAAGGTGTACGAGGCGATCGTCAAGGGTGAGAACATCCCGGAGCCGGGCATCCCCGAGTCGT TCAAGGTGCTGCTCAAAG
L Q $ L C L NNV EV L S sSDGMAAUATIELRESGEDPEDILIEZRAAAUNIULTGT1IMHNNULS
AACTGCAGTCGCTIGTGCCTCAACGTCGAGG TGCTATCGAGTGACGGTGCGGCGATCGAACTGCOLGAAGG TGAGGACGAGGACCTGGAGCGGGLCGOGGTTAACCTGGGAATCAATCTGT
R N E S A S F E D L A * RBS VLDV K F F DEULZRTIUG L
CCCGCAACGAATCCGCAAGTTICGAGGATICTTIGCGTAAAGCTGTCGCAAAATTACTAAACCCGTTAGGAAAGGGAGTTACGTGCTCGACGTCAACTICTICGATGAACTCCGCATCGSTC
A T A E D @I R Q W S Y G EUV X X P ETTI®HYRTULIEXKU PEIXDTGTLV F¥CEIZX I V¥ G P
TIGCTACCGLGGAGGACATCAGGCAATGGTCCTATGGCGAGG TCAAAAAGCCGGAGACGATCAACTACCGCACGC T TAAGCCGGAGAAGGACGGCCTGTIICTGCGAGAAGATCTICGEGC
T R D W E C Y €C 6 XK Y X R VRTVFIEKGI I CERZ CGVYEUVTI RAIXTV YU RIU RTETRMGHE
CGACTCGCGACTGCGGAATGCTACTGCGGCAAGTACAAGC GGG TGCGCTICAAGGGCATCATC TGCGAGCGC TG GGLG TCGAGG TGACCCGCGCCAAGG TGCGTCG TGAGOGGATGGGEL
I E L A A PV T H I W Y TFXOG VP SURILGJ YU LULD UL AUPIEXKTDTULTETZ EKTITI Y F A A Y
AC;’;TCGAGCTTGCCGCGCCCGTCACCCACATCTGGTACTTCMGGGTGTGCCCTCGCGGCTGG\GTATCTGCTGGACCTGGCCCCGMGGACCT GGAGAAGATCATCTACTICGCTIGCCT
I T S vV p E E M4 R HNE L
ACGTGATCACCTCGGTCGACGAGGAGATGCGCCACAATGAGCTC
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Anexo 07 Alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminodcidos da subunidade 3
de M. tuberculosis com a de M. leprae, E. coli e cloroplastos de tabaco. O asterisco
indica os aminodcidos idénticos nas trés subunidades B bacterianas e o ponto indica

substituicdo de aminodcidos
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Anexo 08 Fluxograma das etapas do desenvolvimento do trabalho
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ABSTRACT

Mutations in a 69-bp region of the rpoB gene of Mycobacterium tuberculosis are
associated with rifampin resistance (Rif%). We have studied 100 M. tuberculosis isolates from
three States of Brazil, eighty-two of which were resistant to rifampin. A 157-bp fragmerit
containing the 69-bp region of the ropB gene was analyzed. A single-base sﬁbstitutign
occurred in 68 Rif® isolates. The amino acids changes most frequently ob‘scrved; in: poini
mutations were in codons 531, 526, and 516, with frequencies of 53’%, 20%, and 7%/,
respectively. Double-base substitution (in the same codon) occurred in 4 Rif® isolateé(S%);
Mutation in two separate codons occurred 4 times (5%), and mutations associated with
deletion were found in 2 isolates. One isolate had 4 codons deletion. Twenty-one different
kinds of mutations were identified in 82 Rif® isolates, six of which had not been reported
previously. We did not ﬁnd any mutation in the 69-bp region of three Rif® iéolatés. We did
not detect any mutation in the same region of eighteen rifampin sensitive isolates. We have
also analyzed 55 of these isolates by restriction fragment length polymorphism (RFLP) based
on IS6110. They revealed that in Brazil, multidrug resistant M. tuberculosis were comprised
of a diverse set of strains, and that, in some cases, strains with certain rpoB mutations were

associated with specific IS6110 RFLP profiles.
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization, 8 million cases of tuberculosis (TB)
occur each year, resulting in 3 million deaths (22). Strains of Mycobacterium tuberculosis
resistant to at least 2 drugs, such as rifampin and isoniazid are considered multidrug-resistant
(MDR-TB). These multidrug resistant strains arise by sequential acquisition of resistance
conferring mutations in several génes, as a consequence of antibiotic selection. This situatién
causes great concern worldwide because of the prolonged infectivity which increases thé risk

of transmission (1).

Rifampin is one of the most important chemotherapeutic agents used to combat
infections by M. tuberculosis and can be assumed to be a surrogate marker for MDR-TB (5
21). Resistance to this drug has been shown to be due to alteration of the target molecule, the
B subunit of RNA polymerase (10, 27). This putative rifampin resistance is associated with
mutations that occur within a highly conserved region of the rpoB gene, that encodes the {3-
subunit of RNA polymerase. The types of mutations include single nucleotide changes and

inframe deletions and insertions (16, 27, 33).

Although automated sequencing has been unambiguously applied to characterize
mutations associated with rifampin resistance, a number of other techniques such as PCR-
SSCP (6, 12, 28), dideoxy fingerprinting (6), heminested PCR (32), PCR heteroduplex
analysis (33), and line probe hybridization (4, 3, 23, 31) has been successfully applied to
detect the mutations. In the case of rifampin, the presence of mutations appears to be fully
predictive of resistance. However, this is not necessarily the case with other genes
associated with drug resistance, since mutations not associated with any significant change

in the phenotype also occur.
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In tkhis» v.‘stu'dy, we have usea DNA sequencing to characterizé mutatiéns in a
hypervariable region of the rpoB gene. We sequenced 82 rifampin resistant M. tuberculosis
isolates from three States of Brazil (Rio Grande do Sul — RS, S3o Paulo — SP, and Rio de
Janeiro -RJ). Some of the isolates were also characterized by examination of their 1S6110
restriction fragment length polymorphism (RFLP) patterns in o;der to verify possibl§

relationships among the isolates and rpoB mutations.
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MATERIALS AND METHODS

Isolates used. A total of 100 M. tuberculosis isolates from different States of Brazil
were analyzed by sequencing. From Rio Grande do Sul, 38 rifampin-resistant (Rif*) and 16
rifampin-sensitive (Rif%) clinical isolates were isolated in the Laboratério Central do Rio
Grande do Sul. From Rio de Janeiro, 26 samples were obtained from the Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga (25 RifY, and 1 Rif®). Twenty isolates were pr‘ovi,'ded‘ by
Instituto Adolfo Lutz and Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Araraquara, both 1n Sio

Paulo State (19 Rif® and 1 Rif). The samples were collected during the period 1996-1998.

Culture and susceptibility testing. Cultures were carried out on Ogawa medium.
Rifampin susceptibility was determined on Lowestein-Jensen medium by the proportional
method of Canetti et al. (2). The isolates were also tested for susceptibility to isoniazid,

ethambutol, pyrazinamide, and streptomycin by the same method (see Table 1).

Sample preparation and PCR. A loopful of bacteria was suspended in 500 pl of TE
(10 mM Tris, | mM EDTA, pH 8) and the DNA was extracted using CTAB as described
previously (30). The DNA (10 ul) extracted from the bacterial suspensions was used for
amplification of a 157-bp region of the rpoB gene from nucleotide 1846 to 2002 (GenBank
accession n° U12205) with primers TR9 (5’-TCGCCGCGATCAAGGAGT) and TR8 (5°-
TGCACGTCGCGGACCTCCA) by the protocol described by Telenti et al. (27). The PCR
mixture (50 pl) contained 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 3 mM MgCl, 200 uM
(each) dATP, dCTP, dGTP, and dTTP, primers (0.5 uM each), and 2.5 U of Tag DNA
Polymerase (Cenbiot). The reaction was subjected to a 3 min pre-PCR heating step at 95°C,

followed by 25 PCR cycles of 1 min each at 95, 65, and 72°C, and a final 4 min extension at
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72°C in a thermal cycler (MiniCycler™, M. J. Reser#ch >Inc.). In order to analyze the” PCR
product, 10 pl of the reaction solution were electrophoresed on a 1.5% agarose gel containing
0.5 pg/ml of ethidium bromide. The presence of a 157-bp band indicated a successful
amplification. Precautions to avoid false-positive results were ta}(en in every assay, as

described previously (13).

Nucleotide sequencing. Purified M. tuberculosis DNA from the clinical isélates and
reference strain H3;RV was used to produce a 157-bp fragment of rpoB gene by using the
primers and PCR conditions described above. The unincorporated nucleotides and primers
were separated from the amplified DNA using the MicroSpin™ Columns (Pharmaciba
Biotech). Sequencing was carried out with Thermo Sequenase Radiolabeled Termihatdr
Cycle Sequencing kit (Amersham) according to the manufacturer’s instructions.v For each
sample the sequence was examined twice in one direction, using as template the products of

two independent amplification reaction.

IS6110 Restriction Fragmentv Length Polymorphism (RFLP) Fingerprinting.
IS6110 RFLP typing was conducted by an internationally standardized method (30). Briefly,
chromosomal DNA was obtained from each isolate and digested with Pvull. The DNA
fragments were separated by electrophoresis, transferred to a nylon membrane, and
hybridized to a DNA probe corresponding to the right portion of IS6110. Hybridizing bands
were identified by enhanced chemiluminescence (Amersham), and the patterns were
compared visually and by using GelCompar computer software (Version 4.2, Applied Maths,

Kotrijk, Belgium). The isolates with indistinguishable RFLP patterns were classified as
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belonging to the same cluster and the isolates that differed by one or two bands was

considered to be genetically related (29).

Nucleotide sequence accession numbers. The new alleles found in this study have
been deposited in GenBank undef accession n° AF143771, AF146567, AF147030,

AF147031, AF147033, and AF147034.
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RESULTS
Mutations of rpoB gene in Rif* M. tuberculosis.

Rio Grande do Sul State. In this group DNA sequence analysis of 38 resistant
isolates revealed 9 different kinds of missense mutations within a 157-bp region of the 7poB
gene. All isolates had a single-point mutation, and the highest frequency of muﬁatioh"“fas
observed‘in the codon Ser-531 (55%). Point mutations in codons 526 (29%), 516 (8%), 511
(3%), and 522 (3%) were also observed (Table 2). We founkd no mutations’ i‘nVVthe“ 157-5p rpoB

segment sequenced from one Rif* isolate, and 16 Rif® isolates.

Sao Paulo State. Twenty M. tuberculosis isolates (19 Rif® and one Rifsj we#e
avaﬂable for DNA sequence analysis. No mutations were observed in the segment sequencgd
from the Rif® isolate, whereas single point mutations were detected in 18 of the isolates with
resistant phenotype. Seven different kinds of nucleotide substitution were r;evealjekd;in four
codons of rpoB gene. The mutations were located in codon 531 (58%), and in codon 526
(26%). Two samples had changes of two bases in the same codon. Mutations in codon 522
(5%) and 533 (5%), were also detected (Table 2). One M. tuberculosis isolate reported to
have the rifampin resistant phenotype contained no mutétion within the region of the rpoB

gene examined in this study.

Rio de Janeiro State. Evaluation of 26 M. iuberculosis isolates (25 Rif*, 1 Rif®) from
Rio de Janeiro State identified 10 mutations within a 157-bp region of the rpoB gene
affecting 12 amino acids in this region. Sixteen presented one point mutation in codons 531
(52%), 516 (8%), and 513 (4%), while one isolate (4%) had a 4~codon deletion (Tyr-515,
Leu-516, Val-517, 1eu-518), and another isolate contained a point mutation (Gln-513) and 3-
codon deletion (Lys-514, Tyr-515, Leu-516). Four Rif® isolates (16%) of M. mberculo&is

contained point mutations in two separate codons resulting in two amino acid substitutions
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for each iéoiate (Sér—513 and Phe-514; Leu-511 and Met-515; Ser-531 and His-526; Leu—S 11
and Asp-516). One isolate had point mutation in three separate codons (Leu-524, Tyr-525,
His-526) and one-codon deletion (Table 2). Another M. tuberculosis isolate reported to have
the rifampin resistant phenotype contained no mutations within the 157-bp region of the rpoB

gene examined in this study.

General Analysis. Twenty-one different types of mutations were identiﬁed in 82 leR
M. tuberculosis clinical isolates, six of which had not been reported before (‘Table 2) Most\ “of
them were single nucleotide mutations (81%) involving seven codons. Elevén isolates (13%)
exhibited more complex mutations. No silent substitutions were observed in the rpoB gene
region examined for any of the M. mberculosis isolates analyzed in this study. The codons
most frequently affected by point mutations were 531, 526, and 516, with frequencies -’of
54%, 21%, and 7%, respectively. Although codon 526 was the secbnd most affect::d, in Rif®
isolates from Rio de Janeiro no mutation was observed in this codon only. Nt; mutations wére
revealed in the rpoB segment sequenced from eighteen Rif® isolates. Three Rif® isolates (4%)
contained no mutations in this sequenced region, although these isolates were resistant to

rifampin by the proportional method.

RFLP analysis. Fifty-five M. tuberculosis isolates (50 rifampin-resistant and 5
rifampin-sensitive) were also studied by RFLP analysis with IS6110 as a hybridization probe.
The goal was to determine the degree of epidemiological independence and association
between rpoB mutation with IS6110 RFLP patterns. The number of IS6110 copies in the
isolates varied from 4 to 25 (average 11), and a total of 43 RFLP patterns was identified.
From these, 4 patterns were observed in 5 susceptible isolates and 39 in the 50 resistant
isolates. It was pc;ssiblc to observe in this work, that isolates with the same rpoB mutation can
have distinct RFLP patterns and that isolates with the same RFLP patterns can have distinct

rpoB mutations.
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Howéver, we ideﬁtiﬁed some isolétes showing the same RFLP patterr:;rhld the same
kind of mutation in the rpoB gene. Three different SP State isolates (PR15, PR10, and PR06)
had an IS6110 pattern arbitrarily designated type Q, and showed the same mutation in codon
531 (all from Instituto Adolfo Lutz). Other three isolates from RS (RS6562, RS6756, and
RS7083) and one from SP States (PR26) displayed a single RFLP péttern, which we called A
and had mutation in codon 531. However, in two isolates from RS State (RS6562 ahd
RS6756) a less frequent mutation (TCG-531-TGG) was observed. Five isolates frorri RS
State (RS7256, RS7453, RS7253, RS6577, and RS6965) showed the patterh D a}ld four bf

these had the same mutation in codon 531.

Among the isolates with mutation in codon 526, there were three from RS State that
showed the same RFLP pattern, designated D1. Other isolate also showed thé pattern D1, But
had mutation at codon 522 (TCG—TTG). The patterns D (9 bandsj and D1 (8 bands) were
clonally related, they shared 8 bands. The other strains analyzed did not“ present clus£er

patterns.

The strains from SP and RS States seemed to be genetically closer than the RJ State
strains. In the RJ group there were 19 isolates that were distributed into 19 RFLP patterns.
When we analyzed the isolates by State, we found that the RJ isolates had no cluster pattern,

while in the isolates from the other states clustering was feasible (Fig 1).
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DISCUSSION

Rifampin resistant or multidrug-resistant M. tuberculosis strains have become a
newly emerging problem. Rifampin resistance can be regarded as a possible marker of
multidrug resistance (12). The use of molecular biology-based techniques to detect Rif" is

more rapid and therefore of greater help to select adequate multidrug regimens and may

_contribute to minimizing the spread of drug-resistant strains (24).

In this study, we described several characteristic mutations in therrpvoB gene of M.
tuberculosis isolated in Brazil expanding the geographic area studied to date (3, 11,15,

19,35).

The presence of mutations in a restricted region of the rpoB gene has been found in
more than 96% of M. tuberculosis strains with various levels of rifampin*fcsistance‘(é, 11,
20, 27, 33). While more than 20 distinct missense mutations within the 69-bp. hypcrvar‘iable |
region of rpoB accouting for rifampin resistance in M. ruberculosis have been reported (17),
two of these mutations (Sers;;—Leu and Hissys—>Tyr) account'for 2 65% (61% in our study)
of rifampin resistance (11, 27, 28). These substitutions were considered important to the
acquisition of rifampin resistance, and it is clear that these two amino acids are critical sites

for this characteristic.

In our study we observed that 82% of the M. tuberculosis isolates with the Rif®
phenotype contained missense mutations which led to amino acids substitution at Serss;
(54%), Hissys (21%), and Aspsis (7%) residues. Similar mutations and frequencies of codon
substitution in RifX M. tuberculosis have been reported previously (11, 15, 24, 26, 27). Other
missense mutations, as well as deletions were found in 21% of the Rif* M. tuberculosis
strains. Another characteristic finding was the high frequency of double mutations occurring

in two separate codons (16%) in the Rio de Janeiro isolates. In the same group of isolates,
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two had a combination of point mutations with deletion of one or more codons
(CAA(GIns13)—»CAC(His), Del Lyssis, Tyrsis, and Leusis; TTG(Leuszs)—TGG(Trp),
AAC(Tyrs35)>CCC(Pro), CAC(Hissys)—»CAG(GIn), and Del Phes;;), and one isolate

contained deletion of four codons (Tyrs;s, Leuss, Vals;7, and Leu5 18)-

Isolates from RS and SP States showed some similarity in the mutation frequenCiés.
Only single missense mutations occurred, some in codon 526, others in 531. In thé laftér,
almost all showed the same kind of mutation, while the ones in codon 526 (16 isdlatés’ from
both States) showed eight different types of mutation. Samples from RJ State showed a wider
range of mutations including those within two codons simultaneously (4 cases), deletions
associated with point mutation in the same isolate (2 cases), and simple deletion of 12
nucleotides in one isolate. Some of the mutations observed in RJ isolates were not found in
other isolates analyzed in this work and in isolates from other published studies. Interestingly

no mutation only in codon 526 was observed in RJ isolates.

Sequence analysis identified no mutation in three of the isolates tested, although these
isolates were resistant to rifampin. Similar observation has been reported by others (11, 15,
27) and suggest that mutations located outside of the region of analysis can result in rifampin
resistance. Another possibility is that in these resistant strains, changes have occurred in
genes whose products participate in antibiotic permeation or metabolism (11). No silent:
mutations were observed in the sequenced region of rifampin-susceptible or —resistant M.

tuberculosis isolates in this analysis.

No association was found between particular mutations in the rpoB gene and drug
susceptibility patterns of multidrug-resistant M. tuberculosis isolates, supporting the view that
the mutations leading to rifampin resistance are independent events unrelated to these

mutations affecting the development of resistance to the others antibiotics tested (33).
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We have attempted to identify an association between Rif® mutations and the RFLP
patterns of the M. tuberculosis isolates tested in this study. The results showed that mutations
affecting the Serss;, Hisszg, and Argsi codons were found in several different RFLP patterns.
Drug-resistant M. tuberculosis isolates exhibiting the same RFLP patterns contained different
mutations in the rpoB gene, and most isolates with the same mutation exhibitgd diff¢r§nt
RFLP patterns. But, in some cases, mutations in the rpoB gene could be cérrclatéd with

RFLP profiles, indicating recently-acquired infection.

Population-based studies using molecular strain typing technique Eased on 136110
analysis for M, tuberculosis isolates enable new cases of TB to be more reliably claésiﬁed.
Specifically, a RFLP cluster pattern isolate is considered to represent a recently acquired
infection and a non-cluster isolate with a unique RFLP pattern is considered‘to represent TB
resulting from reactivation of infection acquired in the remote past (7, 18, 25). We Qbservéd
that 29% of all isolates analyzed had cluster RFLP patterns, suggesting TBtincider’ice frém
recent infection in the population. Two cluster, D and D1, were classified as genetically
related, because they had RFLP profile differing in only one band. However, no cluster

pattern was observed in the isolates from RJ.

In this study, we identified mutations in rifampin-resistant M. tuberculosis strains
from Brazil that were commonly found in strains from other parts of the world. We found six
news alleles, four of them in isolates from RJ. One possible explanation for this result could

be the fact that the rate of drug therapy abandon is very high in RJ State (8).

Genetic resistance in M. tuberculosis to RIF occur in a very low rate (1/ 10%) in drug-
free environments (9), suggesting that this kind of drug resistance is generally induced by
inappropriate therépy (1). In Brazil, according to WHO surveillance (34), acquired resistance
to RIF is around 6%. Acquired resistance could be explained by the emergence of new types

of mutations in isolates from both recent and reactivated infections. The most important
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factors that could contribute to acquired drug resistance are inadequate drug therapy and non

compliance by patients during the therapy (14).

The results presented in this work suggest that differences found in the isolates from
RJ compared to isolates from SP and RS, like the absence of mutation in codon 526, deletion
of one or more codons are due to differences in the chemotherapeutic treatment and therapy.

abandon among different states.

The implantation of Direct Observed Therapy System -~ DOTS, as ‘suggést‘e"d"by ;'
WHO, is urgent to avoid development of new resistant strains and dccreasé the transmission

of MDR strains, helping in control TB more effectively.
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TABLE 1. Resistance patterns of MDR M. tuberculosis isolates from Brazil

isolates®

Resistance”

RS7591°¢

(R) RMP

SP16, SP17, SP18, 8P24, SP26, SP27, 8P28, RJ30, RJ32, RJ38,
AS02, RS34, RS40, RSE562, RS6580, RSE756, RS6965, RS7084,
RS7208, RS7242, RS7365, RS7484, RS7506, RS7543, RS8029,
RS8142, RS8183, RS8187

(R) RMP, INH

SP22, SP23, SP25, RJ35, RJ53, RS28, RS36, RS6886, RS7753,
RS8117

(R) RMP, INH, SM

SP03, SP04, SPO6, SP07, SP10, SP11, SP15, RJ39, RJ50, RS6565,
RS8001

(R) RMP, INH, PZA

R857, RS6782, RS7180

(R) RMP, INH, BEM

SP08, RJ41, RJ48, RS6573

(R) RMP, INH, SM, PZA

RJ44, R57681

(R) RMP, INH, SM, BEM

SP13, RJ54, RS7704

(R) RMP, INH, PZA, ETH

R87253, R87256, RS7454

(R)RMP, INH, EMB, ETH

RJ49

(R) RMP, INH, SM, PZA, ETH

RS07

(R) RMP, INH, SM, EMB, ETH -

RJ37, RJ40, RJ51, RJS2

(R) RMP, INH, PZA, EMB, ETH

RdJ29, RJ31, RJ33, RJ34, RJ46, RJ47, RJ55

(R) RMP, INH, SM,PZA, EMB, ETH

isolates®

RJ386, RS5897, R86577, RS6569, RS6513, RS6514

(S) RMP, INH, SM, EMB, ETH

SP19

(R) INH (S) RMP, EMB, ETH

RS816, RS20, RS21, RS7619

(S) RMP, INH, PZA, BEM

RS7594

(R) INH (S) RMP, SM, EMB, ETH

RS6587, RS6676, RS6748

(S) RMP, INH, SM, PZA, EMB,

(S) RMP, INH, SM, PZA, EMB, ETH

RS61025
RS8124 (R) INH (S) RMP, SM, PZA, BEM, ETH
RS8135 (R) INH, PZA (S) RMP, SM, ,EMB", ETH

RS, isolates from RS State; RJ, isolates from RJ State; SP, isolates from SP State.

RMP, rifampin; INH, isoniazid; PZA, pyrazinamide; SM, streptomycin;

ethionamide; R, resistant; S, sensitive.
c. Isolate resistant only to rifampin.

d. TIsolates sensitive to rifampin.

EMB, ethambutol; ETH,
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TABLE 2. Mutations of the rpoB gene found in RifX M. muberculosis isolates from Brazil.

511 CTG(Leu) — CCG(Pro) 1 (1.2%)/RS
516 GAC(Asp) — GTC(Val) 5 (6.2%)/RS and RJ
TAC(Tyr) 1(1.2%)/RS

526 CAC(His) — CTC(Leu) 2 (2.4%)/RS

TAC(Tyr) 9 (11%)/RS
CGC(Arg) 2 (2.4%)/RS and SP-
TGC(Cys)® 2 (2.4%)/SP
GAC(Asp) 1 (1.2%)/SP

CTG(Leu)™® 1 (1.2%)/SP

533 CTG(Leu) — CCT(Pro)™© 1(1.2%)/SP

1R

531 and 526 TCG(Ser) >TTG(Leu) and 1(1.2%)/RJ
CAC(His) -TGC(Cys)

511 and 515 CTG(Leu) — CCG(Pro) and 1 (1.2%)/RJ
ATG(Met) — ATA(lle)®

(2R

nd-gel-A

{

513 and del 514,515, and 516 CAA(GIn) — CAC(His) and 1 (1.2%)/RJ
del TTC(Phe), ATG(Met), and
GAC(Asp)®

pe Dels15’ T3 ey s 1(1.2%)/RJ

a. Codon numbers correspond to the E. coli numbering system for the RNA polymerase B-
subunit. The mutated bases are shown in bold.

b. New mutations.

c¢. Double mutations in the same codon.

d. The Rif® isolates showing no mutation within the 69-bp hypervariable region (3/82) were
not included.
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FIG. 1. Schematic presentation of IS6110 RFLP patterns and dendogram of the
subcluster in rifampin-resistant M. tuberculosis strains isolated in RS, RJ, and SP states. All

strains showed mutation in codon 531,
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