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Resumo

A ocorréncia de tuberculose (TB) nas penitencidrias de muitos paises tem
sido descrita como um problema de saude publica, especialmente naqueles em fase
de desenvolvimento sécio-econémico. No Brasil, a dimenséo do problema € pouco
conhecida, entretanto a introducdo, em 2007, da informacé&o sobre a origem prisional
do caso de TB na ficha de notificacdo do SINAN aumentou a visibilidade do
problema e permitiu a primeira avaliacdo nacional. Em 2011, a populacao privada de
liberdade representou 0,2% da populagdo geral, porém contribuiu com 6,8% dos
casos de tuberculose notificados. Somada a alta endemicidade, também é
particularmente elevada a frequéncia de formas resistentes e multirresistentes,
relacionadas ao tratamento irregular e a deteccao tardia de casos de resisténcia.

Este trabalho teve como objetivo realizar um inquérito entre a populacao
privada de liberdade com sintomas respiratorios de tuberculose, a fim de estimar a
incidéncia da doencga, analisar o perfilde sensibilidade aos farmacose o
gendtipo dos isolados de Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis), em uma
penitenciaria, na cidade de Charqueadas, Rio Grande do Sul.

Foi aplicado um questionario de triagem entre os 1900 privados de liberdade
da penitenciaria, a fim de identificar os sintomaticos respiratérios (SR) que
apresentavam tosse por mais de trés semanas. Os SR identificados e que
concordaram em participar do estudo, responderam a questionario epidemioldgico,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido e forneceram duas amostras
de escarro em dias consecutivos para a realizacdo dos exames de baciloscopia,
cultura e teste de sensibilidade. Essas amostras também foram utilizadas para a
extracdo do DNA e aplicacdo da técnica de spoligotyping.

Com TB, foram identificados 72 pacientes (3,8%). Dezessete (23,6%) tiveram
pelo menos um episddio de TB anterior, e neste caso, foram considerados como
casos de retratamento. Assim sendo, a incidéncia de novos casos foi de 2,9%
(55/1900 habitantes), o que corresponde a 3789 casos de tuberculose por 100.000
habitantes.

Os testes de sensibilidade identificaram, entre os isolados testados,
resisténcia de 15% a pelo menos uma droga, dos quais 89% eram resistentes
apenas a isoniazida (INH) ou em combinacdo com outra droga. A classificacdo dos
gendtipos ap6s a analise por spoligotyping mostrou que 40% dos
isolados pertencem a familia LAM; 22% a familia T; 17,5% a familia Haarlem, 12,5%
a familia U; 3% a familia X. Os SITs mais frequentemente encontrados foram 729
(27%), 50 (9,5%), 42 (8%), 53 (8%) e 863 (8%). Ja relatados em outros estudos, 0s
SITs 729 e 863 podem ter relacdo com a situacdo de encarceramento. Além disso,
pelo numero elevado de gendtipos agrupados, podemos concluir que a TB nesta
populacdo especifica tenha sido causado principalmente, por linhagens que foram
transmitidas nos ultimos anos (transmissdo recente). Além do mais, foi possivel
identificar grupamentos especificos ndo relatados na populacdo em geral no mesmo
periodo e na mesma regiao.



Abstract

The occurrence of tuberculosis (TB) in prisons in many countries has been
described as a public health problem, especially in those in the process of socio-
economic development. In Brazil, the dimension of the problem is poorly understood,
however by introducing, in 2007, the information about the origin of the prison TB
case in the notification form from SINAN, increased the visibility to the issue and
allowed the first national evaluation. In 2011, the prison population represented 0.2%
of the general population, but contributed with 6.8% of reported cases of
tuberculosis. Added to the high endemicity it is also especially high the frequency of
multidrug resistant forms and related to the irregular treatment and late detection of
cases of resistance.

The objective of this work was to conduct a survey among prisoners with TB
respiratory symptoms in order to estimate the incidence of the disease, to analyze
the drug susceptibility profile and genotype the Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) isolates from a prison of Charqueada City, southern of Brazil.

A screening questionnaire was applied to 1900 persons deprived of freedom,
in order to identify patients with respiratory symptoms (RS) who had a cough for
more than three weeks. The identified patients with RS who agreed to participate in
the study answered an epidemiological questionnaire, signed a consent form and
provided two sputum samples in consecutive days for the examinations of
bacilloscopy, culture and sensitivity test. The samples were also used for DNA
extraction spoligotyping analysis.

Seventy-two patients (3.8%) were identified as TB positive. Seventeen
(23.6%) had at least one episode of TB, and in this case, were considered for
retreatment. Thus, the incidence of new cases was 2.9% (55/1900 inhabitants),
which corresponds to 3789 cases of tuberculosis per 100,000 inhabitants.

The sensitivity tests identified, among the isolates tested, 15% resistant to at
least one drug, of which 89% were resistant only to isoniazid (INH) or in combination
with another drug. The classification of genotypes after analysis by spoligotyping
showed that 40% of the isolates belong to the family LAM, 22% from family T; 17.5%
from family Haarlem, 12.5% from family U and 3% from family X. The SITs more
frequently found were 729 (27%) 50 (9.5%), 42 (8%), 53 (8%) and 863 (8%). Has
already reported in other studies, the SITs 729 and 863 may be related to the
situation of incarceration. In addition, with the large number of genotypes grouped,
we can conclude that this specific TB population was caused especially by strains
that were transmitted in recent years (recent transmission). Furthermore, it was
possible to identify specific clusters often not reported in the general population from
the same period and the same region.
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1. INTRODUCAO

1.1 Panorama geral

Embora a tuberculose esteja documentada h& séculos, continua a afligir a
humanidade, representando um grave problema de saude publica. A doenca tem
deixado em estado de alerta as autoridades de saude, no mundo todo. A situacao
torna-se mais alarmante entre as populacdes privadas de liberdade, as quais
apresentam indices de infec¢cdo mais elevados que a populacao geral e contribuem
para a disseminacdo da doenca além dos muros das penitenciarias.

A incidéncia elevada da tuberculose pode estar relacionada com as condi¢des
de confinamento, j& que € uma doenca causada por Mycobacterium tuberculosis
cuja transmisséao é principalmente nosocomial, tendo sua disseminacéo facilitada em
ambientes fechados, mal ventilados e com aglomeracdo de pessoas, situagcao
comum encontrada em grande parte dos presidios brasileiros (XAVIER, 2008).
Devido as condicbes precarias de grande parte das penitenciarias, o sistema
prisional brasileiro encontra-se em colapso devido a superlotacdo, aliada as
condi¢des insalubres de higiene, além da precariedade da assisténcia médica.
Essas séo as caracteristicas mais comuns encontradas por qguem cumpre medida
socioeducativa no pais (NOGUEIRA & ABRAHAO, 2009).

Mesmo sendo considerada como um grave problema de saude, pouco se
sabe sobre a real magnitude da tuberculose no sistema prisional, em decorréncia da
auséncia de programas especificos de vigilancia epidemiolégica nas unidades
prisionais, na maioria dos estados brasileiros.

A possibilidade da aplicacdo de técnicas de biologia molecular para deteccao
e identificacdo do M.tuberculosis entre a comunidade carceraria € de grande valia
para a prevencao e o controle da doenca, pois permite a obtencdo de informacdes
qgue seriam dificeis de serem obtidas por métodos laboratoriais convencionais e
rotineiros (SUPPLY et al., 2000, 2001).

1.2 Um breve histérico sobre a tuberculose
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Estima-se que a tuberculose exista desde a época que o0 homem comecou a
passar a condi¢cdo de bipede. Relatos evidenciam a existéncia de tuberculose em
0ssos humanos pré-historicos datados de 8.000 anos antes de Cristo. Documentos
antigos, hindus e chineses, ja descreviam quadros de uma doenca pulmonar muito
semelhante a tuberculose. Hipdcrates, na antiga Grécia, definiu a tuberculose como
doenca natural e por levar o individuo a consumpcéao ele a denominou de tisica (do
grego phthisikos). Na realidade, em muitos textos classicos, em varias culturas e
desde a antiguidade, aparecem descricdes que sugerem a presenca dessa
enfermidade. Grande parte dos médicos da antiguidade tinha a crenca que a
tuberculose era hereditaria. Mais tarde, Aristételes, Galeno e outros, chegaram a
conclusao que era uma enfermidade infeciosa e contagiosa (FARGA & CAMINERO,
2011).

A partir dos séculos XVII e XVIII e através de estudos de cadaveres,
observaram-se visceras que traziam aspectos de tubérculos, principalmente em
pulmbes de cadaveres acometidos pela tisica. A partir dessa época, a doenca
tornou-se mais estudada e ocorreu a distincdo da tuberculose de outras
enfermidades pulmonares (KRITSKI et al., 2000).

Apds uma sucessdo de relatos e com a evolucdo da ciéncia, em 1882, o
microbiologista alemédo Robert Koch identificou o agente etiol6gico da tuberculose,
denominando-o Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch (BK) (KAUFMANN,
2003), fato que lhe conferiu o Prémio Nobel em Medicina em 1905 (BLOOM &
MURRAY, 1992). Ainda em 1882, Paul Ehrlich propds um método de coloracdo do
bacilo da tuberculose ao descobrir que ele tinha a propriedade de resistir a
descoloracdo por uma solucdo de alcool-acido. O método de coloracdo foi
aperfeicoado por Franz Ziehl e Friedrich Neelsen, resultando no conhecido método
de coloracdo Ziehl-Neelsen (BECK, 2000), utilizado até os dias de hoje para o
diagndstico da tuberculose (BRASIL, 2001).

Em 1906, Albert Calmette e Camille Guérrin atenuaram a viruléncia de
linhagens de Mycobacterium bovis, para o desenvolvimento de uma vacina
(DANIEL, 2006). A vacina foi chamada de BCG (bacilo de Calmette-Guérin) e ainda
€ a Unica existente até hoje, amplamente utilizada para prevenir formas graves da

doencga em criancgas.
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No Brasil, a vacina BCG oral foi aplicada pela primeira vez em recém-
nascidos em 1927. Os avancos ndo pararam por ai. Com o descobrimento do raio X
por Roentgen, o0 diagnostico da tuberculose pulmonar foi simplificado
consideravelmente. A partir dali, ja se podia conhecer a extenséo da lesédo e seguir a
evolugcdo, além de evidenciar as temidas cavidades tuberculosas (FARGA &
CAMINERO, 2011).

A partir da década de 40 o Brasil iniciou a utlizagdo dos farmacos
antituberculose: estreptomicina (SM), a partir de 1948; acido paramino-salicilico
(PAS), a partir de 1949 e em 1952, a isoniazida (INH). A utilizacdo de esquemas
terapéuticos padronizados comecou efetivamente a partir da década de 60
inicialmente com duracéo de 18 meses (RUFFINO-NETTO, 2002).

As taxas de morbidade e mortalidade devido a tuberculose foram reduzidas
gradativamente durante o século XX, no mundo soOcioeconomicamente
desenvolvido, auxiliado por melhores praticas de saude publica, melhorias nas
condi¢cBes socioecondmicas e programas de imunizacdo com a vacina BCG, bem
como pelo desenvolvimento dos antimicrobianos na década de 50. Essas novas
tecnologias determinaram sensivel redu¢cao do numero de casos de tuberculose nos
paises economicamente desenvolvidos. Pensou-se que com o advento da
qguimioterapia a doenca desapareceria. No entanto, essas expectativas foram
frustradas, principalmente pelo surgimento da pandemia de aids, aumento das
populacées vulneraveis e migracdes derivadas das guerras, além do descuido dos
programas de controle da tuberculose. No final do século XX, a doenca eclodiu
novamente, sendo considerada pela OMS, em 1993, como uma doenca de
emergéncia global (TAYLOR et al., 2003; OMS, 1993).

1.3 Epidemiologia da tuberculose no mundo

Mundialmente a tuberculose continua sendo um grave problema de saude,
exigindo a criagcdo de diversas estratégias para seu controle.

Metas globais e indicadores para o controle da enfermidade foram

desenvolvidos na perspectiva das metas do milénio, objetivando-se reduzir pela
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metade, até 2015, a incidéncia e mortalidade em relacdo ao ano de 1990. Espera-se
também que, até 2050, a incidéncia de tuberculose ativa seja menor que 1 por
1.000.000, elimidando-a como um problema de saude publica (WHO, 2009).

Os casos de tuberculose vem diminuindo a cada ano. A taxa de queda entre
2010 e 2011 foi de 2,2%. A taxa de mortalidade diminuiu 41% desde 1990 e no
mundo esta a caminho de atingir a meta global de reducédo de 50% até 2015. As
taxas de incidéncia e mortalidade também estdo caindo em todas as regides, e
principalmente entre os 22 paises que concentram 80% da carga mundial da doenca
(WHO, 2012).

Apesar desses avancos, a carga global da doencga continua grande. Segundo
a OMS, a estimativa para 2011, € de 8,7 milhdes de novos casos de TB,
mundialmente equivalente a 125 casos por 100.000 habitantes; 13% desses casos
sdo coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, HIV (WHO, 2012).
Aproximadamente 1,4 milhGes de pessoas morreram em decorréncia da doenca,
incluindo quase um milhdo de mortes em individuos HIV negativos e 430 mil em
pacientes sorologicamente positivos para o HIV. Globalmente, 3,7% dos novos
casos e 20% dos casos tratados anteriormente sdo estimados para ter TB
multidrogaressistente (MDR) (WHO, 2012).

Geograficamente, o peso da doenca € maior na Asia (59%) e na Africa (26%).
india e China, juntos, respondem por quase 40% dos casos mundiais de
tuberculose. A regido Africana tem 24% dos casos mundiais, e as mais altas taxas
de casos e Obitos por habitante. Quase 80% dos casos de tuberculose entre
pessoas vivendo com HIV residem na Africa (WHO, 2012).

Declarando a tuberculose como emergéncia global, a OMS, em 1993, passou
a recomendar a estratégia Directly Observed Treatment Strategy (DOTS). Essa
estratégia consiste em um conjunto de boas praticas para o controle da tuberculose,
fundamentada em cinco eixos: compromisso politico e mobilizacdo social,
diagnéstico com qualidade, tratamento padronizado e diretamente observado,
fornecimento e gestdo eficaz de medicamentos, e fortalecimento do sistema de
monitoramento e avaliacdo (WHO, 2009).

Visando ao alcance das metas globais, em 2006, a OMS langou a Estratégia
STOP TB/OMS, que compreende seis componentes: expanséo e aperfeicoamento

da estratégia DOTS; tratamento da coinfeccdo TB/HIV, TB MDR e populagbes
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vulneraveis (populacdo privada de liberdade, populacdo em situacdo de rua,
abrigados, etc); fortalecimento do sistema de saude; envolvimento de todos os
provedores de saude; empoderamento dos portadores de tuberculose e
comunidades, e, por fim, a promocdo de pesquisas levando em consideracdo as
necessidades dos programas e o desenvolvimento de novos meios de diagnéstico,
medicamentos e vacinas (OMS, 2009).

Nos paises que adotaram as estratégias recomendadas pela OMS, entre
1995 e 2011, 51 milhGes de pessoas foram tratadas com sucesso para a
tuberculose, salvando 20 milhdes de vidas. Em 2010 (o mais recente ano para o
qual os dados sobre resultados de tratamento estao disponiveis), a taxa de sucesso
da terapéutica entre todos os casos diagnosticados foi de 85% e entre 0s pacientes
com TB pulmonar e com baciloscopia positiva (casos infeciosos), 87%. Melhorou
consideravelmente também a resposta ao tratamento ente 0os casos de resisténcia
aos medicamentos (WHO, 2012).

1.4 Epidemiologia da tuberculose no Brasil

Segundo a OMS, o Brasil ocupa o 17° lugar, dos 22 paises que concentram
aproximadamente 80% dos casos de tuberculose no mundo e a 222 posicdo em
relacdo ao coeficiente de incidéncia, prevaléncia e mortalidade (WHO, 2011).

Para 2011 foram estimados aproximadamente 83.000 novos casos de
tuberculose, com uma incidéncia de 42 casos por 100.000 habitantes. A taxa de
deteccdo da doenca estd em torno de 91% dos casos investigados. Essa € a maior
taxa de deteccdo entre os 22 paises com alta carga da doenca. Existe uma
tendéncia de queda da estimativa realizada pela OMS para o Brasil em relacédo a
taxa de incidéncia e mortalidade, a ultima estimada em 5,6 mil casos (2,9 casos por

100.000 habitantes), conforme as figuras abaixo.
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Estimated TB incidence rates, 22 high-burden countries, 1990-2011. Trends in estimated TB incidence rates
( | and estimated incidence rates of HIV-positive TR (red). Shaded areas represent uncertainty bands.
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Figura 1. Estimativa das taxas de incidéncia, entre os 22 paises de alta carga

Trends in estimated TB mortality rates 1990-2011 and forecast TB mortality rates 2012-2015, 22 high-
burden countries. Estimated TB mortality excludes TB deaths among HIV-positive people. Shaded areas represent
uncertainty bands. The horizontal dashed lines represent the Stop TB Partnership target of a 50% reduction in the
martality rate by 2015 compared with 1990. The other dashed lines show projections up to 2015.
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Figura 2: Tendéncias nas taxas de mortalidade de TB estimadas em 1990-
2011 e previsado de taxas de mortalidade de TB (2012 — 2015) nos 22 paises com
alta carga.

No ultimo relatério, ainda é possivel verificar que o Brasil esta entre os sete
paises com menor proporcao de cura dos casos baciliferos no grupo dos 22 paises
de alta carga, apresentando 74% de sucesso de tratamento em 2011. Assim como
Uganda as possiveis causas para essa ocorréncia € o elevado percentual de casos

sem informagé&o e em abandono de tratamento (WHO, 2012).

No entanto, apesar das estimativas da OMS, para o0 ano de 2011, serem de
83.000 mil novos casos, segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), foram notificados no Brasil 71 mil novos casos. Nos ultimos
vinte anos, o coeficiente de incidéncia do pais vem caindo em 0,6% ao ano, e em
2011 foi de 37,1 casos por 100 mil habitantes, bem proximo as estimativas da OMS
(BRASIL, 2012; WHO, 2012). Setenta por cento dos casos (70%) estao
concentrados em 315 municipios do pais. A regido Sudeste concentra 44,6% dos
casos novos baciliferos, seguido pelas regides nordeste (27,9%), sul (12,1%), norte

(11%) e centro-oeste (4,3%). Em relacdo a taxa de incidéncia, os estados do Rio de
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Janeiro (RJ), Amazonas (AM), Para (PA), Pernambuco (PE), Acre (AC) e Rio Grande
do Sul (RS) concentram as maiores taxas de incidéncia do pais, respectivamente
(BRASIL, 2012).

No Brasil, a doenca atinge mais homens (66,5%) que mulheres (33,5%), com
incidéncia de 49,1 casos por 100.000 habitantes entre os homens e 24,2 casos por
100.000 habitantes entre as mulheres. Em relacdo a faixa etaria, 47,1% dos
pacientes tém entre 35 a 64 anos e 40,2% entre 15 a 34 anos, idades de pessoas
economicamente ativas. Um total de 60,4% tem escolaridade inferior a oito (8) anos
de estudo. Quanto a etnia, essas pessoas se definem como: preta/parda em 59,8%
dos casos, seguido por 37,9% branca e 2,2%da etnia amarela/indigena (BRASIL,
2012).

Com o objetivo de intensificar as acbes voltadas para o controle da
tuberculose pela esfera nacional, em 2009, o Ministério da Saude (MS), por meio do
Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT), estabeleceu novos critérios
para priorizacdo de municipios no controle da tuberculose no Brasil. Os critérios
utilizados anteriormente foram revistos e atualizados, tendo como foco principal o
alcance das metas de desenvolvimento do milénio relacionadas a tuberculose. A
meta pactuada para 2015 é reduzir em 50% a taxa de incidéncia e mortalidade da
tuberculose, em relagéo a 1990.

Os critérios atuais levam em consideracao as seguintes caracteristicas:

1 - Capitais;

2 - Municipios com populacéo igualou maior que 100.000 habitantes;

3 - Taxa de incidéncia (todas as formas) superior a 80% da taxa nacional (32 casos
novos por 100.000 habitantes) segundo dados do Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (Sinan) em 2007;

4 - Taxa de mortalidade por tuberculose superior a taxa nacional (2,5 6bitos por
100.000habitantes) segundo dados do Sistema de Informacdo sobre Mortalidade
(SIM) em 2007.

Atualmente, 181 municipios estdo incluidos na lista de prioritarios para o
PNCT, visto que atendem a um dos requisitos apresentados acima. A regido
Sudeste apresenta o maior volume de municipios considerados prioritarios, seguida
pela regido Nordeste e Sul. Os estados de S&o Paulo e Rio de Janeiro abrangem

76,5% dos municipios prioritarios da regido sudeste. Na regido Nordeste o maior
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volume esta no estado da Bahia e para a regido sul, no Rio Grande do Sul. Para o
Norte do pais, 0 maior quantitativo est4 no estado do Par& e na regido centro-oeste,
no Mato Grosso do Sul.

Apesar dos avancos da descentralizacdo das acdes de tuberculose para as
equipes da estratégia Saude da Familia, e a recomendacdo pelo PNCT da
realizacdo do tratamento diretamente observado (TDO), ainda existe um coeficiente
de 10,9% de abandono do tratamento. Apesar de curavel, infelizmente ainda vao a
Obito, por tuberculose, aproximadamente 4,6 mil pessoas ao ano e em sua grande
maioria essas mortes acontecem nas regibes metropolitanas e em unidades
hospitalares, evidenciando a lacuna ainda existente entre a atencdo priméria e o
paciente. Segundo o Sistema de Informacdes sobre Morte (SIM), a tuberculose é a
guarta causa de morte por doencas infecciosas e a primeira causa entre 0s
pacientes que vivem com aids (BRASIL, 2011; BRASIL, 2012).

1.5 Epidemiologia da tuberculose no Rio Grande do Sul
No Rio Grande do Sul 15 municipios se destacam como prioritarios para o
Ministério da Saude, como pode ser visualizado na figura 3 a seguir.

Taxa de incidéncia de tuberculose por municipios prioritarios. Rio
por 100mil hab. Grande do Sul, 2011.
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Figura 3: Taxa de Incidéncia de tuberculose por municipios prioritdrios no Rio
Grande do Sul em 2011. Fonte: Brasil, 2012

O Estado, a partir dos dados de 2011, € o sexto estado em namero de casos,
com incidéncia de 45,9 casos por 100.000 habitantes. Apesar de esforcos dos
orgdos competentes, a taxa de incidéncia no estado vem se mantendo estavel,
desde o ano de 2001 (Brasil, 2012).

No Brasil, a taxa média de incidéncia de casos por tuberculose entre as 27
unidades federadas € de 37,1 casos por 100.000 habitantes. O objetivo do milénio
pactuado, é que até o ano de 2015, o numero de casos caia para 25,8 por 100.000
habitantes (BRASIL, 2012).

Avaliando a situacdo da tuberculose no Rio Grande do Sul, nos ultimos dez
anos, verifica-se um aumento no abandono de tratamento, atingindo picos de até
12,1% dos casos em 2010. No ano de 2011, a taxa de abandono fechou em 9,1%
dos casos novos diagnosticados. Consequentemente, devido as altas taxas de
abandono de tratamento, caem drasticamente as taxas de cura no estado. O ano de
2011, a taxa de cura do Rio Grande do Sul fechou em 31,9% dos casos, muito
aguém da meta preconizada pela OMS, que é de curar 85% dos casos
diagnosticados (BRASIL, 2012).

O municipio de Porto Alegre é lider no ranking de incidéncia quando
avaliamos as capitais das 27 UFs, com 108,6 casos por 100.000 habitantes, quase o
triplo da média nacional (37,1 casos por 100.000 habitantes). Quando avaliamos as
taxas de coinfeccdo TB/HIV na capital galcha, a situacdo torna-se alarmante — o
percentual de casos novos de tuberculose em pacientes com aids chega a
aproximadamente 25% (BRASIL, 2012).

Porto Alegre vem extrapolando ha alguns anos as metas de controle da
tuberculose preconizadas no pais. E a segunda capital do pais com maior indice de
abandono de tratamento, com um indice de 17,3% em 2011, trés vezes superior as
metas nacionais (5%). A capital gaucha teve uma queda drastica na taxa de cura, e
fechou o0 ano de 2011 com apenas 28,2% de cura entre os casos diagnosticados -

bastante inferior a meta pactuada (85%). O numero de mortes também sofreu um
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incremento de 1% em trés anos, saindo da média nacional (2,5%) e atingindo 3,5%
(BRASIL, 2012).

Ainda sem tanta visibilidade nacional, mas de extrema importancia, ao avaliar
os dados de duas cidades gauchas, elas se sobressaem a Porto Alegre - sdo o0s
municipios de Alvorada e Chargueadas. Alvorada € um dos municipios prioritarios
no Rio Grande do Sul para o controle da tuberculose. A incidéncia em 2011 fechou
em 115 casos de tuberculose por 100.000 habitantes, aproximadamente trés vezes
a média nacional. Ja Charqueadas, que ndo é considerado municipio prioritario, em
2010 atingiu 311,4 casos por 100.000 habitantes, quase trés vezes a média da
capital gaucha e oito vezes a média nacional de incidéncia, nesse pequeno
municipio de 30 mil habitantes (BRASIL, 2011; BRASIL, 2012).

1.6 Agente etiologico da tuberculose

M. tuberculosis é o principal agente etioldgico causador da tuberculose em
humanos. E um dos componentes do complexo M. tuberculosis, juntamente com
outros membros: Mycobacteriun bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium
icroti, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii, Mycobacterium caprae e
Mycobacterium pinnipedii. A enfermidade causada por M. tuberculosis é a mais
importante no ponto de vista sanitario, pois causa a grande maioria dos quadros
patolégicos em humanos. Os membros do complexo sdo identificados e
diferenciados um dos outros com base nas caracteristicas moleculares, fisioldgicas,
bioguimicas e de crescimento (ARANAZET et al., 1999; FARGA & CAMINERO,
2011; CATALDI & ROMANO, 2007). Esse grupo de bactérias € geneticamente muito
relacionado, o que dificulta a sua diferenciacdo por métodos de identificacdo
convencionais. Essa relacdo taxonémica muito préxima também é refletida no seu
alto grau de conservacao evolutiva, sendo que a homologia em suas sequéncias de
DNA é de quase 100% (VAN EMBDEN et al., 1992).

As micobactérias pertencem a ordem dos Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. As bactérias que compde esse género,
apesar de serem diferentes em relagdo a morfologia das colbnias e as propriedades

bioguimicas, possuem caracteristicas taxondmicas comuns, como presenca de
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acidos micdlicos de alto peso molecular (60 a 90 carbonos) em sua parede celular,
acido desoxirribonucléico (DNA) com 61% a 71% de teor de guanina e citosina
(G+C), e sao consideradas bacilo alcool-acido resistentes (BAAR) quando expostas
a coloracédo tintorial pelo método de Ziehl-Neelsen (GOODFELLOW & MAGEE,
1998).

A parede celular bem desenvolvida contém peptidoglicano covalentemente
ligado a um polissacarideo ramificado, o arabinogalactano, cujas extremidades sao
esterificadas com acidos graxos de alto peso molecular, os acidos micalicos,
conferindo importante barreira lipidica e impedindo a coloracdo pelo método Gram
(BLACK, 2002). Essa barreira é responsavel por muitas das caracteristicas
fisiolégicas M. tuberculosis, incluindo resisténcia aos antibiéticos e mecanismos de
defesa do hospedeiro. A composicdo e quantidade dos componentes da parede
celular afeta as taxas de crescimento e viruléncia da bactéria (BARRERA, 2007).
Sob condi¢des laboratoriais favoraveis, M. tuberculosis se divide de 12 a 24 horas.
Esse tempo é extremamente lento quando comparado a maioria das bactérias, que
se duplica em intervalos regulares que vao de 15 minutos a uma hora (BARRERA,
2007). O crescimento lento do bacilo tem um importante significado clinico, pois é
um dos fatores que condiciona a evolucao cronica da doenca (KRITSKI et al., 2005).

O genoma da linhagem H37Rv do M. tuberculosis foi completamente
sequenciado em 1998. Sua andlise mostrou que o DNA desse organismo é
composto de 4.411.529 pb, contém em torno de 4.000 genes e contetdo de guanina
(G) + Citosina (C) de 65,5% (COLEet al., 1998). Uma reavaliacdo completa desse
genoma foi apresentada quatro anos apés e foram incluidos 82 novos genes, e 0
tamanho da sequéncia passou a ser 4.411.532 pb (CAMUS et al., 2002).
Aparentemente, a maior parte da recombinacdo génica ocorre por meio de
transposons, que sdo elementos inerentemente instaveis e tém o potencial de
causar muitos tipos de rearranjos tais como transposi¢cdo, delecdo, inversdo e
duplicacdo. Os transposons mais simples sdo as sequéncias de insercdo (ISs) e
mais de 14 tipos diferentes dessas sequéncias ja foram identificadas no genoma do
bacilo. As sequéncias de insercdo sdo geradoras de polimorfismo genético e,
portanto, sdo frequentemente utilizadas para discriminar cepas (COLE et al., 1998;
MOSTROM et al., 2002).
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Outra caracteristica importante no genoma de M. tuberculosis € a presenca
de genes de sintese e degradacdo de quase todos os tipos de lipidios, de &cidos
graxos simples a moléculas complexas, como os acidos micélicos. Tal caracteristica
pode estar relacionada a sua habilidade de crescimento nos tecidos do hospedeiro
(SMITH, 2003).

O bacilo tem a capacidade de entrar em periodos de laténcia com uma
atividade metabdlica limitada, dificultando a acdo dos antimicrobianos utilizados
durante o tratamento, contribuindo para a natureza cronica da doenca e impondo um
regime de tratamento mais longo. Além disso, existem, numa mesma infeccao,
populacdes de bacilos de comportamentos diferentes em funcdo de sua localizagéao
e atividade. Assim, os bacilos presentes nas cavidades pulmonares multiplicam-se
de forma ativa em um ambiente aerdbio; os bacilos do interior dos macréfagos o
fazem em um ambiente microaerofilico, que induz a laténcia, e os bacilos que se
encontram no interior da lesdo caseosa tém, ocasionalmente, um ciclo replicativo.
Por outro lado, M. tuberculosis pode multiplicar-se nos tecidos, onde a penetracao
dos antimicrobianos é mais simples, porém é mais dificultosa no material caseoso.
Os antimicrobianos apresentam um perfil de atividade diferenciado frente a cada
uma dessas localizacbes e populacbes, e é necessario assegurar-se de que o
tratamento prescrito seja ativo contra todas essas possibilidades acima descritas
(COLL, 2003).

Em condicdes desfavoraveis, como a diminuicdo de oxigénio e pH, o bacilo
pode permanecer em estado de dorméncia, no qual se torna quiescente, sem
infectar os tecidos. Isso pode ser resultado da acdo de mediadores celulares da
resposta imune que podem conter, mas nao erradicar a infeccdo. Porém, quando a
imunidade diminui, as bactérias dormentes reativam-se, causando a deflagracao da
doenca, mesmo décadas ap0s a infecgdo inicial (COLE, 1998). Tal propriedade tem
um importante significado clinico, j& que a tuberculose frequentemente representa a
reativacdo de uma infeccdo antiga ocorrida ha varios anos (CHAN &KAUFMANN,
1994). Segundo Farga & Caminero (2011), essa laténcia pode ser um dos principais
condicionantes da manutencao da endemia, pois se torna dificil realizar intervencdes
prévias em “reservatorios” de infectados sadios. A pessoa infectada, sem sintomas e

anormalidades nédo é facilmente identificada.
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1.7 Caracteristicas gerais da tuberculose

A tuberculose pode acometer uma série de 6rgdos e/ou sistemas. A
apresentacao da tuberculose na forma pulmonar, além de ser mais frequente, é
também a mais relevante para a saude publica, especialmente a bacilifera, pois é a
responsavel pela manutencgéo da cadeia de transmisséo do bacilo.

Em aproximadamente 85% dos casos de tuberculose, o sitio envolvido é o
pulm&o, 6rgdo com maior ventilacdo e oxigénio. Em 15% dos casos restantes, pode-
se encontra-la em outro érgédo, (tuberculose extrapulmonar) ou envolvendo ambos
0s sitios pulmonar e ndo pulmonar (HOPEWEL, 1994; FARGA & CAMINERO, 2011).
Essa distribuicdo € alterada em pacientes com aids, nos quais € relativamente
maior o numero de casos de tuberculose extrapulmonar (BLOOM, 1994).

Como a tuberculose é normalmente adquirida por inalagcdo do bacilo, a
localizacdo inicial € no pulmdo. A tuberculose pulmonar pode apresentar-se de
forma priméria, pos-primaria (ou secundaria) ou miliar. A tuberculose primaria é mais
comum em criancas, a pos-primaria ocorre em todas as idades, mas € mais comum
ser identificada em adolescentes e adultos jovens. Ja a tuberculose miliar recebe
essa denominac&o vinculada devido ao aspecto radioldgico pulmonar. E uma forma
grave da doenca e em 1% dos casos ocorre em pacientes HIV negativos, e em até
10% dos casos em pacientes HIV positivos, em fase avancada de imunossupressao
(BRASIL, 2011).

A apresentacao clinica classica da doenca é a aguda, mais comum em
criancas e em adultos jovens. Os sintomas gerais da tuberculose pulmonar, além da
tosse acompanhada de expectoracdo mucopurulenta e/ou hemoptoica (em
pacientes ndo imunodeprimidos), sdo febre, sudorese, perda ponderal, anorexia,
adinamia e pode as vezes apresentar dor toracica (KRITSKI et al., 2000). Nao
raramente, a tuberculose manifesta-se sob diferentes apresentacdes clinicas que
podem estar relacionadas com o 6rgdo acometido. Dessa forma, outros sinais e
sintomas, além da tosse, podem ocorrer e devem ser valorizados na investigacao
diagnostica (CONDE& MUZY DE SOUZA, 2009; KRITSKI& MELO, 2007).

Nos casos de tuberculose extrapulmonar, entre 0s pacientes nao
imunodeprimidos, 0s sinais e sintomas dependerdo do 6rgdo afetado. As
localizagbes mais frequentes sao: pleura, linfonodos, sistema nervoso central, rins e

7

0ssos. Na tuberculose miliar, que é a forma mais grave da doenca, ocorre uma
26



disseminagdo hematogénica de um grande numero de bacilos resultando em lesfes
granulomatosas por todo o organismo, podendo ser fatal se n&o tratada
adequadamente (BLOOM, 1994). Esse tipo de tuberculose apresenta maiores
problemas no diagnostico que a tuberculose pulmonar, pois envolve sitios,
relativamente inacessiveis e, pela natureza destes, pequenas quantidades de
bacilos presentes podem causar sérios danos ao individuo infectado. O pequeno
namero de bacilos presentes na amostra clinica acarreta maior dificuldade da
identificacdo bacteriologica e os procedimentos invasivos sdo frequentemente,

requeridos para estabelecer o diagnostico (KRITSKI et al., 2000).

1.8 Forma de transmissao

A transmissao de M. tuberculosis acontece por via respiratéria, pela inalacéo
de aerossois produzidos pela tosse, fala ou espirro de um doente com tuberculose
pulmonar ativa de vias aéreas, salvo rarissimas excec¢fes. Sao eliminadas pequenas
goticulas que podem permanecer em suspensdo por minutos ou horas apls a
expectoracdo. Apenas os nucleos de Wells (nucleos secos) contendo de um a dois
bacilos em suspensdo podem atingir os bronquiolos e alvéolos, onde séo
fagocitados pelos macréfagos alveolares, podendo dar inicio a sua multiplicacéo
(Brasil, 2005; Brasil, 2011).

A transmissdo depende do numero de bacilos nas goticulas; viruléncia dos
bacilos; exposicdo destes a luz ultravioleta (UV); grau de ventilacdo e formacéo de
aerossoéis. A entrada da micobactéria nos pulmdes leva a infeccdo do sistema
respiratério, podendo o bacilo se disseminar para outros 6rgaos, como por exemplo,
ganglios, pleura, 0ssos ou meninges, e assim causar a tuberculose extrapulmonar.
Essas goticulas eliminadas pelo doente pulmonar bacilifero sdo estaveis e podem
permanecer em suspensao por varias horas até atingir os alvéolos pulmonares e se
multiplicarem. As goticulas mais pesadas caem no solo, ndo formam aerossois e ndo
sao fontes de infeccdo (Brasil, 2011).

Segundo alguns autores, um paciente pulmonar bacilifero, se ndo tratado,
pode infectar de 10 a 15 pessoas por ano. Estima-se que um terco da populagéao
mundial esteja infectado pelo bacilo da tuberculose, mas apenas 2 a 5% destas
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pessoas desenvolverdo a doenca dentro de dois anos. Nos demais casos, o bacilo
fica em estado de dorméncia e pode ser reativado muitos anos apos a infecgéo, ou
até mesmo jamais se manifestar (BATES, 1980; ATS, 2000; KRITSKI et al., 2005).

A evolucéo para a doenca depende de multiplos fatores relacionados com o
microrganismo (viruléncia) e com o hospedeiro (imunidade, fatores genéticos e
existéncia de outras doencas) (SMITH &MOSS, 1994; BLOOM, 1994).

A descoberta precoce dos doentes baciliferos, entre os sintomaticos
respiratorios e outros grupos de risco, somada a introdu¢cdo de um tratamento
antimicrobiano eficaz, além de curar o doente, reduz a capacidade de transmissao
da doenca e consequentemente quebra a cadeia epidemioldgica da mesma (ATS,
2000; TRUJILLO & KRITSKI, 2000).

1.9 Coinfecc¢éao tuberculose-HIV

O advento da epidemia de aids tem acarretado aumento significativo de
tuberculose pulmonar com baciloscopia negativa e formas extrapulmonares, nos
paises endémicos para tuberculose. Embora sejam menos infectantes que os
pacientes com baciloscopia positiva, esses pacientes, em geral, sdo mais
imunocomprometidos, apresentam mais reacdes adversas aos medicamentos e tém
maiores taxas de mortalidade agravadas pelo diagnéstico tardio dessas formas.
Entre os pacientes HIV positivos em fase avancada de comprometimento
imunolégico, existe maior ocorréncia de tuberculose extrapulmonar disseminada,
com apresentacdo radiologica atipica e maior ocorréncia de micobactérias néo
tuberculosas, fatores que também dificultam o diagnéstico (KRITSKI et al., 2005;
PICON et al.,2007a; de CARVALHO et al., 2008). Segundo a OMS, no mundo
morrem em torno de 430 mil pessoas coinfectadas pela tuberculose e pelo HIV
(WHO, 2012). No Brasil, a tuberculose é a primeira causa de morte em pacientes
com aids (BRASIL, 2012). Isso pode ser explicado pela deficiéncia do sistema imune
dos pacientes com aids, que nao consegue limitar a multiplicagcdo deM. tuberculosis,
0 que ocorre normalmente nos estagios iniciais da infec¢do e em pacientes sadios.

A habilidade do HIV em infectar e debilitar os linfécitos T deixa o organismo
susceptivel as infecgbes oportunistas. Devido ao declinio dos linfocitos T e a

insuficiéncia de fatores ativadores, os macréfagos tornam-se impotentes em suas
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funcbes e os bacilos passam a se disseminar, atraves do sistema linfatico, aos
linfonodos (complexo primario) e entdo, atingindo a corrente sanguinea, chegam a
sitios mais distantes (WHO, 2008; WAHL et al., 1999).

A infeccdo por HIV exerce grande influéncia no curso natural da tuberculose.
Individuos com infeccéo latente por M. tuberculosis que contraem HIV tém um risco
de desenvolver tuberculose a uma taxa de 7 a 10% por ano, comparado a
aproximadamente 8% ao longo da vida em individuos néo infectados pelo virus. Ja,
nos pacientes com HIV que recentemente foram infectados com M. tuberculosis, a
taxa de progressao para doenga ativa € superior a 35% nos primeiros seis meses,
comparada a 2 a 5% nos primeiros dois anos entre os individuos soronegativos
(DALEY et al., 1992; SEPKOWITZ et al., 1995).

Na maior parte dos paises, inclusive no Brasil, a soropositividade para o HIV é
descoberta durante a realizagdo de exames de rotina para diagndéstico da
tuberculose. Embora no Brasil a oferta de testagem seja de aproximadamente 70%
dos casos, apenas 50% desses pacientes tém acesso ao resultado no momento
oportuno. Portanto, urge a implantacdo de programas especificos que permitam
reduzir a carga de ambas as doencas, baseados em rede de atencédo integral, agil e
resolutiva, com oferta de teste de HIV a 100% dos pacientes com tuberculose e
acesso imediato ao tratamento antirretroviral. Em contrapartida, os servi¢os de aids
devem ofertar a todos 0s seus pacientes a prova tuberculinica e o tratamento da
infeccdo latente quando oportuno, além de investigar tuberculose ativa em pacientes

com manifestagdes clinicas sugestivas (BRASIL, 2011).

1.10 Tratamento

A BCG, vacina disponivel atualmente, é indicada principalmente para prevenir
as formas severas da tuberculose (miliar e meningea) em criancas e ndo apresenta
eficacia para reduzir o numero de casos de infec¢cdes pulmonares em adultos
(STYLBO & MEIJER, 1976). Como a vacina apresenta baixa eficacia para evitar a
enfermidade, o correto tratamento assume o duplo papel de curar o enfermo e evitar
a transmissao do bacilo (PETRINI & HOFFNER, 1999).

No Brasil, o tratamento para tuberculose é feito, obrigatoriamente, na rede

publica de saude e os farmacos séo fornecidos gratuitamente pelo Ministério da
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Saude (BRASIL, 2002). Com a utilizacdo dos tuberculostaticos estreptomicina (SM),
acido p-aminossalicilico (PAS) e isoniazida (INH) a partir da década de 40, houve
diminuicdo da mortalidade por tuberculose. Esquemas terapéuticos mundialmente
padronizados e readaptados aos dias de hoje comecaram a ser utilizados a partir da
década de 60. Desde 1979, o Brasil utilizava como tratamento quimioterapico um
esquema de primeira linha, chamado “esquema 1” (E-1) ou RHZ de curta duracéo,
composto de rifampicina (RMP), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) por dois
meses, seguidos RMP e INH por quatro meses. O E-1 era indicado para todas as
formas de tuberculose sem uso prévio de medicacédo e para o retratamento apds alta
por cura (minimo de cinco anos). O esquema | era reforcado por etambutol
(2RHZE/4RHE) para os casos de retratamento apdés abandono. Ja, os esquemas Il
(2RHZ/7RH) e Il (3SZEEt/9EELt) eram utilizados para tratar a forma de tuberculose
meningoencefélica e faléncias de tratamento, respectivamente (BRASIL, 2002).

No entanto, com base nos resultados preliminares do Il Inquérito Nacional de
Resisténcia aos Medicamentos Antituberculose, o qual indicou aumento da
resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%), em 2009, o Programa
Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Saude (PNCT/MS), introduziu
o etambutol como quarto farmaco na fase intensiva de tratamento (dois primeiros
meses) do esquema basico (esquema 1). A apresentacdo farmacoldgica desse
esquema passou a ser em comprimidos de doses fixas combinadas dos quatro
medicamentos (RHZE, ou seja, R = rifampicina, H = isoniazida, Z = pirazinamida e E
= etambutol), nas seguintes dosagens: R - 150mg, H - 75mg, Z - 400mg e E -
275mg. Essa recomendacao e a apresentacdo farmacoldgica sdo as preconizadas
pela OMS e ja utilizadas na maioria dos paises, para adultos e adolescentes. Para
as criancas (abaixo de 10 anos) permanece a recomendacdo do esquema RHZ
(BRASIL, 2011).

Outras mudancas no sistema de tratamento da tuberculose foram a extingao
do esquema | reforcado e do esquema Ill, porque em todos os casos de
retratamento a cultura deve ser solicitada. Além disso, deve ser solicitada a
identificacdo do M. tuberculosis e a realizagao de teste de sensibilidade, iniciando-se
o tratamento com o esquema basico até o resultado desses exames. Os casos que
evoluem para faléncia do tratamento devem ser criteriosamente avaliados quanto ao

histérico terapéutico, adeséo a tratamentos anteriores e comprovacgao de resisténcia
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aos medicamentos. Tais casos receberdo o0 esquema padronizado para
multirresisténcia ou esquemas especiais individualizados, segundo a combinacéao de

resisténcias apresentada pelo teste de sensibilidade (BRASIL, 2011).

1.11 Resisténcia as drogas antituberculose

Existem trés tipos principais de resisténcia do M. tuberculosis frente as drogas
antituberculose: a natural, a adquirida ou secundaria, e a primaria. A primeira existe
de forma espontanea entre a populacao bacilar, no processo de multiplicacdo do
bacilo (mutacéo genética), a segunda aparece em pacientes com histéria prévia de
tratamento anterior (incorreta administracdo da quimioterapia) e a terceira, pode
aparecer em pacientes nunca antes tratados, infectados por cepas com resisténcia
adquirida (FARGA & CAMINERO, 2011; BRASIL, 2011; DALCOLMO et al., 2007,
ISEMAN, 1999).

A partir da introducao da rifampicina aos esquemas terapéuticos, no final da
década de 70, a incidéncia de tuberculose multirresistente foi crescente, tornando-se
um importante problema de salde publica e um dos grandes desafios para o
controle da doenca no mundo, pois se trata de resisténcia a um importante farmaco
para o tratamento da tuberculose.

No Brasil e no mundo € aceito o conceito de tuberculose multidrogarresistente
(MDR) quando a infeccdo acontece por uma cepa resistente a INH e RMP
simultaneamente (MARTIN & PORTAELS, 2007; BRASIL, 2010). Esse estagio da
doenca gera grande preocupacgdo, porque as taxas de cura Sd0 menores e 0S
farmacos de segunda linha sdo menos efetivos, mais toxicos, além de serem de
custo elevado (MARTIN & PORTAELS, 2007; DYE, 2009).

Cepas de M. tuberculosis extensivamente resistentes (Extensive Drug
Resistant - XDR) foram caracterizadas e definidas como cepas que, além de serem
MDR, também séo resistentes a qualquer fluoroquinolona e ainda a mais um dos
trés farmacos injetaveis utilizados no tratamento da tuberculose (canamicina,
capreomicina ou amicacina). Cepas de M. tuberculosis XDR ja foram encontradas
em mais de 50 paises (inclusive no Brasil) e sdo especialmente preocupantes, pois
podem representar uma doencga incuravel e altamente letal (CHAN & ISEMAN, 2008;

DYE, 2009). Um levantamento feito em 49 paises que realizaram teste de
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sensibilidade para medicamentos de segunda linha revelou a existéncia de 20% de
casos com bacilos multirresistentes (MDR) e 2% com bacilos extensivamente
resistentes (XDR) (WHO, 2007). Quando sdo comparadas as taxas de resisténcia e
multirresisténcia do Brasil com o cenario mundial, o pais encontra-se em uma
situacao favoravel, porém esforcos devem ser constantemente implementados para
prevenir a emergéncia e propagacao dessas cepas no nosso territorio.

O I Inquérito de Resisténcia aos Medicamentos Antituberculose realizado no
Brasil, em 1996, revelou taxa de resisténcia a qualquer medicamento de 8,5% e 21%
para casos com tratamento prévio. Quando avaliada a isoniazida, a taxa de
resisténcia foi de 4,4% para casos novos e 11,3% para 0s casos com tratamento
prévio. Ja, para a multirresisténcia, as proporcoes foram de 1,1% e 7,9% para 0s
casos novos e com tratamento prévio, respectivamente (BRAGA et al., 2003). A
situacdo torna-se preocupante ao se avaliar os dados do Il Inquérito: aumento nas
taxas de resisténcia a isoniazida (de 4,4% para 6%).

Segundo dados de notificacdo, grande parte dos casos de resisténcia no pais
(96%) séo oriundos de retratamentos, irregularidades de tratamento e coinfec¢éo
pelo HIV. Infelizmente, a efetividade do tratamento e cura do paciente nesses casos
é diminuta — em torno de 60% (BRASIL, 2007).

1.11.1 Resisténcia a isoniazida

A isoniazida ou hidrazida do acido isonicotinico (INH) € o mais antigo farmaco
sintético efetivo contra tuberculose um dos principais quimioterapicos de primeira
linha no tratamento da doenca, sendo reconhecida, jA em 1952, como potente
agente contra M. tuberculosis. A concentracao inibitéria minima (MIC) é muito baixa,
0 gque contribui para sua eficacia (0,02-0,05 g/ml) (MIDDLEBROOK, 1952).

Sabe-se que a catalase-peroxidase bacteriana (KatG) é a enzima responsavel
pela sua ativacdo (ZHANG et al., 1992; METCALFE et al., 2008) e gera radicais
reativos que atacam varios alvos em M. tuberculosis (ZHANG & TELENTI, 2000).
Evidéncias sugerem que o principal alvo desse farmaco é a inibicdo da biossintese

dos acidos micdlicos que compdem a parede celular, fazendo com que a bactéria
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torne-se suscetivel aos radicais de oxigénio e outros fatores do meio (KREMER et
al., 1997; ROSSETTI et al., 2002; TIMMINS & DERETIC, 2006).

O metabolismo normal de acidos micdlicos é crucial para a sobrevivéncia de
M. tuberculosis, uma vez que eles sdo considerados os componentes-chave da
parede celular micobacteriana por formar uma barreira efetiva a penetracdo de
antimicrobianos (KREMER et al., 1997). Além disso, pelo menos duas enzimas,
também envolvidas na sintese dos acidos micélicos, Inh A (enoil-ACP redutase) e
Kas A (B-cetoacil ACP sintetase), foram identificadas como alvos da INH (ZHANG,
2005).

A resisténcia a INH esta associada a uma variedade de mutacdes que afetam
um ou mais genes, como 0s que codificam a catalase-peroxidase (katG), a enzima
enoyl-ACP redutase, envolvida na biossintese do &cido micdlico (inhA), a alkyl
hidroperoxidoredutase, envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo (ahpC) e
a enzima B-ketoacyl ACP syntase (kasA) (ZHANG et al., 2000; BANERJEE et al.,
1994; WILSON et al., 1996; MDLULI et al., 1998).

Os mecanismos genéticos determinantes da resisténcia a INH parecem
ocorrer em diferentes niveis: (i) bloqueio da ativacdo do farmaco, relacionado com o
gene katG, (ii) inativagdo do intermediario toxico da INH, atividade associada com o
gene ahpC, (iii) bloqueio da biossintese do acido micolico (inhA e kasA) (ZHANG &
TELENTI, 2000).

Estudos realizados pelo Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
do Rio Grande do Sul em isolados de M. tuberculosis obtidos em diversas areas
geograficas do Brasil tém demonstrado que a maioria das muta¢des ocorre no gene
katG (75%), seguida por muta¢cdes na regido promotora de ahpC (14,6%). Apenas
1% dos isolados apresentou mutacdes no gene inhA. Também foi observado que
6,2% dos isolados apresentaram mutacao nos genes katG e ahpC simultaneamente
(ROSSETTI et al., 2002).

Um estudo realizado por Silva et al. (2003) buscou caracterizar as mutagcoes
encontradas nos isolados de M. tuberculosis resistentes a INH de diferentes regides.
Esse estudo observou muta¢des pontuais no cédon 315 do gene katG em 87,1%,

60,9%, e 60% nos isolados do Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, e Sao Paulo,
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respectivamente. Mutacdes no gene inhA foram identificadas em apenas um isolado
no estado do Rio de Janeiro, e a regido promotora do gene ahpC revelou mutacées
em posicdes distintas em 12,9%, 21,7% e 6,7% nos isolados do RS, RJ e SP,
respectivamente. Uma pequena proporcao de linhagens resistentes ndo apresentou
mutacBes nos genes katG, inhA ou ahpC, indicando que provavelmente outros
genes e mecanismos poderiam estar envolvidos com a resisténcia a INH. Os
resultados desse estudo demonstraram que a maioria dos isolados resistentes exibiu
mutacdes pontuais e que o MIC, em 59,4% dos isolados, apresentou altos niveis de
resisténcia (> 16ug/mL) a INH. Também n&o foi encontrada nenhuma relacao
epidemiologica entre os padrbes de Restriction Fragment Length Polymorphisms
(RFLP) e a resisténcia dos isolados de M. tuberculosis com alteracdo no codon 315
(katG), sendo que essa heterogeneidade foi observada através do padrédo obtido no
RFLP.

Outro estudo realizado por Dalla Costa (2008) buscou caracterizar as
mutacdes envolvidas na resisténcia a INH em isolados de M. tuberculosis do Brasil,
Argentina e Peru. Mutacbes no gene katG foram observadas em 73,9% dos
isolados, sendo que 72,7% apresentaram mutacdo no cédon 315. Também foram
encontrados 8,4% dos isolados com mutagdes em ahpC; 12,0% no inhA
regulamentar e 1,2% dos isolados em inhA estrutural. Os resultados desse estudo
sugerem haver associacdo entre niveis maiores de concentracdo minima inibitoria
(CMI) in vitro para INH e a mutacdo S315T.

1.11.2 Resisténcia a rifampicina

A rifampicina, derivado semissintético da rifamicina B, é bastante efetiva
contra M. tuberculosis, com MIC de 0,1 mg/ml a 0,2 mg/ml. Possui atividade
bactericida rapida, eliminando bactérias persistentes (acdo esterilizante). A RMP
liga-se a subunidade B da RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB, inibindo a
transcricdo (BLANCHARD, 1996).

O numero de casos de TB com cepas resistentes a rifampicina tem

aumentado, alertando para o aumento na incidéncia de linhagens MDR. Dificilmente
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a resisténcia a RMP ocorre isolada, e na maioria dos casos, esta associada a outros
farmacos, principalmente a INH. Nesse contexto, a resisténcia & RMP pode ser
assumida como um marcador para a TB MDR (VARELDZIS et al., 1994).

A caracterizacdo do gene rpoB em Echerichia coli demonstrou que a
rifampicina interage especificamente com a subunidade 3 da RNA polimerase e que
mutacdes no locus rpoB conferem mudangas conformacionais, impedindo a ligagéao
eficiente do farmaco e, consequentemente, a resisténcia. Essas informacdes
auxiliaram na compreensao das bases de resisténcia a RMP em M. tuberculosis (JIN
& GROSS, 1988; WILLIANS et al., 1994).

Foram realizados varios estudos para caracterizar as linhagens resistentes e
sensiveis a RMP. Uma compilagdo dos dados disponiveis indicou que 96% dos M.
tuberculosis resistentes ao farmaco, isolados de pacientes epidemiologicamente néao
relacionados, apresentaram 35 mutacOes diferentes localizadas em uma regido
central de 81 pares de base (pb) no gene rpoB (KAPUR et al.,, 1994; MUSSER,
1995; TELENTI & ISEMAN, 2000, VALIM et al., 2000).

1.11.3 Resisténcia a pirazinamida

Um analogo estrutural da nicotinamida, a pirazinamida (PZA) tem sido usada
no esquema primario de tratamento contra tuberculose, juntamente com INH e RMP,
nos ultimos 50 anos. A adicdo desse farmaco no esquema de tratamento fez com

gue este fosse reduzido de nove para seis meses (SCORPIO et al., 1997).

A PZA tem grande influéncia no ataque de bacilos semidormentes, visto que
esse farmaco tem alta atividade em meios acidos (pH= 5,5). A atividade da PZA é
altamente especifica contra M. tuberculosis, apresentando pouco ou nenhum efeito
em outras micobactérias, incluindo M. bovis, que demonstra um alto nivel de
resisténcia intrinseca ao farmaco (CUTLER et al., 1997; HEWLETT et al., 1995;
KONNO et al., 1959; MESTDAGH et al., 1999).

Mais de 70% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a PZA (PZA)
apresentaram mutacdes no gene pncA, que codifica a enzima pirazinamidase, a qual

converte o farmaco PZA em sua forma ativa. Morlock e colaboradores (2000)
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identificaram inUmeras mutacdes no gene pncA em linhagens de M. tuberculosis,
que podem servir como indicador de resisténcia a PZA. Varias mutacfes
encontradas estdo associadas a uma pirazinamidase ineficiente (SOINI & MUSSER,
2001; MORLOCK et al., 2000; SCORPIO et al., 1997; SREEVATSAN et al., 1996).

A auséncia na correlagdo de mutacdes no gene pncA de isolados de M.
tuberculosis PZA indica a possibilidade de pelo menos um mecanismo adicional
mediador de resisténcia a PZA. Mestdagh et al. (1999) relataram a possibilidade de
a resisténcia a PZA ser adquirida a partir de mutacdes existentes no alvo do 4cido

pirazinoico na micobactéria.

Em 2005, Rodrigues e colaboradores analisaram a sequéncia nucleotidica do
gene pncA a partir de 59 isolados clinicos de M.tuberculosis. As muta¢gfes no gene
pncA foram identificadas em 29 dos 40 isolados resistentes a pirazinamida e a nao
atividade da pirazinamidase foi detectada em 39 delas. Foram encontradas doze
mutacdes ndo descritas anteriormente (RODRIGUES et al., 2005).

1.11.4 Resisténcia ao etambutol

O EMB atua inibindo a biossintese de lipoarabinomananos e
arabinogalactanos que sao importantes polissacarideos da parede celular
micobacteriana. E ativo somente contra bactérias em multiplicacdo (AINSA et al.,
2001). A resisténcia ao EMB esta associada a mutacdes no operon embCAB, que
codifica a enzima arabinosiltransferase (embC, embA e embB em M. tuberculosis),
relacionada com a sintese de componentes da parede celular (COLL, 2003).
Mutacdes em embB, identificadas em mais de 65% dos isolados clinicos s&o
associadas com alto nivel de resisténcia. Baixos niveis de resisténcia, achado em
35% das linhagens de M. tuberculosis resistentes ao EMB, ndo apresentam
mutacdes no gene embB (ZHANG & TELENTI, 2000). A CMI para linhagens
sensiveis é de 1 a 5 ug/mL (COLL, 2003). No entanto estas mutacfes tem sido
discutidas, além de experimentos estarem sugerindo que mutagdes em embB306, a
mais comum existente, ndo esta, isoladamente associada a altos niveis de
resisténcia. Os pesquisadores sugerem que os testes de susceptibilidade EMB

convencional, em combinacio com a genotipagem de embB306,
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podem orientar o ajuste da dose para evitar a falha do tratamento clinico nestas
cepas resistentes de baixo nivel (Plinke et al., 2011).

1.11.5 Resistencia a estreptomicina

A estreptomicina (SM) € um aminoglicosideo que interfere na sintese proteica,
bloqueando a traducdo do RNA mensageiro. Para micobactérias, o mecanismo de
resisténcia se da por mutacdes no alvo do farmaco, os ribossomos. O principal sitio
de mutacdes € o gene rpsL, que codifica a proteina ribossomal S12, cuja frequéncia
de ocorréncia estd em torno de 59% das linhagens resistentes e produzem CMiIs
altas (> 500 ug/mL). Outro mecanismo de resisténcia ocorre por mutagées no gene
rrs que codifica 0 RNAL16S e se observa em 21% das linhagens resistentes, com
CMI intermediaria (50 — 500 pg/mL). Para um ter¢o das linhagens resistentes existe
um nivel de resisténcia baixo (CMI 25 — 50 ug/mL) e ndo foram encontradas
alteracdes nos genes rrs e rpsL, sugerindo haver um mecanismo de permeabilidade
da micobactéria. A CMI para linhagens sensiveis € de 8 ug/mL (ROSSETTI et al.,
2002; COLL, 2003; SPIES et al., 2008).

1.12 Diagnéstico da tuberculose

A tuberculose pode apresentar-se sob diferentes manifestacdes clinicas que
podem estar relacionadas ao 6rgdo acometido. Denomina-se “caso de tuberculose”
todo o individuo com diagnéstico confirmado por baciloscopia e/ou cultura e aquele
em que o médico, com base nos dados clinicos e epidemiolégicos e no resultado de

exames complementares, firma o diagnostico de TB (BRASIL, 2002).

1.12.1 Baciloscopia

A pesquisa de BK ou baciloscopia € uma técnica padronizada que consiste
em um esfregaco de amostra clinica, fixado em lamina e corado por Zeehl-Neelsen
(ZN) para visualizacdo microscopica de campo claro do bacilo alcool-4cido resistente

(BAAR). A metodologia é simples, rapida, de facil execucdo, de baixo custo e
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continua sendo de grande importancia na vigilancia da tuberculose, porque quando
executada corretamente detecta de 60 a 80% dos casos baciliferos (pacientes com
baciloscopia positiva), responsaveis pela manutencdo da cadeia de transmissdo. E
um método de diagndstico de extrema importancia epidemioldgica, tanto para o
diagndstico, quanto para o controle do tratamento (BRASIL, 2008; 2010). Porém, a
sensibilidade € baixa, variando de 25% a 65% em relacdo a cultura, sendo
necessarios de 5.000 a 10.000 bacilos/ml de escarro para um resultado positivo.
Resultados de baciloscopia negativa ndo excluem a possibilidade de se tratar de um
caso de tuberculose (DE WAARD & ROBLEDO, 2007; BRASIL, 2008). Esse fato é
ainda mais marcante quando a infeccdo ocorre em outros Orgdos (pleura,
meninges), nNos quais um numero ainda menor de organismos pode causar
manifestacbes clinicas. A baciloscopia de escarro € importante ainda no
acompanhamento dos casos em tratamento, pois permite avaliar 0 sucesso ou a
faléncia do mesmo, pela contagem dos bacilos, numa metodologia padronizada
(ATS, 2000).

A baciloscopia de escarro deve ser solicitada sempre que um paciente seja
considerado sintomatico respiratério, em pacientes com suspeita clinica ou
radiologica de tuberculose pulmonar, independente do tempo de tosse e em casos
de suspeita clinica de tuberculose extrapulmonar, realizada por meio de materiais
biolégicos diversos. E importante salientar a importancia da realizacdo de
baciloscopia de no minimo duas amostras de escarro, uma coletada por ocasido da
primeira consulta e a outra, independente do resultado da primeira amostra, na
manha do dia seguinte. Caso ambas as amostras sejam negativas e 0 paciente
possua indicios clinicos e radiol6gicos de tuberculose, amostras adicionais podem
ser solicitadas (BRASIL, 2010).

A tabela 1 apresenta os critérios para leitura e interpretacdo da baciloscopia
segundo o Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial de Tuberculose e outras
Micobactérias (BRASIL, 2008).

Tabela 1: Critérios para leitura e interpretacdo da baciloscopia de escarro corada

pelo método de Ziehl-Neelsen.
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Leitura Resultado
0 bacilos/100 Negativo
campos
1-9 bacilos/100 Positivo - nimero exato de bacilos
campos
10-99 bacilos/100 Positivo +
campos
1-10 bacilos/campo Positivo ++
> 10 bacilos/campo Positivo +++

Fonte: Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
Micobactérias (BRASIL, 2008).

1.12.2 Cultura

Meios de cultura especificos para micobactérias permitem a sua multiplicacédo
e o isolamento dos bacilos para diagnéstico de doencas, principalmente da
tuberculose. Os meios sélidos mais comumente utilizados sdo aqueles a base de
ovos, o Lowenstein-Jensen (LJ) e Ogawa (BRASIL, 2008). O limite de deteccao de
bacilos da cultura € de 100 bacilos por ml de escarro, mas quando a cultura é
realizada com qualidade técnica é capaz de detectar de 10 a 100 bacilos cultivaveis
por ml de escarro. E um método sensivel, especifico e de referéncia (padrdo-ouro)
para o diagnoéstico de tuberculose, podendo, portanto, servir para avaliar um novo
método diagndstico. Tem a vantagem de ser de menor custo e apresentar menor
indice de contaminacdo. Apds crescimento e isolamento, permite ainda a
identificagcdo da espécie de micobactéria isolada e o teste de sensibilidade aos
farmacos antituberculose, assim como a realizacao de varias outras abordagens. Em
geral a sensibilidade da cultura é de 80-85% e a especificidade € de
aproximadamente 98%. Entretanto, o crescimento do bacilo s6 é detectavel de 30 a
60 dias apo6s a inoculacao (ATS, 2000; DE WAARD & ROBLEDO, 2007; BRASIL,
2008).
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No Brasil, a realizacdo de cultura para micobactéria e investigacdo de
tuberculose é recomendada nos seguintes casos:
* pacientes com evidéncias clinica e radiolégica com baciloscopia negativa;
* pacientes com evidéncias de tuberculose e com amostras paucibacilares (poucos
bacilos);
* pacientes com dificuldades de produzir a amostra;
* pacientes com indicios de tuberculose extrapulmonar e
* pacientes com indicativo de infecgdes causadas por micobactérias nao
tuberculosas (MNT). Nestes casos o teste de sensibilidade pode ser feito com
concentracdo minima inibitéria (MIC).

A cultura com identificacdo e teste de sensibilidade, independentemente do
resultado da baciloscopia, séo indicados nos seguintes casos:
* contatos de pessoas com tuberculose resistente;
* pacientes com tratamento prévio, independentemente do tempo decorrido;
* pacientes imunodeprimidos, especialmente os soropositivos para o HIV;
* paciente que apresenta baciloscopia positiva no final do 2° més de tratamento;
« faléncia ao tratamento quimioterapico;
* em populagdes vulneraveis com maior risco de adoecimento e consequente
surgimento de cepas multidrogarresistente, além da dificuldade de abordagem e
acesso aos servicos de saude (pessoas privadas de liberdade, populacdo de rua,
indigenas, etc).

A tabela 2 apresenta os critérios para leitura e interpretacdo dos resultados da

cultura.
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Tabela 2: Critérios para leitura e interpretacdo dos resultados da cultura em meio

solido.
Leitura Resultado
Sem crescimento Negativo
Menos de 20 colonias Positivo — numero exato de col6nias
20 a 100 colbnias Positivo +
Mais de 100 colbnias separadas Positivo ++
Coldnias confluentes (incontaveis) Positivo +++

Fonte: Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e outras
Micobactérias (BRASIL, 2008)

1.12.2.1 Realizacao de cultura com uso de métodos automatizados

Deve-se considerar que os meios de cultura semi-automatizados para
micobactérias como um dos avancos diagnésticos mais importantes nos ultimos 25
anos. Todos eles tém maior sensibilidade que os meios sélidos tradicionais e,
sobretudo, maiores rapidez na deteccao do crescimento bacteriano.

O tempo de crescimento de M. tuberculosis nos meios de cultura
convencionais (30 a 60 dias) foi sensivelmente reduzido para 14 dias com o
surgimento do BACTEC TB-460 (Becton Dickinson Instruments System) - primeiro
sistema semiautomatizado disponivel no mercado para cultura de micobactérias.
Esse método baseia-se na deteccdo de gas carbdnico (CO,) radioativo liberado pela
micobactéria quando da utilizagéo de &acido palmitico marcado com carbono 14 (C*4),
presente no meio de cultura. O Bactec, além de detectar o crescimento mais
rapidamente, tem maior sensibilidade e permite identificar o M. tuberculosis de
quatro a cinco dias e em alguns casos permite realizar antibiograma dos farmacos
de primeira linha, diferentemente dos meios solidos que requerem de 21 a 42 dias.
No entando, sistemas alternativos foram criados para substitui-lo, porque a detec¢éo
utiliza sistema radioativo, o que gera dificuldade no seu descarte e altos custos de
manutencdo, além do risco de contaminagfes cruzadas e formacdo de aerossois

(KRITSKI et al.,2005; TORTOLI & PALOMINO, 2007; FARGA E CAMINERO, 2011).
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Apés o0 Bactec, surgiram o MGIT960 (Becton Dickinson Diagnostic Inst
Systems, Sparks, MD), o VersaTREK (Ter kDiagnostic Systems) e o BacT/Alert 3D
(bio Mérieux) que utilizam meio liquido 7H9 enriquecido com OADC (Oleicacid,
Albumin Dextrose, Catalase).

Esses sistemas mostraram-se mais rapidos e sensiveis que 0os meios soélidos
(deteccao de uma a trés semanas), mas nao foi observada diferenca significativa
entre eles. O custo elevado € a principal limitacdo para a sua implantacao na rotina
como teste diagndstico, principalmente nos paises em desenvolvimento, com
poucos recursos e um grande numero de casos da doenca (KRISTSKI et al., 2005;
de WAARD & ROBLEDO, 2007; TORTOLI & PALOMINO, 2007; NYENDAK et al.,
2009).

Outros métodos como o Microscopic Observation Broth Drug Suscetibility
Assay (MODS) e o Thin Layer também tem sido utilizados. Esse € um método de
deteccdo de micorcoldnias. A metodologia utiliza meio sélido (7H-11) em placas de
Petri, onde é inoculada a amostra clinica. Depois de 10 dias, as microcolénias séo
observadas no microscopico 6tico (Megia et al., 1999; Palomino & Portaels, 2000). O
MODS ¢é uma metodologia manual realizada em meio liquido em microplacas, que
depois de 10 dias podem ser observadas no microscopico invertido com filtro para
campo escuro para visualizar o fator corda formado pela micobactéria. E uma
metodologia simples, facil de ser implantada em laboratorios, porém ainda esta
sendo testada no Brasil para validacao (CAVIEDES et. al, 2000; PARK et. al, 2002).

1.12.3 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O método das proporcdes e os que utilizam meio liquido sdo as técnicas
disponiveis para a realizac@o do teste de sensibilidade nos laboratérios publicos do
Brasil. O primeiro utiliza meio sélido e tem seu resultado final apés 42 dias de
incubacéo, e os métodos que utilizam o meio liquido fornecem resultados de cinco a
treze dias. Os antimicobacterianos testados, em geral, sdo a estreptomicina, a
isoniazida, a rifampicina, o etambutol e a pirazinamida.

No final da década de noventa, surgiu o MGIT960R, método automatizado,
com desempenho similar ao método das propor¢des, com tempo médio de detecgéo

de sete dias, passando a ser considerado padrédo ouro (GIAMPAGLIA, et al., 2007).
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O teste esta validado e aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) e é utilizado para investigar resisténcia a estreptomicina, isoniazida,
rifampicina e etambutol.

Outros métodos foram surgindo com o passar dos anos, como o MB/BacTR,
para cepas sensiveis e resistentes a rifampicina e isoniazida e para as cepas
sensiveis a estreptomicina. Para deteccdo da resisténcia a rifampicina e a
isoniazida, o Versatrek R. No entanto, ambos os testes de sensibilidade n&do séo
recomendados pela OMS. Uma boa opcéo para paises em desenvolvimento, pelo
baixo custo e diagnéstico rapido de resisténcia micobacteriana (cinco a dez dias
apos crescimento do M. tuberculosis), € o ETESTR (AB BIODISK, Solna, Suécia).
Outros testes foram selecionados para avaliagcdo e recomendacéo pela OMS, como
0 ensaio do nitrato redutase e o0 ensaio de rezasurina em microplaca. Ambos séo
testes colorimétricos e classificados como métodos in house (MARTIN& PORTAELS,
2007; MARTIN et al., 2008).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos € indicado quando héa

necessidade de realizacdo de cultura e investigacéo de resisténcia a multidrogas.

1.12.3.1 Métodos automatizados para teste sensibilidade aos antimicrobianos

Ha varios métodos que oferecem agilidade e acuracia nos resultados de teste
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), como métodos moleculares de
genotipagem e métodos automatizados como o BACTEC 460. A base deste teste
em caldo consiste na detecgdo radiométrica de 14C, liberado do meio liquido 7H12
contendo acido 1-[14C] palmitico pelo metabolismo das bacterias. Este equipamento
foi adaptado para realizacdo de TSA, tendo como principio a aspiracdo do gas e
consequente deteccdo quantitativa da radioatividade do aspirado. A radioatividade
reflete o grau de crescimento dos bacilos viaveis no frasco e sendo comparado com
um valor basal predeterminado, estabelecendo assim o indice de crescimento. O
nivel de concordancia entre os métodos padrées e o radiometrico ultrapassa 90%. A
utilizagcéo de radioatividade torna seu uso limitado e caro. Outros instrumentos como
o MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) e o ESP Il Metodos System (Trek
Diagnostic), sdo também utilizados com niveis de concordancia altos (KONEMAN et

al., 2008), porém sao tecnologias caras que necessitam de insumos importados,
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equipamentos sofisticados, complexa estrutura laboratorial e de uma equipe técnica
altamente qualificada, fatores limitantes para sua utilizacdo. (PALOMINO et al.,
2002; RIBEIRO et al., 2004; SANCHOTENE et al., 2008; PALMERO, 2008).

1.12.3.2 Métodos Colorimétricos

Metodologias colorimétricas rapidas, de execucdo simples e de baixo custo
para teste de sensibilidade frente as drogas anti-tuberculosas de primeira e segunda
linhas, tém sido utilizadas. Nesses métodos séo utilizados indicadores de oxi-
reducdo como Alamar Blue (YAJKO, et al., 1995), MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MSHANA et al.,, 1998) e REMA (Resazurin
Microtiter Assay Plate) (Palomino et al., 2002) para estudo do MIC (Concentracao
Inibitéria Minima) e o método qualitativo NRA (Nitrate Reductase Assay) (ANGEBY
et al., 2002).

Alguns estudos demonstraram o alto potencial do método da nitratase (NRA)
em testes de sensibilidade, principalmente frente as drogas rifampicina e isoniazida,
marcadoras de resisténcia e as mais importantes para o tratamento da TB. Soma-se
a estas vantagens a possibilidade de obtencdo de resultado em até 14 dias;
comparavel aos métodos automatizados. Além desses beneficios, o teste apresenta
baixo custo (ANGEBY et al., 2002; WHO, 2010).

Testes de NRA realizados diretamente da amostra ja foram estudados, com
bons resultados, evidenciando 100% de sensibilidade e especificidade para
rifampicina e 93% e 100% para isoniazida, respectivamente. H4 necessidade de
mais avaliagdes para sua utilizacdo como teste diagndstico em laboratérios clinicos
(MUSA et al.,, 2005). A OMS faz algumas consideracdes sobre a utilizagdo do
método NRA em laboratérios de micobacteria, como: os reagentes nao sao
patenteados, 0 que o0s tornam mais baratos e acessiveis; ndo necessita de
equipamentos complexos ou de equipe técnica altamente capacitada; e sua
realizagdo € compativel com os procedimentos técnicos de biosseguranca nivel Il; a
leitura dos resultados e muito facil e visual, pois o0 aparecimento da cor e imediato e
permite a realizacdo de maior nimero de testes a0 mesmo tempo, sendo altamente

promissor e aplicavel (WHO, 2010).
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Outros métodos também sdo descritos, como o REMA e MTT. Principios dos
métodos colorimétricos - indicadores de oxi-redugéo: os sais de resazurina mudam
de cor azul (ndo fluorescente) quando esta no seu estado oxidado a rosa intenso
(fluorescente) frente a ambiente redutor como o gerado durante o metabolismo
celular, pela acdo da enzima desidrogenase (LIU, 1981; PALOMINO et al., 2002;
MARTIN et al., 2003; PALOMINO et al., 2006). O azul de tetrazolio funciona como
substrato cromogénico de enzimas desidrogenases mitocondriais, agindo como
indicador de oxi-reducdo quando é reduzido pelo ganho de hidrogénio, por flavinas
ligadas a enzimas relacionadas com o sistema de transporte durante o metabolismo
celular. No teste do MTT, existe formacéo de precipitado chamado formazana, que e
extraido de dentro das celulas através de um solvente (MOSMANN, 1983). A
producdo de formazana tem sido empregada como medida indireta da viabilidade
celular do M. tuberculosis ap6s exposi¢cao as drogas anti-tuberculosas (ABATE et al.,
1998; MSHANA et al., 1998). A mudanca de cor de ambos os corantes pode ser lida
visualmente ou por espectrofotometria e a concentracdo inibitéria minima (MIC) é
entdo determinada (MIC por definicAho € a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microorganismo em testes

de sensibilidade por diluicdo em agar ou meio liquido) (NCCLS, 2003).

1.12.4 Diagn@stico radiolégico

A realizacao de radiografia de térax pode indicar suspeita de doenca ativa ou
doenca existente no passado, além de mostrar a extensdo e 0 comprometimento da
lesdo pulmonar. Todos os pacientes com suspeita de tuberculose devem realizar o
exame (BURRIL, 2007; ALEY; GOTWAY; JASMER, 2009).

A utilizacdo da radiografia como método auxiliar € de extrema importancia
porque permite a diferenciacdo de imagens sugestivas de tuberculose ou de outra
doenca e também auxilia no diagndstico das formas iniciais da doenca, ja que até
30% dos pacientes ndo apresentam expectoracdo espontanea, dificultando o
diagnéstico por baciloscopia direta de escarro. Porém, € indispensavel a
confirmacédo da doencga por baciloscopia e/ou cultura, como por exemplo nos casos

de BK negativo. Assim sendo, a radiografia de toérax, na abordagem inicial de
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pessoas sintomaticas respiratérias (SR), tem grande impacto na deteccéo precoce
dos casos de tuberculose pulmonar (ATS, 2005; MORRONE & ABE, 2007; dos
SANTOS et al., 2005). No entanto, alguns casos de tuberculose pulmonar (até 15%)
podem ndo apresentar alteracbes radioldégicas, como € o0 caso dos pacientes
imunodeprimidos. Nesses pacientes, a realizacdo de Rx é de suma importancia para
se detectar tuberculose atipica ou outras pneumopatias. Ja nos pacientes com BK
positivo, 0 Rx permite a avaliacdo da evolucao radiolégica dos pacientes, bem como

a resposta negativa ao tratamento (BRASIL, 2011).

1.12.5 Diagnéstico com prova tuberculinica

A prova tuberculinica é baseada na resposta imune celular desenvolvida pelo
individuo exposto ao bacilo da tuberculose, por meio da inoculacao intradérmica de
um derivado protéico purificado (PPD) de M. tuberculosis. A prova tuberculinica
positiva, isoladamente, indica apenas infeccdo ou contato prévio (ILTB) e ndo é
suficiente para o diagnostico da tuberculose como doenca (BRASIL, 1997). Porém,
em criancas é um importante método coadjuvante no diagnostico da doenca (SBPT,
20009).

A interpretacdo da prova e a conduta que deve ser tomada dependem do
critério epidemioldgico, risco de adoecimento, tamanho do endurado e idade do
paciente (MENZIES et al., 2008)

A prova tuberculinica é indicada na investigacao de infeccédo latente (ILTB) no
adulto, para os contatos de pacientes baciliferos, pacientes que vivem com HIV/aids,
transplantados e outros imunodeprimidos, além de profissionais de saude,
principalmente os que atuam em areas de maior risco, como laboratérios e

instituicdes fechadas.

1.12.6 Outros métodos diagndsticos
Testes como os de imagem, fenotipicos, moleculares e imunossoroldgicos
tém sido descritos na literatura e testados em diversos paises, inclusive no Brasil.

Tais tecnologias de diagnéstico da tuberculose vao além dos recomendados pelo
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Ministério da Saude, porém a utilizacdo e incorporacdo na rotina dependem do
impacto e da relacao custo-beneficio do seu uso no sistema de saude de cada pais
(WHO, 2008).

Foram desenvolvidos testes de amplificacdo de acidos nucléicos (AAN) para
diagnosticar mais rapidamente a tuberculose. Sao especificos para o complexo M.
tuberculosis e detectam o organismo diretamente de amostras clinicas. Os testes de
AAN podem ser categorizados em:

e In house - desenvolvidos e padronizados nos diferentes laboratorios de
pesquisa e diferem na preparacédo das amostras, no alvo a ser amplificado e
no método de deteccao.

e Os kits comerciais sdo produzidos em larga escala e geralmente
caracterizam-se pela maior reprodutibilidade de resultados (PIERSIMONI &
SCAPARO, 2003; FLORES et al., 2005).

Para a amplificacéo, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é utilizada na
maioria dos testes AAN in house, tendo grande diversidade de sequéncias utilizadas
como alvo. Entre elas estdo o gene que codifica a proteina MPB 64 (MANJUNATH
et al., 1991), a proteina de choque térmico de 65 kDa (BRISSON-NOEL et al., 1989),
a proteina antigénica de 38 kDa (ANDERSEN & HANSEN, 1989), que estdo
presentes em uma unica cépia no genoma do M. tuberculosis. A sequéncia de
insercdo 1S6110 (EISENACH et al.,1990) geralmente esta presente de uma a 20
cOpias no genoma de M. tuberculosis e sua utilizacdo foi associada com uma maior
sensibilidade em testes in house para o diagnéstico de M. tuberculosis (FLORES et
al., 2005).

A acuracia e principalmente a sensibilidade dos testes AAN podem ser
influenciadas durante a preparacdo da amostra clinica. Para extracao do DNA, a lise
celular apenas pode ser realizada com elevadas temperaturas (VICTOR et al.,
1992), ou com tampdes de lise contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) (THIERRY
et al., 1990), tween 20 (BRISSON-NOEL et al., 1991), triton X-100 (SHAWAR et al.,
1993), nonidet P40 (ZAMBARDI et al., 1993), tiocianato de guanidina (Boom et al.,
1990), por exemplo. A utilizacdo de processos mecéanicos com particulas de vidro
(SANTOS et al.,1992) ou zircbnio (KOX et al., 1994), além de ultrassom para o

rompimento da parede celular, podem ser alternativas (NOLTE et al., 1993). A
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purificacdo do DNA remove substancias presentes nas amostras clinicas que podem
atuar como inibidores do DNA polimerase.

Entre os métodos ja descritos, existem aqueles que utilizam as amostras sem
purificacdo (SHAWAR et al., 1993), a utlizacdo de fenol/cloroformio ou
cloroférmio/alcool isoamilico (BRISSON-NOEL et al., 1989; HERMANS et al., 1990;
MANJUNATH et al., 1991; NOLTE et al., 1993) e a utilizacdo de particulas de silica
(ANDERSEN et al., 1993; ROSSETTI et al., 1997) ou sacarose (VICTOR et al.,
1992).

A deteccéo do produto amplificado pode ser realizada através de eletroforese
em gel de agarose corado com brometo de etidio (KOX et al., 1994; ROSSETTI et
al. 1997), gel de poliacrilamida (VICTOR et al.,, 1992), ou hibridizagdo dos
fragmentos amplificados com sondas especificas. A deteccao por hibridizacdo pode
ser realizada pelo uso de biotina (ANDERSEN et al., 1993; SPERHACKE et al.,
2004; SCHERER et al., 2007) ou digoxigenina (WILSON et al., 1993; KOX et al.,
1996) incorporadas as moléculas de DNA.

Os testes de AAN in house apresentam custos mais baixos que os testes
comerciais e rendimentos promissores, mas as estimativas de acuracia sdo muito
heterogéneas (FLORES et al., 2005; GRECO et al., 2009). Para sua utilizacdo na
rotina de diagnoéstico da tuberculose, devem ser padronizados e validados em cada
laboratério e ensaios clinicos devem ser realizados (SPERHACKE et al., 2004;
KRITSKI et al., 2005; GRECO et al., 2009).

Entre os kits comerciais disponiveis, apenas trés foram amplamente
difundidos e avaliados: o Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test (AMTD
test; Gen-Probe, San Diego, CA, USA), o Amplicor MTB (Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ, EUA), e o BD ProbeTec ET (Becton Dickinson, Sparks, MD)
(KRITSKI et al., 2005; TORTOLLI & Palomino, 2007). Inicialmente os dois primeiros
foram aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) para utilizacdo em
amostras clinicas pulmonares com baciloscopia positiva, mas uma nova versao do
teste AMTD (EMTD — Enhanced M. tuberculosis Direct Test) foi aprovada para a
utilizacdo em amostras de pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar tanto
com baciloscopia positiva e como negativa (DROBNIEWSKI et al., 2003; CHENG et
al., 2005). O BD ProbeTec ET (Becton Dickinson Sparks, MD) ainda n&o foi

aprovado pelo FDA e apenas o Amplicor MTB (Roche Molecular Systems,
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Branchburg, NJ, EUA) possui registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2008).

Os testes AMTD e EMTD séo baseados na amplificacdo mediada por
transcricdo reversa e tém como alvo o RNA ribossémico (rRNA) 16S de uma regido
especifica do complexo M. tuberculosis. O processo € realizado em um unico tubo, o
gue minimiza o risco de contaminacgéo, pode ser completado em 02h30min e n&o
possui controle interno para avaliagao de inibicdo (TIWARI et al., 2007; TORTOLI &
PALOMINO, 2007).

O Amplicor MTB test & baseado na PCR do gene do rRNA 16S do género
Mycobacterium. Para reduzir a contaminacao é utilizado dUTP e N-uracil-glicosilase.
O teste pode ser concluido entre seis a sete horas e possui controle interno para
detectar possivel inibicdo da reacdo (CHENG et al., 2005; TORTOLI & PALOMINO,
2007).

O BD ProbeTec ET é baseado na amplificacdo isotérmica por deslocamento
de fita utilizando o DNA polimerase e tem como alvo a sequéncia de insercao
IS6110. Através de um controle interno a amplificacdo pode ser monitorada em
tempo real. Quatro horas é o tempo médio de realizacdo do teste (TORTOLI &
PALOMINO, 2007). O desempenho dos testes em um estudo de meta-anélise é
mostrado na tabela 3, segundo GRECO e colaboradores (2006).

O teste Xpert MTB/RIF, destinado a ser utilizado com o sistema GeneXpert da
Cepheid, € um teste diagnéstico in vitro, semi-quantitativo de nested PCR em tempo
real, criado para detectar o DNA do complexo M. tuberculosis diretamente de
amostras oriundas de expectoracdo, de pacientes ndo tratados, além de detectar
mutacBes associadas com a resisténcia a rifampicina. Os resultados do teste podem
ser obtidos em menos de 2 horas. O sistema GeneXpert DX integra e automatiza o
processamento de amostras, a amplificacdo dos acidos nucléicos e a deteccdo das
sequéncias alvo em amostras simples ou complexas, utilizando ensaios de PCR e
RT PCR (transcriptase reversa) em tempo real. O sistema é composto por um
instrumento, computador, leitor de cddigos de barras e software pré-intalado para
efetuar o teste nas amostras e visualizar os resultados. O sistema requer o uso de
cartuchos GeneXpert descartaveis, com utilizacdo Unica e autbnoma, eliminando o

risco de contaminagao cruzada.
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Tabela 3: Desempenho dos testes comerciais de AAN.

BK + BK -
Teste (método) | Sensibilidade | Especificidade | Sensibilidade | Especificidade
EMTD (TMA) 95 - 98% 93 -97% 70 - 80% 98 - 98,5%
Amplicor MTB 94 - 97% 80 - 86% 57 - 65% 96 - 97%
(PCR)
BD ProbeTec ET 96 - 99% 84 - 93% 66 - 76% 96 - 97%
SDA)
GeneXpert 100% 100% 90,9% 98,3%
(PCR)

BK: bacilo de Koch; TMA: transcription mediated amplification; PCR: polymerase
chain reaction; SDA: strand displacement amplification.

A maior vantagem da utilizacdo dos testes de AAN, tanto comerciais como in
house, € a rapidez em sua realizacdo, no entanto eles ndo devem substituir os
meétodos convencionais de diagndstico da tuberculose. Somente a deteccdo de DNA
de M. tuberculosis néo significa necessariamente doenca ativa, portanto, os dados
moleculares precisam ser interpretados juntamente com os dados clinicos (LING et
al., 2008). O alto custo dos kits comerciais sdo as maiores desvantagens, o que
acaba dificultando sua utilizacdo em paises com menos recursos e grande carga da
doenca (KRITSKI et al., 2005; LIMA et al., 2008; LING et al., 2008; GRECO et al.,
2009; NYENDAK et al., 2009).

1.13 Epidemiologia molecular da tuberculose

Em epidemiologia, um passo essencial no estudo de uma doenca é
"descrever precisamente sua ocorréncia na populacao”. Essa descricdo tem como
categorias basicas a distribuicdo temporal, a distribuicdo espacial e a distribuicéo
segundo atributos pessoais visando a identificar o padrédo geral de ocorréncia e 0s
grupos sob risco. A descricdo metddica do comportamento da doencga permite a
elaboracdo de hipdteses "causais" com base na ocorréncia usual de doencas
conhecidas e possibilita 0 uso da analogia tanto no estudo das doencas novas

quanto na explicacao de doencas anteriormente conhecidas (FOX et al., 1970).
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A integracdo de técnicas baseadas na caracterizagdo de sequéncias de
acidos nucléicos ou de aminoacidos de um patégeno, com abordagens
epidemioldgicas convencionais, para identificar determinantes como distribuicao,
transmissdo e manifestacdo de doenca na populacdo, objetivando as possibilidades
de intervencdes e prevencdo, € denominada Epidemiologia Molecular (SMALL &
VAN EMBDEN, 1994; FOXMAN & RILEY, 2001).

A tuberculose € um exemplo de doenca infecciosa em que as técnicas de
biologia molecular permitiram a obtencéo de informacdes dificeis ou impossiveis de
serem descritas utilizando metodologias convencionais de diagnostico da TB. A
epidemiologia molecular revolucionou a compreeensdo da epidemiologia da
tuberculose, possibilitando a comparacao de linhagens do bacilo da tuberculose em
diferentes areas geograficas; confirmacédo de surtos em instituicbes, indentificacdo
de fatores de risco em comunidades, transmissdo nosocomial, identificacdo de
fatores de risco para transmissdo recente, rastreamento de clones de importancia
em salde publica e avaliacdo de contaminacdo cruzada em laboratérios
(SEPKOWITZ et al., 1995, SUFFYS et al., 1997, FOXMAN & RILEY, 2001).

A possibilidade de aplicagdo das técnicas de biologia molecular em estudos
epidemioldégicos ao mesmo tempo que a epidemiologia classica, tem trazido
enormes contribuicdes para o entendimento das relagdes entre 0os microrganismos e
as doencas infecciosas. A compreenséo da etiologia e da dinamica da transmissao
de doencas infecciosas € de fundamental importancia para que se estabelecam
precisamente os alvos das medidas de controle da doenca. Para reduzir a
transmissao de tuberculose, é importante delinear os padrdes pelos quais a doenca
se espalha na populacédo (ROSS & DWYER, 1993, YANG et al., 1996, COHN &
O’BRIEN, 1998).

As técnicas convencionais de diferenciacdo de cepas de M. tuberculosis
incluem tipificacdo por fagos e teste de susceptibilidade aos antibi6ticos. Apesar de
essas técnicas fornecerem informacdes sobre a transmissdo e patogénese da
tuberculose, o potencial de diferenciagdo é muito baixo, devido ao numero limitado
de tipos micobacteriéfagos e padrbes de resisténcia, além de serem técnicas
demoradas e de dificil realizacdo (VAN EMBDEN et al.,, 1993; SAMLL & VAN
EMBDEN, 1994; SUFFYS et al., 1997).
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As técnicas de diferenciacdo de cepas podem ser caracterizadas em termos
de capacidade de tipificacao, reprodutibilidade, poder discriminatério, facilidade de
realizacdo e de interpretacéo dos resultados (TENOVER et al., 1997).

Diversas técnicas moleculares estdo sendo utilizadas atualmente na
genotipagem do M. tuberculosis, e, quando avaliadas, apresentam caracteristicas
particulares, apresentando vantagens e desvantagens, sendo importante seleciona-
las em cada questdo epidemioldgica a ser abordada para a obtencdo de melhores
resultados (KREMER et al., 1999; MOSTROM et al., 2002).

O desenvolvimento das ferramentas de epidemiologia molecular desde o
inicio da década de 90 contribuiu muito para o conhecimento da genética
populacional da tuberculose através de métodos confiaveis para identificar cepas
diferentes de M. tuberculosis (MATHEMA et al., 2006; GILLESPIE, 2007). Diversas
metodologias podem ser utilizadas para verificar polimorfismos no DNA de M.
tuberculosis. Esses métodos incluem o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricdo (RFLP), hibridizacdo de DNA, PCR e diferentes combinacdes deles
(KREMER et al.,1999).

As trés técnicas mais utilizadas para esse proposito incluem a genotipagem
utilizando o Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) da sequéncia de
insercdo 1S6110, Mycobacteria interspersed Repetitive Units (MIRUs) e
Spoligotyping (MATHEMA et al.,, 2006; GILLESPIE, 2007; VANDER SPUY et al.,
2009).

Padronizada em 1993 por van Embden e colaboradores, a técnica de RFLP
do 1S6110, considerada padrdo-ouro entre as técnicas de genotipagem para
tipificacdo de M. tuberculosis. A técnica avalia a presenca da sequéncia de insercéo
IS6110 pela deteccdo do polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo
(Restriction Fragment Length polymorphism — RFLP). A IS6110 é um transposon
exclusivo do complexo M. tuberculosis, representado por uma sequéncia de
1.361pb, que pode ser encontrado em grande variedade de numero de copias (0 a
25) e em diferentes posicbes no genoma, de acordo com a espécie. O perfil
encontrado em cada isolado é determinado pelo padrao de bandas eletroforéticas
geradas em gel de agarose (Van EMBDEM et al., 1993; FOXMAN e RILEY, 2001).
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LimitacBes foram demonstradas para essa técnica, dentre elas, baixo poder
discriminatorio para isolados que apresentam poucas coépias de 1S6110 (<6) em seu
genoma e por ndo ser uma técnica suficientemente precisa para identificar algumas
linhagens genéticas, ocasionando frequentemente o uso de uma tipagem secundaria
baseada em outro marcador genético. A técnica € demorada e trabalhosa: requer
semanas de incubacdo para cultivar um numero de organismos que possam
fornecer quantidades de DNA suficientes para sua realizacdo, mao-de-obra intensiva
e qualificada além de possiveis erros na interpretacdo dos resultados e por ser um
método baseado em gel. Os padrdes obtidos séo dificeis de serem comparados
entre laboratorios distintos, pois requerem programas especializados para analise
dos complexos padrdes de bandas gerados (FOXMAN e RILEY, 2001;
KAMERBEEK et al., 1997; KREMER et al., 2005; MATHEMA et al., 2006; van
SOOLINGEN et al., 2007 COWAN & CRAWFORD, 2002; MATHEMA et al., 2006;
van SOOLINGEN et al., 2007).

No entanto, apesar das limitagcbes, a técnica tem sido utilizada por
pesquisadores em diferentes questbes epidemiolégicas, como estudos de
transmissdo do bacilo da tuberculose, deteccdo de surtos esporadicos, verificacao
da disseminacéo clonal de linhagens MDR, identificacdo de fatores de risco para
transmissdo do agente infeccioso, deteccdo de contaminacdo cruzada em
laboratérios e estudos que diferenciam a tuberculose causada por transmissao
recente ou reativacdo endogena (KREMER et al., 2005; van SOOLINGEN et al.,
2007, SMALL et al., 1994; DIEL et al.,, 2002; GLYNN et al., 2008, BIFANI et al.,
1996; DAHLE et al., 2003; SAMPER et al., 2005, FANDINHO et al., 2000; HAASE et
al., 2007; MENDES et al., 2008, GUTIERREZ et al., 1998; CLARK et al., 2006, DIEL
et al., 2002; LILLEBAEK et al., 2002).

A segunda técnica é semelhante ao RFLP, porém possibilita identificar mais
facilmente focos de contagio de tuberculose na populacdo e consequentemente
utilizar métodos mais eficazes para interromper a cadeia de transmisdo da doenca.
Técnica mais rapida que o RFLP, bastante reprodutivel. Gendétipos confidveis séo
gerados, baseado no estudo detalhado de 12 loci semelhantes a minissatélites
contendo VNTRs do genoma do complexo M. tuberculosis (SUPPLY et al., 2001) . O

meétodo tem sido utilizado em alguns estudos de epidemiologia molecular e também
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em estudos filogenéticos, assim como para avaliar a transmissdo de M. bovis. Foi
proposto que o conjunto de 15 locus seja utilizado como o novo padrdo para
diferenciacdo epidemiolégica de M.tuberculosis e o sistema de 24 locus seja
utilizado como ferramenta de alta resolugdo para estudos filogenéticos (SUN et al.,
2004; WARREN et al., 2004; STRAVUM et al.,2009; RORING et al., 2004; SUPPLY
et al., 2006)

Desenvolvida por Magdalena e colaboradores (1998), a técnica de MIRU é
baseada na amplificacdo por PCR e no estudo de VNTRs (Variable Number of
Tandem Repeats), que sdo sequéncias que se repetem (tandem repeats) até
centenas de vezes (PANDOLFI et al.,, 2007.) A vantagem da técnica € que ela
possibilita uma comparacdo entre linhagens de diferentes areas geograficas e
permite o rastreamento da movimentacdo de linhagens individuais (SUPPLY et al.,
2000; MAZARS et al., 2001; SUPPLY et al., 2001) de forma semelhante a técnica de
RFLP sendo, no entanto, de execucdo muito mais facil. Este tipo de abordagem
torna possivel maior nimero de analises e identificacdo de mais focos de contagio
na populacédo, podendo assim estudar-se métodos mais adequados para interromper
a transmissao da doencga.

Apesar de promissora, essa nova selecdo de locus MIRU-VNTR ainda
necessita ser avaliada em diferentes ambientes e populacdes, pois a variabilidade
de locus especificos de MIRU depende dos isolados analisados, sua origem
geografica e diversidade genética inerente das cepas (MATHEMA et al., 2006).

Em 1995, o spoligotyping foi pela primeira vez mencionado no artigo que
descreve o genotipo Beijing de M.tuberculosis (van SOOLINGEN, 1995). Kamerbeek
e colaboradores (1997) padronizaram o método para diferenciar estirpes do
complexo M. tuberculosis. Logo apds, membranas de hibridizacdo comecaram a ser
comercializadas (KAMERBEE et al., 1997; BRUDEY et al., 2006) Desde entao,
varios estudos tém utilizado o spoligotyping muitas vezes combinado com outros
marcadores para avaliar a diversidade de cepas do complexo M.tuberculosis. A
obtencado de informagfes sobre a identidade das cepas precocemente € importante
para que tais informac¢cGes possam ter utilidade clinica e possam ser utilizadas no
manejo da doenca durante seu curso (HAYWARD & WATSON, 1998; GORI et al.,
2005).
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A técnica € uma ferramenta simples e barata para distinguir os genaétipos
desta bactéria. Quase todos os resultados do spoligotyping foram submetidos a um

banco de dados internacional, o SpolDB (webcite http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) que ja foi atualizado quatro vezes (BRUDEY et

al., 2006). Ao longo dos anos muitas familias de cepas foram identificadas baseadas
no padrdo de spoligotyping e essas familias foram agrupadas em trés grupos
genéticos principais (PGG — Principal Genetic Group). O PGGL1 inclui as familias
East African-Indian (EAI), Beijing e Central Asian (CAS) ou Dheli. O PGG2, as
familias Harleem, Latin American and Mediterranean (LAM) e X. A familia T e outras
familias ainda ndo muito bem caracterizadas séo classificadas no PGG3 (RASTOGI
& SOLA, 2007).

Esta técnica baseia-se na amplificacdo do locus DR (Direct Repeat) do
complexo M. tuberculosis, ou seja, este método detecta a presenca ou auséncia de
espacadores no locus DR, diferenciando as amostras isoladas, podendo ser
empregado na investigacdo epidemioldgica, permitindo a identificacdo do curso da
infeccdo e das rotas de transmissdo da doenca, ou mesmo da compreensao
epidemiologica da infeccdo, que s&o fundamentais para um melhor controle e
erradicacdo da doenca (ROMANO et al., 1996; LIEBANA et al., 1997; ZANINI et
al.,2001; RODRIGUEZ, 2005).

O spoligotyping ndo tem o mesmo poder discriminatério do RFLP ou MIRU,
mas possui varias vantagens (KREMER et al., 1999; KREMER et al.,2005): a
amplificagéo por PCR requer quantidades muito menores de DNA do que 1S6110-
RFLP de modo que pode ser utilizada diretamente em amostras clinicas, em
esfregacos corados por ZN e ou tecidos preservados em parafina (HEYDERMAN et
al.,, 1998; GOYAL et. al, 1999; van der ZANDEN et al., 2003; GORI et al., 2005;
SURESH et al., 2007; van der ZANDEN et al., 1998; QIAN et al., 1999); até 40
amostras de DNA podem ser analisadas em um dia com o método classico e até
186, com 0 spoligotyping usando-se microesferas (ver
http://www.luminexcorp.com/TechnologiesScience/xMAPTechnology/index.htm), que
provou ser muito viavel (COWANEet. al., 2004; ZHANG et al., 2009); a técnica ainda
tem melhor poder discriminatorio que o RFLP em isolados com menos de 6 cépias

do elemento de insercdo 1S6110 e ainda pode distinguir entre as principais
fo o]
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linhagens e sublinhagens do complexo M. tuberculosis e M. bovis (SAKAMOTO,
2001), tornando-se filogeneticamente informativo, exceto nos raros casos em que as
mesmas exclusdes (abrangendo os mesmos espacadores) ocorreram por evolugao
convergente, podendo surgir padrdes identicos em cepas nao relacionadas
(MOKROUSOVet al.,, 2007; ZHANG et al., 2009; TANAKAet al., 2006). Assim,
grupos de isolados do complexo M. tuberculosis compartilhando o mesmo padréo
podem representar cadeias de transmissdo recente, mas também podem
representar similaridades genéticas mais amplas (ancestral comum distante),
enguanto isolados com padrdes diferentes de spoligotyping podem seguramente ser
considerados genotipos distintos (HAYWARD & WATSON 1998). Por isso a tipagem
de cepas por spoligotyping tem sido aplicada principalmente para descartar relacdes
epidemioldgicas ao invés de confirma-las. Entretanto, é muito util para realizacéo de
screening em um grande numero de isolados, e pode ser associado a uma técnica
secundaria de genotipagem, fornecendo informacdes epidemiologicas mais
rapidamente (FERDINAND et al.,, 2002; KREMER et al, 2005; NICOL &
WILKINSON, 2008), e ja foi demonstrada a habilidade dessa técnica em determinar
0 mecanismo patogénico de recidiva da doenca (WARREN et al.,, 2002b). Essa
metodologia € rapida, de simples execucdo (KAMERBEEK et al.,, 1997), e sua
reprodutibilidade € uma das mais altas entre as técnicas rapidas, baseadas na PCR
e produz padrdes de facil analise através de programas de computador, permitindo a
realizacdo de estudos com grande numero de amostras (GOYAL et al.,, 1997,
KREMER et al., 1999; KREMER et al., 2005; DRISCOLL, 2009).
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2. ATUBERCULOSE NO SISTEMA PRISIONAL BRASILEIRO

A forma de transmissdo nosocomial da tuberculose torna-se um grave
problema de saude para 0s grupos que convivem em conglomerados, especialmente

em presidios.

Segundo dados do Departamento Penitenciario Nacional (DEPEN, do
Ministério da Justica), a populacdo carceraria do Pais saltou de 232.755 em 2000
para 496.251 em 2010. Num periodo de dez anos (2000 a 2010) a populacdo
privada de liberdade cresceu em 109%. Os detentos brasileiros sdo, em sua maioria,
homens (82%), na faixa etéria de 20 a 49 anos, com baixa escolaridade e
provenientes de grupos de baixo nivel socioeconémico (BRASIL, 2011).

A tuberculose entre a populagdo privada de liberdade, em alguns estados,
chega a ser 35 vezes superior a sua ocorréncia na populacdo em geral. A
superlotacdo, pouca ventilacdo, falta de iluminacdo solar, higiene precaria, nutricdo
inadequada, uso de alcool, uso de drogas (com ou sem consentimento) e alta
prevaléncia do HIV sdo alguns dos fatores que contribuem para alta endemicidade
(SANCHEZ et al., 2010).

Outros agravantes para as altas taxas da doenca intramuros seriam a grande
circulacdo de pessoas de uma prisdo para outra e os antecedentes frequentes de
encarceramento, o que coloca também em situacdo de risco as suas comunidades
de origem quando do retorno ao convivio social (NOGUEIRA & ABRAHAQ, 2009).

O acesso aos servicos de saude € precario apesar de ser garantido a
populacdo privada de liberdade sob a responsabilidade compartiihada dos
Ministérios da Justica e de Saude, pela Portaria Interministerial 1.177, de 09 de
setembro de 2003 (HRW, 2010; BRASIL, 2004). Tal portaria prevé a formacéo de
equipes de saude multidisciplinares, compostas por médicos, enfermeiros, técnicos
de enfermagem, odontélogos, psicélogos e assistentes sociais. Lamentavelmente,
essa integracao dos ministérios ainda é insuficiente para o combate a doenca dentro
dos presidios. Além disso, o controle social dos servicos de saude nas prisdes ainda
estd mal definido. Some-se a isso 0 baixo niumero de profissionais de saude que

atuam nas prisfes, com baixa remuneracao e com contratos precarios.
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Todas essas condicbes particulares dos presidios permitem o
desenvolvimento, a transmissdo do agente etiolégico, a complicacdo e a
perpetuacdo da doenca, 0 que explica a alta porcentagem de casos de pacientes

com tuberculose dentro do sistema prisional.

Em 2011 foram notificados 4.790 casos da doenca nos presidios. Ao se
comparar a taxa nacional de incidéncia da doenca entre a populagdo geral
(37,1/100.000 hab.) em relagdo a taxa de incidéncia nacional das pessoas privadas
de liberdade (993,5/100.000 hab.) foi possivel constatar o aumento de
aproximadamente 27 vezes desse indicador (BRASIL, 2012).

Em 2011, 91,4% dos casos de tuberculose em pacientes do sistema
carcerario foram do sexo masculino. As maiores frequéncias dos casos (48,6%)
concentraram-se na faixa etaria de 35 a 64 anos, até 8 anos de escolaridade
(32,44%) e para o item raca/cor, 52,3% declararam-se “pretos/pardos” e 34,7%
“brancos”. Para a populacédo geral o perfil da doenca é semelhante ao encontrado
entre essa populacdo. Como vimos, a tuberculose atinge principalmente as pessoas
em idade produtiva, entre 15 e 59 anos, do sexo masculino e escolaridade inferior a
oito anos de estudo (BRASIL, 2012).

Os estados do Rio de Janeiro, Maranhdo, Rio Grande do Sul, Babhia,
Pernambuco, Espirito Santo, Pard, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
apresentaram as maiores taxas de incidéncia de tuberculose entre apopulacdo do

sistema penitenciario respectivamente, conforme a figura 4.
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Figura 4: Taxa de incidéncia de tuberculose (por 100.000 habitantes) entre a
populacao privada de liberdade (BRASIL, 2011).Fonte: Sinan, 2012.

O Estado do Rio Grande do Sul tem a incidéncia de 1.561,9 casos por
100.000 habitantes, 34 vezes superior a taxa de incidéncia entre a populacédo geral
do estado. Aproximadamente 90% dos casos identificados sdo pulmonares
baciliferos — a forma transmissivel e perpetuadora da doenca (BRASIL, 2011).

O municipio de Charqueadas-RS, onde se desenvolveu este estudo, € uma
cidade proxima a Porto Alegre e possui 35.320 habitantes (IBGE, 2011).
Aproximadamente 12,6% da populacdo residente no municipio é privada de
liberdade, e representa 67,3% dos casos de tuberculose do municipio. A taxa de
incidéncia de tuberculose nesse pequeno municipio € de 311,4 casos por 100.000
habitantes, quase trés vezes maior que a da capital galucha e oito vezes a média
nacional. Quando avaliado apenas os casos do sistema prisional, os dados chegam
a 1.658 casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2012).

Os dados mostram-se extremamente relevantes, pois os elevados indices de
tuberculose no sistema penitenciario ndo s6 representam risco a saude dos
detentos, bem como aumentam as chances de proliferagdo da doenca intra e
extramuros, ja que a populacdo prisional se relaciona com seus familiares,
servidores penitenciarios e, mais cedo ou mais tarde, vai se reinserir na comunidade

de origem.
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Em grande parte dos centros de cumprimento de pena, nota-se que as
diretrizes béasicas para o controle da tuberculose ndo sdo observadas. N&o existe
uma rotina de identificagcdo dos sintomaticos respiratérios no momento da admissao
no sistema prisional, conforme orientacdes do Conselho Nacional de Politica
Criminal e Penitenciaria, do Ministério da Justica, que recomenda o0 exame
sistematico de ingressos como uma das estratégias para o controle da tuberculose
em prisdes. Além disso, ainda existem muitas pessoas ja encarceradas e doentes,
sem o devido diagnostico e tratamento da tuberculose. Somado a isso, ocorre ainda
o descumprimento do tratamento preconizado pelo PNCT, realizado sem
acompanhamento e consequentemente com altos indices de abandono, podendo
gerar, assim, a multirresisténcia as drogas (OLIVEIRA & CARDOSO, 2004,
SANCHEZ et al., 2006, 2007; DIUANA et al., 2008; NOGUEIRA & ABRAHAO, 2009).

Esse quadro demonstra que h& necessidade de se colocar em pratica as
recomendacdes para o controle de tuberculose no sistema penitenciario; de se
melhorar a infraestrutura dos servicos de saude penitenciarios; de se otimizar as
acOes de controle por meio da articulacdo com outros programas de tuberculose na
saude publica; de se melhorar as condigcbes de encarceramento, possibilitando

assim controle mais efetivo da tuberculose dentro e fora das prisdes.
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3. JUSTIFICATIVA

Um fator importante para explicar o aumento da tuberculose em escala
mundial, pode ter relacdo com a distribuicdo cada vez menos uniforme da
enfermidade, concentrando-se cada vez mais entre as camadas populacionais em
situacdo de vulnerabilidade social ou consideradas de risco, como a populacao
privada de liberdade.

Embora subestimada, a taxa média de incidéncia de tuberculose no sistema
penitenciario do Rio Grande do Sul, em 2006, foi de 725/100.000 — 18 vezes
superior a taxa da populacéo geral do estado (48/100.000), segundo informacdes do
Programa Estadual de Controle da Tuberculose (CEVS, 2007).

A inclusdo do Sistema Penitenciario do Rio Grande do Sul tendo como
projeto-piloto uma penitencidria com contingente de 1.900 presos atende a
necessidade crescente de distribuicdo dos recursos e acdes destinados as medidas
de Saude Publica para o controle efetivo da tuberculose, além da obtencédo de dados
referentes ao perfil da doenca dentro do céarcere, ainda pouco conhecidas no estado
e no pais. A Penitenicaria Estadual do Jacui é a segunda maior unidade prisional do
Estado do Rio Grande do Sul. Tém estrutura fisica debilitada, superlotacdo que
ultrapassa 100% da sua capacidade e uma equipe de saude deficitaria, fatores que

influenciam no diagndstico tardio e propagacao da doenca.

Apesar de esforcos feitos pelos 6rgdos de salude para o controle da
tuberculose, acdes de controle da tuberculose serdo otimizadas, sobretudo se forem
articuladas com outros programas de saude e acompanhadas pela melhoria das
condicdes de encarceramento (SANCHEZ et. al., 2006). Ainda é fundamental a
obtencdo de dados referentes ao perfil da doenca, transmisséo, fatores de risco e
resisténcia para que se possa auxiliar nas decisdes sobre estratégias de prevencao
e tratamento dessa enfermidade. Os centros de cumprimento de pena ndo tém sido
considerados como participantes importantes nas intervencdes de saude publica. A
tuberculose nas prisdes ja foi rotulada como uma praga esquecida e as inUmeras
acOes preconizadas para o controle da tuberculose nesse ambiente ndo sao
adotadas rotineiramente, evidenciando descaso e negligéncia (JONES et al., 1999;

DROBNIEEWSKI et al., 1995; WHO, 1998).
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Infelizmente a salde no sistema prisional ainda é tida ndo como um direito,
mas como uma concessdo da administracdo penitenciaria. Isso vale para a
tuberculose que continuard sendo uma fatalidade enquanto os detentos ndo se
tornarem o0s atores centrais de sua saude. Promover a saude, e especialmente a
prevencao da tuberculose nas prisGes, implica uma reflexdo conjunta dos atores da
‘comunidade carceraria” (detentos, familiares, agentes de segurancga, profissionais
de saude, professores...) — todos eles expostos a doenca —, sobre estratégias
participativas adaptadas as especificidades epidemiologicas, sociais e psicoldgicas
desse meio altamente hierarquizado. Dessa forma acdes de controle da tuberculose
serdo otimizadas, sobretudo se forem articuladas com outros programas de salde e
acompanhadas pela melhoria das condicbes de encarceramento (SANCHEZ et. al.,
2006).
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Este estudo tem por objetivo realizar um inquérito entre individuos
sintométicos respiratérios para diagnosticar tuberculose, verificar o perfil de
susceptibilidade e conhecer os gendtipos de M. tuberculosis isolados de internos
da Penitenciaria Estadual do Jacui, localizada em Charqueadas, Rio Grande do
Sul.

4.2 Objetivos especificos
e Estimar a incidéncia de tuberculose na Penitenciéria Estadual do Jacui;
e Analisar o perfil epidemiolégico dos pacientes;
e Estimar a prevaléncia de resisténcia;
e Analisar os isolados de M. tuberculosis pela técnica de spoligotyping e

correlacionar com as informacg@es epidemiolégicas;
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5. Artigo cientifico

Os principais resultados foram descritos em forma de arigo cientifico,

publicado na revista “Memarias do Instituto Oswaldo Cruz”.
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Tuberculosis in a southern Brazilian prison
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The occurrvence of tubsrculosis (TB) in prisons has been described as an alarming public health problem in many
countries, especially in developing nations. The objective of this study was to conduct a survey ameng prisoners with
TB respiratory symptfoms in order to estimate the incidence of the dizease, fo analyze the drug susceptibility profile
and genotype the isolafes of Mycobacterinm tuberculosis in the city of Chargueadas, southern of Brazil. The TB in-
cidence was 33/1,900 inhabitants in the prison; this corresponds to an incidence of 3,789/100,000 inhabitants, with a
prevalence of 72/1,900 (4,960/100,000 inhabitants). Drug susceptibility fest was performed and, among the analyzed
isolates, §3% were suscepiible fo all drugs tested and 13% were resistant to at least one drug, of which 89% were
resistant only to isoniazid (INH) or in combination with ancther drug. The genotype classification of spoligotyping
analysis showed that 40% of the isolates belong to LAM family, 22% to T family, 17.3% to Haarlem family, 12.5% to
U family and 3% fo X family. The shared international spoligotypes most frequently found were 729 (27%), 50 (9.5%g),
42 (&%), 53 (%) and 863 (8%6). In conclusion, it was observed that TB in this specific population had been caused,
mosily, by strains that have been transmitied in the last few years, as demonstvated by the large level of genotype
clustering. In addition, it was found specific large clusters, which were not often found in the general population
[firom the same period and in the same region.

Eey words: Brazilian prison - genotyping - prevalence - tuberculosis

The ocenrrence of tuberculosis (TB) in prisons has
been described as an alarming public health problem in
many conntries, particularly in developing nations (Bann
et al. 2010, Todrys et al. 2011). Furthermore, the TB in-
cidence rate is higher in prisons than at the national level
in Azerbaijan (61 times higher), Spain and Germany (10
times higher) and France (4 tumes higher) (Aerts et al.
2006). Data from Brazil are scarce; however, the TB
prevalence in prisons in the city of 5o Paulo (SF) was
70 times higher than among the zeneral Brazilian popu-
lation (Abrahdc et al. 2006). In a Ric de Janeiro (BJ)
state prison, the prevalence was 33 times higher than in
the state-wide general population (Legrand et al. 2008).

The prison population is predominantly young and
male with a low education level and prisoners usually
originate from disadvantaged communities with high
TB rates (March et al 2000). The prisoners usually live
in unhealthy settings and do not have the resources or
habits to keep themselves healthy. The prisoners may
alzo have unhealthy habits or addictions that contribute
to their poor health and have risk factors for developing
TB, such as alcoholism, smoking and druog use. For these
reasons, inmates enter prison with pre-existing illnesses

+ Corresponding author: mrossettigterra com br
Recerved 31 October 2011
Accepted @ Taly 2012

or with a higher risk of becoming ill compared to the
general populaticn (Dara et al. 2009). When the inmates
enter the prison system. they are exposed to several
factors that contribute to TB evolution, such as incar-
ceration, overcrowding, a higher prevalence of lmman
imimmodeficiency virus (HIV) infection and malnour-
ishment (Lobacheva et al. 2007, Banu et al. 2010, Abebe
et al. 2011, Tedrys et al. 2011).

A biomolecular approach used in several countries
has proven that TB transmission inside prisons contrib-
wtes significantly to the high TB incidence rates cbserved
in prison populations (Clark et al. 1997, Ijaz et al. 2004).
Methods such as spoligotyping are less discriminatory
than other genotypic analysis systems such as minimmm
inhibitory concentration-variable-number tandem-repeat;
however, speligotyping can be useful when patterns from
TE cases are compared with the international bank (Spol-
DE4) of Mycobacterium tuberculosis (Mib) 1solates or the
data from other countries or comnmnities. This approach
has shown that some emerging Mitb strains induce more
severe forms of TB or manifest higher failure or relapse
rates than other strains (Zhang et al. 2005, Brudey et al.
2006, Lazzarini et al. 2008). Additionally, this approach
has helped to explain the spread of Mib worldwide and
revealed the predominance of different geographical gen-
otypes (Brudey et al. 2006, Filliol et al. 2006, Gagneux
et al. 2006). Moreover, a quick identification of mycobac-
teria within the Mitb complex (MTC) is enabled by this
approach and the transmission and evolution of these mi-

isms can be examined (Supply et al. 2001, Igna-
tova et al. 2006). In Spain, one institution characterised
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the transmission as recent and determined that it was ac-
guired within the institution in two-thirds of the identi-
fied cases (Clark et al. 1997).

In addition, difficulty in accessing health care and
poor adherence to treatment plans contribute to delayed
diagnosis, disease transmission and the emergence of
multidrug-resistant TB (MDE-TB) strains (Aziz et al
2006), which are particularly commeon in prisons (Bamm
et al. 2010).

Prizon overcrowding and the circulation of visitors
and workers in prisons, between prisons and within the
general population can lead to the swift transmission of
TE, including drug-resistant forms, both inside and out-
side of the prison setting. Released prisoners can infect
people in their commmnities; this transmission repre-
sents a serious health public risk (Mac Neil et al. 2005,
Todrys et al. 2011). The prisen population has increased
considerably in Brazil over the years. making prisons the
perfect places for TB transmission (Baptista et al. 2002).
These circomstances reveal that urgent actions mmst be
taken to detect and treat TB i inmates and trace the
TB transmission routes in the community and in prisons
(Abebe et al. 2011).

In this study, a survey was conducted among prison-
ers with TB respiratory symptoms in the metropolitan
region of the city of Porto Alegre, the capital of the state
of Rio Grande do Sul (RS), South Region of Brazil The
objectives of this work were to estimate the prevalence of
the disease, to analyse the drug susceptibility profile of
the prison population and to genotype the isolates of Mtb
to better understand disease transmission among prison.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Setting - BS is the most southern Brazilian state and
its capital, Porto Alegre, has 1.4 million inhabitants (Bra-
zilian Institote of Geography and Statistics) (ibge.govby’
cidadesat/topwindow htm?1). RS has a TB incidence of
47 per 100,000 inhabitants [State Centre for Health Susr-
veillance of B.S (CEVS/ES) (saude rs.govbr/wsa/portal’
index jspPmemv=organogramafcod=4442) and Porto
Alegre has an incidence of 120 per 100,000 inhabitants,
which is the highest incidence rate of TB in Brazil Ap-
proximately one third of the TB patients in Porto Alegre
are co-infected with HIV, which is considerably higher
than the average rate of 8-10% nationally.

Patients - This is a descriptive epidemiological
study and the study population inclunded inmates of the
State Penitentiary of Jacui (PET). Charqueadas, RS,
which receives prisomers from Porto Alegre and its
metropolitan region.

From Angust 2007-Avgust 2008, a screening ques-
tionnaire was given to 1,900 prisoners. The inclusion
criteria were cough for more than three weeks, sizning
an informed consent form and answering the question-
naire. Two sputum samples were collected from each
participant cn different days and forwarded to and proc-
essed at the Centre for Scientific and Technological De-
velopment of the State Foundation of Preduction and
Health Research (FEFPS). Each patient was inchuded in
the study only once and contributed only one isolate.

Ethics - This work has approval from the ethical com-
mittee on research of the FEFPS/RS (410528/2006-4)
and was conducted within an ethical framework.

Bacteriological analysis - The samples were decon-
taminated and cultured in accordance with Kundoh and
Eudoh (1974). To detect Mith, Ziehl-Neelsen smears and
staining were prepared (BK). The samples were classi-
fied according to the National Laboratory Guidelines
for Surveillance of Tuberculosis and other Mycobac-
teria (MS/SVS 2008). After identification at the spe-
cies level through an analysis of the morphologic and
biochemical characteristics (MS/SVS 2008), the Mib
isolates were stored in a pH 6.8 phosphate buffer and
frozen at -20°C.

Dyyug-susceptibility testing (D5T) - DST was pes-
formed nsing the 1% proportion method on Lowenstein-
Jensen medinm as standardised by Canetti et al. (1969).

DINA extraction and genotyping by spoligotyping -
The genomic DNA from the culture was extracted by
the CTAB method (van Embden et al. 1993). The strains
were spoligotyped following the Kamerbeek et al. (1997)
method. The following definition was adopted: a cluster
was a group of two or more patients whose genotypes
had 100% identical spelizgotypes.

RESULTS

Among 1,900 inmates of the PEI, 392 (20.6%) had
TB respiratory symptoms. Of these 392 inmates, 350
(89%) had contact with TB within the PET, 35 (2.9%)
had a previous contact with TB outside the mstitution
and, after their imprisonment. they had additional TB
comtact. Sixty-six priscners (17%) had at least one epi-
sode of TB in the past and 11 (2.8%) were undernour-
ished. Seventy-two patients (3.8%) were positive for TB.
Of these 72 patients, 68 (94.4%) were both culture and
smear sputum positive. Four (5.6%) inmates were only
sputum smear positive. Twenty samples (27.8%) were
paucibacillary (fewer than 20 colonies in the culture) and
one sample was smear sputum positive.

The TB prevalence was 3.8% (72 of 1,900 mnhabit-
ants). Of the TB cases. 17 patients (23.6%) had at least
one prior TB episode and were considered retreatment
cases. Thus, the incidence of new cases was 2.9% (35 of
1,900 inhabitants). This incidence corresponds to an in-
cidence of 3,789 TB cases per 100,000 inhabitants. The
mean patient age was 30.64 years (ranging from 20-60)
and 98.7% of cases were younger than age 45. The de-
mographics for the 72 TB patients were as follows: 56
(77.7%) were white, three (4.16%) were illiterate. the av-
erage number of years of education was 5.38, 46 (63.8%)
had a partner. 41 (36.94%) were smokers, 29 (40.27%)
were drug users, five (6.9%) had HIV, 64 (89%) had
contact with TB within the PEJ. eight (11%) had a pre-
vious contact with TB outside the institution and after
imprisonment had additional TB contact, 17 {23.6%) had
at least one episode of TB in the past and four (5.5%)
were nnderncurished (body mass index < 18). Among
the prisoners with respiratory symptoms, there was no
significant difference between those with and without
TB (regarding the above analysed characteristics).
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DST was performed in 60 isolates of Mib, as four
culture samples were negative and eight isolates were
not viable for the analysis. Fifty-one (85%) of the ana-
lysed isolates were susceptible to all of the tested diungs
and nine (15%) were resistant to at least one drug. Eight
(89%0) of the resistant isolates were resistant to 1soniazid
(INH) either alone or in combination with another drug.

Sixty-three iscolates were available for genotyping.
Upon genotype classification by spoligotyping as de-
fined by Brudey et al. (2006). 25 (40%) isclates belonged
to the LAM family, 14 (22%) belonged to the T family.,
11 (17.5%) belonged to the Haarlem family, eight (12.5%)
belonged to the U family, two (3%) belonged to the X
family and three (3%) had an unclassified spoligopattern
(not listed in the worldwide spoligotypes bank SpclDB4).
Further analyses evaluating shared international spoligo-
type (SIT) patterns showed 35 (87.3%) isolates clustering
with 10 different SITs; 22 isolates formed TAM lineage
bunches in two different clusters. The main cluster in
the study had 17 (27%) isclates and belonged to SIT729
(LAMTI) and a cluster of five 1sclates belonged to SIT42
(LAMY). The second most prevalent clustering was
SIT65 [T1 (T4-CEl ancestor?)] with seven (11%4) isclates
and the third most prevalent was SIT50 (Haarlem3) with
six (0.5%) isolates. Eight (12.7%) isclates matched the
eight individual SITs reported in our study as orphans
by SpolDB4 (Table). Three isolates were segregated into
three SITs that were not reported by SpelDB4. Of these
three isolates, two could be defined as LAM by their
similarity with this family, as shown in Table.

DISCUSSION

The TB prevalence found in the studied population
was higher than in the general population. Despite inher-
ent methodolegical study limitations (in comparing dif-
ferent size populations) and despite measuring incidence
and prevalence in an unstable population (Rieder et al.
2011), when the incidence rates found in this study (3.789
per 100,000 inhabitants) were projected and compared to
the number of IS cases reperted during the same period
(47 per 100,000 inhabitants), the PET prevalence was ap-
proximately 80 times higher than in the peneral population
in BS and 32 times higher than in the general population
of Porto Alegre (CEVS/ES). Several studies of prisons in
SP and RJ have shown data similar to the results of the
current study (Oliveira & Cardoso 2004, Abrahio et al.
2006, Fournet et al. 2006). The reasons for the higher TB
prevalence rates observed i prisons could be explained
by several factors. First, prisoners have a higher risk of
becoming infected with TB than the general population,
as most prisons are overcrowded and a high number of
prisoners share a cell with inadeeuate ventilation inade-
quate hygiene and inadeguate sutrition; in addition. pris-
oners have limited access to health services and spend
little time outdoors. Second, the life circumstances of
most prisoners (low socioeconomic and education level,
narcotic diug nse, HIV infection and underfeeding) can
predispose them to developing active TB once they are
infected (WHO 1998, Lobacheva 2007, Dara et al. 2009,
Todrys et al 2011). In this study, five (6.9%) of the 72
TB-positive priseners declared themselves to be HIV
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positive on the gquestionnaire and the other 67 TB-posi-
tive prisoners were unaware of their HIV status or denied
their status. This method of ascertaining HIV status may
be considered a limitation of the study.

When evaluating the microscopy and culture tech-
migques used as diagnostic criteria, 45.8% of samples
were positive according to both techniques. Thirty-five
patients (48.6%) were diagnosed only by culture and 20
samples (27.8%) had growth of less than 20 colonies
(paucibacillary). These findings confirm the importance
of vsing culture, as recommended by the Brazilian Min-
istry of Health, which considers it the “gold standard™
for detecting and identifying Mib.

Despite its delay in producing resnlts (approximately
4 weeks for non-antomated samples) and the expectad
contamination rate (3-3%), culture has good sensitivity
and specificity, which enables the identification of the
etiologic agent in clinically paucibacillary specimens
(Campos et al. 1996, Lee et al. 1999). According to the
Handbook of MNational Tuberculosis Laboratory Surveil-
lance (MS/SVS 2008), 20% more cases of pulmonary
TB are found when sputum cultures are performed com-
pared to smear-only case definitions. Culture also allows
further identification of mycobacterial isolated species,
susceptibility testing to anti-TB drugs and faster DNA
access for molecular technigues. Culture specificity to
TB diagnosis is higher than 99% and absclute specificity
is achieved when the tests are performed to identify the
MTC. The application of this diagnosis technique meets
the recommendations of the new Guidelines of Recom-
mendations for Tuberculosis Control (MS/SVS 2010) for
wvulnerable populations, which state that spufum culture
should be performed whenever TB is suspected, regard-
less of the smear result.

Another important finding of this study concerns the
resistance of Mib to anti-TB drugs performed in 60 of 72
(83.33%) patients. Besistance was found in nine (15%)
cases in which four (6.6%) had moncresistance (1 drug)
and five (8.4%) had resistance to at least two drogs. This
resistance prevalence was similar to the 11.1% drug re-
sistance prevalence found in BJ prison (Sanchez et al.
2007). In both cases, the resistance prevalence was high-
er than the national resistance rate, which was 8.5%, ac-
cording to the results of the First Survey of Resistance to
Anti Tuberculosis Drugs held in Brazil in 1996 (Braga
et al. 2003). These findings emphasise that directly ob-
served treatment should be prioritised with the offering
of a culture test for all high risk patients, such as dmg
users, alcoholics, patients being retreated to avoid the
emergence of MDE strains, the homeless and patients
living in closed communities (e.g., prisons, hospices,
mirsing homes and psychiatric hospitals).

The spoligotyping analysis showed that the three ma-
jor genotypic families (LAM. T and Harlem) comprised
84.5% of the tested isolates; however, the proportion
of isclates in the LAM family was lower, although this
family has been found more frequently in other studies.
The family LAM. which was found in 40% of isclates. is
commeon in Africa, Central America, Europe and South
America and represents 30% of all isolates in the Bra-
zilian SpolDB4 (Brudey et al. 2006, Lipin et al. 2007,
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Dalla Costa et al. 2009, Ritacco et al. 2011, Perizzolo et
al 2012). The Mib strains of the Beijing family have con-
tributed largely to the global spread of TB (Parwati et al.
2010). However, Beijing strains were not observed in our
specific population, which 13 in accordance with other
South American studies, including Brazil (Dalla Costa
et al. 2009, Ritacco et al. 2011); spoligotyping can be
useful for identifying this possibility at an early stage.

LAMI1 SIT729 (27%) and U SIT863 (8%) have been
reported in other studies and have been associated with
patients who have incarceration histories. Cafrune (2009)
identified SIT863 in six patients who had a recent incar
ceration history. This speligepattern is not often reported.
One isolate was found in the United States of America.
two were found in the city of Pelotas. RS and, more re-
cently. two were found i Veneznela (Borsuk et al. 2005,
Secuera et al 2008). However, SIT 729 was reported to be
associated with incarceration by Cafrune (2009); 72% of
the patients with this SIT were inmates. A study of MDE-
TB strains from RS identified three isolates belonging to
the UJ family SIT363 and one of these isolates was in a
prisoner (Perizzolo et al. 2012). The spoligotyping analy-
sis showed that the resistant strains are probably not being
spread quickly among the inmates, as the resistant geno-
types differed from each other. except for two INH-resis-
tant isolates that belonged to SIT729 (LAMTI). As shown
in Table, most isolates were allocated to a few clusters
(87.3% cluster rate). This finding demonstrates that only
a few strains may be respensible for the colenisation of
the hosts and they prevail due to the close proximity be-
tween inmates. This process was previcusly reported
by Moreira-Oliveira et al. (2008). This cluster rate was
shightly higher than the rate usually reported for the gen-
eral population (Cafrune et al. 2009, Dalla Costa et al.
2009). In addition, the clusters found in this inmate popu-
lation are not often found in the general population from
the same period and region (Valim et al. 2000, Cafrune et
al. 2009, Dalla Costa et al. 2009, Perizzolo et al. 2012).

Further analyses indicated that the evaluated SIT pat-
terns showed that 55 (87.3%) isolates (clustered by spoli-
gotyping) matched with 10 different SITs. Among these
SITs. 22 were LAM lineage and bunched in two different
clusters. The main cluster in the study had 17 (27%4) iso-
lates and belonged to SIT 729 (LAMI); the other cluster of
five 1solates belonged to SIT42 (LAMY). The second most
prevalent clustering was SIT65 [T1 (T4-CE1 ancestor7))
with seven (11%0) 1solates and the third most prevalent chos-
tering was SIT50 (Haarlem3) with six (9.5%) isclates. The
Haarlem presence [11 (17.5%])] was higher than in other
studies only with strains from RS (Cafiune et
al. 2009, Perizzolo et al 2012). No correlation was found
between the genotype families, which were defined by
spoligotyping and resistance to any drug (Table).

In conclusion, it was observed that TB in this specific
population had been caused primarily by strains that have
been transmitted in the last several years. demonstrated
by the large level of genotype clustering. In addition,
specific large clusters, which were not often found in
the general population, were observed. Actively search-
ing for cases and the use of culture allowed for the early
diagnosis of 25% of the expected cases in a hostile envi-
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ronment where health access is restricted and the health
system is mot always accessed. The application of DST
enabled the identification of MDR. bacilli and the reori-
entation of correct treatment for these patients. SIT729
and SIT863 may correlate with a history of incarceration;
however, forther studies should be conducted using other
technigques of genotyping with higher discriminatory
power to confirm if the isolates of each SIT are a single
strain spread throughowt the prison system. These find-
imzs would be i ant becanse MDR isclates with the
profile SIT863 have already been found and these SITs
are associated with an important vulnerable group con-
sisting of members who are deprived of liberty.
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6. DISCUSSAO

6.1 Atributos dos pacientes

N&o houve diferenca entre os pacientes com e sem tuberculose em relacéo
as caracteristicas avaliadas no estudo, no entanto € importante destacar alguns
dados.

Foi observado que 98,7% dos pacientes tinham de 18 até 45 anos de idade,
semelhante ao encontrado por Costa et al., (1998) em estudo realizado em Pelotas,
no qual quase 80% dos pacientes tinham até 49 anos de idade. Rosso (2008)
avaliando a tuberculose pleural também observou que 0s pacientes com outro
diagnéstico (ndo TB) tinham uma média de idade mais alta. Esses dados sugerem
gue pacientes idosos sejam acometidos, com mais frequéncia, por outros agravos
respiratérios com sintomas semelhantes ao da tuberculose. A média de idade dos
pacientes esta de acordo com a relacdo da doenca entre a populacdo geral -
pacientes jovens e em idade produtiva, geralmente de 15 a 59 anos de idade. Além
de se aproximar bastante da relacdo de jovens adultos em situacdo de privacao de
liberdade (SNIDER et al., 1994; AERTS & JOBIM, 2004; TINDO et al., 2004,
BRASIL, 2012).

Quanto a escolaridade, a média que este estudo registrou confirma os dados
nacionais registrados no SINAN para a populagéo privada de liberdade: a maior
frequéncia é de pessoas que estudaram entre 1 a 8 anos (32,44%). E por fim, em
relacdo a racga/cor, cabe destacar que no RS, 80% da populacdo é branca, assim
como 77,7% dos nossos pacientes com tuberculose (BRASIL, 2012; IBGE, 2000).

6.2 Prevaléncia de tuberculose

Apesar de se tratar de populacdes de tamanhos extremamente diferentes,
quando se projeta a prevaléncia da tuberculose deste estudo (3.789/100.000
habitantes) e se compara ao nimero de casos notificados no Rio Grande do Sul no
mesmo periodo (47/100.000 habitantes), nota-se que a prevaléncia da doenca na
penitenciaria é aproximadamente 80 vezes superior a pevaléncia da doenca na

populacao geral do estado e 32 vezes superior a populacédo geral de Porto Alegre,
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que é o municipio lider no ranking nacional em numero de casos da doenca
(BRASIL, 2009). Os dados encontrados neste estudo servem de alerta para a
sociedade como um todo para que sejam tomadas medidas efetivas de controle da
doenca dentro do sistema penitenciario.

Chama a atencao ainda, quando se avalia os dados do pequeno municipio de
Chargueadas, onde se encontra a penitenciaria. Nos anos de 2007 e 2008 (periodo
em que aconteceu este estudo), o nimero de casos no municipio, segundo o
Sistema de Informacdo e Notificacdo de Agravos (SINAN), foi de 72 casos (209,4
casos por 100.000 habitantes) e 78 (219,7 casos por 100.000 habitantes)
respectivamente. O municipio de Charqueadas tem seis unidades prisionais e quase
12% da sua populacéo € privada de liberdade, ainda assim, por ndo obedecer aos
critérios demograficos, ndo é considerado pelo Ministério da Saude como prioritario
para o contole da tuberculose, apesar de ter incidéncia aproximadamente trés vezes
superior a incidéncia do municipio de Porto Alegre (BRASIL, 2009).

Ao examinar os dados contidos no SINAN entre os anos de 2007 e 2008,
entre a populacdo privada de liberdade foram notificados apenas 63 e 64 casos,
respectivamente. Pode-se concluir que existiu subnotificacdo, pois os dados
notificados séo diferentes aos encontrados no estudo, que registrou 72 pacientes
com tuberculose. Pode-se inferir ainda, que as demais cinco unidades prisionais
localizadas no complexo de Charquedas onde se localiza a PEJ, ou néo
identificaram casos, ou ndo realizam busca de sintomaticos respiratérios, ou ainda
nao fazem a notificagéo dos casos encontrados. Existe uma lacuna entre o servigo e
a vigilancia epidemioldgica. Interessante citar, que os casos de tuberculose
registrados no SINAN do municipio de Charqueadas, apenas 12,5% e 18% séo da
populacdo geral, o restante sendo totalizado pela populacdo privada de liberdade
(BRASIL, 2009).

Alguns estudos em prisdes de S&o Paulo e Rio de Janeiro indicam dados
semelhantes ao deste inquérito (OLIVEIRA et al., 2004, ABRAHAO et al., 2006,
FOURNET et al., 2006, SANCHEZ et al., 2006, 2007). Em 2005, no Rio de Janeiro,
a taxa de incidéncia de tuberculose (3.532/100.00 habitantes) entre a populacao
privada de liberdade foi 30 vezes superior a daquele estado (RJ/SEAP, 2004,
RJ/SES, 2004). Um inquérito realizado no Presidio Central de Porto Alegre

identificou que 9% da populacdo privada de liberdade tinham a doenca, e que,
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apesar das populaces serem distintas, a incidéncia dessa enfermidade no presidio
foi 37 vezes superior a da populacéo geral do municipio de Porto Alegre (KUHLEIS,
resultados néo publicados).

Varios fatores podem contribuir para a alta incidéncia da tuberculose nas
prisdes. Em primeiro lugar, pelas caracteristicas da populacéo privada de liberdade
(adultos jovens, do sexo masculino, com baixo nivel de escolaridade, oriundos de
comunidades desfavorecidas), as quais coincidem com os dados de tuberculose
notificados no sistema de informacdo para a populacdo geral e com os dados
encontrados neste estudo (REYES & CONINX, 1997; CONINX et al., 1998; MARCH
et al., 2000; BRASIL, 2012). Em segundo lugar, as condicbes de convivéncia
desfavoraveis oferecidas aos internos, como celas superlotadas, condicGes
precarias de iluminacédo e de ventilacdo. Em terceiro lugar, a existéncia de maior
prevaléncia de HIV entre a populacdo carceraria, além de condi¢cbes alimentares
adversas, que predispdem ao desenvolvimento da tuberculose ativa (CHAVES et al.,
1997; WHO, 1998; 2000; LOBACHEVA 2007, TODRYS et al. de 2011). Somado a
isso, nota-se a frequente dificuldade de acesso aos servicos de saude, tanto fora
quanto dentro das penitenciarias, o que vem contribindo com o diagnéstico tardio da
tuberculose e a propagacao da doenca. Além do mais, as diretrizes basicas para o
controle da tuberculose, na maioria das penitenciarias, ndo sdo colocadas em
pratica. Os individuos ndo séo avaliados e diagnosticados no momento da admissao
(ingresso no sistema penitenciario) e ocorre o descumprimento do tratamento
diretamente observado preconizado pelo Ministério da Saude, propiciando assim
altos indices de abandono e possibilidade de multirresisténcia as drogas (OLIVEIRA
& CARDOSO, 2004; SANCHEZ et al., 2006, 2007; DIUANA et al., 2008; NOGUEIRA
& ABRAHAO, 2009).

6.3 Meios diagnésticos e resisténcia aos antimicrobianos

A realizacdo de cultura como um meio de diagnoéstico da tuberculose é
preconizado no Manual de Recomendacdes para o Controle da Tubberculose no
Brasil (BRASIL, 2011), para popula¢des vulneraveis, na qual a cultura de escarro
deve ser realizada sempre que houver suspeita de tuberculose, independentemente

do resultado do esfregaco. Isso pode ser confirmado ao se avaliar os resultados das
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técnicas de microscopia e cultura deste estudo: verificou-se que 45,8% das
amostras foram positivas para ambas as técnicas, porém, 35 pacientes (48,6%)
foram diagnosticados apenas pela cultura e 20 amostras (27,8%) tiveram
crescimento de menos de 20 coldnias (paucibacilar).

A despeito da demora na producéo do resultado - cerca de quatro semanas
(em meio ndo automatizado) — e taxa esperada de contaminagédo (3% a 5%), a
cultura tem boa sensibilidade e especificidade, e permite a identificacdo do agente
etiologico em espécimes clinicos paucibacilares, como foi o caso de 27,8% das
amostras deste estudo identificadas precocemente como M. tuberculosis (CAMPOS
et al. de 1996, LEE et al. de 1999). De acordo com o Manual Nacional de Vigilancia
Laboratorial da Tuberculose e outras Micobactérias, quando realizada cultura de
escarro, normalmente € possivel adicionar 20% do total de casos de tuberculose
pulmonar, ndo confirmadas, se apenas fosse utilizado o esfregaco (baciloscopia de
escarro). Além disso, a cultura permite ainda o isolamento e identificacdo das
micobactérias, a realizacdo de testes de susceptibilidade a drogas antituberculose,
bem como o acesso mais rapido ao DNA para realizacdo de técnicas moleculares. A
especificidade da cultura para o diagnéstico da tuberculose é maior do que 99%, e a
especificidade absoluta é alcancada quando os testes sdo feitos para identificar o
complexo M. tuberculosis (CMTB) (BRASIL, 2008).

A resisténcia as drogas antituberculose foi um fator importante identificado no
estudo, ao se avaliar 60 amostras viaveis dos 72 pacientes (83,33%): nove
pacientes (15%) apresentaram resisténcia a pelo menos uma das drogas testadas
(RMP, INH, PZA EMB, SM); quatro (6,6%) apresentaram monorresisténcia, isto €,
foram resistentes a apenas uma droga e cinco (8,4%) indicaram resisténcia a pelo
menos rifampicina combinada a outra droga. Sanchez e colaboradores encontraram
resultados semelhantes em pris6es do Rio de Janeiro (11,1%), porém inferiores aos
dados deste estudo (SANCHEZ et al., 2007). No entanto, ambos apresentaram
taxas superiores as encontradas no inquérito de resisténcia realizado em todo o
Pais. De acordo com os resultados da primeira pesquisa de resisténcia as drogas
antituberculose, realizado em 1996, a taxa de resisténcia encontrada e descrita foi
de 85% (BRAGA et al., 2003). Esses achados enfatizam a necessidade de
estratégias diferenciadas e a urgéncia da implantacéo e priorizagdo do tratamento

diretamente observado (TDO), bem como a realizagdo de cultura e teste de
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sensibilidade para todos os que pertencem a grupos de risco, especialmente com
elevadas taxas de incidéncia e abandono de tratamento como é o caso da
populacao privada de liberdade. A cultura e o teste de sensibilidade também séo
indicados a pessoas que vivem com HIV/aids e a pacientes em esquemas de
retratamento, ou que se mantém com baciloscopia positiva apés o segundo més de
tratamento, para se evitar o surgimento de cepas resistentes a multidrogas. Além
disso, chama a atencéo o a subnotificacdo das formas resistentes encontradas, fato
gue é bastante preocupante e que exige estratégias diferenciadas, do ponto de vista
da saude publica. No SINAN, para o ano de 2007 ndo houve notificacdes de casos
multirresistentes no sistema prisional de Charquedas, ja em 2008, ha apenas o
registro de um. Neste estudo, foram registrados cinco casos (8,4%) multirresistentes.
Caso tivessem sido notificados, os pacientes com multirresisténcia do sistema
prisional representariam 1,4% do total de casos da base nacional de 2007 (BRASIL,
20009).

6.4 A Aplicacéo do spoligotyping

A distribuicdo das familias de espoligotipos foi semelhante aquela descrita na
America do Sul em geral. As trés familias genotipicas principais, LAM, T e Harleem
englobaram 84,5% de todos os isolados analisados. Embora a familia LAM tenha
sido a mais frequente e representou 40% dos isolados, a proporcdo de SITs
pertencentes a ela foi inferior ao relatado em outros estudos. Ela € comumente
encontrada na Africa, América Central, Europa e América do Sul, e representa 80%
de todos os isolados brasileiros no SpolDB4 (BRUDEY et al.,, 2006, LIPIN et al.,
2007, DALLA COSTA et al., 2009, RITACCO et al., 2011, PERIZZOLO et al., 2011).

A utilizacdo do spoligotyping poderia ser Gtil para identificar precocemente a
possibilidade da existéncia de cepas M. tuberculosis da familia Beijing, que
contribuiu largamente para a disseminacdo global da doenca (PARWATI et al.,
2010). No entanto, ndo foram encontrados gendtipos desse tipo neste estudo.
Frequentemente estdo associadas com resisténcia aos farmacos para tratamento da
tuberculose e foram encontradas em varias partes do mundo, mas principalmente na
Asia e Europa Oriental (QIANet al., 1999, GLYNNet al., 2002, KREMEREet al., 2004;

MOKROUSOQV, 2008). Raras cepas desse gendtipo sdo relatadas na América do Sul
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e no Brasil — foram identificadas apenas em Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais (DALLA COSTA et al., 2009, RITACCO et al., 2011).

A subfamilia LAM 1 foi a mais prevalente no estudo (28,8%), seguida por

LAM9 (9,6%) e LAM2 (1,6%). Em Portugal, também tem sido encontrado com maior
frequéncia a subfamilia LAM1, diferentemente dos resultados do Brasil, onde LAM9
€ mais referida. (DAVID et al., 2007; BRUDEY et al., 2006). Tal fato pode refletir os
efeitos de diferencas na colonizacao ou fluxos migratérios no sul do Brasil. Baethgen
et al., (2008), em um estudo de doenga meningococica no RS observaram que um
dos gendtipos mais frequentes no estado ndo havia sido relatado em outras regides
do Brasil, sugerindo que além de M. tuberculosis, outros agentes de doencas
infecciosas podem ter caracteristicas genéticas distintas no RS.
Dos 60 avaliados, 55 padrbes de spoligotyping (87,3%) podem ser agrupados em
seis linhagens e dez tipos diferentes com dois ou mais isolados. A maior
representatividade no estudo foi pertencente a linhagem LAM, com 35% dos
isolados dentro dessas caracteristicas. Entre eles, 27% (17) sédo pertencentes a
maior concentracdo do estudo, o SIT 729 (LAML1) e cinco (8%) ao SIT42 (LAM9).

Apesar de ndo constar entre os 50 tipos mais frequentes no banco mundial
(BRUDEY et al.,, 2006) e ser o sétimo mais frequente em estudo realizado por
Borsuk et al., (2005), o SIT 65 foi o segundo agrupamento mais observado, com sete
(11%) isolados identificados. Essa alta frequéncia do SIT 65 pode sugerir que essa
seja uma cepa emergente, que esteja sendo transmitida (TANAKA & FRANCIS,
2006). Porém, outra técnica de genotipagem deve ser aplicada para confirmar essa
hipotese. O terceiro tipo mais frequente foi o SIT50 (Haarlem3), com seis (9,5%)
isolados. E importante observar que a totalidade de 11 isolados da familia Haarlem
(17,5%) identificados no estudo foi mais elevada do que o encontrado em outros
estudos realizados somente utilizando cepas do Rio Grande do Sul (CAFRUNE et
al., 2009, PERIZZOLO et al., 2011).

O SIT 729 (27%) com maior representatividade no estudo, e o 863 (8%), da
familia U, j& foram relatados em outros estudos e associados com doentes com
histéria de encarceramento. O Ultimo spoligotipo citado ndo € relatado com
frequéncia: um isolado foi encontrado nos EUA, dois em Pelotas-RS e mais
recentemente dois na Venezuela (BORSUK, 2005; SEQUERA et al., 2008). Cafrune

(2009) identificou o SIT 863 em seis pacientes com histérico recente de
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encarceramento. Ainda nesse mesmo estudo, a autora relatou que 72% dos
pacientes identificados com o SIT 729 eram reclusos. Além disso, outro estudo
realizado também no Rio Grande do Sul, utilizando cepas TB MDR, identificou trés
isolados pertencentes a familia U- SIT863, sendo um desses isolados com origem
de paciente privado de liberdade (PERIZZOLO et al., 2011). Ambos os SITs podem
ter relacdo com privagédo de liberdade, no entando estudos devem ser realizados
utilizando técnicas de genotipagem com maior poder discriminatério, a fim de se
confirmar se os isolados de cada SIT sdo uma Unica estirpe espalhados por todo o
sistema prisional. Isolados MDR com o perfil SIT863 ja foram encontrados no Rio
Grande do Sul e associados com este grupo populacional — as pessoas privadas de
liberdade (CAFRUNE, 2009; PERIZZOLO et al., 2011).

A andlise dos spoligotipos mostrou que, provavelmente, as cepas resistentes
nao estao sendo rapidamente espalhadas entre os internos da PEJ, uma vez que os
gendtipos resistentes eram diferentes um dos outros, com excec¢ao de dois isolados
com SIT729 (LAM1) que eram resistentes a INH.

Apesar de ser superior a taxa relatada na populacdo geral, a maioria dos
isolados foram alocados em poucos clusters, representando uma taxa de 87,3%
(CAFRUNE et al., 2009, DALLA COSTA et al., 2009). Isso indica que apenas poucas
amostras podem ser responsaveis pela contaminacdo interna da penitenciaria
devido a proximidade e aglomeramento entre os detentos, como também relatado
por Moreira e colaboradores (2008). Do mesmo modo, pelo nimero elevado de
gendtipos agrupados, podemos concluir que a tuberculose nessa populagédo
especifica tinha sido causada principalmente, por linhagens que foram transmitidas
recentemente. Além disso, os clusters encontrados nessa populacdo de detentos
nao sao frequentemente encontrados na populacdo em geral no mesmo periodo e
regido (VALIM et al., 2000, DALLA COSTA et al.,, 2009, CAFRUNE et al., 2009,
PERIZZOLO et al., 2011).
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7. CONCLUSOES

A alta prevaléncia de tuberculose encontrada na penitenciaria reafirma a
necessidade de implementar e otimizar acdes de controle de tuberculose entre a
populacdo privada de liberdade, considerada prioritaria pelo Programa Nacional de
Controle da Tuberculose do Ministério da Saude. Se compararmos 0 numero de
casos identificados na populacdo estudada (3.789/100.000 habitantes) com o
namero de casos notificados no Brasil entre a populacao geral, pode-se concluir que
a prevaléncia da doenca na unidade prisional € 102 vezes superior a prevaléncia da
tuberculose na populacao geral do pais.

Estratégias simples como a busca de sintomaticos respiratorios e coleta de
expectoracdo permitiram que 18,4% das pessoas doentes fossem identificadas e
tratadas. A realizacdo de cultura como método adicional e complementar a
baciloscopia para o diagndsticoda tuberculose é indispenséavel entre as populacdes
em situacao de vulnerabilidade. Foi possivel adicionar 48,6% do total de casos de
tuberculose pulmonar, ndo confirmadas, se apenas fosse utilizado o esfregaco
(baciloscopia de escarro), minimizando o tempo de eliminacdo do M. tuberculosis e a
propagacdo da doencga intramuros. Além do isolamento e identificagdo das
micobactérias, a cultura permitiu ainda a realizacdo de testes de sensibilidade a
drogas antituberculose, bem como o acesso mais rapido ao DNA para realizacédo de
técnicas moleculares.

A respeito do TSA, a identificacdo em larga escala de cepas resistentes a
pelo menos uma droga se torna de extrema importancia, pois representa um desafio
aos programas de tuberculose — o tratamento torna-se mais complexo, com
necessidade de uso de farmacos de segunda linha, mais dispendioso e
frequentemente com menos sucesso que o tratamento com linhagens sensiveis.

A aplicacdo da técnica de spoligotyping permitiu verificar que as cepas
resistentes identificadas tinham perfis diferentes na genotipagem, demostrando que
pode nao haver transmissdo dessas cepas na penitenciaria. No entanto, a
identificacdo em larga escala do perfil 729, mais a existéncia do SIT 863 entre a
populacao privada de liberdade, neste e em mais dois estudos realizados no estado
do Rio Grande do Sul, sugerem que esses perfis podem ter associacdo com a

situacdo de encarceramento.
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A formacéo de poucos clusters demonstra ainda que poucas linhagens séo
responsaveis pela transmissdo de M. tuberculosis intramuros, reforcando a tese de
que as condicbes de vida no carcere, com a superlotagdo, pouca ventilacdo

eiluminacao favorecem a transmissao da tuberculose.

Por fim, este trabalho demonstra a importancia da aplicacdo de estratégias
diferenciadas e tecnologias inovadoras para se tracar o perfil da tuberculose na
populacdo privada de liberdade, além de evidenciar a necessidade da melhoria da
estrutura fisica das prisdes, com disponibilidade de recursos humanos para a area
da saude, recursos laboratoriais e financeiros, e compromisso politico de forma a

garantir o funcionamento de um programa de controle de tuberculose intramuros.

E natural a constatacdo de que a tuberculose no sistema prisional é um
problema de saude publica e se estratégias de controle ndo forem adotadas pelos
orgdos competentes, urgentemente, os bacilos continuardo se propagando dentro e

fora da prisao.

82



8. PERSPECTIVAS

Avaliacdo dos isolados deste estudo utilizando outras técnicas com maior
poder discriminatério para identificar cada cepa e correlacionar as informacdes com
os dados dos pacientes, a fim dese identificar a relacdo epidemiologica entre os
infectados com a mesma cepa.

Realizacdo de um banco de perfis de spoligotyping e dados dos pacientes
com os isolados do presente estudo, juntamente com os isolados de estudos prévios
e estudos em andamento no CDCT.

Realizagdo de pesquisas adicionais no sistema prisional do RS com a
finalidade de entender melhor a epidemiologia da doenca intramuros e
consequentemente tracar estratégias de controle junto aos 6rgdos competentes.

Por fim, sensibilizar a sociedade e provocar mobilizacdo eficaz face as
condicdes de saude insuficientes, ambientes superlotados e insalubres do sistema
carcerario nacional. O quadro apresentado exige respostas imediatas na forma de
politicas publicas que envolvam todas as instituicGes responsaveis e a sociedade
civil. A tuberculose no sistema prisional ndo é um problema sé dos detentos, € um
problema de toda a sociedade. E, se nada for feito, todos sofrerdo, mais cedo ou

mais tarde, o agravamento das consequéncias dessa omissao.
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Figura 4: Taxa de incidéncia de tuberculose (por 100.000 hab.) entre a 59
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ANEXO 3 — QUESTIONARIO DE TRIAGEM

TRIAGEM PARA BUSCA DE SINTOMATICOS RESPIRATORIOS

Nome:
Nome da mae:

Data Nascimento:

1. Vocé esta com tuberculose? () Sim ( ) Nao
2. Vocé esta tomando remédio para tuberculose? () Sim ( ) Nao
3. Vocé ja teve tuberculose no passado? () Sim ( ) Nao
4. Vocé estad com tosse ha mais de 3 semanas? () Sim ( ) Nao
5. Vocé esta com catarro? () Sim ( ) Nao
6. Vocé ja teve catarro com sangue? () Sim ( ) Nao
7. Vocé tem febre? () Sim ( ) Nao
8. Vocé tem suores durante a noite? () Sim ( ) Nao
9. Vocé emagreceu? () Sim ( ) Nao
10. Vocé tem dor nas costas? () Sim ( ) Nao
11. Vocé fuma? () Sim ( ) Nao
12. Vocé convive com alguém que tenha tuberculose? () Sim ( ) Nao
13. Vocé ja fez o teste de HIV? () Sim ( ) Nao
14. Vocé tem HIV? () Sim ( ) Nao
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ANEXO 4 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Questionario Ne: Prontuario Ne:

Data da entrevista: / / Médico:

Nota: Toda informacédo sera mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario
sera guardado em arquivos fechados. Seu numero sera a Unica conexdo a
informacgéao coletada.

1. Nome completo:

2. Nome da mae:

3. Endereco externo:

4. Bairro:

5. Cidade:

6. Estado civil: (1) Acompanhado (2 ) Nao acompanhado (99)IGN

7. Escolaridade: ( ) Analfabeto () série do grau (99)IGN

8. Data de Nascimento: / /

9.Cor da Pele: (1) branca (2) mulata clara (3) mulata média (4) mulata escura (5)
negra (6) amarela (7) parda (8) outra: (99) IGN

10. Profisséo: (99) IGN

11. Cicatriz vacinal (BCG): (1) sim (2) ndo (99) IGN

12. Tosse: (1) Sim (2) Nao (99) IGN  Quanto tempo?
13. Escarro: (1) Sim (2) Nao (99) IGN Quanto tempo?

14. Tabagismo: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
Cigarros/dia: ( )IGN
Ex-tabagista: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
Cigarros/dia: ( )IGN

15. Usuario de drogas: (1) Sim  (2) Nao  (99) IGN Qual?
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16. Historico de alcoolismo anterior ao aprisionamento:

Alcoolismo (critério CAGE): ( ) Sim ( ) Nao ( )IGN
Qual tipo de bebida o senhor (a) prefere?

( )Cachaca ( )Cerveja ( )Vinho ( )Whisky ( )Outra ( )
Nenhuma

Caso o paciente admita o uso de qualquer bebida citada acima, responda as
perguntas, relacionadas com alcoolismo, abaixo:

a) O sr. (a) tem facilidades de fazer amizades? ( ) Sim ( ) Nao ()
IGN

b) Alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida?
( )Sim ( ) Néo ( )IGN

c) Alguém critica ou ja criticou o seu modo de beber? ( ) Sim ( )Nédo ( )
IGN

d) O sr. (a) costuma beber pela manha para diminuir o nervosismo ou a ressaca?
( ) Sim ( ) Nao ( )IGN

e) O sr. (a) sente-se culpado pela maneira que costuma beber?

( ) Sim ( ) Nao ( )IGN

Caso aresposta tenha sido SIM a pelo menos 02 das questdes (b, ¢, d ou e),
assinale alcoolismo como positivo.

17. Toma algum remédio? (1) Sim (2) Néao (99) IGN

Qual (is)?

18. Diabetes Mellitus (dm): (1) sim (2)ndo  (99) IGN
-uso de insulina? (Q)sim (2)ndo  (99) IGN

19. Doenga crénica? (1) sim (2)ndo  (99) IGN

Qual (is)?
20. Desnutricao (IMC<20): (1) Sim  (2) Nao  (99) IGN
Peso: Altura: IMC:
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21. Tuberculose anterior: (1) sim (2) néo (99) IGN

Tipo: (1) Pulmonar (2) Extrapulmonar  (3) Ambos (99) IGN
NUmero de episodios: (99) IGN
Ano do ultimo episodio: (99) IGN

Desfecho do ultimo episédio: (1) Cura (2) Abandono (3) Faléncia (99) IGN
22. Contato com paciente com tuberculose na PEJ: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
23. Contato com paciente com tuberculose FORA da PEJ: (1) Sim (2) Nao (99) IGN

Relagcédo com o contato:

Epoca do contato (ano):

24. Quimioprofilaxia: (1) Sim (2) Nao (99) IGN

Desfecho: (1) Término (2) Abandono (99) IGN

25. Internacgdo hospitalar nos dltimos 2 anos: (1) Sim (2) Nao (99) IGN
Local: Motivo:

26. HIV: (1) positivo (2) negativo (3) ndo realizado (99) IGN
27. Tipo de TB atual: (1) pulmonar (2) extrapulmonar

29. Tipo de TB extrapulmonar :

31. Medicamentos para TB atual: (1) RHZ (2) outro

32. Historico de aprisionamento:

Local: Periodo: De I/ a__ [ 1
Local: Periodo: De I/ a__ |1
Local: Periodo: De 1 a I
Local: Periodo: De I a 1
Local: Periodo: De I/ a__ |1
Local: Periodo: De 1 a__ [ |
Local: Periodo: De I a 1
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ANEXO 5 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Nome do paciente:
Numero do prontuario:

Protocolo N°:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: NOVOS METODOS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR PARA A
TUBERCULOSE: DESENVOLVIMENTO, VALIDACAO E UTILIZACAO NA ROTINA.
Financiamento: CNPq, CDCT/FEPPS

Coordenacéo: Dra. Maria Lucia Rosa Rossetti

Objetivos e relevancia do estudo

O presente estudo tem como objetivos o desenvolvimento, a validacdo e
aplicacdo de novos métodos moleculares de diagnostico para tuberculose, com
énfase na deteccdo, na identificacdo de linhagens, inclusive de resistentes e na
viabilidade de M. tuberculosis e sua utilizagdo na rotina de sistemas publicos de
saude. O diagnostico mais rapido desta doenca, juntamente com o estudo do bacilo
causador da tuberculose permite que o tratamento adequado seja iniciado evitando
que a doenca se espalhe. O estudo dos bacilos é importante para que se tenha um
melhor conhecimento da doenca e novas estratégias de combate possam ser

desenvolvidas.

Procedimentos:

Os voluntarios que decidirem participar do estudo serdo entrevistados para
responderem algumas questbes relacionadas a sua saude, seu perfil sécio-
econdbmico, os fatores de risco que estdo associados ao adoecimento por
tuberculose, o consumo de bebidas alcodlicas e sintomas atuais. O voluntario sera
submetido a coleta de 2 amostras de escarro que serdo utilizadas para realizar

baciloscopia e cultura (diagnostico convencional), aperfeicoar um método de
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deteccdo de M. tuberculosis, desenvolver e validar um método molecular para
identificacdo de cepas resistentes a isoniazida e rifampicina, genotipagem e
desenvolver um teste de andlise de mMRNA de M. tuberculosis para

acompanhamento do tratamento.

Local do Estudo

Os procedimentos de coleta de escarro e entrevista serdo realizados na
Penitenciaria Estadual do Jacui (PEC) no municipio de Charqueadas, as analises
bacteriol6gicas serdo realizadas no IPB/LACEN (Instituto de Pesquisas Bioldgicas/
Laboratério Central do estado) e as analises genéticas serao realizados no CDCT

(Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da FEPPS).

Riscos e desconfortos

Os riscos e desconfortos aos participantes deste estudo s&do aqueles
associados aos procedimentos descritos acima. A coleta de escarro pode resultar
em irritacdo na garganta caso o paciente tenha que forca-lo, na falta de ar
momentanea e/ou nauseas passageiras. Os demais procedimentos (exames e
testes) serado feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e por
iISSo ndo causardo desconfortos aos participantes do estudo.

Desisténcia na participacdo do estudo

A participagéo de cada individuo neste estudo € voluntéria, ou seja, quem néo
quiser participar do estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no
atendimento de seus problemas de saude a que tem direito. Se concordar em
participar do estudo e mudar de idéia no decorrer do mesmo, estard livre para fazé-
lo, e da mesma forma nao sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que tem

direito para seus problemas de saude.

Beneficios
Os procedimentos aos quais o participante do estudo sera submetido poderao
gerar novos conhecimentos cientificos com consequente melhoria no diagndstico e

tratamento de pacientes que estiverem contaminados pelo bacilo da tuberculose.
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Compensacao financeira

Nao haverd nenhum pagamento aos individuos que concordarem em
participar do estudo, bem como os participantes do estudo ndo terdo nenhum custo

adicional relacionado aos procedimentos.

Confidencialidade das informacdes

Toda a informacdo que sera fornecida pelos participantes do estudo e 0s
resultados dos exames realizados serdo considerados confidenciais e seréao
somente conhecidos pela equipe envolvida no estudo. Todos 0s questionarios e
materiais coletados serdo identificados através de um cdodigo (numero) criado na
entrada do estudo, este codigo sera a unica identificacdo utilizada no banco de
dados do estudo. Este banco serd utilizado para analise dos dados e divulgacao dos

mesmos no meio cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que esta sendo
proposto e convida os individuos a participar, no entanto se houver davidas, estas
poderdo ser esclarecidas pela equipe do estudo, através da Dra. Maria Lucia Rosa
Rossetti em qualquer momento do estudo pelo telefone: 3352-0336.

Em caso de danos

Se o0 participante do estudo acha que teve algum problema de saulde
relacionado com a sua participacéo no estudo, o tratamento sera fornecido pelo SUS

na instituicdo participante.

Autorizacdo para estocagem de material biolégico

1. Permito que minhas amostras de escarro sejam guardadas para posterior
utilizacdo em outra pesquisa, mediante protocolo de pesquisa autorizado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FEPPS ficando, no entanto livre para solicitar a
destruicdo da mesma, a qualquer momento, se assim desejar (sem a sua
identificacdo e mantendo a privacidade).

() Sim, permito que minha amostra seja utilizada em outra pesquisa.

() Nao permito que minha amostra seja utilizada em outra pesquisa.
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O significado de sua assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacédo que lhe foi
fornecida sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este
documento significa que vocé concorda em participar do estudo. Vocé receberd uma
cOpia deste termo de consentimento.

Assinatura do voluntério e/ou responsavel (se menores de 18 anos) Data:

Assinatura do entrevistador Data:

Assinatura do coordenador do estudo Data:

Obs.: O presente documento, baseado no item IV das diretrizes e normas
regulamentadoras para pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Saude
(Resolucao 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma via em
poder do voluntario ou de seu responsavel legal e outra com o pesquisador

responsavel.
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