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Analise molecular de cepas de Mycobacterium
tuberculosis provenientes de um centro de saude
ambulatorial em Porto Alegre, (RS)*

Molecular analysis of Mycobacterium tuberculosis strains from an outpatient

clinic in Porto Alegre, (RS)
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Introducdo: A tuberculose ¢ uma doenga antiga que ainda
se mantém como um dos maiores males da humanidade
no século XXI. Nas ultimas décadas, o advento de novas
tecnologias utilizando os conhecimentos de biologia
molecular tem levado a um aumento na investigagdo da
etiologia, deteccdo e epidemiologia da tuberculose.

Objetivo: Avaliar o grau de similaridade entre as cepas de
Mycobacterium tuberculosis provenientes do setor de tisiologia
do Centro de Saude Navegantes, de Porto Alegre (RS).

Método: Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando
55 amostras de escarro de pacientes atendidos
ambulatorialmente no Centro de Saude Navegantes para
realizacdo da técnica de RFLP. Os resultados obtidos pela
genotipagem foram correlacionados com os dados gerados
a partir da epidemiologia convencional.

Resultados: Trinta e nove isolados (70,9%)
apresentaram padrdo uUnico, enquanto dezesseis isolados
(29,1%) apresentaram padrdes agrupaveis e formaram
8 clusters, com 2 pacientes em cada. Foi encontrada
relagdo epidemioldgica em 6 (37,5%) dos 16 pacientes
em cluster.

Conclusdo: A associacdo adequada entre epidemiologia
convencional e genotipagem de M. tuberculosis contribui
para um melhor entendimento da dindmica de transmissao
da tuberculose mesmo quando o estudo ¢ realizado em um
unico local.
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Background: Tuberculosis is an ancient disease, which still
remains one of the major ills faced by mankind in the 21¢
century. In recent decades, new technologies employing the
knowledge gained from molecular biology studies have allowed
for more accurate detection of tuberculosis and increased
investigation of the etiology and epidemiology of the disease.

Aim: Evaluating the degree of similarity among strains of
Mycobacterium tuberculosis provided by the Phthisiology
Sector of Centro de Saude Navegantes (Navegantes Health
Clinic) in Porto Alegre, RS, Brazil.

Method: A retrospective study was performed involving
RFLP typing of 55 sputum samples from outpatients
examined at the Centro de Saude Navegantes. The results
of the genotyping were correlated to the conventional
epidemiology data.

Results: A single pattern was seen in 39 (70.9%) of the
isolates, whereas 16 isolates (29.1%) showed clustering patterns
and were grouped into 8 clusters of 2 patients each. An
epidemiological link was found for 6 (37.5%) of the 16 patients
in the clusters.

Conclusion: The appropriate combination of conventional
epidemiology and genotyping of M. tuberculosis contributes
to a better understanding of the dynamics of tuberculosis
transmission even when such a study is performed in a
single, isolated health clinic.

Key words: Mycobacterium tuberculosis. Transmission.
Polymorphism, Restriction Fragment Length. Epidemiology.
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INTRODUCAO

A tuberculose ndo tem bandeira, uniforme ou
patria. Acompanha o homem hd muito tempo,
talvez desde a época em que ele passava a
condicdo de bipede. Existem relatos de evidéncia
de TB em ossos humanos pré-historicos". Estudos
moleculares recentes indicam que o agente causal
da TB, o Mycobacterium tuberculosis, tem residido
no organismo humano ha aproximadamente
10.000 anos, quando se comegou a domesticar o
gado®. Mesmo hoje, mais de cem anos apds Robert
Koch (1882) ter identificado o agente causador
da doenca, ela ainda se mantém como uma das
infecgdes cronicas de maior indice de morbidade
e mortalidade.

0 aumento na incidéncia da TB nas ultimas
duas décadas ¢ atribuido a deterioragcdo dos
sistemas de saude publica, a pandemia do HIV,
ao surgimento de cepas resistentes aos
farmacos e a alta correlacdo entre a doencga e
a pobreza®.

Apesar de um programa nacional de controle
da TB, o Brasil notifica cerca de 90.000 casos novos
por ano, entretanto a estimativa anual da
tuberculose é de 129.000 casos novos®. No Rio
Grande do Sul, no ano de 2000, a taxa de
incidéncia de TB foi de 55,7/100.000 habitantes e
foram notificados 6.152 casos novos da doenca,
dos quais 65% ocorreram na regido metropolitana
de Porto Alegre®.

O conhecimento da dindmica de transmissdo
da TB tem sido melhorado pelo uso de técnicas de
genotipagem que permitem a diferenciacdo de
cepas de M. tuberculosis. A doenca ativa se
desenvolve tanto apds uma infeccdo adquirida
recentemente, quanto pela reativacdo de uma
infec¢do adquirida em um passado remoto®9. Em
um estudo populacional, foi postulado que
pacientes com TB portando cepas com um padrio
Unico sdo considerados casos de TB por reativacgéo,
e aqueles pacientes com isolados que compartilham
padrdes indistinguiveis sdo considerados
pertencentes a clusters, e representam doenga
decorrente de uma infeccdo adquirida
recentemente(®?),

A técnica de RFLP (“Restriction Fragment
Length Polymorphism”) que utiliza o elemento de
insercdo 1S6110 para andlise de polimorfismo ¢ o
método de genotipagem mais amplamente
utilizado para diferenciacdo de cepas de M.

Jornal Brasileiro de Pneumologia 30(4) - Jul/Ago de 2004

Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho:
CS1- Centro de Saude Navegantes

CTAB- Brometo de cetil-trimetil-amodnio

DNA- Acido desoxirribonucléico

EMB- Etambutol

ETH- Etionamida

FEPPS- Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em
Saude

HIV- Virus da Imunodeficiéncia Humana

INH- lsoniazida

1S- Seqliéncia de Insercdo

MDR- Multirresistente

PZA- Pirazinamida

RMP- Rifampicina

RFLP- “Restriction Fragment Length Polymorphism”
TB- Tuberculose

tuberculosis e tem se mostrado muito util na
realizacdo de diferentes tipos de estudos
epidemioldgicos®®),

Considerando a necessidade de um maior
conhecimento sobre a transmissdo da tuberculose,
o objetivo do estudo foi avaliar o grau de
similaridade entre as cepas de M. tuberculosis
provenientes do Setor de Tisiologia do Centro de
Saude Navegantes de Porto Alegre, aliando técnicas
de biologia molecular a epidemiologia
convencional.

METODO
Pacientes e Amostras

Os isolados de M. tuberculosis utilizados no
estudo foram provenientes da rotina do
Laboratorio de Tuberculose do 1PB-LACEN/RS,
que recebe amostras de pacientes do Setor de
Tisiologia do Centro de Sauide Navegantes (CS1),
uma unidade ambulatorial localizada na regido
norte de Porto Alegre. Foram analisadas 55
amostras de escarro de pacientes do CSI, do
periodo de 1999 e 2000 que, além da cultura
primaria, foram testadas quanto a sua
susceptibilidade aos farmacos utilizados no
tratamento da TB. Os dados clinico-demograficos
dos pacientes foram obtidos através dos
prontuarios médicos, pela revisdo dos livros de
registros laboratoriais e revisdo do banco
nacional de notificacio de TB (SINAN - Sistema
Nacional de Agravos de Notificacdo). O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundac¢do Estadual de Producéo e
Pesquisa em Saude do Rio Grande do Sul (CEP-
FEPPS/RS).
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Cultura do Microrganismo e Teste de
Susceptibilidade

As amostras clinicas foram cultivadas através do
método de KUDOH & KUDOH®. O teste de
susceptibilidade aos farmacos, foi realizado sequndo
o método das proporcdes utilizando os seguintes
farmacos: RMP (40ug/mL), INH (0,2ug/mL), SM
(4ug/mL), EMB (2ug/mL), PZA (100ng/mL) e ETH
(20ug/mL), como descrito por CANETTI et al.'?,
Foram consideradas cepas multirresistentes (MDR)
aquelas que apresentaram resisténcia a pelo menos
isoniazida (INH) e rifampicina (RMP).

A técnica de Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLP do 1S67110
O DNA genomico foi extraido pelo método de
CTAB e o RFLP do 1S6110 foi realizado conforme
protocolo elaborado por VAN EMBDEN et al.l"",

Anadlise dos dados

As imagens digitalizadas do RFLP do 1S6770
foram analisadas através do software GelCompar
(versdo 4.2, Applied Maths, Kortrijk, Bélgica)
juntamente com a analise visual. Os dados clinico-
demograficos dos pacientes foram analisados pelo
software Epilnfo (versdo 6.04d, Centro de Controle
e Prevencio de Doencas - CDC, EUA).

RESULTADOS

Dentre os 55 isolados de M. tuberculosis
analisados pela técnica de RFLP, foram identificados
47 padroes de bandas distintos. Trinta e nove isolados
(70,9%) com padrdo Unico e dezesseis isolados
(29,19) apresentaram padrdes agrupdveis. Os isolados
que apresentaram 6 ou menos copias de 1S6770
representam 5,4% do total de amostras analisadas,
os demais 94.6% apresentaram um numero de 7 ou
mais copias do elemento de inser¢do. O numero de
bandas variou de 2 a 18. A média e a moda foram de
10 cdpias de 1S6110 por isolado.

Foram considerados cluster os isolados que
apresentaram 100% de similaridade. Dos 55
isolados analisados, 16 isolados formaram 8 clusters
distintos que foram denominados CL 1, CL 11, CL
1M, CL 1V, CL 'V, CL VI, CL VI e CL VIII. Cada um
dos clusters foi composto por 2 isolados. Dentre
os padrdes de cepas obtidos no RFLP, foram
identificados 3 padrdes pertencentes a familia A
encontrada em SP® (Figura 1). Os padroes foram
comparados visualmente entre si e com a cepa de

referéncia M. tuberculosis 14323, utilizada como
marcador externo em cada gel.

Foi considerada ligacdo epidemioldgica entre
aqueles pacientes em cluster que compartilhavam
a mesma residéncia, moravam no mesmo bairro
ou apresentavam relacdo de parentesco. Foi
observada relacdo epidemiologica para 6 pacientes
(37,5%) em 3 dos 8 clustersidentificados. A ligacio
entre estes pacientes foi devido a proximidade de
habitacdo ou relagdo de parentesco.

A média de idade dos pacientes que
desenvolveram TB devido a transmissdo recente
foi de 42 anos e devido a reativacdo, 43 anos.
Néo houve diferenca significativa entre as médias
de idade dos pacientes do género feminino quando
comparados em relagdo a transmissdo recente ou
reativacdo. O mesmo ocorreu entre os pacientes
do género masculino.

Durante os anos de 1999 e 2000, o CSI
notificou 837 casos novos de TB, dos quais 55
(6,57%) foram encaminhados para o Laboratorio
de Tuberculose do 1PB-LACEN/RS. Somente sio
encaminhadas para cultura, amostras de pacientes
que nao responderam ao Esquema 1, o que explica
o alto percentual (90,9%) de pacientes com
tratamento prévio no estudo (Tabela 1).

Quarenta isolados (72,7%) apresentaram
diferentes perfis de resisténcia e apenas quinze
(27,3%) isolados eram susceptiveis a todos os
farmacos utilizados no tratamento da TB. Vinte e
trés (41,8 %) isolados eram resistentes a um ou
mais farmacos e dezessete (30,9%) eram MDR.

Com relacdo a fatores que possam estar
associados com o desenvolvimento da tuberculose,
néo foi identificada associacdo significativa entre
dados clinico-demograficos com os isolados em
cluster (Tabela 1). Apesar disso, os dados
encontrados em relacdo aos pacientes infectados
com cepas resistentes sugerem a importancia dos
mesmos na cadeia de transmissdo recente.

DISCUSSAO

Até pouco tempo atras, era quase impossivel
identificar cepas individuais de M. tuberculosis e,
em conseqiiéncia, acompanhar a transmissdo de
uma determinada cepa numa regido e/ou
instituicdo. Nos ultimos anos, os métodos
tradicionais de coleta epidemioldgica de dados tém
sido complementados por métodos de
genotipagem.
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Figura 1. Dendrograma representando os diferentes padrdes de RFLP encontrados emisolados de M. tuberculosis provenientes
de pacientes atendidos no CSI. Os clusters foram denominados CL 1, CL11, CL 111, CL1V, CLV, CL VI, CLVII, CLVIII.

* Padrdes de cepas pertencentes a familia A encontrada em SP®),

** Cepa de referéncia de M. tuberculosis 14323.
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TABELA 1
Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes analisados no estudo.

Caracteristicas Cluster (%) Nio cluster (%) Valor de p Total
Género

Masculino 13 (28,9) 32 (71,1) 0,6 45 (81,8)

Feminino 3 (30) 7 (70) 10 (18,2)
Raca

Brancos 13 (30,2) 30 (69,8) 43 (78)

Negros 2 (33,3) 4 (66,7) 0,77 6 (11)

Desconhecido 1(16,7) 5(83,3) 6 (11)
Tratamento Prévio

Nao 3 (60) 2 (40) 0,14 5(9,1)

Sim 13 (26) 37 (74) 50 (90,9)
Resisténcia

Nao 2(13,3) 13 (86,7) 0,1 15(27,3)

Sim 14 (35) 26 (65) 40 (72,7)
MDR

Nao 11 (28,9) 27 (71,1) 0,6 38 (69,1)

Sim 5(29,4) 12 (70,6) 17 (30,9)
HIV

Negativo 9 (34,6) 17 (65,4) 26 (47,3)

Positivo 1(14,3) 6 (85,7) 0,56 7 (12,7)

Desconhecido 6(27,3) 16 (72,7) 22 (40)

Através da andlise por RFLP dos isolados de M.
tuberculosis obtidos dos pacientes, foi encontrada
uma proporc¢do de pacientes em cluster de 29,1%,
semelhante aquela relatada em estudos realizados
com isolados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, que
foram de 22% e 33%, respectivamente('>%, Na regido
metropolitana de Porto Alegre o percentual de cluster
foi de 34,5%!"), Logo, os esforcos para o controle
da doenca devem estar voltados ndo somente para
interromper a cadeia de transmissdo, mas também
prevenir reativacdo. Este resultado ¢ bastante
semelhante aqueles descritos em outros estudos
realizados no Brasil (Tabela 2). Foram observados
padrdes com uma média de 10 bandas por isolado,
assim como descrito em diversos estudos!'+'°.

Apesar de 81,8% dos pacientes serem do
género masculino, a taxa de transmissdo recente
nédo diferiu daquela encontrada para o género
feminino, indicando que ser do género
masculino ¢ um fator de risco para
desenvolvimento da TB, mas que ndo estd
necessariamente associado com maior taxa de
transmissdo recente®®'”18 Em relacdo a raca,
ndo foi observada diferenca significativa nas
proporcdes de pacientes em cluster, entretanto
h4 uma tendéncia maior dos pacientes da raca

negra desenvolver TB devido a transmissio
recente. A diferenca provavelmente ndo foi
significativa devido ao pequeno numero de
pacientes da raca negra no estudo, porém estes
representam apenas 5,2% da populacdo do
Estado do Rio Grande do Sul, enquanto os da
raca branca representam 86,3%""'?, Estes dados
indicam que ser da raca negra pode ser um fator
de risco para desenvolvimento da TB e também
freqlientemente associado com transmissdo
recentel®, Isto estd provavelmente associado a
situacdo socio-econ6mica destes pacientes,
apesar de existirem alguns trabalhos investigando
a possibilidade de fatores genéticos estarem
influenciando nessa maior susceptibilidade®,

No presente estudo, foi observado que 14,3%
dos pacientes HIV positivos desenvolveram TB
devido a transmissdo recente, ndo referindo
significativamente em relacdo aos pacientes HIV
negativos, cujo percentual foi de 34,6%.
Provavelmente em razdo do numero pequeno
amostral, tais dados diferem do relatado na
literatura, pois os pacientes HIV positivos sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento de TB tanto
devido a reativacdo quanto a uma infeccéo
adquirida recentemente®,



Jornal Brasileiro de Pneumologia 30(4) - Jul/Ago de 2004

TABELA 2
Comparacdo dos resultados encontrados em alguns
estudos de epidemiologia molecular realizados no Brasil.

Origem dos Local de Periodo n Copias Padrdo  StatusHIV ~ Referéncia
isolados Estudo do Estudo de 1S6110  Cluster
Porto Alegre, ~ Ambulatorial  1999-2000 55 2-18 29,1% 26 HIVNeg Presente Estudo
RS 7 HIV Pos
22 Des
RJ Hospital 1993-1994 19 6-15 53% 15 HIV Pos  Ivens-de-Aratjo et al.?”)
4 HIV Neg
RJ Hospital 1990-1994 32 - 25% - Lourenco et al. ?®
Bauru, SP Ambulatorial  1996-1999 57 3-17 26,3% 25 HIV Pos  Baptista et al. ?9
19 HIV Neg
13 HIV Des
Campinas, SP Hospital 1996-1999 78 6-21 22,3% —_ Calusni et al. "9
RJ Hospital 1993-1994 120  3-18 19% 67 HIVNeg  Fandinho et al. ("
30 HIV Pos
23 Desc
SP Ambulatorial ~ 1995-1997 293  2-20 33% 142 HIV Neg Ferrazoli et al. ®
151 HIV Pos
RJ, RS Ambulatorial  1991-1994 219 1-18 1 — Suffys et al. (%)

Hospital

Através da analise dos dados clinicos, foi
possivel identificar relacdo epidemioldgica para 6
pacientes (37,5%) que desenvolveram a doenca
devido a transmissdo recente. O percentual
encontrado no presente estudo para relacdo
epidemiologica foi semelhante aos encontrados em
trabalhos realizados no Missouri (46%), Hong Kong
(30,29%) e Arkansas (420/o)?"2223),

O alto nivel de resisténcia (72,7%) a pelo
menos um farmaco encontrado no presente estudo,
esta diretamente relacionado com a selecdo
amostral. A historia de tratamento prévio é um fator
predisponente a sele¢do de bacilos resistentes®,
sendo que entre os pacientes analisados foi
observado que 90,9% ja haviam realizado
tratamento anterior.

A associacdo entre transmissdo recente e
resisténcia ndo foi significativa, porém foi observado
que 35% dos pacientes portadores de cepas
resistentes desenvolveram TB devido a transmissio
recente. Qutros estudos também demonstraram uma
importante contribuicdo destes pacientes (com cepas
resistentes) na formacio de cluster®®'>?>? o que
pode estar relacionado a dificuldade na deteccio
da resisténcia e no tratamento destes pacientes, pois
¢ mais demorado, mais toxico e mais caro do que
daqueles infectados com cepas sensiveis, com taxas
mais baixas de cura e maior propensdo de

permanecerem infectantes por mais tempo®®,

Apesar do estudo ser limitado ao Centro de Saude
Navegantes, foi encontrada uma grande diversidade
de padrdes entre as cepas de M. tuberculosis
analisadas e uma alta taxa de relacio epidemioldgica
entre os pacientes pertencentes a cluster, que pode
ser atribuida a combinacdo adequada de técnicas de
epidemiologia convencional a genotipagem,
fornecendo uma visdo geral da dindmica de
transmissdo da doenca neste local.
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