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RESUMO
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O género Mycobacterium é constituido por espécies do Complexo M. tuberculosis (CMTB) e
outras denominadas de micobactérias ndo tuberculosas (MNT). Os bacilos do CMTB causam
a tuberculose (TB), uma doenga infecciosa bacteriana, a qual comumente afeta os pulmdes. Ja
as MNT causam outras micobacterioses. O diagnostico correto das doencas causadas pelas
micobacterias € essencial para a definicdo do tratamento. O esquema de tratamento para a
tuberculose no Brasil € preconizado pelo Programa Nacional de Controle da
Tuberculose/Ministério da Saude (PNCT/MS) e foi recentemente modificado. As principais
mudancas propostas pelo Comité Técnico Assessor do PNCT/MS foram: introduzir um quarto
farmaco, o etambutol, na fase de ataque e adotar a associacdo dos farmacos em forma de
comprimidos, com doses fixas combinadas (DFC) 4 em 1, para a fase de tratamento intensivo,
e, 2 em 1, para fase de manutencdo. Devido a grande incidéncia da tuberculose no Brasil e no
mundo, a emergéncia de cepas resistentes e a implantacdo de novas terapias pelo Ministério
da Salde, este trabalho objetivou avaliar a suscetibilidade aos tuberculostaticos associados ou
individualmente dos isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis do Hospital
Universitario de Santa Maria. A suscetibilidade aos antimicrobianos isolados ou associados
(rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) foi avaliada atraves do método de
microdiluicdo em caldo (MMC) e comparados ao método das propor¢des (MP), método
padrdo ouro para suscetibilidade de micobactérias. O MMC mostrou-se ser um método
rapido, de facil realizacdo e boa correlacdo com o MP. Foram encontrados varios isolados
clinicos de M. tuberculosis resistentes a um, dois ou trés farmacos quando testados frente aos
quatro farmacos isoladamente. Porem, quando estes foram, testados contra os quatro farmacos
da DFC associados nenhuma cepa foi considerada resistente. Este fato vem de encontro ao
conceito da DFC a qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para combater a
resisténcia dos bacilos.

Palavras-chave: Dose fixa combinada, Suscetibilidade, Mycobacterium tuberculosis,
micobactérias ndo-tuberculosas, método de microdiluicdo em caldo, método das proporcoes.
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The Mycobacterium genus includes M. tuberculosis complex (CMTB) species and others
called nontuberculous mycobacteria (MNT). The CMTB bacilli cause tuberculosis (TB), a
bacterial infectious disease, which commonly affects the lungs. Since the MNT cause other
mycobacterial infections. The correct diagnosis of diseases caused by mycobacteria is
essential for determining treatment. The tuberculosis treatment regimen in Brazil is
recommended by the National Tuberculosis Control/Ministry of Health (PNCT/MS) and was
recently modified. The main changes proposed by the Technical Advisory Committee of
PNCT/MS were: to introduce a fourth drug, ethambutol, during the attack and take the
combination of drugs in tablet form, with fixed-dose combinations (FDC) 4 in 1, for intensive
treatment phase, and 2 in 1 for the maintenance phase. Due to the high incidence of
tuberculosis in Brazil and worldwide, the emergence of resistant strains and the deployment
of new therapies by the Ministry of Health, this study aimed to evaluate the susceptibility to
antituberculosis or individually associated clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis
from the University Hospital Mary. The antimicrobial susceptibility alone or associated
(rifampicin, isoniazid, pyrazinamide and ethambutol) was evaluated using the microdilution
method (MMC) and compared to the proportion method (MP), gold standard method for
susceptibility to mycobacteria. The MMC has proven to be a rapid, easily performed and well
correlated with the MP. We have found various clinical isolates of M. tuberculosis resistant to
one, two or three drug when tested against four drugs alone. However, when they were tested
against four drugs associated with the FDC no strain was considered resistant. This fact is
against the concept of FDC which aims to unite the four anti-TB drugs to combat the
resistance of the bacilli.

Key words: Fixed dose combination, Susceptibility, Mycobacterium tuberculosis,

nontuberculous micobactérias, microdiluation broth metod, proportion metod.
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APRESENTACAO

No item REVISAO DA LITERATURA, estd descrita uma sucinta revisio
bibliogréafica sobre os temas trabalhados nesta dissertagéo.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigos, os quais se encontram no item MANUSCRITOS. As se¢Ges Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdao dos Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos
préprios artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens, DISCUSSAO E CONCLUSOES, encontrados no final desta dissertacao,
apresentam interpretacfes e comentéarios gerais sobre os artigos cientificos contidos neste
trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAO desta dissertaco.



INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa bacteriana causada pelo Mycobacterium
tuberculosis, a qual muito comumente afeta os pulmdes. O bacilo é transmitido de pessoa a
pessoa Vvia aerossois provenientes da garganta e dos pulmdes dos pacientes com a doenca
respiratéria ativa. Em individuos saudaveis, a infeccdo por M. tuberculosis freqlientemente
ndo causa sintomas, uma vez que o sistema imune age isolando o microrganismo. Os sintomas
da TB ativa nos pulmdes sdo tosse, expectoracdo, as vezes com sangue, dores no peito,
fraqueza, perda de peso, febre e sudorese noturna (TUBERCULOSIS, 2011).

A incidéncia de TB vem decrescendo desde 2006 no Brasil e no mundo. Caso essa
tendéncia se sustente, a meta da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para 2015 de reduzir
a prevaléncia e mortalidade em 50%, em comparacdo com o0s niveis de 1990 sera alcancada.
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A tuberculose continua a merecer especial
atencdo dos profissionais de saude e da sociedade como um todo. Ainda obedece a todos 0s
critérios de priorizagdo de um agravo em salde publica, ou seja, grande magnitude,
transcendéncia e vulnerabilidade (BRASIL, 2010). A OMS continua recomendando que 0s
paises ndo poupem esforcos para combater a tuberculose. E necesséario aperfeicoar o
diagnostico e melhorar a aderéncia dos pacientes ao tratamento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

Atualmente hd um acréscimo na incidéncia de cepas de M. tuberculosis resistentes a
multiplos farmacos; esta resisténcia é causada, entre outros fatores, pela ndo aderéncia de
pacientes ao tratamento da tuberculose, ja que este € longo e com muitos efeitos colaterais
(MSHANA et al., 1998). Além disso, 0 advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) vem contribuindo para o aumento do nimero de casos e da gravidade da doenca
causada pelo bacilo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

O impacto clinico da resisténcia € imenso, sendo caracterizado pelo aumento nos
custos do tratamento, bem como maior morbidade e mortalidade. Nos dias atuais o abuso dos
antimicrobianos convencionais para o tratamento de infec¢es microbianas tem aumentado os
indices de resisténcia (JUNEYOUNG et al., 2009).

A TB geralmente pode ser tratada com um curso padrdo de quatro farmacos, também
chamado de primeira linha de medicamentos anti-TB. Porém algumas cepas podem
desenvolver resisténcia a estes farmacos e 0s pacientes portadores destes microrganismos irdo

desenvolver tuberculose resistente a multiplos farmacos (MDR-TB). Uma MDR-TB requer



muito tempo para ser tratada, com medicamentos de segunda linha, que sdo mais caros e
apresentam mais efeitos colaterais. A XDR-TB, abreviacdo para tuberculose extremamente
resistente aos medicamentos, pode desenvolver-se quando os medicamentos de segunda linha
também sdo mal utilizados ou mal administrados e, portanto, tornam-se ineficazes. Como
XDR-TB séo resistentes a farmacos de primeira e de segunda linha, as opc¢des de tratamento
ficam muito limitadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

O sistema de tratamento para TB recomendado pelo Programa Nacional de Controle
da Tuberculose/Ministério da Saude (PNCT/MS) desde 1979, com a introducdo da
rifampicina e unificagcdes de acdes, foi modificado. As principais mudangas propostas pelo
Comité Técnico Assessor do PNCT/MS sdo: introduzir um quarto farmaco, o etambutol, na
fase de ataque e adotar a associacdo dos farmacos em forma de comprimidos, com doses fixas
combinadas 4 em 1 (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol), para a fase de
tratamento intensivo, e 2 em 1 (rifampicina e isoniazida), para fase de manutencdo. (GRUPO
DE TRABALHO DAS DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009)

Devido a grande incidéncia da tuberculose no Brasil e no mundo, a emergéncia de
cepas resistentes e a implantacdo de novas terapias pelo Ministério da Saude, o
monitoramento e a avaliacdo do perfil de suscetibilidade a férmacos antituberculostaticas em
isolados clinicos sdo medidas necessarias para o controle da tuberculose. Além disso, o
melhor entendimento do comportamento bacteriano em relacdo as terapias medicamentosas
atualmente aplicadas em pacientes portadores de TB ativa pode auxiliar na efetividade

terapéutica e sucesso do tratamento.



REVISAO DA LITERATURA

A denominagdo do género Mycobacterium originou-se do latim “fungus bacterium”,
pelo fato do M. tuberculosis apresentar algumas caracteristicas semelhantes aos fungos
quando cultivado em meio liquido. Estes bacilos tinham caracteristicas morfoldgicas de
bacilos e tintoriais de alcool-acido resisténcia (COLLINS et al., 1997). Posteriormente, foram
visualizados e isolados, tanto do homem como do meio ambiente, varios outros bacilos com
as mesmas caracteristicas tintoriais do M. tuberculosis, entretanto, com diversificacfes no
tempo de crescimento in vitro, producdo de pigmentos e patogenicidade para aos seres
humanos. A partir da década de 90, um nimero crescente de novas espécies tem sido descritas
e até 0 momento 125 espécies e 11 subespécies sdo reconhecidas oficialmente (EUZEBY,
2007).

Com excecdo do M. leprae que ndo cresce in vitro, essas espécies sdo divididas em
dois grupos, as espécies pertencentes ao Complexo M. tuberculosis (CMTB) e as
Micobactérias Nao causadoras de Tubeculose (MNT) (GRIFFITH et al., 2007). O CMTB é
composto por M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, M. microti; M. caprae e M. pinnipedii
sendo os quatro ultimos encontrados em baixa frequéncia em nosso pais (BRASIL, 2005;
BRASIL,2008). Alem do CMTB, tem-se 0 Complexo M. avium (MAC) que agrupa as
espécies M. avium, M. avium subespécie paratuberculosis, M. intracellulare e M.
scrofulaceum e Complexo M. terrae as especies M. terrae, M. nonchromogenicum e M.
triviale (BRASIL,2008). Recentemente, algumas espécies de crescimento rapido foram
reunidas em trés grupos: grupo M. fortuitum composto pelas espécies M. fortuitum, M.
peregriunum, M. mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M.
houstonense M. bonickei; grupo M. chelonae pelas espécies M. chelonae, M. abcessus, M.
immunogenum e grupo M. smegmatis, pelas espécies M. smegmatis, M. woliskyi, M. godii
(BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

1 Micobacterioses

As MNT tém sido documentadas desde os anos 1950 como organismos capazes de
causar doenca em humanos recebendo maior reconhecimento clinico com a queda na
incidéncia de tuberculose (MOORE et al., 2010). Quando responsaveis por pProcessos

patoléogicos em humanos, as MNT podem acometer qualquer tecido dos sistemas ou



disseminar-se por todo o organismo, principalmente em pacientes imunocomprometidos. A
doenca que ocasionam é denominada de micobacteriose, independentemente da espécie
responsavel pela patologia. (BRASIL, 2008).

Infecgbes causadas pelas MNT geralmente ndo séo notificadas aos departamentos de
salde puUblica, assim, dados sobre a incidéncia e distribuicdo destes sdo escassos
(SATYANARAYANA et al, 2011). No entanto, alguns autores sugerem que infeccdes
causadas por MNT estejam aumentando em algumas areas (BILLINGER et al., 2009; LAI et
al., 2010; FERREIRA et al., 2012; SENNA et al.,2012), fazendo com que a demografia e a
distribuicdo destas MNT sejam estudadas. Estima-se que a prevaléncia média anual das
doencas por MNT consistam em 5,5 casos por 100 mil habitantes, com um aumento anual da
prevaléncia de 2,6% (GRIFFITH & TIMOTHY, 2012). O aumento do nimero de individuos
imunocomprometidos, devido ao cancer, transplante, e ao HIV, ou outras condi¢des, tém sido
relacionado com o aumento desta prevaléncia (SONG et al., 2009).

Os protocolos para tratamento da tuberculose e para tratamento das infec¢fes causadas
pelas MNT diferem; assim o diagndstio diferencial da tuberculose e MNT s&o essenciais para
estabelecer o tratamento (SONG et al., 2009;BRASIL, 2005).

2 Tuberculose

Definida como moléstia infecto-contagiosa dos pulmdes, a tuberculose é uma doenca
infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis. A doenca tem algumas caracteristicas
marcantes, como um longo periodo de laténcia entre a infeccdo inicial e a apresentacéo
clinica, preferéncia pelo acometimento pulmonar (embora outros Orgdos possam ser
envolvidos), e resposta granulomatosa associada a intensa inflamagdo e lesdo tissular
(KUMAR, 1994).

A OMS estima que, em 2010, houve uma incidéncia de 8,8 milhdes de novos casos de
tuberculose e/ou recaidas da doenca no mundo. Neste periodo em torno de 1,4 milhdes de
pessoas morreram de tuberculose, incluindo 0,35 milhdes de pacientes HIV positivos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

A incidéncia de TB vem decrescendo desde 2006. O nUumero de casos novos
notificados a cada 100 mil habitantes tem diminuido 1,3% a cada ano, desde 2002. O Brasil
tem acompanhado indices semelhantes. Caso essa tendéncia se sustente, a meta da OMS para
2015 de reduzir a prevaléncia e mortalidade em 50%, em comparagdo com os niveis de 1990
sera alcangada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Embora a prevaléncia da



tuberculose esteja diminuindo, ainda ha muito que melhorar principalmente no que se refere
aos casos de resisténcia.

O quarto relatério global sobre a resisténcia a farmacos anti-TB fornece os dados mais
recentes sobre a extensdo do problema no mundo. A prevaléncia média de MDR-TB em
novos casos de tuberculose foi de 1,6%, e em casos de tuberculose tratados previamente
11,7% (CHIANG et al., 2010). No Brasil a incidéncia da tuberculose foi de 43,0 (36,0-51.0)
individuos por 100.000 habitantes por ano em 2010; destes 2,6 (1,6-4,3) individuos por
100.000 habitantes morreram da doenca. A prevaléncia média MDR-TB em novos casos de
tuberculose foi de 0,9%, enquanto que em casos de tuberculose tratados previamente essa
prevalencia passa para 5,4% (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011)

2.1 Tuberculose pulmonar

Apo6s o contagio, o microrganismo podera ser destruido através de mecanismos de
imunidade inata atraves de uma rapida resposta inflamatoria, porém, caso isso ndo ocorra, 0
bacilo é capaz de ocasionar uma progressdo da inflamacdo e broncopneumonia inespecifica
(TARANTINO, 2002). Entdo neste momento, o bacilo comeca a se dividir e aumentar em
namero o foco de inoculagdo podendo atingir em 15 dias 100 mil microrganismos, passando a
ser chamado de foco de Ghon apresentando uma forma arredondada e de consisténcia
amolecida com 1 a 2 mm de tamanho (BRASIL, 2002).

Nas lesdes pulmonares iniciais 95% dos focos de Gohn evoluem para fibrose e/ou
calcificacdo, no restante dos casos, seja pela carga infectante ou por deficiéncia da imunidade
celular, hd uma liquefacdo do caseo e o desenvolvimento da doenca a qual é conceituada
como tuberculose primaria (BRASIL, 2002).

Se a lesdo primaria evoluir para a cura clinica e anos mais tarde for reativada, ou o
organismo receber nova carga de bacilos, geralmente mais virulentos, a doenca passa a ser
chamada de tuberculose pds-primaria ou do adulto. Como o individuo ja apresenta, neste
caso, memdria imunoldégica ocorre uma reacdo inflamatoria do tipo hipersensibilidade,

caracterizada por cavitacdo e fibrose (KUMAR, 1994).

2.2 Agente etioldgico

O bacilo da tuberculose foi descoberto por Robert Koch em 1882, sendo por isso

designado bacilo de Koch. Trés tipos de bacilos sdo patogénicos para o homem: o bacilo



humano, responsavel praticamente por toda a tuberculose pulmonar, o bacilo bovino (M.
bovis), o qual é pouco incidente desde a pasteurizacdo compulsoria do leite, e 0 M. africanum
(FARIA et al., 2003). O bacilo humano é hoje denominado Mycobacterium tuberculosis o
qual empresta 0 nome a um complexo que abriga outras bactérias como o M .bovis-BCG,
usado na elaboracdo da Vacina BCG, e o M. microti, um patdégeno animal (TARANTINO,
2002).

2.2.1 Caracteristicas gerais

O Mpycobacterium tuberculosis € um bacilo imdvel, ligeiramente curvo, ndo
esporulado, ndo encapsulado, porém sua parede celular possui um conteudo lipidico que é
responsavel pela formacao do granuloma caracteristico causado pelo género Mycobacterium.
Por ser um microrganismo aerobio, tem preferéncia em multiplicar-se no pulméo, podendo
ficar em estado de dorméncia por longos periodos causando reativagdes. Possui um tempo de
geracdo, em meios apropriados, de 14 a 20 horas; por isso é considerado de crescimento lento.
Além dessas caracteristicas, uma peculiaridade importante € o agrupamento dos bacilos
formando ramos alongados e tortuosos conhecidos como cordas. A observacao do fator corda

na baciloscopia é considerada indicacdo de M. tuberculosis (BRASIL, 2002).

2.2.2 Estrutura e composicdo quimica

O M. tuberculosis possui uma parede bacteriana rigida, trés camadas dispostas de fora
para dentro: uma lipoprotéica, uma polisacaridica, e a mais interna a mucopeptidica: esta
altima é a mais rigida. Os componentes quimicos mais importantes do conjunto destas
membranas sdo o acido muranico, o acido micolico e alguns polissacarideos contendo alanina,
manose, galactose, acido glutamico, acido diaminopimélico (TARANTINO, 2002). O estudo
dos acidos micolicos é importante sob varios aspectos, e sobre tudo, porque o0 micol é que
determina a alcool-acido resisténcia. Entre os micdsides, ha um glicolipidio sulfatado que
favorece a sobrevida de bacilos nos macrofagos por impedir a fusdo de fagossomas com
lisossomas (VIADER- SALVADO et al., 2007).

E sensivel ao calor e a radiacdo ultravioleta sendo degradado se exposto ao sol. Porém,
é resistente a agentes quimicos como solucdo de hidroxido de sodio, fosfato trisddico ou

cloreto de cetilpiridinium ao contrario de outros microrganismos. Este fato é muito importante



na descontaminacao de espécimes antes da realizacdo de cultivo para diagndstico (BRASIL,
2002).

2.2.3 Genoma do Mycobacterium tuberculosis

Em 1998 informou-se afinal que todo o genoma do M. tuberculosis tinha sido
decifrado, trabalho que contou da associacdo de 21 centros de pesquisa, de Paris (Instituto
Pasteur), Inglaterra (Hinston), Copenhague e Estados Unidos. Serviu de base para a
decodificacdo do genoma a cepa H37Rv. Os primeiros resultados revelam que o M.
tuberculosis contém 4.000 genes, dos quais 3.924 ja estdo decifrados 4.411.529 pares de base.
Das proteinas, 40% tém suas funcGes definidas com precisdo, 44% com algum conhecimento
e 16% desconhecidas. H4 muitos elementos repetitivos ricos em guanina e citosina. Trinta
genes sdo reguladores da RNA polimerase, 140 genes sdo reguladores da transcriptase e 0s
outros 250 fazem biossintese de varias classes de lipidios e isso explica a complexidade da
membrana envolvente da bactéria com acido micélico, glicopeptideos e lipocarboidratos
(COLE et al., 1998).

2.3 Diagndstico bacteriologico

O diagndstico da tuberculose deve ser realizado avaliando-se a histéria clinica do
paciente juntamente com exames utilizados na investigacdo da tuberculose. Estes exames
podem ser: bacterioldgicos, bioquimicos, citoldgicos, radioldgicos, histopatologicos e
imunologicos. Dentre os atualmente utilizados na rotina, o exame bacteriolégico, é o que

permite a confirmacédo do diagnostico (BRASIL, 2002).

2.3.2 Baciloscopia de bacilos alcool-acido resistentes

Segundo o Manual de Bacteriologia da Tuberculose (BRASIL, 2005) a baciloscopia é
0 exame basico para o diagnostico bacteriologico da tuberculose, especialmente na forma
pulmonar. E utilizada pra acompanhar a eficacia do tratamento através da reducéo bacilar e
negativacdo do escarro em exames mensais, enquanto o paciente tiver expectoracao.

O meétodo de baciloscopia de escarro usando corantes que evidenciam bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) ndo permite a identificacdo de espécies de micobactéria e ndo

permita a diferenciacdo entre células viaveis e invidveis. Porém, o procedimento oferece a



vantagem de fornecer, em horas, ao invés de dias ou semanas, informagdes Uteis sobre bacilos
alcool-4cido resistentes em alguns pacientes antes e durante a quimioterapia (HOBBY et al.,
1973).

O numero ideal de amostras de escarro para estabelecer o diagnéstico da tuberculose é
de 3 esfregacos analisados (HOPEWELL et al., 2006). Segundo Hoby et al, a preparacdo de
esfregacos por este método produziu um notével grau de reprodutibilidade quando vérios
esfregagcos da mesma amostra foram examinados.

O diagndstico da TB em paises de renda média e baixa, onde mais de 90% dos casos
de tuberculose ocorrem, é realizado principalmente por este método (PAI et al., 2006). O
International Standards for Tuberculosis Care considera a analise microscopica de duas ou
trés amostras por paciente o preconizado para o diagnodstico de TB (FAIR et al., 2007).
Embora esta microscopia seja barata, facil de executar e altamente especifica nas areas onde
ha uma alta prevaléncia de TB, é relativamente insensivel, quando necessario um numero
maior que 10* bacilos por mL de escarro para alcancar um resultado positivo (HOBBY et al.,
1973).

A sensibilidade da microscopia € influenciada por inimeros fatores, como a
prevaléncia e gravidade da doenca, a qualidade da coleta da amostra, o tipo de amostra, o
método de processamento (direta ou concentrada, a centrifugacéo, liquefacao), coloracao e,
finalmente, a qualidade do exame (PETERSON et al., 1999). Realizado por profissionais
bem treinados, o teste detecta bacilos da tuberculose em 75% de todas as pessoas que tém
tuberculose pulmonar ativa, mas a sensibilidade pode cair para 45-60%, dependendo do

treinamento e da motivacao do técnico de laboratério (ABER et al., 1980).

2.3.2 Cultura

Até o momento, o diagnostico de certeza da tuberculose € realizado através de cultura
do material da lesdo com isolamento e identificacdo do bacilo (BRASIL, 2002). Os espécimes
clinicos utilizados para o isolamento de micobactérias podem ser contaminados, isto € podem
apresentar microbiota associada, no escarro, lavados, aspirados, urina, material de cavidade
aberta. Estes espécimes devem ser tratados com a finalidade de eliminar os microrganismos
contaminantes, que por se desenvolveram muito mais rapidamente que as micobactérias,
impedem a multiplicacdo destas. Esse tratamento é feito com agentes quimicos aos quais as
micobactérias sdo conhecidamente mais resistentes, e, além disso, possibilita a digestdo da
matéria organica do material (BRASIL, 2005).
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O meio de cultura mais utilizado para o isolamento de M. tuberculosis nos laboratorios
de bacteriologia da tuberculose é o de Lowenstein-Jensen. E um meio complexo, rico e
propicia o crescimento da maioria das micobactérias. O crescimento do M. tuberculosis em
colonias rugosas amarelo-claras ocorre em torno de 28 dias de incubacdo a temperatura de
37°C. Este método torna-se positivo se o material contiver entre 10 e 100 bacilos (BRASIL,
2002).

Em 1958, Runyon propds uma divisdo das micobactérias mais frequentemente
isoladas no laboratorio, baseada em caracteristicas simples de serem observadas: o tempo de
crescimento e a pigmentacdo das colonias. Originalmente constava de quatro grupos e nédo
incluia as espécies tipicas como M. tuberculosis e as ndo cultivaveis como o M. leprae. Estes
quatro grupos sdo: grupo | (Fotocromogénicas), grupo Il (Escotocromogénicas), grupo Il
(N&o-cromogénicas) e grupo IV (Crescimento rapido). Esta classificagdo ainda é de grande
utilidade e, juntamente com as provas de crescimento na presenca de agentes inibidores,
permitem constituir grupamentos preliminares antes da escolha dos testes bioquimicos para a
identificacdo em espécies,dentro de cada grupo (BRASIL, 2005).

Ha outros métodos de cultura disponiveis comercialmente que proporcionam um
diagnostico mais rapido, como o sistema BACTEC 460 TB, MGIT, MB/Bact. O sistema
BACTEC 460 TB ou BACTEC 960 ¢ um método radiométrico que através de um aparelho
semiautomatizado, detecta CO, radioativo liberado pela utilizacdo do 4acido palmitico,
presente no meio de cultura (BRASIL, 2002).

2.3.3 Métodos Moleculares com Amplificacdo PCR

A reacdo de PCR — Reacdo de Polimerase em Cadeia, realizada em termociclador,
permite a geracdo de bilhGes de moléculas de DNA a partir de algumas copias presentes na
cultura ou amostra clinica. O material amplificado é detectado em gel de agarose apos
coloracdo ou através de hibridizacdo e visualizacdo por reacdo colorimétrica ou em auto-
radiograma. Determina-se a especificidade da amplificacdo através do desenho de iniciadores
adequados, permitindo o reconhecimento do M. tuberculosis e de outras micobactérias. Uma
das sequéncias mais utilizadas é a insercdo 1S6110, devido ao fato de estar presente no
genoma do bacilo em mdltiplas copias, aumentando, desta maneira, a sensibilidade da técnica
(BRASIL, 2002).
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2.3.4 Testes de suscetibilidade

A suscetibilidade do M. tuberculosis aos antimicrobianos pode ser avaliada por varias
metodologias, mas 0 método das propor¢des é o mais utilizado e estd entres os aceitos pela
Organizacdo Mundial de Saude.

2.3.4.1 Método das proporc¢des

A suscetibilidade frente a agentes antimicrobianos testados separadamente € realizada
através do método das proporc¢des descrito por Canetti, et al (1963). Este método consiste em
detectar a proporgéo bacilos resistentes presentes em uma amostra de M. tuberculosis, frente a
uma concentracdo de medicamentos que é capaz de inibir o desenvolvimento das células
sensiveis, mas ndo o das celulas resistentes (concentragéo critica). Para cada medicamento foi
definida uma proporcéo de mutantes resistentes em uma populacéo bacilar, igual ou acima da
qual a amostra € considerada resistente (proporc¢éo critica).

Utilizam-se concentracOes diferentes para cada antimicrobiano, que é incorporado ao
meio antes da coagulacdo, bem como proporcdes de bacilos sensiveis e resistentes para

realizar a avaliacdo de sensibilidade, conforme tabela 1.

Tabela 1 - ConcentracOes criticas de tubercolostaticos empregadas nos testes de sensibilidade e a proporcéo

critica de mutantes resistentes esperados.

Drogas Concentracoes (ug/ml) Proporcdes (%)
Isoniazida 0,2 1,0
Rifampicina 40,0 1,0
Pirazinamida 100,0 10,0

Etambutol 2,0 1,0

Fonte: Manual de bacteriologia da tuberculose, 32 Ed, 2005.

Apos a leitura do teste realiza-se o calculo da porcentagem de bacilos resistentes pela

formula:

Nimero de colbnias no tubo com farmaco x 100 = % de Bacilos Resistentes
NUmero de col6nias no tubo controle
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As amostras sdo consideradas resistentes quando esta porcentagem foi superior ou
igual a proporgdo critica estabelecida para cada farmaco. Este teste pode ser realizado a partir
de escarro positivo a baciloscopia (teste direto) ou a partir da cultura (teste indireto).

2.3.4.2 Método de microdiluicdo em caldo

Um certo nimero de novos métodos para testes de susceptibilidade a farmacos usados
contra o M. tuberculosis foram descritos ao longo das duas ultimas décadas (FRANZBLAU et
al, 1998; SYRE et al., 2010; KUMAR et al., 2005; MARTIN et al., 2005). Recentemente, tem
sido relatado que estes métodos de microdiluicdo sdo praticos, rapidos e uma étima alternativa
para a determinacdo de concentragfes inibitérias minimas (CIM) em laborat6rios
demicobacteriologia clinica (MARTIN et al., 2005).

2.3.4.3 Métodos moleculares

Os avancos em biologia molecular tornaram possivel investigar 0os mecanismos
genéticos da resisténcia aos farmacos, bem como caracterizar as mutacdes relacionadas a
resisténcia aos diversos farmacos. Varios genes ja foram identificados como responsaveis pela
resisténcia aos principais medicamentos contra o M. tuberculosis (ROSSETTI et al., 2002).

A resisténcia para isoniazida parece estar associada a uma variedade de mutacbes que
afetam um ou mais genes, como 0s que codificam para catalase-peroxidase (katG) a enzima
enoyl-ACP redutase, envolvida na biossintese do é&cido micolico (inhA), a alkyl
hidroperdxido redutase, envolvida na resposta celular ao estresse oxidativo (ahpC) e a enzima
B-ketoacyl ACP syntase (kasA). Ja para a rifampicina sabe-se que ela interage
especificamente com a subunidade B da RNA polimerase e que mutagdes no locus rpoB
conferem trocas conformacionais, impedindo uma ligacdo eficiente do farmaco e,
conseqlentemente, a resisténcia. Para a pirazinamida analisa-se mutacdes no gene pncA, que
codifica a enzima pirazinamidase, a qual converte o farmaco pirazinamida em sua forma
ativa. As bases genéticas para a resisténcia ao etambutol estdo associadas a alteracdes no gene
embB (ROSSETTI et al., 2002).
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2.4 Patogenia

O M. tuberculosis chega aos alvéolos, dentro de pequenas particulas de aerossol e é
transportado para dentro de tecidos pelos fagocitos do hospedeiro, que agregados com outras
células do sistema imunolégico formam os granulomas que sdo as lesdes caracteristicas da
tuberculose. Em individuos imunocompetentes, existem dois principais resultados iniciais da
infeccdo: o desenvolvimento de tuberculose ativa ou a criagdo de uma infeccdo (latente)
assintomatica (CONNOLLY et al., 2007). Um microrganismo aerébio de crescimento lento
que possui uma grande capacidade de desenvolvimento de resisténcia. A populagdo bacilar
localiza-se em diferentes areas do 6rgao afetado dependendo da fase de crescimento que se
encontra o bacilo: os microrganismos em crescimento geométrico se encontram geralmente na
parede da cavidade pulmonar onde h& boa oferta de oxigénio presenca de nutrientes e pH
neutro; os de crescimento intermitente, encontram-se geralmente fora das células dentro de
um granuloma onde ocorre necrose tecidual, e acimulo de CO; e acido latico; finalmente os

de crescimento lento ficam protegidos no interior de macréfagos (LOPES, 2000).

2.5 Tratamento

Levando-se em consideracdo o comportamento metabdlico e localizacdo do bacilo o
esquema terapéutico anti-TB deve atender a trés grandes objetivos: evidenciar atividade
bactericida precoce, prevenir a emergéncia de bacilos resistentes e ter atividade esterilizante
(CAMINERO, 2003). A atividade bactericida precoce é a capacidade de matar o maior
namero de bacilos o mais rapidamente possivel, diminuindo a infectividade do caso-indice no
inicio do tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004). Atividade esterilizante é
a capacidade de eliminar virtualmente todos os bacilos de uma lesdo. A adequada
esterilizacdo de uma lesdo é que impede a recidiva da tuberculose apds o tratamento.
Pacientes cujas lesbes ndo estavam esterilizadas ao final do tratamento, manifestam recidiva
da doenca (BRASIL, 2010).

Cada populacdo micobacteriana apresenta diferentes proporcdes de bacilos com
resisténcia natural aos diferentes medicamentos anti-TB. Assim, a forma de se evitar a sele¢do
de bacilos resistentes é a utilizacdo de esquemas terapéuticos com diferentes farmacos anti-
TB simultaneamente, uma vez que bacilos naturalmente resistentes a um medicamento podem
ser sensiveis a outro. (CONNOLLY et al., 2007).
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Os farmacos anti-TB de primeira linha associados possuem as propriedades
relacionadas anteriormente, sendo ativas em todas as populagdes bacilares sensiveis, quer
intracavitarias, nos granulomas ou intracelulares. A rifampicina € o medicamento com maior
poder esterilizante e juntamente com a isoniazida atua em todas as fases do crescimento
bacteriano. A pirazinamida € ativa apenas em meio &cido (intracelular ou no interior dos
granulomas) e o etambutol é bacteriostatico, e utilizado em associacdo com medicamentos
mais potentes para prevenir a emergéncia de bacilos resistentes (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2006). Efeitos adversos sio pouco frequentes e em geral no
determinam a suspensdo do tratamento. A hepatopatia ocorre raramente, ao contrario do que
se pensava, ndo havendo necessidade de acompanhamento laboratorial. Queixas gastricas,
urticaria, prejuizo da memoria, dificuldades no aprendizado, sonoléncia excessiva, insonia,
alteracdes na caligrafia, entre outros, sdo também incomuns (GRUPO DE TRABALHO DAS
DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009)

2.5.1 Rifampicina

A rifampicina € um membro do grupo das rifamicinas, sendo um composto semi-
sintético derivado de Amycolatopsis rifamycinica. E bactericida contra M. tuberculosis e
varias outras espéecies de micobactérias, incluindo M. Bovis e M. Kansasii, atuando através da
inibicdo da DNA-polimerase dependente de RNA, bloqueando a transcri¢do. Entre os agentes
de primeira linha, a rifampicina tem a atividade esterilizante mais potente, incluindo bacilos

dormentes devido ao seu rapido inicio de acdo (MITNIK et al., 2009).

2.5.2 Isoniazida

Quimicamente, a isoniazida é a hidrazida do acido isonicotinico. Exerce uma agédo
bacteriostatica nos bacilos em repouso e bactericida nos que se encontram em fase de diviséo
rapida, como nos bacilos intracelulares. Porem é o primeiro farmaco que torna os
microrganismos resistentes quando aplicado a um regime de seis meses (CHIANG et al.,
2010). O seu mecanismo de acdo ainda ndo é bem conhecido mas acredita-se que a catalase-
peroxidase do Mycobacterium transforma a isoniazida num composto biologicamente ativo
que tem capacidade de inibir a sintese dos acidos micolicos que fazem parte da parede da
micobactéria (HALL et al., 2009).
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2.5.3 Pirazinamida

A pirazinamida é uma pirazina sintética analoga da nicotinamida. E um pro-farmaco
que acredita ser bioativado por amidase em acido pirazindico que tem acdo bactericida
inibindo a sintese dos acidos micélicos, inibindo o transporte celular. Possui atividade
preferencial por bacilos que ndo estéo replicando, por isso a sua acao esterilizante. A sua agao
sO ocorre no ambiente acido da lesdo caseosa ou nos fagolisossomas dos macrofagos
(ZHANG et al., 2003).

2.5.4 Etambutol

O etambutol é um agente bacteriostatico obtido por sintese: dextro-2,2’-
(etilenodiamina)-di-1-butanol. Surgiu em 1968 vindo ocupar o lugar do acido p-
aminossalicilico. Tem capacidade de atuar nas estirpes resistentes a isoniazida e a
estreptomicina. Afeta a sintese de componentes celulares inibindo a transferase de arabinose
envolvida na sintese da parede celular (JONSSON et al., 2011).

2.6 Resisténcia aos antimicrobianos

Em Microbiologia clinica, 0 mecanismo mais freqiiente de resisténcia é a presenca de
genes plasmidiais que controlam a sintese de enzimas modificadoras dos antimicrobianos que
0s tornam inativos na sua acao antibacteriana. No caso do M. tuberculosis, ndo ha indicacao
de uma transferéncia horizontal de genes, isto €, aquisicdo de resisténcia por plasmideos ou
transposons e 0 mecanismo de resisténcia é exclusivamente por mutagdes. O mecanismo
classico pelo qual a mutacdo confere resisténcia € aquele que ocorre no gene que codifica para
0 alvo do farmaco, diminuindo a habilidade desta se ligar a enzima (BRASIL, 2008).

Os pacientes que sdo infectados com cepas resistentes aos farmacos podem
desenvolver TB resistente aos medicamentos antes do tratamento (resisténcia primaria) ou
durante o tratamento anti-TB (resisténcia adquirida). Os medicamentos anti-TB impde
pressdo de selecdo na populacdo de M. tuberculosis resistentes, assim progressivamente mais
bacilos mutantes emergem em uma monoterapia (CHIANG et al., 2010).

Uma alta carga bacteriana, esta associada com um aumento da freqiéncia de

microrganismos fenotipicamente resistente aos fairmacos. Quanto maior a carga bacteriana,
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mais provavel que entre elas existam mutantes geneticamente resistentes (CONNOLLY et al.,
2007).

O problema fundamental no tratamento da TB é a longa duragdo da terapia necessaria
para a cura, que € principalmente ocasionado pelos fatores relacionados acima (CONNOLLY
et al., 2007). Outro desafio importante refere-se aos farmacos utilizados no tratamento:
ensaios clinicos em andamento, provavelmente, ndo identificardo novos medicamentos contra
a tuberculose nos proximos dez anos. Torna-se de necessidade premente o uso racional e
adequado da rifampicina e da isoniazida (DIVISAO DE TUBERCULOSE, 2010).

Além disso, é importante salientar que quando os medicamentos para a TB sdo
ofertados ao paciente separadamente podem ocorrer erros na administracdo. Infelizmente, os
pacientes as vezes optam por apenas um medicamento (monoterapia) quando mais de um
farmaco é prescritas. 1sso ocorre devido a uma falta temporéaria de uma fonte de um ou mais
medicamentos, erros de dispensacgéo, o fornecimento de um medicamento que dura mais que
o fornecimento de outros medicamentos, perda de um medicamento, mal-entendidos; e
decisdes deliberadas dos pacientes a tomar apenas um medicamento devido a sintomas
percebidos ou reais associados com o outro medicamento. Quando um paciente adota a
monoterapia por uma destas razfes, a resisténcia tende a manifestar (MOULDING et al.,
1995).

2.7 Mudancas no tratamento da tuberculose

Segundo nota técnica expedida pelo Ministério da Saude foram implementadas
mudancas no tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS. Essas mudancas aplicam-se aos
individuos com 10 anos ou mais (adolescentes e adultos) (BRASIL, 2009). A primeira
mudanca consiste na introducdo do etambutol como quarto farmaco na fase intensiva de
tratamento (dois primeiros meses) do esquema basico. Este tem como justificativa a
constatacdo do aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4 para 6,0%) e a resisténcia
primaria a isoniazida associada a rifampicina (de 1,1 para 1,4%). Tais alteracbes foram
observadas no Il Inquérito Nacional de resisténcia aos farmacos anti-TB conduzido em 2007-
2008, em comparacdo com os resultados do | Inquérito Nacional, realizado no periodo de
1995 a 1997 (BRASIL, 2009).

A segunda mudanca consiste em introduzir a apresentacdo em comprimidos com dose
fixa combinada (DFC) dos 4 farmacos (4 em 1) para a fase intensiva do tratamento. Os

comprimidos serdo formulados com doses reduzidas de isoniazida e pirazinamida em relacéo
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as atualmente utilizadas no Brasil. Estes comprimidos contém 159 mg de rifampicina, 75 mg
de isoniazida, 400 mg de pirazinamida e 275 mg de etambutol. A fase de manutencéo
continuard sendo composta por dois farmacos, rifampicina e isoniazida, nas doses e
apresentacdes usuais, conforme tabela explicativa (Tabela 2), até que estejam disponiveis 0s
comprimidos em dose fixa combinada de rifampicina e isoniazida (150/75 mg) no Brasil
(BRASIL, julho 2010).

Tabela 2 - Esquema basico para o tratamento da tuberculose em adultos e adolescentes.

Regime Farmaco Faixa de peso Unidades/dose Duragéo
(meses)
RHZE
2RHZE 150/75/400/275
Fase Comprimido em 20 a 35 Kg 2 comprimidos
intensiva dose fixa 36 a 50 Kg 3 comprimidos 2
combinada >50 Kg 4 comprimidos
RH
Fase de 20 a 35 Kg 1 capsula 300/200
manutencéo 300/200 ou 36 a 50 Kg 1 capsula 300/200 +1
150/100 capsula capsula 150/100 4
>50 Kg 2 capsulas 300/200

Fonte: Programa Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Salude
R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida; E: etambutol.

O esquema basico € indicado para 0s casos novos (paciente sem uso prévio de
medicamentos anti-TB ou com uso inferior a 30 dias) de todas as formas de tuberculose
pulmonar e extrapulmonar (exceto meningoencefalite), infectados ou nao pelo virus HIV e no
retratamento. Em todos os casos de retratamento, preconiza-se a solicitacdo de cultura,
identificacdo e teste de suscetibilidade (DIVISAO DE TUBERCULOSE, 2010).

2.7.1 Beneficios do novo tratamento

Ao impedir a monoterapia e facilitar a ingestdo de doses adequadas dos farmacos anti-
TB, espera-se que estas ajudem a prevenir o aparecimento de resisténcia aos farmacos. Além
dessas, podemos citar varias outras vantagens para a aplicacdo da DFC: simplificacdo do
tratamento, reducdo dos erros de prescri¢do, adesdo do paciente e o respeito dos profissionais
de salde, reducdo da supervisdo do tratamento, simplificacdo da gestdo de oferta de farmacos,
facilitar o calculo das necessidades do medicamento, garantir a disponibilidade de

medicamentos de alta qualidade e garantir a entrega ao paciente da dose correta de todos 0s
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farmacos. Além disto, a DFC ndo produz mais efeitos adversos que as equivalentes
associacOes de farmacos formulados sepradamente (BLOMBERG e FOURIE, 2003).



OBJETIVOS

1 Objetivo Geral

Verificar o perfil de suscetibilidade a agentes tuberculostaticos de M. tuberculosis
isolados no Hospital Universitario de Santa Maria no ano de 2010.

2 Objetivos Especificos

2.1 Classificar em quatro diferentes grupos os bacilos isolados de pacientes através
dos métodos classicos;

2.2 ldentificar por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) os isolados de M.
tuberculosis;

2.3 Avaliar o perfil de suscetibilidade dos isolados de M. tuberculosis frente aos
tuberculostaticos rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol, separadamente pelo
método das proporcdes e em associacdo pelo método de microdilui¢do em caldo.

2.4 Comparar a suscetibilidade dos isolados de M. tuberculosis frente aos
tuberculostaticos da dose fixa combinada, agindo separadamente ou associados.
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Resumo
Avaliou-se a prevaléncia de micobactérias ndo-tuberculosas (MNT) em relacdo ao

total de casos de micobacterioses identificadas em pacientes no Hospital Universitario de

Santa Maria (HUSM) entre os anos de 2008 e 2010. Entre as amostras positivas para 0 género
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Mycobacterium, 67% eram do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e 33% foram
classificadas como micobactérias ndao tuberculosas (MNT). Este estudo vem contribuir com a
epidemiologia das micobacterioses, uma vez que 0s pacientes infectados por MNTs
necessitam de um tratamento e acompanhamento diferenciado dos infectados por CMTBs.
Palavras chaves: Micobactéria nao-tuberculosa, Mycobacterium tuberculosis,

classificagdo, fenotipagem, incidéncia, sul do Brasil.

Abstract

This study evaluated the incidence of nontuberculous mycobacteria (NTM) in relation
to all cases of mycobacteria identified in patients in Santa Maria University Hospital (HUSM)
between 2008 and 2010. Among the positive samples for the genus Mycobacterium, 67% of
the Mycobacterium tuberculosis (CMTB) and 33% were classified as NTM. This work
should serve asa warning to health professionalsto establish new diagnostic criteria
for correct identification of the causative organism of mycobacteriosis, since patients infected
with NTMs require a different treatment and monitoring of those infected with MTBs.

Keywords: ~ Nontuberculous  mycobacteria, = Mycobacterium  tuberculosis,

classification, phenotype, incidence, Southern Brazil.

Introducéo

O género Mycobacterium é constituido por espécies do Complexo M. tuberculosis
(CMTB) e outras denominadas de micobactérias ndo tuberculosas (MNT)®. Os protocolos
para tratamento da tuberculose e para tratamento das infeccdes causadas pelas MNT diferem;
assim o diagndéstio diferencial da tuberculose e MNT sdo essenciais para estabelecer o
tratamento™”.

Em paises de baixa e média renda, onde ocorre mais de 90% dos casos de TB, o
diagnostico é realizado principalmente pelo método de baciloscopia de bacilos alcool-acido
resistentes'?. Até o momento, o diagnéstico de certeza da tuberculose é realizado através de
cultura do material da lesdo com isolamento e identificacdo do bacilo®. E é esta identificacéo
dos bacilos que muitos laboratdrios deixam de fazer, seja por falta de recursos para realizar
técnicas moleculares ou pelo grande tempo destinado aos métodos fenotipicos.

Este estudo é baseado em pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa

Maria (HUSM) - Santa Maria /RS onde atualmente o diagndstico diferencial das
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micobacterioses ndo é realizado na rotina, apenas nos casos de faléncia do tratamento. Assim,
0 objetivo deste estudo foi avaliar a prevalencia de MNT em relagdo ao total de casos de
micobactérias identificadas em pacientes no HUSM entre os anos de 2008 e 2010.

Meétodos

Este estudo foi realizado com amostras com cultura positivas para micobactérias
provenientes do laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Maria
(LAC-HUSM), localizado no municipio de Santa Maria, RS, Brasil no periodo de janeiro de
2008 a dezembro de 2010. As informagdes sobre as amostras positivas incluiram: sexo, sitio
isolado e resultados de baciloscopia e cultura. As técnicas para baciloscopia e cultura foram as
rotineiramente utilizadas pelo LAC-HUSM e padronizadas conforme normas e
recomendacgdes descritas no Manual de Bacteriologia da Tuberculose do Ministério da
Sadde”.

As amostras pulmonares e extrapulmonares foram classificadas por metodos
fenotipicos. A classificacdo das MNT e as do CMTB foram realizadas no laboratorio de
Micobacteriologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade
Federal de Santa Maria - DACT/UFSM, para avaliacdo do tempo de crescimento, da
producdo de pigmento e do crescimento na presenca de agente inibidor®. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFSM pelo CAAE
ndmero 0104.0.243.000-11.

Resultados

As micobactérias foram classificadas segundo Runyon, em 4 grupos: grupo |
(Fotocromoggénicas), grupo Il (Escotocromogénicas), grupo 111 (N&o-cromogénicas) e grupo
IV (Crescimento rapido). Os espécimes identificados como do grupo Il foram separadas das
do complexo M. tuberculosis pela suscetibilidade ao acido para-amino benzdico (PNB).

Dos 4.603 pedidos realizados no periodo do estudo 194 tiveram baciloscopia e cultura
positiva. Entre as amostras positivas para 0 género Mycobacterium, 67% eram do complexo
M. tuberculosis e 33% foram classificadas como MNT, conforme figura 1.

Das 194 micobactérias isoladas 70% foram isoladas de pacientes do sexo masculino,

destas 67% eram do complexo M. tuberculosis (MTB) e 33% eram MNT. Ja entre os isolados
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de MNT 70% eram provenientes de pacientes do sexo masculino. No figura 2 estabelece a

ocorréncia das MTB e MNT em relagdo aos sitios de isolamento das amostras positivas.
Discusséo

Nos ultimos 15 anos o numero de espécies clinicamente significantes do género
Mycobacterium dobraram®. Como as micobacterioses ndo sdo de notificacdo obrigatéria no
Brasil, a elevada incidéncia dessas doencas relatadas em alguns trabalhos ndo podem ser
comprovadas com registros oficiais®. Os estudos sobre 0 assunto ainda s30 escassos e 0s que
existem diferem quanto a populacdo analisada e o tipo de amostras clinicas, sendo assim
dificil de comparar os resultados obtidos®®.

Entre os estudos que revelaram a porcentagem de MNT, os realizado no Rio de
7,14

Janeiro
MNT 33%), apresentando 45% e 34,3%2* de MNT. Porém, estes estudos foram realizados no

s80 0s que apresentaram valores mais proximos ao do nosso estudo (prevaléncia de

periodo de 2000 a 2002. Em um estudo mais recente realizado em S&o José do Rio Preto, SP
entre 1996 e 2005 mostrou uma incidéncia de 24,4% de MNT, corroborando com nosso
estudo.

Segundo MATOS et al, 2004 *°, uma maior prevaléncia de MNT em estudo realizado
na Bahia, Brasil foi entre pacientes do sexo masculino (68,4%) assim com 0 nosso estudo
(70%), porém a porcentagem de MNT isoladas no periodo de 1998 a 2003 foi de apenas
8,2%, diferentemente da porcentagem encontrada neste trabalho (33%). Esta discrepancia
pode ter ocorrido devido ao fato deste estudo ter utilizado métodos mais rigorosos para
diferenciar colonizacdo de infeccdo por MNTSs, como o uso dos critérios da American
Thoracic Society (ATS)®.

As diferentes incidéncias observadas nos estudos citados acima, incluindo o realizado
por nosso grupo de pesquisa, podem ter ocorrido devido ao fato de nosso estudo ter sido
realizado com amostras respiratdrias e provenientes de outros sitios 0 que ndo ocorreu em
todos os estudos citados. Outra explicacdo plausivel seria a distribuicdo geogréafica das

espécies de MNT em nosso vasto pafs com diversos fatores ambientais **

, Justificando
também as diferencas nas idades das populacdes estudadas. Pessoas mais velhas tendem a ter
doencas pré-existentes de pulmdo, sendo este um fator importante de colonizacdo e/ou
infeccdo de MINT.

N&o foram encontrados estudos que utilizaram como base apenas a classificacdo de

MNT (fig. 1) sem a identificacdo das devidas espécies, sendo assim uma limitagdo de nosso
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estudo. Porém como nosso objetivo foi alertar sob a existéncia de MNT em nossa regido e que
muitas vezes ndo sdo percebidas, acreditamos termos atingido-o com estes resultados. Nao
houve diferencas entre o tipo de amostra em que as MTB e MNT foram isoladas, apenas que a
maior ocorréncia de ambas foi em amostras de escarro. Isto, provavelmente, deve-se ao fato
de ser uma amostra comum nas solicitacbes médicas, pois se limita a ser um processo medico
ndo invasivo.

Apesar das limitacdes do estudo podemos concluir que a prevaléncia de MNTs no
HUSM ¢é elevada e pode ser responsavel pela faléncia no tratamento de alguns pacientes
considerados portadores apenas do M. tuberculosis. Este estudo vem contribuir com a
epidemiologia das micobacterioses uma vez que 0s pacientes infectados por MNTSs
necessitam de um tratamento e acompanhamento diferenciado dos infectados por MTBs.
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Figura 1 — Porcentagens da classificacdo das micobactérias isoladas entre 2008 e 2010.
Figure 1 — Percentages of classification of mycobacteria isolated between 2008 and 2010.
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Figure 2 — Distribution of mycobacteria as isolated sites.
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RESUMO

O sistema de tratamento para a tuberculose recomendado pelo Programa Nacional de
Controle da Tuberculose/Ministério da Saude (PNCT/MS) foi modificado em 2010. As
principais mudancas propostas pelo Comité Técnico Assessor do PNCT/MS foram: a
introducdo do o etambutol na fase de ataque e a adocao da associacdo dos farmacos em forma
de comprimidos, com doses fixas combinadas (DFC) 4 em 1, para a fase de tratamento
intensivo, e 2 em 1, para fase de manutencdo. Devido a grande incidéncia da tuberculose no
Brasil e no mundo, a emergéncia de cepas resistentes e a implantacdo de novas terapias pelo
Ministério da Saude, este trabalho objetivou comparar a suscetibilidade dos isolados de M.
tuberculosis do Hospital Universitario de Santa Maria frente aos tuberculostaticos da dose
fixa combinada agindo separadamente ou associados. A suscetibilidade aos antimicrobianos
associados (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) foi avaliada através do método
de microdiluicdo em caldo. Apesar do encontro de varias cepas resistentes a um, dois ou trés
farmacos, quando testadas isoladamente, nenhuma cepa foi considerada resistente na
associacdo. Este fato vem de encontro ao conceito da DFC a qual pretende unir os quatro

medicamentos anti-TB para combater a resisténcia dos bacilos.

INTRODUCAO

Atualmente ha um acréscimo na incidéncia de cepas de M. tuberculosis resistente a
maltiplos farmacos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011); esta resisténcia é
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causada, entre outros fatores, a ndo aderéncia de pacientes ao tratamento da tuberculose, ja
que este é longo e com muitos efeitos colaterais (MSHANA et al., 1998). Além disso, 0
advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) vem contribuindo para o
aumento no nuimero de casos e da gravidade da doenga causada pelo bacilo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).

O impacto clinico da resisténcia e imenso, sendo caracterizado por aumento nos custos
do tratamento, bem como maior morbidade e mortalidade. Nos dias atuais o abuso dos
antimicrobianos convencionais para o tratamento de infecgdes microbianas tem aumentado 0s
indices de resisténcia (JUNEYOUNG et al., 2009).

A TB geralmente pode ser tratada com um curso padrdo de quatro farmacos, também
chamado de primeira linha de medicamentos anti-TB. Se estes agentes sdo mal utilizados ou
mal administrados, os pacientes podem desenvolver tuberculose resistente a maltiplas drogas
(MDR-TB). Uma MDR-TB requer muito tempo para ser tratada com medicamentos de
segunda linha, que sdo mais caros e apresentam mais efeitos colaterais. A XDR-TB, a
abreviacdo para tuberculose extremamente resistente aos medicamentos, pode desenvolver-se
quando os medicamentos de segunda linha também s&o mal utilizados ou mal administrados
e, portanto, tornam-se ineficazes. Como XDR-TB sdo resistentes a farmacos de primeira e de
segunda linha, as opcdes de tratamento ficam muito limitadas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009).

O problema fundamental no tratamento da TB € a longa duracdo da terapia necessaria
para a cura, que é principalmente ocasionado pelos fatores relacionados acima (CONNOLLY
et al., 2007). Outro desafio importante refere-se aos farmacos utilizados no tratamento:
ensaios clinicos em andamento, provavelmente, nao identificardo novos medicamentos contra
a tuberculose nos proximos dez anos. Torna-se de necessidade premente o uso racional e
adequado da rifampicina e da isoniazida (DIVISAO DE TUBERCULOSE, 2010).

O sistema de tratamento para TB recomendado pelo Programa Nacional de Controle
da Tuberculose/Ministério da Salude (PNCT/MS) desde 1979, com a introducdo da
rifampicina e unificacdes de acdes, foi modificado. As principais mudancas propostas pelo
Comité Técnico Assessor do PNCT/MS sdo: introduzir um quarto farmaco, o etambutol, na
fase de ataque e adotar a associacao dos farmacos em forma de comprimidos, com doses fixas
combinadas 4 em 1 (159mg de rifampicina, 75mg de isoniazida, 400mg de pirazinamida e
275mg de etambutol), para a fase de tratamento intensivo, e 2 em 1 (150mg de rifampicina e
75mg de isoniazida), para fase de manutencdo. (GRUPO DE TRABALHO DAS
DIRETRIZES PARA TUBERCULOSE DA SBPT, 2009)
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Devido a grande incidéncia da tuberculose no Brasil e no mundo, a emergéncia de
cepas resistentes e a implantagdo de novas terapias pelo Ministério da Saude, justifica-se a
avaliacdo do perfil de suscetibilidade a drogas anti-TB dos isoladas no Hospital Universitario
de Santa Maria.

METODOS

Os bacilos isolados de pacientes com tuberculose foram provenientes do Laborat6rio
de Analises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Maria — LAC-HUSM, no periodo de
janeiro a dezembro de 2010. Foram analisadas as culturas de amostras coletadas de pacientes
com suspeita de tuberculose conforme a orientagio do Manual de Bacteriologia da
Tuberculose (BRASIL, 2005) que obtiveram baciloscopia e cultura positiva.

Das culturas positivas foi retirada uma pequena porcao para repique e re-isolamento
em meio de Lowestein-Jensen (LJ). A partir desta cultura foram realizados testes para a
diferenciacdo entre micobactérias ndo-tuberculosas e provaveis Mycobacterium tuberculosis
(BRASIL, 2005). Os espécimes identificados como do grupo Il foram repicados para LJ
(HiMedia Lanboratories Pvt. Ltd.) contendo acido p-nitrobenzdico (PNB 500 pg/ml), o qual
separa 0s membros do complexo M. tuberculosis que sdo sensiveis, das demais micobactérias
que sdo resistentes, excetuando algumas estirpes de M. kansasii, M. gastri, M. gordonae e M.
marinum.

Apo0s as amostras serem classificadas como do “complexo M. tuberculosis” elas foram
identificadas por técnicas moleculares. As amostras foram examinadas para a presenca da
insercdo 156110 (EISENACH et al., 1992). Para amplificar a insercdo 1S6110 foi utilizados as
sequéncias de primers 5’-CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3’ e 5’-
CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3’(Invitrogen™),  originando como  produto  com
fragmentos de comprimento 123 pares de base (pb). Os reagentes foram adicionados para um
tubo de microcentrifuga de 0,2 mL: 2,5 uL de 10 X PCR buffer, 4uL de agrupados de dNTPs
(1,25 mM cada), 0.6 uL de porcdes de 5uM de cada primer, 0,125 pL de Taq polimerase 2,5
U/ pL(Invitrogen™), 1uL de DNA modelo e 4gua até volume final de 25uL. As condicdes do
ciclo foram como segue: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacdo (94°C por 30
segundos seguido por 58°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos) e 72°C por 10 minutos
em termociclador (Applied Biosystems Veriti"™ 96 well Thermal Cycler). 5 pL do subproduto
foi submetido a eletroforese em 1% (p/v) de gel de agarose sob voltagem constante de 80V

por aproximadamente 20 minutos seguido de 100V por 40 minutos. Utilizou-se banho de



30

brometo de etidio (0,5ug/mL) por 10 minutos antes das bandas de DNA serem visualizadas
em trasiluminador UV (UVtrans UVT-312). A extracdo de DNA gendmico foi realizada
segundo Manual nacional de vigilancia laboratorial da tuberculose e outras micobactérias.
(BASIL, 2008).

Os cultivos confirmados como M. tuberculosis e cepa padrao H37Rv foram avaliados
quanto a suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol) separados segundo método das proporcées (MP) descrito por Canetti, et al (1963)
e associados conforme a dose fixa combinada.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antimicrobianos isolados e em
associacdo (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Sigma®) foi realizada pelo
método de microdiluicdo em caldo (MMC) adaptado (NCCLS, 2003; FRANZBLAU et al,
1998; SYRE et al., 2010). A rifampicina foi dissolvida em metanol e os demais farmacos em
agua MilliQ estéril, apos foram diluidos em MD7H9 até as concentragdes desejadas. A
rifampicina e a isoniazida foram testadas nas concentracbes de 0,25 a 8 pg/mL, a
pirazinamida nas concentracdes de 25 a 800 pug/mL e o etambutol nas concentracdes de 4 a
128 pg/mL. Os quatro farmacos foram testados em associados nas mesmas concentragdes
citas acima, preparando uma solugcdo onde a concentracdo de cada farmaco fosse a mesma
utilizada nos teste dos farmacos isolados. Para a suspenséo bacteriana foi utilizado meio base
de Middlebrook 7H9 suplementado com 10% de OADC (oleic acid-albumin-dextrose-
catalase) (Difco Laboratories, Detriod, Mich) e 0,2% glicerol (MD7H9) MD7H9, que foram
incubadas a 35°C por 7 dias em tubos contendo pérolas de vidro de 2mm de didmetro, para
posterior homogeneizacdo e desagregacdo em agitador tipo vortex. A suspensdo bacteriana foi
ajustada na escala 1 de MacFarland e entdo diluida 1/25 em MD7H9 no momento do uso.

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de cultura de célula de 96
pocos. O crescimento ou ndo de colbnias foi observado pelo aparecimento de pontilhado
branco, ndo sendo utilizados corantes. Foram consideradas cepas resistentes as que possuiram
crescimento superior as concentracdes de 1 pg/mL para a rifampicina e isoniazida, 16 pug/mL
para o etambutol e 100 pg/mL para a isoniazida e 1/1/16/100 pg/mL para a associa¢do 4 em
1.

O projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) pelo CAAE (Certificado de apresentacdo para
Apreciacdo Etica) nimero 0104.0.243.000-11.

RESULTADOS
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Todos os isolados clinicos que ndo evidenciaram crescimento no meio de LJ com PNB
também mostraram reacéo positiva para a inser¢do 1S6110 que identifica as micobactérias do
“complexo M. tuberculosis”. Dois do isolados classificados como sendo do grupo III, que
obtiveram crescimento no LJ com PNB tiveram reagdo negativa para a insergéo 1S6110.

Através do método das proporcdes foram encontradas 18 isolados resistentes, entre
eles 10 resistentes a somente um farmaco, 5 resistentes a dois farmacos e 3 resistentes a trés
farmacos. A figura 1 evidencia estas proporcGes. Através do método de microdiluicdo em
caldo foram encontrados 28 isolados resistentes, entre eles 16 resistentes a somente um
farmaco, 4 resistentes a dois farmacos e 8 resistentes a trés farmacos. A figura 2 melhor
apresenta estas proporcoes.

Os dados usados para calcular a correlagdo entre os metodos estdo expressos na
tabelas 1. A correlacéo entre os métodos estao ilustradas nas figuras 3 a 6.

Os isolados quando testados frente aos quatro farmacos associados foram considerados
todos sensiveis. 38 isolados evidenciaram CIM < 0,25/0,25/4/25 pg/mL, 3 tiveram CIM igual
a 5/5/8/50 pg/mL e 1 isolado teve CIM igual a 1/1/16/100. A maioria destes isolados (3
isolados) apresentaram resisténcia a isoniazida, etambutol e pirazinamida quando os farmacos

foram testados separadamente pelo MMC.

DISCUSSAO

A identifica¢do dos isolados clinicos como sendo do “complexo M. tuberculosis” foi
satisfatoria, pois 100% dos isolados caracterizados pelo método classico (LJ com PNB)
também foram positivos para a inser¢do IS6110. O “complexo M. tuberculosis” é composto
por M. bovis, M. africanum e M. microti; sendo os dois Ultimos encontrados em baixa
frequéncia em nosso pais (BRASIL, 2005). Como o M. bovis necessita de condi¢cdes mais
exigentes para crescer em meio de cultura acreditamos que nossos isolados sejam de M.
tuberculosis, ja que o meio utilizado para o crescimento das amostras se tratou de LJ nédo
enriquecido para o M. bovis.

Os testes de suscetibilidade realizados em meios liquidos sdo comprovadamente mais
sensiveis do que os que utilizam meios sélidos. Isso acontece, pois em métodos de meio
solido usa-se apenas uma concentracdo de farmaco ao passo que nas técnicas de meio liquido
é possivel utilizar varias concentracfes aumentando assim as possibilidades de avaliacéo.

Foram encontrados quatro isolados clinicos resistentes a rifampicina pelo método das

proporg¢des, mas acreditamos se tratarem de falso-positivo ja que no método de microdilui¢do
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em caldo estes isolados apresentaram CIMs inferiores a 0,25 pg/mL (Figura 3). Isso pode ter
ocorrido pois ao coagular o meio de LJ podem ocorrer perdas pontuais da atividade da
rifampicina.

Sete cepas foram consideradas sensiveis a isoniazida pelo método de microdiluicdo em
caldo, mas resistentes no método das proporcées (Figura 4). Este fato pode ser explicado, pois
estas cepas apresentaram sensibilidade com CIM < 0,25 pg/mL e no método das proporgdes a
concentracdo usada no meio de LJ foi de 0,2 pg/mL, assim os valores de CIM devem estar
entre 0,2 e 0,25 pg/mL. Estes isolados foram considerados sensiveis.

Quatro cepas foram consideradas sensiveis ao etambutol pelo método de microdiluicéo
em caldo, mas resistentes no método das proporcoes (Figura 5). Este fato pode dever-se as
cepas apresentaram sensibilidade com CIM < 4 pg/mL e no método das proporcdes a
concentracdo usada no meio de LJ foi de 2 pug/mL, assim os valores de CIM devem estar entre
2 e 4 ug/mL. Estes isolados foram considerados sensiveis.

Apesar do valor do indice kappa (k) ter sido satisfatorio (Tabela 1) detectou-se cepas
resistentes a pirazinamida pelo método de microdiluicdo em caldo que ndo corresponderam
com o método das proporcdes (Figura 6). Este fato pode ter ocorrido pois a pirazinamida
possui sua Otima eficacia contra os microrganismos quando em pH &cido, o qual ndo foi
observado no teste de microdiluicdo em caldo, isto ocorreu pois utilizamos uma referéncia
gue comprova que, usando ponto de corte em 100ug/ml de pirazinamida néo ha alteracdes nos
resultados por conta do pH (SYRE et al.,2010). Segundo Zhang et al., (2003) o M.
tuberculosis possui dificuldades em manter o seu pH interno neutro em condi¢cdes ambientais
de pH acido. O acumulo de &cido fraco poderia levar a interrupcao da forca motriz de prétons
gue € necessaria para o transporte de muitas substancias nutrientes para as células bacterianas.
Porém, acidos fracos que podem estar presentes durante o processo de inflamacdo tém
influéncia sobre a atividade da pirazinamida in vitro. A exposi¢do durante um tempo curto de
menos de 3-5 dias dificilmente mostra qualquer atividade de pirazinamida. Este tempo é
necessario para converter o pré-farmaco pirazinamida ao acido pirazindico o qual ira agir
contra o microrganismo (WADE & ZHANG, 2006). Assim acreditamos que 0s testes in vitro
para a pirazinamida ainda necessitam de mais estudos para se estabelecer uma melhor
especificidade dos métodos, inclusive o realizado neste estudo que evidenciou um valor de
falso-positivos elevado quando comparado com o método de referéncia.

A maioria dos trabalhos demonstra elevada ocorréncia de resisténcia a rifampicina
(ROSMAN et al., 2007; WANG et al., 2010; SOUZA et al., 2006; BARROSO et al., 2001).

Porém em um estudo realizado no Mato Grosso do Sul, ndo foram encontrados isolados
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clinicos com resisténcia priméria a rifampicina (MARQUES et al., 2010). Os isolados clinicos
utilizados em nossa pesquisa sdo provenientes de pacientes que nunca tiveram contato com os
medicamentos para o tratamento da TB, o que justifica nossos achados.

Apesar da deteccdo de varias cepas resistentes a um, dois ou trés farmacos quando
testados separadamente pelo MMC, quando testadas frente aos quatro farmacos associados,
por esse mesmo método, nenhuma cepa foi considerada resistente. Este fato vem ao encontro
do conceito da DFC o qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para combater a
resisténcia dos bacilos. Como ja foram realizados estudos que mostram a bioequivaléncia
entre os farmacos da DFC (AGRAWAL et al.,, 2002) acreditamos que as mudangas no
tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS servirdo para combater as cepas de M. tuberculosis

resistentes a primeira linha de medicamentos utilizadas contra a TB.

CONCLUSAO

O MMC mostrou-se ser um metodo rapido, de facil realizacdo e bem correlacionado
com o MP, considerado padrdo ouro para metodos de suscetibilidade de micobactérias. Este
estudo também veio afirmar as mudancas no tratamento da TB pelo PCNT/MS, pois mostrou
que cepas resistentes a um dois ou trés farmacos sao sensiveis a estes quando séo associados

em uma dose fixa combinada.
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Figura 1 — Porcentagem de cepas resistentes pelo método das proporgdes.
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Figura 3 - Correlacdo entre as CIMs (ug/mL) encontradas no método de microdiluicdo em
caldo e método das proporgdes classificados para a rifampicina. e isolados que apresentaram
concordancia entre os métodos. m isolados que apresentaram discordancia entre os métodos. As
linhas verticais separam o0s isolados entre sensiveis e resistentes no método das proporcdes. As

linhas horizontais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método de microdiluicdo
em caldo.
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Figura 4 - Correlagdo entre as CIMs (pg/mL) encontradas no método de microdiluicdo em
caldo e método das propor¢des classificados para a isoniazida. @ isolados que apresentaram
concordancia entre os métodos. m isolados que apresentaram discordancia entre os métodos. As
linhas verticais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método das proporcdes. As

linhas horizontais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método de microdiluicdo
em caldo.
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Figura 5 - Correlacdo entre as CIMs (ug/mL) encontradas no método de microdiluicdo em
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concordancia entre os métodos. m isolados que apresentaram discordancia entre os métodos. As
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linhas horizontais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método de microdiluicdo
em caldo.
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Figura 6 - Correlagdo entre as CIMs (pg/mL) encontradas no método de microdilui¢do em
caldo e método das proporcdes classificados para a pirazinamida. e isolados que apresentaram
concordancia entre os métodos. m isolados que apresentaram discordancia entre os métodos. As
linhas verticais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método das proporcoes. As

linhas horizontais separam os isolados entre sensiveis e resistentes no método de microdiluicdo
em caldo.
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TABELAS

Tabela 1 — Comparacdo dos métodos das propor¢des e de microdiluicdo em caldo na
avaliacdo da suscetibilidade de resultados de M. tuberculosis isolados no HUSM.

Drogas Método das proporcdes Microdiluigdo em caldo indice Kappa
Suscetibilidade Cepas Cepas Cepas
das cepas resistentes  sensiveis
n n n
Rifampicina Resistente 6 0 6 0,860465
Sensivel 37 0 37 Otimo
Isoniazida Resistente 12 5 7 1,00433
Sensivel 31 6 25 Perfeito
Etambutol Resistente 7 3 4 1,005941
Sensivel 36 8 28 Perfeito
Pirazinamida  Resistente 4 4 0 1,015089

N
w

Sensivel 39 16 Perfeito




DISCUSSAO

A avaliacdo do perfil epidemioldgico de resisténcia a farmacos dos isoladas clinicos de
M. tuberculosis no HUSM tornou-se dificil, pois os pacientes até sdo diagnosticados neste
hospital, mas sdo encaminhados para fazer o acompanhamento na Secretaria de Saude do
municipio de Santa Maria-RS ou em suas cidades de origem. Todos os casos de resisténcia
relatados neste trabalho foram relativos ao primeiro tratamento e ndo tivemos acesso ao
desfecho de cada paciente para avaliar uma resisténcia apos o tratamento. Mesmo assim a
incidéncia de resisténcia é preocupante, mesmo porque ocorreram casos de resisténcia a dois
ou trés farmacos concomitantemente.

A maioria dos pacientes que foram tratados para a tuberculose foram tratados com o
regime padrédo de quatro farmacos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) na fase
intensiva do tratamento e rifampicina e isoniazidana na fase de manutencdo. Porém, como
eles receberam estes medicamentos na Secretaria de Saide do municipio de Santa Maria-RS
ou nas suas cidades de origem ndo podemos afirmar que estes medicamentos estavam na
forma da DFC.

Apesar da tuberculose ser uma doenca importante e de elevada incidéncia se
comparada com outras doengas que levam a morte se ndo tratadas corretamente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011) e o HUSM atender pessoas de toda a regido, 0 nimero
de pacientes portadores de TB diagnosticados no ano de 2010 foi pequeno. Atraves dos
prontuarios classificamos os pacientes quanto a idade, sexo, tabagismo, comorbidades, fase
do tratamento e tuberculose pulmonar ou outra. (Anexo D). Porém devido aos fatores citados
acima o “n” de nossa pesquisa tornou-Se¢ Muito pequeno para correlacionar dados
epidemiologicos publicaveis, serdo necessarios estudos de mais alguns anos para que
possamos avaliar epidemiologicamente a TB no HUSM.

Como nossos pacientes foram infectados com cepas resistentes aos medicamentos
antes de qualquer tratamento, podemos afirmar que todos os pacientes portadores de bacilos
resitentes possuiam resisténcia primaria (CHIANG et al., 2010). Com os dados coletados
podemos observar que a maioria dos ébitos ocorridos foi decorrente de outras comorbidades.

O primeiro manuscrito apresentado nesta dissertacdo foi elaborado através dos dados
de classificacdo utilizados para separar a real amostra do objetivo desta. Como ja haviamos

realizado classificacdes semelhantes com amostra dos anos de 2008 e 2009 com o objetivo de
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formar a micobacterioteca do laboratério de Micobacteriologia do Departamento de Analises
clinicas e Toxicolégicas da UFSM, agrupamos todos os resultados em um manuscrito.

O primeiro manuscrito apresentado nesta dissertacdo foi elaborado para alertar os
profissionais da area da salde de nosso municipio acerca da pevaléncia de isolados clinicos
pertencentes ao grupo das MNT. A maioria das espécies pertencentes ao grupo das MNT sé&o
intrinsecamente resistente a varios farmacos, inclusive a alguns dos farmacos usados no
tratamento da TB (BRASIL, 2008). De nada adianta enumerar os beneficios da DFC
estabelecida pelo Ministério da Salde se os farmacos que a compdem ndo possuem efeitos
contra o agente causador da enfermidade apresentada pelo paciente. Além disso, pacientes
portadores de micobacterioses normalmente possuem alguma outra comorbidade importante e
seu tratamento deve ser avaliado com cautela, ja que podem ocorrer interaces
medicamentosas importantes (CHIDEYA et al., 2009; CHIANG et al., 2010).

O manuscrito 11, que ainda estd em processo de revisdo, trata do objetivo geral desta
dissertacdo que consiste em verificar o perfil de suscetibilidade a agentes tuberculostaticos de
M. tuberculosis isolados no Hospital Universitario de Santa Maria no ano de 2010. Neste
trabalho foi utilizado o MMC, um método ainda ndo recomendado pelo MS para uso na rotina
por ainda estar em fase de pesquisa. Apesar disso este método enquadra-se entre um dos
métodos de suscetibilidade promissor e que estdo sendo amplamente utilizados nos
laboratdrios de pesquisa.

A identificacdo de cepas resistentes a farmacos € especialmente importante em areas
com resisténcia conhecida contra farmacos anti-TB. A importancia de se testar novas
metodologias fenotipicas para detectar susceptibilidade aos farmacos anti-TB, que sejam
praticas e efetivas e que permitam um resultado mais rapido do que o fornecido pelo método
convencional, reflete a preocupagdo com o controle da emergéncia e da transmissao de cepas
resistentes (RIBEIRO et al., 2004). Em 2010 a prevaléncia média de MDR-TB em novos
casos de TB foi de 0,9% no Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).
Infelizmente, areas com resisténcia a farmacos geralmente sdo areas com recursos limitados
em seu sistema de salde. Assim, testes de suscetibilidade a fArmacos rapidos, de sensibilidade
confiaveis e de baixo custo sdo necessarios (SYRE et al., 2010).

A utilizacdo de métodos que utilizam placas de microtitulacdo e meios liquidos tem a
vantagem de possuir menor custo, resultados rapidos e quantitativos, alem de serem praticas,
efetivas e permitirem um resultado mais rapido do que o fornecido pelo método convencional

(como o MP) (RIBEIRO et al., 2004). A desvantagem é a producgéo de aerossol, tornando-se
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necessario o uso de cabines de seguranca bioldgica prontamente disponiveis em alguns paises
em desenvolvimento (SANCHOTENE et al., 2008).

Além disso, testes de suscetibilidade sdo fundamentais na gestdo de pacientes com
MDR-TB, pois se estes pacientes ndo forem detectados serdo infecciosos por mais tempo,
levando a uma nova oportunidade para a transmissao da doenca. Os métodos convencionais
de susceptibilidade a farmacos possuem um tempo de resposta demorado que vai de semanas
a meses o0 que dificulta a tomada decisdo réapida pelos clinicos quanto ao tratamento
(ALBERT et al., 2007). Os métodos moleculares sdo bem mais rapidos, mas ainda possuem
elevados custos, além disso, ainda ndo foram definidos todos 0s genes responsaveis por
conferir resisténcia aos principais antimicrobianos. Provavelmente isto ocorra, pois podem
ocorrer diversos mecanismos de resisténcia a um mesmo antimicrobiano (CAMPBELL et al.,
2011).

Apesar das limitagdes na correlagéo entre 0o MMC e o MP, considerado padréo ouro,
expostas na discussdo do manuscrito conseguimos detectar atraves do MMC isolados clinicos
de M.tuberculosis resistentes a um dois e até tres farmacos utilizados no tratamento de
primeira linha da tuberculose. Através deste mesmo método verificamos também que estes
isolados resistentes quando expostos aos quatro farmacos (rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol) associados ndo mais apresentaram resistencia. Este fato vem ao
encontro do conceito da DFC o qual pretende unir os quatro medicamentos anti-TB para
combater a resisténcia dos bacilos. Como ja foram realizados estudos que mostram a
bioequivaléncia entre os farmacos da DFC (AGRAWAL et al., 2002) acreditamos que as
mudancas no tratamento da tuberculose pelo PNCT/MS servirdo para combater as cepas de
M. tuberculosis resistentes a primeira linha de medicamentos utilizadas contra a TB.

Segundo Blomberg e Fourie (2003) ao impedir a monoterapia e facilitar a ingestéo de
doses adequadas dos farmacos anti-TB, espera -se que estas ajudem a prevenir o0 aparecimento
de resisténcia as drogas. Com nosso estudo podemos afirmar que com a DFC é possivel
combater as cepas resistentes ndo permitindo assim que mais bacilos mutantes emergem em

uma monoterapia.



CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertacdo podemos concluir que:

- Houve uma grande prevaléncia de MNT entre os isolados clinicos de M. tuberculosis
no ano de 2010;

- A identificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) dos isolados de M.
tuberculosis mostrou-se eficaz e de féacil realizacao;

- O método de microdiluicdo em caldo mostrou-se um método bem correlacionado
como o método das proporcdes, de facil e rapida execucdo e garantiu a identificacdo de varios
isolados resistentes a um, dois ou trés farmacos;

- Todos os isolados clinicos, mesmos o0s considerados resistentes aos farmacos
testados separadamente, foram sensiveis quando testados frente aos farmacos da dose fixa
combinada associados. Mostrando a importéncia deste tratamento no combate aos bacilos

resistentes.
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APENDICE A - Tabela de resultados comparativos entre os métodos utilizados.



INH INH RMP RMP EMB EMB PZA PZA 4eml
(CIMs MP (CIMs | MP (40 | (CIMs | MP (2 | (CIMs MP (CIMs em
em (0,2 em pg/mL) em pg/mL) em (200 pg/mL)

pg/mL) | pg/mL) | pg/mL) pg/mL) Hg/mL) | pg/mL))
H37Rv S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S <25 S S <0,25/4/25
878/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 R S 100 S S <0,25/4/25
378/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S 100 S S <0,25/4/25
849/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S R 400 R S <0,25/4/25
958/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S <25 S S <0,25/4/25
980/10 R?2 S S <0,25 S S<4 S S <25 S S <0,25/4/2
387/10 R >8 R S 0,25 R R>128 R R >800 S S <0,25/4/25
065/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S R 200 S S <0,25/4/25
318/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S R 400 S S <0,25/4/25
946/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S 100 S S <0,25/4/25
050/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S 100 S S <0,25/4/25
310/10 S <0,25 S S 0,25 S S16 S R 200 S S <0,25/4/25
840/10 S <0,25 R S <0,25 R S <4 S R 200 R S <0,25/4/25
035/10 S <0,25 S S <0,25 S S16 S R 200 R S 0,5/8/50
461/10 S <0,25 R S <0,25 S S16 S R 200 S S <0,25/4/25
292/10 S <0,25 S S <0,25 S R 64 S R 200 S S <0,25/4/25
480/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S 100 S S <0,25/4/25
018/10 R >8 S S <0,25 S R>128 R R >800 S S 1/16/100
217/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S R 200 S S <0,25/4/25
811/10 S <0,25 R S <0,25 S S<4 S R 400 S S <0,25/4/25
002A/10 S <0,25 R S <0,25 R S<4 R S 100 S S <0,25/4/25
903/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S <25 S S <0,25/4/25
979/10 R >8 S S <0,25 S R >128 S R >800 S S <0,25/4/25
014/10 R >8 R S <0,25 S R >128 S R >800 S S <0,25/4/25
172/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S50 S S <0,25/4/25
654/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S R 200 S S <0,25/4/25
462/10 S <0,25 S S <0,25 S S<4 S S 100 S S <0,25/4/25
379/10 R?2 R S1 S S <4 S R >800 R S <0,25/4/25
345/10 R4 R S <0,25 S S <4 R R 400 S S <0,25/4/25
802/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 R R 200 S S <0,25/4/25
578/10 R >8 R S <0,25 S R >128 R R >800 S S <0,25/4/25
406/10 S <0,25 S S <0,25 R S <4 S R 400 S S <0,25/4/25
232/10 R >8 S S05 S R >128 S R >800 S S <0,25/4/25
409/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 S S50 S S <0,25/4/25
159/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 S R 200 S S <0,25/4/25
223/10 R >8 S S05 S R >128 S R >800 S S 05/8/50
031/10 R >8 S S05 S R >128 S R >800 S S 05/8/50
366/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 S R 200 S S <0,25/4/25
415/10 S <0,25 R S <0,25 R R 32 S R >800 S S <0,25/4/25
582/10 S <0,25 R S <0,25 S R >128 S R 400 S S <0,25/4/25
142/10 S <0,25 R S <0,25 R S <4 S S 100 S S <0,25/4/25
293/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 S S <25 S S <0,25/4/25
076/10 S <0,25 S S <0,25 S S <4 S S <25 S S <0,25/4/25




APENDICE B - Tabela de resultados da classificagdo epidemioldgica.
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