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RESUMO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo complexo Mycobacterium
tuberculosis, sendo considerada um grave problema de salde publica mundial.
Atualmente, isolados de M. tuberculosis resistentes a pelo menos um medicamento
utilizado no tratamento da TB tem sido documentados em todos os paises. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) a TB multirresistente (TBMR) é definida quando,
isolados de M. tuberculosis de pacientes apresentam resisténcia a pelo menos Isoniazida e
Rifampicina, os dois farmacos fundamentais no tratamento da TB. A resisténcia a
Rifampicina tem sido associada as mutacGes génicas no bacilo, no gene rpoB (referentes
aos cddons 531, 526 e 516). Para a Isoniazida, as mutagdes associadas a resisténcia tém
sido relatadas nos genes katG, inhA, ahpC e kasA, sendo que a mutacdo no gene katG,
referente ao codon 315, tem sido a mais citada para resisténcia a este farmaco. Neste
contexto, métodos moleculares tém sido propostos pra deteccdo de mutacdes génicas, em
isolados de M. tuberculosis, que possam estar associadas a resisténcia aos farmacos. O
presente estudo avaliou o desempenho da PCR multiplex alelo especifico (PCR-MAS),
diretamente em 86 amostras de escarro de pacientes com TB pulmonar multibacilares
(n=42) e paucibacilares (n=44) da Policlinica Cardoso Fonte. A PCR-MAS teve como
alvos: os genes katG ,inhA e rpoB. A concordancia entre a PCR-MAS e o Método de
Reducdo de Nitrato foi avaliada utilizando o teste kappa e a associacdo entre as mutacoes
génicas e a resisténcia fenotipica aos farmacos foi realizada pelo teste exato de Fisher. A
analise de concordéancia, pelo teste kappa, foi realizada entre as PCR-MAS a partir de
amostra de escarro e de isolados de M. tuberculosis. A PCR-MAS apresentou fraca
concordancia com o Método de Reducdo de Nitrato, pois de 18 amostras resistentes a
Isoniazida, apenas em 4 (22,2%) foram detectadas as mutacgdes para 0 gene katG ou inhA.
No entanto, a avaliacdo da sensibilidade fenotipica a Rifampicina, apresentou boa
concordancia com a PCR-MAS (kappa = 0,7237), quando as amostras foram de pacientes
de TB pulmonar multibacilar. Além disso, houve associacdo da presenca de mutacdes no
gene rpoB com resisténcia fenotipica a Rifampicina (p = 0.0014). Em relacdo a
concordancia entre as PCR-MAS, de amostras de escarro e seus respectivos isolados de M.
tuberculosis, o desempenho foi excelente quando testados em amostras de pacientes com
TB pulmonar multibacilar, para deteccdo de mutacdes no gene rpoB (kappa = 0,7742).
Portanto, os resultados obtidos com a PCR-MAS, a partir de amostras de escarros, foram
satisfatorios e poderdo ser utilizados para monitorar e pesquisar as mutagfes associada a
resisténcia a Rifampicina em pacientes de TB multibacilar na rede béasica de saude, pois é
um teste rapido, reprodutivel e de menor custo.

Palavras Chave: Mycobacterium tuberculosis; TB multirresistente (TBMR); PCR-MAS,
Tuberculose.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis, is
considered a serious public health problem worldwide. Currently, isolates of M. tuberculosis
resistant to at least one drug used in the treatment of TB has been documented in all countries.
According to the World Health Organization (WHO) multidrug-resistant TB (MDR-TB) is
defined as isolates of M. tuberculosis patients showed resistance to at least Isoniazid and
Rifampicin, the two key drugs for treating TB. Resistance to Rifampicin has been associated
with genetic mutations in M. tuberculosis, in rpoB gene (refer to codons 531, 526 and 516).
For Isoniazid resistance-associated mutations have been in the genes katG, inhA, ahpC and
kasA. The mutation in the katG gene, related to codon 315, has been the most often cited for
resistance to this drug. In this context, molecular methods have been proposed for detection of
gene mutations in isolates of M. tuberculosis which may be associated with drug resistance.
This study evaluated the performance of Multiplex Allele Specific PCR (MAS-PCR), in 86
sputum samples from patients with multibacillary pulmonary TB (n = 42) and paucibacillary
(n = 44) of Policlinica Cardoso Fontes. The MAS-PCR had as targets: genes katG, inhA and
rpoB. The agreement between the MAS-PCR and Reduction Method Nitrate was assessed
using the kappa test and the association between genetic mutations and phenotypic resistance
to drugs was performed by Fisher's exact test. The concordance analysis, the kappa test was
performed between the MAS-PCR from sputum samples and isolates of M. tuberculosis.
MAS-PCR showed poor agreement with Method Nitrate Reduction, for 18 strains resistant to
Isoniazid, only 4 (22.2%) were detected for mutation katG gene or inhA. However, the
evaluation of phenotypic susceptibility to Rifampin, showed good agreement with the MAS-
PCR (kappa = 0.7237), from samples of multibacillary pulmonary TB patients. In addition,
there was an association of the presence of mutations in the rpoB gene with phenotypic
resistance to Rifampin (p = 0.0014). Regarding the correlation between the MAS-PCR of
sputum samples and their respective isolates of M. tuberculosis, the performance was
excellent when tested in samples from patients with pulmonary TB multibacillary to detect
mutations in the rpoB gene (kappa = 0.7742). Therefore, the results obtained with the MAS-
PCR from sputum samples were satisfactory and may be used to monitor and investigate the
mutations associated resistance to Rifampin in primary health care, as is a rapid, reproducible
and inexpensive.

Keywords:Mycobacterium tuberculosis, multidrug-resistant TB (MDR-TB), MAS-PCR,
Tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa e continua sendo um problema de
satde global (WHO, 2012). O surgimento da TB multirresistente (TBMR), definida como
uma doenca causada por Mycobacterium tuberculosis com resisténcia a Rifampicina e
Isoniazida, com ou sem resisténcia a outros farmacos antituberculose, representa uma
importante ameaca ao controle da TB, pois dificulta o tratamento e aumenta o periodo de
transmissdo da doenca (BRASIL, 2008; WHO, 2012). E para agravar a situacdo tem sido
relatada a TB extensivamente resistente (TB-XDR), com M. tuberculosis detentor de
resisténcia a Rifampicina, Isoniazida, a uma fluoroguinolona e a um medicamento injetavel
(Amicacina, Canamicina ou Capreomicina) (CDC, 2009).

A Isoniazida e a Rifampicina sdo medicamentos fundamentais no esquema de
tratamento padrédo da TB, e a resisténcia para esses medicamentos requer extensao da
terapia (BANG et al., 2006). Estudos demonstram que a resisténcia a Rifampicina em
cepas de M. tuberculosis pode ocorrer por mutacdes localizadas na regido de 81 pares de
bases (pb) do gene rpoB (MOKROUSOV et al., 2003). Na Isoniazida a resisténcia
apresenta-se mais complexa, pois as mutagdes podem envolver varios genes, tais como: no
katG, inhA, ahpC, kasA, sendo que na sequéncia de DNA referente ao codon 315 do gene
katG, é o mais frequente segundo estudos publicados (MAKROUSOQV et al., 2003; YANG
et. al., 2005).

O meétodo convencional para determinacdo de resisténcia a TBMR € baseado em
testes de sensibilidade aos farmacos que envolvem o cultivo de M. tuberculosis. O método
das proporcdes é considerado o padrdo ouro, porém € necessario um periodo de até seis
semanas para obtengéo dos resultados (BRASIL, 2008). Para reduzir o tempo de liberagdo

dos resultados de sensibilidade, algumas pesquisas propem o Método da Reducdo de
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Nitrato (MRN), pois apresenta desempenho equivalente ao método das propor¢des com
liberacdo do resultado em até 2 semanas (ANGEBY et al., 2002; MUSA et al., 2005).

A deteccdo precoce de cepas resistentes € essencial para ajudar no controle do
desenvolvimento e disseminacdo da TBMR, uma vez que permite a escolha da terapia mais
adequada, reduzindo assim o custo do tratamento e a transmisséo de bacilos resistentes
(YANG et al.,, 2005). E a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia aos farmacos pode auxiliar na elaboracdo de metodologias para a deteccéo
rapida dos isolados de M. tuberculosis resistentes (ROSSETI et al., 2002).

Neste contexto, métodos moleculares alternativos, baseados na Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) tém sido desenvolvidos para detectar mutagdes em genes
frequentemente associados a resisténcia aos principais farmacos utilizados no tratamento
da TB. Vérios métodos moleculares, ja foram propostos o INNO-LiPA Rif. (ROSSAU et
al., 1997; SOINI, 2001), o PCR em tempo real (VIEDMA et al., 2002), Gene Xpert™
MTB/Rif (BOEHME et al., 2010), GenoType MTBDR plus (HILLEMANN et al., 2007) e
PCR Multiplex Alelo Especifico (MOKROUSOV et al. 2002a; MOKROUSOV et al.
2003; YANG et al., 2005; ALLEGUI et al., 2012; VADWAI et al. 2012).

Dentre os métodos descritos, a técnica da PCR Multiplex Alelo Especifico (PCR-
MAS), que consiste de uma reacdo na qual estdo presentes mais de um par de iniciadores
(PERSUBN, 2010), pode ser considerada uma técnica de menor custo, menos laboriosa e
que ndo utiliza equipamentos sofisticados em comparacdo a outros métodos moleculares.
Fato que motivou a avaliacdo da PCR-MAS para a deteccdo de genes de M. tuberculosis
associados a resisténcia a Rifampicina e Isoniazida, a partir de amostras clinicas de
escarro. A PCR-MAS pode ser uma técnica viavel para execugdo na rede publica de saude,

auxiliando no tratamento e controle da TB no estado do Amazonas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da Tuberculose (TB)

A TB é uma doenca de carater cronico, causada por micobactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, formado por: M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
bovis-BCG, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii. Deste complexo, a espécie M.
tuberculosis é o principal agente causador da TB (BRASIL, 2008). E conhecido como
bacilo de Koch (BK), em homenagem a Robert Koch, que o descobriu em 1882

(SAKULA, 1982).

As micobactérias sdo bacilos ndo capsulados, ndo esporulados, imoéveis, com um
comprimento de 2 a 5 um, sensiveis ao calor e a luz solar, e resistentes ao frio (WAYNE;
KUBICA, 1986). Apresentam parede celular, que é quimicamente complexa, sendo
composta principalmente por trés macromoléculas: peptidoglicanos, arabinogalactanos e

acido micélico (Figura 1) (CRICK; MAHAPATRA; BRENNAN, 2001).
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Figura 1: Estrutura da parede celular de Mycobacterium tuberculosis.
LAM-= lipoarabinomananas; LM = lipomananas; PIM = manosideos de fosfatidilinositol.
Fonte: Park; Bendelac (2000).
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O peptidoglicano fica do lado externo da membrana celular e estabelece ligacfes
covalentes com o arabinogalactano. Este Gltimo, por sua vez, liga-se também de forma
covalente aos acidos micolicos. Os acidos micolicos sdo acidos gordos de cadeia longa,
com mais de 90 atomos de carbono, e sdo responsaveis pela alcool-acido resisténcia

(CRICK; MAHAPATRA; BRENNAN, 2001).

As micobactérias possuem a propriedade de reter um corante como a fucsina,
mesmo apds a tentativa de descoloracdo pelo uso de solugdes alcool-&cidas. Por esse
motivo as micobactérias sdo consideradas bacilos alcool-&cido resistentes, que na pratica

clinica e laboratorial sdo denominadas de BAAR (Figura 2) (BRASIL, 2008).

Figura 2: Bacilos alcool-acido resistentes (coloracdo Kinyoun, aumento 100x).
Fonte: Luciana Botinelly Mendonga Fujimoto (Laboratorio de Micobacteriologia — INPA/JUFAM).

A transmissdo do bacilo da TB ocorre, principalmente, através do ar devido a
contaminagdo do mesmo por goticulas de saliva produzidas durante a tosse, fala ou espirro
de doentes ainda ndo diagnosticados e tratados (SCHLOSSBERG, 2005; WHO, 2009). Os
principais sintomas da TB pulmonar séo: tosse persistente, produtiva ou ndo (com muco e
eventualmente sangue), febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento (LAWN;

ZUMLA, 2011). Além da forma pulmonar, a TB pode apresentar formas extrapulmonares,
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cujos sinais e sintomas dependem dos 6rgdos e/ou sistemas acometidos. A ocorréncia de

formas extrapulmonares ou disseminadas é maior entre pacientes HIV positivos, com

imunossupressdo grave. As principais formas de TB extrapulmonar sdo: pleural,

ganglionar, meningoencefalica, pericardica e 6ssea (BRASIL, 2011).

Individuos que foram infectados por M. tuberculosis e ndo apresentam nenhuma

doenca de base e nem receberam tratamento preventivo para TB latente, tem um risco de 5

a 10% para desenvolverem a doenca. Entretanto, o risco para progressdo da doenca

aumenta substancialmente na presenca de imunossupresséo, tais como aquela causada pelo

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e pelo uso de medicamentos imunossupressores

(CDC, 2000; CDC, 2009) (Figura 3).
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Figura 3: Fases de infeccdo por Mycobacterium tuberculosis.
Fonte: Adaptado de Rook; Dheda; Zumla (2005).
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O diagndstico presuntivo da TB pulmonar faz-se através de dados da historia
clinica e achados radiologicos; a confirmacdo do diagnostico é obtida atraves da
baciloscopia e/ou cultura (FERREIRA et al., 2005). A baciloscopia do escarro, desde que
executada corretamente em todas as suas etapas, permite detectar de 60% a 80% dos casos
de TB pulmonar, o que é importante do ponto de vista epidemioldgico, ja que os casos
baciliferos sdo 0s responsaveis pela manutencdo da cadeia de transmissdao (BRASIL,
2011). A cultura, por sua vez, apresenta elevada especificidade e sensibilidade no
diagnostico da TB e pode aumentar em até 30% o diagnostico da doenca.

A cultura é solicitada quando ha suspeita clinica e/ou radioldgica de TB com
baciloscopia repetidamente negativa, casos de retratamento, pacientes HIV positivos,
populacdes vulneraveis, suspeitos de resisténcia e suspeita de TB extrapulmonar (SBPT,
2009). As unidades formadoras de coldnias de M. tuberculosis crescem muito lentamente
em meios de cultivo so6lido e necessitam de até oito semanas de incubacdo em meios
artificiais sélidos, sendo os mais usados aqueles a base de ovo como o Lowenstein-Jensen
(LJ) e 0 Ogawa-Kudoh (OK) (BRASIL, 2008).

Devido ao avanco tecnoldgico surgiram os métodos semi-automatizados, utilizando
meios liquidos que permitiram reduzir o tempo para a liberagdo dos resultados. Como por
exemplo, o BACTEC® 460 SISTEM (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD),
um sistema que detecta CO, radiomarcado liberado no meio pela replicacdo bacteriana, os
resultados sdo liberados em 14 dias. E o MGIT 960, que contém um sensor fluorescente
que reage as concentracdes de oxigénio no meio de cultura, liberando os resultados em 13
dias (TORTOLI et al., 1999).

Além dos métodos automatizados de cultivo, métodos moleculares baseados na
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) tém sido amplamente desenvolvidos para o

diagnostico da TB. Esta técnica, que envolve a amplificacdo de segmentos do DNA do
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bacilo, pode apresentar em torno de 65% de sensibilidade e especificidade superior a 90%,
sendo possivel ser realizada em algumas horas (FREITAS et al., 2009).

Recentemente, um novo teste de biologia molecular automatizado foi descrito, o
Gene Xpert™MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, EUA). Segundo o Boletim Brasileiro
de Avaliacdo de tecnologia em Saude (BRATS, 2011), a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em 2009 e a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) em 2010
recomendaram a sua utilizacdo. Esse teste permite resultados da deteccdo do bacilo e do
teste de sensibilidade a Rifampicina em 2 horas pela técnica PCR em tempo real (WHO,
2011a). Estudos para a validacdo desse novo teste molecular estdo sendo conduzidos no
Brasil (MELLO, 2012).

Nos laboratérios de diagnostico devem ser usadas técnicas rapidas, sensiveis e
especificas que conduzam rapidamente ao isolamento, a identificacdo do M. tuberculosis e
a determinacdo do seu perfil de sensibilidade as drogas. A diminuicdo do tempo de espera
do diagndstico com certeza permite ao doente ser rapidamente submetido a um tratamento

adequado, reduzindo a probabilidade de propagacao da doenca.

2.2. Epidemiologia

Em 1993, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a TB como uma
emergéncia de saude publica mundial, em que se estimavam 7 a 8 milhdes de casos e 1,3 a
1,6 milhdes de mortes a cada ano. Em 2011, houve cerca de 9 milhdes de casos novos de
TB e 1,4 milhdes de mortes, destas 430 mil foram associadas com HIV-positivo (Figura 4)

(WHO, 2012).
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Figura 4: Taxa global de incidéncia de Tuberculose, estimado em 2011.
Fonte: World Health Organization (2012).

No Brasil a TB é um problema de saude prioritario, sendo a 4% causa de mortes por
doencas infecciosas e a 12 causa de mortes dos pacientes com HIV. Em 2012 foram
notificados 70 mil casos novos, sendo 0 17° pais em ndmero de casos e 0 22° pais em taxa

de incidéncia, prevaléncia e mortalidade entre os 22 paises de alta carga (BRASIL, 2013).

No Estado do Amazonas a TB é considerada endémica, estando dentre as maiores
taxas em incidéncia da doenca no pais, com 62,6/100.000 habitantes no ano de 2011
(BRASIL, 2012). Em Manaus, capital do Estado do Amazonas, o numero de casos
diagnosticados em 2011 foi de 1.603. Destes 1.322 casos foram de TB pulmonar, sendo
863 casos de multibacilares (baciloscopia direta positiva) e 459 casos de paucibacilares
(baciloscopia direta negativa com cultivo positivo). O numero de casos de abandono

terapéutico entre os multibacilares foi de 11,4% (SEMSA, 2012).

Um fato preocupante tem sido o aumento da incidéncia dos casos de TB

multirresistente (TBMR), resisténcia pelo menos a Rifampicina e a Isoniazida (CDC,
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2009). Em 2011, foram notificados 630 mil casos de TBMR (BRASIL, 2012).
Globalmente, séo estimados para TBMR 3,7% (2,1% a 5,2%) em casos novos e 20,0%
(13,0% a 26,0%) em casos previamente. Mais de 60% desses pacientes estavam na China,
india, Rlssia, Paquistdo e Africa do Sul (WHO, 2012). No Brasil, em 2011 foram

notificados 646 casos de TBMR (BRASIL, 2013) (Figura 5).
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Figura 5: Nameros globais de casos deTuberculose multirresistente.
Fonte: World Health Organization (2012).

Existe também, além da TB-MDR, a TB extensivamente resistente (TBXDR), é a
resisténcia a Rifampicina e Isoniazida acrescida a resisténcia a uma Fluoroquinolona e a
um medicamento injetavel (Amicacina, Canamicina ou Capreomicina) (CDC, 2009;
VADWAI et al., 2012). Um total de 84 paises tem relatado casos de TB extensivamente

resistente (TBXDR) (WHO, 2012).
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As principais causas do aparecimento da resisténcia adquirida sdo: esquemas
inadequados; uso irregular do esquema terapéutico por ma adesd@o ou falta temporaria dos

medicamentos (BRASIL, 2011).

2.3. Tratamento da Tuberculose (TB)

A TB é uma doenca curavel em praticamente 100 % dos casos novos, sensiveis aos
medicamentos anti-TB, desde que obedecidos o0s principios béasicos da terapia
medicamentosa e a adequada operacionalizacao do tratamento (BRASIL, 2011).

A penicilina foi o primeiro antibiotico descrito na literatura usado para o tratamento
da TB, no entanto sem muito sucesso. Posteriormente, a Estreptomicina comegou ser
utilizada atuando de maneira eficaz no combate ao bacilo de Koch. Apos a Estreptomicina,
novos farmacos foram sendo descobertos e utilizados com sucesso, dentre estes destacam-
se a Isoniazida, a Rifampicina, o Etambutol e a Pirazinamida (DE SOUZA;
VASCONCELOS, 2005).

Os farmacos utilizados no tratamento da TB podem ser divididos em duas
categorias principais: 0s agentes de “primeira linha”, que combinam o maior nivel de
efichcia com um grau aceitavel de toxicidade, nos quais se incluem: Isoniazida,
Rifampicina, Etambutol, Estreptomicina e Pirazinamida (BRUNTON; LAZO; PARKER,
2006) (Figura 6).

Os agentes de “segunda linha” sdo: Moxifloxacino ou Gatifloxacino, Etionamida,
Acido Aminosalicilico, Ciclosserina, Amicacina, Canamicina, Capreomicina e a

Linezolida (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).
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No Brasil, desde 1979, o Ministério da Saude (MS), através do Programa Nacional
de Controle da Tuberculose (PNCT) propGe alguns esquemas de tratamento que sdo
administrados conforme a clinica do paciente (SBPT, 2004).

Em 2009, o Comité Técnico Assessor do Programa Nacional de Controle da
Tuberculose do Ministério da Saude (CTA/PNCT/MS) emitiu uma nota técnica com
modificacdes nos referidos esquemas de tratamento da TB,devido aos dados do Il Inquérito
Nacional de Resisténcia aos Farmacos anti-TB, que apresentaram um aumento da
resisténcia primaria a Isoniazida de 4,4% para 6,0% e de 1,1% para 1,4% para Rifampicina

(BRASIL, 2010).
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Figura 6: Esquema representativo dos mecanismos de agdo dos farmacos de “primeira linha” utilizados no
tratamento da TB.

Fonte: Adaptado de NIAID (National Institute of Allergy and Infeccious Diseases).

As principais modificagdes referem-se: ao acréscimo do Etambutol ao esquema
anterior composto por Rifampicina, Isoniazida e Pirazinamida; adotar a associagdo dos

farmacos em forma de comprimidos, com doses fixas combinadas 4 em 1 (Rifampicina,
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Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol) para a fase de tratamento intensivo, e 2 em 1
(Rifampicina e Isoniazida), para fase de manutencao; utilizar formulacbes de comprimidos
em substituicdo as capsulas; e adequar as doses de Isoniazida e Pirazinamida em adultos
para 300 mg /dia e 1.600 mg /dia, respectivamente (SBPT, 2009).

O esquema basico é indicado para o tratamento dos casos novos de TB pulmonar e
extrapulmonar (exceto meningoencefalite), bem como para todos os casos de recidiva e

retorno ap6s abandono (BRASIL, 2011) (Quadro 1).

Quadro 1: Esquema Baésico de Tratamento da TB em adultos e adolescentes (2RHZE/4RH)

REGIME FARMACOS FAIXA DE PESO DOSE MESES
RHZE 20Kg a 35Kg 2 comprimidos
) 150/75/400/275mg
RHZE " 2
Fase Intensiva comprimido em dose 36Kg 50Kg 3 comprimidos
fixa combinada
>50Kg 4 comprimidos
20 a 35Kg 2 comprimidos
o R RH 150/75
Fase de mg . 4
Manutencéo comprimido 36Kg a 50Kg 3 comprimidos
> 50Kg 4 comprimidos

R= Rifampicina; H= Isoniazida; Z= Pirazinamida; E= Etambutol
Fonte: NOTA TECNICA Ne 03/2013/CGPNCT/DEVIT/SVS/MS.

Para os casos de pacientes TBMR, o esquema padronizado é composto de cinco
medicamentos: Estreptomicina, Etambutol, Ofloxacina, Pirazinamida e Terizidona nafase
intensiva e trés medicamentos: Etambutol, Ofloxacina e Terizidona na fase de manutencéo.
Destes medicamentos, a Estreptomicina devera ser utilizada 5 dias por semana nos 2

primeiros meses,seguido de 3 vezes por semana nos 4 meses subsequentes. O regime de
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tratamento deve ser supervisionado, com duracdo de 18 meses, e acompanhado em uma
unidade de referéncia terciaria (SBPT, 2009).

Os medicamentos para o tratamento da TB séo dispensados através de protocolos
de acordo com o peso do paciente e em criancas, abaixo de 10 anos, o esquema utilizado é
Rifampicina, Isoniazida e Pirazinamida (BRASIL, 2010).

A associacdo medicamentosa adequada, as doses corretas € 0 uso por tempo
suficiente sdo os principios basicos para o tratamento, evitando a persisténcia bacteriana e
0 desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e, assim, assegurando a cura do paciente

(BRASIL, 2011).

2.4 Mecanismos de resisténcia aos farmacos

O crescimento micobacteriano € lento e muitos desses microrganismos vivem, por
um longo periodo, em estado de laténcia no hospedeiro. As principais barreiras a serem
vencidas pelos agentes antimicrobianos no combate as micobactérias sdo: sua espessa
parede celular, que inibe a penetracdo de muitos farmacos, e o fato de que uma quantidade
desses microrganismos pode residir no interior dos macréfagos (BRUNTON; LAZO;

PARKER, 2006).

No mecanismo de resisténcia do M. tuberculosis, ndo ha indicacdo de uma
transferéncia por plasmideos ou transposons e 0 mecanismo de resisténcia séo
exclusivamente por mutaces (ZHANG; YEW, 2009). O mecanismo classico pelo qual a
mutacdo confere resisténcia é aquele que ocorre no gene que codifica para o alvo da droga,
diminuindo a habilidade desta se ligar a enzima (ROSSETI et al., 2002). No caso de

micobactérias ndo causadoras de Tuberculose (MNT), a maioria apresenta resisténcia
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natural a todos os farmacos, provavelmente devido a estrutura da parede celular, que serve
como uma barreira. Devido a esses fatos, em estudos de resisténcia, a TB € considerada

separadamente das outras micobacterioses (GILLESPIE, 2002).

Todos os bacilos que formam uma colénia, apesar de procederem de uma so célula,
ndo tém um comportamento homogéneo frente aos farmacos anti-TB. Em toda a populacéo
de bacilos sensiveis existe uma pequena propor¢cdo de bacilos que sofreram mutagdes

espontaneas e se comportam como resistentes a alguma das drogas (GILLESPIE, 2002).

A resisténcia aos farmacos antituberculose pode ser classificada em "resisténcia em
casos novos", observada em pacientes com TB que nunca receberam farmacos especificos
anteriores ao tratamento atual ou que receberam farmacos por menos de 1 més. A
"resisténcia em casos previamente tratados"” € aquela observada em pacientes com TB que
receberam tratamento especifico por pelo menos 1 més, cujos bacilos desenvolveram
resisténcia a um ou mais farmacos (ESPINAL, 2003) A Rifampicina e a Isoniazida
representam a espinha dorsal no tratamento quimioterapico contra M. tuberculosis, pois a
resisténcia a essas duas drogas reduz a eficacia do tratamento padrdo antituberculose para
77% (HERRERA-LEO’N et al., 2004).Segundo um estudo feito por Dalcolmo et al.
(2007), a resisténcia em casos novos a estes dois farmacos ocorreu em 0,8% dos casos

investigados, e a resisténcia em casos previamente tratados foi de 9,2%.

A acdo dos dois principais medicamentos utilizados no esquema bésico do
tratamento da TB, bem como os principais aspectos sobre a resisténcia medicamentosa

estdo descritos a seguir:
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2.4.1 Rifampicina

A Rifampicina foi descoberta em 1957, a partir do cultivo de uma cepa de
Streptomyces, que foi denominada de Streptomyces mediterranei, isolada pela primeira vez
de culturas obtidas de uma floresta de pinheiros, pelo Lepetit Research Laboratories perto
de Nice, na Franca (RIEDER, 2002).

A Rifampicina foi introduzida no esquema terapéutico da TB a partir da década de
60 (SATO, 2003). Esse farmaco inibe o crescimento da maioria das bactérias Gram-
positivas e de muitos microrganismos Gram-negativos, sendo bactericida para
microrganismos tanto intracelulares, quanto extracelulares (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2006). Além do efeito bactericida sobre as bactérias metabolicamente ativas, o
farmaco também possui uma acao esterilizante excelente frente as bactérias em estado de
laténcia (QUIROS-ROLDAN et al., 2001). A concentracdo inibitéria minima (CIM) da
Rifampicina é 0,25 a 0,5 pg/mL em meio liquido (CARVALHO et al., 2007).

O mecanismo de acdo da Rifampicina é inibir a RNA-polimerase, dependente de
DNA nas células procaridticas, porém ndo nas eucarioticas (RIEDER, 2002). Isto ocorre
pela ligacdo da Rifampicina & RNA-polimerase, a qual forma um complexo
farmacoenzimatico estavel, inibindo a cadeia de formacdo da sintese de RNAmM, mais
especificamente, a subunidade beta dessa enzima (ZHANG;YEW, 2009) (Figura 5). A
resisténcia & Rifampicina é causada por mutacGes localizadas na regido de 81 pb do gene
rpoB que codifica a cadeia beta da RNA polimerase, entre as sequéncias nucleotidicas 507-

533 (MOKROUSOV et al., 2003;YANG et al., 2005).
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2.4.2 Isoniazida

A lIsoniazida ou hidrazida do acido isonicotinico € um farmaco efetivo contra a TB
e um dos principais quimioterapicos de primeira linha no tratamento da doenca, sendo
reconhecida, ja& em 1952, como potente agente contra M. tuberculosis (ROSSETI et al.,
2002). Esse farmaco é bacteriostatico para os bacilos com baixa multiplicacdo, mas é

bactericida para os microrganismos que se multiplicam rapidamente (LUNA, 2001).

A Isoniazida age no M. tuberculosis por difusdo passiva através da parede celular.
Este farmaco é uma pré-droga e precisa ser ativada pela catalase—peroxidase (katG) do
bacilo. A katG promove a remoc¢do de dois elétrons da Isoniazida tornando-a num
intermediario ativo (ZHANG;YEW, 2009). A forma ativa da droga inibe a atividade das
proteinas enoil-(transportadora de acil) reductase (inhA) e a proteina P-cetoacil-
(transportadora de acil) sintetase (KasA), que participam na sintese dos acidos micolicos.
Mais especificamente, a proteina inhA estabelece uma ligacdo no seu local ativo com o
NAD(H), utilizando-o como co-factor. Por sua vez, a Isoniazida ativada liga-se
covalentemente com o carbono 4 do NADH, do complexo inhA-NADH,na presenca de
oxigénio e magnésio(RATTAN; KALIA; AHMAD, 1998), ocorrendo a inibigdo da sintese

de &cidos micolicos.

Ao contrario da resisténcia a Rifampicina em que a maioria das mutagdes se
concentra em uma pequena faixa de um sO gene, a resisténcia a Isoniazida € mais
complexa, pois pode ocorrer por mutagdes em varios genes como katG, inhA, kasA e ahpC,
sendo os mais importantes o katG (32 a 93% dos casos) e 0 inhA (de 15 a 25%)

(MOKROUSQV et al., 2002b; BANG et al., 2006).
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A principal mutacdo no gene katG € na posicdo 315, pela substituicdo do
aminoacido Serina (AGC) por Treonina (ACC), com diminuicdo da acdo catalase, o que
resulta em resisténcia a Isoniazida (EVANS et al., 2008). A mutacdo do gene inhA
modifica a enzima, que perde afinidade pelo NADH, resultando em resisténcia a
Isoniazida. Existem outros genes, como kasA, mabA, ndh e a regido intergénica oxiR-ahpC
(alquilhidroperoxidorreductase), que € um intermediario toxico da Isoniazida, porém nao

esta bem estabelecida e necessita de outros estudos (SLAYDEN; LEE; BARRY, 2000).

O diagnostico para resisténcia em casos novos ou em casos previamente tratados,
aos farmacos utilizados no tratamento da TB, tem sido alvo de muitos estudos, sendo uma

investigacdo fundamental para os programas de controle da doenca.

2.5 Testes de sensibilidade aos farmacos

A avaliacdo da sensibilidade aos farmacos para M. tuberculosis pode ter trés
objetivos: escolher o esquema terapéutico no inicio do tratamento, avaliar se ha
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos quando o doente ndo apresenta resposta ao
tratamento, podendo ajudar na escolha de tratamentos alternativos, e estimar a prevaléncia
da resisténcia em casos novos ou em casos previamente tratados na comunidade (CHAN;
ISEMAN, 2002).

Os testes fenotipicos permitem determinar o perfil de sensibilidade das estirpes aos
farmacos utilizados no tratamento da tuberculose. Para este fim,existem trés métodos
padronizados (BRASIL, 2011). O método das concentracbes absolutas consiste na
determinacdo da CIM, isto é, a mais baixa concentracdo de droga que consegue inibir o

crescimento de um indéculo bacteriano padronizado. O método da razdo de resisténcia, que
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€ uma variante do método descrito anteriormente e consiste em comparar a CIM da estirpe
a testar com a CIM de uma estirpe padréo sensivel PALOMINO et al., 2008).

O método das proporcdes, originalmente descrito por Middlebrook e Cohn, em
1958, e modificado por Canetti et al., em 1963, considerado o padrdo ouro pela OMS, é
utilizado no Brasil, incorporando-se farmacos antituberculose utilizados no esquema
terapéutico convencional ao meio de Ldwenstein-Jensen (SATO, 2003). Este método
consiste em detectar a proporc¢édo de bacilos resistentes contidos em uma amostra clinica de
pacientes, frente a determinada concentracdo de um farmaco capaz de inibir o
desenvolvimento apenas das células sensiveis. Porém, € necessario um periodo de quatro a

seis semanas para obtencdo dos resultados (CANETTI et al., 1963).

Devido ao longo tempo para liberacdo do laudo de sensibilidade pelos métodos
tradicionais, recentes pesquisas estdo propondo a implantacdo de métodos alternativos e
rapidos para a deteccdo de M. tuberculosis resistentes aos farmacos especificos, como

métodos semi-automatizados utilizando meios liquidos e métodos moleculares.

O BACTEC 460 System é um sistema radiométrico semi-automatizado que utiliza
meio de cultura liquido Middlebrook 7H9 com acido palmitico marcado pelo carbono 14.
Este método tem a desvantagem de utilizar material radioativo (TORTOLI et al., 1999).
Detecta a presenga de micobactérias em espécimes clinicos, realiza testes de sensibilidade
aos antimicrobianos e faz a diferenciacdo entre micobactérias do Complexo M.

tuberculosis (OPLUSTIL et al., 2002).

Outro meétodo semi-automatizado € o sistema MGIT 960, que permite a detec¢do do
consumo de oxigénio das micobactérias, em tubos de ensaio contendo meio liquido

Middlebrook 7H9 e ruténio, metal que funciona como um sensor quimico fluorescente.
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Esta metodologia tem a vantagem de ndo ser radioativa, podendo-se obter um perfil de

resisténcia aos farmacos em cerca de 13dias (TORTOLI et al., 1999).

O método da reducdo de nitrato (MRN), que utiliza nitrato de potassio (KNO3)
como fonte de nitrato incorporado ao meio de Lowenstein-Jensen, é de execucdo mais
simples quando comparado ao método das proporcdes. Este método € baseado na
capacidade do M. tuberculosis reduzir o Nitrato a Nitrito durante o seu desenvolvimento.
Assim, cepas resistentes se desenvolvem e reduzem o nitrato existente no meio de cultivo
para a forma de nitrito, que apds a adi¢do de revelador propicia uma mudanca de coloracéo
do meio de cultivo. Essa indicacdo é constatada no 7° dia e reconfirmada ao 10° e 14° dia

de desenvolvimento dos cultivos (ANGEBY et al., 2002).

Musa et al. (2005) avaliaram o MRN em amostras de escarro positivas, que foram
concentradas e inoculadas no meio com nitrato, contendo diferentes antibidticos em cada
tubo. Os resultados do antibiograma estavam disponiveis dentro de 14 dias. Este método,
com inoculacdo direta de amostras de escarro, alcangcou 100% de sensibilidade e
especificidade para Rifampicina e 93% de sensibilidade e 100% de especificidade para

Isoniazida.

Sanchonete et al. (2008), também realizaram um estudo, que avaliou o desempenho
do MRN em meio sélido (NRA-LJ) e meio liquido (NRA-7H9), para determinar a
sensibilidade frente aos farmacos antituberculose de primeira linha: Isoniazida,
Rifampicina, Etambutol e Estreptomicina. O ensaio de microplaca com resazurina
(REMA) foi utilizado como método de referéncia. Os trés ensaios mostraram um alto nivel

de concordancia para uma répida deteccdo de resisténcia a Rifampicina e Isoniazida.
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Martins (2010) realizou um estudo modificando o método da reducdo do nitrato
(MRN), substituindo o nitrato de potassio (KNO3z) como fonte de nitrato incorporado ao
meio sélido pelo nitrato de sddio (NaNOs), obtendo resultados de total concordancia com o
método das proporcGes e com o MRN original para os farmacos Rifampicina, Isoniazida e

Etambutol.

Apesar do bom desempenho do método da MRN e do baixo custo, ainda o tempo
de espera é considerado longo, quando comparado a rapidez dos ensaios moleculares.
Atualmente, estd sendo testada uma variedade de métodos moleculares que buscam a

deteccdo rapidade isolados de bactérias sensiveis aos farmacos.

2.6 Testes rapidos em Biologia molecular para a deteccdo de mutacdes associadas a

resisténcia

Os avancos em biologia molecular tornaram possivel investigar os mecanismos
genéticos da resisténcia aos farmacos, bem como caracterizar as mutagdes associadas a
resisténcia aos diversos farmacos (ROSSETI et., 2002). Atualmente, estd sendo testada
uma variedade de métodos moleculares que buscam a deteccdo rapida de isolados de
bactérias sensiveis aos farmacos. Muitos desses métodos sdo baseados na Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR), que permite amplificar especificamente apenas as regides
dos genes envolvidas na resisténcia para posterior deteccdo de mutacbes (HERRERA-

LEO'N et al., 2005).

Dentre os métodos moleculares atualmente aplicados aos estudos de mutagdes

destacam-se:
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2.6.1 INNO-LIPA Rif. TB (Inno-genetics, Bélgica)

O kit comercial Inno-LiPARIf. detecta especificamente a resisténcia a Rifampicina
em M. tuberculosis. O teste € baseado no principio de hibridizacao de fase solida reversa e
consiste na amplificacdo por PCR de um segmento do gene rpoB, deshaturacdo e
hibridizacdo dos amplicons com sondas imobilizadas em localizagbes conhecidas,
sobcondic¢des rigidamente controladas (ROSSAU et al., 1997). O ensaio contém cinco
sondas para a linhagem sensivel, e quatro sondas para mutacdes especificas no gene rpoB.
A interpretacdo do padrdo de bandas permite a identificacdo do Complexo M. tuberculosis
e a deteccdo das mutacdes no gene rpoB. O teste pode ser realizado em isolados a partir de
cultura ou de espécimes clinicos, e seu tempo de realizacdo é em torno de 48 horas. A
concordancia do Inno-LiPA Rif. com os testes de sensibilidade fenotipicos e com o
sequenciamento € alta quando realizado a partir de cultura, variando de 92,2% a 99,0%.
Este teste tem um custo extremamente elevado e ndo esta disponivel no Brasil (SOINI,

2001).

2.6.2 GenoType MTBDR plus

E outro ensaio disponivel comercialmente, que o ensaio da Reacdo da Polimerase
em Cadeia (PCR) e hibridizacao reversa para a deteccdo de mutagcBes mais comuns nos
genes rpoB e katG em amostras de isolados de cultivos e também, diretamente em
amostras de escarro positiva (HILLEMANN, et al., 2007; ANEK-VORAPONG et al.,

2010). Em junho de 2008, a OMS aprovou este ensaio para ser utilizado na rotina de
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laboratdrio em varios paises. A maior desvantagem reside na necessidade de equipamentos
e reagentes caros, além de profissional treinado em biologia molecular (HUYEN et al.,

2010).

2.6.3 PCR em tempo real

As técnicas de PCR em tempo real permitem a andlise imediata dos resultados
devido ao acumulo de fluorescéncia dos produtos do PCR durante a amplificacdo, nao
sendo necessaria a sua manipulacdo p6s-PCR. Podem ser usados diferentes formatos de
reacdo que permitam monitorizar a formacdo dos produtos, assim como identificar a
presenca de mutacdes (VIEDMA et al., 2002). Comparativamente ao PCR convencional,
as técnicas de PCR em tempo real sdo mais rapidas, sensiveis, reprodutiveis e reduzem o
risco de contaminacBes pos-amplificacdo. Porém, sdo dispendiosas e por isso ndo sao
suportados por qualquer tipo de laboratério. Além disto, necessitam de pessoal

especializado devido a existéncia de complexos equipamentos de PCR (VIEDMA, 2003).

2.6.4 Gene Xpert™ MTB/Rif

O teste Gene Xpert™ MTB/RIf. € um teste de amplificagdo de acidos nucléicos
utilizado para deteccdo do Complexo M. tuberculosis e para a triagem de resisténcia a
Rifampicina. O teste consiste na amplificacdo de acidos nucleicos por PCR em tempo
real,e tem como principal beneficio apresentado a integracdo e automatizacdo de trés

processos (extracdo de DNA,amplificacdo e deteccdo de produtos da PCR) (BOEHME et
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al., 2010).0 Gene Xpert® MTB/RIF é atualmente Unico, pois utiliza um cartucho contendo
todos 0s elementos necessarios para a extracdo de DNA e PCR, incluindo reagentes
liofilizados, tampdes liquidos e solugdes de lavagem (WHO, 2011). O teste pode fornecer
resultados num laboratdrio local, em menos de 2 horas, sem necessitar de tratamento da
amostra ou de recursos humanos especializados sem biologia molecular (VAN RIE et al.,

2010).

Embora, o Gene Xpert™ MTB/Rif. tenha apresentado bom desempenho, o
equipamento utilizado é de alto custo, e a aquisicdo dos insumos (reagentes) €
condicionada as empresas que comercializam os kits. Por este motivo, o desenvolvimento
ou padronizacdo de técnicas moleculares mais simples, sem a exigéncia de equipamentos e
insumos de alto custo e de fonte Gnica, podem contribuir para rapida detec¢do de mutagdes
associadas a resisténcia a Rifampicina e Isoniazida e, consequentemente, direcionar o

tratamento mais adequado para TB.

2.6.5 PCR Multiplex Alelo Especifico (PCR-MAS)

A PCR-MAS utiliza véarios pares de iniciadores que atuam em regides distintas dos
mesmos ou diferentes genomas, isto permite a analise simultdnea de maultiplos alvos de
uma unica amostra (PERSUBN, 2010). Como, por exemplo, em ensaios para detectar as

mutacdes associadas a resisténcia aos farmacos da TB.

Estes ensaios utilizam em uma unica PCR cinco pares de iniciadores alelos
especificos, para produzir diferentes padrbes de bandas de fragmentos de DNA, e detectar
as mutacoes. No desenho dos iniciadores, o final 3’ de cada iniciador alelo especifico é
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posicionado para parear com o nucleotideo do respectivo codon da sequéncia da cepa M.
tuberculosis H37Rv (sensivel para todas as drogas). As mesmas posi¢cdes onde 0s pontos
de mutacdes mais frequentes foram relatados para as cepas resistentes. Desta maneira,
quando ndo ha mutacao na sequéncia de DNA referente ao codon, o fragmento de DNA ¢
amplificado. Pelo contrario, quando ha mutacdo na sequéncia referente ao codon alvo, ndo

ha produto da PCR (YANG et al., 2005; CHIA et al, 2012).

Mokrousov et al. (2002a) adaptou a técnica da PCR-MAS, para detectar as
mutacdes associadas a resisténcia ao Etambutol em amostras de cultivo de M. tuberculosis.
Estes pesquisadores ainda investigaram as mutacdes que conferem resisténcia a Isoniazida
no codon 315 do gene katG. No mesmo ano utilizaram a técnica para Rifampicina

(MOKROUSOQV et al., 2002b; MOKROUSQV et al., 2003).

Yang et al. (2005) otimizaram a técnica da PCR-MAS, para detectar
simultaneamente as mutacdes associadas as resisténcias a Isoniazida (katG e inhA),

Rifampicina (rpoB) e Etambutol (embB)a partir de cultivo de M. tuberculosis.

Allegui et al. (2012) utilizaram o PCR-MAS para detectar simultaneamente as
mutacdes associadas as resisténcias a Isoniazida (codon 315 do gene katGe na regido
promotora mabA-inhA-15) e Rifampicina (cdédons 516, 526 e 531no gene rpoB). O ensaio
mostrou uma especificidade de 100% para deteccdo de resisténcia as drogas e sensibilidade
de 92,6% e 88,6% para Rifampicina e Isoniazida, respectivamente. Vadwai et al. (2012)
aperfeicoaram a técnica para detectar simultaneamente as mutacOes associadas a
resisténcia a Rifampicina e Isoniazida (TB multirresistente) e a fluoroguinolona e

aminoglicosideos (TB extensivamente resistente).
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A PCR-MAS fornece uma resposta rapida, de facil interpretacdo e potencialmente
mais eficiente para a deteccdo simultdnea de mutacdes associadas a resisténcia aos
farmacos anti-tuberculose. Neste estudo, a PCR-MAS foi aplicada em amostras de escarro,
pois a maioria dos métodos para a determinacdo de sensibilidade aos farmacos utilizam

isolados de M. Tuberculosis obtidos a partir de cultivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o desempenho do método molecular PCR multiplex alelo especifico (PCR-
MAS) na deteccdo de genes associados a resisténcia a Isoniazida e a Rifampicina, em

amostras de escarros de pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Verificar se 0 método molecular executado diretamente nas amostras de
escarros proporciona acuidade comparavel ao método da Reducdo de Nitrato

para analise da sensibilidade aos farmacos.

3.2.2 Verificar a concordancia da PCR-MAS, a partir de amostras escarros e de
isolados de cultivo de M. tuberculosis, para detecgdo de genes associados a

resisténcia a Isoniazida e Rifampicina.

3.2.3 Analisar a prevaléncia de resisténcia aos medicamentos do esquema
bésico antituberculose em pacientes de TB pulmonar multibacilar e TB

pulmonar paucibacilar.
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4. DESCRICAO METODOLOGICA

4.1 Modelo de Estudo

Estudo laboratorial do tipo prospectivo, experimental, que visou avaliar a técnica
molecular PCR Multiplex Alelo Especifico (PCR-MAS) para deteccdo rapida de mutacoes
genéticas associadas a resisténcia a Rifampicina e Isoniazida, a partir de escarro de

pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar.

4.2 Aspectos Eticos e de Financiamento

O presente estudo teve o apoio financeiro do projeto PPSUS/2009 — FAPEAM,
coordenado pelo pesquisador do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
Doutor Mauricio Morishi Ogusku e co-orientador do presente trabalho. O estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica da UFAM, em 31 de agosto 2011, com

namero CAAE: 0343.0.115.000-1(Anexo, 10).

4.3 Universo de Estudo
4.3.1 Populagéo de Referéncia

A populacdo foi composta por pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar com
baciloscopia positiva ou negativa, mas com cultura positiva para Mycobacterium
tuberculosis. Foram incluidos pacientes de TB de primeira vez (sem tratamento anterior
para TB), os com recidiva e os que abandonaram o tratamento. Estes pacientes residem em
Manaus-AM e foram atendidos na Policlinica de Referéncia em Pneumologia Sanitaria

Cardoso Fontes, que € referéncia Estadual em TB e atende a demanda de pacientes

46



sintomaticos respiratérios e com suspeita de TB oriundos de quatro distritos sanitarios

(norte, sul, leste e oeste) de Manaus.

4.3.2 Pacientes e Critérios de Elegibilidade

A amostra foi estimada com base no nimero de pacientes diagnosticados com TB
pulmonar, BAAR positivo em Manaus-AM (863 casos), e que abandonaram o tratamento
no ano de 2011, segundo os dados do Departamento de Vigilancia Epidemioldgica e

Ambiental da Secretaria Municipal de Saude (SEMSA, 2012).

Para o calculo foi considerado o numero de 98 casos de abandono ao tratamento
para TB/ano 11,4%. Considerando que as coletas das amostras seriam realizadas no
periodo de seis meses consecutivos, o numero estimado foi de 49 casos de abandono/
recidiva. Além disso, para este mesmo periodo foram incluidos 10% dos casos de TB
pulmonar com tratamento de primeira vez, que corresponderia a 43 casos. No total foi

previsto a incluséo de 92 casos de TB pulmonar para o presente estudo.

O numero total de participantes do estudo foi estimado em 110 pessoas, de ambos

0s géneros, com idades entre 18 e 60 anos, e ndo pertencentes a etnia indigena.

Para os controles negativos, foram testados 20% (n=18) do total de casos estimados
para TB pulmonar. Estes controles foram pessoas com amostras de escarros negativos para

TB pulmonar.

4.3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes de TB com cultivo de escarro negativo para

o complexo M. tuberculosis e aqueles positivos para micobactérias ndo causadoras de TB
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(MNT). Foram excluidos também os pacientes com cultivos contaminados por outros

microrganismos.

4.4 Organizacdo dos Experimentos

O fluxo dos procedimentos que foram realizados encontra-se ilustrado na Figura 7.

Selegdo de pacientes com TB pulmonar: 12 tratamento e recidiva ou abandono de

POLICLINICA tratamento
CARDOSO ¥
FONTES Exposi¢do da pesquisa e apresentagdo do TCLE
4 ¥
Aceitagdo de participacdo N3o aceitacdo de participagdo
Coleta de informagdes e Obteng¢ao de amostras de
entrevista escarro: Processamento

bacteriolégico no INPA

! |

Baciloscopia concentrada Baciloscopia Direta
I
Cultivo Extracio de DNA
i) v l
; Positivo Amplificacdo (PCR) dos
Negativo genes de resisténciaa RMP e
v INH
Identificagdo
PCR l
] ¥ Revelagdo em eletroforese em
Outras Micobactérias M. tuberculosis gel de agarose
N4

Teste de sensibilidade

[ TABULAGCAO E ANALISE DOS RESULTADOS

INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia
Figura 7: Fluxograma das atividades

48



4.5 Procedimentos Micobacterioldgicos

A partir da amostra de escarro foram realizadas a baciloscopia direta e pds-
concentracédo, e na sequéncia o cultivo pela técnica de PKO. As técnicas foram realizadas
de acordo com o padronizado por Salem et al. (1990) e por Salem et al. (2007). Aliquotas
de escarros, apds serem processadas para o cultivo, foram armazenadas a -20°C até a

extracdao de DNA.

4.6 ldentificacdo de Mycobacterium tuberculosis por PCR

As micobactérias que se desenvolveram nos cultivos tiveram o DNA extraido (vide
protocolo item 4.8.1) e foram identificadas como M. tuberculosis por PCR com
oligonucleotideos especificos para o complexo M. tuberculosis. Neste ensaio um
fragmento de 245 pares de bases (pb) da sequéncia de insercdo 1S6110 foi amplificado por
PCR com oligonucleotideos INS-1 (5-CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC-3’) e INS-2
(5-GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA-3), de acordo com Hermans et al. (1990) e Van
Embden et al. (1993). No Quadro 2 estdo descritos os parametros de amplificacdo

utilizados neste ensaio.

Quadro 2: Parametros de amplificacdo para a PCR - 1S6110

Temperatura (°C) (minut-:-)?s]ggoundos) Ciclo(s)
94 4:00 1
94 1:00
66 1:00 35
72 1:00
72 5:00 1
4 o 1
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Os produtos de PCR foram observados apos eletroforese em gel de agarose a 1,5%,

corado com SYBR Green, em transiluminador de luz azul.

4.7 Testes de Sensibilidade

O teste de sensibilidade aos farmacos foi realizado pelo Método da Reducdo de
Nitrato em meio de Lowenstein-Jensen com NaNOs;. O Método da Reducédo de Nitrato foi
realizado conforme a técnica estipulada por Angeby et al. (2002) com adaptagdo, de acordo
com Martins (2010). No protocolo original utiliza-se KNO3 (Nitrato de Pot&ssio) como
fonte de nitrato incorporado ao meio de LOwenstein-Jensen, mas para este estudo 0 KNO3
foi substituido por NaNOgs (Nitrato de Sddio). A leitura e interpretacdo do método da
Reducéo de Nitrato foram baseadas na mudanca de coloragdo do meio de cultivo de verde
para rosa, indicando que houve redugdo de nitrato a nitrito, devido ao desenvolvimento de
M. tuberculosis. Cada amostra processada tinha um tubo controle (sem o farmaco de
interesse) e o tubo contendo o farmaco. A leitura para confirmacdo de resisténcia foi feita
comparativamente com a do tubo controle. Assim, foi considerada como cepa resistente ao
farmaco testado, aquela em que o meio de cultivo (contendo o farmaco) apresentou uma
coloragcdo mais forte que a do tubo controle testado, ou seja, rosa forte, vermelho intenso
ou violeta. Para os tubos que ndo apresentarem mudanca de coloracdo foi inicialmente o

indicativo de sensibilidade ao farmaco testado.

Os resultados dos testes de sensibilidade, pelo Método de Redugéo de Nitrato foram

encaminhados a Policlinica Cardoso Fontes, independente do resultado, para que o
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tratamento adequado pudesse ser instituido aos pacientes portadores ou ndo de isolados

resistentes a Rifampicina e/ou Isoniazida.

4.8 Técnicas Moleculares para Determinacao dos Genes de Resisténcia

4.8.1 Extracgédo de DNA a Partir do Cultivo Micobacteriano

O protocolo de extracdo foi realizado segundo Le&o et al. (2004). Uma pequena
porcdo da colbnia de micobactéria, foi colhida com uma alca bacterioldgica estéril
descartével, ressuspendida em 1 mL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) e inativada
por 60 minutos a 90°C (tempo e temperatura adaptados para o protocolo deste estudo)
(OGUSKU, 2012). Apos a inativacdo, a suspensao de micobactéria foi centrifugada a
12000 x g por 10 minutos e o sedimento ressuspendido em 200 pL de tampao TET (10
mM Tris-HCI pH 7,4; 1ImM EDTA,; 1% Triton X-100). Esta nova suspensdo foi incubada a
100°C por 10 minutos e armazenada a —20°C por 24 horas. Posteriormente, a mesma foi
centrifugada a 12000 x g por 30 segundos, ¢ 5 uL (com concentragdo de 20 a 200 ng de

DNA) do sobrenadante foi usado para amplificacdo de DNA (PCR-MAS).

4.8.2 Extragdo de DNA a Partir da Amostra de Escarro

As amostras de escarro tiveram o DNA extraido conforme protocolo de Ogusku et
al. (2003). Uma aliquota de 200 pL de escarro processado pela técnica de PKO e
armazenada a -20°C foi descongelada a temperatura ambiente e centrifugada a 12.000 x g
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 200 uL de

tampéo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 0,1 mM EDTA). A centrifugacdo foi repetida e o
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sobrenadante descartado. Ao sedimento foi adicionado um volume de 250 uL de tampé&o
de lise (100 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM EDTA; 1% Tween 20; 1% Triton X-100; 800
pg/mL de Proteinase K). A solugdo foi homogeneizada em vortex e incubada a 56°C por
um pernoite. Posteriormente, a amostra foi incubada a 100°C por 10 minutos e
imediatamente a seguir acondicionada em banho de gelo por 2 minutos. Logo apds foi
submetida sucessivamente e por 3 vezes, intercalando periodos de 2 minutos a 100°C e 2
minutos em banho de gelo. A purificagdo de DNA foi realizada de acordo com Pierre et al.

(1991) e Ogusku et al. (2003).

4.8.3 PCR Multiplex Alelo Especifico (PCR-MAS)

A PCR-MAS teve como alvos as sequéncias de DNA referentes aos codons 315 do
gene katG, os cddons 516, 526 e 531 do gene rpoB e a posi¢do -15 da regido promotora do
gene mabA-inhA. Os oito oligonucleotideos alelos especificos correspondentes aos cinco
cdédons alvos estdo demonstrados na Tabela 1. As sequéncias dos oligonucleotideos foram

obtidos dos estudos realizados por Yang et al. (2005) e Mokrousov et al. (2002b).

Tabela 1: Oligonucleotideos para PCR-MAS para deteccdo de mutagfes em M.
tuberculosis associadas as resisténcias para Rifampicina e Isoniazida.

Tamanho
. . e produto
| | lel f . .
Alvos Oligonuc eotl?z?s_i’e; 05 especilicos Oligonucleotideos pareados de PCR
(pares de
bases)
katG315*  katG5R ATACGACCTCGATGCCGC katGOF GCAGATGGGGCTGATCTACG 292
irmaAp'-Al_S InhAP-15 GCGCGGTCAGTTCCACA inhAPF2 CACCCCGACAACCTATCG 270
rpoB516  rpoB516 CAGCTGAGCCAATTCATGGA RIRm TTGACCCGCGCGTACAC 218
rpoB526  rpoB526 CTGTCGGGGTTGACCCA 185
rpoB531  rpoB531 CACAAGCGCCGACTGTC 170

Fonte: Yang et al. 2005; *Mokrousov et al., 2002b.
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A PCR-MAS para cada amostra de escarro foi realizada em duas reacdes:

Protocolo PCR-MAS (Reacdo 1): tampdo de PCR 1X, 200 uM dNTP, 2 mM
MgCl,, oligonucleotideos katGOF (0,1 uM), katG5R (0,1 uM), inhAP-15 (0,1 uM),
inhAPF (0,1 pM), rpoB531 (0,2 uM), RIRm (0,2 uM), 1,3% DMSO, 1,3 M betaina, 2U
Platinum® Taq DNA polimerase, 5 pL de DNA, em um volume final de 25 pL.

Protocolo PCR-MAS (Reacdo 2): esta reacdo teve a mesma concentracdo de
reagentes da Reacdo 1, exceto para 0s seguintes componentes: 1,5 mM MgCl, e
oligonucleotideos rpoB516 (0,1 uM), rpoB526 (0,2 uM), RIRm (0,3 pM).

Os parametros de amplificacdo foram obtidos a partir do trabalho de Ogusku et al.

(2009) (Quadro 3).

Quadro 3: Parametros de amplificacdo para PCR-MAS.

Tempo .
Temperatura (°C) (minutos:segundos) Ciclos

96 3:00 1
95 0:30

68 — 48* 0:50 20
72 1:00
94 0:30
53 0:50 25
72 1:00
72 5:00 1
4 o 1

* Touchdown - A cada ciclo ha reducdo de 1°C.

Os produtos de PCR foram observados apos eletroforese em gel de agarose a 3%,

corado com SYBR Green, em transiluminador de luz azul.
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4.9 Andlises Estatisticas

Para comparacdo dos resultados obtidos pelo Método da Reducéo de Nitrato e pelo
Método Molecular foi utilizado o indice kappa, de concordancia. Além disso, foi realizado
0 teste de co-negatividade e co-positividade. Foi realizada também a andlise de associacédo
entre as mutacdes dos genes katG, inhA para resisténcia a Isoniazida e rpoB para
resisténcia a Rifampicina, utilizando o teste exato de Fisher. O programa utilizado para as
analises foi o BioEstat Versdo 5.0 (AYRES et al., 2007). O nivel de significancia adotado

foi de a = 5%.
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5. RESULTADOS

Para este estudo, 135 amostras de escarro foram obtidas de pacientes com
Tuberculose (TB) pulmonar. Dessas amostras, foi possivel isolar por cultivo 86 cepas de
Mycobacterium tuberculosis, das quais 42 foram oriundas de pacientes de TB pulmonar
multibacilar e 44 de paucibacilar. Além disso, 18 amostras de escarros de pessoas

saudaveis foram testadas como controle negativo para os testes realizados neste estudo.

Das amostras excluidas, 41 foram negativas no cultivo, 3 foram positivas para
micobactérias ndo causadoras de TB (MNT) e 5 tiveram os cultivos contaminados por

outros microrganismos.

5.1. Caracteristicas dos pacientes de TB pulmonar incluidos no estudo.

As caracteristicas gerais dos 86 pacientes de TB pulmonar, dos quais as amostras

foram avaliadas neste estudo, estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas gerais dos pacientes com Tuberculose (TB) pulmonar multibacilar e
paucibacilar, com cultivo positivo para Mycobacterium tuberculosis.

. Pacientes de TB multibacilar Pacientes TB paucibacilar

Caracteristica _ —
(n=42) (n=44)

Idade (anos) (Média e Desvio padrao) 3510 33£10
Tabagismo (%0):
Sim 28,6 19,4
N&o 71,4 80,6
Vacina BCG (%)
Sim 62,8 38,9
Né&o 2,8 11,1
Né&o sabe informar 31,4 50,0
Género (%):
Masculino 61,9 52,2
Feminino 38,1 47,8
Naturalidade (%)
Manaus 44,1 44 4
Outros municipios do Amazonas 32,4 44,4
Outros estados 23,5 11,2
Situacdo do paciente (%)
Primeiro tratamento 69,1 84,1
Retratamento por Abandono 11,9 4,5
Retratamento por Recidiva 19,0 11,4
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Dos isolados de M. tuberculosis submetidos aos testes de sensibilidade pelo
Método da Reducdo do Nitrato, oriundos de amostras de pacientes de TB multibacilares,
16,7% foram resistentes a Isoniazida, 2,4% a Rifampicina e 7,1% a ambos os farmacos.
Entre os isolados, de M. tuberculosis, oriundos de amostras de pacientes de TB
paucibacilares, 13,6% foram resistentes a Isoniazida, 2,3% a Rifampicina e 4,5% a ambos

os farmacos (Figura 8).

80,0 -
OSensiveis
70,0 -
O Resistentes INH
60,0 O Resistentes RIF
O Resistentes INH e RIF
50,0 -
40,0 -
%
30,0 -
20,0 -
10,0 -
0,0 T .

TB Multibacilar (n=42) TB Paucibacilar (n=44)

Figura 8: Percentual de resisténcia dos isolados de M. tuberculosis em pacientes multibacilares e
paucibacilares.

No presente estudo, a maioria dos isolados de M. tuberculosis resistentes a
Isoniazida e/ou Rifampicina foi observada entre os pacientes de TB que estavam iniciando
o0 tratamento pela primeira vez, ou seja, 19,0% nos pacientes de TB multibacilares e 15,9%

nos pacientes paucibacilares (Figura 9).

57



O Primeiro tratamento

18,0 - ORecidiva
OAbandono

16,0 -
14,0 -
12,0 -
10,0 -
%
8,0 -

6,0 -
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0,0 T )
TB Multibacilar (n=42) TB Paucibacilar (n=44)

Figura 9: Distribuicdo da condi¢do dos pacientes de TB que apresentaram isolados de M. tuberculosis
resistentes a Isoniazida e/ou Rifampicina.

5.2 Analise de concordéancia entre a PCR Multiplex Alelo Especifico (PCR-MAS) e o

Meétodo de Reducdo de Nitrato (MRN).

As amostras de escarros, que proporcionaram o isolamento de M. tuberculosis,
tiveram os DNA extraidos e submetidos aos ensaios de PCR-MAS (Figura 10). Em 17
amostras de escarros ndo foi possivel obter resultados nos ensaios de PCR-MAS pelo fato
de apresentarem uma baixa concentragdo de bacilos (TB paucibacilar). Assim, a anélise de
concordancia entre a PCR-MAS e MRN foi efetivamente realizada em 69 amostras de

escarros.
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Figura 10: A e B: PCR-MAS a partir de amostras de escarro. C e D: PCR-MAS a partir de cultivo de M.
tuberculosis. Linha 1: Ladder 100 pb; Linha 2: amostra 052/10; Linha 3: 053/10; Linha 4: 054/10; Linha 5:
076/10; Linha 6: 077/10; Linha 7: 082/10; Linha 8: 083/10; Linha 9: 084/10; Linha 10: 085/10; Linha 11:
controle negativo (sem DNA); Linha 12: controle positivo (DNA M. tuberculosis H37Rv)
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Dos 69 isolados de M. tuberculosis, 18 foram resistentes a Isoniazida no MRN. Os
DNA das respectivas amostras de escarro foram submetidas ao PCR-MAS, sendo que 12
amostras apresentaram as mutacdes de katG ou inhA. Destas, apenas 4 tiveram
concordancia com resisténcia a Isoniazida pelo Método de Reducao de Nitrato (Tabela 3).
Demonstrando assim, uma fraca concordéancia da PCR-MAS com o MRN. Além disso, o
resultado do teste exato de Fisher ndo foi significativo (p= 0,7183). Estes resultados
indicam que as mutac6es génicas nas regides do katG ou inhA ndo devem estar associadas

a resisténcia para Isoniazida, pelo menos nas amostras analisadas no presente estudo.

Tabela 3: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e da
PCR-MAS (a partir de escarro), para as mutacdes dos genes KatG ou InhA, em 69
amostras de pacientes com TB pulmonar multibacilar e paucibacilar.

PCR-MAS Método de Redugdo de Nitrato

(escarro multi e paucibacilar) Resistente INH (%) Sensivel INH (%) Total
Mutacdo dos genes katG ou inhA 4(22,2) 8 (15,7) 12 (17,4)
Auséncia de Mutagéo 14 (77,8) 43 (84,3) 57 (82,6)
Total 18 (100,0) 51 (100,0) 69 (100,0)

INH —Isoniazida; indice kappa= 0,0733; Replicabilidade=Fraca; Co-Positividade = 22,2%; Co-Negatividade = 84,3%;
Teste exato de Fisherp = 0,7183

Analises de concordancia e de associagéo, dos resultados observados no MNR e na
PCR-MAS, respectivamente, para a sensibilidade a Isoniazida e mutacGes génicas de katG
ou inhA, também foram realizadas separadamente, para as amostras oriundas de pacientes
com TB multibacilar (n = 42) (Tabela 4) e TB paucibacilar (n = 27) (Tabela 5), mas néo

apresentaram diferencas significativas.
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Tabela 4: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e da
PCR-MAS (a partir de escarro), para as mutagoes dos genes katG ou inhA em 42 amostras
de pacientes com TB pulmonar multibacilar.

PCR-MAS Método de Reducéo de Nitrato Total
(escarro multibacilar) Resistente INH (%) Sensivel INH (%)
Mutacdo dos geneskatGou inhA 2 (20,0) 5 (15,6) 7 (16,7%)
Auséncia de Mutacgdo 8 (80,0) 27 (84,4) 35 (83,3%)
Total 10 (100,0) 32 (100,0) 42 (100,0)

INH — Isoniazida; Indice kappa= 0,0488; Replicabilidade=Fraca; Co-Positividade = 20,0%; Co-Negatividade = 84,4%;
Teste Exato de Fisher p = 0,9951

Tabela 5: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Isoniazida pelo MRN e da
PCR-MAS (a partir de escarro), para as mutagdes dos genes katG ou inhA em 27 amostras
de pacientes com TB pulmonar paucibacilar.

PCR-MAS Método de Reducéo de Nitrato Total
(escarro paucibacilar) Resistente INH (%) Sensivel INH (%)
Mutag8o dos genes katG ou inhA 2 (25,0) 3(15,8) 5 (18,5%)
Auséncia de Mutacéo 6 (75,0) 16 (84,2) 22 (81,5%)
Total 8 (100,0) 19 (100,0) 27 (100,0)

INH — Isoniazida; indice kappa= 0,1033; Replicabilidade=Fraca; Co-Positividade = 25,0%; Co-Negatividade = 84,2%:;
Teste exato de Fisher p = 0,6152

Dos 69 isolados de M. tuberculosis testados para a sensibilidade a Rifampicina pelo
MRN, 6 foram resistentes. Pela PCR-MAS, nas respectivas amostras de escarros, em 4
amostras foi possivel detectar a mutag¢do para o gene rpoB, indicando que a mutagédo deste
gene pode estar associada a resisténcia para Rifampicina (p = 0,0177). No entanto, 11
amostras apresentaram a mutagdo no gene rpoB e foram sensiveis a Rifampicina (Tabela
6). Por este motivo, a concordancia foi fraca entre a PCR-MAS e o MRN, quando

analisadas amostras multibacilares e paucibacilares conjuntamente.
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Tabela 6: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina pelo MRN e
da PCR-MAS (a partir de escarro), para a mutagdo do gene rpoB em 69 amostras de
pacientes com TB pulmonar multibacilar e paucibacilar.

PCR-MAS Meétodo de Reducdo de Nitrato Total
(escarro multi e paucibacilar) Resistente RIF (%) Sensivel RIF (%)
Mutacdo do gene rpoB 4 (66,7) 11 (17,5) 15 (21,7)
Auséncia de Mutacgéo 2 (33,3) 52 (82,5) 54 (78,3)
Total 6 (100,0) 63 (100,0) 69 (100,0)

RIF — Rifampicina; Indice kappa= 0,2931; Replicabilidade=Fraca; Co-Positividade = 66,7%; Co-Negatividade =
82,5%;Teste exato de Fisherp =0,0177

Dos 4 isolados de M. tuberculosis de pacientes de TB multibacilar e resistentes a
Rifampicina, em 3 das respectivas amostras de escarro foi possivel detectar a do gene rpoB
(Tabela 7), resultando em uma boa concordancia entre a PCR-MAS e o MRN (indice
kappa = 0,7237). Além disso, houve associacdo significativa da presenca de mutacdo do

gene rpoB com a resisténcia a Rifampicina (p= 0,0014).

A comparacdo dos resultados obtidos nos pacientes de TB paucibacilar (Tabela 8),
evidenciou fraca concordancia entre a PCR-MAS e 0 MNR e nenhuma associa¢do da

mutacdo génica do rpoB a resisténcia para Rifampicina.

Tabela 7: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina pelo MRN e
da PCR-MAS (a partir de escarro), para a mutacdo do gene rpoB em 42 amostras de
pacientes com TB pulmonar multibacilar.

PCR-MAS Método de Reducdo de Nitrato Total
(escarro multibacilar) Resistente RIF (%) Sensivel RIF (%)
Mutacéo do gene rpoB 3 (75,0) 1(2,6) 4 (9,5)
Auséncia de Mutacéo 1(25,0) 37 (97,4) 38 (90,5)
Total 4 (100,0) 38 (100,0) 42 (100,0)

RIF — Rifampicina; indice kappa= 0,7237; Replicabilidade= Boa; Co-Positividade = 75,0%; Co-Negatividade = 97,4%;
Teste exato de Fisherp = 0,0014
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Tabela 8: Distribuicdo dos resultados do teste de sensibilidade a Rifampicina (RIF) pelo
MRN e da PCR-MAS (a partir de escarro), para a mutacdo do gene rpoB em 27 amostras
de pacientes com TB pulmonar paucibacilar.

PCR-MAS Método de Reducao de Nitrato Total
(escarro paucibacilar) Resistente RIF (%) Sensivel RIF (%)
Mutacdo do gene rpoB 1(50,0) 10 (40,0) 11 (40,7)
Auséncia de Mutacédo 1 (50,0) 15 (60,0) 16 (59,3)
Total 2 (100,0) 25 (100,0) 27 (100,0)

RIF — Rifampicina; indice kappa= 0,0326; Replicabilidade= Fraca; Co-Positividade = 50,0%; Co-Negatividade =
60,0%);Teste exato de Fisher p= 1,000

5.3 Andlise de concordancia entre as PCR-MAS realizadas a partir de amostras de
escarro e a partir de M. tuberculosis isolados de cultivo, para deteccdo de genes
associados a resisténcia a Isoniazida e Rifampicina.

Os resultados dos ensaios de PCR-MAS realizados a partir de amostras de escarros
e de isolados de cultivos de M. tuberculosis, de pacientes de TB multibacilar e paucibacilar
(Tabela 9), apresentaram boa concordancia (indice Kappa= 0,5774) para deteccdo das

mutacgdes génicas no katG ou inhA.

Tabela 9: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarros e de
isolados de cultivos de M. tuberculosis, para deteccdo de mutacdes de genes katGou inhA,
de 69 pacientes de TB pulmonar multibacilar e paucibacilar.

PCR-MAS
(escarro multi e paucibacilar) PCR-MAS (cultivo) Total
Mutacdes katG ou inhA(%) Auséncia de Mutacéo (%)
MutacbeskatG ou inhA 6 (85,7) 6 (9,7) 12 (17,4)
Auséncia de Mutacéo 1(14,3) 56 (90,3) 57 (82,6)
Total 7 (100,0) 62 (100,0) 69(100,0)

indice kappa= 0,5774; Replicabilidade= Boa; Co-Positividade = 85,7%; Co-Negatividade = 90,3%

A PCR-MAS teve uma concordancia excelente (indice kappa = 0,8065), para
deteccdo de mutagOes nos genes de katG ou inhA, quando as amostras de escarro e 0s

isolados de M. tuberculosis eram oriundos dos pacientes de TB pulmonar multibacilar
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(Tabela 10). Este mesmo desempenho ndo foi observado para as amostras oriundas de

pacientes de TB pulmonar paucibacilar (Tabela 11).

Tabela 10: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarro e de
isolados de cultivos de M. tuberculosis, para deteccdo de mutacdes de genes katG ou inhA,
de 42 pacientes de TB pulmonar multibacilar.

PCR-MAS PCR-MAS (cultivo) Total
(escarro multibacilar) Mutacbes katG ou inhA (%)  Auséncia de Mutacgdo (%)
Mutacbes katG ou inhA 5 (100,0) 2(54) 7 (16,7)
Auséncia de Mutacédo 0(0,0) 35 (94,6) 35 (83,3)
Total 5 (100,0) 37 (100,0) 42 (100,0)

indice kappa= 0,8065; Replicabilidade= Excelente; Co-Positividade= 100,0%; Co-Negatividade = 94,6%

Tabela 11: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarro e de
isolados de cultivos de M. tuberculosis, para deteccdo de mutacdes de genes katG ou inhA,
de 27 pacientes de TB pulmonar paucibacilar.

PCR-MAS PCR-MAS (cultivo)

(escarro paucibacilar) Mutagdes katG ou inhA (%)  Auséncia de Mutagéo (%) Total

MutacBes katG ou inhA 1 (50,0) 4 (16,0) 5(18,5)

Auséncia de Mutacéo 1 (50,0) 21 (84,0) 22 (81,5)
Total 2 (100,0) 25 (100,0) 27(100,0)

indice kappa= 0,2012; Replicabilidade= Fraca; Co-Positividade= 50,0%; Co-Negatividade = 84,0%

Para deteccdo da mutacdo do gene rpoB, pela PCR-MAS em escarros e em isolados
de cultivo de M. tuberculosis, houve boa concordancia para a PCR-MAS com amostras de
pacientes de TB de forma geral (Tabelas 12); uma concordancia excelente entre amostras
oriundas de pacientes com TB pulmonar multibacilar (Tabela 13) e uma concordancia

fraca (Tabela 14) nas amostras de pacientes com TB pulmonar paucibacilar.
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Tabela 12: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarros e de
isolados de cultivos de M. tuberculosis, para deteccdo de mutagcdo do gene rpoB, de 69
pacientes de TB pulmonar multibacilar e paucibacilar.

PCR-MAS PCR-MAS (cultivo) Total
(escarro multi e paucibacilar) MutacaorpoB(%) Auséncia de Mutacgdo (%)
MutagaorpoB 6 (66,7) 9 (15) 15 (21,7)
Auséncia de Mutacdo 3(33,3) 51 (85,0) 54 (78,3)
Total 9 (100,0) 60 (100,0) 69 (100,0)

indice kappa= 0,4026; Replicabilidade= Boa; Co-Positividade = 66,7%; Co-Negatividade = 85,0%

Tabela 13: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarros e de
isolados de cultivos de Mycobacterium tuberculosis, para detecgdo de mutagdo do gene
rpoB, de 42 pacientes de TB pulmonar multibacilar.

PCR-MAS PCR-MAS (cultivo) Total
(escarro multibacilar) MutacdorpoB (%) Auséncia de Mutacéo (%)
MutacdorpoB 4 (66,7) 0(0,0) 4(21,7)
Auséncia de Mutacdo 2 (333) 36(100,0) 38 (78,3)
Total 6 (100,0) 36 (100,0) 42(100,0)

indice kappa= 0,7742; Replicabilidade= Excelente; Co-Positividade = 66,7%; Co-Negatividade = 100,0%

Tabela 14: Distribuicdo dos resultados obtidos da PCR-MAS em amostras de escarros e de
isolados de cultivos de Mycobacterium tuberculosis, para deteccdo de mutacdo do gene
rpoB, de 27 pacientes de TB pulmonar paucibacilar.

PCR-MAS PCR-MAS (cultivo) Total
(escarro paucibacilar) MutacdorpoB (%) Auséncia de Mutacéo (%)
MutacdorpoB 2 (66,7) 9 (37,5) 10 (40,7)
Auséncia de Mutacédo 1(33,3) 15(62,5) 17 (59,3)
Total 3(100,0) 24 (100,0) 27(100,0)

indice kappa= 0,1346; Replicabilidade= Fraca; Co-Positividade = 66,7%; Co-Negatividade = 62,5%

Os resultados apresentados nas Tabelas 12, 13 e 14 evidenciam desempenhos
semelhantes aos observados na andlise de concordéancia para deteccdo da mutacdo dos

genes katG ou inhA.
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6. DISCUSSAO

A Organizagdo Mundial de Saide (OMS) estima que o percentual global de
Tuberculose multirresistente (TBMR), entre 0s casos novos, esta em torno de 3,7%
(variacdo: 2,1 a 5,2%) e entre os casos de retratamento em torno de 20,0% (variagdo: 13 a
26,0%) (WHO, 2012). O Brasil esta entre os paises do mundo com percentual na faixa de 0
a 2,9 % de TBMR entre os casos novos de TB (WHO, 2012).

No Brasil, ainda ndo foram publicados os resultados completos do Il Inquérito
Nacional de Resisténcia aos farmacos anti-TB. No entanto, de acordo com a anélise de
dados preliminares realizada em 7 estados (Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Bahia,
Distrito Federal, Santa Catarina, Minas Gerais e Sdo Paulo), as taxas de TBMR primaria e
adquirida foram, respectivamente, de 1,4% (variacdo: 1,0-1,8%) e 7,5% (variacdo 5,7 a
9,9%) (KRITSKI, 2010).

Recentemente no trabalho publicado por Garrido et al. (2012), realizado no estado
do Amazonas, os autores relataram 3 casos de pacientes, sem tratamento prévio para TB,
com resisténcia mdaltipla aos farmacos de primeira linha anti-TB. Segundo dados do
Sistema TBMR/MS, no Amazonas foram notificados 27 casos de TBMR em 2011. Dados
que refletem a necessidade de realizar diagndstico precoce da TBMR, instituindo
tratamento imediato e assim prevenindo a transmissdo de cepas resistentes de M.
tuberculosis.

No presente estudo, apesar do foco ndo ter sido um estudo epidemiolégico, os
resultados obtidos no teste de sensibilidade aos farmacos, mostrou um panorama
preocupante em relacéo aos casos de TBMR. O percentual de resisténcia combinada aos

farmacos de primeira linha, a Isoniazida e a Rifampicina, foi superior a 10,0% (Figura 8).
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Assim como, foi elevado o percentual de isolados resistentes, oriundos de amostras de
pacientes (TB multibacilar e TB paucibacilar) que nunca haviam sido tratados para TB
(32,6%) (Figura 9), significando que a frequéncia de bacilos resistentes € real e crescente,
fato que necessita de medidas de controle mais efetivas.

O desenvolvimento ou aperfeicoamento de métodos para a determinacédo rapida de
resisténcia aos farmacos em isolados de M. tuberculosis por técnicas moleculares é a
alternativa para a melhoria do controle da TBMR.

Neste contexto, a deteccdo de mutagdes génicas, tais como dos genes katG e inhA,
em isolados de M. tuberculosis, tem sido fortemente associado com resisténcia a
Isoniazida, em diversos trabalhos realizados (MOKROUSOV et al., 2002b; YANG et al.
2005; PERIZOLLO et al. 2012; CHIA et al. 2012).

Em contraste, no presente estudo, a avaliagdo da PCR-MAS em amostras de
escarros de 18 pacientes de TB (multibacilares e paucibacilares), com isolamento de M.
tuberculosis fenotipicamente resistentes a Isoniazida, apenas 4 (22,2%) apresentaram a
mutacdo para o gene katG (Tabela 3). A possivel explicacdo para este fato, € que os
isolados obtidos possam ter mutagédo (6es) em outras regides do gene ou em outros genes
como kasA, ndh ou ahpC (LAURENZO; MOUSA, 2011), ndo detectados pelo protocolo
da PCR-MAS utilizado, e que certamente devem estar associados a resisténcia a
Isoniazida.

A andlise da PCR-MAS separadamente nas amostras de escarro multibacilares ou
paucibacilares, também n&o evidenciou concordancia, com fraco indice kappa. E o
resultado do teste exato de Fisher, para avaliar a associacdo entre a presenca de mutagdes
nos genes katG ou inhA com a resisténcia a Isoniazida, ndo foi significativo (Tabelas 4 e
5), indicando que para as amostras analisadas neste estudo, as mutagdes katG ou inhA néo

podem ser utilizadas como marcador de resisténcia ao farmaco Isoniazida.

68



Apesar dos estudos que evidenciam forte associacdo da mutacdo na sequéncia de
DNA referente ao cddon 315 do gene katG e a resisténcia a Isoniazida em M. tuberculosis,
ha estudos que mostram que esta associagao é variavel. Por exemplo, o estudo de Cardoso
et al. (2004) descreveu que 23,7% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a Isoniazida
tinham mutacdes em sequéncias referentes a cédons diferentes do 315 e 14,4% néo
apresentaram mutacdes no katG. O trabalho do Chia et al. (2012) ndo conseguiu detectar a
mutacdo do katG por PCR-MAS em 16,4% em M. tuberculosis resistentes, e explica que
este resultado ocorreu por dele¢des, mutacdes silenciosas, mutacdes em outros genes ou
regido diferente do préprio katG ou por duplicacdo de grandes regides génicas.

Outro trabalho realizado foi o de Gongalves et al. (2012) que relataram a nao
deteccdo de mutantes para o katG 315, por PCR em tempo real, em 45% dos isolados de
M. tuberculosis resistentes a Isoniazida. Além disso, discutiram que as discrepancias na
associacdo entre a mutacdo no katG e a resisténcia fenotipica nos diversos estudos podem
estar relacionados com o uso de diferentes métodos fenotipicos para os testes de
sensibilidade e diferencas na época, regido geogréafica e no nimero de isolados de M.
tuberculosis testados. Em Manaus- AM, Ogusku (2012) sequenciou 68 clones de M.
tuberculosis resistentes & Isoniazida e encontrou uma frequéncia baixa da mutagdo na
sequéncia referente ao codon 315 do gene katG (4,4%), alem de mutagdes ainda néo
descritas (11,7%) e ndo detectou nenhuma para o gene inhA. Estes resultados corroboram
os resultados obtidos no presente estudo.

Para o farmaco Rifampicina, o desempenho da PCR-MAS apresentou concordancia
fraca (indice kappa = 0,2931) para a detec¢do de mutagio no gene rpoB, pois a presenca da
mutacdo foi detectada em amostras que foram sensiveis a Rifampicina (17,5%). No

entanto, houve associacdo significativa (p=0,0177) entre a mutacdo no gene rpoB a
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resisténcia a Rifampicina, pois de 6 amostras resistentes pelo Método da Reducdo do
Nitrato, 4 carregavam a mutacao no gene rpoB (66,7%) (Tabela 6).

A avaliacdo da PCR-MAS em relacdo ao MRN para Rifampicina, nas amostras
obtidas de pacientes de TB pulmonar multibacilares, indicou boa concordancia (indice
kappa = 0,7237) (Tabela 7). A co-positividade (sensibilidade) alcancou 75,0%, enquanto a
co-negatividade (especificidade) foi de 97,4%, resultados estes foram comparaveis aos
observados em outros estudos utilizando isolados de M. tuberculosis (YANG et al., 2005;
PRAMMANANAN, et al. 2008;CHIA et al., 2012; PERIZOLLO et al., 2012).Estes
resultados sugerem que as amostras oriundas desta forma clinica de pacientes poderdo ser
utilizadas para monitorar a resisténcia a Rifampicina, pelo PCR-MAS, de forma rapida e
segura. O teste exato de Fisher, apresentou associacao significativa da presenca de mutacéo
do gene rpoB com resisténcia a Rifampicina (p=0,0014), ratificando que as muta¢fes nesse
gene poderdo ser utilizados como marcadores genéticos de resisténcia.

Nas amostras de escarro de pacientes TB pulmonar paucibacilares, os resultados da
PCR-MAS para as mutacdes do gene rpoB, ndo foram satisfatorios, quando comparados
aos resultados fenotipicos (Tabela 8). A deteccdo da mutacdo no gene rpoB em 10
amostras (40,0%) que foram fenotipicamente sensiveis, pode significar que os individuos
estejam com uma infeccdo policlonal, sendo que o predominio de uma ou outra populagao
de clones (sensiveis e resistentes) possam estar influenciando nos resultados de ambos os
testes realizados.

Em relacéo aos testes de concordancia entre 0 PCR-MAS de escarro e PCR-MAS
de isolado de M. tuberculosis de cultivo, tanto para pesquisa de mutacdo dos genes katG e
inhA associados a resisténcia a Isoniazida e rpoB para Rifampicina apresentaram

resultados excelentes nas amostras de pacientes de TB pulmonar multibacilar (Tabelas 10 e
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13), boa para as amostras multibacilares + paucibacilares (Tabelas 9 e 12) e fraca para as
amostras de paucibacilares (Tabelas 11 e 14).

Os resultados de concordancia sugerem que para a PCR-MAS as amostras de
escarro de pacientes de TB pulmonar multibacilar podem ser utilizadas para triagem de
resisténcia aos farmacos. No entanto, as mutacGes nos genes katG e inhA ndo foram
associadas a resisténcia fenotipica a Isoniazida, o que faz com que a PCR-MAS néo seja
utilizada para monitorar ou pesquisar a resisténcia para este farmaco. Adicionalmente,
outras regides do gene katG e inhA ou mesmo de outros genes devem ser investigadas para
se estabelecer marcadores genéticos associados a resisténcia a Isoniazida, em isolados de
M. tuberculosis circulantes no Amazonas, que parecem exibir caracteristicas genéticas de
resisténcia diferentes das observadas em outras regides do Brasil e de outros paises.

Os resultados da PCR-MAS para deteccdo de mutacBes para o gene rpoB,
observadas em amostras de escarro de pacientes de TB pulmonar multibacilar foram
excelentes (Tabela 13). Estes resultados foram comparaveis aos observados para o
equipamento automatizado Gene Xpert RIF. (BOEHME et al., 2010). Assim, o teste
podera ser empregado para monitorar a resisténcia a Rifampicina, em casos novos ou em
casos previamente tratados, e consequentemente, auxiliar no direcionamento do tratamento
dos pacientes de TB.

Finalmente, os resultados obtidos com a PCR-MAS, a partir de amostras de
escarros, foram promissores para monitorar e pesquisar a resisténcia a Rifampicina, e
podera ser empregado na rede basica de saude, pois é um teste rapido, reprodutivel e de

baixo custo.
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7. CONCLUSOES

7.1 A PCR-MAS, a partir de amostras de escarros, apresentou boa concordancia
com o Método de Reducdo de Nitrato para as amostras oriundas de pacientes de TB
pulmonar multibacilar. Visto que, a mutacdo do gene rpoB detectada na PCR-MAS, foi
associada com a resisténcia a Rifampicina. Este mesmo desempenho n&o foi observado
para as amostras de pacientes de TB pulmonar paucibacilar;

7.2 A PCR-MAS, a partir de amostras de escarros, ndo apresentou desempenho
satisfatorio para a deteccdo das mutacdes dos genes de katG e inhA quando comparada aos
resultados fenotipicos de resisténcia a Isoniazida pelo Método de Reducdo de Nitrato;

7.3 Houve concordéncia da PCR-MAS a partir de amostras escarros e de isolados
de cultivo de M. tuberculosis, para deteccdo de mutacdes dos genes katG, inhA e rpoB,
quando as amostras foram de pacientes de TB pulmonar multibacilar;

7.4 A PCR-MAS executada diretamente do escarro podera ser utilizada para
monitorar a resisténcia a Rifampicina, em pacientes de TB pulmonar multibacilar,
considerando que as mutagdes no gene rpoB estdo fortemente associadas com resisténcia a

esse farmaco.
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9. APENDICES

APENDICE 1- Registro e Ficha de Coleta de dados

Registro e Ficha de coleta de dados

Projeto: Avaliacdo do desempenho de uma ferramenta molecular para deteccdo de genes de Mycobacterium
tuberculosis associados a resisténcia a rifampicina e isoniazida, a partir de amostra clinica.

N°. Registro Laboratério do INPA

Nome do Paciente:

Data: / /

N°. Prontudrio “Cardoso Fontes” :

Enderego:

Telefone:

Local de nascimento: Municipio:

Procedéncia (Municipio):

UF:

UF: Ha quanto tempo

Data de Nascimento

Informagoes clinicas:
Antecedente pessoal de TB
Antecedente familiar de TB

BCG:Ndo () Sim ()

Quais os sintomas?

Tratamento:

Esquema de tratamento:
Completou o tratamento
Periodo do tratamento:

Informagdo adicional:

Doengas Associadas
Faz uso de medicamento
Tabagista

Exames Laboratoriais

Sexo: M( ) F() Ocupagdo:

N&o () Sim( ) Qual época:

Ndo () Sim( ) Qual época:

PPD:Ndo( ) Sim()__ mm
RX Torax: Ndo () Sim( ) - Normal( ) Alterado ( )

( ) Tosse; ( ) Febre; ( ) Dor toracia; ( ) Expectoragdo; ( ) Hemoptise
( ) Emagrecimento; ( ) Dispnéia;

() Cansago; ( ) Dor de cabega

() Outros sintomas, quais?

Ha quanto tempo vem sentindo os sintomas

Esquemal () Esquema Especial ( ) Qual?

N3o () Sim( ) Tempo de tratamento

Ndo () Sim () Qual (is)?

Ndo () Sim () Qual (is)?

N3o( ) Sim( ) Quanto tempo?

) 22.( ) 32.( )

Resultado da Baciloscopia concentrada (em cruzes): 12. ()

Resultado da Baciloscopia (em cruzes):12. (

Resultado do Cultivo:Negativo ( ) Positivo ( ) Identificagdo
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APENDICE 2 - Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Universidade Federal do Amazonas (UFAM)
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia (INPA)
Laboratério de Micobacteriologia

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. ApOs ser
esclarecido (a) sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar e fazer parte do estudo assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto:Avaliacdo da PCR multiplex alelo especifico para detec¢do de genes de Mycobacterium
tuberculosis associados a resisténcia a rifampicina e isoniazida, a partir de amostra clinica

Pesquisador Responsével : Méarcia Alves de Souza

Telefone para contato (inclusive ligagbes a cobrar): 3611-2238/ 9252-0951

Pesquisadores participantes: Aya Sadahiro, Julia Ignez do Nascimento Salem José, Mauricio Morishi
Ogusku e Irineide Assumpgédo Antunes.

Telefones para contato : 9503-0951

Vocé estd com suspeita da doenca denominada Tuberculose e estd sendo convidado(a) a participar do
estudo sob titulo: “Avaliacdo do desempenho de uma ferramenta molecular para detec¢cdo de genes de
Mycobacterium tuberculosis associados a resisténcia a rifampicina e isoniazida, a partir de amostra clinica”.
Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por isso a sua participacdo é
importante. O objetivo deste estudo é verificar se 0 exame chamado de PCR Multiplex (multiplex alle-specific
PCR), pode ser utilizado para determinar se a bactéria, caso seja encontrada no seu escarro, apresenta
resisténcia a medicamentos (a rifampicina e a isoniazida) importantes no tratamento da Tuberculose.E caso
vocé participe, sera necessario coletar pelo menos duas amostras de escarro. Nao sera feito nenhum
procedimento que lhe traga qualquer desconforto ou risco & sua vida. Além disso, o resultado deste exame,
juntamente com o resultado do exame padrdo, serdo encaminhados a Policlinica de Referéncia em
Pneumologia Sanitaria Cardoso Fontes, para que sejam incluidos no seu prontuario de acompanhamento,
para avaliagdo médica. Vocé podera obter todas as informacdes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. A sua
participacdo no estudo, ndo resultard em recebimento de qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de
que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu
nome nao aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé sera identificado com um ndmero.

Eu, , RG entendi e dou meu
consentimento para realizarem os exames do projeto. Atesto que me foi entregue uma coOpia desse
documento.

................................................................................. Lo

Assinatura do paciente Data

Impresséo do polegar,
caso o paciente ndo
saiba escrever seu nome

Data: .......... [ovevinnns [ivovrinnnnns

Nome legivel do profissional que conversou com o paciente
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APENDICE 3 - EQUIPE

EQUIPE
Ordem Participantes Formacéo Titulacdo Instituicéo Funcéo
01 Marcia Alves de Souza Farmaceutica e Especializagao, UFAM e Coordf:;ardei;zgfg;ar >
docente mestranda do PPGCF* | UNINORTE? P . X
experimentais
02 Aya Sadahiro Farmacéutica e Doutorado UEAM? Orientar as atividades da
docente mestranda
Assessorar nos
Mauricio Morishi - 4 . e_xpgrl_mentos
03 Oqusku Farmacéutico Doutorado INPA microbiol6gicos, testes de
g sensibilidade e ensaios de
biologia molecular
04 Irineide Assumpcéo Médica Mestre em Ciéncias da SUSAMS Assessorar na selecéo de
Antunes Saude pacientes
05 Julia Ignez do N. Salem Médica Doutorado INPA* Assessorar nas analises
dos dados

1 PPGCF- Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas; 2 UFAM — Universidade Federal do Amazonas; 3
UNINORTE- Centro Universitario do Norte; 4 Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia; 5 SUSAM - Secretaria de Saude do
Estado do Amazonas, Policlinica em Pneumologia Sanitaria Cardoso Fontes.
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APENDICE 4 - ORCAMENTO

ORCAMENTO
Material de Consumo
Item | Descri¢do do Material Quantidade | Valor unit. R$ | Valor total R$
01 Isoniazida, frasco com 50 gramas 1 56,00 56,00
02 Rifampicina, frasco com 5gramas 2 1.267,00 2.534,00
03 Oligonucleotideos liofilizados 10 133,00 1.330,00
04 Agarose grau biologia molecular, frasco com 500 gramas 1 1.450,00 1.450,00
05 EDTA frasco com 100 gramas 2 110,00 220,00
06 Tris frasco com 500 gramas 1 170,00 170,00
07 Acido bérico 500 gramas 1 59,00 59,00
08 Taq DNA polimerase, frasco com 500 unidades 5 260,00 1.300,00
09 dNTP mix 100mM 2 886,00 1.772,00
10 Etanol Absoluto P.A. frasco com 1L 2 120,00 240,00
11 Cloroférmio P.A. frasco com 1L 2 166,00 332,00
12 Proteinase K 100mg 3 460,00 1.380,00
13 Sybr Green, DNA gel stain 3 260,00 780,00
14 Tubos de centrifuga 15 mL, descartavel, esterilizado, 10 63,00 630,00
pacote com 50 unidades
15 Tubos de centrifuga 50 mL, descartavel, esterilizado, 5 45,00 225,00
pacote com 25 unidades

16 Microtubos 1,5 mL, pacote com 500 und 3 40,00 120,00
17 Microtubos 0,5 mL, pacote com 500 und 2 51,00 102,00
18 Microtubos 2,0 mL, pacote com 500 und 2 45,00 90,00
19 Microtubos 0,2 mL, pacote com 500 und 5 145,00 725,00
20 Microtubos 2,0 mL, pacote com 500 und, com tampa rosg. 3 102,00 204,00
21 Ponteiras com filtro capac. de 1000 uL pcte com 1000 10 235,00 2.350,00
22 Ponteiras com filtro capac. de 200 uL pcte com 1000 10 235,00 2.350,00
23 Ponteiras com filtro capac. de 20 uL pcte com 1000 10 235,00 2.350,00
24 Ponteiras com filtro capac. de 10 uL pcte com 1000 10 235,00 2.350,00
26 Luva de procedimento tamanho P caixa com 100 10 23,00 230,00
27 Mascara de protecdo, pacote com 50 unidades 2 40,00 80,00
28 Oculos de protego 1 28,00 28,00
29 Pipetas ajustaveis capac. de 1000 mL 2 860,00 1.720,00
30 Pipetas ajustaveis capac. de 200 mL 2 890,00 1.780,00
31 Pipetas ajustiveis capac. de 10 mL 2 890,00 1.780,00
TOTAL 28.737,00

Material Permanente
Item Equipamento Quantidade Valor em R$
01 Termociclador 1 23.000,00
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