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RESUMO

A tuberculose é uma doenca infectocontagiosa com diagndstico laboratorial conhecido ha
mais de 100 anos. Embora o tratamento permita cura em quase 100% dos casos, continua
sendo um grande problema de saude publica no mundo. Em Mato Grosso do Sul, sua
incidéncia é proxima a média nacional (37,9/100 000 hab.), mas na populagdo indigena a
incidéncia em 2010 alcangou 199,8/100 000 hab. Este estudo avaliou, quanto a resisténcia a
drogas antituberculose, isolados colhidos no periodo de 2000 a 2008 na populagao indigena
e nao-indigena de Mato Grosso do Sul. Constatou-se resisténcia as drogas antituberculose
em 17,4% e multidrogarresisténcia em 3,7%, indice este maior que o estimado para o Brasil
(1,4%). Considerando-se apenas a populagdo indigena, constatou-se resisténcia em 4,63% e
a multidrogarresisténcia inferior a 1%. A andlise dos perfis por RFLP permitiu diferenciar
transmissao recente e infeccdo endégena. Foram analisadas 149 amostras, sendo excluidos
trés isolados que apresentavam menos que seis bandas e 18 por serem repetidos.
Encontraram-se clusters entre indigenas e ndo-indigenas envolvendo 77 isolados (59,6%).
Foram considerados nao-cluster 29 isolados. Os perfis Unicos totalizaram 22 amostras.
Foram identificadas duas familias de isolados em cluster ao longo de 12 anos, todos do
municipio de Amambai, cuja populagdo indigena é de cerca de 12 000. Os resultados obtidos
caracterizam transmissao recente e também infec¢ao enddgena, reforcando a importancia

do diagndstico precoce e da continuidade da quimioprofilaxia.



ABSTRACT

Tuberculosis, a contagious infectious disease, has been diagnosed by laboratory methods for
over 100 years. Despite the availability of treatments that ensure complete recovery in
nearly 100% of cases, the disease remains a major public health issue worldwide. In Mato
Grosso do Sul state, in West-Central Brazil, its incidence is similar to the national average of
37.9 per 100 000 population, whereas in the indigenous population it reached 199.8 per 100
000 in 2010. This study investigated antituberculosis drug resistance in isolates collected
from indigenous and non-indigenous patients in Mato Grosso do Sul in the period 2000-
2008. Resistance was found in 17.4% of cases and multidrug resistance in 3.7%. The latter
percentage was higher than that estimated for Brazil (1.4%). Drug-resistant isolates
accounted for 4.63% of indigenous patients and multidrug resistance for less than 1%.
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis allowed recent transmission to be
distinguished from endogenous infection. A total of 149 samples were analyzed. Three
isolates were excluded for showing less than six bands; another 18 were excluded for being
repeated. Clusters between profiles of indigenous and nonindigenous samples encompassed
77 isolates (59.6%); 29 isolates were found to be non-clustered. Unique profiles accounted
for 22 samples. Two families of isolates clustered over 12 years were identified, all of them
from Amambai county, whose indigenous population is around 12 000. The results obtained
revealed the occurrence of recent transmission, as well as endogenous infection,

emphasizing the importance of early diagnosis and continuous chemoprophylaxis.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenga infectocontagiosa causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis, cujo diagnéstico laboratorial foi descoberto hd mais de 100 anos por Robert
Koch. O bacilo acomete principalmente o pulmao, mas também outros 6rgaos, incluindo
rins, medula, intestino e ossos. Com o tratamento possibilitado pela descoberta de drogas

antituberculose acreditou-se na viabilidade de controlar a doenga.

1.1 TUBERCULOSE NO MUNDO

Em 2009, a incidéncia estimada da doenca foi de 9,4 milhGes de casos (com
notificacdo de 5,8 milhdes), com maior nimero na Asia, Africa e Mediterraneo Oriental, com
35%, 30% e 20% respectivamente. Apesar de 1,3 milhdo de mortes estimadas, morreram em
decorréncia da doenca 1,7 milhdo de individuos, o que corresponde a 4 700 por dia.
Anualmente, sdao descobertos cerca de 440000 casos novos de tuberculose
multidrogarresistente (MDR), com confirmacdo de casos de M. tuberculosis extensivamente
resistente (XDR) em 58 paises (WHO, 2010). A cada ano, cerca de 10 milhdes de criancas se

tornaram érfaos no mundo por conta da morte dos pais por tuberculose (WHO, 2010).
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Figura 1. Estimativa da incidéncia da tuberculose no mundo em 2010.
Fonte: WHO Report (2011)

Os indicadores de casos de tuberculose tem demonstrado mundialmente o declinio
significativo da doencga desde 2006, com drastica reducdo de mortes na China e melhoria nas

informacgdes principalmente da Africa (WHO, 2011).

As metas do desenvolvimento do milénio, bem como da iniciativa Stop TB
Partnership, na Assembleia Mundial da Saude, consideraram como principais objetivos
globais os indicadores para controle da tuberculose. Foram consideradas metas de impacto
reduzir, até 2015, a incidéncia para 25,9/100 000 habitantes e as taxas de prevaléncia e de
mortalidade a metade em relacdo as de 1990. Além disso, espera-se que até 2050 a
incidéncia global de tuberculose ativa seja menor que 1/1 000 000 habitantes por ano

(WHO, 2011).
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1.2 HIV NO MUNDO

Segundo os dados da OMS (2011), em 2010 existiam cerca de 34 milhdes de
pessoas vivendo com HIV, sendo que 2,7 milhGes eram casos novos. As mortes perfizeram

aproximadamente 1,8 milhao.

1.3 TUBERCULOSE E HIV

HIV prevalence
innew TB cases

all ages (%) \
0-4

5-19

o 6 b

No estimate /

oL

Figura 2. Estimativa da prevaléncia de HIV em novos casos de tuberculose no mundo em
2010.

Fonte: WHO Report (2011).

De acordo com a OMS (2011), morreram cerca de 1,1 milhdo de pessoas com
tuberculose entre individuos HIV-negativos, ao passo que 320 mil morreram entre os HIV-

positivos.
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Figura 3. Porcentagem de individuos com tuberculose notificada que conheciam seu status
de HIV, em 2010.
Fonte: WHO Report (2011)

Em 2009, 1,6 milhdo de pessoas sabiam ter HIV, ao passo que em 2008 esse nimero

era de 1,4 milhdo.

1.4 PoOvOS INDIGENAS NO MUNDO E A TUBERCULOSE

Em 2008 ocorreu em Toronto, Canadd, o encontro denominado A global indigenous
people initiative to stop TB, que reuniu representantes de mais de 60 paises. A proposta do
encontro foi reunir especialistas na drea indigena que pudessem contribuir no
desenvolvimento de um plano estratégico para a reducdo mundial da tuberculose indigena.

As estratégias foram resumidas com seguintes prioridades:
1. Envolver a comunidade indigena

2. Compartilhar as melhores praticas em saude
3. Defender junto aos governos a inclusdo das comunidades indigenas no controle da
tuberculose

4. Entender melhor a magnitude da doenca nas comunidades indigenas

(http://fnpublichealth.ca/tb/global-indigenous-stop-tb/).
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Ha 370 milhdes de indigenas no mundo, distribuidos em mais de 70 paises, mas a

prevaléncia da tuberculose indigena no mundo nao é conhecida.

Mundialmente a populacdo indigena tem desigualdades graves em rela¢do ao risco

de tuberculose, em comparacao com a populacdo nado-indigena.

1.5 A TUBERCULOSE NO BRASIL

O Brasil permanece entre os 22 paises priorizados pela OMS, perfazendo 80% da
carga mundial de tuberculose. Em 2010, notificaram-se no pais 81 946 casos novos da
doenca. Dos casos novos notificados, 41 117 foram baciliferos, com baciloscopia positiva ao
exame de escarro, correspondendo a uma incidéncia de 41/100 000 habitantes. No Brasil, a
tuberculose é a terceira causa de morte por doencas infecciosas, com cerca de 4,8 mil ébitos
por ano, e a primeira causa de morte de pacientes com AIDS. Esses indicadores colocam o
pais na 19.° posicdo quanto ao numero de casos e na 104.° quanto ao coeficiente de

incidéncia (WHO, 2009).
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Figura 4. Taxa de incidéncia de tuberculose no Brasil, 1990 a 2010.
Fonte: MS/SINAN (2011). (Os dados de 2010 sdo preliminares, sujeitos portanto a revis&o.)

Embora se perceba uma queda em relacdo a incidéncia, quando analisamos os

dados por regido verificamos que ainda existem estados em que o numero de casos é
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relativamente alto. O estado do Rio de Janeiro tem incidéncia de 71,8/100 000,

representando quase o dobro da média nacional (37,9/100.000).
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Figura 5. Taxa de incidéncia de tuberculose, por sexo. Brasil, 2001 a 2010.
Fonte: MS/SINAN (2011). (Os dados de 2010 sdo preliminares, sujeitos portanto a revis&o.)
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Figura 6. Taxa de incidéncia de tuberculose, por faixa etaria. Brasil, 2001 a 2010.
Fonte: MS/SINAN (2011). (Os dados de 2010 sdo preliminares, sujeitos portanto a revisdo.)

Quanto ao perfil sociodemografico, os dados disponiveis para o Brasil ndo diferem
dos de outros paises, nos quais também hd predominio de casos de tuberculose na

populacdo masculina, principalmente na fase mais produtiva da vida.
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Figura 7. Taxa de incidéncia de tuberculose, por raca. Brasil, 2001 a 2010.
Fonte: MS/SINAN (2011). (Os dados de 2010 s3o preliminares, sujeitos portanto a revis3o.)

Existem no Brasil 546 949 indigenas, representantes de 210 povos e falantes de
mais de 170 linguas, residentes em 3 751 aldeias distribuidas em 611 Terras Indigenas,
presentes em 410 municipios em praticamente todo territério nacional. Em sua grande
maioria, as sociedades indigenas s3do consideradas de pequena escala, com
aproximadamente 50% dos grupos étnicos sendo compostos por até 500 pessoas e 40%
constituidos de 500 a 5 000 individuos. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), na composicdo demografica das sociedades indigenas ha grande

contingente de criancas e adolescentes menores de 15 anos (41,8%).

De acordo com recente levantamento dos registros das notificacdes realizado pelo
grupo técnico assessor da FUNASA nos distritos prioritarios, a incidéncia média de
tuberculose atingiu 144,1/100 000 e 140,2/100 000 em 2006 e 2007, respectivamente
(BRASIL, 2011).

Amarante (2000), retrata a condicdo social dos indigenas e os fatores que

influenciam a disseminacgao, o tratamento e controle da tuberculose nessa populacgao.

Gdémes i Prat (2000) apontam que o diagndstico laboratorial de tuberculose na area
indigena se restringia basicamente a baciloscopia. Depois de uma década, a realidade no
diagndstico continua a mesma, exceto por algumas acbes pontuais com realizacdo de

culturas para diagndstico da tuberculose.
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No novo Manual de controle da tuberculose, é sugerido que populacdes vulneraveis
(indios, detentos e privados de liberdade) tenham acesso a exame de cultura para

diagndstico da tuberculose, de forma universal (BRASIL, 2011).
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Figura 8. Incidéncia da tuberculose na regido Centro-Oeste. De 1990 a 2010.
Fonte: MS/SINAN (2011). (Os dados de 2010 so preliminares, sujeitos portanto a revisio.)

1.6 TUBERCULOSE EM MATO GROSSO DO SUL

Em 1990, a incidéncia da tuberculose no Mato Grosso do Sul foi de 55,6/100 000
habitantes e reduziu-se a 32,7/100 0000 em 2010 (Figura 8). De 2000 a 2008 foram
notificados 9 319 casos no SINAN, representando uma média anual de cerca de 800 casos ao

ano. Destes, cerca de 25% ocorreram em areas indigenas (PECT-MS).

1.7 TUBERCULOSE INDIGENA EM MATO GROSSO DO SUL

Mato Grosso do Sul apresenta a segunda maior populacdo de indigenas do pais. A

incidéncia de tuberculose em 1999 foi de 700/100 000 (MARQUES; CUNHA, 2003).

Nutels et al. (1961) ja atuavam na regido sul do entdo estado de Mato Grosso (area
hoje correspondente ao sul de Mato Grosso do Sul) e apontaram a importancia do

diagnéstico laboratorial em tuberculose.
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Mesmo com a queda bastante expressiva dos niveis de incidéncia depois de uma
década, com monitoramento constante das equipes, utilizacdo de DOTS, quimioprofilaxia,
acesso a baciloscopias e culturas para diagndstico da tuberculose de forma universal, com
realizacdo do teste de sensibilidade para resultados positivos, a incidéncia continua bastante

elevada (199, 8/100 000) em relagdo a média nacional (37,9/100 000) (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo das aldeias indigenas (AL) segundo polo-base (PB), municipio (MN),
populacdo, casos novos de tuberculose (CNTB) bacilifera (BK+), todas as formas (TF) e
coeficiente de incidéncia por 100 000 habitantes. MS-2010.

Area Geogréfica Populacdo indigena (hab.) | CN TB bacilifera (BK+) Incidéncia de TB
Polo Base (PL)  Municipio (MUN) Aldeia (AL) AL MUN PB PB AL BK+ TF BK+ PB
AMAMBAI 7.083 12 7 169,4 98,8
AMAMBAI JAGUARI 335  8.602 2 1 597,0 298,5
AMAMBAI LIMAO VERDE 1.184 11895 [ 38 6 5 506,8 4223
A. MOREIRA GUASSUTY 467 467 4 3 856,5 642,4
CEL. SAPUCAIA  TAQUAPERY 2.826  2.826 14 5 495,4 176,9 319,5
A JOAO CAMPESTRE 428 988 0,0 0,0
CERRO MARANGATU 560 0,0 0,0
ANTONIO JOAO BELA VISTA PIRAKUA 464 464 1783 3 3 2 646,6 431,0
PONTA PORA KOKUE-Y 131 331 0,0 0,0
LIMA CAMPO 200 0,0 0,0 168,3
ANASTACIO ALDEINHA 356 356 2 561,8 0,0
AGUA BRANCA 703 0,0 0,0
BANANAL 1.170 4 2 341,9 170,9
COLONIA NOVA 189 0,0 0,0
CORREGO SECO 158 0,0 0,0
AQUIDAUANA IMBIRUSSU 188  5.425 0,0 0,0
AQUIDAUANA LAGOINHA 616 7210 | 11 0,0 0.0
LIMAO VERDE 1177 1 85,0 0,0
MORRINHOS 280 0,0 0,0
YPEGUE 944 1 1 105,9 105,9
AGUA BRANCA 286 1 1 349,7 349,7
NIOAQUE BREJAO 50 o9 0,0 0,0
CABECEIRA 318 1 1 314,5 314,5
TABOQUINHA 305 1 1 327,9 327,9 152,6
ALVES DE BARROS 812 0,0 0,0
BODOQUENA CAMPINA 104 953 0,0 0,0
PTOMURTINHO  CORREGO DE OURO 37 1587 0,0 0,0 0,0
BARRO PRETO 47 0,0 0,0
BONITO SAO g0A0 361 729 0,0 0,0
TOMASIA 226 0,0 0,0
G. L. LAGUNA CERRO Y 95 95 0,0 0,0 0,0
CAARAPO CAARAPO 4452 o0 21 18 471,7 404,3
GUIRA-ROKA 77 0,0 0,0
CAARAPO JUTI TAQUARA 292 288 5968 | 21 00 00
JARARA 288 0,0 0,0
LAG. CARAPA GUAIMBE . 448 859 00 00
RANCHO JACARE 411 0,0 0,0 351,9
CAMPO C. GRANDE MARGAL DE SOUZA 2.807  2.807 0,0 0,0
e orAmE W ——— 2875
GRANDE ROCHEDO BALSAMO 68 68 0,0 0,0
BRASILANDIA  BRASILANDIA OFAIE XAVANTE 105 105 105 1 1 1 952,4 952,4 952,4
CORUMBA CORUMBA UBERABA 149 149 149 0,0 0,0
DOURADINA PANAMBI 860 860 3 2 348,8 232,6
BORORO 6.077 17 11 279,7 181,0
DOURADOS DOURADOS JAGUAPIRU 6219 1,716 13826 | 32 O 7 1447 1126
PANAMBIZINHO 338 1 1 295,9 295,9
PORTO CAMBIRA 82 0,0 0,0
MARACAJU SUCURI 250 250 2 800,0 0,0 2314
ELDORADO CERRITO 570 570 0,0 0,0
IGUATEMI JAPORA ACAMP. YVY KATU 305 oo ac0s | 7 1 1 327,9 327,9
PORTO LINDO 3533 5 2 1415 56,6
S.QUEDAS ACAMP.SOMBRERITO 198 198 1 1 505,1 505,1 152,0
ARGOLA 682 0,0 0,0
BABAGU 685 0,0 0,0
CACHOEIRINHA 1.481 0,0 0,0
MIRANDA MIRANDA LAGOINHA 186 6 671 | 4 00 00
LALIMA 1.374 1 72,8 0,0
MOREIRA 1.031 1 97,0 0,0
MORRINHO 309 0,0 0,0
PASSARINHO 1.073 2 1 186,4 93,2 59,1
ARROIO CORA 449 0,0 0,0
PARAGUASSU 634 0,0 0,0
PARANHOS PARANHOS PIRAJUI 2052 4253 4253 | 5 5 4 243,7 194,9
POTRERO-GUASSU 638 0,0 0,0
SETE CERROS 480 0,0 0,0 117,6
AGUA AZUL 282 0,0 0,0
BARRERINHO 106 0,0 0,0
DOIS I. BURITI BURITI 88 ! 178 0.0
OLHO DAGUA 193 0,0 0,0
SIDROLANDIA OLIVEIRA 136 3211 | 1 0,0 0,0
RECANTO 212 0,0 0,0
CORREGO DO MEIO 485 0,0 0,0
SIDROLANDIA LAGOINHA 281 1434 0,0 0,0
TERERE 668 0,0 0,0 31,1
TACURU TACURU JAGUAPIRE 959 3240 3240 12 2 2 208,6 208,6 370,4
SASSORO 2.281 10 7 438,4 306,9
TOTAL 29 75 67.574 67.574 67.574 | 135 135 87 199,8 128,7 199,8

Fonte: SIASI - FUNASA/MS. Dados atualizados em 30/01/2010.
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1.8 RESISTENCIA AS DROGAS ANTITUBERCULOSE E ESQUEMA DE
TRATAMENTO

A tuberculose é uma doenca grave, porém curdvel em praticamente a totalidade
dos casos novos, desde que obedecidos os principios da quimioterapia. A associacao
medicamentosa adequada, a dosagem correta, o uso por tempo adequado e a adesdo ao
tratamento sdo os meios para evitar a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de
resisténcia as drogas (BRASIL, 2008). Até a década de 1980, o numero de casos da doenca
estava em declinio em todo o mundo. O recrudescimento verificado na década de 1990 se
deveu a fatores estruturais e demograficos, e também a infec¢dao por HIV (SCHWOEBEL et

al., 1998; RIEDER, 2001; KRITSKI, 2005).

A resisténcia aos medicamentos deve-se a amplificacdo, induzida pelo homem, do
fendbmeno natural das mutagbes espontaneas no bacilo M. tuberculosis (WHO, 1977). A
selecdo de mutantes é facilitada pela rdpida multiplicagdo, no interior de cavidades
pulmonares, de até 10® a 10° bacilos, devido a alta oxigenacao local e a protecdo desses
micro-organismos por paredes espessas que impedem a acdo das drogas em concentracoes
inibitérias adequadas (CANETTI, 1965). Na concomitancia de tratamentos inadequados, tais
condicbes tornam esse ambiente propicio ao desenvolvimento de tuberculose

multirresistente (TBMR) (BRASIL, 2008a).

No Brasil, até 2008, considerava-se multirresistente o bacilo que apresentava
resisténcia in vitro a rifampicina, a isoniazida e a uma terceira droga dos esquemas

padronizados.

O critério internacional, adotado neste estudo considera como multirresisténcia a
resisténcia in vitro a rifampicina e isoniazida simultaneamente (PABLO et al., 1998; BRASIL,

2008a).

As resisténcias do bacilo da tuberculose podem ser classificadas de acordo com o
teste de sensibilidade em:
— monorresisténcia: resisténcia a um farmaco antituberculose;

— polirresisténcia: resisténcia a dois ou mais farmacos antituberculose, exceto a associacao

Rel;

— multirresisténcia: resisténcia a R e H (Ministério da Saude, 2010).
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Em 1979, o Brasil preconizou um sistema de tratamento composto pelo Esquema |
(2RHZ/4RH) para casos novos, Esquema | reforcado 2RHZE/4RHE) para retratamentos,
Esquema Il (2RHZ/7RH) para a forma meningoencefalica e Esquema IIl (3SZEEt/9EEt) para

faléncia. Tal padronizagdo permaneceu em vigéncia até 2008 (BRASIL, 2011).

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose, juntamente com seu
Comité Técnico Assessor, reviu o sistema de tratamento da tuberculose no Brasil. Baseado
nos resultados preliminares do Il Inquérito Nacional de Resisténcia aos Medicamentos
Antituberculose, que mostrou aumento da resisténcia primaria a isoniazida (de 4,4% para
6,0%), introduz o etambutol como quarto farmaco na fase intensiva de tratamento (dois

primeiros meses) do Esquema basico (BRASIL, 2011).

A apresentacdo farmacoldgica desse esquema passa a ser em comprimidos de
doses fixas combinadas dos quatro medicamentos (RHZE), nas seguintes dosagens: R: 150

mg; H: 75 mg; Z: 400 mg; E: 275 mg.

Essa recomendacdo e apresentacao farmacoldgica sdo as preconizadas pela OMS e
utilizadas para adultos e adolescentes na maioria dos paises. Para criangas (abaixo de 10

anos), permanece a recomendacdo do Esquema RHZ.

Outras mudancas no sistema de tratamento da tuberculose sdo a extincdo do
Esquema | reforcado e do Esquema lll. Para todos os casos de retratamento, serd solicitada
cultura, identificacdo e teste de sensibilidade, iniciando-se o tratamento com o Esquema

basico até o resultado destes (BRASIL, 2010).

O Ministério da Saude prop6s um novo sistema de tratamento da doenca a partir de
2009. Basicamente, esta sdao as mudangas:
1. Alteracdo das dosagens de pirazinamida e hidrazida.
2. Introduc¢do de uma quarta droga, o etambutol, nos dois primeiros meses de tratamento.

3. Formulag¢do das quatro drogas num unico comprimido — a dose fixa combinada. Assim,
0s esquemas vigentes até agora (I, Il e de retratamento) sdo substituidos pelo esquema

basico e o esquema lll deixa de ser utilizado.

4. Para a forma meningoencefdlica da tuberculose em criancas, utilizar o esquema basico

para criancas, prolongando-se a fase de manutencao (Brasil, 2011).
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1.9 CLASSIFICACAO DOS MEDICAMENTOS

Os medicamentos atualmente disponiveis para tratamento da tuberculose sao

classificados em cinco grupos:

— Grupo 1: Medicamentos orais de primeira linha: isoniazida, rifampicina, etambutol e
pirazinamida. Caracterizam-se por tolerancia e eficacia, sendo mais bem utilizados a

partir do histérico terapéutico do paciente e do teste de sensibilidade.

— Grupo 2: Medicamentos injetaveis: estreptomicina (1.7 linha), amicacina, canamicina e
capreomicina (2.% linha). Na MDR-TB, é obrigatdria a utilizacdo de um desses, sendo que

a estreptomicina é o fdrmaco recomendado, devido ao baixo custo e alta eficacia.

— Grupo 3: Fluoroquinolonas, ofloxacina, levofloxacina e moxifloxacina. Estes também
participam obrigatoriamente do esquema terapéutico da MDR-TB. A levofloxacina e a
moxifloxacina apresentam maior eficdcia, porém, a ofloxacina tem menor custo que as

demais drogas do Grupo 3.

— Grupo 4: Medicamentos orais de segunda linha: terizidona, etionamida e &cido

paraminossalisilico. Também utilizados no regime terapéutico de tuberculose resistente.

— Grupo 5: Linezolida, amoxicilina/clavulanato, tiacetazona, imipenen, isoniazida em altas
doses. Por apresentarem menor eficidcia, ndo sdo recomendados para uso de rotina

(BRASIL, 2010).

Na década de 1980, nos paises desenvolvidos, acreditava-se na erradicacdo da
tuberculose, o que levou a reduc¢do do interesse em pesquisas. No entanto, epidemias de
tuberculose multirresistentes (TBMR) em portadores de HIV, ocorridas no inicio da década
de 1990 nos Estados Unidos e Europa, reacenderam o interesse da comunidade cientifica
internacional (ALLAND et al., 1994). Publicacdes dessas epidemias levaram a OMS a declarar
a tuberculose como “emergéncia global”, dando inicio em 1994 ao Projeto Global de
Vigilancia a Resisténcia as Drogas Antituberculose para se conhecer a prevaléncia da TBMR
combinada (primaria + adquirida) (PABLO et al., 1998), identificando “regides criticas”. O
Brasil participou desse projeto e a prevaléncia de TBMR primdria encontrada foi de apenas
0,9%, enquanto a de TBMR combinada foi de 1,3%, inferior a média mundial de 2,2% —

achados que ndo enquadraram o pais entre as areas criticas (PABLO et al., 1998).
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A TBMR é um problema crescente em quase todo o mundo e se constitui em
ameaga aos programas de controle da tuberculose, tendo-se em vista que os pacientes
infectados com cepas resistentes a multiplas drogas tém menor probabilidade de cura
(GOBLE et al., 1993). O conhecimento da resisténcia inicial a drogas é dificultado quando nao
se realiza o teste de sensibilidade para todos os casos diagnosticados, favorecendo com isso
tratamentos inadequados e aumentando o periodo de disseminacdo de bacilos
multirresistentes na comunidade (FAUSTINE, 2006; ESPINAL, 2001). O teste de sensibilidade,
além de fornecer informacdes Uteis para definicdo do esquema terapéutico individual,

subsidia o planejamento das estratégias de tratamento em grande escala (CAMPQOS, 1999).

A vigilancia da resisténcia aos farmacos é um meio suplementar para avaliar o
desempenho dos servigos no controle da tuberculose. Os niveis de prevaléncia estdo
relacionados com a qualidade do tratamento da tuberculose, tais como utilizacdo de
quimioterapia de curta duragdo, tratamento diretamente observado e taxa de sucesso de

tratamento (RAVIGLIONE; ESPINAL, 2001).

A eficdcia dos esquemas de primeira linha (rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol) estd vinculada aos niveis de resisténcia primaria. A resisténcia adquirida reflete a
qualidade dos esquemas utilizados, e os niveis de resisténcia multipla mostram a qualidade
do sistema de salde e a necessidade de esquemas de tratamento de reserva (BRASIL,

2008a).

Em Mato Grosso do Sul, o Laboratério Central de Saude Publica (LACEN-MS) realiza
cultura para micobactérias e teste de sensibilidade a agentes antimicrobianos desde 1995,
rotina que vem sendo implementada ao longo dos anos, seja pelo atendimento das
solicitacdes médicas, seja por iniciativa do laboratério em processar a cultura de espécimes
de casos suspeitos de tuberculose entre grupos de risco (indigenas, detentos, infectados por
HIV), mesmo que o pedido médico se limite a baciloscopia, pois a cultura pode incrementar
o diagndstico da tuberculose em até 30% nos casos de baciloscopia negativa (BRASIL,

2004b).
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1.10 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE MYYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

A distribuicdo de uma doenga e as causas dessa distribui¢ao na populagdo humana
podem ser avaliadas através de estudos de epidemiologia molecular utilizando métodos
moleculares. As técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas para classificar um
organismo e uma nova estratificacdo, de acordo com os agrupamentos estabelecidos, e

também podem ser empregadas em analises epidemiolégicas.

O método RFLP (restriction fragment length polymorphism) associado a hibridizagao
com sonda produzida a partir da seqiéncia IS6110 (presente apenas em espécies do
complexo M. tuberculosis, constitui uma ferramenta nova e promissora para o estudo
epidemioldgico da enfermidade (VAN EMBDEN et al., 1993). Esse método baseia-se na
deteccdo e no polimorfismo do DNA gerado pela sequéncia 1S6110, presente em diferentes
numeros de copias e integrado em vdrios sitios cromossdémicos. O método consiste na
digestdo de DNA por uma endonuclease especifica Pvull (derivada de Proteus vulgaris). A
restricdo por Pvull corta a sequéncia I1IS6110 em um Unico sitio. Como a localiza¢do do sitio-
alvo para a enzima é constante, a distancia entre esse sitio de restricdo dentro da IS6110 e o
proximo sitio é varidvel, formando fragmentos de tamanhos diferentes. Esses diferentes
fragmentos de DNA obtidos sdo separados por eletroforese em gel-agarose e transferidos
para uma membrana de nailon. Em seguida, é feita hibridizacdo com sonda genética
marcada que se liga as sequéncias 1S6110 na proximidade do sitio de restricdo da enzima.
Dessa forma s3ao produzidos padrdes de bandas denominados RFLP, que funcionam como

uma impressao digital do DNA das cepas de M. tuberculosis (FANDINHO; FONSECA, 1997).

A identificacdo de semelhangas e/ou diferencas entre cepas pertencentes a uma
mesma espécie bacteriana é extremamente importante na epidemiologia dos agravos a

saude por elas causados.

Até o final da década de 1980, apenas a fagotipagem e a determinac¢ao do perfil de
resisténcia aos agentes antimicrobianos permitiam a diferenciacdo de cepas de M.
tuberculosis. A fagotipagem, que tem como principio a suscetibilidade das cepas a infeccao
por diferentes bacteriéfagos, € um método trabalhosos e com baixo poder de diferenciacao,
visto que permite a identificacdo de um numero reduzido de fagdétipos. Como a grande

maioria das cepas de M. tuberculosis é sensivel a todos agentes antimicrobianos, a tipagem
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por meio da determinagdo do perfil de resisténcia a esses agentes tem aplicagdo limitada as

cepas com perfis inusitados (HOPEWELL; SMALL, 1996; SUFFYS et al., 1997).

A aplicagdo de técnicas moleculares na diferenciagao de cepas de M. tuberculosis sé
foi implementada no final da década de 1980 e inicio da de 1990, quando foram detectados
e caracterizados elementos repetitivos no genoma de bactérias pertencentes ao complexo
M. tuberculosis (EISENACH et al., 1988; HERMANS et al., 1990; 1991; MCADAM et al., 1990;
THIERRY et al., 1990a,b). Entre os diversos elementos repetitivos identificados, a sequéncia
de insercdo (insertion sequence, 1S) denominada 1S6110 e as sequéncias repetitivas DR
(direct repeat) e PGRS (polymorphic guanine-cytosine rich repetitive sequence) foram
qualificadas como marcadores para diferenciacdo de cepas de M. tuberculosis. Essa
diferenciagao foi feita por meio de analise de polimorfismo no comprimento dos fragmentos
obtidos apds digestao com enzimas de restrigdo (restriction fragment length polymorphism,
RFLP), pelo fato de estarem presentes no genoma em numero e sitios varidaveis (VAN

SOOLIGEN et al., 1993).

A 1S6110, originalmente detectada em uma cepa de M. tuberculosis, consiste em
uma sequéncia de 1355 pares de bases, sendo 28 desses pares idénticos, mas com sequéncia
invertida em ambas as extremidades e sendo encontrada exclusivamente em cepas

pertencentes ao complexo M. tuberculosis (THIERRY et al., 1990b).

O método RFLP, resultante da combinacdo das técnicas Southern Blot e da
hibridagdo com sondas construidas a partir da sequéncia de DNA 1S6110 (RFLP-1S6110), tem
sido o mais empregado para a caracterizacdo molecular das cepas de M. tuberculosis
(HOPEWELL; SMALL, 1996; SUFFYS et al., 1997; COHN; O’BRIEN, 1998). Embora o
polimorfismo detectado por esse método seja resultante da prépria natureza mével da
IS6110, a mobilizacdo desse elemento parece ser pouco frequente. Alteracdes no perfil de
restricdo ndo foram verificadas em diversas cepas de M. tuberculosis apds o cultivo em meio
liguido durante seis meses com subcultivos semanais ou em monocamadas de uma
linhagem de macroéfagos por quatro semanas (VAN SOOLIGEN et al., 1990). A estabilidade do
perfil determinado pela IS6110 durante a infeccdo humana foi demonstrada pela andlise de
cepas isoladas de um mesmo individuo em intervalo de seis meses a quatro anos e meio
(OTAL et al., 1991; VAN SOOLIGEN et al., 1991; GODFREY-FAUSSET; STOKER, 1992; CHEVREL-
DELLAGI et al., 1993; VAN SOOLIGEN et al., 1993; CAVE et al.,1994; CHAVES et al., 1996;

STRASSLE et al., 1997). Em geral, todas as cepas isoladas de um Unico paciente em diferentes
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periodos apresentaram o mesmo perfil e, ocasionalmente, foram detectadas alteracdes no

tamanho ou presenca de um ou dois fragmentos.

A importancia do método RFLP-IS6110 para a epidemiologia da tuberculose foi
demonstrada pela primeira vez por Hermans et al. (1990). Esses pesquisadores estudaram
15 cepas de M. tuberculosis e verificaram que nove apresentavam perfil genético idéntico,
havendo sido isoladas de pacientes atendidos por um médico especializado no tratamento
de artrite, enquanto as seis cepas isoladas de pacientes sem nenhuma relagao conhecida

apresentavam perfis completamente distintos.

Posteriormente, diversos estudos demonstraram que as cepas isoladas durante
surtos de tuberculose em comunidades fechadas apresentavam perfis de RFLP-1S6110
idénticos ou com diferencas restritas apenas ao tamanho e/ou presenca de um ou dois
fragmentos (DALEY, 1992; EDLIN et al., 1992; BECK-SAGUE et al., 1992; THIERRY et al., 1993;
CORONADO et al., 1993; JEREB et al., 1993; KENT et al., 1994; WENGER et al., 1995). Outros
estudos mostraram que pacientes infectados por cepas que apresentavam perfis genéticos
idénticos (cepas pertencentes a grupos genéticos) frequentemente tinham conexdes
epidemioldgicas (MAZURECK et al., 1991; GENEWEIN et al., 1993; YANG et al., 1994; TABET
et al., 1994; KLINE et al., 1995; TORREA et al., 1995; SAFI et al., 1997).

Small et al. (1994) realizaram estudo epidemioldgico de base populacional realizado
na cidade de San Francisco, Estados Unidos, no qual a analise por RFLP-IS6110 das cepas
isoladas de todos os casos de tuberculose notificados de tuberculose com confirmacao
laboratorial, no periodo de um ano, revelou a existéncia de 326 perfis genéticos distintos
entre 487 cepas analisadas. Em estudo semelhante realizado em um bairro da cidade de
Nova York, Alland et al. (1994) detectaram também uma grande diversidade genética entre
as cepas isoladas de 104 pacientes (77 perfis) e concluiram que parece ser pequena a
probabilidade de ocorréncia de perfis de RFLP-IS6110 idénticos entre cepas isoladas de
pacientes ndo relacionados epidemiologicamente. Com base nesses achados e nos
resultados obtidos nos surtos de tuberculose, foi possivel inferir que casos de da doenca
associados a cepas de M. tuberculosis com perfis genéticos idénticos sdo decorrentes de
transmissao recente do bacilo e que os casos de doenca causada por cepas com perfil Unico
resultam de reativacdo endégena de uma infeccdo latente adquirida no passado (SMALL et

al., 1994; ALLAND et al., 1994).
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Os dois estudos epidemioldgicos de base populacional realizados nos Estados
Unidos revelaram que a transmissao recente de apenas algumas cepas de M. tuberculosis
entre subgrupos especificos da populacdo é um fator importante no recrudescimento da
tuberculose. Em San Francisco, foi verificado que pelo menos 31% dos casos da doenca
aparentemente ocorreram em razao de infecgcdes exdgenas recentes. O estudo também
mostrou que entre os pacientes com menos de 60 anos de idade o diagndstico de AIDS, a
nacionalidade americana, a ra¢ca negra e a etnia hispanica eram fatores de risco
independentes para a infeccdo por cepas pertencentes a grupos genéticos relacionados

(SMALL et al., 1994).

No estudo realizado em Nova York, aproximadamente 40% dos casos de
tuberculose foram considerados como resultantes de infec¢do recente, e os fatores de risco
identificados foram infeccdo por HIV, etnia hispanica combinada com a auséncia de infeccao
por HIV, idade adulta jovem e infeccdo por cepa resistente a um ou mais agentes

tuberculostaticos (ALLAND et al., 1994).

A caracterizacdo de cepas de M. tuberculosis pelo método de RFLP-IS6110 tem
permitido um avang¢o na compreensdao da dinamica da transmissdao da tuberculose, pois

possibilitou:
1. a confirmacgdo de cadeias de transmissdo aventadas pelas investigacGes epidemiolégicas
classicas (SMALL et al., 1994; ALLAND et al., 1994; BIFANI et al., 1996);

2. a identificacdo de cadeias de transmissdo que dificilmente seriam identificas por

investigacdes classicas (SMALL et al., 1994; ALLAND et al., 1994; GOLUB et al., 2001);

3. a deteccdo de transmissio em comunidades fechadas (BECK-SAGUE et al., 1994;
DROBNIEWSKI, 2002);

4. o monitoramento de padrdes de transmissdao dentro e entre comunidades e regides

(HERMANS et al., 1995, FERRAZOLI, 2003, TELLES, 2005);

5. a demonstracdo da progressdo rapida da infeccdo para a doenca em pacientes

infectados por HIV (DALLEY et al., 1992);

6. a diferenciacdo entre reativacdo endégena e reinfeccdo exdgena (SMALL et al., 1993:

VAN RIE et al., 1999).
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Além disso, o método tem permitido a detecgdo de contaminagao intralaboratorial
(SMALL et al., 1993; DUNLAP et al., 1995; BAUER et al., 1997; JASMER et al., 2002, ALONSO
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

De acordo com Cunha (2003), foram avaliadas 57 cepas de M. tuberculosis, das
quais 52 pertenciam a indigenas e 5 a ndo-indigenas, constatando-se possivel conexao
epidemioldgica entre cepas de indigenas e ndo-indigenas, ja que foi detectado cluster em
pelo menos dois pacientes, sendo um cluster entre paciente indigena e profissional de saude
e outro entre indigena da aldeia Bororo e indigena do Paraguai residente na comunidade
Bororo. Os achados foram também comparados aos perfis de pacientes de 500 pacientes de
Sdo Paulo, isolados no Instituto Adolfo Lutz, com semelhanc¢a somente em dois perfis. Com a
finalidade de conhecer se houve transmissdo recente entre indigenas e ndo-indigenas e se
existe um perfil com caracteristicas prdprias circulante na regido, foi proposto o presente

estudo.
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2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Conhecer o gendtipo do Mycobacterium tuberculosis do estado de Mato Grosso do

Sul empregando-se a técnica de biologia molecular.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conhecer quais sdo os genétipos predominantes de M. tuberculosis em Mato Grosso do

Sul.

2. Comparar os genodtipos do M. tuberculosis da populagdo ndo-indigena com os da

populacdo indigena do estado.

3. Contribuir com o Programa Estadual de Controle da Tuberculose, estabelecendo a

conexado epidemioldgica entre os genétipos analisados.

4. Conhecer o gendtipo da populacdo carceraria e estabelecer conexao epidemioldgica.
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MATERIAL E METODO

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo epidemioldgico descritivo foi realizado em duas fases:

1.7 fase: Coleta no LACEN-MS de informagdes secunddrias dos exames e de testes de

sensibilidade de pacientes notificados no SINAN nos anos de 2000 a 2008.

2.° fase: Processamento das amostras a partir de cepas congeladas em meio de Salton
com a finalidade aplicar a técnica de biologia molecular. O critério de escolha foi
aleatdrio, obtendo-se 4 amostras do ano de 2002, 34 de 2003, 20 de 2004 e 16 de 2011
(Anexo A).

3.7 fase: Utilizacdo do banco de dados com dendrograma dos gendtipos analisados,
referentes ao ano de 1999, 2000 e 2001 (CUNHA, 2003) e comparag¢ao com banco de

dados obtidos na 2.7 fase.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo:

Casos de tuberculose, independentemente da forma (pulmonar ou extrapulmonar),
registrados no banco de dados do LACEN-MS no periodo de 2000 a 2008, para avaliacao
dos testes de sensibilidade as drogas antituberculose.

Pacientes residentes nos municipios de Mato Grosso do Sul e registrados no SINAN-MS,
bem como o perfil clinico dos casos com MDR-TB registrados no LACEN-MS
armazenados no programa Excel.

Pacientes dos anos de 2002 (4), 2003 (34), 2004 (20) e 2011 (16), para se conhecer o

gendtipo através da técnica RFLP (Anexo A).

Banco de dados com dendrograma dos genétipos realizados de isolados de 1999, 2000 e

2001 (75 pacientes), (Anexo A).
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3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo pacientes:

— pacientes com agravos associadas a tuberculose;

— casos de duplicidade, sendo o segundo registro (mais atual) excluido do SINAN;

— casos nao notificados no SINAN;

— casos em que ndo foram realizados testes de sensibilidade a drogas antituberculose;

— casos com auséncia de informagdes nas bases de dados.

3.4 COLETA DE INFORMACOES

Foram coletadas informagdes secundarias de casos de tuberculose notificados na
base de dados do SINAN-MS e suas varidveis constantes na ficha de investigacao,
complementando-se com acesso ao banco de dados do LACEN-MS, onde foi avaliado o perfil
clinico, ou seja, dados de casos de tuberculose com teste para M. tuberculosis e realizacao

do teste de sensibilidade em pacientes registrados no periodo de 2000 a 2008.

A selegao inicial foi feita consultando-se no banco de dados do LACEN-MS os casos
do periodo de 2000 a 2008, excluindo-se aqueles que ndo constavam no SINAN, aqueles em
gue a informacado sobre o teste de sensibilidade estava em branco, os pacientes com nomes
duvidosos quando comparados os dois sistemas e também os diagnosticados por ouras
micobactérias ndo-tuberculose (MNT). Essas informag¢des foram organizadas por ano,
abrangendo notificacdes referentes ao periodo 2000-2010, selecionado-se os anos de 2000 a
2008 para confrontar a base de dados do SINAN-MS com a do LACEN-MS e para sele¢do dos

casos comuns aos dois sistemas.

Para avaliagao da resisténcia, os casos foram classificados de acordo com critérios
da OMS, sendo considerado tuberculose-resistentes aqueles com resisténcia a uma ou mais

drogas e como MDR-TB aqueles com resisténcia simultaneaa R e a H.

Pesquisaram-se no SINAN-MS as seguintes varidveis constantes na ficha de

investigacdo de tuberculose: idade, sexo, tipo de entrada, forma clinica e encerramento.
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Também foram pesquisadas as duplicidades, sendo o registro mais atual excluido da

contagem.

3.5 ANALISE DE INFORMACOES

As informacdes foram analisadas a partir dos registros em tabelas Excel,
elaborando-se uma planilha contendo as varidveis e os resultados obtidos a partir da analise
das fichas. Os resultados foram comparados com a literatura. Posteriormente, utilizou-se o

programa Epi Info para avaliar as informacgdes, permitindo geragdo de estatistica.

3.6 PACIENTES ENVOLVIDOS NA PESQUISA

Pacientes notificados com tuberculose pulmonar e extrapulmonar notificados no
SINAN e casos comuns de MDR-TB constantes no banco de informagdo do LACEN-MS e

SINAN do estado de Mato Grosso do Sul.

3.7 DECLARAGAO DE CONFLITOS DE INTERESSE

Declarou-se nao haver conflitos de interesse da parte dos pesquisadores para o

progresso dessa pesquisa.

3.8 ANALISE CRITICA DOS RISCOS E BENEFiICIOS

A pesquisa inicial, que nao significou riscos a saude a nenhum pesquisador, teve
como propdsito delinear o perfil epidemioldgico dos municipios através de analise estatistica

sobre casos de tuberculose multirresistente ocorridos de 2000 a 2008.

Em uma segunda etapa, foram utilizadas cepas bacterianas para extracdo de DNA,
partindo de amostras congeladas a —20 °C conservadas em meio de Salton e posteriormente
repicadas para reativacdo de crescimento, sempre atendendo as normas de biosseguranca

do LACEN-MS.
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3.9 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo utiliza informagdes secundarias, respeitando-se a confidencialidade e o
anonimato dos sujeitos notificados nos sistemas de informacdo de agravos de notificacdo e
no Laboratério Central de Saude Publica de Mato Grosso do Sul. A pesquisa foi registrada e
aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
sob nimero 890/07 e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob nimero

14 138.



3.10 Roteiro do procedimento laboratorial

ROTEIRO DO PROCEDIMENTO LABORATORIAL
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3.11 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA TUBERCULOSE REALIZADO NO
LACEN-MS

O processo de descontaminacdo para posterior semeadura em meio de
Lowenstein—Jensen foi pelo método de Petroff. Apds o procedimento, com uma parte da
amostra concentrada procedeu-se a esfregaco e coloragdo pelo método de Ziehl-Neesen
para realizacdo de baciloscopia (BRASIL, 1994; BRASIL, 2001; OMS, 1998), e outra parte foi
semeada em meio de Lowestein—Jensen (BRASIL, 1994; OMS, 1998). A técnica foi utilizada

para materiais oriundos de hospitais e unidades de saude.

3.12 DIAGNOSTICO LABORATORIAL EM AREAS INDIGENAS E
FRONTEIRAS

A baciloscopia foi realizada pelo método de Ziehl-Neelsen (BRASIL, 1994; BRASIL,
2001; OMS,1998) no laboratério do Hospital e Maternidade Porta da Esperanca, que é
referéncia para populagdo indigena no municipio de Dourados, bem como a semeadura dos
espécimes clinicos, utilizando-se meio de Ogawa—Kudoh, em kits fornecidos pelo LACEN-MS,
a partir de 1999. O crescimento e a liberacdo dos resultados das culturas foram realizados na
Secao de Micobacteriologia do LACEN-MS. Em 2006 foi descentralizada a metodologia para

Amambai, na Casa do indio, e em 2007 para Ponta Pord e Corumba.

O isolamento de micobactérias foi feito pelo método do swab, com semeadura em
meio de cultura Ogawa—Kudoh (CARMO, 2002; SUSEMICHI, 1993; VARGAS, 1987; COELHO,
1999). Inicialmente os espécimes foram submetidos a descontaminagdo, de acordo com a
técnica de Ogawa—Kudoh, que consiste no tratamento do espécime clinico com solucdo de
hidroxido de sddio a 4% por 2 min. Apdés a descontaminagdo, as preparagdes foram
inoculadas em meio de Ogawa—Kudoh (item 3.8.2, neste capitulo) e incubadas a 37 °C em

estufa por um periodo de 60 dias nos casos negativos.

Os casos positivos foram liberados conforme seu crescimento, procedendo-se
guando necessario a identificacdo no Instituto Adolfo Lutz, em S3o Paulo, e atualmente no

Centro de Referéncia Prof. Hélio Fraga.
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3.13 CONTROLE DE QUALIDADE DAS BACILOSCOPIAS

As baciloscopias realizadas nos municipios foram encaminhadas ao LACEN-MS, onde
foram submetidas a controle de qualidade segundo recomendacdes do Ministério da Saude.
O controle de qualidade consiste na releitura das laminas e na avaliacdo da qualidade dos

esfregacos e coloragdo (BRASIL, 2004a; BRASIL, 2008b).

3.14 ISOLAMENTO DAS CEPAS BACTERIANAS

As cepas de M. tuberculosis foram isoladas de espécimes clinicos, sendo a maioria

de escarro.

3.15 CEPAS DE REFERENCIA

As cepas de referéncia de M. tuberculosis foram H37Rv-ATCC 27294 e Mt 14323
(VAN EMBDEN et al., 1993), respectivamente empregadas nos testes de sensibilidade as
drogas e no método RFLP-IS6110.

3.16 CARACTERIZAGAO DAS CEPAS DE M. TUBERCULOSIS QUANTO A
SUSCETIBILIDADE AS DROGAS

As amostras que apresentaram crescimento de M. tuberculosis foram avaliadas
quanto a suscetibilidade as drogas que compdem os esquemas de tratamento
recomendados pelo PNCT-MS. As drogas utilizadas foram isoniazida (H), rifampicina (R),
estreptomicina (S) e etambutol (E), sendo para esta avaliacdo empregado o método das
proporcoes (BRASIL, 1994, 2008), que consiste na inoculacdo de cepas de M. tuberculosis em
meios de Lowenstein—Jensen com e sem as drogas, utilizando-se uma concentragao critica e
fazendo-se comparagdes entre os nimeros de col6nias obtidas em cada meio. A partir de
2003, com aquisicdo do equipamento automatizado em comodato, tém sido realizados em

meio liquido em equipamento automatizado MGIT960.
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3.17 CARACTERIZAGCAO DAS CEPAS DE M. TUBERCULOSIS QUANTO AO
PERFIL GENETICO PELO METODO RFLP-/S6610

As cepas de M. tuberculosis foram submetidas ao método RFLP-IS6110, de acordo
com as recomendacbes propostas por van Embden et al. (1993). O procedimento foi
realizado no Nucleo de Tuberculose e Micobacteriose do Centro de Bacteriologia do Instituto

Adolfo Lutz, em S3ao Paulo.

3.18 DIAGNOSTICO MOLECULAR

3.18.1 Preparo do DNA bacteriano (VAN EMBDEN et al., 1993)

Extracdo e purificagao

Uma por¢do da cultura (aproximadamente 40 mg, peso umido) de cada uma das
cepas de M. tuberculosis isoladas e da cepa de referéncia Mt 14323 foi transferida com
auxilio de uma alga descartavel a um tubo tipo Eppendorf contendo 500 pL de dagua
ultrapura esterilizada e incubada em banho-maria a 80 °C por 20 min. Apds centrifugacdo a
12 000 rpm por 1 min em microcentrifuga (Fisher Scientific, Springfield, NJ, EUA), os
sedimentos foram suspensos em 500 pL de solugao-tampdo TE (item 3.23.3), acrescidos de
50 ulL da solugdo de lisozima (item 3.23.4) e incubados a 37 °C por 18 h. Um volume de 6 pL
da solugdo de proteinase K (item 3.23.5) e um de 70 plL da solugao de DSS (item 3.23.6)
foram adicionados e as preparacdes foram incubadas em banho-maria a 65 °C por 10 min.
Em seguida, foram adicionadas 100 pL de uma solugao de NaCl 5M e 80 pL de solugdao CTAB-
NaCl (item 3.23.7) previamente aquecida. As prepara¢des foram novamente incubadas em
banho-maria a 65 °C por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 700 pL de uma mistura
de cloroférmio e alcool isoamilico na proporgdo 24:1 e as preparagdoes foram centrifugadas a
12 000 rpm por 20 min. A fase superior de cada preparacao foi transferida para tubos do
tipo Eppendorf esterilizados contendo 450 mL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada
delicadamente e, apds precipitacdo do DNA a —20 °C por 18 h, os tubos foram submetidos a

centrifugacdo a 12 000 rpm por 20 min a 4 °C. Os sedimentos foram lavados com etanol a
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70% (previamente mantido a —20 °C por um periodo minimo de 18 h) e submetidos a
centrifugacdo a 12 000 rpm por 15 min a 4 °C. Apds secagem a temperatura ambiente, os
sedimentos foram suspensos em 30 mL de solucdo-tampao TE (item 3.23.3), mantidos sob

refrigeragao por 2 h e, em seguida, armazenados a —20 °C.

Para verificar a integridade do DNA obtido, 1 uL de cada preparagao foi diluido em
10 uL de solugdo-tampdo TE (item 3.23.2), acrescido de 4 ulL da solugdo de arraste (item
3.23.9) e submetido a eletroforese em gel de agarose (Kodak Eastman, Rochester, NY, EUA)
a 1,0% em solugao-tampao TAE (item 3.23.8) diluida 50 vezes. A eletroforese foi realizada
em cuba horizontal (Sigma) a 50 V (fonte EPS 200, Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) até a
introducdao do material no gel e, posteriormente, a 100 V por 40 min. Apds esse periodo, o
gel foi corado em solugdo de brometo de etidio (item 3.23.10) por 10 min e examinado sob

fonte de luz ultravioleta de 254 nm (Pharmacia Biotech).

Quantificacdo e digestao

Para determinar a concentragao de DNA, 2 uL das preparagdes purificadas (item
3.18.1) foram diluidos em 200 pL de solugdao-tampao TE (item 3.23.3) e submetidos a leitura
da absorbancia em espectrofotémetro especifico (Gene-Quant Il, Pharmacia Biotech).
Aproximadamente 3 puL de DNA de cada preparacao foram transferidos para tubos tipo
Eppendorf esterilizados, sendo-lhes adicionadas 5 unidades (U) da enzima de restricdo Pvull,
2 plL da solugdo-tampao especifica (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10 mM, MgCl; 20 mM, DTT 1 mM,
pH 7,9; New England-Biolabs, Beverly, MA, EUA) e um volume de dgua purificada esterilizada
para completar o volume final de 20 uL. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37 °C

por 4 h.

Separacao e transferéncia a membrana

A mistura de DNA e enzima (preparada como descrito no item 3.23.4) foram
acrescentados 6 plL da solucdo de arraste (item 3.23.9) e a mistura resultante foi aplicada
nos orificios de gel de agarose (20 cm x 20 cm) a 1% em solucdo-tampao TAE (item 3.23.8)

diluida 50 vezes. Em cada gel foi incluido o DNA da cepa de referéncia Mt 14323 em ambas
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as posicoes laterais. A separacdo por eletroforese foi realizada a 30 V durante 17 h e a
temperatura ambiente. A coloragdo do gel, a visualizagdo do DNA e o registro fotografico

foram realizados como descrito no item 3.23.10.

Os procedimentos para despurinizacdo, desnaturacdo, neutralizacdo e transferéncia
dos fragmentos de DNA separados no gel de agarose para as membranas de ndilon foram
realizados sob pressao de 50 mbar, utilizando-se equipamento VacuGene XL VacuumBlotting
System (Pharmacia Biotech). Cada gel foi colocado sobre uma membrana de ndilon
(Genebrind 45, Pharmacia Biotech) previamente tratada com solugao SSC 20x (item 3.23.11)
por 20 min e coberto com 20 mL das seguintes solugdes: a) solugao de despurinizagdo (item
3.8.12) por 7 min; b) solucdo desnaturante (item 3.23.13) por 7 min; c) solucdo neutralizante
(item 3.23.14) por 7 min; d) solugao SSC 20x (item 3.23.11) por 30 min. Em seguida, as
membranas foram lavadas rapidamente em solugdao SSC (item 3.23.11) diluida dez vezes e
mantidas a 37 °C por 30 min para secagem. Para a fixacdo dos fragmentos de DNA, as
membranas foram expostas a 120000 w de radiagao ultravioleta (Stratalinker UV

crosslinker, modelo 1800, Stratagene, La Jolla, CA, EUA) por aproximadamente 20 s.

3.18.2 Preparo da sonda genética

Amplificacdo do DNA

O DNA utilizado como sonda consiste em uma seqiiéncia de 245 pares de bases (pb)
do elemento de insercdo 1S6110 (desenho esquemadtico abaixo) e foi preparado por reacao
em cadeia de polimerase (PCR) com utilizacdo dos oligonucleotideos iniciadores INSI (5" CGT
GAG GGC ATC GAG OTG GC) e INS2 (5'GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA) (VAN EMBDEN et al.,
1993).
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IRS Pvull IRS

- 156110 ‘

1 461 1355 pb sonda de 245pb

Figura 9. Esquema da 1S6110, representando a regido utilizada como molde para sintese da
sonda de DNA, localizada a direita do sitio de restrigdao da enzima Pvull.

IRS = sequéncia repetida invertida de 28 pb.

Fonte: van Embden et al. (1993).

Uma pequena por¢ao da cultura da cepa de M. tuberculosis H37Rv em meio de
Lowenstein—Jensen (item 3.18.1) foi transferida para um tubo do tipo Eppendorf contendo
500 plL de agua ultrapura esterilizada fervida por 10 min, congelada a =20 °C e descongelada
no momento da reacdo. Um volume de 5 mL dessa preparacao foi adicionado a 11 tubos
com capacidade de 200 pL mantidos em banho de gelo em uma camara de fluxo laminar,
contendo os seguintes reagentes (Pharmacia Biotech) para PCR: solu¢ao-tampao (Tris-HCI 10
mM, pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM), MgCl, 1 mM, 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 25 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador (INSI e INS2), 1,0 U de tag DNA-polimerase e dgua ultrapura
esterilizada para completar o volume de 50 pL. Em um tubo, em lugar da preparacao de DNA
da cepa de referéncia, foram colocados 5 pL de agua ultrapura esterilizada como controle

negativo da reacao.

Os tubos foram transferidos para um termociclador (GeneAmp PCR System 9600,
Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA) e aquecidos a 94 °C por 10 min para a desnaturacdo do DNA
e submetidos por 2 min a 56 °C (hibridagdo) e 1 min a 72 °C (extensdo). Um volume de 10 pL
da preparacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose, como descrito no item 3.18.1
Como padrdo de tamanho molecular, foi adotado o marcador de DNA "Ladder" de 100 pb
(Pharmacia Biotech). A coloracdo, a visualizacdo e a documentacdo do produto amplificado

foram efetuadas como descrito no item 3.18.2. O fragmento amplificado foi considerado
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correto quando uma banda de 245 pb foi observada contra o marcador de DNA "Ladder"

100 pb.

Purificagdo e marcagao da sonda de DNA

Um volume de 500 pL do material amplificado (item 3.18.2) foi acrescido de 50 pL
de solugdo esterilizada de acetato de sédio (3 M, pH 5,2) e 1,1 mL de etanol previamente
refrigerado a —20 °C, sendo a mistura mantida a —20 °C por 18 h. Apds a centrifugacao a
12 000 rpm por 20 min em microcentrifuga (Fisher Scientific), o sedimento foi lavado com
etanol 70% refrigerado, mantido a temperatura ambiente até a completa secagem e
suspenso em 500 uL de solugao-tampao TE (item 3.23.3). Para a marcagdo com digoxigenina
(DIG) 11-dUTP (Genius DNA Labelling and Detection Kit, Bochringer, Mannheim, Alemanha),
aproximadamente 1 pug da sonda de DNA, cuja concentragao foi determinada como descrito
no item 3.6.1.2, foi desnaturado por fervura por 10 min e resfriamento rapido em banho de
gelo. A seguir foram adicionados os seguintes reagentes: 2 puL da mistura de
hexanucleotideo, 2 pL da mistura de desoxirribonucleotideo, 1 puL do reagente contendo o
fragmento Klenow da DNA polimerase | (Genius DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer
Mannheim) e 4gua ultrapura esterilizada para completar o volume a 20 uL. Apds incubagao
do tubo em banho-maria a 37 °C por 19 h, foram adicionados 2,5 pL de uma solugao de LiCl,
4 M e 75 pL de etanol 95% refrigerado, e a preparagao foi mantida a =20 °C por 18 h. O
sedimento obtido por centrifugacdo a 12 000 rpm por 20 min foi entdo lavado com etanol
70% refrigerado, mantido a temperatura ambiente para secagem, suspenso em 50 plL de

solucdo-tampado TE (item 3.23.3) e armazenado a —20 °C.

Quantificacao da sonda de DNA marcada

Para a determinag¢do da concentracdo da sonda de DNA marcada, as preparagoes
obtidas como descrito no item 3.18.2 foram diluidas em série (razdo 10) em solucdo-tampao
especifica (Genius DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer, Mannheim), e 1 uL de cada
diluicdo foi aplicado a uma membrana de nailon (Pharmacia Biotech). Apds fixacdo do DNA,

como descrito no item 3.18.1, a membrana foi colocada em uma placa de Petri, umedecida
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com solugdo-tampado (item 3.23.15) e imersa em 10 mL da solugdo-tampao 2 (item 3.23.21)
por 5 min. O anticorpo contra DIG (DIG DNA Labelling and Detection Kit, Boehringer
Mannheim) conjugado a fosfastase alcalina, diluido a 1:5 000 em solugdo-tampao 2 (item
3.8.21), foi adicionado e, depois de 5 min, retirado com a realizacdo de duas lavagens
consecutivas da membrana com solu¢do-tampdo 1 (item 3.23.15) por 5 min. A solucdo-
tampdo 3 (item 3.23.22) foi adicionada e retirada apds 2 min. A revelagdo da reagao
antigeno—anticorpo foi realizada pela adicdo de 10 mL da solu¢do de revelagdo (item
3.23.25). A membrana foi mantida ao abrigo da luz e examinada periodicamente quanto ao
aparecimento de cor. Apds secagem da membrana, foi feita leitura da concentragdo do DNA

em pg/uL, em equipamento adequado.

3.18.3 Hibridagao do DNA bacteriano com a sonda de DNA marcada

As membranas contendo os fragmentos de DNA, preparadas como descrito no item
3.7.1.3, foram envoltas em uma tela de nailon e colocadas em tubos de vidro especificos,
com a face contendo DNA voltada para cima. Depois de umidificadas por 2 min com a
solucdo SSC (item 3.7.12) diluida 10 vezes, as membranas foram incubadas com 10 mL da
solucdo de hibridacao (item 3.7.19) a 42 °C por 1 h em forno de hibridacdao (WTC-Binder,
Alemanha). A solugdo foi retirada e foram adicionados 10 mL da solugdo de hibridacao,
contendo aproximadamente 15 ng da sonda de DNA marcada, previamente desnaturada
(100 °C por 10 min e resfriamento em banho de gelo por 5 min). Apds hibridacdo a 42 °C por
um periodo de 16 a 18 h, as membranas foram lavadas quatro vezes. As duas primeiras
lavagens foram realizadas com 50 mL de solucdo-tampdo A (item 3.2319) a temperatura
ambiente por 5 min, e as demais lavagens com 50 mL de solugdo-tampdo B (item 3.23.20) a
68 °C por 15 min. Apds o tratamento com 50 mL da solucdo-tampao | (item 3.23.15) por 3
min, as membranas foram mantidas em 80 mL da solucdo-tampdo 2 (item 3.23.21) a
temperatura ambiente por 30 min. Essa solugao foi substituida por 20 mL da solu¢ao-
tampado 2 (item 3.23.21), contendo 4 pL do anticorpo contra DIG conjugado a fosfatase
alcalina. Apds incubacdo a temperatura ambiente por 30 min, as membranas foram
submetidas a duas lavagens em 50 mL de solugdo-tampdo 1 (item 3.23.15) a temperatura
ambiente por 15 min, retiradas do tubo de vidro e colocadas em um recipiente de vidro

pirex contendo 20 mL de solugcdo-tampdo 3 (item 3.23.22) por 3 min. Apds revelacdo



45

colorimétrica realizada como descrito no item 3.18.1, as membranas foram mantidas a 37 °C

para secagem e armazenadas ao abrigo de luz.

3.19 ANALISE DOS PERFIS GENETICOS DAS CEPAS

O perfil genético de cada cepa de M. tuberculosis foi analisado visualmente e com o
auxilio do programa de computacdo GelCompar I, versdo 2.5, para Windows (AplliedMaths,
Kortrijk, Bélgica). A analise com esse programa foi feita com base na cépia das membranas
obtidas por equipamento especifico programado para 75 DPI (scanner, Sharp, Mahwah, NJ,
EUA) e, apds alinhamento dos fragmentos de DNA das preparacdes-teste com os da
preparacao da cepa de referéncia Mt 14323 (PM =14.4,7.2,7.0, 4.4, 3.6, 3.0, 2.3, 2.0, 1.8,

1.5, 1.4, 1.0 kb), aplicados em ambas as posicdes laterais de cada gel.

O numero de cdépias de 1S6110 foi determinado de acordo com o numero de
fragmentos de DNA hibridados com a respectiva sonda e visualizados em forma de banda
compacta na membrana de nailon. Para cada banda visualizada, considerou-se uma cépia de

1S6110.

A comparacado dos perfis genéticos, designados aleatoriamente por letras, resultou
na classificacdo das cepas em pertencentes ou ndo a um grupo genético. Cepas que
apresentavam bandas de DNA idénticas em numero e peso molecular, consideradas
portanto de mesmo perfil genético, foram classificadas como pertencentes a um

determinado grupo genético.

Os perfis genéticos que diferiram apenas em uma ou duas bandas foram
considerados como pertencentes a uma familia de grupos genéticos. Cepas com perfil

genético Unico foram caracterizadas como nao-pertencentes a um grupo genético.

Para a construcdo do dendrograma e para a obtencdo de um alinhamento perfeito
dos fragmentos de DNA hibridados, em cada gel, foram incluidas trés amostras de DNA da
cepa de referéncia Mt 14323, sendo duas posicoes laterais e uma central. Os perfis genéticos
foram comparados com base no peso molecular e no niumero de cépias de fragmentos
hibridados com a sonda 1S6110 pelo método UPGMA, utilizando-se o coeficiente de Dice e

seguindo-se as instrucdes do manual de Programa GelCompar Il, versao 2.0 (AppliedMaths).
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3.20 ANALISE DOS DADOS

A analise dos dados foi realizada com auxilio do programa de computag¢ao Epi-Info,

vers3do 6.04b.

3.21 MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES

Exceto quando especificado, os reagentes utilizados foram das marcas Sigma (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA), Merck (Merck, Rio de Janeiro), Synth (Labsynth, Diadema, SP)
ou Boehringer-Mannheim (Boehringer Mannheim Biochemicals, Alemanha). Todos os sais

empregados apresentavam especificacdo para analise.

3.21.1 Meio de Lowenstein—Jensen

Fosfato monopotdssico anidro 04¢g
Citrato de magnésio 01lg
Sulfato de magnésio 0,04¢g
Asparagina 0,6g
Glicerina bidestilada 2,0 mL
Ovos homogeneizados 167,0 mL
Solucdo de verde-malaquita 3,3mL
Agua destilada 100,0 mL

O aminodcido e os sais foram dissolvidos em dgua destilada e a solucdao foi
esterilizada em autoclave a 120 °C por 15 min. Os ovos de galinha previamente desinfetados
com alcool 70% por 30 min foram homogeneizados em liquidificador e adicionados a solugdo
esterilizada. Em seguida, acrescentou-se a solucdo de verde-malaquita. Para a coagulacao,
aproximadamente 6 mL do meio foram distribuidos em tubos 18 mm x 160 mm e incubados
em posicdo inclinada a 85 °C por 1 h. Feito o controle de esterilidade do meio, foram

armazenados a temperatura ambiente (BRASIL, 1994).
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3.21.2 Meio de Ogawa—-Kudoh

Fosfato monopotdssico anidro 20g
Citrato de magnésio 01lg
Glutamato de sédio 05g
Glicerina bidestilada 4,0 mL
Ovos homogeneizados 200,0 mL
Solucdo de verde-malaquita 2% 4,0 mL
Agua destilada 100,0 mL

Os sais foram dissolvidos em dgua destilada e a solucdao foi esterilizada em
autoclave a 120 °C por 25 min. Os ovos de galinha, previamente desinfetados com alcool
70% por 30 min, foram homogeneizados em liquidificador e adicionados a solugdo
esterilizada. Em seguida, acrescentou-se a solucdo de verde-malaquita. Para coagulacao,
aproximadamente 6 mL de meio foram distribuidos em tubos (18 mm x 160 mm) e
incubados em posicao inclinada a 85 °C por 1 h. Feito o controle de esterilidade do meio,

foram armazenados a temperatura ambiente (SUSEMICHI et al., 1993).

3.21.3 Solugao-tampao tris- EDTA (TE)

Tris (hidroximetil) aminometano (Tris base) 10 mM
Sal dissddico do acido

etilenodiaminotetraacético (Na,EDTA) 1ImM

Apds a dissolucao dos sais em agua destilada, o pH da solucdo foi ajustado a 8,0. Em
seguida, a solucdo foi esterilizada em autoclave a 120 °C por 15 min e armazenada a

temperatura ambiente.
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3.21.4 Solugado de lisozima

Lisozima 10 mg

Agua ultrapura esterilizada 1 mL

A enzima foi dissolvida em agua ultrapura esterilizada obtida de sistema Milli Q de

purificacdo (Millipore). A solugao foi distribuida em tubos Eppendorf e armazenada a —20 °C.

3.21.5 Solugao de proteinase K

Proteinase K 10 mg

Agua ultrapura esterilizada 1mL

Apds completa dissolucdo da enzima, a solugdo foi distribuida em tubos tipo

Eppendorf e armazenada a —20 °C.

3.21.6 Solugao de dodecil-sulfato de sédio (DSS)

DSS 10g

Agua destilada esterilizada 100 mL

O DSS foi dissolvido em agua destilada esterilizada, sendo a solucdo armazenada a

temperatura ambiente.

3.21.7 Solug¢ao CTAB-NaCl

Hexadeciltrimetil brometo de
amonio (CTAB) 10%
Cloreto de sédio (NaCl) 0,7M
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Adicionou-se CTAB a solucdo de NaCl e a mistura foi aquecida a 65 °C, até completa
dissolugao. A solugao foi esterilizada em autoclave a 120 °C por 15 min e armazenada a

temperatura ambiente.

3.21.8 Solugdao-tampao tris-acetato EDTA (TAE), 50 vezes

Tris-base 0,004 M
Na,EDTA 0,002 M
Acido acético glacial 0,02M

Apds dissolucdo dos sais em agua destilada, acrescentou-se o acido acético glacial e

a solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

3.21.9 Solugao de arraste

Ficoll 400 20%
Azul de bromofenol 0,07%
DSS 7,0%

Apds dissolugao de Ficoll 400 e DSS em agua destilada esterilizada, adicionou-se
azul de bromofenol e a solucdo foi armazenada a —20 °C. A solucdo de uso foi preparada
misturando-se 1,8 mL desta solucdo com 300 mL da solucdo-tampao TAE 50 vezes (item

3.8.8).

3.21.10 Solugdao de brometo de etidio

Brometo de etidio 50 mg

Agua destilada esterilizada 10 mL
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O brometo de etidio foi diluido em agua destilada e a solugao foi armazenada em
frasco escuro a temperatura ambiente. No momento de uso, duas a trés gotas dessa solugao

foram diluidas em 2 L de dgua destilada.

3.21.11 Solugdo salina com citrato (SSC), 20 vezes

NaCl 3,0M

Citrato trissodico 0,3M

Os sais foram dissolvidos em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com acido
citrico e o volume da solucdo foi completado a 1000 mL. A solucdo foi esterilizada em

autoclave a 120 °C durante 15 min e armazenada a temperatura ambiente.

3.21.12 Solugao de despurinizagao (HCI 0,25 M)

O acido foi adicionado cuidadosamente a agua e a solucdo foi armazenada a

temperatura ambiente.

3.21.13 Solugao desnaturante

NaCl 15M
NaOH 0,5M

Os sais foram dissolvidos em d&gua destilada e a solucdo foi armazenada a

temperatura ambiente.
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3.21.14 Solugao neutralizante

NacCl 1,5M
Tris-base 0,5M
Na,EDTA 0,001 M

Apds dissolugdo dos sais em agua destilada, o pH foi ajustado para 7,0 com HCI 4N.
A solucdo foi esterilizada em autoclave a 120 °C durante 15 min e armazenada a

temperatura ambiente.

3.21.15 Solugao-tampao 1

Acido maleico 100 mM
NacCl 150 mM

Ap0s a dissolucdo dos sais em dgua destilada, o pH foi ajustado para 7,5 com NaOH.
A solugdo foi esterilizada em autoclave a 120 °C durante 15 min e armazenada a

temperatura ambiente.

3.21.16 Solugao bloqueadora

Reagente bloqueador 10g
Solucdo-tampado 1 (item 3.8.16) 100 mL

O reagente bloqueador (Genius DNA Labeling and Detection Kit, Boehringer-
Mannheim) foi adicionado a solugdo-tampéo 1 e dissolvido a 65 °C. A solucdo foi esterilizada

em autoclave a 120 °C durante 15 min e armazenada a 4 °C.
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3.21.17 Solugao de N-lauroilsarcosina 10%

N-lauroilsarcosina 10g

Agua destilada esterilizada 100 mL

A N-lauroilsarcosina foi dissolvida em agua destilada esterilizada, e a solucdo foi

armazenada a temperatura ambiente.

3.21.18 Solugao de hibridagao

Formamida 10 mL
Solucdo SSC (item 3.8.12) 5mL
Solucdo blogueadora (item 3.8.16) 4 mL

Solucdo de N-lauroilsarcosina 10%
(item 3.8.17) 0,2 mL
Solucdo de DSS (item 3.8.6) 0,04 mL

Os componentes foram misturados no momento do uso.

3.21.19 Solugao A

Solugdo SSC, 2x 1000 mL
Solucdo de DSS (item 3.8.6) 10 mL

A solucdo SSC (item 3.7.12) foi diluida 10 vezes em agua destilada e acrescida da

solucdo de DSS. A solucdo resultante foi armazenada a temperatura ambiente.
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3.21.20 Solugao B

Solugdo de SSC, 0,5x 1000 mL
Solucgdo de DSS (item 3.8.6) 10 mL

A solugdo SSC (item 3.7.12) foi diluida 40 vezes em &agua destilada e acrescida da

solucdo de DSS. A solucdo resultante foi armazenada a temperatura ambiente.

3.21.21 Solugao-tampao 2

Solucdo-tampado 1 (item 3.8.15) 90 mL
Solucdo blogueadora (item 3.8.1) 10 mL

As solugdes foram misturadas no momento do uso.

3.21.22 Solugao-tampao 3

Tris base 100 mM
NacCl 100 mM
MgCl, 50 mM

Os dois primeiros sais foram dissolvidos em 900 mL de dgua ultrapura. O pH foi
ajustado a 9,5 com HCl 4N e, apds adicdao de MgCl,, o volume da solucdo foi completado a
1000 mL. A solugdo foi esterilizada por filtragdo em membrana com poros de 0,45 um

(Milipore) e armazenada a temperatura ambiente.
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3.21.23 Solucgdo de nitro-blue-tetrazolium (NBT)

NBT 058
Dimetilformamida 70% 10,0 mL

Dissolveu-se NBT em dimetilformamida 70% e a solugao foi armazenada a —20 °C.

3.21.24 Solugdo de 5-bromo-5-cloro-3-indoil-fostato (BCIP)

BCIP 0,58

Dimetilformamida 10,0 mL

Dissolveu-se BCIP em dimetilformamida e a solugdo foi armazenada a —20 °C.

3.21.25 Solugao de revelagao

Solugdo de NBT (item 3.8.24) 45 L
Solucdo BCIP (item 3.8.25) 35 uL
Tampado 3 (item 3.8.23) 10,0 mL

A solugdo foi preparada no momento do uso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas 31 034 culturas para diagndstico de tuberculose no periodo de
2000 a 2008, com positividade em 3 304 amostras (10,64%); 27 730 foram negativas ou
estavam contaminadas (89,36%). Do total de culturas, 7 660 foram realizadas na populagao
indigena. Do total de culturas, foram avaliadas 1319 culturas positivas com testes de

sensibilidade as drogas antituberculose.

4.1 IMPLEMENTACAO DA ROTINA

De 2000 a 2008, foram notificados no SINAN 9319 casos, 1319 dos quais
apresentaram cultura positiva para M. tuberculosis e foram submetidos ao teste de
sensibilidade as quatro drogas, representando 14,2%. A evolugdo dessa rotina foi crescente,

passando de 3,7% em 2000 para 25,5% em 2008 (Figura 10).
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Figura 10. Evolucdo percentual de casos de tuberculose com cultura e teste de sensibilidade a
drogas. Mato Grosso do Sul, 2000-2008.

Fonte: PECT-SES-LACEN-MS.
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4.2 PERFIL DOS CASOS COM INVESTIGACAO DE RESISTENCIA

A distribuicdo dos casos de acordo com registro ou nao de tratamento anterior é

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo anual dos casos de tuberculose entre indigenas e nao-indigenas
notificados ao SINAN, segundo histéria de tratamento de tuberculose. Mato Grosso do Sul,
2000-2008.

Casos novos* Casos tratados™**
Ano Total

n % n %
2000 30 81,1 7 18,9 37
2001 36 80,0 9 20,0 45
2002 56 69,1 25 30,9 81
2003 80 81,6 18 18,4 98
2004 114 78,1 32 21,9 146
2005 175 85,4 30 14,6 205
2006 154 90,1 17 9,9 171
2007 192 78,6 52 21,1 244
2008 232 79,4 60 20,4 292
Total 1 069 81,1 250 18,9 1319 (100%)

Fonte: PECT-SINAN-MS.

*Casos novos: Individuos com cultura e teste de sensibilidade para pacientes com tuberculose, sem registro de
tratamento anterior no SINAN ou em que o intervalo entre coleta do exame e inicio do tratamento seja inferior
a 30 dias.

**Casos tratados: Individuos com cultura e teste de sensibilidade para pacientes com tuberculose com registro
de tratamento anterior em mais de 30 dias.

Ao longo dos nove anos, apresentaram cultura positiva para M. tuberculosis e foram
submetidos ao teste de sensibilidade 1 319 casos, dos quais 1073 (81,1%) foram classificados
como novos e 250 (18,9%) como casos com registro de tratamento anterior de tuberculose.
A distribuicao desses casos de acordo com a histdria de tratamento mostrou predominio de
€asos NOVOS, 0S quais por cinco anos representaram mais de 80% dos casos, e entre os casos

tratados também em cinco anos representaram mais de 20% dos investigados.

Ressalta-se em nosso estudo o universo investigado, sem que se enquadrasse nos

critérios definidos pelo Ministério da Saude, que recomendam cultura e teste de
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sensibilidade a drogas antituberculose apenas para casos de recidiva, reingresso apods

abandono, faléncia de tratamento ou infec¢ao por HIV (BRASIL, 2008).

4.3 NIVEIS DE RESISTENCIA PRIMARIA, RESISTENCIA ADQUIRIDA E
RESISTENCIA COMBINADA

Quando nao exposto anteriormente a drogas antituberculose, M. tuberculosis pode
manifestar resisténcia por resultado de mutacdo randomica (resisténcia natural ou primaria)
ou pela utilizagdo inadequada dos farmacos prescritos, abandono ou irregularidade
terapéutica (resisténcia adquirida), favorecendo a emergéncia de cepas resistentes. Estas
podem infectar pessoas nao tratadas anteriormente, levando ao aparecimento de formas

clinicas multirresistentes primarias (BRASIL, 2008a).

No periodo do estudo foram encontrados niveis de resisténcia primdria (RP) que
oscilaram de 2,8% em 2001 a 16,3% em 2003 (Figura 11). Esses niveis foram inferiores a 10%
nos trés primeiros anos do estudo, provavelmente pela menor investigacdo de casos novos.
O decréscimo progressivo verificado até 2007 ndo se manteve em 2008, em vista da
implementacdo da cultura e teste de sensibilidade em novas dreas, o que permitiu o

diagndstico na regido de fronteira com a Bolivia e Paraguai.
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Figura 11. Distribuicdo dos casos e percentuais de resisténcia primaria (RP), resisténcia
adquirida (RA) e resisténcia combinada (RC) de M. tuberculosis a drogas. Mato Grosso do
Sul, 2000-2008.

Fonte: PECT-SES-MS

Os niveis de RP encontrados ao longo dos anos de estudo mostraram-se inferiores a
média global (17,0%) e aos registrados em duas regides: leste Europeu (35,8%) e regido do
Pacifico (22,0%). Nos ultimos cinco anos, os percentuais cairam, ficando muito proximos do
verificado na regido das Américas (14,9%), com valores préximos aos registrados no Canada
e em Honduras (12,0%) nos trés ultimos anos, porém superiores aos de paises vizinhos

(Paraguai, com 10,0%, e Argentina com 11,1%) (WHO, 2008).

A avaliacdo da resisténcia adquirida (RA) ao longo dos nove anos apresentou
percentuais que oscilaram de 23,5% em 2006 a 77,8% em 2001, com percentuais
decrescentes de 2001 a 2006 e com aumento progressivo nos dois ultimos anos,
provavelmente devido a ampliacdo da investigacdo em novas areas, mas em niveis mais

baixos que os registrados nos primeiros anos do estudo.



59

Na maioria dos anos, os valores de RA superaram a média mundial (35,0%), sendo
inferiores apenas aos da regido africana (21,4%) e da Europa central e ocidental (17,8%)
(WHO, 2008). Comparando nossos achados com inquéritos mais recentes realizados em
paises das Américas, constatamos que também superam os registrados no Equador em 2003
(43,8%), Peru em 2006 (41,7%), Guatemala em 2002 (54,8%) e Republica Dominicana em
2005 (52,1%) (WHO, 2008). Apesar da queda em 2006, em mais de 50% em relacdo ao ano
anterior, o valor encontrado em 2008 (57,9%) superou o dobro do registrado no ultimo
inquérito nacional de resisténcia (21,8%) (BRAGA et al., 2003), sendo maior que o0s
percentuais encontrados em S3o Paulo na década de 1990 (38,0%) em unidade de referéncia

para tratamento de TBMDR (FIUZZA DE MELLO et al., 2003).

A avaliacdo da resisténcia combinada (RC), que consolida os niveis de RP e RA,
mostra ao longo dos nove anos percentuais que oscilaram de 13,0% em 2007 a 21,4% em

2003 (Figura 11).

Os percentuais registrados em sete anos, com exce¢ao de 2006 e 2007, mostraram-
se préoximos da média mundial (20,0%) e da asiatica (20,8%) e muito maiores que os
registrados nas regidoes da Europa Central e Ocidental (8,9%), africana (13,8%), das Américas

(16,7%) e mediterranea (17,6%) (WHO, 2008).

Estudos mais recentes realizados em diferentes unidades de saude no Brasil, de
amostras exclusivamente respiratdrias, assinalaram grandes variacées nos niveis de RC:
12,6% no municipio de Sao Vicente, SP; 19,17% em Minas Gerais; 21,3% no Complexo de
Manguinhos, RJ; e 24,9% no Ceara (JARDIM et al., 2001; ARAUJO et al., 2005; SOUZA et al.,
2006; MENDES et al., 2007).

4.4 DROGAS RESPONSAVEIS PELOS NIiVEIS DE RESISTENCIA
cOMBINADA (RC)

A avaliacdo dos niveis de RC consolida os valores encontrados nos trés grupos de
drogas: monorresisténcia, MDR e outros padrées de associacdo de drogas (OPAD) (Figura

12).
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Figura 12. Distribuicdo dos casos e percentuais de resisténcia combinada de M. tuberculosis
a drogas, segundo grupo de drogas. Mato Grosso do Sul, 2000 a 2008.

Fonte: PNCT SES-MS

A monorresisténcia totaliza os percentuais de resisténcia verificadas para a
rifampicina, isoniazida, estreptomicina e etambutol; a multidrogarresisténcia (MDR) refere-
se a resisténcia a pelo menos rifampicina e isoniazida associadas; outros padrdes de
associacdo de drogas (OPAD) referem-se a outras associacées de drogas em que nao esteja
presente a associacdo rifampicina + isoniazida. A monorresisténcia apresentou niveis que
oscilaram de 3,7% em 2002 a 14,1% em 2008, enquanto a MDR declinou de forma
progressiva na maioria dos anos, caindo de 8,1% em 2000 para 2,0% em 2008. Em OPAD
houve um crescimento inicial com maior registro em 2002 e redugdo nos anos

subsequentes.

Os niveis de monorresisténcia combinada verificados em nosso estudo foram muito
menores que os registrados por droga isolada, sendo que mundialmente a isoniazida isolada

alcancou 13,3% e a estreptomicina 12,6% (WHO, 2008), niveis alcancados em nosso estudo
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quando somadas as quatro drogas. Na regidao das Américas, a RC para isoniazida, rifampicina,
estreptomicina e etambutol totalizam 26,8% (WHO, 2008), enquanto em nosso estudo o
maior valor encontrado foi 14,1%. As drogas de maior contribuicdo nos niveis de
monorresisténcia foram a isoniazida e a estreptomicina, que cresceram ao longo dos anos,

ao passo que houve queda para a rifampicina e o etambutol.

Os niveis de MDR combinada decresceram ao longo dos anos, com percentuais
registrados nos primeiros cinco anos em niveis superiores ao mundial (5,3%), mas com
declinio significativo. Nos trés ultimos anos foram registrados valores menores que o
verificado na Europa Central e Ocidental (1,5%) e semelhantes aos da regido africana (2,2%).
Apesar da queda nos trés ultimos anos, os valores registrados ainda superam o estimado
pela OMS para o Brasil (1,4%), sendo porém menores que o estimado para a América Latina,

(3,5%) (WHO, 2008).

O valor encontrado em nosso estudo nos ultimo anos foi semelhante ao encontrado
no Brasil no ultimo inquérito de resisténcia (2,2%) (BRAGA et al., 2003), maior que o
encontrado no Espirito Santo (0,87%) (VIEIRA et al., 2007) e muito menor que o verificado no

Rio de Janeiro (10,6%) (MENDES et al., 2007).

4.5 NIVEIS DE MULTIDROGARRESISTENCIA (MDR) PRIMARIA,
ADQUIRIDA E COMBINADA

Os niveis anuais de MDR primaria, adquirida e combinada sdo apresentados na

Figura 13.
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Figura 13. Distribuicdo dos niveis de multidrogarresisténcia primaria (MDR-P), adquirida
(MDR-A) e combinada (MDR-C) de M. tuberculosis a drogas. Mato Grosso do Sul, 2000-2008.
Fonte: PCT-SESMS

Na MDR primdria ndo houve detecc¢do nos trés primeiros anos do estudo, sendo que
0 maior registro ocorreu em 2003 (5,0%), mantendo-se em niveis que ndo ultrapassaram a
1,3% nos ultimos trés anos. Os percentuais encontrados nos ultimos cinco anos foram
inferiores aos mundiais (2,9%) e menores também que os registrados nas Américas (2,2%).
Entre alguns paises das Américas, em inquérito recente (2000 e 2006) foram encontrados
niveis de MDR primaria de 1,5% na Colémbia e Costa Rica (WHO, 2008). No presente estudo,
os niveis de MDR primdria nos trés ultimos anos foram menores que os encontrados no
Brasil (1,1%) no ultimo inquérito de resisténcia (BRAGA et al., 2003), porém maiores que o
verificado em unidade de referéncia de doencas infecciosas em Minas Gerais (0,3%) (SOUZA

et al., 2006) e que o estimado pela OMS para o Brasil (0,9%) (WHO, 2008).
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A MDR adquirida apresentou percentuais que decresceram de forma progressiva
até 2003, porém com ligeiro crescimento em 2005 e importante queda nos ultimos dois

anos, nao superando 7,9%.

A queda nos percentuais entre 2000 e 2007 (de aproximadamente 40% para 4%)
nao se sustentou em 2008, porém os percentuais registrados nos ultimos trés anos foram
inferiores aos encontrados em inquéritos realizados em paises da América Latina: 26,5% na

Guatemala (2002), 24,3% no Equador (2006) e 23,5% no Peru (2006) (WHO, 2008).

O valor registrado no ultimo ano foi semelhante ao encontrado no ultimo inquérito
de resisténcia no Brasil (7,9%) (BRAGA et al., 2003), e semelhante ao encontrado em Minas
Gerais (7,9%) (SOUZA, et al. 2006). As oscilacdes observadas nos trés ultimos anos podem
estar refletindo achados de areas de fronteira, que tinham pouca representatividade antes

da implantacdo da semeadura ocorrida nessa regidao em 2007.

Os niveis encontrados ao longo dos anos mostram o quanto foi reduzido o grave
quadro epidemiolégico da resisténcia adquirida, sendo que tais redugdes assinalam que as
medidas voltadas a corrigir falhas nos sistemas de salde e no programa de controle da
tuberculose assinaladas por alguns autores (FIUZA DE MELLO et. al, 2002; VIEIRA et al., 2007)

estdo sendo progressivamente corrigidas em nosso meio.

A MDR combinada variou de 8,1% a 1,6%, com ligeira queda no periodo de 2000 a
2005 e queda expressiva nos trés ultimos anos, ndo ultrapassando 2,2%. Segundo a OMS
(WHO, 2008) os niveis registrados nos ultimos trés anos foram menores que a média
mundial (5,3%), menores que o registrado nas Américas (4,0%) e maiores que os valores
estimados pela OMS para o Brasil (1,4%). No referido periodo, ndo ultrapassaram os
percentuais encontrados no Brasil pelo ultimo inquérito de resisténcia (2,2%) (BRAGA et al,
2003), sendo porém maiores que o encontrado no Espirito Santo (0,87%) (VIEIRA, 2007) e

muito menores que o verificado no do Rio de Janeiro (10,6%) (MENDES et al. 2007).
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4.6 ABANDONO DE TRATAMENTO DA TUBERCULOSE E NiVEIS DE MDR
COMBINADA

A guimioterapia para tuberculose, quando corretamente prescrita e administrada,
cura quase 100% dos casos novos (nunca tratados) e com cepa de M. tuberculosis sensivel a

todos os medicamentos (BRASIL, 2008).
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Figura 14. Distribuicao dos niveis de abandono entre casos novos (CN), casos tratados (CT) e
multidrogarresisténcia (MDR) combinada de M. tuberculosis a drogas. Mato Grosso do Sul,
2000-2008.

Fonte: PECT-SES-MS.

O abandono de tratamento dos pacientes com resisténcia primaria tem decrescido
ao longo dos anos, com excecdo de 2008, mas em relacdo aos casos tratados o abandono,
comparece ligeiramente aumentado até 2002, tendo em seguida com uma ligeira queda até
2004 e um aumento até 2005, seguido de certa estabilidade nos dois ultimos anos. Em
relacdo ao abandono dos multidrogarresistentes, houve diminuicdo gradativa, e que pode
ser devido a implementacdo de uma unidade de referéncia para tratamento de pacientes

multidrogarresistentes em 2006.

Em nosso estudo, entre os casos novos, os percentuais de resisténcia foram de
13,1% em 2001 e 5,2% em 2007, com niveis superiores a 10% nos trés primeiros anos, mas
caindo nos ultimos anos entre 40% e 60%, acima dos parametros aceitaveis pela OMS (5%).

Entre os casos tratados, o abandono foi de 19,0% em 2002 e 10,8% em 2000, em niveis que
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superaram o dobro do verificado entre casos novos, embora com declinio entre 2002 e 2008
de 24,2%.
Tabela 3. Distribuicdo dos municipios com casos de tuberculose submetidos ao teste de

sensibilidade a drogas antituberculose, apresentando ‘qualquer resisténcia’ ou
‘multidrogarresisténcia’. Mato Grosso do Sul, 2000-2008.

PP Amostras Testadas Qualguer Resisténcia MDR
Municipios 2 e % ey %
Agua Clara 19 0 0 0 0
Alcinopolis 1 0 0 0 0
Amambai 92 4 4,3 0 0
Anastacio 13 2 15,4 (0] (0]
Anaurilandia 3 0 0 0 0
Angélica 2 1 50,0 1 50,0
Antdnio Jodo 6 1 16,7 (®) (®)
Apda. Taboado 1 1 100,0 1 100,0
Aquidauana 50 8 16,0 1 2,0
Aral Moreira 6 1 16,7 1 16,7
Bataguassu 7 1 14,3 1 14,3
Bataipora 1 0 0 0 0
Bela Vista 8 1 12,5 1 12,5
Bodoquena 1 0 0 0 0
Bonito 2 [0} [0} [0} [0}
Brasilandia 10 5 50,0 0 0
Caarapo 31 7 22,6 1 3,2
Camapud 3 2 66,7 1 33,3
Campo Grande 359 81 22,6 10 2,8
Caracol 2 [0] [0] [0] [0]
Cassilandia 3 0 0 0 0
Cel. Sapucaia 31 4 12,9 0 0
Chap. do Sul 5 2 40,0 0 0
Corguinho 3 1 33,3 1 33,3
Corumba 136 33 24,3 11 8,1
Costa Rica 6 2 33,3 (0] (0]
Coxim 6 3 50,0 2 33,3
D. I. do Buriti 9 1 11,1 1 11,1
Douradina 7 0 0 0 0
Dourados 146 9 6,2 3 2,1
Eldorado 3 (0] (0] (0] (0]
Fatima do Sul 2 1 50,0 (0] (0]
G. L. da Laguna 6 1 16,7 0 0
Iguatemi 5 1 20,0 0 0
Inocéncia 5 2 40,0 (®) (®)
Itapora 2 0 0 0 0
Itaquirai 12 2 16,7 1 8,3
lvinhema 3 o] o] o] o]
Japora 14 4 28,6 0 0
Jardim 23 2 8,7 2 8,7
Juti 2 1 50,0 (0] (0]
Ladario 7 3 42,9 1 14,3
Laguna Carapa 5 0 0 0 0
Maracaju 17 3 17,6 1 5,9
Miranda 22 3 13,6 0 0
Mundo Novo 4 0 0 0 0
N. Alv. do Sul 5 1 20,0 1 20,0
N. H. do Sul 2 [0] [0] [0] [0]
Navirai 10 3 30,0 2 20,0
Nioaque 17 3 17,6 0 0
Nova Andradina 5 3 60,0 1 20,0
Paranaiba 1 o] o] o] o]
Paranhos 13 2 15,4 (0] (0]
Pedro Gomes 1 1 100,0 0 0
Ponta Pord 32 2 6,3 1 3,1
Porto Murtinho 8 4 50,0 (0] (0]
R.R.Pardo 4 1 25,0 0 0
R.V.de MT 3 (0] (0] (0] (0]
Rio Brilhante 6 1 16,7 () ()
Rio Negro 6 3 50,0 0 0
Rochedo 3 2 66,7 1 33,3
S. R. Pardo 1 [0] [0] [0] [0]
S.G.D'Oeste 6 0 0 0 0
Sete Quedas 2 (0] (0] (0] (0]
Sidrolandia 10 (0] (0] (0] (0]
Sonora 1 0 0 0 0
Tacuru 23 1 4,3 (%) (%)
Taquarussu 1 0 0 0 0
Terenos 7 [0} [0} [0} [0}
Trés Lagoas 50 9 18,0 2 4,0
Vicentina 1 0 0 0 0
Mato Grosso do Sul 1319 229 17,4 49 3,7

Fonte:PECT-SES-MS.
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Como a andlise é realizada sobre culturas com positividade, constatam-se na Tabela
3 altas taxas de resisténcia em determinados municipios, pelo fato de se haver realizado
apenas uma cultura, o que demonstra existir um viés em relacdo a avaliacdo da resisténcia.
Assim o percentual obtido em determinado municipio para o qual se disponha de apenas

uma cultura positiva com resisténcia as drogas pode ndo representar a realidade local

No periodo de 2000 a 2008 foram realizadas em Mato Grosso do Sul culturas para
M. tuberculosis e testes de sensibilidade a rifampicina (R), isoniazida (l), estreptomicina (S) e
etambutol (E) em 1 319 amostras oriundas de 71 (91,0%) dos 78 municipios do estado, o que

revelou sensibilidade as quatro drogas em 1 090 amostras (82,6%).

A resisténcia combinada encontrada em 229 amostras foi avaliada em termos de
cobertura geografica, nimero de amostras processadas e percentuais encontrados em cada

municipio e em nivel estadual (Tabela 3).

As amostras oriundas de 91,0% dos municipios sul-mato-grossenses apontaram
auséncia de resisténcia em 25 (35,2%) de 71 municipios, representada por um universo de
1090 amostras. Outros 46 (64,8%) dentre 71 municipios enquadraram-se na categoria
‘qualquer resisténcia’, em 229 amostras (17,4%). Dentre estes, 24 (33,8%) dos 71 municipios
registraram multidrogarresisténcia em um universo de 49 amostras processadas (3,7%). O
numero de amostras testadas por municipio variou de 1 a 359 amostras. Os niveis de
‘qualquer resisténcia’ variaram de 100,0% a 4,3%, ambos representados por um Unico caso,
enquanto as variagdes da MDR oscilaram de 100,0% a 2,0% , ambos também representados

por apenas uma amostra.

Embora a avaliagao abrangesse 1319 amostras oriundas de 91,0% dos municipios
do estado, ndo se constatou resisténcia em 35% dessas localidades. Por outro lado, mais de
60% dos municipios avaliados apresentaram a categoria ‘qualquer resisténcia’ em niveis
superiores a 4,3% e niveis de MDR superiores a 2,0%, considerados elevados tanto em nivel
estadual quanto na maioria dos municipios, comprometendo o controle da doenca em Mato

Grosso do Sul.
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4.7 RESISTENCIA AS DROGAS NA AREA INDIGENA DE MATO GROSSO
DO SUL

Para melhor visualizacdo, procedeu-se a andlise separada para a resisténcias as
drogas antituberculose na populacdo indigena, embora essas informacdes estejam incluidas
na analise acima exposta. Como ja apontamos, desconhece-se a realidade da tuberculose na

populacdo indigena, particularmente em termos de resisténcia a drogas.

No Brasil, Basta et al. (2006) examinaram 147 amostras de escarro na populagdo
indigena Surui, avaliando 5 em relacdo a resisténcia a drogas antituberculose. Uma delas

revelou-se multidrogarresistente.

Tabela 4. Distribuicdo dos casos de tuberculose submetidos ao teste de sensibilidade a
drogas e niveis de resisténcia global encontrados na populacdo indigena de Mato Grosso do
Sul, 2000-2008.

Testes de sensibilidade a drogas realizados 541 100,0 (%)
Sensiveis 516 95,37
Resistentes 25 4,63
Isoniazida 5 0,92
Rifampicina 2 0,37
Etambutol 2 0,37
Estreptomicina 9 1,67
Monorresisténcia 18 3,33
Rifampicina + isoniazida 3 0,56
Multidrogarresisténcia (MDR) 3 0,56
Isoniazida + etambutol 2 0,37
Isoniazida + estreptomicina 2 0,37
Polirresisténcia 4 0,74

Fonte: LACEN-MS.

A descentralizacdo da cultura a partir de 1999 possibilitou monitorar a resisténcia a
drogas também na populacdo indigena. As semeaduras das amostras sdo realizadas

localmente, cabendo ao LACEN a identificacdo presuntiva e posteriormente a realizacdo de
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todos os testes de sensibilidade a drogas, seguindo as recomendac¢des do manual elaborado
pelo Ministério da Saude em 2008. Embora o percentual de resisténcia na populagao
indigena seja inferior ao encontrado entre nao-indigenas, verifica-se a importancia do

monitoramento naquela populacgao.

Nao foi encontrado nenhum artigo publicado no Brasil contendo avaliagdo de testes
de sensibilidade a drogas antituberculose de todo sintomatico respiratério da populagdo em

questdo, o que impossibilita comparagdes.

4.8 BIOLOGIA MOLECULAR DA TUBERCULOSE EM MATO GROSSO DO
SuL

Foram submetidos a técnica de RFLP 149 isolados, 75 dos quais referentes aos anos
de 1999 (11 isolados), 2000 (21) e 2001 (43). Foram também submetidos a RFLP 4 isolados
do ano 2002, 34 de 2003, 20 de 2004 e 16 de 2011. Foram excluidos da analise 18 isolados
por serem repetidos, um por apresentar duas bandas e dois por apresentarem quatro

bandas.
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Figura 15. Dendrograma de 149 cepas de Mycobacterium tuberculosis de pacientes indigenas
e nao-indigenas de Mato Grosso do Sul.
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Tabela 5. Distribuigdo das cepas de Mycobacterium tuberculosis, por tipo genético e familia.

Cepas de Mycobacterium tuberculosis

N (%) N (%) N (%)
Familia Cluster Nao-cluster
128 (100%) N =77 (60,1) N =29 (24,7)
MS1 2 MS1 2
oMs2 19 mMs2 3
e MS2A O
MS3 12 MS3 11
MS3* 1
CoMsa 3 Msa 3
omMss a Mss 3
MS5* 1
ComMse 2 MS6 2
owms7 3 msr 1
MS7~
MS7*
oms8 42 Ms8 s
MS8~
MS8A 1
MS8B 6
MS8B* 2
MS8C 2
MS8D 2
MSSE 3
MSS8F 3
MS8G 2
MS8H 5
MS8H* 2
MS8I 1
SmMse 3 s 1
MS9*
MS10 12 MS10 2
MS10* 1
MS10A 2
MS10~
MS11 1 MS11 1
MS12 3 MS12 2
MS12* 1
Perfil unico (PU) 22(17,2)

Realizou-se genotipagem de 149 isolados. Foram excluidos 18 isolados por se tratar

de amostras repetidas do mesmo paciente e trés com menos de seis bandas. Portanto, 128



71

amostras foram analisadas, sendo classificadas em clusters quando havia similaridade acima
de 90%. Destas, 77 (60,1%) se encontravam em cluster, 29 (24,7%) em ndo-cluster e 22

(17,2%) em perfis Unicos.

Os isolados foram classificados em 12 familias, totalizando 106 cepas. Destas, 77
(72,6%) se encontravam em cluster dentro de suas respectivas familias e 29 (27,3%) nao se

encontravam em cluster.

Foram classificados como de perfil Unico os isolados que ndao apresentavam

caracteristicas semelhantes a nenhuma familia.

A nominacgao dos isolados foi realizada sem seguir nenhuma padronizagao prévia.
As letras MS, porém, foram atribuidas a esses nomes para relaciona-los com o estado de

Mato Grosso do Sul.

A classificagdao inicialmente foi feita em diferentes familias. Posteriormente, a
disponibilizacdo de bandas permitiu classificagdo em subfamilias, quando havia

caracteristicas comuns.

Isolados que diferiam de apenas uma banda, mas com disposicdo semelhante,

foram classificadas no mesmo grupo, diferenciados com apenas por um asterisco.

Cepas com o mesmo numero de bandas, mas com disposicdo diferente, foram
classificadas na familia correspondente, mas indicadas com um til, mesmo nao pertencendo
ao grupo genético. A medida que diferiam os nimeros de bandas, foram classificadas em

familias diferentes.

As familias MS1, MS2 e MS3, com respectivamente 2, 20 e 10 isolados,
correspondem as maiores numeros de pacientes que se encontram em clusters e provém

exclusivamente de indigenas, exceto para um paciente (isolado bacteriano), da familia MS2.

Na familia MS5, com trés isolados, embora em cluster, ndo foi estabelecida
nenhuma conexao epidemioldgica, embora dois isolados fossem de pacientes de presidios
de localidades diferentes, os quais afirmaram ndo se conhecer. O terceiro isolado provinha

de um paciente do Hospital Universitario da UFMS, caminhoneiro e HIV-positivo.

Ja a familia MS8 abrangeu 9 isolados em cluster, sendo sete de indigenas e dois de
ndo-indigenas, demonstrando possivel conexdo entre indigenas e nao-indigenas. Sendo que

sete dos isolados foram oriundos do municipios de Dourados. Na familia MS8, dois isolados
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ja haviam sido avaliados por Cunha (2003), caracterizando transmissdo nosocomial entre

profissional de saude e indigena.

Em relagdo a sorologia de HIV, 39 pacientes ndo realizaram, 31 obtiveram
resultados negativos, 56 ndo tinham nenhuma informacdo e dois tiveram resultados

positivos.

Quanto a resisténcia a drogas antituberculose, cinco pacientes eram MDR, mas nao

houve estabelecimento de nenhuma conexdo epidemioldgica.

A familia MS8E abrangeu trés isolados, diagnosticados em 1999, 2001 e 2011. Na
familia MS8F houve dois isolados, um deles de 2000 e outro de 2011, ambos da aldeia de
Amambai. De acordo com informacdo obtida dos responsdaveis pelo diagndstico laboratorial
dessa aldeia, ha conexdo epidemiolégica entre os trés primeiros, assim como entre os dois

ultimos.

Na familia MS10 os isolados em cluster foram de pacientes presidiarios, sendo uma
amostra de 2003 e outra de 2004, com espacamento de cerca de um ano. O terceiro
paciente encontrava-se internado em hospital publico. A familia MS10A também apresentou
cluster, sendo as amostras de presididrios. Nao foi possivel estabelecer nenhuma ligacao,

pois os arquivos foram queimados durante uma rebelido.



Tabela 6. Distribuicdo dos 128 perfis genéticos, por cidade e/ou aldeia de origem.
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Municipio RFPL-1S6110 N GP Genético Aldeia Raga/cor
Dourados
PU 1 Bororo Indigena
PU 1 - Jaguapiru Indigena
PU 2 - Urbano Ndo-Indigena
MS1 2 MS1 Jaguapiru Indigena
MS2 2 MS2 UBS Ndo-Indigena
1 MS2 Jaguapiru Indigena
1 MS2 Sardinha Indigena
4 MS2 Bororo Indigena
1 MS2A Jaguapiru Indigena
1 MS2A Bororo Indigena
MS3 3 MS3 Bororo Indigena
MS3 1 MS3 Jaguapiru Indigena
MS6 1 MS6 Urbano Ndo-Indigena
MS7* 1 - Urbano Ndo-Indigena
MS8 5 MS8 Bororo Indigena
MS8 2 MS8 Urbano Ndo-Indigena
MS8B 1 MS8B Jaguapiru Indigena
MS8B 1 MS8B Bororo Indigena
MS8B 1 MS8B UBS Ndo-Indigena
MS8B* 1 Sardinha Indigena
MS8C 1 MS8C Missdao Ndo-Indigena
MS8C 2 MS8C ltaum Indigena
MS8D 2 MS8D Bororo Indigena
MSS8E 1 MSS8E Bororo Indigena
Ms8~ 1 - Urbano Ndo-Indigena
Ms8~ 1 - Jaguapiru Indigena
Ms8~ 2 - Bororo Indigena
Ms8I 1 Bororo Indigena
MS9 1 MS9 Urbano Ndo-Indigena
MS10~ 2 - Jaguapiru Indigena
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Tabela 6. Distribuicdo dos 128 perfis genéticos, por cidade e/ou aldeia de origem

(continuagdo).

Municipio RFPL-IS6110 N GP Genético Aldeia Raga/cor
Amambai
PU 1 - Lim3o Verde Indigena
MS2A 1 MS2A Limdo Verde Indigena
MS2A 1 MS2A Amambai Indigena
MS3 2 MS3 Limdo Verde Indigena
MS3 2 MS3 Amambai Indigena
MS7 1 - Amambai Indigena
MS8A 1 MS8A Guassuty Indigena
MS8B 1 MS8B Amambai Indigena
MSS8F 1 MS8F Amambai Indigena
MS8G 2 MS8G Amambai Indigena
MS8H 1 MS8H Amambai Indigena
MS8H 1 MS8H Guassuty Indigena
MS8H* 1 - Lim3o Verde Indigena
MS9 1 MS9 Taquaperi Indigena
MS9* 1 - Amambai Indigena
MS9* 1 - Taquaperi Indigena
Campo Grande

PU 4 - Hosp. Sao Julido N3o-Indigena
PU 1 - Hosp.Universitario Ndo-Indigena
PU 2 - Presidio N3o-Indigena
PU 3 - UBS Ndo-Indigena
MS5 2 MS5 Presidio N3o-Indigena
MS5 1 MS5 Hosp.Universitario N3o-Indigena
MS8H 1 MS8H UBS N3o-Indigena
MS10 2 MS10 Presidio N&o-Indigena
MS10A 2 MS10A Presidio N3o-Indigena
MS10~ 1 - Hosp. Universitario N&o-Indigena
MS10~ 1 - UBS N3o-Indigena
MS12 1 MS12 Santa Casa N&o-Indigena
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(continuagdo).
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perfis genéticos, por cidade e/ou aldeia de origem

Municipio RFPL-IS6110 N GP Genético Aldeia Raga/cor

Coronel Sapucaia

MS2 1 MS2 Guaimbé Indigena

MS2A 1 MS2A Taquaperi Indigena

MS5 1 MS5 Guaimbé Indigena

MSS8 1 MSS8 Taquaperi Indigena

MS8F 2 MSSF Taquaperi Indigena

MS9 1 MS9 Taquaperi Indigena

MS9* 2 Taquaperi Indigena
Caarapé

MS2 2 MS2 Caraapé Indigena

MS3 1 MS3 Jarara Indigena

MS8 1 MS8 Caraapé Indigena

MSS8E 1 MSS8E Caraap6 Indigena
Miranda

PU 1 - Miranda Indigena

MS11 1 - Passarinho Indigena
Japora

PU 1 Porto Lindo Indigena

MS2 1 MS2 Porto Lindo Indigena

MS3 1 MS3 Porto Lindo Indigena

MS6 1 MS6 Porto Lindo Indigena

MSS8E 1 MSS8E Porto Lindo Indigena
Antbnio Jodo

MS8B* 1 - Pirajui Indigena
Nova Alvorada do Sul

MSSE 1 MSSE UBS N3o indigena
Paranhos

PU 1 - Pirajui Indigena
Paranaiba

PU 1 - UBS N3o indigena

Continuacdo
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Tabela 6. Distribuicdo dos 128 perfis genéticos, por cidade e/ou aldeia de origem
(conclusdo).

Municipio RFPL-1IS6110 N2 GP Genético Aldeia Raca/Cor
Rio Verde

PU 1 - USB Nao indigena

MS8 1 MS8 USB Nao indigena
Eldorado

PU 1 - Serrito Indigena
Navirai

MS8 1 MS8 UBS N3o indigena

PU 1 - UBS N3o indigena
Aral Moreira

MS2 1 MS2 Sem informacgédo Indigena
Tacuru

MS8B 1 MS8B Sassoro Indigena

MS8H 1 MS8H Sassoro Indigena
Corumba

MS10 1 MS10 usB N3o indigena
Ponta Pora

MS10* 2 - USB Ndo indigena
Itaquirai

MS10~ 1 - USB N3o indigena
Agua Clara

MS10 1 MS10 UBS N&o indigena

MS10~ 1 UBS N3o indigena
Aquidauana

MS12* 1 - UBS N3o indigena
Guia Lopes

MS12 1 MS12 UBS N3o indigena

Dos 128 isolados, 28 (22,6%) eram de pacientes ndo-indigenas. Embora o numero
de isolados de ndo-indigena fosse pequeno, também podem estar em cluster, com possivel
conexdo epidemioldgica. Verificou-se também que 5 (22,7%) eram perfis Unicos. Foram

obtidos isolados de 22 municipios.

O municipio com maior nimero de RFLP realizados foi Dourados, com 47 isolados,

seguido de Campo Grande com 21 e Amambai com 19.

Nas familias MS2 e MS3 constatou-se clusters na mesma aldeia e em aldeia de outra

localidade.

No municipio de Campo Grande os isolados eram somente de pacientes ndo-

indigenas, ao passo que em Amambai eram somente de indigenas.
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A utilizacdo da cultura universal no LACEN-MS e a descentralizacdo da metodologia
permitem proporcionar aos pacientes maior incremento no diagndstico, em média de 30%
(BRASIL, 2008b), mas somente com culturas positivas podem-se realizar os testes de
sensibilidade a drogas antituberculose, bem como a identificacdo das cepas — fato bastante
importante em pacientes com HIV, cuja vulnerabilidade imunoldgica facilita o contagio por
micobactérias ndo-tuberculosas. Nesse caso, o tratamento é padronizado pelo Ministério da

Saude, com protocolo e medicagdes diferentes dos recomendados para M. tuberculosis.

O estudo permitiu conhecer o comportamento dos niveis de resisténcia ao longo
dos anos, sendo observados na RP niveis inicialmente crescentes, mas que declinaram nos
ultimos anos. Tal comportamento este que pode estar relacionado a investigacdo ampliada

de casos novos, bem como a reduc¢do das fontes resistentes circulando na comunidade.

Na RA, os niveis verificados apresentaram declinio progressivo, mas com
percentuais ainda elevados. Quando comparados com a RP, nos anos iniciais os niveis foram

até 28 vezes maiores, caindo para cinco vezes nos Ultimos seis anos.

Na MDR primaria, a reducdo observada ao longo do estudo foi de 80% e na MDR
adquirida foi ainda maior (82%). Os niveis verificados ao longo do estudo representaram

para a MDR combinada, uma reducdo de 73% em rela¢do aos registros nos primeiros anos.

Uma das principais causas da resisténcia é o abandono do tratamento. A reducdo
dos niveis de abandono entre casos novos foi de aproximadamente 60% e entre casos
tratados de 24%, evidenciando maior adesao ao tratamento. Essa redugao se sustenta
guando confrontada com a MDR em niveis progressivamente decrescentes, permitindo
inferir que houve melhoria no controle da tuberculose ao longo do estudo, ou seja, maior
adesdo ao tratamento, maior regularidade (ndo-interrupgao do uso) e uso correto (ingestao

de todos os medicamentos do esquema em tempo adequado).

Ressalte-se que a RP pode ser identificada, na grande maioria dos casos, pela
iniciativa do LACEN-MS em realizar culturas e testes de sensibilidade com todo material
suspeito. Tal medida favoreceu ajustes nos esquemas terapéuticos, reducdo do tempo de
tratamento e reducdo do risco de faléncia, contribuindo para a reducdo dos niveis de
resisténcia ao longo do estudo. Os niveis de RP encontrados no estado estdo dentro do
estimado para a regidao das Américas e, se mantidos em tais patamares, ndo comprometerao

o sucesso do tratamento com esquemas de primeira linha. Os niveis ainda elevados de RA
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refletem as dificuldades dos servicos de saide em controlar efetivamente os novos casos de

tuberculose.

Conclui-se que a investigacdo da resisténcia cresceu e houve predominio entre
casos novos. Os niveis de RA superam os de RP em mais de 20 vezes, sendo que entre os trés
grupos de drogas a monorresisténcia cresceu e a MDR e OPAD declinaram. A MDR primaria e

a MDR adquirida decresceram em torno de 80% e a MDR combinada em 74%.

Os percentuais de abandono entre casos novos foram reduzidos em 60% e entre
casos tratados em 24%, principalmente nos Ultimos anos. Apesar da queda, os niveis de

resisténcia sdo elevados, ameag¢ando o controle da tuberculose em Mato Grosso do Sul.

Quanto a avaliacdo realizada por RFLP, o alto grau de similaridade entre as cepas
descrito para indigenas de Mato Grosso do Sul difere dos padrdes descritos em outras
localidades, tanto no Brasil (SUFFYS, 2000; FERRAZOLI, 2000; FANDINHO, 2000; VALIM,
2006) como em outros paises (FRIEDEN, 1999; FERDINAND, 2003; VIDALON, 2003; HU,
2011), mesmo que essas pesquisas tenham focalizado cepas multidrogarresistentes ou HIV.
Entretanto, é importante destacar que o nivel de similaridade relatado entre os Inuit do
Canadd (76%) (NGUYEN, 2003) e entre os Warao da Venezuela é de 78% (MAES, 2008), em
comunidades indigenas onde tradicionalmente a tuberculose é mais frequente que na
populagdo geral. Em Mato Grosso do Sul, no presente estudo, 60 (78%) dos isolados da
populacdo indigena se encontravam em cluster, ao passo que na populacdo ndo-indigena

isso ocorreu com 17 (22%).

Além disto, a andlise por meio de biologia molecular revelou que 22 casos
apresentaram cepas com perfis Unicos, indicando que também houve adoecimento por
reativacdo enddgena, assinalando dessa maneira que tanto os indigenas quanto os nao-
indigenas em Mato Grosso do Sul apresentam-se altamente vulnerdveis ao adoecimento por

tuberculose.

Verificou-se que isolados das familias MS8E e MS8F apresentam cluster, com um
isolado em 1999, um em 2000, um em 2001 e, recentemente, outro em 2011, fato que ja foi
relatado por Suffys (2000), dada a estabilidade da sequéncia de insercdo e permanéncia do

bacilo na comunidade.

Na familia MS10, o grupo MS10A abrange isolados oriundos de presidios, dos anos

2003 e 2011.
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Validando os achados oriundos da genotipagem, foi possivel verificar que o maior
numero de casos, assim como as maiores incidéncias registradas no SINAN, concentraram-se
nas populagdes indigenas adscritas aos Polos-Base de Dourados e Amambai, indicando dessa
maneira que ha ganhos na compreensdo da transmissdao quando se associam abordagens da

epidemiologia classica com as da epidemiologia molecular.

Em Amambai e Dourados, a proximidade das aldeias com os centros urbanos,
permitindo contatos frequentes entre indigenas e nao-indigenas, constitui fator
determinante para o contdgio. Nesse sentido, a analise do dendrograma indica que pode ter
havido transmissdao de M. tuberculosis entre indigenas e nao-indigenas. Ademais, assim
como descrito por Jerebet et al. (1993), pode haver ocorrido transmissdo nosocomial, pois
isolados do grupo MS8C (com perfis iguais) foram isoladas de um paciente indigena e de um

profissional de saide do HPE.

Todavia, um agrupamento de casos de tuberculose (cluster) pode nem sempre ser
produto de infecgdo recente, pois alguns autores afirmam que cepas idénticas podem ser
isoladas de pacientes que nunca tiveram contato (VAN DEUTEKOMET et al., 2004; BRADEN,
1997) — fato verificado no grupo MS10A, em que um paciente de um hospital publico
apresentou o mesmo isolado que um de presidio, tendo o primeiro atividade profissional de
caminhoneiro, sendo HIV-positivo e com 6&bito recente, sem vinculo epidemioldgico

aparente.

Nesse sentido, quando se comparam as 128 cepas de M. tuberculosis identificadas
neste estudo com um banco de aproximadamente 500 perfis genéticos isolados em S3o
Paulo (dados ndo mostrados) (FERRAZOLI, 2000), verifica-se que apenas duas cepas da
familia F (F e F3) apresentaram perfis semelhantes aos descritos naquele municipio, sendo
gue um dos pacientes residia em Dourados e ndo era indigena, como ja descrito por Cunha
em 2003. Embora reavaliados com perfis de ndo-indigena no presente estudo, ndo houve

nenhum acréscimo em relacdo a similaridade com o banco de cepas de Sao Paulo.

Os dados aqui mostrados apresentam algumas limitacdes em termos de cobertura,
pois ndo foi possivel realizar a analise genética de todas as culturas em que houve
crescimento de M. tuberculosis. Outra limitacdo é que as analises foram realizadas em um
centro de pesquisa situado em fora do estado em que os dados foram coletados. Esse fato

dificultou o estabelecimento de vinculos epidemioldgicos entre os casos identificados, dada
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a alta mobilidade da populagdo indigena e a exiguidade do tempo para a realizagao de

entrevistas.

A despeito dessas limitacdes, os achados deste estudo ndo deixam duvidas de que a
tuberculose constitui um dos principais agravos no cenario epidemioldgico de indigenas em

Mato Grosso do Sul.

Em decorréncia disso, o servico local se organizou de forma a concentrar esforcos
nos Polos-Base identificados como principais fontes de infec¢do. Foram implantadas acdes
visando interromper a transmissao recente, com diagndstico precoce e de qualidade e inicio
imediato do tratamento. Além disto, a partir de 2001, foram iniciadas a¢Ges voltadas a evitar
o adoecimento por reativacdo enddgena, com tratamento da infeccdo latente da

tuberculose (ILTB) nos contatos dos doentes identificados na comunidade.

Essas acbes resultaram em importante controle da enfermidade na regido.
Entretanto, em razdo das precdrias condi¢Oes de vida a que estdo sujeitos os indigenas em
Mato Grosso do Sul, associadas a fome, desnutri¢ao, altos indices de infestacdo parasitaria e
limitado acesso as terras, as incidéncias ainda permanecem préximas de 200 casos por

100 000 habitantes (Tabela 1).
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6 CONCLUSAO

A resisténcia a drogas antituberculose em Mato Grosso do Sul é bastante elevada
em relacdo a média do Brasil. Torna-se necessario monitorar esses niveis, com o propdsito
de identificar novas areas de risco para a resisténcia, implementando a¢des que venham
reduzir essas cifras para niveis aceitaveis, além de manter a rotina de culturas e testes de

sensibilidade para diagndstico precoce da resisténcia e seu correto manejo.

O estudo permitiu conhecer os genétipos circulantes entre a populacdo indigena e a

nao-indigena, e identificar qual foi o de maior de predominio entre eles, com cluster.

A pesquisa revelou também que a familia do gendtipo MS8 permaneceu na

comunidade por um longo periodo, de 12 anos.

Foi possivel identificar quais isolados estdo em cluster, com possibilidade de
transmissdo recente entre eles, e quais sdo perfis Unicos, podendo significar infeccao
endodgena. Tais achados reforcam a importancia do diagndstico precoce e quimioprofilaxia

na comunidade.

Para uma melhor caracteriza¢do dos perfis genéticos das cepas circulantes na regido
e um efetivo controle da tuberculose, sdo necessarios importantes investimentos. Somente
dessa forma serd possivel incorporar a rotina dos servigos investigacdes mais criteriosas
acerca da dindmica de transmissdo da tuberculose na populacdo em estudo, e buscar por

meio de politicas intersetoriais reduzir as desigualdades observadas em Mato Grosso do Sul.
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Anexo A. Lista de isolados de M. tuberculosis que foram submetidos a técnica de RFLP, com

data da coleta da amostra, localidade e/ou origem, de municipios de Mato Grosso do Sul.

NUMERO
DA IDADE DATA DA COLETA

RFLP AMOSTRA (ANOS) DA AMOSTRA LOCALIDADE(origem) MUNICiPIO
PU 02/1132 38 04/12/2002 | Hospital Sdo Julido Campo Grande
PU 02/983 65 29/10/2002 | Hospital Universitério Campo Grande
PU 03/1286 50 18/09/2003 | UBS Rio Brilhante
PU 11/1806 33 12/04/2011 | PRESIDIO Campo Grande
PU 11/2257 53 28/06/2011 | UBS Paranaiba
PU 11/2655i 25 19/05/2011 | Pirajui Paranhos
PU 04/1892i 73 23/08/2004 | Lim3o Verde Amambai
PU 93 38 20/02/2001 | UBS Miranda
PU 281 43 13/07/2001 | Jaguapiru Dourados
PU 829 33 24/10/2001 | Miss3o Dourados
PU 289 23 17/07/2001 | Porto Lindo Paranhos
PU 04/305 55 29/01/2004 | UBS Rio verde
PU 03/306 49 24/03/2003 | Serrito Eldorado
PU 03/1270 31 17/09/2003 | UBS Campo Grande
PU 03/237 42 28/02/2003 | UBS Campo Grande
PU 03/1640 51 13/11/2003 | Presidio Campo Grande
PU 03/826 46 11/07/2003 | UBS Campo Grande
PU 03/416i 49 27/08/2003 | Bororo Dourados
PU 03/855 58 17/07/2003 | Hospital Sdo Julido Campo Grande
PU 803 34 30/10/2001 | UBS Dourados
PU 03/785 66 03/07/2003 | Hospital S&o Julido Campo Grande
PU 03/587 24 21/05/2003 | Hospital S&o Julido Campo Grande
MS1 202 21 01/06/2001 | Jaguapiru Dourados
MS1 340 17 27/07/2001 | Jaguapiru Dourados
MS1 304 17 03/08/2001 | Jaguapiru Dourados
MS1 318 17 30/07/2001 | Jaguapiru Dourados
MS1 304 17 03/08/2001 | Jaguapiru Dourados
MS2 03/175i 36 29/04/2003 | (sem informacéo) Aral Moreira
MS2 04/190i 11 14/05/2003 | Bororo Dourados
MS2 04/224i 41 30/07/2004 | Caarapo Caarapé
MS2 03/1284 24 17/09/2003 | UBS Dourados
MS2 03/93 93 09/01/2004 | UBS Dourados
MS2 03/1407i 39 07/10/2003 | Caarapo Caarapo
MS2 04/224i 39 30/07/2004 | Caarapo Caarapo
MS2 192 22 23/03/2000 | Caarapo Caarapo
MS2 272 19 12/07/2001 | Sardinha Dourados
MS2 288 61 06/07/2001 | Bororo Dourados
MS2 472 13 02/08/2000 | Bororo Dourados
MS2 525 40 21/10/2000 | Jaguapiru Dourados
MS2 697 50 16/10/2000 | Porto Lindo Japord
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NUMERO
DA IDADE DATA DA COLETA

RFLP AMOSTRA (ANOS) DA AMOSTRA LOCALIDADE(origem) MUNICiPIO
MS2 698 17 25/11/1999 | Gaimbé Cel Sapucaia
MS2 741 19 20/09/2001 | Bororo Dourados
MS2A 11/2843i 27 30/06/2011 | Amambai Amambai
MS2A 195 19 27/03/2000 | Taquaperi Cel Sapucaia
MS2A 588 27 14/10/1999 | Lim&o Verde Amambai
MS2A 396 23 01/10/2001 | Bororo Dourados
MS2A 03/75 75 12/03/2003 | Jaguapiru Dourados
MS2A 04/1309 39 17/06/2004 | La lima Miranda
MS3 04/152i 42 11/05/2004 | Bororo Dourados
MS3 158 23 12/04/2001 | Amambai Amambai
MS3 16 25 11/01/2000 | Bororo Dourados
MS3 46 36 26/01/2000 | Lim3o Verde Amambai
MS3 422 16 24/10/2001 | Lim3o Verde Amambai
MS3 349 16 15/08/2001 | Lim3o Verde Amambai
MS3 703 57 25/11/1999 | Jarara Caarapo
MS3 03/1209 23 05/09/2003 | Amambai Amambai
MS3 158 23 12/04/2001 | Amambai Amambai
MS3 04/184 i 42 15/06/2004 | Bororo Dourados
MS3 422 16 24/10/2001 | Lim3o Verde Amambai
MS3 35429 34 28/09/2001 | Jaguapiré Tacuru
MS3 * 03/1166 71 01/09/2003 | Porto Lindo Japord
MS4 63 28 07/02/2000 | Amambai Amambai
MS4 593 28 08/02/2000 | Amambai Amambai
MS4 11/2498 44 06/05/2011 | Amambai Amambai
MS4 18 23 12/01/2000 | Amambai Amambai
MS5 11/3186 47 10/06/2011 | Presidio Campo Grande
MS5 11/3205 38 10/06/2011 | Hospital Universitario Campo Grande
MS5 11/3821 43 06/07/2011 | Presidio Campo Grande
MS5* 114 16 02/02/2000 | Guaimbé Coronel Sapucaia
MS6 239 40 14/04/2000 | Dourados Dourados
MS6 246 48 14/04/2000 | Porto Lindo Japord
MS6 251 48 17/04/2000 | Porto Lindo Japord
MS7 536 8 05/10/1999 | Amambai Amambai
MS7* 278 12 13/07/2001 | Missdo Dourados
MS7~ 04/2523 54 26/10/2004 | UBS Campo Grande
MS8 04/198i 19 16/06/2004 | Bororo Dourados
MS8 238 28 13/06/2001 | Missdo Dourados
MS8 378 28 20/02/2001 | Bororo Dourados
MS8 405 19 09/10/2001 | Bororo Dourados
MS8 458 29 19/11/2001 | Bororo Dourados
MS8 770 42 05/12/2000 | Caarapd Caarapé
MS8 04/306 55 29/01/2004 | UBS Rio Verde
MS8 03/214i 22 25/05/2003 | Bororo Dourados
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NUMERO
DA IDADE DATA DA COLETA

RFLP AMOSTRA (ANOS) DA AMOSTRA LOCALIDADE(origem) MUNICiPIO
MS8 04/324i 28 09/07/2004 | Bororo Dourados
MS8A 620 25 28/10/1999 | Gassuty Amambai
MSS8A 623 25 28/10/1999 | Guassuty Amambai
MS8B 33 48 17/01/2001 | Amambai Amambai
MS8B 79 48 07/02/2001 | Amambai Amambai
MS8B 165 35 23/04/2001 | Bororo Dourados
MS8B 03/307i 37 07/07/2003 | Sassoro Tacuru
MS8B 04/290i 33 15/09/2004 | Jaguapiru Dourados
MS8B 247 62 02/06/2001 | Dourados Dourados
MS8B 614 12 22/10/1999 | Taquaperi Coronel Sapucaia
MS8B* 541 37 06/10/1999 | Pirakua Antonio Jodo
MS8B* 04/209 45 03/07/2004 | Sardinha Dourados
MS8C 271 22 12/07/2001 | Itaum Dourados
MS8C 331 22 02/08/2001 | Itaum Dourados
MS8C 267 47 10/07/2001 | Missdo Dourados
MS8D 461 51 19/11/2001 | Bororo(Paraguai) Dourados
MS8D 462 51 20/11/2001 | Bororo(Paraguai) Dourados
MS8D 450 28 26/07/2000 | Bororo Dourados
MS8D 489 28 07/08/2000 | Bororo Dourados
MsS8~ 400 11 03/10/2001 | Bororo Dourados
MS8~ 04/431 37 22/11/2004 | Miss3o Dourados
Ms8~ 11/2254i 81 14/04/2011 | Paranhos Paranhos
MsS8~ 403 58 04/10/2001 | Bororo Dourados
MS8~ 500 18 11/08/2000 | Jaguapiru Dourados
MSSE 401 23 03/10/2001 | Bororo Dourados
MSSE 404 23 04/10/2001 | Bororo Dourados
MSS8E 609 17 20/10/1999 | Caarapo Caarapo
MSS8E 02/1161 18 10/12/2002 | UBS N. Alvorada do Sul
MS8F 96 41 15/02/2000 | Taquaperi Cel Sapucaia
MS8F 11/3690 38 1/09/2011 | Amambai Amambai
MS8F 11/2858 33 03/10/2011 | Taquaperi Cel. Sapucaia
MS8G 03/1900i 22 9/12/2003 | Amambai Amambai
MS8G 29 24 13/01/2000 | Amambai Amambai
MS8H 03/340i 17 03/08/2001 | Jaguapiru, 550 Dourados
MS8H 03/1069 59 18/08/2003 | Hospital Sdo Julido Navirai
MS8H 03/1385 27 06/10/2003 | Hospital Universitério Campo Grande
MS8H 03/1359i 23 26/09/2003 | Gassuty Amambai
MS8H 03/1899i 22 09/12/2003 | Amambai Amambai
MS8H* 04/1961 24 01/09/2004 | Sassoro Tacuru
MS8H* 11/1324 29 2011 | Lim3o Verde Amambai
MSS8 | 03/591i 18 12/12/2003 | Bororo Dourados
MSS8 | 03/597i 18 12/12/2003 | Bororo Dourados
MS9 04/1895i 35 23/08/2004 | Taquaperi Cel. Sapucaia
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NUMERO
DA IDADE DATA DA COLETA

RFLP AMOSTRA (ANOS) DA AMOSTRA LOCALIDADE(origem) MUNICiPIO
MS9 04/1896i 35 24/08/2004 | Taquaperi Cel. Sapucaia
MS9* 48 25 26/10/2000 | Amambai Amambai
MS9* 448 65 05/11/2001 | Taquaperi Cel. Sapucaia
MSs10~ 11/3107 37 01/04/2011 | UBS Corumba
MS10~ 03/1386 42 06/10/2003 | Hospital Universitério Campo Grande
Ms10~ 03/982 32 01/08/2003 | Areias/SP Agua Clara
MS10A 11/3351 30 17/06/2011 | Presidio Campo Grande
MS10A 11/3181 35 08/06/2011 | Presidio Campo Grande
MS10 04/2259 37 30/10/2004 | Presidio Agua Clara
MS10 03/1748 41 21/11/2003 | Presidio Campo Grande
MS10* 11/1714 35 18/02/2011 | UBS Ponta Pora
Ms10~ 344 34 09/08/2001 | Jaguapiru Dourados
MS10~ 02/513 42 09/07/2003 | UBS Itaquirai
MS10~ 03/529i 37 19/11/2003 | Jaguapiru Dourados
MS10~ 03/471 73 25/04/2003 | UBS Campo Grande
MS11 446 47 05/11/2001 | Miranda Miranda
MS11 451 47 06/01/2001 | Passarinho Miranda
MS12 03/1093 58 18/05/2004 | Santa Casa Campo Grande
MS12 03/1341 41 24/09/2003 | UBS G. L. da Laguna
MS12* 03/1629 63 13/11/2003 | UBS Aquidauana
2 BANDAS 02/871 18 07/10/ 2002 | UBS Agua Clara
4 BANDAS | 555 39 07/10/1999 | Porto Lindo Japor3
4 BANDAS | 576 43 13/10/1999 | Taquaperi Cel. Sapucaia




