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RESUMO

Caracterização de Mutações Associadas com a Resistência à Pirazinamida e Etambutol

em Isolados de Mycobacterium tuberculosis

Vívian de F. Sumnienski Rodrigues

Os estudos sobre a resistência de Mycobacterium tuberculosis aos fármacos utilizados

no tratamento da tuberculose (TB), vêm sendo cada vez mais explorados com o objetivo de

entender melhor como funcionam os mecanismos utilizados pela micobactéria. A partir do

aumento da transmissão ativa de linhagens de M. tuberculosis resistentes às drogas, tanto no

Rio Grande do Sul quanto em outras regiões do Brasil, fez-se necessário um estudo relativo à

resistência de M. tuberculosis à pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB). Sabe-se até o momento

que existem genes específicos que, possivelmente sejam alvos de alterações e podem

proporcionar resistência ao M. tuberculosis, no entanto ainda não se têm relatos do tipo e da

freqüência destas mutações nos isolados do nosso Estado e de outros locais do Brasil. Sendo

assim, neste trabalho buscou-se estudar isolados de M. tuberculosis, fenotipicamente

caracterizados como resistentes à PZA e/ou EMB e determinar seu perfil de susceptibilidade a

partir de caracterização das mutações nos genes pncA e embB, envolvidos respectivamente

com a resistência à PZA e EMB. A metodologia utilizada foi baseada primeiramente na

caracterização dos isolados pelos métodos tradicionais (testes fenotípicos de susceptibilidade)

seguida de extração de DNA, amplificação dos genes alvo e posteriormente seqüenciamento

dos mesmos. A partir da análise das seqüências obtidas foi possível caracterizar 12 novas

mutações no gene pncA, distribuídas ao longo de todo o gene, que possivelmente estejam

envolvidas com a resistência dos respectivos isolados à PZA. A análise dos isolados resistentes

à EMB demonstrou que nossos isolados apresentam alterações somente no códon 306 do gene

embB de M. tuberculosis. Após este estudo, será possível avaliar a ocorrência das mutações

nos genes específicos e inferir sobre a possível interferência das mesmas nos mecanismos

relacionados com a resistência a essas drogas. Conhecendo melhor os isolados de nosso país,

poderemos fornecer informações para o desenvolvimento de um melhor método de detecção da
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resistência. Este método, depois de adequadamente testado poderá colaborar de forma decisiva

nos programas de controle da tuberculose.
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ABSTRACT

Characterization of Mutations Associated with Pyrazinamide and Ethambutol Resistance

in Mycobacterium tuberculosis isolates

Vívian de F. Sumnienski Rodrigues

Extensive research about Mycobacterium tuberculosis resistance to drugs used in

tuberculosis (TB) treatment has been performed in order to have a better understanding of the

mechanisms used by mycobacteria. Once active transmission of drug resistant strains of M.

tuberculosis has been occurring both in Rio Grande do Sul State and in other regions of Brazil, it

brought up the need of performing a study related to M. tuberculosis pyrazinamide (PZA) and

ethambutol (EMB) resistance. It is known that specific genes are targets of alterations, which can

lead to M. tuberculosis resistance, however, up to this moment there are no records about types

or frequencies of those mutations in isolates from Rio Grande do Sul State and other sites in

Brazil. Thus, in this study we aimed to evaluate M. tuberculosis isolates phenotypically

characterized as PZA and/or EMB resistant, in order to determine their susceptibility profile based

on the characterization of mutations in pncA and embB genes, involved in PZA and EMB

resistance, respectively. Methodology used in the study was primarily based on the

characterization of isolates by conventional methods (phenotypic susceptibility tests) followed by

DNA extraction, target genes amplification and DNA sequencing. Sequence analysis revealed 12

novel mutations in pncA gene distributed all along the gene and they are possibly involved with

PZA resistance in those isolates. Analysis of EMB resistant isolates showed our isolates

presented alterations at codon 306 of embB gene of M. tuberculosis only. From this study it will

be possible to evaluate the presence of mutations in specific genes in order to establish a

correlation between their occurrence and the effects in the mechanisms related to the

emergence of resistance to those drugs. Improving our knowledge about the isolates in our

country we will be able to provide information that can be useful for the development of a

methodology for the early detection of resistance. This methodology, if properly tested and

validated can be highly helpful for the improvement of TB control programs.
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1. APRESENTACÃO

Os estudos sobre a resistência de Mycobacterium tuberculosis aos fármacos

utilizados no tratamento da tuberculose (TB), vêm sendo cada vez mais explorados com o

objetivo de entender melhor como funcionam os mecanismos utilizados pela micobactéria. A

resistência pode estar relacionada à não adesão do paciente ao tratamento e também à

administração incorreta dos fármacos, o que tem trazido repercussões negativas ao programa

de controle da tuberculose (PCT). Uma estratégia de acompanhamento da terapia, o DOTS

(Direct Observation Therapy Strategy) é indicado pela Organização Mundial de Saúde (OMS)

como uma ferramenta fundamental contra a emergência e a disseminação da TB resistente.

Para a determinação da resistência, a metodologia clássica recomendada (padrão

ouro) é o método das proporções, realizado em meio sólido ou em sistemas automatizados ou

semi-automatizados. Para países em desenvolvimento, essas metodologias, apresentam um

custo elevado ou são de difícil execução na rotina do laboratório. No entanto, novas metodologias

mais rápidas e de baixo custo, estão sendo desenvolvidas com a intenção de atender às

necessidades de realizar os testes de maneira prática e efetiva. O método que mede a

concentração mínima inibitória (CMI), pode ser considerado uma alternativa simples para

laboratórios de rotina que possuam infra-estrutura básica para cultivo de M. tuberculosis. Porém,

sabe-se que, além de necessitar da cultura (30 dias) muitas vezes este método possui

deficiências na sua realização, principalmente quando se trata de pirazinamida.

Portanto, neste trabalho buscou-se estudar isolados de M. tuberculosis,

determinando o perfil de susceptibilidade para PZA e EMB e, caracterizando as mutações nos

genes pncA, envolvidos com a resistência à PZA, e embB, envolvidos com a resistência à EMB.
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Isso possibilitou a busca de uma associação entre a presença ou não de mutações nos genes

estudados e os testes convencionais.

A seção de revisão bibliográfica inicia descrevendo a situação da TB, sua

epidemiologia, transmissão e tratamento, as pesquisas mais recentes relacionadas com a

resistência aos fármacos, principalmente PZA e EMB, mecanismos de resistência e de ação

desses fármacos, assim como uma visão atualizada dos principais métodos de determinação

da susceptibilidade do M. tuberculosis aos fármacos usados no tratamento da TB. Na seção de

materiais e métodos foram detalhadas as condições de como o trabalho foi desenvolvido. Os

resultados obtidos através dos experimentos realizados nesse trabalho foram descritos e

discutidos, tendo como base de interpretação a literatura atual disponível.
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2- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1- Tuberculose

A tuberculose, é uma doença de distribuição universal que, nos meados do século

XX, constituía-se em uma das principais causas de morte no mundo (Raviglione et al., 1995).

Com as melhorias das condições de vida nos países desenvolvidos e a instituição do tratamento

quimioterápico, houve uma redução de sua morbidade e, principalmente da mortalidade. Até a

década de 80 tinha-se a expectativa da eliminação dessa enfermidade, já considerada sob

controle nos países desenvolvidos. Contudo, o crescimento mundial de sua incidência levou, em

1993, a OMS a declarar esta doença em estado de emergência, alertando para a necessidade

de maiores esforços no seu combate (WHO, 1994). Apesar dos procedimentos dos programas

de controle da tuberculose (TB) e dos regimes terapêuticos usados, existem problemas

inerentes à doença que incluem o surgimento de cepas resistentes aos fármacos usados no

tratamento, à alta correlação da incidência da doença em populações pobres e, ainda, a

imunodepressão causada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV), criando as condições

ideais para a transformação da TB em uma doença oportunista (Kaufmann and Van Embden,

1993, Brasil, 2002).

2.1.1- Epidemiologia

Atualmente, existem 2 bilhões de pessoas infectadas pelo M. tuberculosis (1/3 da

população) no mundo. A taxa de mortalidade é de 2,5 a 3 milhões de pessoas por ano (WHO,

2002). Durante a década de 90, aproximadamente 30 milhões de pessoas morreram em
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conseqüência da doença (Kritski et al., 2000). Estima-se que ocorram 8,7 milhões de novos

casos a cada ano e que cerca de 350 mil mortes refiram-se a pacientes com TB associado à

Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (SIDA/AIDS) (WHO, 2002).

Na América Latina, o Brasil ocupa o 15° lugar entre os 22 países que são

responsáveis por 80% dos casos estimados da doença e junto com o Peru, respondem por 50%

dos casos de TB nas Américas (Brasil, 2004). Anualmente notificam-se cerca de 100 mil casos

de TB, sendo que 85 mil são casos novos, morrendo cerca de 6 mil pacientes (3,07

óbitos/100.000 habitantes). Segundo dados do Sistema de Informações de Agravos de

Notificação (SINAN), em 2001, foram notificados 81.432 casos novos (correspondente a um

coeficiente de incidência de 47,2/100.000 habitantes) (Figura 1). Em relação ao encerramento do

tratamento, 72,2% receberam alta por cura, 11,7% representam abandono de tratamento, 7% de

óbitos e 9,1% de transferências (Brasil, 2004).

A estimativa é que entre os anos de 2000 e 2020, aproximadamente 1 bilhão de

pessoas estarão infectadas, 150 milhões de pessoas ficarão doentes e 36 milhões morrerão por

TB (WHO, 2004). Estes dados alertam para a gravidade da situação atual e perfazem uma

ameaça significativa ao controle desta doença.
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Figura 1. Coeficiente de incidência de TB no Brasil. Fonte: Ministério da Saúde, SVS, Brasil, 2004.
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2.1.2. Etiologia – M. tuberculosis

As micobactérias pertencem à ordem dos Actinomycetales, família

Mycobacteriaceae, gênero Mycobacterium. As bactérias que compõe este gênero, apesar de

serem diferentes em relação à morfologia das colônias e às propriedades bioquímicas, possuem

características taxonômicas comuns, como a presença de ácidos graxos de cadeia longa

C60-C90 (ácidos micólicos), ácido desoxirribonucléico (DNA) com 61% a 71% de teor de

guanina e citosina (G+C), e álcool-ácido resistência quando expostas a coloração tintorial pelo

método de Ziehl-Neelsen (Goodfellow and Magee, 1998).

M. tuberculosis é também chamada de bacilo de Koch (BK), por ter sido isolado e

descrito em 1882, por Robert Koch, ao obter seu cultivo e reproduzir a enfermidade em animais

de laboratório. A espécie M. tuberculosis é o protótipo do complexo Mycobacterium tuberculosis,

do qual também fazem parte Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium

microti, Mycobacterium africanum. Recentemente outras duas subespécies foram incluídas

dentro do complexo: Mycobacterium tuberculosis subsp. canetti, isolado na África e Europa (Van

Soolingen et al, 1997) e Mycobacterium tuberculosis subsp. caprae, isolada principalmente de

caprinos (Aranaz et al, 1999).

Várias características e comportamentos da espécie M. tuberculosis explicam muitas

das questões da história natural da doença. O bacilo é classificado como aeróbico estrito,

parasita intracelular facultativo, causador de patogenia intracelular, não formador de esporos

nem de cápsulas, sem flagelos (imóvel), não produtor de toxinas. O envelope celular é complexo

e serve de proteção à ação de agentes químicos, mas é susceptível à ação de agentes físicos,
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como calor, luz solar e radiação ultravioleta. Fora do organismo hospedeiro, o bacilo só

consegue sobreviver no meio externo por algumas horas. Duplica-se em 18 a 48 horas,

dependendo da oferta de oxigênio, do pH do meio e dos nutrientes (Brennan and Nakaido, 1995;

Metchock et al, 1999).

Outra característica do M. tuberculosis é apresentar dormência metabólica,

permanecendo no interior do macrófago com metabolismo muito reduzido e sobrevivendo por

anos no organismo humano. O estado de dormência ou latência no qual os bacilos permanecem

dentro dos tecidos infectados reflete uma redução no metabolismo resultante da ação da

resposta imune celular, que pode reprimir, mas não erradicar a infecção. Tal propriedade tem

um importante significado clínico, já que a TB freqüentemente representa a reativação de uma

infecção antiga, subclínica, ocorrida há vários anos (Chan and Kaufmann, 1994).

O genoma completo da cepa H37Rv de M. tuberculosis foi seqüenciado. O DNA deste

organismo é composto de 4.411.529 pb, contém em torno de 4.000 genes, e um conteúdo de

G+C de 65,5%, o qual é refletido na composição dos aminoácidos das proteínas. Este genoma é

rico em DNA repetitivo, como as seqüências de inserção (IS). O conteúdo de G+C é constante

em todo o genoma, indicando provável ausência de transferência horizontal de genes envolvidos

com a patogenicidade. Várias regiões são bastante ricas em G+C, correspondendo a

seqüências pertencentes a grandes famílias gênicas, que incluem seqüências polimórficas ricas

em G+C (PGRSs). Uma característica importante do M. tuberculosis é a grande capacidade

codificante do DNA micobacteriano ser direcionada à produção de enzimas envolvidas na

lipólise, e, duas novas famílias de proteínas ricas em glicina com uma estrutura repetitiva que

pode representar uma fonte de variação antigênica (Cole et al, 1998).
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2.1.3. Transmissão

A principal forma de transmissão do bacilo da TB é de pessoa a pessoa e por via

respiratória. Os pacientes considerados bacilíferos constituem fonte de disseminação da

doença, pois eliminam gotículas de até 10 m de diâmetro, contendo de 2 a 10 bacilos,

através da tosse e do espirro. Um paciente pulmonar bacilífero, se não tratado, em um ano

pode infectar de 10 a 15 pessoas. As gotículas são estáveis e, quando eliminadas, ficam

em suspensão no ar por várias horas, podendo chegar aos alvéolos pulmonares onde se

multiplicam. As gotículas maiores com quantidades maiores de bacilos não constituem

fonte de infecção, porque logo se depositam no solo, não formando aerossóis e se forem

inalados não conseguem chegar aos alvéolos, sendo carregados para a orofaringe, sendo

deglutidos e expectorados. Os bacilos depositados em mucosas intactas ou na pele não

conseguem invadir o tecido (Bates, 1980; Stead and Dutt, 1989).

Alguns fatores determinam a probabilidade de transmissão da doença, dentre eles

podemos citar: (i) as características das fontes de infecção, pacientes bacilíferos e as

pessoas que coabitam com ele, levando-se em consideração que a concentração de

bacilos eliminada por uma pessoa é estimada em 102 a 104 de lesões nodulares, mas

pode chegar a 107 a 108 de lesões cavitárias (Canetti, 1965); (ii) a concentração de

bacilos no ar, determinada pelo volume do ambiente e sua ventilação; (iii) o tempo de

exposição; e (iv) a condição imune da pessoa exposta (Smith and Moss, 1994). A

descoberta precoce dos doentes bacilíferos entre os sintomáticos respiratórios e outros

grupos de risco e a introdução de um tratamento antimicrobiano eficaz, além de curar o
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doente, reduzem a capacidade de transmissão e assim proporcionam a quebra da cadeia

epidemiológica da doença (Trujillo and Kritski, 2000)

2.2. Tratamento

A interrupção da cadeia de transmissão (pacientes bacilíferos), pela quimioterapia, é uma

das principais formas de controlar a TB. A administração do tratamento deve (i) combinar pelo

menos 3 fármacos, com ação sobre diferentes sítios de lesão e sobre diferentes fases do

metabolismo bacteriano, para prevenir o desenvolvimento de resistência; (ii) ser realizada por

tempo prolongado, levando em consideração os bacilos de crescimento lento (em torno de 20

horas)  sua atividade metabólica e a localização celular e, (iii) ser tomada regularmente para

manter as concentrações necessárias sobre a população bacilar (Brasil, 1995; IUATLD, 2000).

A população micobacteriana patogênica pode ser dividida em quatro componentes: (i)

com metabolismo ativo e crescimento rápido, em ambiente aeróbio; (ii) com metabolismo

semidormente em ambiente intracelular ácido (lisossomo), onde há uma baixa concentração de

oxigênio; (iii) com metabolismo semidormente em ambiente intracelular não ácido (citoplasma);

e (iv) com metabolismo extracelular dormente. Esta última apresenta uma propriedade única da

infecção micobacteriana, onde o microrganismo é capaz de sobreviver quiescente por anos ou

décadas (Mitchison, 1985; Gillespie, 2002).
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2.2.1. Fármacos Anti-TB

A partir da década de 30, vários fármacos foram testados para a TB, sem sucesso. Na

década de 40, o uso da estreptomicina (SM) proporcionou uma evolução favorável do tratamento

da TB. Algum tempo depois o ácido p-aminosalicílico (PAS), necessário para evitar a seleção de

micobactéria resistente, passou a ser utilizado. Em 1952 a isoniazida (INH) foi disponibilizada, e

sendo um agente mais eficiente que a SM e PAS, tornou a TB curável, na maioria dos pacientes.

Em 1965, a rifampicina (RMP) foi reconhecida como um potente fármaco anti-TB (Iseman, 1994;

Blanchard, 1996).

A ação dos fármacos contra micobactérias pode ser dividida em duas categorias: (i)

fármacos de amplo espectro que tem atividade contra micobactérias e muitas outras espécies

bacterianas: cicloserina, fluoroquinolonas, macrolídeos, rifamicinas, estreptomicinas; (ii)

fármacos que têm espectro específico, com atividade restrita a micobactérias, ou mesmo a

apenas espécies micobacterianas: etionamida (ETH), INH, PAS, ciprofloxacina (CPM), etambutol

(EMB), pirazinamida (PZA), tiacetazona (TZ), e clofazimina (CFZ). A atividade específica

antimicobacteriana pode também resultar da conversão do fármaco inativo por mecanismos

específicos das micobactérias (Chopra and Brennan, 1998).

2.2.2. Esquemas Terapêuticos

Inúmeros tipos de terapia já foram utilizados ao longo dos anos no Brasil. Na década de

60, o tratamento era de 18 meses de duração e utilizava SM, INH, e PAS. Esse tratamento era

geralmente indicado para os pacientes que respondiam ao tratamento. Para os pacientes

crônicos foram definidos esquemas de 2ª linha e de reserva, compostos pelo EMB, ETH, PZA,
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CPM e outros fármacos. Ainda na década de 60, mais precisamente em 1965, o Brasil reduziu o

tratamento para 3 meses de SM, INH e PAS, 6 meses de INH e PAS e 6 meses de INH. Para o

retratamento, 4 meses de EMB, PZA e ETH e 8 meses de ETH ou PZA. Em 1971, o esquema

terapêutico padronizado de 1ª linha foi modificado, passando a ser 3 meses de SM, INH e TZ e 9

meses de INH e T (Brasil, 2002).

Em 1979, o Brasil introduziu o esquema de curta duração, utilizando RMP, INH e PZA, 2

meses e RMP e INH, por 4 meses. Esse esquema de curta duração, apesar de mais eficaz e

menos tóxico, era 20 vezes mais caro do que o anterior. Entretanto, seu uso, associado a uma

política racional de redução de hospitalizações, trouxe economia significativa de recursos,

possibilitando sua implementação em todo o país, de forma pioneira em todo o mundo

(Ruffino-Netto, 1999; Brasil, 2002). Somente em 1993, a OMS e a American Thoracic Society

(ATS), fizeram a recomendação para uso mundial do esquema de curta duração (Iseman, 1993;

WHO, 1994).

O EMB, assim como a INH, RMP, SM é um fármaco com propriedade bactericida

extremamente importante nas terapias contra TB, pois atua inibindo o crescimento do

microrganismo. A esterilização da população bacilar semidormente em ambiente intracelular

ácido, cujo pH é 5,5 (no interior dos lisossomos dos macrófagos) é conseguida pela ação de

PZA. A RMP é mais ativa contra organismos semidormentes em meio não ácido. Assim o

tratamento da TB deve ser feito sempre com associação de fármacos, evitando o

desenvolvimento de cepas resistentes, considerando que, numa população bacilar que infecta o

paciente, há sempre uma proporção desta população que é naturalmente resistente aos

fármacos, por mutações espontâneas (Mitchison, 1985; Blanchard, 1996; Zhang and Telenti,

2000; Gillespie, 2002).
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De acordo com o Plano Nacional de Controle da Tuberculose/Manual de Normas (5ª

edição, 2000), e mostrado na Tabela 1, hoje em dia no Brasil, o tratamento é padronizado e a

definição do esquema mais adequado é elaborado a partir da forma clínica, da idade e da história

de tratamento anterior e seu resultado.

Tabela 1. Esquemas de tratamento da TB utilizados no Brasil desde 1979

Esquemas de Tratamento da TB

Sem tratamento anterior, casos novos de

todas as formas exceto meningoencefalite Esquema 1

2 meses: RMP / INH / PZA

4 meses: RMP / INH

Com tratamento anterior, casos de

retratamento em recidivas ou retorno após

abandono do esquema 1

Esquema 1

Reforçado

2 meses: RMP / INH / PZA

4 meses: RMP / INH / EMB

Meningoencefalite tuberculosa

Casos de meningite tuberculosa Esquema 2

2 meses: RMP / INH / PZA

7 meses: RMP / INH

Falência do esquema 1 ou esquema 1

reforçado e casos de falência do 1, 1R ou 2 Esquema 3

3 meses: SM / ETH / PZA

9 meses: ETH / EMB
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Adaptado de Brasil, 2002

A medicação é administrada diariamente  e deve ser em uma única dose. O tratamento é

desenvolvido nos serviços de saúde pública e a hospitalização será apenas em determinadas

situações, como meningoencefalite tuberculosa, indicações cirúrgicas e outras complicações

graves da doença (Brasil, 1995; Brasil, 1997). Considera-se “sem tratamento anterior” ou

“virgem de tratamento” (VT), os pacientes que nunca se submeteram à quimioterapia

antituberculose ou a fez por apenas 30 dias; “retratamento” é a prescrição de um esquema de

fármacos para o doente já tratado por mais de 30 dias e a menos de 5 anos, que venha a

necessitar de nova terapia por recidiva após cura, retorno após abandono ou por falência dos

esquemas 1 e esquema 1 reforçado (1R); “falência” é a persistência da positividade do escarro

ao final do tratamento ou os casos em que no início do tratamento são fortemente positivos (++

ou +++) e mantém essa situação até o 4º mês de tratamento, ou aqueles que são positivos no

início, tornam-se negativos e voltam a positivar a partir do 4° mês de tratamento. Nos casos de

falência do esquema 3, os doentes são encaminhados para unidades de referencia para o

devido acompanhamento de regimes especiais, com esquemas de tratamento adequados de

fármacos alternativos (Brasil, 2002).

2.3- Resistência

2.3.1. Fatores Associados com o Desenvolvimento da Resistência

Os fatores que afetam negativamente o Programa de Controle da Tuberculose (PCT)

incluem a falta de um esquema terapêutico padronizado, a deficiência na sua implementação e
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manutenção, escassez no fornecimento dos fármacos em áreas com inadequados recursos ou

instabilidade política. O uso de fármacos anti-TB de baixa qualidade é uma preocupação

adicional. O desenvolvimento de resistência pode envolver também uma escolha inapropriada do

esquema terapêutico, algumas vezes devido ao desconhecimento de um tratamento anterior,

pode levar a erros como prescrição de um único fármaco. Outro fator importante é a não adesão

do paciente ao tratamento prescrito. A freqüência da resistência aos fármacos anti-TB é um

indicador da qualidade do PCT, pois evidencia a ausência de um sistema organizado para

assegurar um rápido diagnóstico, um tratamento eficiente e uma supervisão dos casos de TB

(WHO,1997; Espinal, 2001).

De modo geral, os microrganismos vêm desenvolvendo inúmeros mecanismos de

resistência que impossibilitam a ação dos medicamentos. O entendimento destes mecanismos

torna-se fundamental para que este problema seja solucionado (Kenneth et al., 2003).

O rápido desenvolvimento de resistência pelos microrganismos é uma resposta

evolucionária à pressão seletiva dos antibióticos. Muitas bactérias possuem sistemas de

resistência bem caracterizados, alterações no alvo da droga ou em ativadores enzimáticos,

mudanças na permeabilidade celular e geração de mecanismos de efluxo da droga são os

mecanismos mais comuns utilizados para adquirir resistência (Kenneth et al., 2003).

A membrana celular das micobactérias é considerada uma excelente barreira, visto

que é uma estrutura rica em ácidos micólicos os quais colaboram significativamente na baixa

permeabilidade da membrana.

Diferentes estratégias tem sido usadas pelo M. tuberculosis para desenvolver

resistência aos antibióticos: (i) mecanismos de “barreira”, redução de permeabilidade e bombas
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de efluxo, (ii) degradação ou inativação de enzimas e, (iii) modificação do “alvo” do fármaco

(mutações gênicas).

A resistência pode ser classificada como adquirida, quando os bacilos adquirem

resistência durante o tratamento ou primária, quando o paciente se infecta com bacilos

resistentes. A resistência à INH tem sido associada à mutações nos genes inhA e katG em 75%

dos casos (Blanchard, 1996; Musser et al., 1996) e as mutações localizadas no gene rpoB têm

sido responsáveis pela resistência à RIF em 94-98% dos isolados (Telenti et al., 1993; Cooksey

et al., 1997; Valim et al., 2000). Quanto à resistência à EMB, esta está associada em 50-70%

com mutações no gene embB (Sreevatsan et al., 1997b, Telenti et al., 1997; Ramaswamy et al.,

2000), enquanto mutações no gene pncA, que codifica para a enzima pirazinamidase, têm sido

notadas e reportadas em 72-100% dos casos de resistência à PZA (Scorpio and Zhang, 1996;

Scorpio et al., 1997; Sreevatsan et al., 1997a). A resistência à SM vem sendo determinada,

predominantemente, por mutacões no gene rpsL, que codifica a proteína ribossômica S12.

Cerca de 70% dos isolados resistentes à SM possuem alterações neste gene (Finken et al.,

1993). Pouco se sabe sobre as bases moleculares da resistência às drogas de segunda linha no

tratamento da tuberculose (amicacina, capreomicina, canamicina, ácido para-amino-salicílico,

etionamida, tiacetazona, cicloserina, viomicina e fluoroquinolonas (Campos, 1999). Um resumo

dos fármacos e seus respectivos alvos de ação pode ser visualizado na Tabela 2.

M. tuberculosis resistente às drogas utilizadas no tratamento da tuberculose cada

vez mais vem sendo reconhecido como um problema de saúde pública no mundo (Espinal et al.,

2001). Conseqüentemente, a rápida identificação de cepas resistentes tornou-se um assunto

crítico para muitos laboratórios. Ensaios de PCR juntamente com o seqüenciamento de DNA
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vêm sendo desenvolvidos para detectar mutações em diversas regiões do genoma de M.

tubeculosis que estão associadas com o desenvolvimento de resistência (Murray et al., 2003).

2.3.2- Freqüência de Mutações Espontâneas em M. tuberculosis

Taxa de mutação é o termo aplicado para estimar o número de mutações por unidade de

tempo (por geração) e considera se a mutação foi favorável, desfavorável ou neutra. Freqüência

de mutação mede os mutantes numa dada população sem considerar o tempo em que esta

ocorreu durante a multiplicação celular. Assim, a freqüência de mutantes é um corte transversal

na população bacteriana num determinado tempo e reflete não somente a taxa de mutação mas

também as condições da população bacteriana antes da mutação ocorrer (Martinez & Baquero,

2000).

As mutações ocorrem espontaneamente e ao acaso, sendo portanto importante

conhecer a proporção de mutantes que se espera obter numa população de bacilos e a taxa de

mutação para os fármacos usados no tratamento da tuberculose, para uma melhor interpretação

dos testes laboratoriais de susceptibilidade.

Durante a infecção, nas cavidades pulmonares, a população micobacteriana é de 107 a

109 bacilos (Canetti, 1965). As mutações genéticas do M. tuberculosis que levam a resistência à

RMP ocorrem numa taxa de 10-10 mutações por divisão celular e levam a uma prevalência

estimada de 1 em cada 108 bacilos, em ambiente sem o fármaco. Portanto, a “resistência

genética” (mutações espontâneas) ocorre mesmo na ausência da exposição antimicrobiana, é

diluída pela maioria das micobactérias sensíveis. A presença de antimicrobianos fornece uma

pressão seletiva para os organismos resistentes tornarem-se predominantes, especialmente em
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pacientes com uma grande carga de bacilos, isto é, com uma extensa lesão cavitária (WHO,

1997a).
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Tabela 2. Características dos fármacos anti-TB usados nos esquemas terapêuticos de primeira
linha: atividade, mecanismos de ação e de resistência.

Fármaco/
Atividade

Mecanismo

de ação

Alvo
molecular

Taxa de
mutação

Freqüência
de mutação

Genes
envolvidos

Função

isoniazida

(1952)

bactericida

bacilos ativos

inibição da
síntese de

ácidos
micólicos

síntese do
ácido

micólico 10-8 1 em 106

katG

inhA

ahpC

kasA

Conversão
pró-fármaco

alvo
do fármaco

marcador
resistência

alvo do fármaco

rifampicina

(1965)

bactericida

bacilos ativos, em
latência e com
crescimento
intermitente

inibição da
transcrição

subunidade
 da RNA

polimerase 10-10 1 em 108 rpoB alvo do

fármaco

pirazinamida

(1970)

bactericida

bacilos em
latência e no

interior de
macrófagos

acidificação
do

citoplasma

inibição da
síntese de

ácidos
graxos

? 10-3 1 em 108

pncA

fasI

Conversão

pró-fármaco

alvo do

fármaco

etambutol
(1968)

bacteriostático,
bacilos ativos

inibição da
síntese do

arabinogalac
tano

Polissacarí-d
eo da parede

celular

10-7 1 em 105 embA alvo do

fármaco

estreptomicina
(1944)

bacilos ativos

inibição da
síntese
protéica

proteínas
ribossomais

10-8 1 em 107

rpsL

rrs

alvo do fármaco

alvo do fármaco
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2.3.3- Mecanismos Moleculares da Resistência à Pirazinamida

A pirazinamida (PZA) (Figura 2) é um análogo estrutural da nicotinamida que foi

descoberto como agente anti-tuberculose em 1945 por Chorine. É um importante componente

no tratamento da TB, já que possui atividade contra os bacilos semidormentes, localizados no

interior dos macrófagos (Heifets et al., 1992; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003). O

uso deste fármaco permitiu a redução do período de tratamento de 12 para 6 meses (Yeger et

al., 1952; Snider et al., 1982; Mitchison, 1985; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

Figura 2- Estrutura da Pirazinamida

Adaptação das Tabelas apresentadas por Zhang & Telenti, 2000 e Coll, 2003.  taxa de mutação – mutação
espontânea (bacilos por divisão celular)  freqüência de mutação – resistência natural (ambiente sem o
fármaco)
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Os fundamentos bioquímicos da ação deste fármaco ainda não são inteiramente

conhecidos, entretanto sabe-se que ocorre uma conversão da droga em ácido pirazinóico (POA)

por intermédio de uma enzima, a pirazinamidase (PZAase) e desta forma ocorre a ação

micobactericida (Figura 3) (Konno et al., 1967; Speirs et al., 1995; Zhang and Mitchison, 2003).

Recentemente, Zhang e colaboradores descreveram a atividade da PZA e do ácido pirazinóico

sobre o potencial de membrana de M. tuberculosis. Os autores demonstram a inibição da

síntese de proteínas, bem como o rompimento do transporte e do potencial de membrana em pH

ácido (Zhang et al., 2003).

Isolados resistentes à PZA são comumente definidos pelo teste de atividade da

PZAase (Konno et al., 1967). Inúmeros estudos têm demonstrado a correlação entre resistência

à PZA e baixos níveis desta enzima (Waine, 1974; McClatchy et al., 1981; Butler and Kilburn,

1983; Miller et al.,1995; Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

A ação da PZA é altamente específica para o M. tuberculosis, tendo pouco ou

nenhum efeito com outras micobactérias, incluindo o M. bovis que demonstra um alto nível de

resistência natural a este fármaco (Konno et al., 1959). A ausência de atividade da

pirazinamidase em linhagens de M. bovis impede a transformação da PZA em ácido

piranozóico, reforçando a hipótese de que se trata de uma pró-droga que necessita de uma

etapa de transformação bioquímica para tornar-se ativa. Estudos in vitro comprovaram que

isolados de M. bovis, são sensíveis ao ácido piranozóico (Konno et al., 1967).

O gene que codifica a enzima PZAase, o pncA, foi identificado em M. tuberculosis

(Scorpio and Zhang, 1996) e contém 561 pb. O seqüenciamento completo do genoma de M.

tuberculosis (Cole et al., 1998) demonstrou que o gene pncA está localizado na posição

(2288679...2289239), correspondendo à ORF Rv2043 no genoma desta micobactéria.
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Estudos da seqüência de DNA do gene pncA de cepas resistentes e sensíveis de M.

tuberculosis estabeleceram uma estreita associação entre mutações neste gene e a resistência

à PZA (Scorpio et al., 1997; Sreevatsan et al., 1997 a; Lemaitre et al., 1999; Martilla et al., 1999;

Mestdagh et al., 1999; Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003, Wade et al., 2004; Portugal

et al., 2004, Rodrigues et al., 2005). Estes estudos identificaram um grupo diverso de mutações

amplamente dispersadas por todo o gene. A maior parte é corresponde a mutações missense,

porém inserções, deleções e mutações na região regulatória também foram descritas

(Ramaswamy and Musser, 1998; Morlock et al., 2000; Zhang and Mitchison, 2003).

Para as cepas com baixo nível de resistência está sendo proposto a investigação de

alteração nos mecanismos de captação ou a relação com algum sistema de bomba de efluxo

(Scorpio et al., 1997; Zhang and Mitchison, 2003).



40

Figura 3- Desenho esquemático do mecanismo de ação da PZA em M. tuberculosis. POA= ácido

pirazinóico, HPOA= POA protonado. (Baseado em Mitchson & Zhang, 2003).
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2.3.4- Mecanismos Moleculares de Resistência a Etambutol

O etambutol (EMB) (Figura 4) é um composto sintético denominado quimicamente

de dextro-etilenodiimino-di-1-butanol dihidrocloreto descrito por Thomas et al., em 1961, como

um fármaco que possui atividade antimicobacteriana. O EMB tem sido considerado um

antibiótico de primeira linha no tratamento da tuberculose sendo também usado em infecções

com Mycobacterium avium, particularmente no caso de pacientes coinfectados com o HIV

(Sreevatsan et al., 1997 b; Ramaswamy et al., 2000; Rinder et al., 2001).

                  Figura 4- Estrutura do Etambutol
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O esclarecimento dos mecanismos de ação do EMB nas micobactérias é muito

recente (Figura 5). Apesar das diversas hipóteses sobre o mecanismo de ação deste fármaco,

sabe-se que ele atua especificamente sobre a biossíntese da parede celular (Rastoggi et

al.,1990; Belanger et al., 1996; Alcaiade et al., 1997; Ramaswamy et al., 2000; Zhang and Telenti,

2000; Zhang et al., 2003), inibindo a polimerização da arabinose de arabinogalactanos e de

lipoarabinomanoses, (Takayama and Kilburn, 1989 Deng et al., 1995; Mikusov et al., 1995; Zhang

et al., 2003) os quais servem de ligação para os ácidos micólicos presentes na parede celular de

M. tuberculosis e de outras micobactérias (Figura 5) (Khoo et al., 1996). Lee e colaboradores

sugeriram em 1995, que o principal alvo da droga era a enzima arabinosiltransferase, que tem a

função de incorporar ácidos micólicos na parede (Telenti et al., 1997; Ramaswamy et al., 2000).

Esta enzima é uma proteína integral de membrana com 12 domínios transmembrana, onde as

principais alterações que determinam a resistência ocorrem numa região localizada na alça

citoplasmático de EmbB (Ramaswamy and Muser, 1998).

Sendo assim, o EMB tem a função de aumentar a permeabilidade da parede celular,

promovendo um acúmulo de ácido micólico e finalmente a morte da célula (Figura 5)

(Ramaswamy et al., 2000). A partir desta inibição Belanger et al (1996) observaram o acúmulo

de uma substância, o -D-arabinofuronosil-1-monofosforil decaprenol (DPA), e classificaram-na

como um elemento intermediário (doador de arabinosil) na biossíntese de arabinose.

A arabinosiltransferase é codificada pelo operon embCAB localizado no genoma de

M. tuberculosis nas posições 4239860 – 4249807, ORFs Rv3793, Rv3794 e Rv3795 (Cole et al,.

1998). Este operon (10 Kb) compreende 3 genes que codificam as enzimas designadas embC,

embA e embB (Telenti et al.,1997; Ramaswamy et al., 2000). As bases genéticas para a
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resistência ao EMB começaram a ser esclarecidas por experimentos de superexpressão da

arabinosiltransferase utilizando-se um vetor plasmidial. Estudos baseados no seqüenciamento

do operon embCAB de M. tuberculosis demonstraram a ocorrência de mutações nesta região,

que podem ser responsáveis pelo desenvolvimento de resistência destes organismos a EMB

(Sreevatsan et al., 1997b; Ramaswamy et al., 2000). Mutações no gene embB, mais

especificamente no códon 306, uma região conservada que codifica uma metionina, parece ser

a maior responsável por resistência ao etambutol observada em M. tuberculosis (Telenti et al.,

1997b; Sreevatsan et al., 1997 b; Alcaide et al., 1997 Ramaswamy et al., 2000; Rinder et al.,

2001, Zhang et al., 2003).

Ramaswamy et al. (2000) identificaram polimorfismos em cepas resistentes a EMB

em várias posições do operon embCAB sendo a maioria localizada no gene embB. Os autores

concluíram que este gene pode apresentar mutações em múltiplos códons que resultam em

dois, três ou quatro aminoácidos diferentes na proteína EmbB. Apesar de encontrarem 11

mutações em códons diferentes, as mais freqüentes foram demonstradas no códon 306 de

embB.
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Figura 5- Desenho esquemático do mecanismo de ação do EMB em M. tubeculosis
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2.4 - Testes disponíveis para detecção de resistência

O teste da sensibilidade da micobactéria às drogas anti-tuberculose, tanto pode ser feito

para fornecer informações úteis para a definição do esquema terapêutico de um indivíduo, como

para o planejamento das estratégias de tratamento em larga escala. Além disso, o

monitoramento da resistência é um importante indicador da efetividade de um programa de

controle da tuberculose. Há três métodos clássicos para testar a susceptibilidade do bacilo

tuberculoso às drogas no meio Löwenstein Jensen (LJ): o da concentração absoluta, o da razão

de resistência e o das proporções. O teste de sensibilidade às drogas mais utilizado e confiável

para a identificação de bacilos resistentes tem sido o método das proporções (Canetti et al.,

1963), que necessita da cultura do bacilo, sendo, portanto, bastante demorado (oito a dez

semanas após o isolamento da bactéria) (Bergman and Woods.et al., 1998).

Porém, outros métodos podem ser utilizados para a detecção de resistência em M.

tuberculosis, considerando que existem técnicas classificadas como padrão e que são mais

amplamente usadas nos laboratórios. Podemos classificar os testes em 2 tipos: fenotípicos e

genotípicos.

Todas as metodologias fenotípicas estão sendo utilizadas de alguma maneira no

Brasil, sendo que algumas estão na fase de validação e outras, por sua vez, já podem ser

utilizadas como rotina num laboratório de bacteriologia da tuberculose. Contudo, é importante

lembrar que o método das proporções é o recomendado e que as demais metodologias podem

ser realizadas paralelamente. Em relação aos métodos semi-automatizados, ainda são
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necessários estudos de custo efetividade para avaliar a aplicabilidade dos mesmos no sistema

de saúde pública.

As metodologias genotípicas apesar de sofisticadas não podem ser utilizadas de

modo isolado no diagnóstico de um laboratório de rotina, pois sempre é necessário realizar o

método das proporções em paralelo. Contudo, o uso de técnicas de biologia molecular

proporciona resultados que possibilitam maior rapidez para iniciar o tratamento diminuindo a

morbidade e mortalidade e também evitando a disseminação de cepas resistentes no meio

ambiente.

2.4.1- Metodologias fenotípicas

A resistência pode ser definida como a diminuição, in vitro, da susceptibilidade do M.

tuberculosis, em relação a cada fármaco (Heifts, 2000), comparada com a cepa selvagem (que

nunca teve contato com o fármaco). Para que dados referentes à resistência, em estudos

epidemiológicos, sejam considerados válidos, é preciso que os testes de laboratório estejam

padronizados quanto aos meios de cultura e as condições de realização destes testes, assim

como a expressão dos resultados (Canetti et al, 1963). Há um esforço para que os laboratórios

que realizam testes de susceptibilidade façam parte de uma rede mundial, o que assegura a

qualidade dos resultados (WHO, 1997b; Lazlo et al, 1997).

A seguir serão apresentados alguns dos métodos existentes para se detectar M.

tuberculosis resistentes.

Método das Proporções: padronizado por Canetti em 1963, é um método manual,

que consiste em detectar a proporção de bacilos resistentes presentes em uma amostra de M.
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tuberculosis frente a uma concentração do fármaco que é capaz de inibir o desenvolvimento das

células sensíveis, mas não as células resistentes, a concentração crítica (Tabela 3). A cultura é

feita no meio sólido LJ a base de ovo. No Brasil esta é a metodologia recomendada pelo

Ministério da Saúde para ser utilizada na rotina dos laboratórios de Bacteriologia da Tuberculose.

Esta metodologia é sensível, de baixo custo, porém fornece resultados somente depois de 60

dias, e é considerada “padrão ouro” para detecção de resistência em M. tuberculosis.

Tabela 3- Concentração crítica das drogas empregada no teste de susceptibilidade de MTB e
proporção crítica de mutantes resistentes

Fármaco Concentração ( g/ml) Proporções (%)

Isoniazida (INH)     0,2   1,0

Rifampicina (RMP)   40,0   1,0

Pirazinamida (PZA) 100,0 10,0

Estreptomicina (SM)     4,0 10,0

Etambutol (EMB)     2,0   1,0

Etionamida (ETH)   20,0 10,0

BACTEC 460:, disponibilizado no mercado na década de 80 pela empresa Becton

and Dickinson Instuments System, o aparelho detecta CO2 radioativo liberado pela utilização de

C14 do ácido palmítico, presente no meio de cultura liquido a base Agar (7H12A e 7H12B),

consumido pela micobactéria. Esta metodologia é sensível e fornece resultados em até 14 dias,

porém utiliza material radioativo (de difícil descarte), é onerosa e depende de um aparelho

importado. O método apresenta entre 95 a 97% de concordância com o método das proporções.
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No Brasil este aparelho já está sendo utilizado (Siddiqi et. al., 1981; Cornfield et. al.; 1997;

Barreto et. al., 2002).

BACTEC-MGIT 960: disponibilizado recentemente no mercado pela empresa

Becton and Dickinson Instuments System, é um aparelho mais moderno que não utiliza material

radioativo, pois o meio de cultura a base de Agar (7H12A e 7H12B) é feito com composto

fluorescente. Após 14 dias o crescimento do microrganismo é visualizado por

espectrofotometria. A metodologia é sensível, porém onerosa e depende de aparelho importado

além de  encontrar-se em fase de validação (Pyffer et. al., 1999; Tortoli et. al., 2002, Koskela et

al., 2003).

MODS (Microscopic Observation Broth Drug Sesceptibility Assay): metodologia

manual realizada em meio líquido (7H9) em microplacas, que depois de 10 dias podem ser

observadas no microscópio invertido com filtro para campo escuro para visualizar o fator corda

formado pela micobactéria. É uma metodologia simples, fácil de ser implantada num laboratório.

Esta metodologia está sendo testada no Brasil para validação (Caviedes et. al., 2000, Park et al.,

2002).

D29-PhaB Assay: Metodologia manual realizada em meio líquido (7H9). Baseia-se

na capacidade do micobacteriófago (fago) de infectar as células, quando a micobactéria é

resistente aos fármacos. Quando o fago infecta as células ele consegue lisar a parede celular

detectando resistência. É uma metodologia trabalhosa, que requer muita paciência e habilidade.

No Brasil está sendo testada para validação (Mcnemey, 1999, Galí et al., 2003).

Método de detecção de microcolônias-Thin Layer: metodologia que utiliza meio

sólido a base de Agar (7H11) em placas de Petri., onde é inoculada a cultura de micobactéria.
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Depois de 10 dias as microcolônias são observadas no microscópio comum. Este método é

rápido e fácil de ser realizado, no Brasil está sendo testado para validação (Mejia et. al., 1999).

E-Test-Epslon: metodologia quantitativa da concentração inibitória mínima (MIC) das

drogas. É uma metodologia manual, que utiliza meio sólido a base de Agar (7H11) e fitas

impregnadas com um gradiente de concentração de droga. Depois de 5 a 7 dias, a leitura é feita

através da elipse formada no meio de cultura. Este método é fácil, mas as fitas são importadas o

que o torna caro. O teste vem se mostrando reprodutível e de fácil execução (Hazbon et al.,

2000, Feixo et al., 2002).

MIC: metodologia quantitativa da concentração inibitória mínima (MIC) da droga

também pode ser realizada em microplacas, utilizando meio líquido a base de Agar (7H9), onde

a visualização do resultado se dá através da utilização de um corante que pode ser Alamar Blue

ou Brometo de tetrazolium (MTT). Esta metodologia é manual e trabalhosa, pois é necessário o

uso de corantes importados. No Brasil está sendo testada para validação (Mshana et. al.,1998,

Palomino and Portaels, 1999;).

2.4.2- Metodologias genotípicas

São metodologias baseadas na detecção de resistência utilizando o DNA da

micobactéria (Palomino, 2000). Nos últimos anos a genética, bem como a biologia molecular

tem sido ferramentas importantes para o estudo dos microrganismos, assim como o estudo da

resistência aos fármacos. O estudo dos mecanismos moleculares de resistência aos agentes

antimicrobianos tem como resultados o desenvolvimento de alguns ensaios de genotipagem

rápida para detecção de resistência aos fármacos.
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Para a realização destes experimentos a estratégia principal tem sido a amplificação

enzimática de uma região específica do genoma do M. tuberculosis e a análise do produto

amplificado para determinar mutações que podem resultar em resistência aos fármacos, através

de várias metodologias que já estão sendo utilizadas pelo Brasil.

Seqüenciamento: metodologia que analisa todos os nucleotídeos da região de DNA

específica escolhida do genoma. Por esta análise e comparação da seqüência do gene de uma

cepa selvagem com a de uma cepa resistente é possível identificar mutações na cepa resistente

que podem estar relacionadas com a resistência a determinado fármaco. É uma metodologia

muito sensível, eficaz e confiável e é considerada “padrão-ouro” quando se trata de diagnóstico

por técnicas de biologia molecular. Entretanto, é extremamente onerosa, pois utiliza aparelhos

importados de altíssimo custo. Esta metodologia está disponível no Brasil somente em

laboratórios de pesquisa e/ou de referência (Soini and Musser, 2001).

PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism): a metodologia utiliza a

análise do produto de amplificação da região de DNA de interesse do genoma da micobactéria

num gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. O padrão das bandas que aparece neste

gel permite a identificação de alterações nas regiões genômicas amplificadas, que levam a

mudanças conformacionais e diferenças no comportamento durante a eletroforese. A

identificação dos genes envolvidos com a resistência é possível pela análise comparativa dos

padrões observados na cepa selvagem e na cepa resistente. Este método também é rápido (24

horas) e fácil de analisar. Entretanto, esta metodologia utiliza reagentes tóxicos e não fornece

um resultado preciso e confiável (Telenti et. al., 1993a).

DNA-Microarrays: metodologia baseada na análise de regiões mutadas através de

um padrão estabelecido por um chip de DNA. O sistema é composto de uma matriz com várias
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sondas de DNA fixadas, que posteriormente serão hibridizadas e analisadas. A visualização do

resultado se dá através de uma combinação de cores que indica o que está mutado e o que tem

padrão selvagem. Este método é rápido e eficiente, porém requer um pessoal experiente, e tem

alto custo devido ao equipamento importado. Este teste ainda não foi validado (Gingeras et. al.,

1998; Kivi et. al., 2002).
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3- JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O Laboratório Central do Rio Grande do Sul (LACEN/RS) juntamente com o Centro

de Biotecnologia da UFRGS vem desenvolvendo trabalhos visando o estabelecimento de novas

metodologias para o diagnóstico da tuberculose. Esta colaboração possibilitou até o momento a

implantação de um método diagnóstico para detecção de tuberculose causada por M.

tuberculosis (Rossetti et al., 1997) e por M. avium (Rodrigues et al., 2002), os quais vêm sendo

amplamente utilizados na rede de saúde pública.

Trabalhos baseados em caracterização de alterações genômicas de M. tuberculosis

que estão envolvidas na resistência deste organismo às drogas, mais especificamente

rifampicina (RIF) (Valim et al., 2000), isoniazida (INH) (Silva, et al., 2003) e pirazinamida

(Rodrigues et al., 2005) também vêm sendo desenvolvidos no LACEN/RS visando beneficiar os

programas de controle da tuberculose.

Sendo assim, com o aumento da transmissão ativa de linhagens de M. tuberculosis

resistentes às drogas, tanto no Rio Grande do Sul quanto em outras regiões do Brasil, e,

buscando dar continuidade aos avanços até aqui obtidos, fez-se necessário um estudo relativo à

resistência de M. tuberculosis à pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB).

Sabe-se até o momento que existem genes específicos que, possivelmente sejam

alvos de alterações e podem proporcionar resistência em M. tuberculosis, no entanto ainda não

se têm relatos do tipo e da freqüência destas mutações nos isolados do nosso Estado e de

outros locais do Brasil.

Após este estudo, será possível avaliar a ocorrência das mutações nos genes

específicos e inferir sobre a possível interferência das mesmas nos mecanismos relacionados
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com a resistência a essas drogas. Conhecendo melhor os isolados de nosso país, poderemos

fornecer informações para o desenvolvimento de um melhor método de detecção da resistência.

Este método, depois de adequadamente testado poderá colaborar de forma decisiva nos

programas de controle da tuberculose.
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4-OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo identificar mutações nos genes pncA e embB de M.

tuberculosis relacionadas com a resistência à pirazinamida e/ou etambutol, respectivamente,

bem como determinar a freqüência destas mutações nos isolados resistentes à estas drogas

provenientes dos Estados do Rio Grande do Sul e de São Paulo. Desta forma, será possível o

desenvolvimento de novas estratégias para caracterização de resistência e a orientação de uma

terapia mais eficaz aos pacientes, bem como conhecer mais sobre os mecanismos que

conferem resistência ao M. tuberculosis em cada região geográfica, contribuindo para o

mapeamento da resistência no Brasil e no mundo.

4.1-Objetivos específicos

- Analisar regiões do genoma já caracterizadas como possíveis responsáveis pela resistência a

pirazinamida (pncA) e etambutol (embB) em M. tuberculosis isolados no Rio Grande do Sul e

São Paulo.

- Investigar outras possíveis alterações moleculares relacionadas com a resistência aos

antituberculostáticos mencionados.

- Comparar a existência de mutações no gene embB com as CMIs de EMB encontradas em

isolados resistentes.

- Comparar a existência de mutações no gene pncA com a atividade da pirazinamidase nos

isolados resistentes à pirazinamida.
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- Verificar a relação entre os isolados que possuem a mesma alteração gênica através das

técnicas de spoligotyping e Double-Repetitive-Element PCR (DRE-PCR).
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5- MATERIAIS E MÉTODOS

A metodologia utilizada para a identificação das alterações nos genes pncA e embB

de M. tuberculosis envolveu várias etapas. As mesmas encontram-se esquematizadas no

fluxograma de trabalho (Anexo1).

5.1- Local de desenvolvimento do estudo

O trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular do Centro de

Desenvolvimento Científico e Tecnológico – CDCT da Fundação Estadual de Produção e

Pesquisa em Saúde do Estado do Rio Grande do Sul – FEPPS, em Porto Alegre; e no Centro de

Biotecnologia do Estado do RS da Universidade Federal do Rio Grande do Sul UFRGS. Também

houve colaboração do Laboratório de Tuberculose do Instituto Adolfo Lutz em São Paulo.

5.2- Seleção da amostra

Os isolados utilizados neste estudo foram selecionados de acordo com a

disponibilidade e viabilidade da cultura dos mesmos. A amostragem contou com isolados de M.

tuberculosis pertencentes ao Laboratório de Bacteriologia da Tuberculose do LACEN/RS e do

Laboratório de Tuberculose do Instituto Adolfo Lutz em São Paulo.
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5.3- Critérios de Inclusão

As cepas foram isoladas de cultura de amostras clínicas, com identificação

bioquímica compatível com M. tuberculosis e resistentes a pirazinamida e/ou etambutol por 2

tipos de Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA).

Os isolados do RS foram identificados pelo método das proporções (Canetti, 1963),

enquanto os provenientes do Estado de SP foram isoladas pelo método denominado Resistance

Ratio (Collins, et al., 1997). Cerca de 10 isolados sensíveis à todas as drogas, de cada Estado,

foram incluídos como controle.

5.4- Número amostral

O estudo analisou uma amostragem de 117 isolados de M. tuberculosis resistentes à

PZA e/ou EMB, sendo 42 destes provenientes do Rio Grande do Sul e 75 de São Paulo.

Tabela 4. Perfil de susceptibilidade dos isolados de M. tuberculosis determinado pelos testes

convencionais

Susceptibilidade Número de isolados

Sensíveis à PZA e EMB 38 (19 PZA e 19 EMB)

Resistentes à PZA 40

Resistentes à EMB 39

TOTAL 117
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5.5- Amostras clínicas e cultura de M. tuberculosis

As amostras clínicas utilizadas para culturas de M. tuberculosis foram colhidas nos

Laboratórios Regionais de Saúde Pública, e nos Centros de Saúde de Referência para

tuberculose de Porto Alegre e de São Paulo. Este material foi cultivado em meio Löwenstein

Jensen e incubado à 37 C de 4 a 6 semanas. Os testes convencionais de sensibilidade foram

realizados conforme descrito no Manual de Bacteriologia da Tuberculose (1995).

5.6- Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Para os isolados do Estado do Rio Grande do Sul tiveram seu perfil de resistência

determinado após o cultivo primário ser submetido ao TSA pelo Método das Proporções

padronizado por Canetti (1963). Para este método foram utilizados os seguintes fármacos:

rifampicina (40 g/ml), isoniazida (0,2 g/ml), estreptomicina (4 g/ml), etambutol (2 g/ml),

pirazinamida (100 g/ml) e etionamida (20 g/ml). Foram utilizadas as proporções críticas da

população bacteriana indicadoras de resistência: em isoniazida (INH) 1%, rifampicina (RMP) 1%,

estreptomicina (SM) 10%, etambutol (EMB) 1%, etionamida (ETH) 10% e pirazinamida (PZA)

10%.

Os isolados provenientes de São Paulo, o perfil de resistência foi determinado pelo

Método da Taxa de Resistência (Resistance Ratio) padronizado por Collins et al.(1997). Este

método compara a resistência dos isolados de pacientes com uma cepa padrão de laboratório.

São feitos conjuntos de tubos com meio apropriado, contendo diluições dobradas da droga onde
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são inoculados tanto o isolado desconhecido (do paciente), quanto o conhecido (da cepa padrão)

e espera-se o crescimento do bacilo.

A resistência é expressa pela relação da concentração inibitória mínima (CMI) do

teste (o paciente) dividida pelo CMI das cepas padrão sensível.

5.7- Determinação da concentração inibitória mínima (CMI)

A concentração inibitória mínima (CMI) do etambutol para o crescimento de M.

tuberculosis foi estabelecida usando microplacas, meio líquido e indicador redox de viabilidade

celular (Alamar BlueTM). Os procedimentos utilizados seguiram a adaptação das técnicas

propostas por Franzblau et al (1998); Palomino and Portaels, (1999) e Caviedes et al. (2002).

Isolados com CMI maior ou igual à 2 g/ml foram considerados resistentes a EMB e abaixo deste

valor, sensíveis.

O teste de CMI para PZA não foi realizado, sendo estes isolados classificados como

resistentes através do teste de atividade da pirazinamidase.

5.8- Teste de atividade da pirazinamidase

A atividade da pirazinamidase foi avaliada conforme protocolo proposto por Wayne

and Doubek (1968). O teste tem o propósito de discriminar cepas de M. tuberculosis resistentes

e sensíveis à PZA através de um anel rosado ou vermelho que se forma na superfície do ágar no
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caso da cepa estar com a enzima ativa. A não atividade da enzima inabilita o organismo de

converter PZA em ácido pirazinóico (POA), considerado tóxico para a bactéria.

A enzima pirazinamidase hidrolisa a pirazinamida para amônia e ácido pirazinóico, o

qual pode ser detectado pela adição de sulfato ferroso de amônia. Este teste é mais usado para

separar M. marinum de M. kansasii e M. bovis de M. tuberculosis. O mecanismo de resistência

à PZA de M. tuberculosis inabilita o organismo de produzir ácido pirazinóico, o qual

assumidamente é o componente ativo da PZA. A pirazinamidase negativa sugere a resistência

da micobactéria à PZA.

5.9- Extração de DNA

A partir de cepas de M. tuberculosis, isoladas por cultura, foi realizada a extração do

DNA conforme técnica descrita por van Soolingen et al. (1994). Neste processo a massa

bacteriana (uma alçada) era transferida para um tubo de microcentrífuga com 400 L de TE 1X e

em seguida colocada em banho-maria a 80ºC por 20 min para matar todas as células. A lise

bacteriana foi realizada através da adição de 50 L de lisozima a 10 mg/mL seguida da agitação

em agitador automático do tipo vortex e incubação durante a noite a 37ºC seguindo da adição de

75 L de uma solução de SDS 10%/Proteinase K e incubação em banho-maria a 65ºC por 10

min. Foram adicionados 100 L de NaCl 5M e 100 L de CTAB 10%/NaCl 4% (solução

pré-aquecida a 65ºC) a mistura foi agitada novamente e incubada em banho-maria a 65ºC por 10

min. Nesta etapa a mistura assumiu uma forma leitosa, onde foi adicionado 750 L da solução

de clorofórmio álcool isoamílico 24:1 seguido de homogeneização e centrifugação por 5 min a

12.000 g. Depois da centrifugação o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
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microcentrífuga, e 0,6 volumes de isopropanol foi adicionado, para que houvesse a precipitação

dos ácidos nucléicos. Este conteúdo foi incubado a –20ºC por 30 min. Após a incubação foi

realizada uma nova centrifugação de 15 min a 12.000 g, onde o sobrenadante foi removido e

adicionado de 1 mL de etanol 70% gelado para lavagem do resíduo de DNA. Uma segunda

centrifugação de 5 min a 12.000 g foi feita, o etanol novamente removido, e o DNA submetido à

secagem por 30 min a temperatura ambiente. Depois de seco, foram adicionados 30 L de TE

1X. O DNA extraído foi mantido a 4ºC pelo menos por dois dias para suspensão completa e em

seguida estocado a –20ºC. O produto da extração foi analisado em gel de agarose 0,8% corado

com brometo de etídio (EtBr) e visualizado em transilunimador U.V.

5.10- Amplificação dos genes de interesse

As principais alterações moleculares descritas para a região do gene embB e para o

gene pncA, relacionadas com a resistência ao etambutol e a pirazinamida respectivamente,

foram analisadas por seqüenciamento automático.

As seqüências selecionadas primers basearam-se nas regiões gênicas identificadas

como responsáveis pela resistência a PZA e EMB. A reação de PCR para amplificar seqüências

de DNA de isolados de M. tuberculosis resistentes à pirazinamida foi realizada com base nos

primers descritos por Scorpio et al., 1997. Para os isolados resistentes à etambutol, os primers

seguiram as seqüências descritas por Ramaswamy et al. (2000).

5.10.1- Primers utilizados
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Para determinar a seqüência do gene pncA, foram amplificadas duas regiões que

perfazem um total de 720 pb. Dois pares de primers foram utilizados para a amplificação destas

regiões. Os denominados por P1-F e P1-R, amplificam um fragmento de 380 pb, que inicia 80 pb

upstream do códon de iniciação e termina no códon 90. Este fragmento contém a região

promotora do gene. Um segundo fragmento (350 pb) foi amplificado pelos primers P2-F e P2-R

iniciando no códon 84 do gene pncA e terminando 70 pb downstream do códon de terminação do

gene (Scorpio et al., 1997), (Figura 6).

P1-F (5’- GTC GGT CAT GTT CGC GAT CG -3’)

P1-R (5’- GAT TGC CGA CGT GTC CAG AC -3’)

P2-F (5’- GTC TGG ACA CGT CGG CAA TC -3’)

P2-R (5’- GCT TTG CGG CGA GCG CTC CA -3’) 

Para determinar a seqüência do gene embB, foram utilizados primers internos ao

gene que amplificam uma região de 803 pb onde podem ser encontrados os códons com maior

freqüência de mutações (Ramaswamy et al., 2000) (Figura 6).

E1-F (5’-GGTGCGCGCCATGCCACC–3’)

E1-R (5’-GGATGCGCCTGCCAGACC–3’)
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Gene embB de M. tuberculosis (803 pb)
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Figura 6- Posicionamento dos primers utilizados na amplificação do gene pncA e do fragmento do

gene embB.

5.10.2- Condições da PCR

Amplificação do gene pncA - Os fragmentos foram amplificados em uma reação

contendo: 3,0 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 2,5U Taq DNA polimerase, 40 pmol de cada primer e

60 ng de DNA, em um volume total de 100 l.

Amplificação do gene embB - Este fragmento foi amplificado em uma reação com

3,0 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 2,5U Taq DNA polimerase, 10 l de PCRx Enhancer Solution

(melhorador da reação), 40 pmol de primers e 100 ng de DNA em um volume total de 100 l.

Todas as amplificações foram realizadas em um termociclador obedecendo as

seguintes temperaturas e tempos:

pncA        embB

1 min  - 95 °C        1X                                 3 min  - 94 °C        1X

1 min  - 95 °C      1 min  - 94 °C

1 min  - 68 °C        30 X    1 min  - 68 °C        30 X

1 min  - 72 °C      1 min  - 72 °C

5 min  - 72 °C        1X
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5.11- Análise dos fragmentos amplificados

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado

com 5 g/mL de brometo de etídeo (EtBr) e exposto a um transiluminador UV.

5.12- Purificação dos fragmentos amplificados

Os fragmentos obtidos após a amplificação por PCR foram purificados seguindo o

protocolo do kit MicroSpin  S-300 HR Columns (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,

USA).

5.13- Seqüenciamento automático

Os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, purificados

com MicroSpin  S-300 HR Columns e posteriormente seqüenciados em um seqüenciador

automático de DNA ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) usando Big Dye  Terminator Cycle

Sequencing Kit com AmpliTaq  DNA polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). É

importante ressaltar que as regiões de interesse de cada isolado de M. tuberculosis foram

amplificadas e seqüenciadas pelo menos 3 vezes para confirmação da seqüência correta. 

As reações de seqüenciamento foram feitas com 3 l de tampão 5X preparado com:

2 mL de Tris-HCl 1 M ajustado para pH 9,0 e 1 mL de MgCl2 50 mM em volume final de 10 mL, 2

l de BigDye, 3,2 pmol de primer e 100 ng – 150 ng de DNA purificado, com volume final de 20 l,
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em um termociclador obedecendo as seguintes temperaturas e tempos: 10 seg a 95 °C, 5 seg a

50°C e 3 min a 60°C por 25 ciclos.

5.13.1- Precipitação dos produtos para seqüenciamento

Foram adicionados 80 l de isopropanol 75% ao produto gerado após a reação de

sequenciamento, esta mistura foi incubada por 15 min à temperatura ambiente e centrifugada

por 30 min à 14.000 g. O sobrenadante foi desprezado e no tubo eram adicionados 200 l de

etanol 70%, foi feita uma agitação de 3-5 seg e após foi feita centrifugação novamente por 5 min

à 14.000 g. O sobrenadante foi retirado e o os tubos submetidos à secagem em um bloco

quente por 2 min à 90°C. Após a secagem, os tubos permaneciam à -20°C por pelo menos 24

horas. A eluição do produto foi feita com 10 l de formamida.

5.13.2- Análise das seqüências

Os resultados foram analisados através do programa CHROMAS “versão 1.45” e

comparados com as seqüências depositadas no GenBank (acesso U59967 e U68480) usando

BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool).

5.14- Genotipagem dos isolados

Todos os isolados de M. tuberculosis, que apresentaram o mesmo tipo de alteração

genômica foram tipificados pelas técnicas de spoligotyping e DRE-PCR.
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5.14.1- Spoligotyping

A técnica foi realizada conforme padronizado por Kamerbeek et al., 1997 e está descrita

nas etapas a seguir:

5.14.1.1- Primers

Os primers DRa e DRb anelam nas extremidades da seqüência DR visando amplificar as

seqüências espaçadoras entre duas DRs (Kamerbeek et al., 1997).

Dra: (5’ biotinilado) 5’- GGT TTT GGG TCT GAC GAC -3’

DRb:           5’- CCG AGA GGG GAC GGA AAC - 3’

5.14.1.2- Reação de Amplificação

As reações foram realizadas com 50 a 100 ng de DNA, 20 pmoles de cada um dos

primers, 200 M de desoxiribonucleosídeos trifosfato (Invitrogen™ Life Technologies), 10 mM

Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 3,0 mM MgCl2, 2,5 U de Taq DNA Polimerase recombinante

(Invitrogen™ Life Technologies). As amplificações pela PCR foram realizadas em um

termociclador (Mini Cycler - MJ Reasearch) sob as seguintes condições: 1 ciclo a 96 C por 3

min, 20 ciclos a 96 C por 1 min, 55 C por 1 min, 72 C por 30 seg e 1 ciclo final a 72 C por 5 min.
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5.14.1.3- Hibridização dos Produtos da PCR e Detecção

Os produtos amplificados foram hibridizados com um conjunto de 43 oligonucleotídeos

imobilizados em uma membrana comercial previamente preparada, cada um correspondendo a

uma das seqüências únicas dos espaçadores dentro do lócus DR (Isogen, Bioscience BV,

Holanda).

Para a hibridização, 20 L dos produtos da PCR foram diluídos em 150 L de SSPE

2X (0,02 M Na2HPO4 * 2 H2O, 0,36 M NaCl, 2mM EDTA – pH 7,4)– SDS 0,1% e desnaturados.

As amostras diluídas foram aplicadas em canais paralelos de um miniblotter (Isogen, Bioscience

BV, Holanda), de modo que ficassem perpendiculares às linhas de oligonucleotídeos

previamente imobilizados. A hibridização foi realizada por 60 min a 60°C em forno giratório

(Hybaid Instruments, Holbrook, NY, USA), e a membrana foi lavada 2 vezes em 250 mL de SSPE

2X- SDS 0,5% por 10 min a 60°C. Em seguida foi incubada com um conjugado de

estreptavidina-peroxidase diluído (1:4.000) por 50 min a 42°C. A membrana foi lavada 2 vezes

em 250 mL de SSPE 2X- SDS 0,5% por 10 min a 42°C e 2 vezes com 250 mL de SSPE 2X por

5 min à temperatura ambiente.

A detecção foi realizada pela sensibilização de um filme autoradiográfico através de uma

reação de quimioluminescência, utilizando o kit ECLTM (Amersham Biosciences, Inglaterra).

5.14.2- DRE-PCR

A técnica foi baseada naquela descrita por Friedman et al. (1995), com algumas

modificações (Cafrune, 2003). As modificações foram:



71

Utilização de DNA purificado pelo método de CTAB;- Inclusão de DMSO 6% na reação de

amplificação;- Aumento da quantidade de primers utilizada;- Aumento do número de ciclos de

amplificação;- Aumento do tempo de extensão.

5.14.2.1- Primers

Os primers Ris1 e Ris2 anelam nas extremidades direita e esquerda, respectivamente,

do IS6110. Os primers Pntb1 e Pntb2 anelam nas extremidades direita e esquerda,

respectivamente, do PGRS conforme descrito por Friedman et al. (1995).

Ris 1- 5’ GGC TGA GGT CTC AGA TCA G- 3’

Ris 2- 5’ ACC CCA TCC TTT CCA AGA AC- 3’

Pntb 1- 5’ CCG TTG CCG TAC AGC TG- 3’

Pntb 2- 5’ CCT AGC CGA ACC CCT TG- 3’

5.14.2.2- Reação de Amplificação

As reações foram realizadas com 50 a 100 ng de DNA, 50 pmoles de cada um dos 4

primers, 200 M de desoxinucleosídeos trifosfato (Invitrogen™ Life Technologies), 10 mM

Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 3,0 mM MgCl2, 2,5 U de Taq DNA Polimerase recombinante

(Invitrogen™ Life Technologies) e DMSO 6%. As amplificações pela PCR foram realizadas em

um termociclador (Mini Cycler - MJ Reasearch) sob as seguintes condições: 1 ciclo a 94 C por

10 min, 35 ciclos a 94 C por 1 min, 56 C por 2 min, 72 C por 2 min e 1 ciclo final a 72 C por 7

min.
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5.14.2.3- Detecção dos Fragmentos Amplificados pela PCR

Após eletroforese, os produtos da amplificação foram visualizados em gel de agarose

2,0 , corado com brometo de etídio, sob iluminação ultravioleta. O marcador de tamanho

molecular utilizado foi o 100 pb ladder (Invitrogen™ Life Technologies).
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6- RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos a partir da caracterização dos isolados resistentes à PZA foram

publicados em um artigo na revista Antimycrobial Agents and Chemotherapy (AAC), em janeiro

de 2005, o qual pode ser visualizado no anexo 3 deste trabalho.

6.1- Perfil de susceptibilidade dos isolados de M. tuberculosis pelos testes convencionais

 Através do método das proporções e do resistance ratio, como descrito anteriormente

em material e métodos, o perfil de susceptibilidade de cada isolado foi determinado para PZA e

EMB. Dentre os 117 isolados analisados, 38 foram sensíveis e 79 resistentes, sendo 40 PZA-R e

39 EMB-R (Tabela 4).

6.2- Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) para EMB

 Como descrito anteriormente em material e métodos, a CMI para PZA não foi

determinada. No entanto, os valores obtidos para os isolados resistentes à EMB foram variáveis.

Dentre os 58 isolados analisados, todos os 19 sensíveis tiveram CMI<1, porém entre os

resistentes foram encontrados 24 isolados que apresentaram CMI  1 com valores variáveis (1,

4, 8, 16, 32 e 64 g mL) e 15 com valor <1 com valores variáveis (0,25 e 0,5 g mL) (Tabela 5).
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Tabela 5 Distribuição dos isolados de M. tuberculosis, em relação aos valores de CMI para EMB

Testes
convencionais

Concentrações de EMB g/mL

  64      32        16        8           4        1        <1     0.5     0.25  

39 isolados
resistentes

04 06 05 06 01 02 04 11

19 isolados
sensíveis

19

6.3- Padronização das condições de amplificação por PCR para caracterização de

isolados de M. tubeculosis resistentes à PZA

O primer P1-F juntamente com o P1-R amplificam um fragmento de 380 pb referente

à porção inicial do gene pncA, enquanto P2-F com o P2-R amplificam um fragmento de 350 pb

referente à porção final do gene (Figura 6).

As reações de amplificação foram realizadas conforme descrito anteriormente na

metodologia. Para se estabelecer as melhores condições de amplificação dos fragmentos que

identificam o gene pncA ou seja, uma amplificação sem a interferência de fragmentos

inespecíficos, foram realizados testes envolvendo alterações na concentração dos primers, de

MgCl2 e de DNA, bem como na temperatura de anelamento dos primers.
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6.3.1- Temperatura de anelamento dos primers

Conforme descrito por Scorpio et al. (1997), a temperatura ideal para o anelamento

dos primers na amplificação do gene pncA era 55°C, porém nós observamos que produtos

inespecíficos foram gerados nesta condição. Portanto, diferentes temperaturas foram testadas

(55°C, 60°C, 65°C, e 68°C). Observou-se que a temperatura ideal de amplificação foi de 68°C,

na qual os produtos inespecíficos diminuem consideravelmente, proporcionando uma

visualização clara dos fragmentos de interesse (Figura 7).

6.3.2- Concentração de MgCl2

Outro componente que influencia na amplificação por PCR, é a concentração de

cloreto de magnésio (MgCl2) presente no tampão de reação. Foram realizados testes com 1,5

mM; 2,5 mM e 3,0 mM de MgCl2. Após este teste , realizado com temperatura de anelamento a

68°C, observou-se que o uso de tampão com 3,0 mM de MgCl2, proporcionava um produto de

PCR livre de fragmentos inespecíficos.

6.3.3- Determinação da concentração de DNA e de primer

Os testes para determinar a concentração adequada de DNA de M. tuberculosis

foram feitos com 30 ng, 60 ng, 100 ng, 120 ng, 150 ng e 200 ng de DNA por reação. Os
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fragmentos de interesse foram perfeitamente amplificados com 60 ng de DNA na reação. Os

primers foram adicionados numa concentração de 40 pmol.

A partir destes testes, adotou-se a utilização de 3,0 mM de MgCl2 no tampão de

reação e a temperatura de anelamento dos primers como 68°C, 60 ng de DNA e 40 pmol de

primers  (Figura 8).
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CPM     1          2       CN                 3         4      CN                             CPM       1         

                A (55°C)

CPM         1          2      CN            3           4      CN                             CPM       1        2   

             C  (65°C) D

Figura 7- Padronização das condições de reação de PCR: teste com

diferentes temperaturas de anelamento dos “primers”. CPM = controle

de tamanho molecular 1 kb DNA ladder; linha 1 e 2 = amplificação do

1 Kb

500 pb

100 pb

  1            2              3            4

Figura 8- Produtos de PCR gerados a partir de DNA de M. tuberculosis H37Rv. Os fragmentos

foram analisados em gel de agarose 1,5%. Linha 1 e 3 = amplificação do fragmento de 350 pb ;

linha 2 e 4 = amplificação do fragmento de 380 pb.
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380 pb

350 pb
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Inicialmente, ambos os fragmentos foram parcialmente seqüenciados com o

"Thermo Sequenase radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit" e comparados com as

seqüências correspondentes depositadas no GenBank, confirmando a seqüência do gene.

6.4- Padronização das condições de amplificação por PCR para caracterização de Isolados

de M. tubeculosis resistentes à EMB

O primer E1-F juntamente com o E1-R amplificam um fragmento de 803 pb referente

a parte do gene embB onde ocorrem mais de 70% das mutações responsáveis pela resistência

de M. tubeculosis à etambutol.

As reações de amplificação foram realizadas conforme descrito anteriormente na

metodologia. Para se estabelecer as melhores condições de amplificação dos fragmentos que

identificam o gene embB ou seja, uma amplificação sem a interferência de fragmentos

inespecíficos, foram realizados testes envolvendo alterações de temperatura de anelamento dos

“primers”, concentração de MgCl2 ,de DNA e dos “primers”.

Conforme descrito por Ramaswamy et al., 2000, inicialmente as reações de

amplificação foram realizadas em volumes de 50 l contendo 50 mM KCl, 10 mM tris-HCl (pH

8,3), 3,0 mM MgCl2, 200 M de cada desoxinucleosídeo trifosfato e 2,5 U de Taq DNA polimerase

(Cenbiot/UFRGS), 40 pmoles dos primers 100 ng de DNA de M. tubeculosis. extraído de cultura
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através do método CTAB. A amplificação foi feita a partir de 1 ciclo inicial de 3 min a 94°C, 30

ciclos de 1 min a 94 C, 1 min a 68 C, 1 min a 72 C e um ciclo final de 5 min a 72°C.

Foram testadas inúmeras condições de temperatura de anelamento para os primers

(60 C até 68 C), concentração de MgCl2 (1,5 mM até 3,0 mM), número de ciclos, concentração

de primers e de DNA além do tipo da Taq (Platinum Taq DNA polimerase). Contudo, em nenhum

dos testes houve a amplificação do fragmento esperado.

Sendo assim, testou-se a adição, na PCR, de um reagente (PCRx Enhancer

Solution, Gibco BRL) usado para facilitar a eficiência de amplificação de seqüências com

conteúdo rico em GC. Este reagente aumenta a especificidade dos primers e mantém a

termoestabilidade da enzima, além de ampliar a temperatura ótima de anelamento e a

concentração ótima de MgCl2.

Primeiramente, um teste de concentrações de Enhancer Solution foi realizado

(Tabela 6 e Figura 9), mantendo-se as mesmas concentrações de reagentes e condições de

amplificação citadas anteriormente.

Tabela 6- Teste de concentrações de Enhancer Solution

Componentes da PCR

Concentração de Enhancer Solution

   0,5X              1X               2X                 3X            4X

Volume Final da PCR ( l) 50 50 50 50 50

Volume de água MQ ( l) 35,5 33 28 23 18

Volume de Enhancer solution ( l) 2.5 5 10 15 20
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Figura 9- Teste de concentrações de Enhancer Solution. Produtos de PCR gerados a partir de DNA

de M. tuberculosis. Os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1,5%. Linha 1, padrão de

tamanho molecular 100 bp DNA Ladder, linhas 2-6, produtos de PCR gerados com diferentes

concentrações de enhancer solution (0,5X, 1X, 2X, 3X e 4X, consecutivamente).

A partir deste resultado, os isolados resistentes à etambutol tiveram seu DNA

amplificado por PCR contendo 10 l (2X) de Enhancer Solution. (Figuras 9 e 10)

800 pb

300 pb

100 pb

                       1              2                3               4               5                  6
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Figura 10- Produtos de PCR gerados a partir de DNA de M. tuberculosis extraído de isolados de

amostras clínicas de pacientes da rede de saúde pública do RS. Os fragmentos foram analisados

em gel de agarose 1,5%. Linha 1, padrão de tamanho molecular 100 bp DNA Ladder, linhas 2-15,

fragmentos de 803 pb, linha CN- controle negativo da reação.

O fragmento foi seqüenciado, parcialmente com o Thermo Sequenase radiolabeled

Terminator Cycle Sequencing Kit e comparado com a seqüência depositada no GenBank

(Z80343).

6.5- Análise das seqüências

6.5.1- Isolados resistentes à PZA

Foram analisados por seqüenciamento automático, 59 isolados de M. tuberculosis dos

quais, pelos testes convencionais, 40 foram considerados PZA- resistentes e 19 PZA-sensíveis.

Dos 40 resistentes, 29 apresentaram alterações no gene pncA e 11 possuíam pncA do tipo

selvagem (H37Rv). Nenhum dos isolados sensíveis apresentou mutação em pncA.

1        2      3      4       5       6      7       8       9     10      11    12           13   14    15    CN

800 pb

400 pb

100 pb
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Todos os 40 isolados apresentavam resistência à outras drogas (perfis variáveis)

enquanto 36 (90%) eram multi-droga resistentes (TBMR).

A maioria (18/29) (62,1%) dos mutantes apresentou alterações envolvendo um único

nucleotídeo. Dois mutantes apresentaram alteração gerando códon de terminação e dois

apresentaram mutação silenciosa. Os códons de terminação ocorreram por substituição de

nucleotídeo nas posições 297 e 309 (Tabela 8). Estas alterações, certamente diminuam ou

terminem prematuramente a síntese da proteína (Zhang and Mitchison, 2003). A mutação

silenciosa ocorreu em 2 isolados, no mesmo códon (138), onde houve a substituição de uma

timina por uma citosina na posição 414. Os 14 isolados restantes tiveram substituição de

nucleotídeo gerando, conseqüentemente, alteração de aminoácido. Também foram

caracterizadas alterações como deleções e inserções que variaram de 1-5 nt. (Tabelas 7 e 8).

As deleções foram observadas em 4 isolados e em um destes, 5 pb foram deletados.

Sete isolados foram considerados mutantes por inserção, destes, 2 apresentaram inserção de 2

nucleotídeos, 3 inserção de 5 nucleotídeos e os outros 2 tiveram inserção de um único

nucleotídeo (Tabela 7).

Todos estes isolados tiveram atividade de pirazinamidase negativa, confirmando a

resistência à PZA.

Outros estudos têm demonstrado que existem locais preferenciais de mutação em

pncA. Scorpio et al. (1997), descreveram 3 regiões: entre os códons 5 -12, 69 -85 e 132 –142.

Neste trabalho, a maior parte das mutações em pncA ocorreu entre os códons 128 e 171.

Lemaitre et al. (1999), através do alinhamento destas regiões, confirmaram um alto conteúdo de
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resíduos conservados e propuseram a importância estrutural e catalítica destas regiões para a

PZase.

Possivelmente estas alterações podem resultar em modificação conformacional do

sítio ativo da enzima PZase, e conseqüentemente na diminuição da atividade observada em

cepas PZA-resistentes (Zhang and Mitchison, 2003).

A atividade da PZase foi verificada em todos os isolados. Trinta e nove (97,5%) dos

40 PZA-resistentes demonstraram ter PZase inativa, confirmando os testes de sensibilidade e

um isolado mostrou Pzase ativa, porém este isolado não apresentou alterações no gene pncA.

Todos os PZA-sensíveis (19) apresentaram PZase ativa.

Neste trabalho nós identificamos e caracterizamos 12 novas mutações no gene pncA de

M. tuberculosis (Figura 11). Estas alterações foram consideradas novas após uma comparação

feita com diversos trabalhos (Scorpio and Zhang, 1996; Sreevatsan et al., 1997; Scorpio et al.,

1997; Mestdagh et al., 1999; Marttila et al., 1999; Morlock et al., 2000; Brown et al., 2000; Cheng

et al., 2000; Park et al., 2001; Hannan et al., 2001; Lee et al., 2001; Suzuki et al., 2002; Zhang and

Mitchison 2003; Huang et al., 2003; Miyagi et al., 2004; Wade et al., 2004; Portugal et al., 2004).

Nós ainda encontramos 3 grupos de 3 isolados e outros 3 grupos de 2 isolados

mostrando a mesma mutação (Tabela 7). Estes isolados foram genotipados por spoligotyping

(Kamerbeek et al., 1997) para verificar clonalidade entre aqueles que possuíam a mesma

alteração em pncA. Nós identificamos um grupo de 3 e um grupo de 2 isolados que possuíam

spoligotyping relacionados, ou melhor, possuíam somente um espaçador de diferença entre

eles. Posteriormente nós submetemos estes isolados a um Double-Repetitive-Element PCR

(DRE-PCR) Friedman et al. (1995).



86

Após a realização desta técnica, dois grupos (1 de 3 isolados e outro de 2 isolados)

ainda continuaram demonstrando relação, no entanto estes eram provenientes de pacientes de

uma mesma cidade, sugerindo transmissão de uma cepa já resistente entre estes pacientes. O

restante dos isolados foi descriminado pelo spoligotyping, já que estes possuíam 3 espaçadores

de diferença, indicando que eram cepas diferentes, mas adquiriram o mesmo tipo de mutação.

Enquanto mutações no pncA vem sendo consideradas responsáveis pelo mecanismo de

resistência à PZA, neste trabalho onze isolados considerados PZA-resistentes, pelos testes

convencionais, não apresentaram alteração em pncA, mas possuíam Pzase negativa.

Resultados semelhantes vêm sendo descritos por (Marttila et al., 1999, Lemaitre et al.,

1999, Cheng et al., 2000) que relatam a existência de uma pequena proporção de cepas

resistentes que não apresentam alterações neste gene ou sequer na região promotora do

mesmo sugerindo outras regiões genômicas envolvidas nos mecanismos de resistência à PZA.

Recentemente 2 alternativas foram propostas: atividade de efluxo de ácido pirazinóico

(POA) (Zhang et al., 1999) e a deficiência no metabolismo (aproveitamento) da PZA pelo M.

tuberculosis (Zhang and Mitchison, 2003).

Muitos trabalhos (Scorpio et al.,1997, Marttila et al., 1999, Park et al., 2001, Suzuki et al.,

2002, Portugal et al., 2004) citam a presença de alterações na região regulatória do gene pncA.

Entretanto, nós não identificamos nenhuma mutação nesta região do gene (Figura 11).

A alta diversidade de mutações ao longo do gene pncA (troca de nucleotídeos, deleções,

inserções) foi verificada neste trabalho, assim como vem sendo demonstrada em diferentes

estudos variando entre (72- 98%) (Inderlied et al., 2003, Zhang and Mitchison, 2003). Esta

instabilidade gênica tem sido relatada como característica, quase que exclusiva, de pncA, e não



87

é usualmente encontrada em outros genes envolvidos com resistência à drogas (Zhang and

Mitchison, 2003). Ainda não se sabe porque isto acontece, porém há uma hipótese de que por

ser o gene pncA muito pequeno, a PZase não seria uma enzima essencial para a micobactéria,

visto que muitas alterações neste gene são toleradas e cepas resistentes à PZA desprovidas de

Pzase continuam sendo fortemente virulentas e capazes de causar transmissão ativa e doença

(Cheng et al., 2000).

A maioria dos estudos em relação à resistência à PZA compara as alterações gênicas

com os testes convencionais, principalmente com o CMI que normalmente varia de 100 até 900

g mL (Scorpio and Zhang, 1996; Srevatsan et al., 1997; Scorpio et al., 1997; Marttila et al., 1999;

Cheng et al., 2000; Lee et al., 2001; Suzuki et al., 2002; Huang et al., 2003; Miyagi et al., 2004;

Portugal et al., 2004) . No entanto, todos utilizam sistemas automatizados para este fim. A partir

dos valores de MIC alguns autores têm sugerido uma relação entre as alterações no gene ,

como as mesmas interferem nas concentrações de PZA que devem ser usadas nos testes de

suscetibilidade à droga ( Cheng et al., 2000; Zhang and Mitchison 2003, Portugal et al., 2004)

No Brasil, o teste convencional para detectar isolados de M. tuberculosis resistentes à

PZA, é o descrito por Canetti em 1963, porém os resultados discordantes entre laboratórios  são

bastante freqüentes, além deste método exigir muito tempo para ser realizado.

A maioria dos laboratórios de referência para TB não costuma realizar este teste, pois as

dificuldades na determinação da sensibilidade à PZA existem principalmente pela acidificação

requerida do meio, para a ativação da droga (pH= 5,5) (McDermot et al., 1954, Heifets et al.,

2002) assim este processo acaba inibindo, na maioria das vezes, o crescimento do M.

tuberculosis, conseqüentemente os resultados não são confiáveis.
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O ideal seria o uso de sistemas automatizados como o BACTEC MGIT 460, porém estes

equipamentos são extremamente onerosos e exigem treinamento específico. Atualmente, uma

alternativa para a detecção de resistência à PZA pode ser o seqüenciamento automático,  que

vem sendo considerado auxiliar para a caracterização das mutações que estejam ocorrendo no

gene pncA, e também como colaborador para o aprimoramento de outros métodos genotípicos

de detecção da resistência à PZA, tais como o SSCP e o PCR-RFLP.

Neste estudo nós descrevemos a alta diversidade do gene pncA de isolados de M.

tuberculosis resistentes à PZA. Nós também encontramos cepas que não possuíam alterações

neste gene, mas demonstravam inatividade da enzima Pzase, sugerindo a participação de

outras regiões do genoma na resistência à PZA. Além disto, nosso estudo revelou 12 novas

alterações que podem ocorrer em pncA e podem ser responsáveis pela resistência dos isolados

analisados.

Tabela 7- Alterações encontradas no gene pncA de M. tuberculosis isolados no Brasil resistentes à
PZA do Brasil

       No de

Isolados (29)

Trocas em

Nucleotideos (no.) Codons (no.)A. Aminoácido

1 G>C no (07) GCG > CCG (03) Ala > Pro

2 c inserção de GC no (76) frameshift b NA

1 deleção de 5 bp no (74) frameshift b NA

1 deleção de G no (136) frameshift b NA

1 C>A no (151) CAC > AAC (51) b His > Asn

3 inserção de 5 bp no (182) frameshift b NA
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1 T>C no (202) TGG > CGG (68) b Trp > Arg

1 deleção de T no (213) frameshift b NA

1 A>C no 226 ACT > CCT (76) Thr > Pro

1 A>G no 245 CAT> CGT (82) His > Arg

1 A>T no 246 CAT> CTT (82) b His >Leu

1 C>G no 297 TAC > TAG (99) Tyr > stop

1 C>G no 309 TAC > TAG (103) Tyr > stop

2 inserção de G no 315 frameshift b NA

1 T>G no 386 GTC > GGC (128) Val > Gly

2 T>C no 414 TGT > TGC (138) Cys > Cys

1 deleção de C no 422 frameshift b NA

3 c T>G no 464 GTG > GGG (155) Val > Gly

1 G>A no 485 GGT > GAT (162) b Gly > Asp

3 C>A no 512 GCG > GAG (171) b Ala > Glu

a Número da posição do codon foi contado a partir do start codon (ATG) do gene pncA.
b Indica as mutações novas, não publicadas em estudos anteriores.
c Grupos de isolados que mostraram spoligotypes relacionados e perfil idêntico em  DRE-PCR.     
NA nao aplicada
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Figura 11- Representação esquemática das alterações encontradas no gene pncA de M.

tuberculosis encontradas neste trabalho. Os asteriscos (*) indicam as mutações novas, não descritas

anteriormente. Ins = inserção, Del= deleção.

Tabela 8- Percentuais das alterações encontradas nos isolados de M. tuberculosis resistentes à

PZA.

Tipo de mutação Freqüência (%) Tamanho da mutação

Substituição de nucleotídeo 18/29 (62.1%) 1 pb

       Stop codon 2/18 1 pb

       Mutação silenciosa 2/18 1 pb

       Substituição de aminoácido 14/18 1 pb

Deleção de nucleotídeo* 4/29 (13,8%) 1-5 pb

Inserção de nucleotídeo* 7/29 (24.1%) 1-5 pb

*Mutações que causam frameshift, possivelmente resultando em outro polipeptídeo ou em um polipeptídeo
truncado.
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6.5.2- Isolados resistentes à EMB

Etambutol vem sendo usado no tratamento da TB desde 1960 (Forbes et al., 1962).

Várias hipóteses vêm sendo criadas para explicar o mecanismo de ação do EMB. A maioria dos

estudos aponta a alteração tridimensional da estrutura da parede celular micobacteriana, no

entanto efeitos pleiotrópicos têm sido descritos (Beggs and Andrews, 1973, Cheema et al., 1985,

Silve et al., 1993, Ramaswamy et al., 2000).

Neste trabalho foram analisados DNAs de isolados de M. tuberculosis por

seqüenciamento automático, buscando a caracterização de um fragmento do gene embB, visto

que a maioria dos isolados EMB-resistentes pode ser identificada por análise deste gene,

principalmente do códon 306. Ramaswamy et al (2000) analisaram seqüências de 12 genes que

poderiam estar envolvidos com a resistência à EMB e encontraram mutações no gene embB em

68% dos isolados, no entanto o restante dos isolados possuía mutação em um dos demais 11

genes analisados, indicando os múltiplos mecanismos moleculares envolvidos no fenótipo

EMB-resistente.

Evidências bioquímicas têm colocado as arabinosiltransferases, produto do operon

embCAB, como alvo do EMB e este conceito vem sendo suportado por dados obtidos através de

estudos com M. avium, M. smegmatis e M. tuberculosis (Alcaide et al., 1997, Belanger et al.,

1996). Telenti et al., (1997), demonstraram que mutações ao longo do operon embCAB de M.

tuberculosis e M. smegmatis estavam associadas com a resistência ao EMB. Sreevatsan et al.,

(1997) confirmaram que certas mutações neste operon estavam exclusivamente associadas

com M tuberculosis EMB-resistente.
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Apesar destas descobertas, a análise do operon embCAB torna-se difícil devido ao

tamanho (10 kb), no entanto alguns grupos fizeram estudos complexos e caracterizaram esta

região (Ramaswamy and Musser, 1998, Sreevatsan et al., 1997). Informações deste tipo são

muito importantes para o desenvolvimento de métodos moleculares rápidos para a identificação

dos isolados de M. tuberculosis EMB-resistentes (Ramaswamy et al., 2000).

Nós analisamos o DNA de 58 isolados de M. tuberculosis por seqüenciamento

automático, dos quais, pelos testes convencionais, 39 foram considerados EMB-resistentes e 19

EMB-sensíveis. Dos 39 resistentes, 23 apresentaram alterações no fragmento de embB

analisado e 16 possuíam o fragmento com padrão embB wild-type (H37Rv). Três dos 19

isolados sensíveis apresentaram mutação em embB.

6.5.2.1- Análise das seqüências

Dos 39 isolados de M. tuberculosis, classificados pelos métodos convencionais como

EMB-resistentes, 23 (59%) foram caracterizados como mutantes após a análise do

seqüenciamento automático (Tabela 9). Todos estes isolados possuíam mutação no códon 306

(Met) do gene embB. Estas alterações mantêm o perfil que vem sendo descrito na literatura, ou

seja, o códon 306 caracterizado como uma Metionina (Met) se altera por uma simples

substituição de nucleotídeo e pode dar origem a uma Isoleucina (Ile), uma Valina (Val) ou até

mesmo uma Leucina (Leu) (Figura 12).



93

Figura12- Representação esquemática das alterações encontradas no fragmento do gene embB de

M. tuberculosis encontradas neste trabalho.

Dos 23 isolados mutados, nós caracterizamos 11 nos quais houve troca de ATG (Met) >

ATA (Ile), 09 com troca de ATG (Met) > GTG (Val) e apenas 03 com troca de ATG (Met) >ATC

(Leu) (Tabela 9).

Quanto à presença de mais de uma mutação, por isolado, esse estudo não obteve

isolados com este perfil, bem como a presença de mutações silenciosas não foi verificada.

As mutações na região considerada hotspot do gene embB (códon Met306), ocorreram

em 59% das cepas resistentes. Estes dados concordam com outros estudos, publicados em

diferentes áreas do mundo, que relatam freqüências de mutação no Met306 do gene embB, que
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variam de 48% (Mokrousov et al., 2002) até mesmo de 89% (Sreevatsan et al., 1997) em cepas

resistentes.

Tabela 9- Alterações encontradas nos isolados de M. tuberculosis resistentes à Etambutol

NÚMERO DOS ISOLADOS % CÓDON ALTERAÇÃO

RS-7180, RS-0489, RS-3565-sp, SP-5733,

SP-6151, SP-6411,SP-7288, SP-6971, SP-10894,

SP-10866, SP-10968, SP-9053, SP-9183

48 306 ATG (Met) > ATA (Ile)

RS-8052-sp, RS-0021-sp, RS-2802, SP-5687,

SP-6376, SP-6620, SP-7138, SP-7212, SP-10591

39 306 ATG (Met) > GTG (Val)

RS-0561, RS-3338, SP-7096, SP-9005 13 306 ATG (Met) >ATC (Leu)

RS-* isolados provenientes do Rio Grande do Sul; SP-* isolados provenientes de São Paulo; Met =
metionina; Ile = Isoleucina; Val = valina; Leu = leucina. Em azul: isolados caracterizados pelos testes
convencionais como sensíveis à EMB, mas que possuíam alteração no códon 306 de embB.

Em relação aos 19 isolados caracterizados, pelos métodos convencionais, como

sensíveis à EMB, nós observamos que 16 (84%) não apresentaram alterações no fragmento do

gene analisado e 03 (16%) tinham o códon 306 mutado, sendo dois Met306Ile e um para

Met306Leu (Tabela 9). As discordâncias entre resultados de testes fenotípicos e genotípicos vem

sendo relatada (Mokrousov et al., 2002, Tracevska et al., 2004). Resultados similares aos

encontrados neste estudo foram demonstrados por Mokrousov et al. em 2002, na Rússia, onde

mutações no códon 306 foram encontradas em 48% dos isolados resistentes analisados e em
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31% dos sensíveis (Mokrousov et al., 2002). Tracevska et al . (2004) encontraram uma taxa de

18%, dos 33 isolados sensíveis à EMB analisados, com alteração no gene embB.

6.5.2.2- Comparação entre os testes realizados

Após a análise dos resultados obtidos por seqüenciamento automático, uma análise

comparativa foi realizada entre os resultados obtidos pelos métodos convencionais, o

seqüenciamento automático e o CMI de cada isolado. De uma maneira geral, 33 isolados (57%)

tiveram resultados iguais nos 3 tipos de teste (Tabela 11) e 25 (43%) apresentaram algum tipo

de discordância entre os testes (Tabela 10).

Observou-se que dos 58 isolados analisados (39 resistentes e 19 sensíveis), 23 (59%)

dos resistentes apresentaram mutação no fragmento do gene embB analisado, sendo que 06

tiveram CMI<1 g/mL e 07 1 g/mL, no entanto 16 (41%) não apresentaram alteração. Dentre

estes 16 isolados, 07 tiveram CMI 1 g/mL e os outros 09 apresentaram CMI<1 g/mL. Em

relação aos isolados caracterizados fenotipicamente como sensíveis, 03 (16%) apresentaram

mutação em embB e 16 (84%) tinham o fragmento padrão de H37Rv, todos apresentaram

CMI<1 g/mL. Estes resultados podem ser melhor visualizados na Figura 13 e na Tabela 10.
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17 isolados resistentes
com  mutação

16 isolados resistentes sem
mutação

Tabela 10

16 isolados sensíveis
sem mutação

CMI < 1 g/ML

23 isolados resistentes
com mutação

07 isolados resistentes
sem mutação

CMI  1 g/ML

Tabela 10

Isolados
RS-9005-p
SP-5795
SP-5842
SP-7027
SP-7119
SP-7470

09 isolados resistentes
sem mutação
CMI < 1 g/ML

Tabela 10

Isolados
RS-0037-sp
RS-1615
SP-10516
SP-10606
SP-10824
SP-10542
SP-10576
SP-10812

03 isolados sensíveis
com mutação

CMI < 1 g/ML

Isolados
SP-9005
SP-9053
SP-9183

06 isolados resistentes
com  mutação
CMI < 1 g/ML

Isolados
RS-7180
RS-0021
RS-0489
SP-10894
SP-10866

58 isolados sequenciados

39 isolados resistentes 19 isolados sensíveis

Figura 13. Esquema da distribuição dos isolados de M. tuberculosis de acordo com os resultados de
seqüenciamento, perfil de susceptibilidade pelos métodos convencionais e CMI.
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Tabela 10. Perfil dos isolados de M. tuberculosis que apresentaram discordância entre os métodos
estudados (Testes Convencionais, CMI e Sequenciamento), para EMB

Isolados TC CMI g/mL Mutação embB

RS-9005-p Resistente > 16 Não encontrada

SP-5795 Resistente 64 Não encontrada

SP-5742 Resistente 32 Não encontrada

SP-7027 Resistente 16 Não encontrada

SP-7119 Resistente 32 Não encontrada

SP-7470 Resistente 16 Não encontrada

SP-10765 Resistente 1 Não encontrada

SP-9005 Sensível < 1 ATG (Met) > ATC (Leu)

SP-9053 Sensível < 1 ATG (Met) > ATA (Ile)

SP-9183 Sensível < 1 ATG (Met) > ATA (Ile)

RS-7180 Resistente 0,5 ATG (Met) > ATA (Ile)

RS-0021 Resistente < 0,5 ATG(Met)>GTG(Val)

RS-0489 Resistente <0,25 ATG (Met) > ATA (Ile)

SP-10894 Resistente 0,25 ATG (Met) > ATA (Ile)

SP-10866 Resistente 0,25 ATG (Met) > ATA (Ile)

SP-10968 Resistente 0,5 ATG (Met) > ATA (Ile)

RS-0037-sp Resistente < 0,25 Não encontrada

RS-1615 Resistente 0,5 Não encontrada

SP-10516 Resistente 0,25 Não encontrada

SP-10606 Resistente 0,25 Não encontrada

SP-10824 Resistente < 0,25 Não encontrada

SP-10542 Resistente < 0,25 Não encontrada
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SP-10576 Resistente < 0,25 Não encontrada

SP-10812 Resistente 0,25 Não encontrada

SP-10974 Resistente < 0,25 Não encontrada
TOTAL = 25

Tabela 11- Distribuição dos isolados de M. tuberculosis analisados por seqüenciamento e sua

relação com os valores de CMI

Nº de isolados CMI g/mL mutação

resistentes

1 1 ATG(Met)>GTG(Val)

1 4 ATG (Met) > ATC (Leu)

3 8 ATG (Met) > ATA (Ile)

1 8 ATG (Met) > ATC (Leu)

2 8 ATG(Met)>GTG(Val)

1 16 ATG (Met) > ATC (Leu)

1 16 ATG (Met) > ATA (Ile)

2 32 ATG(Met)>GTG(Val)

2 32 ATG (Met) > ATA (Ile)

3 64 ATG(Met)>GTG(Val)

Total =17

sensíveis

16 <1 Sem mutação

Total =16

A Tabela 11 demonstra que dentre os 33 isolados que tiveram resultados iguais entre os

3 testes, 17 eram resistentes e apresentaram valores de CMI variáveis, não tendo nenhuma

relação com o tipo de mutação existente no códon 306 de embB.

RS- isolado proveniente do Rio G. do Sul, SP- isolado proveniente de São Paulo.
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Os resultados discutidos a seguir podem ser visualizados na Figura 13 e na Tabela

10. Nesse estudo encontramos 16 isolados (41%), com fenótipo resistente, e que não

apresentam mutações, sendo sete isolados com CMI  1 g/mL. Para estes isolados,

provavelmente, as mutações que lhes conferem resistência estejam fora da região estudada.

Esta hipótese já foi levantada por outros estudos, que citam mutações em códons localizados

fora da região hotspot do gene embB, como os códons 497 (Lee et al, 2004), 745, 959, 1024

(Ramaswamy et al., 2000), os quais não foram avaliados por este estudo. Há a possibilidade de

que outras regiões do operon embCAB possam apresentar mutações, alterando a conformação

da arabinosiltransferase (Ramaswamy et al., 2000). Outra hipótese é a ocorrência de outros

tipos de mecanismo de resistência para esses isolados, assim como ocorre em isolados

resistentes à rifampicina onde produtos produzidos por mutações em outros genes possam

participar da permeabilidade do fármaco (Kapur et al, 1994; Musser, 1995). Podemos também

sugerir a possibilidade de alterações no mecanismo de efluxo do EMB, o que levaria a

micobactéria a resistir ao tratamento e não apresentar nenhum tipo de alteração na região

caracterizada.

Encontramos seis isolados considerados resistentes fenotipicamente, cujas CMIs

foram < 1,0 g/mL, mas que apresentaram mutações. Os isolados (RS-7180, RS-0489,

SP-10894, SP-10866, SP-10968) tiveram a mutação Met(306)Ile, enquanto o isolado

(RS-0021) apresentou a mutação Met(306)Val. Segundo Ribeiro (2004), podemos

considerar uma possibilidade de problemas na determinação da CMI, provavelmente no

ajuste do inóculo, que é a principal causa de erros destas metodologias, já que as CMIs

obtidas foram próximas do ponto de corte considerado.
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Para os isolados caracterizados fenotipicamente como sensíveis, que

apresentaram mutação (SP-9005 Met(306)Leu, SP-9053 e SP-9183 Met(306)Ile) e que

possuíam CMI<1 g/mL,  talvez a explicação seja a de que a quantidade de bacilos

mutantes não tenha sido suficiente para ser detectada pelos testes fenotípicos, pois os

tipos de mutações apresentados geralmente produzem altos níveis de resistência.

Nesse estudo, quando avaliamos as CMIs, consideramos o teste feito

manualmente, enquanto a maioria dos autores publica seus resultados a partir do uso de

métodos automatizados. Acreditamos que os métodos automatizados tragam uma maior

confiabilidade aos resultados, proporcionando uma avaliação mais efetiva dos resultados.

Figura 14- Comparação entre eletroferogramas obtidos após seqüenciamento de M. tuberculosis
(H37Rv) e uma cepa resistente à EMB, mostrando a troca da Met 306 por Ile.
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7- CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram conhecer melhor as alterações

genotípicas que podem estar relacionadas ao mecanismo de resistência em isolados de

M. tuberculosis resistentes à PZA e/ou EMB. Nossos achados em relação aos isolados

resistentes à PZA demonstraram que mutações podem ocorrer aleatoriamente ao longo de

todo o gene pncA e que nos isolados estudados puderam ser caracterizadas novas

alterações, não descritas anteriormente, que possivelmente estejam relacionadas com a

resistência de M. tuberculosis à esta droga.

Os isolados de M. tuberculosis estudados em relação à resistência à EMB,

originaram resultados semelhantes aos encontrados na literatura, porém nenhuma

alteração nova foi encontrada no fragmento do gene embB. Estes dados puderam ser

comparados com outras técnicas que caracterizam, fenotipicamente, cepas resistentes,

no entanto muitos isolados apresentaram discordância de resultados entre o método

genotípico (seqüenciamento automático) e os fenotípicos. De uma maneira geral, o

seqüenciamento dos genes supostamente envolvidos com a resistência de isolados de M.

tuberculosis às drogas utilizadas no tratamento da TB pode ser uma alternativa rápida para

a determinação do perfil de resistência em laboratórios de rotina que possuam

infra-estrutura básica para cultivo de M. tuberculosis.

A partir dos resultados deste trabalho, esse estudo colaborou para caracterizar

novas alterações que podem estar envolvidas com a resistência de M. tuberculosis à PZA
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e/ou EMB através de seqüenciamento automático, e desta forma pode auxiliar no

diagnóstico de resistência micobacteriana, bem como na elaboração de kits de diagnóstico

que sejam baseados em sondas específicas.

A continuação dessa linha de pesquisa é necessária para avaliar se as novas

alterações encontradas em pncA são realmente responsáveis pela resistência do isolado à

PZA e principalmente o que acontece com os isolados que não apresentam atividade de

PZase, mas não possuem alteração ao longo do gene pncA.

Um número maior de isolados deve ser avaliado para confirmar se a metodologia,

em condições de rotina, possui vantagens em termos de rapidez na obtenção dos

resultados e avaliar o custo que isso acrescenta aos laboratórios de saúde pública.

O monitoramento das alterações que ocorrem nos isolado de M. tuberculosis

resistentes, que circulam no nosso meio, é de grande importância para um laboratório que

segue uma linha de pesquisa em resistência micobacteriana, pois permite avaliar novos alvos

dos fármacos, conseqüentemente auxiliando para o desenvolvimento de novos métodos de

diagnóstico e no controle da TB.
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Isolados de M. tuberculosis

Incubados em meio Ogawa - (37ºC)  4-6 semanas

gene embB (803 pb)

Extração de DNA protocolo CTAB (van Soolingen et al., 1994)

Amplificação por PCR

gene pncA (380 pb) gene pncA (350 pb)

Detecção de DNA em gel de agarose 1.5%

Purificação dos produtos de PCR MicroSpin  S-300 e S-400 HR Columns (Pharmacia)

Seqüenciamento automático Big Dye Terminator Cycle Kit (Applied Biosystems)

Análise de similaridade BLAST® e CROMAS versão 1.45

Testes  convencionais de susceptibilidadeTestes bioquímicos

Identificação de M. tuberculosis PZA resistente / EMB resistente

genotipagem

Análise (Gel Compar)
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ANEXO 2

 Lista dos Aminoácidos e os códons no código genético.

A Ala Alamina GCA GCC    GCG    GCU

C Cys Cisteína UGC UGU

D Asp Ácido Aspártico GAC GAU

E Glu Ácido Glutâmico GAA GAG

F Phe Fenilalanina UUC UUU

G Gly Glicina GGA GGC    GGG    GGU

H His Histidina CAC CAU

I Ile Isoleucina AUA UAC    AUU

K Lys Lisina AAA AAG

L Leu Leucina UUA UUG    CUA    CUC    CUG    CUU

M Met Metionina AUG

N Asn Asparagina AAC  AAU

P Pro Prolina CCA CCC    CCG    CCU

Q Gln Glutamina CAA CAG

R Arg Arginina AGA AGG    CGA    CGC    CGG    CGU

S Ser Serina AGC AGU    UCA    UCC    UCG    UCU

T Thr Treonina ACA ACC   ACG    ACU

V Val Valina GUA GUC    GUG    GUU

W Trp Triptofano UGG

Y Tyr Tirosina UAC UAU

Fonte: Bruce et. al., 1996.
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