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A isonmiazida, a rifampicina e a pirazinamida, tém sido utilizadas no tratamento da
Tuberculose em muitos paises, inclusive no Brasil. A resisténcia das cepas de
Mycobacterium tuberculosis aos antibiGticos tem resultado em faléncia do tratamento e
aumento do custo para o sistema de saude. As Mycobacterium tuberculosis resistentes as

drogas de primeira linha tem emergido e estas tem sido reportadas mundialmente.

Nas mutacdes no gene rpof tém se evidenciado o mecanismo de resisténcia prevalente das
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a rifampicina. A fim de caracterizar as
bases genéticas da resisténcia s drogas, do Mycobacterium tuberculosis, foram analisadas
mutagbes envolvendo a resisténcia a rifampicina utilizando os métodos SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism) e sequenciamento. As cepas de MTB
(Mycobacterium tuberculosis) foram genotipadas ¢ avaliadas quanto & suscetibilidade a
rifampicina. Como resultado, foram encontradas 13 cepas sensiveis a rifampicina e 65
resistentes. O DNA gendmico foi obtido de cada cepa e um fragmento constando de 157pb

do gene rpof foi amplificado, submetido ao SSCP e ao sequenciamento.

As mutagbes identificadas pertenciam a regido do gene rpof entre o codon 511 e 533. A
S531L (44%) foi a mutagio de maior prevaléncia, seguida das mutagSes H526D (21%),
H526Y (3%), L533P (3%), D516V (3%) e a insergéo Phesis e Metsss (3%).

Resumo
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Isoniazid, rifampin, and pyrazinamide, have been used as the standard treatment for
tuberculosis in many countries, including Brazil. Antimicrobial resistance among
Mycobacterium tuberculosis strains results in increased morbidity, mortality and costs of
health care. Control of tuberculosis is thus threatened by widespread emergence of drug

resistance in Mycobacterium tuberculosis as reported worldwide.

Mutations in the rpoB gene seems to be the most prevalent mechanism involved in rifampin

resistance among M. tuberculosis strains.

To characterize the genetic basis of drug resistance in Mycobacterium tuberculosis in
Brazil, mutations involved in rifampin resistance were detected using single strand
conformation polymorphism (SSCP) and sequencing studies. A sample consisting of 73
isoniazid resistant and 5 isomiazid sensitive isolates recovered from August, 1999 through
September, 2000 was screened for susceptibility to rifampin. As a result, 13 susceptible,
and 65 resistant strains were detected. Genomic DNA was obtained from each isolate, and a
fragment consisting of 157 bp of the rpoB gene was amplified, and submitted to SSCP and
sequencing studies. Mutations involving codon 511 through codon 533 were identified.
S531L (44%) was the most prevalent mutation found, followed by H526D (21%), and
H526Y, L533P, D516V, Ins Phesis, Mets;s (3% each). Our study corroborates previous
studies done in Brazil which identified S531L as the most prevalent mutation, and several
other mutations on the same gene segment (codon 511 through 533).

Abstract
xliii
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O Mycobacterium tuberculosis, bacilo lcool 4cido resistente, € o responsavel
por causar a tuberculose, doenca infecciosa debilitante €, em alguns casos, fatal
Constitiindo um grave problema de Saide Publica, principalmente nos paises em
desenvolvimento, onde prevalecem a miséria e a desnutri¢dio. A tuberculose leva a o6bito
329% dos individuos com aids, representando o triplo das mortes causadas por qualquer
outra doenga, mata mais mulheres do que todas as causas de mortalidade materna somadas
e mais jovens e adultos que qualquer ouira doenca | infecciosa

(Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2000).

Aproximadamente 2 bilhdes de individuos no mundo estdo infectados pelo
bacilo e a maior parte vive nos paises em desenvolvimento como India, China, Indonésia,
Bangladesh, Nigéria, Paquistdo, Filipinas, Congo, Rissia ¢ Brasil. No momento atual,
calcula-se que 25% a 30% da populago brasileira estejam infectadas com o bacilo de
Koch, com 90 mil casos da doenga sejam notificados por ano, resultando em 5 mil obitos ao
ano. Esses dados nio traduzem a total realidade, pois muitos casos séo sub-notificados; por
deficiéncias da rede de Satide Publica, por dificuldades de diagnostico ¢ identificagdo dos
enfermos que nfio procuram os postos de saude. Estima-se que 130 mil novos casos surjam
todos 0s anos, o que significa um risco para o controle da tuberculose. Havendo um atraso
no diagndstico, o que aumenta a propagagiio do bacilo pelo portador e piora 0 prognostico
do paciente (Ministério da Satide, 1998).

A idemtificagio das micobactérias e a prova de suscetibilidade ao0s
antimicrobianos (PSA), realizadas pelas técnicas convencionais sdo trabalhosas e
demoradas, pelas caracteristicas de crescimento inerente a esse microrganismo. Quando ha
necessidade clinica de uma resposta ripida com relagiio & positividade da presenca da
micobactéria como agente etiologico, ou entfio, quanto a espécie, ou ainda quanto a
suscetibilidade aos tuberculostaticos, os métodos convencionais néio apresentam agilidade
satisfatéria. A automacdio por técnica radiométrica diminui o tempo de identificacio & da
PSA do Mycobacterium tuberculosis de 6 semanas para até 2 semanas

(WOLINSKY, 1994).
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O ntmero de novos casos de tuberculose descritos nos Estados Unidos
decrescen de 26.673 (10,5 casos para 100.000 pessoas) em 1992 para 18.361
(6,8 casos para 100.000 pessoas) em 1998. No periodo de 1995 a 1997, as resisténcias do
Mycobacterium tuberculosis 3 isoniazida decresceu de 8,2% para 7,6% € a rifampicina, de
1,8% para 1,3%. Isso se deve ao programa de controle da tuberculose nos Estados Unidos.
A prevaléncia da resisténcia primaria a antituberculostaticos é muito alia em paises em
desenvolvimento. O diagnostico oportuno de resisténcia a drogas ¢ muito importante para a
continuagiio do sucesso do programa de controle da tuberculose, como tem ocorrido nos
Estados Unidos (COOKSEY et al., 2000). Os resultados positivos obtidos pelos servigos de
saide norte-americanos mostram a importincia e a necessidade da identificacdo das
espécies de micobactérias isoladas de materiais clinicos, em plena acorddncia com

VILLARES-OLIVEIRA (1990) e LEITE et al. (1995).

A resisiéncia do M, tuberculosis a drogas € causada por mutagoes
CTOMOSSOMicas que acontecem ao acaso ¢ os genes envolvidos em cada uma das mutacdes
ndio estdo vinculados. Existe um certo niimero de microrganismos resistentes em uma
populagio de bacilos selvagens. Quando o nimero de resistentes atinge uma propor¢ao,
estimada em 1% para a maioria das drogas tuberculostaticas, o sucesso terapéutico € menos
provavel e a populagdo de bacilos ¢ considerada resistente. Segundo os dados do Centro de
Vigilancia Epidemiologia em 2002, no estado de S&o Paulo a incidéncia de tuberculose era
na proporgdio de 52,5/ 100.000 habitantes, o namero de mortes atribuidas a tuberculose em
1998 era de 1.521 pacientes na proporgiio de 4,3/ 100.000 habitantes, o impacto da
resisténcia as drogas nio foi estudado neste periodo. De 1994 a 1997 foi estimada a
resisténcia de MTB as drogas, em Sdo Paulo; com 6,3% para isoniazida (INH), 2.9% para
rifampicina  (RMP), 7,1% para estreptomicina, 0,3% para etambutol e 0% para
pirazinamida (COHN et al., 1997). Em 2000 foi estimada a multiresisténcia de MTB em
conjunto com vérios paises, conforme definicio da Organiza¢io Mundial de Saude, em

0,9% de todos os casos de tuberculose (DYE et al, 2000).

A resisténcia do M. tuberculosis aos quimioterdpicos de primeira linha em
pacientes com aids ¢ um fato observado em todo o mundo. A freqiiente institucionalizacio

dos doentes com aids, tanto em hospitais quanto em casas de apoio ou hospitais-dia,
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favorecendo a sua convivéncia, toma preocupante a questdo da disseminagio de cepas de
MTB resistentes. As nommas de isolamento que sdo requeridas para pacientes internados,
nem sempre sio observadas, dada a precariedade do atendimento da maioria dos hospitais
do Brasil. A transmissdio de doenga aos profissionais de satde, como observado em outros

paises, também deve ser objeto de preocupagio (RAMOS et al., 2000).

Em surtos epidémicos recentes, como um surto nosocomial na cidade de Nova
York, as micobactérias eram resistentes a sete drogas (IKEDA et al., 1995; JEREB et al,,
1995; BIFANI et al., 1996; FRIEDEN et al., 1996 ¢ AGERTON et al., 1997). Estes autores
classificam como multirresisténcia a falta de resposta simuitinea & rifampicina e a
isoniazida. De fato, atualmente essas duas dfogas sdo as mais eficientes disponivels para o
tratamento da tuberculose e a resisténcia das cepas infectantes a elas complica
sobremaneira a terapéutica da tuberculose. Pode-se, no entanto, amphiar este conceito,
estendendo a definicio de multirresisténcia a falta de resposta dos bacilos a quaisquer das
duas drogas de primeira linha, como definem JACOBS (1994) ¢ AGERTON et al. (1999).
No Brasil, a tuberculose multirresistente €, por definicéo, a resisténcia a pelo menos
rifampicina ¢ isoniazida e mais a uma ou mais das drogas utilizadas no tratamento da
tuberculose (I Consenso Brasileiro de Tuberculose, 1997). Os bacilos resistentes sdo
transmitidos da mesma maneira que os suscetiveis; através de acrossois. Os individuos
infectados expelem, ao tossir ou ao espirrar, grandes quantidades do bacilo que
permanecem vidvels no ar, por periodos prolongados

(SIMONE et al., 1994 e MIMS et al., 1999).

A prevaléncia de tuberculose resistente tem aumentado nos ultimos anos
segundo dados da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia. Estima-se que 50
mithdes de pessoas no mundo estejam infectados com bacilos resistentes. Um estudo feito
em virios estados brasileiros utilizou 5138 amostras de MTB. O estudo foi feito no periodo
de 1995 a 1996. Das 5138 amostras, 545 (10,6%) amostras eram resistentes a pelo menos
uma droga. Destas, 362 (66,4%) tinham resisténcia primaria e 183 (33,6%) resisténcia
secundéria, a taxa de multirresisténcia foi de 21,3% (116 amostras) (BRAGA et ol, 1999).
O custo do tratamento de um caso de tuberculose é de R$78,00. Mas no caso da tuberculose
multirresistente, pode saltar para R$8.500,00, sem levar em conta os custos hospitalares
(Pesquisa Fapesp, 2002).
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1.1 - CLASSIFICACAO DAS MICOBACTERIAS

As micobactérias so bastonetes acido-resistentes, imoveis ¢ ndo esporulados.
Taxondémicamente posicionadas na ordem dos Actinomycetales, mna familia

Mycobacteriaceae € no género Mycobacterium (DAVIS et al.,, 1973).

12 - CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

As micobactérias sdo bacilos finos com cerca de 60% do peso seco da parede
constituida de acidos graxos (micolicos) e ésteres de dlcoois. Os 4cidos micolicos tém uma
cadeia grande com 70 a 80 atomos de carbono. As micobactérias sfio bacilos aergbios
estritos. O Mycobacterium tuberculosis tem uma velocidade de crescimento lento, seu
tempo de geragio é de 12 horas, a lentiddo pode estar relacionada com a absorgdo
demorada de nutrientes devido 3 grande quantidade de lipideos na parede bacteriana. A
temperatura 6tima de crescimento é de 37° C. As micobactérias medem 1-10 micrometros
de comprimento por 0,2-0,6 micrémeiros de largura. O tamanho do seu genoma € de
4 Amb, como mostra Figura 1, com predominio de G-C (aproximadamente 70%)
(MOORE et al.,, 1985; HOLT et al., 1994; COLE et al,, 1998 e HATFULL et al., 2000).
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M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figura 1 - Mapa circular do cromossomo de M. tuberculosis cepa padrdao H37Rv

(SMITH, 2003)

Elas sdo alcool-dcidos resistentes, isso significa que quando coradas pela
fucsina, ndo se deixam descorar pela mistura de alcool e acido cloridrico, isso pela presenga
de lipideos na parede celular. O método de coloragdo utilizado € a de Ziehl-Neelsen
conforme Figura 2. A maior resisténcia das micobactérias, a muitos antimicrobianos, pode

estar ligada a presenga dos lipideos.
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Atlas de Diagnostico em Microbiologia MAZA et al. (1999)

Figura 2 - Lamina de Esfregago de Escarro corada por Ziehl-Neelsen. Mostrando

M. tuberculosis corados em rosa (fucsina)

As amostras sio cultivadas em meio solido (Ldwenstein-Jensen) ou meio
liquido (Middlebrook7H9), as colonias em meio solido sdo grandes, rugosas ¢ formam

rizoides. O aspecto da coldnia de M. tuberculosis em meio s6lido € mostrado na Figura 3 ¢

na Figura 4.

s
s

Atlas de Diagnéstico em Microbiologia MAZA et al. (1999)

Figura 3 - Colonia de Mycobacterium tuberculosis
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Atlas de Diagnéstico em Microbiologia MAZA et al. (1999)

Figura 4 - Aspecto da Colonia de Mycobacterium tuberculosis em meio solido de

Loéwestein-Jensen

1.3 - A RIFAMPICINA

As rifamicinas sdo antibidticos produzidos pelo Streptomyces mediterranei. A
rifamicina mais importante € a rifampicina, obtida no laboratorio a partir da rifamicina SV.
As caracterisiticas quimicas da rifampicina sdo: um anel duplo, uma longa ponte alifatica e

uma cadeia lateral conforme mostra a Figura 5 (TRABULSI et al., 1996).
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Férmula quimica: Cy3HssN4Ojz

Massa molar: 823g/mol

Figura 5 - Férmula Estrutural, empirica e massa molecular da Rifampicina

A rifampicina é um agente anmtibidtico de amplo espectro, pois se difunde
rapidamente por células hidrofobicas. A RMP interfere na sintese do mRNA por ligagdo da
RNA-polymerase. A RNA-polymerase & capaz de inativar a transcrigdo
(GARDNER & SNUSTAD ,1986).

1.3.1- Mecanismo de Resisténcia de Mycobacterium tuberculosis 3 Rifampicina

As micobactérias sdo caracterizadas por serem altamente hidrofGbicas com uma
barreira de permeabilidade efetiva. As cepas de MIB resistentes 8 RMP usam uma
estratégia comum, a mutago na regido de 69pb do gene rpop.

O gene rpof. possui 3516pb e as mutagdes ocorrem da 1288pb a 1356pb. Trés
pequenas regides sdo definidas por mutagdes no meio da subunidade $: Cluster I
(a.a. de 512 a 534) HEEP et al. (2001), cluster II (a.a. de 563 a 574) e cluster ITI (a.a. 687),

sendo as mais comuns as do cluster I, especificamente no a.a. 531 € em seguida no 526.
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Em Mycobacterium tuberculosis , a resisténeia a rifampicina possui uma
frequéncia de 1 mutante para 10" organismos. Dos resistentes a regidio do gene rpop € a

responsavel por uma prevaléncia maior que 95% (TELENTI et al.,, 1993 a,b).

Recentemente os trabalhos identificam mutagdes pontuais especificas, sendo a
mutagio S531L a de maior prevaléncia, seguida da H526Y conforme Quadro 1
(TELENTI et al., 1993 a,b; KAPUR et al,, 1994; FELMLEE et al,, 1995; LEITE et al,
1995; BODMER et al., 1995; TANIGUCHI et al., 1996; TELENTI et al., 1997; HIRATA
et al, 1997, PIATEK et al, 2000; VALIM et al, 2000
e SPINDOLA DE MIRANDA et al., 2001).

14 - RAPIDA DETECCAQO DE MICOBACTERIAS RESISTENTES A
RIFAMPICINA

Para detectar, com rapidez, as micobactérias resistentes a rifampicina foram
desenvolvidos métodos moleculares. Através do estudo dos mecanismos de resisténcia as
drogas, utilizados pelas cepas de MTB, foram desenvolvidas técnicas que detectam as
mutaches que levam a resisténcia. Dentre as técmicas destacaram-se a andlise por
sequenciamento ¢ o método SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)
desenvolvido por ORITA et al.(1989). O SSCP faz uma triagem das mutages pontiformes
em fragmentos de fita simples de DNA. As mutagSes que ocorrem no gene rpofy de MTB
sio facilmente verificadas por este método ( PIATEK et al., 2000).

Mutagdes pontiformes sdo mutagdes que resultam da substituicdo , da msergio
ou da deleciio de 1 par de bases por outro. No gene rpoff o cédon 531 sofre uma mutagfo
com a troca de base C que codificaria o aminoacido Serina por uma T que passa a codificar
uma Leucina. (TCG—TTG) em 56,2%. E no cédon 526 a mutagéo pontiforme ocorre na
troca de A que codificaria uma Hisdidina por uma C que passa a codificar uma Prolina
(CAC—CCC) em 6,2%, ou a CAC (Histidina) sofreria mutagdo para CTC (Leucina), AAC
(Asparagina) ou CGC (Arginina) segundo SPINDOLA et al. (2001). Conforme
representado no Quadro 1 segundo TELENTI et al.(1993a), o cédon 531 as mutagdes

Inmtrodugiio

55



ocorriam em 51,5%, TCG codificando Serina poderia entdo ser modificado em TTG
(Leucina) , CAG (Glutanina) ou TGG (Triptefanc). Ja o céddon 526 CAC codificando o
aminodcido Histidina sofreria mutagdo (28%) para TAC (Tirosina), GAC
(Acido Aspartico), CAG (Glutamina), AAC (Asparagina), CGC (Arginina) ou CCC
(Prolina) (MIKHAILOVICH et al., 2001).

Quadro 1 - Mutacdes verificadas em Mycobacterium tuberculosis resistentes a rifampicina

Leu Ser Gin Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro Leu Ser Gly Lew Thr His Lys Arg Arg Len Ser Ala Leu
511 CTG AGC CAA TTC ATG GAC CAG AAC AAC CCG CTG TCG GGG TTG ACC CAC AAG CGC CGA CTG TCG GCG CTG 533

Pro Leu Val Del. Len Tywr Leu Pro
CCG| CTAl GTC) TTG) TAC TIG CC
Asp Gln
GAQ CAG
Gln TRP
CAG TGO
Asn
AsC
Arg
CGC
Pro
CCC
1.5 - METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADOS A

EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE

Alguns métodos que caracterizam a constituigio das micobactérias sdo
propostos, como: a cromatografia gasosa usada para a identificacio a nivel de espécie
(TISDALL et al.,, 1982). A caracterizagfo dos surtos causados por micobactérias, pode ser
feita de muitas maneiras, com a andlise de fragmentos polimérficos com enzimas de
restricdio, com eletroforese em campo pulsado (PFGE) ou caracterizando a posigdo
(RFLP — Restriction Fragment Lenght Polymorphism), com as sequéncias de insergéio (IS)
¢ sequéneias curtas de DNA repetitivo (DR) entre outras ( van SOOLINGEN et al., 1998).
A técnica RFLP é muito sensivel ¢ elaborada, que detecta variagdes genotipicas entre os
membros do “complexo M. tuberculosis”. Esse método é padronizado e utilizado
mundialmente para o estudo genotipico de cepas de M. tuberculosis, de acordo com van

EMBDEN et al. (1993).
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A identificagio por seqiiéncias de rRNA 16S ¢é bastante usada ¢ levou a
confecgio de testes rdpidos, comercialmente produzidos pela Gen-Probe Inc.
(San Diego, Califérnia, USA) com alta sensibilidade (cerca de 95%) para o “complexo M.
tuberculosis” FRONTHINGHAM & WILSON (1993).

Exemplares de uma espécie terio o mesmo mapa genético, porém com
diferencas na segiiépcia de dexorribonucleicos. Essas diferengas sfo chamadas de
polimorfismo. O gene tera diferencas na seqiiéncia de DNA, entre os membros da mesma
espécie as variagbes sio chamadas de RFLP. Os “Southern blot” séo usados para deteccgéo
destas RFLPs. Onze elementos de insergio tem sido descritos nas micobactérias,
destacam-se a  1S6110, 181081, 181547 e os “IS- like element”
(THIERRY et al., 1990; MARIANI et al., 1997; FANG et al, 1998 ¢ KREMER et al,
1999). A sequéncia [S6170 pode ter uma grande variagio de copias no genoma, 2 1S1081
esta presente de 5 a 7 copias e as demais apresentam de 1 a duas copias somente. O RFLP
com a IS6110 é o método de tipagem com melhor padronizacio e o mais usado
(THIERRY et al., 1990; van EMBDEM et al., 1993 e van SOOLINGEN et al., 1999).

1.6 - METODOS FENOTIPICOS E GENOTIPICOS PARA DETECTAR
RESISTENCIA EM MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

1.6.1 — Métodos Fenotipicos

Tanto os paises desenvolvidos como os paises em desenvolvimento precisam de
métodos mais rapidos para a suscetibilidade aos tuberculostaticos. Em decorréncia desse
fato desenvolveu-se o método das proporgdes (CANNETTI et al., 1963) num sistema de
Jeitura radiométrica, 0 BACTEC® utilizando meio liquido (MIDDLEBROOK et al,, 1977).
O sistema BACTEC® apresenta um tisco de radioatividade, apesar de ser eficiente ¢
rapido. Outro método foi desenvolvido, para suprir o problema da radioatividade, o método
MGIT®, que se mostra eficiente, rapido e nio radiométrico (PFYFFER et al., 1997).

Outro método, desenvolvido por JACOBS et al (1993) utiliza
micobacteriofagos (virus especificos que fagocitam micobactérias), onde a suscetibilidade

as drogas pode ser medida com micobacteriofagos modificados geneticamente, com genes
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Lie e luciferase. As micobactérias resistentes crescendo na presenga dessas drogas s&o
capazes de produzir luz. Pela presenga da enzima luciferase, que catalisa a luciferina,
liberando ATP. Os ATP geram fotons de luz que sdo detectados no lumindmetro, as
sensiveis morrem e assim nio produzem luz. Tal equipamento € de alio custo, porém nio

requer que 0s técnicos que o utilizam tenham qualquer nogfio de bases moleculares.

O PhaB (Phage amplifield Biologically) ¢ um método mais acessivel , pois nio
utiliza o lumindmetro . Ele também utiliza os micobacterifagos, mas de maneira diferente
da descrita por JACOBS et al. (1993). Os micobacteriofagos sio replicados no interior das
células das micobactérias , ocorrendo a lise celular ¢ a liberagdo dos fagos que sdo
inoculados sobre uma membrana de M. smegmatis . Quantificam-se os virus descendentes €
isso indica os M. fuberculosis que vieram da amostra original. O método ¢ rapido e simples,
a sensibilidade ¢ calculada na contagem das bactérias (>10-100 micobactérias/ml) € o

método & muito seguro, pois os M. fuberculosis estdo mortos pela agfio dos fagos.

1.6.2 — Métodos Genotipicos

Ensaios genotipicos combinam 3 etapas principais: a) preparo das amostras de
DNA: b) amplificagio da parte relevante do gene estudado por PCR
(Polymerase Chain Reaction) e ¢) detecgdo da mutaciio comparando-as com as cepas

selvagens.

Para a detecgiio de mutagSes muitos métodos sao propostos. Alguns métodos
foram testados em estudos realizados no Remo Unido pelo Public Heath Laboratory
Service (PHLS) — Mycobacterium Reference Unit (MRU); tais como: sequenciamento de
DNA, Andlise Heteroduplex, Andlise de hibridizagio de fase solida ¢ PCR-SSCP,
(DROBNIEWSKI & WILSON , /1998).
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1.6.2.1 - Sequenciamento de DNA

O sequenciamento manual foi desenvolvido no final da década de 70, para que
fosse possivel a determinagéio da ordem linear de bases de um fragmento de DNA. Para tal,
foram utilizadas duas abordagens: a quimica, por MAXAM & GILBERT (1977) ¢ a
enzimatica, sendo esta 1iltima, o procedimento padrdo utilizado atualmente.

O método enzimatico & baseado na sintese de DNA in vitro na presenga de
nucleotideos trifosfatados terminadores de cadeia. Estes nucleotideos andlogos so
didesoxinucleotideos (ddNTPs), que ao serem incorporados impedem a progressdo da
sintese, pois na posigio 3' do carbono do aglcar existe um hidrogénio ao nvés de um grupo
hidroxila, 0 que impede a ligagio fosfodiéster com o nucleotideo seguinte. Para a
determinacio da seqiiéncia completa, quatro nucleotideos trifosfatados terminadores de
cadeias (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) sdo utilizados em separado, em reagdes de
sintese de DNA, a partir do mesmo molde de DNA de fita simples ¢ do mesmo
oligonucleotideo iniciador “primer”. As bandas que se formam no gel de poliacrilamida,
pela migragéo diferencial dos fragmentos, séo identificadas através da marcagdio radioativa
(MAXAM & GILBERT, 1977). O sequenciamento manual, no entanto, € um procedimento
dispendioso, demorado, que é ainda mais trabalhoso quando o gene analisado ¢ complexo e

com grande nimero de exons, além de empregar isétopos radioativos.

O sequenciamento automdtico baseiaz-se no mesmo principic que o manual,
porém sio utilizados fluoréforos para a marcagio das bases, que serdo lidas posteriormente
por um seqiienciador, aparelho com fotomultiplicador que detecta a luz emitida pelos
fluorocromos excitados e os registra através de um eletroferograma (ADAMS et al,, 1994).
Este seria o método ideal para a analise de mutages devido a simplicidade, rapidez e
preciséio, porém a sensibilidade na detecgio de uma simples mutacdo de ponto ainda deixa
a desejar, particularmente em genes ricos em G-C, como os da globina c. Além disso, o

sequenciador ¢ ainda um equipamento de custo elevado para grande parie dos laboratérios.

A andlise de sequenciamento do DNA é o método padrio para a andlise de
mutagdes (BROWN, 1999). No caso especifico da rifampicina, as mutagoes estao

relacionadas, diretamente, com 2 resisténcia, porém, em outros genes pequenas mutacdes
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podem niio estar ligadas a resisténcia a drogas. Como por exemplo, um sitio comum de
mutagfio na regifio do kat G niio atua efetivamente na atividade da enzima catalase , agéio da
isoniazida (MUSSER et al., 1995 ; HEYM et al., 1995 ¢ COCKERILL et al., 1995). Em
resumo, o sequenciamento manual requer um nivel alto de competéncia técnica ¢ ainda
utiliza radioisétopos, o que torna a técnica dificil e com um certo grau de risco ao técnico
de laboratério. O seqiienciador automatico, por sua vez é um equipamento caro, mas seu
funcionamento estd baseado na fluorescéncia , eliminando o risco de radioatividade. Os
dados siio obtidos em 24-48 horas. Ele esta sendo utilizado também para detectar mutacdes
nos genes gyrA, rrs ¢ rpsL associados a resisténcia a ciprofloxacin ¢ estreptomicina,
respectivamente (FINKEN et al., 1993; TAKIFF et al., 1994 ¢ COOKSEY et al., 1996). No
caso da rifampicina muitos trabalhos envolvendo o gene 7pof8 foram analisados somente
por sequenciamento (KAPUR et al., 1994; TANIGUCHI et al., 1996 e MANI et al., 2001).

O sequenciamento do DNA ¢ a maneira mais eficientemente de caracterizar
uma mutacdo de um umico nucleotideo. A caracterizagdo das mutagGes pontiformes € um
pré-requisito  para desenvolver testes de  diagndstico molecular  eficientes
(KELLER & MANAK, 1993).

1.6.2.2 - Anilise Heteroduplex

Neste método, o DNA do organismo testado é amplificado e misturado as cepas
sensiveis 4 droga a ser estudada. O DNA ¢ desnaturado e congelado. Ocorre a produgio de
um DNA hibrido de fita dupla, havendo um pareamento das bases complementares.

O heteroduplex tem uma mobilidade durante a eletroforese em gel diferente do
homoduplex (quando a cepas teste nfo tem mutagdo). Esse método foi aplicado com
sucesso em cepas resistentes a rifampicina (WILLIAMS et al., 1994). Este método € muito
sensivel a insergdio ou deleglio de base simples.

1.6.2.3 - Analise de hibridizagio de fase sélida
COOKSEY et al. (1997) utilizaram wma membrana sélida complementar 4 fita

amplificada, o fragmento amplificado por PCR, por exemplo, do gene rpof e seu reverso, €
hibridizado na membrana contendo sondas. As falhas do DNA amplificado 2o se ligar a
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qualquer uma das sondas indicam que a mutag8o pode caracterizar resisténcia. Se houver
hibridizagio para qualquer uma das provas de mutagdo especifica, entdo se caracteriza a
mutagio diretamente. Para a rifampicina, gene 7pof, as sondas incluem apenas algumas

mutagdes mais fregtientes, e as delecdes e insergdes néo sio detectadas por este sistema.

1.6.2.4 - Chemical Cleavage Mismatch (CCM)

E um método de clivagem para detecgdo de mutagSes que utiliza interagSes
quimicas. A quebra ocorre no sitio de mutagdo ou nos nucleotideos envolvidos na mutagéo
especifica. Esse método foi trabathado por BAHRMAND et al. (2000) detectando mutagdes
no gene rpof associadas a resisténcia & rifampicina. Em  outro trabalho
(SREEVATSAN et al., 1998) a clivagem foi comparada com SSCP e RFLP para mutacoes
nos genes katG e rpof de Mycobacterium tuberculosis . O CFLP
( Cleavase Fragment Length Polymorthism ) para mutagbes no gene katG foi a mais
eficiente que os demais métodos e para o rpof todos os métodos tiveram a mesma
sensibilidade (COOKSEY et al, 2000). O DNA-DNA heteroduplex sio preparados ¢
incubados com compostos qufmicos que reconhecem as regides ou bases especificas de
mutagio. A piperidina corta os DNA heteroduplex na base que ocorre a mutacdo. E a
clivagem detecta 2 mutagdo. Algumas regides com mutagdes nao quebram e a sensibilidade
é de 50%. A clivagem pode gerar residuos ¢ a similaridade de tamanhos de fitas pode
deixar de ser lida. Um outro método quimico identifica mutagdes por imunomicroscopia de
complexo de carbodimida. A carbodimida modificara as bases mutantes em heteroduplex ¢
esses podem ser imunoquimicamente ligados a particulas densas de elétrons e visualizados

por microscopia eletronica.

Os métodos quimicos ndio sio aplicados em larga escala, sendo métodos
trabalhosos e com sensibilidade baixa (SREEVATSAN et al., 1998).

1.6.2.5 - DGGE ( Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis)

Este método necessita de um equipamento de eletroforese especifico. Ele pode
ser usado em PCR ou fragmentos de restricdo. A formagio do heteroduplex néo ¢
necessaria, mas melhora a resolugiio. O DGGE ¢ baseado no comportamento do DNA sob
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vérias condi¢des de desnaturagio. Para fragmentos de DNA ricos em G-C, o DGGE
funciona melhor que com os ricos em A-T. Foi testado por SCARPELLINI et al. (1999)
para detectar as cepas resistentes a rifampicina .

1.6.2.6 - PCR-SSCP ( Single Strand Conformation Polymorphism)

Esse método de andlise envolve a estrutura tercidria da proteina do DNA e €
confirmada por sequenciamento. A mutagio estd presente quando as 2 fitas simples diferem
em uma ou mais bases. As estruturas terdo uma conformagfio diferente e isso levaria a
mobilidade diferente no gel de poliacrilamida (ORITA et al, 1989). O SSCP tem sido
utilizado em cepas resistentes a rifampicina, cirpofloxacin, isoniazida e estreptomicina
(TELENTI et al., 1993 a,b; HEYM et al, 1995 e TELENTI et al,, 1997). O SSCP era um
método radioativo e coloragio por brometo de etideo, porém atualmente utiliza-se uma
coloragdio por prata eliminando riscos ao laboratorista. E um método que precisa da
confirmagiio por sequenciamento para detectar se a migragéo das bandas correspondem as
muta¢des descritas.

O método foi chamado de Single Strand Conformation Polimorphism (SSCP),
mas também vem sendo referido como SSCA - Single Strand Conformation Analysis, pois
foi primeiramente utilizado para a andlise de seqiiéncias polimérficas (ORITA et al., 1989).
Atvalmente, o SSCP vem sendo utilizado para a deteccio de mutaches em genes
responsiveis por varias doengas hereditirias, mutagSes somaticas em oncogenes ou em
genes supressores de tumores, podendo também ser @til na detecgfio de polimorfismos

ligados a genes de interesse ou mesmo servir como marcador de locus em mapa de ligagéo.

A técnica baseia-se no principio de que moléculas de fita simples de DNA
formam, sob condigdes nfo desnaturantes, diferentes estruturas secundarias que séo
estabilizadas por interages intra-fita. Portanto, moléculas que venham a diferir pela
simples substituicio de uma tnica base, podem formar diferentes estruturas com relagdo ao
seu tamanho e superficie, ¢ apresentardo diferentes migragbes na eletroforese em gel de
poliacrilamida nfo-desnaturante. Estas seqiiéncias variantes, que aparecem como bandas

com diferentes mobilidades eletroforéticas, sio denominadas conférmeros.
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O SSCP tem sido considerado o método mais sensivel para detectar variacdes
nas seqiiéncias em produtos de PCR de, no maximo, 200 pares de base, sendo sugerido que
a detecgdo se torna menos sensivel quando grandes fragmentos de DNA sfo analisados.
Também foi evidenciado gue ha um tamanho minimo para que a detecgfo seja eficaz, o que
coloca o tamanho 6timo do fragmento a ser analisado em torno de 150 pb - detecgdo de

cerca de 97%.

Estudos mostram que a percentagem na detecglio da substituiciio de uma unica
base em fragmentos de 100-300 pb chega a um valor superior a 90%, e, em fragmentos de
300-450 pb, a cerca de 75%. A sensibilidade do SSCP tende, portanto, a decair com o
aumento do tamanho do fragmento. Para evitar este fato, seqiiéncias longas podem ser
divididas em fragmentos menores. Para isso, pode-se utilizar duas formas diferentes:
amplificar a seqiiéncia alvo em fragmentos menores ou amplificar um fragmento longo e
posteriormente clivé-lo com enzimas de restri¢éio adequadas.

O SSCP possui dois métodos de revelagdo: o radioativo e o ndo-radioativo: na
primeira, mais sensivel, utiliza-se isétopos radioativos, incorporados na reagdo de PCR
(ORITA et al., 1989), enquanto que, na segunda, pode-se utilizar a coloracdo do gel pela
prata (HAYASHI et al., 1992).

Ultimamente, a coloragdo pela prata vem tomando o lugar dos radioisdtopos,
devido & sua praticidade, rapidez, menor risco e boa sensibilidade.

A coloragfio pela prata é um método muito sensivel de impregnagéio permanente
de 4cidos nucleicos em géis de poliacrilamida, e que possui cinco etapas principais: a
fixagdo, quando o gel é tratado com um é4cido, com o intuito de reter as macromoléculas
neste suporte, nio permitindo que as mesmas se difundam durante a coloragdo, além de
retirar outras substincias que possam interferir, tais como tampdes e detergentes idnicos; a
sensibilizacdo, quando sio utilizados reagentes que modificam as proteinas, tornando-as
mais reativas 4 prata; a impregnacdo pela prata, quando o gel ¢ tratado com nitrato de
prata, em condigdes levemente 4cidas, para prevenir que o ion prata seja reduzido, apds o
que o gel & lavado para a retirada do excesso de corante de sua superficie; a revelagdo,
quando se utiliza uma solugfio com formaldeido que reduz o ion prata em prata metalica
(reagiio que s6 ocorre em pH elevado, fornecido pelo carbonato de sodio), e a preservagdo,

realizada através do glicerol, que evita rachaduras no gel apds sua secagem.
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Como muitas dessas solugdes oferecem riscos para quem as manipula, pode-se
optar pelo sistema de automagdo do processo de coloragdo com o aparelho Hoefer

Automated Gel Stainer (Pharmacia Biociences).

Neste processo, os géis de poliacrilamida sdo impregnados com o ion prata
solivel (Ag") e revelados pelo tratamento com um agente redutor. As macromoléculas no
gel promovem a redugdo do fon prata para a prata metalica (Ag®), que ¢ insoluvel e,
portanto, permite a visualizagdo das bandas contendo acidos nucléicos. A deposigdo inicial
da prata metalica promove depésito adicional em um processo autocatalitico, 0 que resulta

em alta sensibilidade [Figura 6].

+ + + Ag+
A9+ b Ag ’Ag Ag® A0 AQ AAD
AgAg‘* Ag*qu. Af.‘ E A_gi Ag+ PJ‘%\}& "y
9w AG A Y 1
Ag+ Ag+ Ag A? AC}’ A
+ + Ag* > = + —
'Ag+ . -

Figura 6 - Representagdo esquematica do processo de coloragio realizado com nitrato de
prata. O ion prata ¢ adicionado(Ag+), em seguida reduzido(Ag®), ¢ em uma

reacdio auto-catalitica os fons prata restantes reduzem-se a prata metalica

Em resumo o método mais utilizado para fazer a triagem das mutagOes em
fragmentos de gene pequenos (100-300pb) ¢ o PCR-SSCP , ele tem sido usado para estudo
de mutagdes no gene rpof associadas a cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a
rifampicina, estas mutagdes $d0 confirmadas por sequenciamento
(FELMLEE et al., 1995 ; SCARPELINI et al., 1997; SELVAKUMAR et al., 1997 e
BODADILLA-del- VALLE et al., 2001).
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1.7 - AVANCOS NO DIAGNOSTICO

Existem trabalhos que indicam outros meétodos que apesar de terem um custo
elevado, sfo rapidos e eficazes. Foi desenvolvido um kit para detectar diretamente do
material clinico tratado, a presenca de M.ruberculosis com mutagiio na regifio do gene rpof,
onde ocommem as mutacdes associadas a  resisténcia A  rifampicina
(ROSSAU et al,, 1997 ; GONZALES et al., 1999 e OLIVEIRA et al., 2003). Outros kits
estdo sendo estudados com mutacSes no gene karG, associado a resisténcia & isoniazida
(VIADER-SALVADO et al., 2003).

Outras provas e testes vem sendo desenvolvidos como o biprobe que detecta
mutagGes na regido do gene rpoff (EDWARDS et al., 2001), testado também em isoniazidas
¢ rifampicinas resistentes na Espanha (TORRES et al., 2000). Muitos outros paises estéo
preocupados em identificar e tratar rapidamente os M. tfuberulosis resistentes antes que
ocorram surtos epidemicos como na India, na China, na Itdlia ¢ no Kuwait, respectivamente
(MANI et al., 2001; HUANG et al., 2002; CINGOLANI et al., 1999 ¢ AHMAD et al.,
2002).

A detecgdo precoce da possibilidade de resisténcia seria de grande valia em
casos de surtos ¢ na rotina de laboratérios clinicos (BIFANI et al, 1999), aumentando
muito a possibilidade de um tratamento eficaz e controle da tuberculose multirresistente.
Dentre as estratégias moleculares de diagndstico, ja citamos o RFLP, SSCP e

sequenciamento utilizados em nosso estudo.

1.8 - JUSTIFICATIVAS

O estabelecimento de uma banco de dados internacional das genotipagens do
DNA de cepas de Mycobacterium tuberculosis permitird que seja acessado para estudos
epidemiolégicos em escala global. A genotipagem do DNA das cepas de Mycobacterium
tuberculosis de diferentes paises ja tem como resultado a relagfio entre tipos particulares de
DNA e sua origem geografica (van SOOLINGEN et al,, 1991; van SOOLINGEN et al,,
1993 ¢ CALUSNI et al., 2003). Uma vez estabelecido, 0 banco de genétipos auxiliara no
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conhecimento da disseminacio global da tuberculose, como também no melhor
entendimento de pontos-chave da epidemiologia, tais como: o impacto da infec¢do pelo
HIV; surtos e em institui¢Bes de confinamento (presidios); a migragédo regional e global; a
resisténcia a drogas contra a tuberculose e a sugestdo de estratégias e métodos efetivos para
a diminuiciio da transmissdo dessa doenga (ALLAND et al., 1994; van SOOLINGEN &
HERMANS , 1995; AGERTON et al, 1997, PABLOS-MENDEZ et al., 1998; BIFANI
et al., 1999; AGERTON et al., 1999 e BIFANI et al., 2002).

O Projeto Global de Vigilancia a4 Resisténcia a drogas anti-tuberculose
representa um esforgo de coordenagdo internacional, tem como uma das mais importantes
atividades a vigilincia de resisténcia a drogas tuberculostaticas. O laboratério de
micobactérias padronizado e qualificado assegura que esse proposito se realize
(PABLOS-MENDEZ et al.,1998).

No acordo verbal do XX Congresso Brasileiro de Microbiologia e VIII
Simpo6sio Brasileiro em Micobactérias realizado em outubro de 1999 em Saivador-BA,
ficou acordado que os centros que ja possufam tecnologia para a realizagéo dos “RFLPs” e
da qualificacdo das mutagdes associadas a resisténcia as drogas de primeira linha do
esquema triplice (Isoniazida, Rifampicina ¢ Pirazinamida), se comprometiam em estudar as
cepas de Mpycobacterium tuberculosis (resistentes a drogas) € os genétipos de regides

menos favorecidas, onde ainda nfo estavam realizando essas técnicas.
Os objetivos do acordo seriam:

1. Padronizar os “RFLPs” do Estado de S#o Paulo;

2. Verificar se a cepa W, que colocou em alerta maximo nos programas de
vigilincia sanitaria nos EUA a partir de 1991, coincide com algum dos

genotipos e

3. Procurar mutagdes que ocorrem nos genes especificos de Mycobacterium
tuberculosis associadas A resisténcia as drogas aconselhado pelo
pesquisador do CDC e no VIII Simpésio Brasileiro em Micobactérias em
1999 (COOKSEY et al., 1996)
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Por esses motivos a partir de novembro de 1999 o Laboratorio de
MicobactériassDPC/HC/UNICAMP e a Disciplina de Moléstias Infecciosas
CM/HC/UNICAMP tem unido esforcos para estudar as cepas de Mycobacterium
tuberculosis o que resultou neste estudo ¢ em muitos outros trabalhos como os de RAMOS
et al. (2000), PANUNTO et al. {2003) e CALUSNI et al. (2003).

Ha informacdes limitadas na prevaléncia de mutagdes especificas nos cédons da
regido com 69pb do gene rpof para a resisténcia especifica da rifampicina em cepas de
Mycobacterium tuberculosis em nosso pais. Por isso, resolvemos avaliar um método rapido
para testar a suscetibilidade a drogas tuberculostaticas, a eficiéncia do método SSCP e do

sequenciamento.
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1. Determinar, através da técnica de Polimorfismo de Comprimento de

Fragmento de Restrigdo (RFLP), a variabilidade existente entre os 1solados
de Mycobacterium tuberculosis da bacterioteca do Instituto Adolfo Lutz e da
bacterioteca do laboratério de Microbiologia Clinica -Setor de
Micobactérias do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (HC/UNICAMP)

. Detectar as mutagdes no gene rpofl de Mycobacterium tuberculosis, atraves
da iécnicas de Single Strand Conformation Polimorphysm (SSCP) e do
sequenciamento, verificando a associagiio entre as mutagdes na regido do

gene rpoB e a resisténcia a rifampicina.
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Este trabalho ¢ um estudo retrospectivo de dados obtidos em estudos com a
unica condigio de serem cepas resistentes a pelo menos uma droga ¢ algumas cepas

sensiveis, utilizadas para padronizar as técnicas.

3.1 - CASUISTICA

UNICAMP - Foram selecionadas 10 cepas de Mycobacterium tuberculosis,
destas 6 com resisténcia a pelo menos uma droga ¢ 4 sensiveis da colegio de micobactérias
do Laboratéric de Microbiologia Clinica da Divisso de Patologia Clinica do
HC/UNICAMP, obtidas de amostras de pacientes atendidos em diversos setores do
HC/UNICAMP, no periodo de julho e agosto de 2001. [Anexo 1]

INSTITUTO ADOLFO LUTZ — Foram gentilmente cedidas 89 cepas de MTB
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL) do Laboratorio Central, em S#o Paulo. As cepas foram
selecionadas, com a condigio de, serem resistentes a pelo menos uma droga. As cepas
tinham procedéncia de diversas cidades do Estado de Sfo Paulo ¢ foram coletadas no
periodo de agosto de 1999 a setembro de 2000. [Anexo 2].

3.2 - IDENTIFICACAO DAS MICOBACTERIAS

Somente as cepas da UNICAMP foram identificadas. As cepas do 1AL ja

vieram semeadas em L-J ¢ foram ressemeadas para a manutengao.

O material clinico (escarro) foi enviado ao Setor de Micobactérias da
DPC/HC/UNICAMP, onde foi realizada a baciloscopia corando—se as l&minas pela técnica
de Zehl-Neelsen e a descontaminagio das amostras pelo método de Petroff modificado.

O isolamento foi feito pelo sistema BACTEC 460 TB - radiométrico
(Becton & Dickson®, USA). Nos frascos com leitura positiva, foi feito o teste do NAP, a
fim de diferenciar o “complexo M. tuberculosis” dos demais. Os isolados positivos para M.
tuberculosis foram entdo semeados em meio de cultura de Lowenstein — Jensen (L-J) &
37°C para a obervagio das caracteristicas fenotipicas das colonias ¢ a obtengdio de células

jovens para a identificagéo definitiva.
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A identificagio de todos os isolados foi feita pelo método ACCUPROBE
(Gen-Probe®), conforme instrugdes do fabricante.

3.3 - MANUTENCAO DOS ISOLADOS

Apds a identificagiio, os 99 isolados foram ressemeados em meio de cultura
solido de L-J até obter crescimento maduro. Apds esse procedimento, foram mantidos a
-20°C. Todas as subculturas para a extragio do DNA foram feitas a partir das amostras

congeladas.

3.4 - EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Uma parte do experimento foi realizada no Setor de Micobactérias da
DPC/HC/UNICAMP. As etapas que exigiam descontaminagio foram realizadas no
Laboratério de Patogéneses Bacteriana e Biologia Molecular da FCM/UNICAMP.

O método utilizado foi o descrito por van SOOLINGEN et al. (1999). Apds o
crescimento do Mycobacterium tuberculosis em meio s6lido de L-J (30 dias ou 4 semanas),

foram transferidas duas algas de cultura em 600ul de agua destilada estéril em microtubos..

As amostras foram aquecidas por 20 minutos a 80°C, com a morte das
micobactérias, em placa aquecedora, resfriadas em temperatura ambiente. O precipitado foi
suspenso em 400pl de TE 1X (TrisHCl 10mM; EDTA 10mM, pH 8,0) e transferido para
microtubo de polietileno para microcentrifuga (1,5mL) e, a seguir, as células foram
inativadas pelo calor por 20 minutos a 80°C. Foram adicionados 50ul de lisozima
(10mg/mlL.) e incubado a 37°C por um periodo de 12 horas em aguecimento sob agitacdo
(Thermomixer - Eppendorf®). Em seguida, foi adicionada uma solugdo contendo 70pul de
Sodio-Duodecil-Sulfato (SDS) a 10% e 5ul de Proteinase K ¢ agitado vigorosamente. A
seguir, foram adicionados 100l de solugéo de 10g% de Brometo de N-cetil-N,N,N-trimetil
aménio (CTAB) e NaCl 4,1g% em agua e pré - aquecida a 65°C, também agitado
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vigorosamente até que o liquido adquirisse um aspecto branco leitoso, sendo depois
aquecidos & 65°C sob agitacdo (Thermomixer Eppendorf®) por 10 minutos. Procedeu-se,
entdo, & separagio das proteinas, adicionando-se 750pl de solugio 24:1 de
cloroférmio/dlcool isoamilico € centrifugagiio por 5 minutos a 12000 rpm. A fim de se
precipitar o 4cido nucléico, adicionou-se aos novos tubos 0,6 volumes (450ul) de
isopropanol 100%. As amostras foram mantidas a -20°C por 24 horas e, a Seguir,
centrifugadas (12000 rpm). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado em
1000ul de etanol a 70%. Repetiu-se a centrifugacio e o descarte do sobrenadante para a
secagem do precipitado & temperatura ambiente. Por fim, os sedimentos foram ressuspensos
em 30ul de tampsio TE 1X pH8.0 (agente quelante com pH ideal para que ndo haja
degradagio do DNA) e estocados a -20°C, para uso posterior.

3.4.1 - Quantificacio do DNA Extraido

O DNA extraido foi diluido na proporgfo de 1 para 100 e realizada a leitura em
espectrofotdmetro Gene - Quant IT (Pharmacia Biotech®) nos comprimentos de onda 1260

e 7280. Foram utilizadas as solugdes de DNAs com concentragdo entre

0,2ug/pl — 2,0pg/pl.

3.4.2 - Eletroforese do DNA Extraido

Para verificar a sua integridade, os DNAs extraidos foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 0,7% acrescido de brometo de etidio {(0,5ug/mL) para a
sua visualizagio (SAMBROOK et al., 1989). Foi utilizado para a corrida eletroforética o
tampdio TBE (Tris 89mM/ Acido Borico 89mM/ EDTA 2, SmM/ pHB8,0) ¢ submetidas as
amostras a uma corrente de 100 V, por uma hora. Ao término da corrida, o gel foi

fotografado em cémera Polaroid® com filme P & B 667 sob transiluminagio ultravicleta
(260nm).
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3.5 - DIGESTAO DO DNA GENOMICO POR ENZIMA DE RESTRICAQ

Os DNAs extraidos foram digeridos pela enzima de restrigho Pvull
(Life Technologies®). A digestio foi realizada num volume total de 20pL, nas seguintes
condigdes: 2uL do tampdo 10X da enzima; 4,5ug de DNA extraido; 1uL da enzima Pyull
(10U/uL) e completado com agua ultra-pura e estéril. Os tubos de polietileno foram
agitados manualmente e centrifigados por 1 minuto (12.000 rpm) ¢ incubados em
banho-maria & 37°C por 4 horas. A seguir, foi adicionado SpuL de azul de bromofenol 10X,
agitados manualmente e centrifugados por 1 minuto. A digestdo completa dos DNAs foi
observada por corrida eletroforética (utilizando-se SpL do DNA digerido) em gel de
agarose 0,8% com brometo de etidio (0,5pg/mL) corridos a 80V por 40 minutos em tampdo
TBE 1X . A seguir, os DNAs foram conservados a -20°C.

3.6 - ELETROFORESE

Os DNAs digeridos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
com brometo de etideo (0,5pig/mL) para coloragdo e tampdo de corrida TBE. As condi¢Ges
para a corrida eletroforética foram de 40V por 19-20 horas realizados em cuba
eletroforética horizontal (Life Technologies® no tamanho de 20x25cm. Os 20pL da
digestio foram aplicados nas canaletas do gel e ap6s a corrida eletroforética, o gel foi
fotografado em cémera Polaroid com filme P & B 667 sob transiluminacio ultravioleta
(260nm).

3.7 - SOUTHERN BLOTTING
3.7.1 - Preparaciio do Ge! para o Southern Blotting

Apbs a corrida eletroforética o gel foi submetido 4 luz UV até eliminagéo total
do brometo de etidio e tratado com HCI 0,25M por 10 minutos para a depurinacdo dos
fragmentos de DNA, a fim de aumentar a velocidade e eficiéncia da transferéncia. A seguir,
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o gel foi lavado com dgua destilada estéril por 10 segundos e mergulhado em solugdo de
NaOH 0,4M por 20 minutos, para a desnaturagdo da dupla fita de DNA. Na transferéncia
utilizou-se membrana de nylon polarizada (Hybond N+/Amersham Pharmacia Biotech®),
papel 3MM (Whatman®) e papéis de germinagdo de semente do mesmo tamanho do gel,
que foram usados para na transferéncia do DNA. Depois desse periodo, novamente o gel foi
lavado com agua destilada estéril e solugdo de NaOH 0,4M por 20 minutos. O gel foi
retirado da solugiio de desnaturagio e montado o “sanduiche” para a transferéncia do DNA
do gel para a membrana, conforme a seguir: num recipiente de vidro contendo solugéo nova
de NaOH 0,4M foi colocado um suporte para o gel e estendido sobre esse uma tira de papel
3MM da mesma largura que o gel e comprimento suficiente para ficar submersa na solugao
salina, formando uma ponte. Sobre a ponte foram colocados 2 papéis 3IMM umedecidos em
solugdo NaOH 0,4M e o gel. Sobre o gel foi colocada a membrana umedecida em solug&o
NaOH 0,4M e 1 folha de papel 3MM. Por ultimo foram colocados varias folhas de papel de
germinagio de semente e sobre elas um vidro contendo um peso de aproximadamente 500g.
Procedeu-se a transferéncia por 24 horas. Passado esse periodo o “sanduiche” foi

desmontado e retirado a membrana de nylon. [ Figura 7]
Restricted DNA Paper towels
Mylon membrane

Buffer

MNylon membrane

BROWN et al. (1999).

Figura 7 — Transferéncia do DNA do gel para a membrana de nylon por Southern Blotting

3.7.2 - Tratamento da Membrana depois do Southern Blotting
A membrana foi colocada com o DNA voltado para cima em papel saturado
com solugdo de NaOH 0,4M por 2 minutos e lavada com solugdo SSC 5X ndo mais que 1
minuto. A seguir, 0 DNA foi fixado na membrana em UV a 200J (Crosslink-Hoefer®). A
membrana foi usada diretamente na hibridizac¢do ou estocada a 4°C em saco plastico até o

seu proximo uso.
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3.7.3 - Construcio da Sonda Molecular

3.7.3.1 - Amplificaciio do DNA pela Reacdio em Cadeia da Polimerase
(PCR)

A sonda foi obtida pela reacfio de PCR utilizando-se o DNA de Mycobacterium
bovis BCG, que possui apenas uma copia da IS6770. Foram utilizados dois

oligonucleotideos iniciadores (“primers™).
INS-1{(5°-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC)
INS-2(5’-GCGTAGGCGTCGGTGCAAA)

Esse par de iniciadores € responsédvel pela amplificagio de um fragmento de

DNA de 245 pares de bases, interno a seqgii€ncia IS6110.

Foram utilizados os seguintes volumes/concentragéio de reagentes para um
volume final de 50uL de reacdo: 100pl. DNA alvo extraido (M. tuberculosis), tampéo PCR
10X, 2,5mM dNTP, P1 (SOng/ul), P2 (50ng/uL), Tag polimerase (5U/uL), e agua pura
para adequar o volume final da reagdo.

Os tubos para microcentrifuga contendo a mistura completa foram introduzidos
no termociclador para efetuar a amplificacfo, segundo as seguintes condiges: 30 ciclos de
1 min a 96°C para a desnaturagiio, 1 min a2 65°C para anelamento dos “primers”, ¢ 2 min a

72°C para extensio da fita (sintese de DNA) e 6 min a 72°C de extensfio final.

A amplificagdo foi visualizada por eletroforese em gel de agarose a 2%
submetido a 50V por 2 horas, aplicando na primeira canaleta do gel 1pl. do marcador de
100pb (Life Technologies®) e 1uL do azul de bromofenol 10X e nas demais canaletas 1pL
do produto de DNA e 1uL do azul de bromofenol 10X .

A purificagdo foi realizada de acordo com o kit de purificagio QIlAquick
(Qiagen®). Os fragmentos purificados foram quantificados por eletroforese em gel de
agarose 1% corados com brometo de etidio (0,5ug/ml) e nas canaletas foi adicionado o
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DNA Quantification Standards (Life Technologies®) com concentragdes padronizadas,
assim, as amostras foram comparadas com esses padrdes pela intensidade da luz emitida
pelo brometo de etidio visualizadas em UV. Os produtos de PCR puros foram diluidos até a

concentragio de 10ng/uL ¢ estocados & -20°C até seu uso .

3.7.4 - Marcacio da Sonda

A marcaciio de 30ul. (30ng) da sonda IS6170 obtida através de amplificagio
por PCR foi feita para uma reagfio de quimioluminescéncia, utilizando-se o Kit
ECL- “direct nucleic acid labelling and detection systems”
(Amersham Pharmacia Biotech®) e seguiu-se o protocolo sugerido pelo fabricante:
diluju-se a sonda obtida com agua ultra pura, obtendo-se uma concentragio de 10ng/pL e
desnaturou-se a sonda com 4gua em ebuligio por 5 minutos e, a seguir, resfriada no gelo
imediatamente por 1 minuto. Centrifigada brevemente a 12.000 rpm e, a seguir,
adicionou-se um volume igual do reagente de marcagdo, agitada manualmente e adicionado
um volume igual de glutaraldeido. A solugéo foi novamente centrifugada e incubada por 10
minutos a 37°C e usada para hibridizagéo.

3.7.5 - Hibridizagio

A membrana de nylon foi enrolada sobre si mesma e colocada na garrafa de
hibridizagfio juntamente com 50mL do tampiio ECL de hibridizagio (pré - aquecido) &
42°C por 1 hora. Nesse momento 2 sonda marcada foi adicionada diretamente a solugdo de
hibridizagdo dentro tubo ¢ a membrana hibridizada por 24 horas a 42°C em forno de
hibridiza¢iio (Amersham Pharmacia Biotech®) sob rotagfio (6 rpm). Depois desse periodo o
tampéo de hibridizagdo foi descartado e adicionou-se 50ml do tampéo primario de
lavagem (pré — agquecido) diretamente a garrafa de hibridiza¢do ¢ manteve-s¢ a mesma
temperatura por 20 minutos. Apos descartou-se o tampdo de lavagem e repetiu-se a

lavagem. A seguir, a membrana foi colocada numa bandeja de pléstico com tampdo
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secundario de lavagem (SSC2X), até a membrana ficar submersa e incubou-se a
temperatura ambiente por 5 minutos sob agitagio, o tamp&o foi descartado e repetiu-se esta

etapa. Depois, a membrana foi retirada e seca & temperatura ambiente em papel 3MM.

3.7.6 - Detecgio

Esta etapa foi realizada numa cimara escura, apenas na presenga de luz vermelha.
Para a detecgdo utilizou-se o Kit ECL. (Amersham Pharmacia Biotech®), contendo os
reagentes de detecgdo 1 e 2. Misturou-se um volume igual de cada reagente de detecgio. A
membrana foi colocada numa bandeja de plastico e coberta com os reagentes. Retirou-se o
excesso dos reagentes e colocou-se a membrana num saco plastico vedado. A membrana foi
colocada com o DNA voltado para cima no cassete de Raio-X , expondo-a ao filme
radiografico (Hyperfilm - Kodak®) por 10-120 minutos, apos esse periodo foi revelada em
equipamentos apropriados no Setor de Raio-X do HC/UNICAMP. A membrana foi
estocada em sacos plasticos 4 4°C. [Figura 8]
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Mt- Cepa Padrao — Mt 14323 , 1- 18 — Cepas analisadas

Figura 8 — Filme de raio X para analisar padrdo de bandas

3.7.7 - Andlise dos Resultados

Os isolados foram analisados pelo “software” GelCompar I, versdo 2.5

(Applied Maths®, Kortrijk, Belguim), com padrdo de similaridade maior que 98%.

3.8 - SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

3.8.1 - Reacdo de PCR para o SSCP

Para a amplificagdo foram utilizados dois pares de “primers” sintetizados com

157pb segundo TELENTT et al. (1993 a,b) e TELENTI et al. (1997):
TR8 (S’ TGCACGTCGCGGACCTCCA)

TRY (3’TCGCCGCGATCAAGGAGT)
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Foi amplificado por PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) em 40 ciclos de 1
min. a 94°C (desnaturagio), 1 min. a 55°C (anelamento) e 1 min. a 72°C (extensdo), com

uma extens3o final de 10 min. a 72°C.

Para a reagdio da PCR (50uL) contendo Ing DNA gendmico, 50 mM KCI, 10
mM Tris(pH 8.0), 2,5 mM MgCl, 100uM de dNTPs, 1U Taq polymerase, 10 p mole de
cada primer e 10 ng do DNA.

Os fragmentos amplificados foram aplicados em gel de agarose a 2% e corados
com brometo de etideo e verificada a presenca da banda marcada na posi¢do de 157pb.

[Figura 9]

— 1567 pb

Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose corado por Brometo de Etideo

3.8.2 — Aplicagdo das amostras de SSCP

Cerca de 3pL das amostras de DNA amplificadas por PCR foram diluidas em
3uL de tampdo da amostra (formamida, solugdo de xyleno cyanol, solugdo de azul de

bromofenol). [ Figura 10]

Antes de ser aplicada no gel de poliacrilamida, as amostras sofrem uma

desnaturagdo de 5 min a 95°C e imediatamente foram resfriadas no gelo.

Foram analisadas 65 amostras de M tuberculosis resistentes a rifampicina e 13
amostras sensiveis. Utilizou-se o aparelho GenePhor (Amersham Pharmacia Biotech®)

com o Kit — GeneGel SSCP (Amersham Pharmacia Biotech®).
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Figura 10 — Aplica¢do das amostras em gel de poliacrilamida no aparelho GenePhor®

As condi¢des para a eletroforese no gel de poliacrilamida foram previamente
analisadas quanto a temperatura e pH do tampéo, foram escolhidas como melhores opgdes a

temperatura de 5°C e tampao com pH 9.0.[Quadro 2]

Quadro 2 — Condigdes para eletroforese em gel poliacrilamida do SSCP

Temperatura Voltagem Corrente Poténcia Tempo
Fase | 5%E % 6mA 5W 25 min
Fase 2 5°C 500V 14mA 10W 90 min

3.8.3 — Detecgao
A detecgdo foi feita pela coloragéo por prata, Figura 11, com 6 etapas:

° A fixagdo, com uma solucdo de Acido Sulfonico-Benzeno diluido em

Etanol por 40 min;
o A 1* lavagem — Agua destilada 3x de 10min;

B A coloracdo pela Prata, solu¢do de AgNOs e Acido Sulfonico-Benzeno;
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o A 2° lavagem com agua destilada por 2 min;

o A revelagio com uma solugdo de NayCOs, formaldeido e Tiossulfato de

sédio por 7 min e

e A Solugdo “Stop” com Acido acétido, acetato de sodio e glicerol por 20

min.

12345678 9 1011 121314151617 181920212223 M

Canaletas de 1 a 23 — Cepas Analisadas, M — Marcador utilizado em SSCP

Figura 11 — Gel de poliacrilamida comparando cepa sensivel (sem mutagdo) com as

demais cepas (possivelmente mutantes)
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3.8.4 — Analise de Resultados

A anilise de resultados dos géis de poliacrilamida foi realizada visualmante,
comparando-s¢ 0 padrio das bandas das cepas padrio (Mtb 14323 e as sensiveis) com as
demais cepas, analisadas em cada gel.

3.9 - SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento automéatico baseia-se no mesmo principio que o manual,
porém sdo utilizados fluoréforos para a marcagdo das bases, que serdo lidas posteriormente
por um seqiienciador, aparelho com fotomultiplicador que detecta a luz emitida pelos
fluorocromos excitados e os registra através de um eletroferograma (Adams e cols, 1994).
Este seria 0 método ideal para a andlise de mutagfes devido & simplicidade, rapidez e
precisfio, porém a sensibilidade na detecgfio de uma simples mutagdo de ponto ainda deixa
a desejar, particularmente em genes ricos em G-C, como os da globina a.. Além disso, o
sequenciador ¢ ainda um equipamento de custo elevado para grande parte dos laboratorios
( KELLER & MANAK , 1993).

3.9.1 — Sequenciamento antomatico para detec¢iio das bases mutantes

Foram sequenciadas 34 amostras. A amplificagfio para seqilenciamento
automético foi realizada com o BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA). Para esta reago utilizou-se 10 ng do
produto de PCR purificado, 1,6 pmol de iniciador sense e anti-sense
(em reagdes separadas), 1,5 uL da solugio Terminator Ready Reaction Mix do BigDye ¢
agua destilada estéril (volume final 10 pL). A reagdo, distribuida em placa propria para
sequenciamento, foi protegida da luz com papel de aluminio. Em termociclador automatico
(GeneAmp® PCR System 9700 — Applied Bijosystems) as amostras foram submetidas a
desnaturagfio inicial (96°C/1 minuto) ¢ 30 ciclos, com as seguintes temperaturas e tempos:
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1.  desnaturagio a 96°C/10 segundos
2.  anelamento a 57°C/5 segundos
3.  extensdo a 60°C/4 minutos

O produto desta nova reagfio de PCR foi entfio submetido & purificagdo: 2uL de
acetato de ambnio 7,5M e 50pL de etanol absoluto foram adicionados aos 10 pi. da reacéo,
com posterior homogeneizagdo. Apés incubagiio por 15 minutos em temperatura ambiente e
protegido da luz, a placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi
removido por inversio e a seguir adicionou-se 100pullde etanol 70%. Posteriormente o
material foi centrifugado a 4.000 tpm por 15 minutos. Novamente ¢ sobrenadante foi
desprezado por inversdo tomando-se o cuidado de ndo remover o DNA contido no fundo do
microtubo. Para a completa remogdo do etanol, a placa foi submetida a centrifugagdo
invertida a 200 tpm por 7 segundos ¢ finalmente aquecida em termobloco a 65°C por 5
minutos para a secagem dos pogos. O produto da purificagio foi armazenado a -20°C,
protegido da luz com papel aluminio até a eletroforese. Para a eletroforese, adicionou-se
2,0pL de loading buffer, uma mistura de formamida deionizada (Invitrogen), 25mM EDTA
(pH 8,0) com azul dextran (50mg/ml) na propor¢do de 5:1 em cada pogo. As amostras
foram homogeinizadas, desnaturadas a 95°C por 5 minutos € colocadas em gelo para, a
seguir, serem aplicadas em gel de poliacrilamida 2mm de espessura € separados por
eletroforese em sequenciador automatico (ABI Prism 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer®,
Norwalk, CT, USA), gentilmente cedido pelo Laboraté6rio do
Hemocentro/FCM/UNICAMP.

O gel para 100mL ¢ composto por 4,5% de acrilamida/bis-acrilamida
(19:1, volume final 10mL), 36g de uréia, 1g de resina Dowex, 10 tampio TBE 10X
(108g de Tris, 55g de acido bérico. e 8,3g de EDTA dissédico, volume para 1000mi.).
Desta solugfio, utiliza-se 20mlL para a montagem da placa adicionando-se 130pul de
perssulfato de aménio (100 mg/mL) e 13ul de TEMED. Apos 2 horas de polimerizagdo, a
placa é limpa e colocada em cassete para a eletroforese.
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As condicdes de eletroforese foram: Voltagem — 1680 KV,Corrente — 50.0
mA, Poténcia —150 W, Temperatura do gel —50°C, Poténcia do laser — 40.0 mW,

Tempo de corrida — cerca de 3 horas.

3.9.2.— Analise de Resultados

Para analisar as 34 cepas resistentes a rifampicina, foram seqiienciadas as fitas
“sense” e “anti-sense” e o produto do sequenciamento automatico foi analisado pelo

“software” Chromas versdo 2.22 — (Technelysium Pty. Ltd. ®). [Figura 12]

Figura 12 — Sequenciamento automatico analisado pelo Chromas®
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4.1 - RFLP

Das 99 cepas de Mycobacterium tuberculosis foram excluidas 21
(9 quando ressemeadas para a manutengdo ndo apresentaram crescimento em meio solido
de L-J ¢ 12 nfio foram reveladas durante a genotipagem). Portando foram analisadas 78
cepas utilizando a técnica de RFLP com a enzima de restrigdo IS6110 [ 65 cepas resistentes
a rifampicina (RIFr) e 13 cepas sensfveis (RIFs)].

Foram encontrados 3 “clusters”, cada um com dois isolados. Desses apenas um
cluster foi seqiienciado, portanto todas as cepas seqlienciadas nfo estdo relacionadas do
ponto de vista epidemioldgico. A andlise de todas as cepas foi feita pelo programa
computacional GelCompar II, versio 2.5 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) . [Anexo 5]

4.2 - SSCP

As 78 cepas analisadas, 65 RIFr e 13 RIFs, foram distribuidas em 19 grupos
obtidos de 5 géis eletroforéticos. Selecionou-se randomicamente de 30% a 50% das cepas

de cada grupo e estas foram seqiienciadas. [Quadro 3]

Quadro 3 - Relacionando mimero das cepas, data de isolamento da cepa, a suscetibilidade,
padrio do SSCP e nimero do gel SSCP, a andlise dos clusters e as mutagdes

presentes por sequenciamento.

N data de sexo  Resisténcia procedéncia Padriio gel  RFLP mutagio
cepa isolamento sscp S5¢p

HC 2323 SENS CAMPINAS A 15 SMUT
19 01210 (0572000 M i MC A 1 v S/MUT
19 05702 03/2000 F /5 ITAPECIRICA A 1 g SMUT
33 00364 02/2Q00 M 1 SP A 1 v SMUT
37 00213 02/2000 M i sp A 1 v SMUT
40 00425 0272000 M i SANTOS A 1 v SMUT
49 06553 03/2000 M I OSASCO A 1 v SMUT
51 01210 05/2000 M I MC A 1 a SMUT
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HC 1023 SENS A 1,34 SMUT
HC 3383 SENS I 2,3 SMUT
4 00044 01/2000 I Sp B 1 v SMUT
HC 182 1 CAMPINAS B 1 v S/MUT
253 92506 08/1999 F IR/P SP C 1 b H526D
28 01438 04/2000 F 'R SP D 1 v H526D
30 00052 01,2000 F I SP E 1 v SAMUT
3 00724 0372000 M I ITAPECIRICA F 2 c §531L
8 00006 01/20600 M I SANTOS F 2 v $s31L
15 00597 0372000 M LR/P/E sp F 2 v S531L
21 93843 01,2000 M 1 sp F 2 v 85271
46 2248 07/2000 M R MS F 2 b §331L
53 01285 05/2000 F IR/E CAMPINAS F 2 v 8531L
57 3076 08/2000 M LR MC F 2 v $531L
63 2810 03/2000 M /R CAMPINAS F 2 d D516V
73 2626 08/2000 M R sp F 2 v §531L
84 2324 0772000 M I/R/P MC F 2 g §531L
87 2431 08/2000 M /R/P sp F 2 v $531L
HC m M iR CAMPINAS F 2 v S531L
HC H3 M I/R/P CAMPINAS F 2 f 8531L
HC 104 F SENS CAMPINAS F 2 v SS31L
39a 92506 0871999 F R/P Sp G 2 v H526D
55 00482 02/2000 F I SP G 2 v H526D
N° data de sexo  Resisténciz procedéncia Padrio  gel RFLP mutagio
cepa isolamento sscp sscp
56 R Sp G 2 f H526D
HC 186 M s CAMPINAS G 2 v H526D
59 308% 08/2000 1R/ SANTOS H 2 v S5311L.
83 2316 0%/2000 M IR MC H 2 v 8531L
HC 1200 SENS CAMPINAS I 34 v SMUT
12 92433 08/1999 F R CAMPINAS J 3 v H5261>
16 01237 05/2000 F 1 TAUBATE J 3 v H326D
27+ 01194 05/2000 F R SANTOS J 3 v H526D
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60 2937 08/2000 M 'R MC J H526D
86 2518 08,2000 M IR Sp J H526D
i7 94018 0172000 F I SP K 853311
22 0582 03/2000 M I'R/E SP K 8531L
36 91242 05/1999 F 'R SpP K S531L
41 IR/P sSP K S531L
42 2627 872000 M IR SP K 8531L
48 00130 02/2000 M IR sI1C K 8531L
58 IR K 853iL
61 2842 082000 M /R sp X S531L
68 2730 0872000 M UR/P SP K 8531L
72 2763 08/2000 M 'R SANTOS K 85311
77 2406 08/2G00 F iR SANTOS K 8331L
50 2266 08/2000 M 1/R/PE sp K 8531L
88 2341 082000 M I/RP SP K S531L
18 93898 0272600 M LR/P/E OSASCO L $531L
23 00183 SENS L $531L
24 01195 0572000 M IRAPE SANTOS L 8531
3 01250 0572000 F R SP L S331L
34 00489 0272004 M I SP L $331L
35 92507 08/1999 F I’RP 5P L 8531L
K] 92508 08/1999 F LR/ SP L S§531L
67 2365 07/2006 M /R Sp L $531L
70 2371 07/2000 M IR SP L $531L
81 2295 0772000 M FR/P/E sp L $531L
39 2325 07,2000 M I/R/P/S MC L L533P

HC %0 I L 85311
rid R M H526D
20 00018 0172000 M R SP N INS
66 2808 08/2000 F I/R/P CAMPINAS 4] H526D
74 2637 3/2000 M R SP P H526Y
14 01243 0572000 LR sp Q H526D
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71 2715 08/2000 I/R/P RIB. PRETO Q H526D
1 00583 02/200Q /R/P/3 SP R §531L
32 92973 10/1999 F 'R Sp R §531L
108 LR/P CAMPINAS R 8531L
76 2846 08/200¢ 1I/R/P sp R 8531L
47 R R 8531L
85 R S S331L

* mesma cepa enviada duas vezes (7, 27

padrio RFLP, clusters B;F e HL

4.3 - SEQUENCIAMENTO AUT OMATICO

a — mesmo paciente, amostras diferentes

Segundo a selegdo randdémica do SSCP, foram selecionadas 34 cepas para a

analise de sequenciamento das bases. As cepas eram compostas de 25 RiFr e 9RIFs

conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicio das cepas conforme as mutagBes encontradas relacionadas com o

padrdo de suscetibilidade as drogas de primeira linha para o tratamento da

Tuberculose.
Resisténcia a Nae
Resistente
Codon/Mutagie 1 R IR IR/E LIRFP IRP/E 'S LIR/P/S Total (%)
8531L 7 1 5 2 15 (44%)
H526D 1 3 6 (18%)
H526Y 1(3%)
L533P 1 (3%)
D516V 1 1(3%)
Ins Phesyq, Mets;s 1 1(3%)
Sem mutagfo 4 1 4 9 (253%)
Total 4 1 12 1 8 2 1 34

I- Isoniazida; R- Rifampicina; P — Pirazinamida; E- Ethambutol; S- Estreptomicina.
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Foram encontradas 9 (25%) cepas sem muta¢do todas eram sensiveis a
Rifampicina. Das cepas Resistentes a Rifampicina, segundo a substituigdo dos amino
dcidos foram encontradas: Serss; (44%), Hisszs (21%), Leusss (3%), Aspsis (3%) € uma

inser¢do de dois codons Phesis, Mets s (3%).

A mutagio no coédon 531 pode ser visualizada comparando o seu

sequenciamento € o de um isolado sem mutagdo.[Figura 13a e Figura 13b]

Figura 13a — Mutagdo no Cédon 531 TCG—TTG (Serina — Leucina)

Figura 13 b — Isolado sem mutag¢io
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As mutagdes no codon 526 podem levar a codificagio de 2 amino acidos

distintos, encontrados neste estudo, CAC-TAC (Histidina-Tirosina) e CAC-GAC
(Histidina — Acido Aspértico) [Figura 14a e Figura 14b]

Figura 14a — Mutagio no cédon 526 CAC—GAC (Histidina — Acido Aspartico)

Figura 14b — Mutagdes no codon 526 CAC—TAC (Histidina-Tirosina)
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A insercdo encontrada em um dos isolados, pode ser visualizada comparando-a

ao sequenciamento da cepa sem mutagao. [Figura 15a e Figura 15b]

Figura 15a — Inser¢do Phes)a, Mets;s

Figura 15b — Isolado sem mutagao.
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Uma ferramenta da microbiologia que auxilia as investigages epidemiologicas
¢ a aplicagdo de técnicas moleculares (MASLOW et al, 1993). Neste trabalho, foi utilizada
a genotipagem pela técnica do RFLP em 78 cepas de Mycobacterium tuberculosis. Dos
elementos de inser¢éo descritos, foi escolhida a IS6170, que é a de melhor padronizacio € a
mais utilizada por apresenmtar major nimero de copias no genoma de M. tuberculosis
(THIERRY et al, 1990; van EMBDEM et al, 1993 e van SOOLINGEN et al, 1999).

Foram encontrados 3 agrupamentos com 2 isolados em cada grupo, com indice
de similaridade maior que 98%. As demais 72 cepas sfo pleomorficas com indice de
similaridade entre 30% e 80%.

O controle da Tuberculose tem sido uma preocupagdo mundial, pois a
incidéncia das cepas resistentes as drogas de primeira knha tem aumentado
(Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2000). Portanto fazem-se necessarios
estudos sobre 0os mecanismos de resisténcia utihzados pelo Mycobacterium tuberculosis. A
rifampicina € o componente chave para o tratamento da tuberculose. Os Mycobacterium
tuberculosis resistentes a rifampicina utilizam uma estratégia comum de mutacdo em uma
regido do gene rpoB com 69pb e € denominada regifio determinadora de resisténcia a
rifampicina. Essa regifio € responsavel por mais de 95% das mutagBes que ocorrem em
cepas de M tuberculosis resistentes a rifampicina (GONZALEZ et al, 1999). Quando o
amino 4cido codificado for alterado pela substituicdo de uma Unica base ocorrem mudangas

conformacionais da proteina que nfo sdo detectadas pela droga TELLES et al.(2002).

Segundo Cooksey et al. (2000) as cepas de MTB resistentes a rifampicina sdo
resistentes a isoniazida em uma probabilidade maior que 50%. Entdo estudando-se os
mecanismos de resisténcia das micobactérias a rifampicina estarfamos em grande parie
estudando as MTB multirresistentes. As mutagSes no gene rpoP estdo sendo muito
estudadas e associadas as cepas resistentes a rifampicina
(GONZALEZ ct al, 1999 ¢e MIKHAILOVICH ET AL, 2001).

Para estudar as mutagfes no gene rpop de MTB resistentes a rifampicina, foram
escolhidas as técnicas do SSCP ¢ sequenciamento indicadas nos estudos de Telenti et al

(1993) ¢ Mikkailovich et al. (2001). A técnica do SSCP foi escolhida apés estudos dos
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métodos genotipicos disponiveis (KELLER & MANAK, 1993). O fragmento do gene
estudado € pequeno (157pb) e estudos mostram que a sensibilidade do SSCP € de maior
que 95% para fragmentos entre 100pb e 300pb. O SSCP ¢ utilizado para fazer triagem das
mutagdes, posteriormente confirmadas por sequenciamento
(FELMLEE et al, 1995; SCARPELINI et al, 1997, SELVAKUMAR et al, 1997 e
BODADILLA-DEL-VALLE et al, 2001). Em nosso trabalho optamos por estas técnicas
por estarem bem padronizadas € por serem as mais utilizadas. Porém, os géis de
poliacrilamida do SSCP ndo apresentaram boa resolugéo, 0 que apresenton uma margem de
erro ja que os géis foram analisados visualmente. Foram caracterizados 19 grupos ¢ desses
randomicamente foram separados de 30% a 50% das cepas para serem seqlienciadas. O

método do SSCP ndo pode ser analisados quanto a sensibilidade € quanto a especificidade.

O sequenciamento do DNA é a maneira mais eficiente de caracterizar uma
mutagio de um tmico nucleotideo (KELLER & MANAK, 1993). Em nosso estudo
analisamos pelo sequenciamento 34 cepas escolhidas randomicamente dos 19 grupos dos
péis de SSCP. Todas as cepas seqiienciadas foram comparadas com o genoma do
Mycobacterium tuberculosis e as mutagdes foram detectadas com facilidade e precisdo.
Apesar do sequenciamento das bases ficar mais dificil em genes ricos em G-C, como o

gene rpoB, todas as cepas foram analisadas de maneira simples e rapida.

A mutagiio no cédon 531 relatada com maior freqiiéncia em trabalhos que
estudaram cepas de MTB resistentes a rifampicina, em nosso estudo foi a mutagdo de maior
prevaléncia (44%). As cepas estudadas no Brasil, VALIM et al. (2000) ¢ SPINDOLA DE
MIRANDA et al. (2001), coletadas de 3 estados federativos, mostram esta mutacdo como 2
mais freqliente em 56.2%, e 50% dos isolados estudados. Outras investigacdes de
diferentes paises citam a mutagdo no cédon 531 como mais freqiiente envolvendo cepas
resistentes a rifampicina. MANI et al. (2001) observou esta mutacio em 53% dos isolados
resistentes a rifampicina da India. J4 no México, BODADILLA-del-VALLE et al. (2001)
encontrou 40% de cepas resistentes a rifampicina com esta mutacdo. Uma grande
quantidade de trabalhos desenvolvidos mundialmente tem encontrado a mutagio no codon
531 seguida do codon 526 como as mais prevalentes. RAMASWANNI & MUSSER (1998)
estudaram cepas de M. tuberculosis procedentes de vérias partes do mundo e encontraram
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estas mutagBes nas freqliéncias de 41% e 36% respectivamente.O codon 526 encontrado
como o local de segunda maior prevaléncia neste trabalho (19%) tambeém € citado pelos
outros estudos de VALIM et al. (2000) e SPINDOLA DE MIRANDA et al. (2001).

Uma mutagdio complexa correspondente a uma insergéio de dois cédons por
repeticiio,Phesis € Mets;s , foi encontrada no nosso estudo e também foi descrita por
KAPUR et al. (1994) trabatho realizado com cepas do surto nosocomial em Nova York.

Em estudo multicéntrico, inclusive com participagfio brasileira, demonstrou-se
que as cepas resistentes a rifampicina, utilizam a estratégia de mutagio na regifio da beta
subunidade da polimerase do gene rpoB. Foram estudadas técnicas de identificacdo mais
rapidas como PCR ¢ um teste rapido que aplicados as cepas determinam com rapidez a
resisténcia a rifampicina, como o usado por OLIVEIRA et al. (2003). Este método, sendo

oneroso, dificilmente tera aceitabilidade em rotina de laboratérios clinicos.
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6 - CONCLUSOES
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1. Foram encontrados neste estude trés agrupamentos com 2 isolados em cada

grupo.

2. Foi encontrada relag@io entre a resisténeia a rifampicina e as mutagdes que
ocorrem no gene rpoB de Mycobacterium tuberculosis, as mutagbes foram
detectadas por SSCP ¢ confirmadas pelo sequenciamento automatico. A
mutagfio de maior prevaléncia foi a2 mutagfio no codon 531(44%), seguida do
codon 526 (19%). Foi encontrada também uma insergdo de dois codons por

repeticiio, Phesis € Mets;s, apenas descrita uma tinica vez.
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ANEXO 1

Isolados de Mpycobacterium tuberculosis utilizados no estudo cedidos pelo
Laboratério de Microbiologia — Segdo de Microbiologia da Divisao de Patologia
Clinica do HC/UNICAMP, segundo a data do isolamento da amestra, sexo do paciente

e droga que apresentava resisténcia

N°AMOSTRA  N°ESTUDO DATA DE SEXO RESISTENCIA
ISOLAMENTO

2037 101 07/2001 M /R
2693 102 07/2001 M I
2850 103 07/2001 M UR/P
3231 104 07/2001 F R/P
3307 105 07/2001 M I/R/P
3312 106 07/2001 M S/

Mtb 14323 MT90 08/2001 SENSIVEL
1023 1023 0812001 SENSIVEL
1200 1200 08/2001 SENSIVEL
3383 3383 08/2001 SENSIVEL

Mib 14323 — Cepa de referéneia de Mycobacterium tuberculosis,
I- Isoniazida, R~ Rifampicina ¢ P- Pirazinamida
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ANEXO 2

Isolados de Mpycobacterium tuberculosis utilizados no estudo cedidos pelo
Instituto Adolfo Lutz (Laboratorio de referéncia para Tuberculose do Estado de Sio
Paulo), segundo a data do isolamento, sexo do paciente, droga que apresentava

resisténcia ¢ a procedéncia.

N° estudo DATA DE

N";sz " ISOLAMENTO SEXO RESISTENCIA Procedéncia
1206 1 05/2000
M I/R MOGI DAS
CRUZES
93849 2 01/2000 M I SAO PAULO
724 3 03/2000 M I ITAPECIRICA
44 4 01/2000 M I SAO PAULO
326 5 02/2000 F I SAO PAULO
596 6 03/2000 M /R SAO PAULO
6 8 01/2000 M I SANTOS
523 9 02/2000 M I SAO PAULO
1210 10 05/2000 M I MOGI DAS
CRUZES
585 11 02/2000 M IR/S/P SAO PAULO
92433 12 08/1999 F IR CAMPINAS
93966 13 01/2000 M L/R/P/E/S SAO PAULO
1243 14 05/2000 M R SAO PAULO
597 15 03/2000 M I/R/P/E SAQ PAULO
1237 16 05/2000 F I TAUBATE
94018 17 01/2000 F I SAO PAULO
93898 18 02/2000 M I/R/P/E OSASCO
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N° estudo DATA DE

a ;:p; " ISOLAMENTO o340 RESISTENCIA Procedéncia
702 19 03/2000 F I/S ITAPECIRICA
18 20 01/2000 M I'R SAO PAULO
93843 21 01/2000 M I SAO PAULO
582 22 03/2000 M I/R/E SAO PAULO
183 23 SENSIVEL
1195 24 05/2000 M I/R/P/E SANTOS
92506 25E 39 08/1999 F I/R/P SAO PAULO
92817 26 10/1999 M I/R OSASCO
1194 7E27 05/2000 F /R SANTOS
1438 28 04/2000 F I/R SAO PAULO
92247 29 08/1999 M /R SAO PAULO
52 30 01/2000 F I SAO APULO
1250 31 05/2000 F I/R _
SAO PAULO
92973 32 10/1999 3
F I/R SAO PAULO
364 33 02/2000 M I SAO PAULO
489 34 02/2000 M I SAQ PAULO
92507 35 08/1999 F I/R/P SAO PAULO
91242 36 05/1999 F /R SAQ PAULO
213 37 02/2000 M I SAO PAULO
92508 38 08/1999 F I/R/P SAO PAULO
425 40 02/2000 M I SANTOS
2335 4] 07/2000 F I/R/P MOGI DAS
CRUZES
2627 42 08/2000 M IR SAO PAULO
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N° estudo DATA DE
N° cepa ISOLAMENTO SEXO Resisténcia Procedéncia
no 1AL
2429 43 08/2000 F I/R SANTOS
2423 44 08/2000 M I/R/P SANTOS
3059 45 09/2000 M /'R CAMPINAS
2248 46 07/2000 M /R MATO
GROSSO DO
SUL
2898 47 09/2000 M 'R TAUBATE
130 48 02/2000 M IR S. JOSE
CAMPOS
553 49 03/2000 M | OSASCO
1246 50 05/2000 M /R/S SAQ PAULO
93492 52 02/2000 )
F I/R/P SAO PAULO
1210 51 05/2000 M I MOGI DAS
CRUZES
1285 53 05/2000
F I/R/E CAMPINAS
402 54 02/2000 ,
F I S.JOSE
CAMPOS
482 55 02/2000 _
F 1 SAQO PAULO
93459 56 02/2000 N
M R SAOQ PAULO
3076 57 08/2000
M /R MOGI DAS
CRUZES
3135 58 08/2000 _
M R SAO PAULO
3089 59 08/2000
M I/R/P SANTOS
2937 60 08/2000
M IR MOGI DAS
CRUZES
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N° estudo DATA DE
N° cepa no n
2842 61 08/2000 .
I/R SAO PAULO

3064 62 08/2000

M IR CAMPINAS
2810 63 08/2000

M R CAMPINAS
2841 64 08/2000 x

F VR/P SAO PAULO
3079 65 08/2000

M UR/P/E MOGI DAS

CRUZES

2808 66 08/2000

P VR/P CAMPINAS
2365 67 07/2000 x

M R SAQ PAULO
2730 68 08/2000 ~

M VR/P SAO PAULO
7645 69 0872000 -

M UR/P SAO PAULO
2371 70 07/2000 %

M IR SAO PAULO
27715 71 08/2000 y

M I'R/P RIBEIRAQ

PRETO

2763 72 08/2000

M IR SANTOS
2626 73 08/2000 %

M IR SAO PAULO
2637 74 08/2000 5

M IR SAO PAULO
2406 77 08/2000

F IR SANTOS
2732 75 08/2000 5

F UR/P SAO PAULO
2846 76 0872000 %

M I/R/P SAQ PAULO
2466 88 08/2000 X

M IR SAO PAULO
2802 79 08/2000

E CAMPINAS
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N* estudo DATA DE

N° cepa no ISOLAMENTO SEXO  RESISTENCIA Procedéncia
IAL
2266 80 0872000 )
M I/R/P/E SAO PAULO
2295 81 07/2000 .
M VR/P/E SAOQ PAULO
2428 82 08/2000
M I/R/P SANTOS
2316 &3 09/2000
M I'R MOGI DAS
CRUZES
2324 84 07/2000
M I/R/P MOGI DAS
CRUZES
2461 85 08/2000 .
M IR SAOPAULC
2518 36 08/2000 .
M 'R SAO PAULO
2431 87 08/2000 )
M VR/P SAOPAULO
2341 38 08/2000 .
M I/R/P SAQ PAULO
2325 39 07/2000
M /R/P/S MOGI DAS
CRUZES

1Al - Institito Adolfo Lutz ; F — Feminino, M- Masculino
1- Isoniazida, R- Rifampicina, P- Pirazinamida, 8- Estreptomicina e E- Etambutol.
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ANEXO 3

Solucédes Utilizadas
1- Extracio do DNA Gendmico
Tris 1M*
TS BASC.vverrevrervrserasmsrersesmsensssssasssssassnssssssssssssesesseseces 121,1g
AQUA URTA PUTA....coecirrerrierereecrerieonsessaseresrsserssssnssnaes 800mlL.

Ajustar o pH para 8,0 adicionando HCI puro.
Completar o volume com agua ultra pura para 1000mL.

EDTA 0,5M pH 8,0+

Dissolver sob agitagéo, ajustar o pH para 8,0 com NaOH a IN.
Completar o volume com agua ultra pura para 1000mL.

Tampio TE 10X*

TRIS/HCI 1mM, pHS8,0...cviieirimeeieeesrnmaniesesnesasasees 10mL
EDTA 0,5MM..ccreeccerecarenramrisvesesesrmssemsisssessrersasisssisesssnens 2mlL
Completar o volume com agua ultra pura para 1000mL.

Soluciio de lisozima

10mg/mL de agua ultra pura esterilizada.
Estocar em aliquotas a -20°C.

SDS (Sodinum Duodecyl Sulfaio) 10%




Dissolver a solugdio sob aquecimento a 65°C por 20 minutos e estocar a temperatura

ambiente.
Solugiio de Proteinase K
10mg de proteinase K/ml. de 4gua ultra pura esterilizada.

Estocar em aliquotas a -20°C.

Solucio de SDS/Proteinase K

Solugdo de Proteinase Ku......coicrecemrcienicniininiinninnns Spl

SIS 10%0.ueeeeeeerrirmieirereerenssmcaiarersiserraassarasassassansasasesasanes 70uL
NaCl] 5M*

NACL.. ot evieseneree st siaanssassrste s sneesenasess sasasarsersase 29,12

Aga Ultra Pura.....c..occoe it 100mL

Estocar & temperatura ambiente

Solucio CTAB/NaCl

N AL e eeeeeeeearevesemssssasassesassarassrenseessasassanassvanssasarasas 4,1¢

Brometo de Cetil Trimetil Amé6nio (CTAB).....ccoceveraeneneae 10g
AQUa UHEA PUFA ..ot ieinn e et nnanss 80mL

Dissolver a solugdio sob aquecimento & 65°C. Completar o volume para 100mL com

4gua ultra pura . Estocar a terperatura ambiente.

Cloroférmio/Alcool isoamilico (24:1)

Misturar 24 volumes de cloroformio com 1 volume de édlcool isoamilico.

* Solugdes autoclavadas a 121°C por 20 minutos.
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2- Corrida Eletroforética

Tampie TEB 10X

TTES BASE «.vveeevevresnenenseeeressotsissssasssssanssesrarosasasessssasannes 108g
ACIAO BOTICO.vrvevvieereresverissenseaesrsssssssseserermemsaseerersssesssenas 55g
EDTA 0,5M pH 8,0 ...cvcoercrimciicmnrimieesreossietetcennnnes 40mL

Dissolver o Tris base e o acido borico em 700mL de agua ultra pura, adicionar o
EDTA ¢ completar para 1000mL de dgua ultra pura. Estocar a temperatura ambiente.

3- Southern Blotting
HCliIM
HCI concentrado.......ccceveveeeereeeerseremsaremmicsissiannramassnssnnes 85,5mL
Completar o volume para 1000mL com 4gua ulira pura. Estocar a temperatura

ambiente.

Solugio de Depurinagio (HC1 0,25M)

Completar o volume para 1000mL com &agua ultra pura. Estocar a temperatura

ambiente.

NaOH 4M

Completar o volume para 1000ml com agua ulira pura. Estocar a temperatura
ambiente.

Solugéio de Denaturagio (NaOH 0,4M)

Completar o volume para 1000mL com agua ultra pura. Estocar a temperatura

ambiente.
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SSC 5X”
Citrato de SOAI0......ccvivivmrnircreriesinrrssrsssrsessresanasnnessenans 88,2g

Completar 0 volume para 1000ml com 4gua ultra pura. Ajustar o pH para 7.0 com
NaOH 5M. Estocar a temperatura ambiente.

* Solugdes autoclavadas a 121°C por 20 minutos.

4 _Hibridizagio

Solugiio de Hibridizacio (Kit ECL- direct nucleic acid labelling and detection

systems - Amersham)

Tampao de hibridizagfo......ccoveevivirerverenes 50mL
Reagente BIOCKING........coiviviaeamrinnanissanensemecsecensntassans 2,5g
NACL it eeeeevisssssssnseasssseseressssrassrarnsssstssnasenssssasssnsnsenses 1,5g

Aquecer a 42°C sob agitagdo o tampdo de hibridizagfo e adicionar o reagente blocking
e o NaClL

Tampdio primirio de lavagem

DI ooev oo e eeeereesseseseeesssesoeeessmseeseesssmssrssrsean T2g
SIS oo see e eeeeese e es et s ser st e ssannens 08¢
SSC 20K oo eeeeeeeseeereessesseseesevereesnscssseeseenserenmansiaee SmL

Completar o volume para 200mL com agua ultra pura. Utilizar em seguida.

Tampéao secundario de lavagem (SSC 2X)
SSC 20X ieeeciierereereceeiscereresr e sesssas e s ar s e st asaansassrenannns 50mL
Completar o volume para 450mL com 4gua ulira pura. Utilizar em seguida.
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5 — Solugdes para o SSCP

Tampéo para diluigfio das amostras de SSCP

(3mL Total do Volume)

4,75 mL de formamida

0,125 mL Solugdo de xylene-cianol a 1%

0,125 mL de Solu¢iio de azul de bromofenol a 1%

Solu¢io de xyleno-cianol a 1%

0,1 g de xyleno-cianol s6lido diluido em 10mL de Agua destilada
Solugiio de Azul de bromofenol a 1%

0,1 g de Azul de bromofenol sélido diluido em 10mL de Agua destilada

Condigdes de eletroforese para SSCP
Tampéo utilizado: Buffer pH 9.0 — Starter Kit (Amersham Pharmacia Biotech®)

Corrente

Temp. Voltagem Poténcia Tempo
Fase 1 5°C 0V 6mA 5W 25 min.
Fase 2 5°C 500V 14mA 10W 90 min.
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6 — Sequenciamento Automatico

Gel de poliacrilamida utilizado para o Sequenciamento
4.5% de acrilamida/bis-acrilamida (19:1, volume final 10mL)
36g de Uréia

1g Resina Dowex

10mL Tampdo TBE 10X

Tampio TBE 10X

108g Tris

55g Acido Bérico

8,3g EDTA dissodico

Ajustar o volame para 1000mL com Agua destilada.

Condig¢des para Eletroforese do Sequenciamento

Pot. Laser Temp. Voltagem Corrente Poténcia

Tempo

40mW 50°C 1680KV 50mA 150W

180 min
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ANEXO 4

Representagio esquemiitica do método “Southern Blotting” por capilaridade

Peso Whatman
| I 3MM
Papel de —
germinacao
Whatman 3MM
Hybond Nt~ ™~ }/
ge /
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ANEXO 5

Belguim).
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Anadlise de Resultados do RFLP feito pelo programa computacional Ge/Cempar 11,
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ANEXO 6

Amplificacio dos oligonucleotideos na posicio de 157pb por PCR

157pb—

9 10 11 12 13 14 15 16

Canaletas 4 e 13 - Marcador de peso molecular 100pb (Life Technologies®)
Canaletas 1,2, 3,5,7,8,9,10, 11, 15 e 16 PCR das amostras de Mycobacterium
tuberculosis
Canaletas 6, 12 e 14 Branco para PCR
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ANEXO 7

Purificacio dos fragmentos de DNA amplificados pela PCR

2000bp
1200pb
800pb

400pb
200pb
100pb

M = Marcador Low DNA Mass Ladder ( Invitrogen®)

Canaletas de 1 a 7 : Oligonucleotideos amplificados

Fragmentos com de 100pb a 200pb, utilizando 4pL. de 10 a 20ng.
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ANEXO 8

Extracio do DNA de Mycobacterium tuberculosis

101 102 103 104 105 106

Canaletas de 101 a 106 — Extracdes das amostras de Mycobacterium tuberculosis da
colecdo do Laboratério de Micobactérias/DPC/HC/UNICAMP
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ANEXO 9

Artigo enviado em Julho/2003 para a AAC ( Antimicrobial Agents and
Chemotherapy)

CHARACTERIZATION OF MUTATIONS IN THE GENE (RpoB)
ENCODING THE RNA POLYMERASE BETA SUBUNIT IN
RIFAMPIN-RESISTANT Mycobacterium tuberculosis STRAINS FROM
SAO PAULO, BRAZIL.

Erica Mary Pavan®, Maria Cecilia. B. Villares!, Christian C. Hofling’, Carmem M S
Giampaglia®, Lucilaine Ferrazoli 2, Dalva C G Aily?, Dulcinéia M de Albuquerque
and Marcelo de C. Ramos *
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Universidade Estadual de Campinas, Brazil.
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Total number of words:
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ABSTRACT

Isoniazid, rifampin, and pyrazinamide, have been used as the standard treatment for
tuberculosis in many countries, including Brazil. Antimicrobial resistance among
Mycobacterium tuberculosis strains results in increased morbidity, mortality and costs of
health care. Control of tuberculosis is thus threatened by widespread emergence of drug
resistance in Mycobacterium tuberculosis as reported worldwide.

Mutations in the rpoB gene seems to be the most prevalent mechanism involved in
rifampin resistance among M. fuberculosis strains.

To characterize the genetic basis of drug resistance in Mycobacterium tuberculosis
in Brazil, mutations involved in rifampin resistance were detected using single strand
conformation polymorphism (SSCP) and sequencing studies. A sample consisting of 73
isoniazid resistant and 3 isoniazid sensitive isolates recovered from August, 1999 through
September, 2000 was screened for susceptibility to rifampin. As a result, 13 susceptible,
and 65 resistant strains were detected. Genomic DNA was obtained from each isolate, and a
fragment consisting of 157 bp of the rpoB gene was amplified, and submitted to SSCP and
sequencing studies. Mutations involving codon 511 through codon 533 were identified.
S531L (44%) was the most prevalent mutation found, followed by H526D (21%), and
H526Y, L533P, D516V, Ins Phesis, Metsis (3% each). Our study corroborates previous
studies done in Brazil which identified $S531L as the most prevalent mutation, and several

other mutations on the same gene segment (codon 511 through 533).
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INTRODUCTION

Mycobacterium tuberculosis is the causative agent of tuberculosis and one of the
leading causes of death worldwide (21) AIDS pandemics, and the emergence of bacterial
resistance to the regular chemotherapeutic agents used in the treatment of tuberculosis have

brought much concern to developed and undeveloped world (22).

Brazil is very much affected by this problem. Large urban centers, like those from
the State of Sdo Paulo, show incidence rates of tuberculosis (TB) as high as 52.5/100,000
inhabitants. Deaths atiributed to TB during 1998 reached 1,521 patients (4.3 cases/100,000
inhabitants) (3). The impact of drug-resistance on this data is not known. From 1994
through 1997 the estimated rate of drug resistance in Séo Paulo city was 6.3% for isoniazid,
2.9% for rifampin, 7.1% for streptomyein, 0.3% for ethambutol and 0% for pirazinamide
(4). In the year 2000 the estimated rate of multi-drug resistant tuberculosis for the whole
country, as defined by the World Health Organization, was 0.9% of all TB cases (5). Since
all MDR strains are resistant to rifampicin (RIFr), the rapid detection of mutations within
the 7poB gene may used for presumptive identification of MDR-TB (6,8,9)

The genetic basis of rifampin resistance is mostly due to mutations in a 69-bp region
of the rpoB geme, which encodes the beta subunit of the M. tuberculosis RNA
polymerase(16), corresponding to codons 511 through 533.

In Brazil, a few sequencing or hibridization studies have focused this problem.
$531L mutations was found in most of rifampin resistant strains tested (11,15,18).
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MATERIALS AND METHODS

M. tuberculosis isolates - A sample consisting of 73 isoniazid resistant and 5 isoniazid
sensitive isolates belonging to a collection from the Instituto Adolfo Lutz [Central
Laboratory, State Health Service, Sio Paulo] (=68 strains), and to the Mycobacterial
Laboratory, Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC-
UNICAMP), in Campinas (=10 strains), recovered from August, 1999 through September,
2000, was screened for susceptibility to rifampin and submitted to further studies. As a
result, 13 susceptible, and 65 resistant strains were detected. The first mentioned laboratory
is the institutional reference for the Sdo Paulo State Health Services for M. fuberculosis
antimicrobial susceptibility.
Full grown cultures, as they were sent to the laboratory, were re-seeded on new
Lowenstein Jensen (LJ) slants before preservation into glass bead added Sauton broth
and kept frozen in a temperature of —20 to —70°C. For genotyping and antimicrobial
susceptibility test purposes, one bead was streaked out onto new LJ slants for full

growth.

DNA fingerprinting — All isolates were also analysed by IS6110 RFLP fingerprinting,
using an internationally standardized method (19,20) to differentiate possible genotypic
relationship among the strains. Comparison of DNA patterns was performed with
GelCompar II, version 2.5 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium). Relatedness of strains was
calculated using Dice similarity coefficient with 2% band position tolerance. The cluster

analysis was done by use of the unweighted pair-group average method.
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PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) analysis (12} — A 157-bp
frapment of the rpoB gene was amplified with the use of primers TR8 and TR9 (2, 16).
Amplification was carried out in 50l of a reaction mixture containing S0mMKCL, 10mM
Tris(pH 8.0), 2.5mM MgCl , 100uM of dNTPs, 1U Taq polymerase, 10pmoles of each
primer, and 10ng of chromosomal DﬁA. Samples were then denatured at 94°C for 5°,
followed by 40 cycles at 94 °C for 1°, 55°C for 1°, 72°C for 1’, and a final run at 72°C for
8’. Fragments where electrophoresed in 2% EtBr added agarose gels, and checked for the
presence of the 157-bp band. SSCP analysis was performed using PCR products from 65
rifampin resistant, and 13 rifampin sensitive strains, using a GenePhor (Amersham
Pharmacia Biotech) electrophoresis unit with the GeneGel SSCP Kit (Amersham

Pharmacia Biotech), as instructed by the manufacturer, at 5°C and pH 9.0.

DNA sequencing: A sample of 34 strains was sequenced. Sequencing studies of
PCR products were done using the automatic DNA sequencer (ABI Prism 377,
Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA), and the BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), as
instructed by the manufacturer. Sequences were further analysed using Chroinas
software (version 2.22- Technelysium Pty. Ltd.) and a Blast search was performed

for nucleotide comparison (1).
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RESULTS

The 156110 RFLP fingerprinting was performed in 65 rifampin resistant (RIFr), and
13 rifampin sensitive (RIFs) strains. Three clusters were found, consisting of two isolates
each. Both strains from only one of the clusters found was submitted to the sequencing

study, therefore all, except one, strain were unrelated from the epidemiological standpoint.

The SSCP amalysis was performed in 65 RIFr and 13 RIFs strains. 19 distinct
patterns were obtained from 5 electrophoresis sessions. We randomly selected 30 to 50%
of specimens from each SSCP pattern obtained, as well as all strains exhibiting unique

patterns, for sequencing studies.
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According to this criteria, a sample (n=34) of PCR products, corresponding to one
strain each, was sequenced. The results of the sequencing studies for the 25 RIFr strains

and 9 RIFs are shown on table 2.

Table 2. Distribution of strains according to the mutation found and the
antimicrobial sasceptibility profiles

No
Resistant to resistance
Codon/Mutation I R IR URE IRP URPE VS URES Total (%)
S531L 7 1 5 2 15 (44%)
H526D 1 2 3 6 (18%)
H526Y 1 1{3%)
L533P ! 1 (3%)
D516V 1 1{(3%)
Ins Phesq, Met; 5 1 1 (3%)
No mutation 4 1 4 9 (25%)
Total 4 1 12 1 8 2 1 1 4 34

I- Fsoniazid; R- Rifampin; P — Pirezinamide; E- Ethambutol; S- Streptomycin.

No mutation was observed in 9 (25%) strains analysed in this study, all sensitive to
rifampin. Among rifampin resistant strains, the most prevalent mutation in a restricted
region of the rpoB gene which led to amino acid substitutions were as follows: Serss;
(44%), Hisszs (21%), Leussz (3%), Aspsis (3%), and one insertion of two codons Phesya,

Metsys (3%)‘

DISCUSSION

The control of tuberculosis has been of worldwide concern because of its high

incidence and the potential spread of drug resistant strains. Rifampin is a key component of
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the chemotherapy of tuberculosis. M. fuberculosis resistance to this drug is achieved when
rpoB gene, which encodes a beta-subunit of RNA polymerase, is modified through
mutation processes in a few described codons, belonging to a 81-nuclotide RIF resistance-
determining region (RRDR). Substitution of key aminoacids would thus result in
conformational changes and defective binding of the drug.(17). Few other genomic sites are
ascertained as responsible for rifampin resistance.

S531L was the most frequent mutation found among rifampin resistant strains
investigated in our work. Other investigators have found the same. Among Brazilian strains
(15,18), collected in three country regions, this single mutation was responsible for
resistance among 56.2%, and 50% of the isolates. H526 locus was rated the second most
prevalent mutation site in the present work as well as in other Brazilian studies. Overall,
mutations in this group of Brazilian strains were found in the 78-nucleoside region from the
rpoB gene corresponding to codons 511, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 522, 526, 527, 531,
and 533. A complex mutation corresponding to Ins Phes14, Mets; s, found in one strain
tested in our study had never been demonstrated before among Brazilian strains. This
mutation was reported before by Kapur (7) in a strain from New York. Other investigators
from developing countries also found Ser531 as the most prevalent mutation site involved
in rifampin resistance. Mani et. al.(8) observed it among 53% of rifampin resistant isolates
from several parts of India. In Mexico, Bobadilla-del-Valle et. al. (2) reported 40% of
rifampin resistant strains bearing mutations in this siie. A wide range of frequencies for
mutations within codons 531, and 526 have been reported worldwide. Ramaswanni (14)and
Musser(10)studymg M. ruberculosis strains from several parts of the world reported

frequencies of 41 and 36% respectively.
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Qur study, in conjunction with few others from Brazil, demonstrates that rifampin
resistance in this country is mediated by the same mechanisms found in other parts of the
world (mutations occurring in the Beta subunit of polymerase gene-rpoB). Given this
picture, rapid identification techniques as PCR-testriction, and Linear Probe Assays can be
applied to Brazilian strains for faster determination of resistance to rifampin, as used by

Oliveira et. al (11). These methods are, otherwise, expensive and cannot be used in routine

testing.
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