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Resumo

Isoniazida, rifampicina e pirazinamida tém sido usadas como a base do tratamento da
tuberculose no Brasil e na maioria dos paises do mundo. O fendmeno da resisténcia
bacteriana aos agentes quimioterapicos tem sido descrito desde que seu uso foi instituido.
No caso da tuberculose, houve aumento expressivo do nimero de cepas resistentes,
principalmente na década de 1990, devido a desestruturacio dos servigos de vigilancia e
controle da doenga e, também, a pandemia da AIDS. A resisténcia a antimicrobianos em
cepas de Mycobacterium tuberculosis resulta em aumento da morbi-mortalidade e maiores
custos para o servigo de saude. A mutaciio no cédon 315 do gene katG, responsavel pela
codificagdo da enzima catalase-peroxidase em M. tuberculosis, ¢ um dos mecanismos de
resisténcia desta bactéria a isoniazida.

Para caracterizar as bases genéticas da resisténcia a drogas em cepas de M. tuberculosis no
estado de S@o Paulo, foram selecionadas para estudo 91 amostras resistentes e 4 sensiveis
isoniazida. Essas cepas foram obtidas de culturas enviadas ao Instituto Adolfo Lutz central,
em S@o Paulo, para identificagdo e realizacio de teste de sensibilidade a drogas. Um total
de 467 cepas foram recebidas no periodo de agosto de 1999 a setembro de 2000. A
genotipagem, utilizando a técnica de RFLP, foi realizada para o estabelecimento de
parentesco entre as cepas. Estudos com as técnicas de SSCP e seqiienciamento de
fragmento contendo o cddon 315, amplificado do gene karG, foram realizados para triagem
e confirmagdo de mutagdes associadas a resisténcia a isoniazida.

A associagdo de resisténcia a isoniazida e rifampicina foi encontrada em 74.8% das cepas
testadas. Resisténcia a isoniazida/pirazinamida e isoniazida/etambutol foi encontrada em 33
e 9,9%, respectivamente. Resisténcia concomitante a todas as drogas consideradas de
primeira linha para o tratamento da tuberculose (1soniazida, rifampicina e pirazinamida) foi
encontrada em 23,1% das cepas. A genotipagem mostrou padrio heterogéneo de bandas,
com formagao de oito agrupamentos com apenas duas amostras cada. A substituicdo
AGC—ACC (Serina—Tirosina) foi a mutacfio mais encontrada (48%). Nio foram
encontradas mutacdes em 39,5% das cepas resistentes estudadas e nos restantes 12,5%

foram detectadas outras mutagdes.
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Conclui-se que no estado de Sdo Paulo a resisténcia a rifampicina ¢ freqiiente entre as cepas
resistentes a isoniazida. A resisténcia as trés principais drogas para o tratamento da
tuberculose também ocorreu em alta freqiiéncia. A substituicio AGC—ACC foi a mutacéo
mais encontrada, porém uma grande parte das cepas resistentes nio apresentavam tais
mutagdes. Pelos dados levantados, podemos também inferir que o fendmeno da resisténcia
do M. tuberculosis a drogas ndo ¢é, em Sio Paulo, uma conseqiiéncia de disseminagio
clonal das cepas, mas casos isolados, provavelmente secundarios a irregularidades no
tratamento. Este trabalho, quando do seu inicio, foi um dos primeiros a enderecar a questdo
das bases geneticas para resisténcia a drogas em M. tuberculosis no Brasil, e estudbs mais
sistematicos e abrangentes sdo necessarios para melhor compreensio desta dinimica em

nosso meio.
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Isoniazid, rifampin and pirazinamide have been used as the Standard treatment for
tuberculosis in Brazil and most countries around the world. Antimicrobial resistance has
been described since its use was instituted. As for tuberculosis, there has been an expressive
rise in multidrug resistant strains in the decade of 1990, due mainly to the dismantling of
tuberculosis vigilance programs and the AIDS pandemics. Antimicrobial resistance among
Mycobacterium tuberculosis strains result in increase in morbidity and mortality and cost
for health care. Mutations in codon 315 of the katG gene, responsible for coding catalase-
peroxidase in M. ruberculosis, has been associated as one of the key mechanisms of
resistance of this bacteria to isoniazid. In Brazil, studies towards the molecular mechanisms
involved 1n this process are still on its beginning.

To characterize the genetic basis of M. ruberculosis drug resistance in the state of Sio
Paulo, 91 isoniazid resistant and 4 isoniazid sensitive strains were selected for study. These
strains were drawn from samples (462 strains) sent to the Instituto Adolfo Lutz central
laboratory in S&o Paulo for identification and drug susceptibility tests. The study period
was from august 1999 through september 2000.

Genotyping of mycobacterium was performed using RFLP technique. SSCP study and
sequencing of the amplified fragment of katG gene that contained codon 315 were
performed to screen and check for mutations conferring resistance to isoniazid.
Concomitant resistance to isoniazid and rifampin was foud in 74,8% of strains tested.
Resistance to both isoniazid/rifampin and isoniazid/ethambutol was found in 33 and 9,9%,
respectively. Concomitant resistance to all drugs considered as first line treatment of
tuberculosis (isoniazid, rifampin and pirazinamid) was found in 23,1% of strains.
Genotypic studies revealed a heterogeneous band pattern, with formation of 8 clusters with
only two specimens each. The most prevalent substitution was AGC—ACC (Ser—Thr),
found in 48% of strains. No mutation was noted in 39,5% of resistant strains studied, and
the remaining 12,5% habored other 1:ss frequent mutations.

In conclusion, resistance to rifampin is a frequent event among isoniazid resistant strains
collected in Sao Paulo, Brazil. Resistance to the three front drugs used for the treatment of
tuberculosis also occurred in high frequency. The AGC—ACC substitution was the most

frequent mutation found, although a high percentage of strains did not carry any mutation.
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Data also suggests that the phenomenon of M. tuberculosis resistance in Sio Paulo is not
due to clonal dissemination of strains, but rather the rise of isolated cases as a probable
consequence of irregular treatment. This work is characterized as one of the first to address
the genetic basis of drug resistance in M. tuberculosis in Brazil, and more systematic and

comprehensive studies are necessary to establish the dynamics of such disease in our

setting.
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1.1. Panorama da tuberculose no cenario internacional

A tuberculose € uma doenga infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis e
sua distribuicdo € mundial. Sua disseminagio acompanhou o desenvolvimento dos grandes
centros urbanos e dos aglomerados populacionais. No inicio do século a doenca alcangou
grandes propor¢des em diversas partes do globo e seu controle s foi possivel com a
identificagdo de seu modo de transmissdo e pela produgio de drogas eficazes para o seu
tratamento. Houve, a partir de entfo, um periodo de declinio acentuado em sua incidéncia
chegando, em paises desenvolvidos, a ser considerada a sua erradicaco ao redor do fim do
século XX. Com a diminui¢do do nimero de casos nesses paises, houve uma paulatina
desestruturagao dos 0rgdos de vigilancia. A nogo de que a doenca niio mais representava
um risco para a saude publica levou o controle da tuberculose (TB) a ser negligenciado
(RAVIGLIONE, 2002). A auséncia de medidas para o controle adequado da transmissio, o
uso indiscriminado de tuberculostaticos e, finalmente, a recente pandemia de AIDS,
contribuiram para o seu ressurgimento na década de 1990. A emergéncia de cepas de M.
tuberculosis resistentes as drogas consideradas de primeira linha para o tratamento da
tuberculose ¢ um dos maiores desafios da atualidade. No Brasil, a falta de uma politica
sanitaria adequada, o descontrole da epidemia de AIDS, a crescente urbanizacio da
populagao e as suas baixas condi¢des s6cio-econdmicas, fazem com que o problema da
tuberculose alcance propor¢des ainda maiores.

Assim sendo, a tuberculose continua como uma das principais causas de morte
dentre as doencas infecciosas no mundo tendo havido, inclusive, um aumento global no
numero de casos novos. Segundo a Organizagio Mundial da Saide (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003; KOCHI et al, 1993), estima-se que oito milhdes de casos novos e
trés milhdes de obitos por tuberculose ocorram por ano no mundo. Devido a essas cifras
alarmantes a organizagdo mundial da saude (OMS) declarou-a como uma emergéncia
mundial, desenvolveu programas mais eficazes de controle e estabeleceu as diretrizes para
o tratamento diretamente observado (DOT). Infelizmente, nos paises em desenvolvimento,
tais estratégias encontram intimeras barreiras e dificuldades para sua implementacio e, até
0 ano 2000, apenas 7% da populagdo brasileira estava sob a cobertura do “DOT” (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2003).
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os produtos destes genes e suas relagdes com processos metabélicos e sitios de acdo das
drogas.

A enzima catalase-peroxidade da M. mberculosis, produto de transcri¢io do gene
katG, ¢ uma proteina de 80 kD, com grande homologia com a hidroperoxidase I de E. coli e
as catalase-peroxidases de M. intracelulare e de outras bactérias (MORRIS et al, 1992).
Nessas bactérias, essas enzimas ja haviam sido estudadas e seu modo e sitio de acdo mais
bem caracterizados. Esse fato possibilitou estabelecer-se correlaciio com seu modo de acao
em M. tuberculosis.

Estudos realizados com M. smegmatis e M. tuberculosis resistentes a INH, nos quais
o gene katG mutante foi substituido pelo gene selvagem, a sensibilidade a INH foi
restabelecida (ZHANG ez al, 1993). Esse resultado confirma que a proteina codificada pelo
karG participa do processo de resisténcia 4 INH. A avaliacdo de que duas entre trés cepas
altamente resistentes a INH mostraram dele¢des completas do gene karG (ZHANG et al,
1992), levou a suposi¢do de que este seria o mecanismo mais importante no
desenvolvimento de resisténcia a droga. Entretanto, estudos posteriores evidenciaram que
apenas pequena parte das bactérias resistentes coletadas de vérias localidades apresentava
tais delecdes e que, de fato, muitas apresentavam genes aparentemente intactos, embora a
atividade da catalase se apresentasse bastante diminuida na maioria desses organismos
(STOECKLE et al, 1993; ALTAMIRANO et al, 1994; GOTO et al, 1995; COCKERILL et
al, 1995; HEYM et al, 1995; MUSSER et al, 1996; HAAS et al, 1997, DOBNER et al,
1997; PRETORIUS et al, 1995; VICTOR et al, 1996; MARTTILA et al, 1996; ROUSE et
al, 1995; FERRAZOLI et al, 1995).

A observacdo de que a maioria das cepas INHr nio apresentavam delecdes
grosseiras em karG estimularam uma analise mais precisa da estrutura deste gene nestas
micobacterias. Investigadores de todo o mundo relataram que 50 a 60 % das cepas INHr
tém pequenas mutagdes, delegdes ou insergdes que nic estdio presentes nos isolados
sensiveis a INH (MUSSER, 1995).

Embora a gama de alteragdes e mutagdes presentes em organismos resistentes a
INH seja bastante grande, a mais freqiiente € a substituicio de um aminoécido localizado na
posi¢do 315Ser. Musser et al. (MUSSER et al, 1996) estudaram 85 cepas INHr de fontes

diversas, ndo relacionadas epidemioldgicamente, e identificaram mudancas no aminoécido
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315Ser em 49 (58%) delas. A maioria tinha uma substituicio no aminoéacido Ser315Thr. De
maneira analoga, Haas e colaboradores (HAAS et al, 1997) determinaram que 68% das
cepas INHr provenientes da Africa tinham alteracdes no cddon 315, predominantemente
substituigdes Ser315Thr. Ainda, Dobner e colaboradores (DOBNER e¢ al, 1997) mostraram
que 26 entre 27 cepas INHr isoladas na Alemanha e Serra Leoa tinham mutacdes no cédon
315.

Trés estudos ndo confirmaram a presenca de substituicdes em karG315Ser em
grande freqiiéncia. Pretorius e colaboradores (PRETORIUS et al, 1995) ndio acharam tais
alteragdes numa amostra de 39 cepas isoladas da Africa do Sul, USA e Suica. Entretanto,
houve retratac@o deste trabalho logo apés sua publicagio, pois foi identificado que a técnica
de PCR-SSCP, utilizada para identificagdo de cepas resistentes, falhou em polimorfismos
presentes no codon 315 em 13 de 39 (33 %) dos organismos (VICTOR et al, 1996).
Marttila e colaboradores (MARTTILA er al, 1996) estudaram 54 isolados INHr
provenientes de pacientes da Finlandia e identificaram somente 4 organismos com
substitui¢des Ser315. A razdo para a baixa freqiiéncia de substituicdes kazG315 neste
estudo ainda ndo foi satisfatoriamente explicada. Rouse et al (1995) analisaram 26 cepas
INHr provenientes da Coréia do Sul e EUA e identificaram apenas um isolado com
substituicdo Ser315. Uma explicacio possivel ¢ que a amostra incluia grande nimero de
cepas com MICs (concentragio inibitoria minima) muito baixos para a INH (1-2 ug/ml).

Uma explicagdo plausivel para a maior fregiiéncia de muta¢des envolvendo
aminoacidos kafG315 na maioria das cepas INHr, pode ser inferida a partir de dados
publicados por Wengenack e colaboradores (WENGENACK et al, 1997). Eles estudaram
as propriedades enzimaticas de proteinas selvagens purificadas e mutantes Ser315Thr
obtidas a partir de E. coli. Comparada com a atividade da proteina katG selvagem, a
atividade da catalase do mutante Ser315Thr estava reduzida em seis vezes, e a atividade da
peroxidase menos que duas vezes. As proteinas mutantes e as seivagens tinham, cada qual,
um grupo heme por subunidade. Esse resultado indica que a diferenca na atividade
enzimatica do mutante Ser315Thr nfo estava relacionada a incorporag@o incompleta do
cofator heme (indispenséavel para agdo da enzima) na E. coli hospedeira. A proteina katG
selvagem era mais eficiente que a enzima mutante na capacidade de converter a INH pro-

droga em INH ativa (4cido isonicotinico). Em conjunto, esses estudos evidenciam que a
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enzima catalase-peroxidase produzida pelos mutantes Ser315Thr sio enzimas relativamente
competentes com uma baixa capacidade de oxidacio da INH, dessa forma mostrando um
aparente equilibrio entre a agdo da peroxidase necessaria para a detoxificacio de radicais
normalmente produzidos pela bactéria e a reduzida capacidade de conversdo da pro-droga
em INH, ativada pela catalase, processo este que, em condi¢bes normais, a levaria a morte
diante da INH.

O polimorfismo mais freqiientemente encontrado no gene katG é a substituicdo
CGG > CTG levando a substituigdo dos aminoacidos Arg > Leu na posicdo 463 (MUSSER,
1995; COCKERILL et al, 1995; JOHNSSON et al,1997). Em analises preliminares
sugeriu-se que as substituicdes no cédon karG463 estariam eventualmente envolvidas na
resisténcia a INH (COCKERILL ez al, 1995), porém, analises subsequentes mostraram que
a maioria das amostras com estas substitui¢des apresentavam também outras alteracdes em
katG e que, portanto, aquele era apenas um marcador eventual presente em cepas
resistentes & INH (HEYM er al, 1995) e, de fato, cepas com mutagdes apenas em katG463
tinham niveis comparaveis de atividade da catalase-peroxidase as das cepas selvagens
(HEYM et al, 1995; LEE et al, 1997; JOHNSSON et al, 1997). Mutagéneses direcionadas
ao codon 463 de Leu por Arg mostraram que nfio havia alteracdes na atividade da catalase-
peroxidase (ROUSE ez al, 1996) e que esta substituigio esta presente em muitas cepas
sensiveis a INH (INHs) recuperadas em vérias partes do mundo (JOHNSSON et al, 1997).
Estudos detalhados de cinética enzimética nao foram capazes de demonstrar diferencas
entre as atividades de karG463Leu e karG463Arg e ambas oxidam INH em &cido
isonicotinico.

Ha, entretanto, dados obtidos a partir de cepas isogénicas de BCG (bacille Calmette-
Guérin), modificadas para apresentar katG463Leu ou 463Arg, que mostram uma aparente
diferenca entre as proteinas sintetizadas (ROUSE et al, 1996), sendo o MIC para INH na
katG463Leu ligeiramente maior do que na karG463Arg (1.0 ag/ml e 0.5 ug/ml,
respectivamente). Esses resultados sdo compativeis com o fato de que o M. bovis, que
naturalmente possui katG463Leu (DOBNER et al, 1997, SREEVATSAN et al, 1997), ¢
ligeiramente menos sensivel a INH que o M. tuberculosis. Associado a isso, das 14 cepas

isoladas por Rouse e colaboradores (ROUSE et al, 1996) com baixa resisténcia 3 INH e
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atividade mantida da catalase, nove apresentavam katG463Leu e nenhum organismo tinha
outras mutacdes em katG ou inhA.

Rouse et al (1996), usando mutagénese sitio dirigida, alteraram o gene katG
selvagem de M. tuberculosis em treze cddons previamente descritos e relacionados 2
resisténcia a INH. Os efeitos destas mudancas na sensibilidade 2 INH foram determinadas
por ensaios complementares em cepas INHr de M. smegmatis e M. bovis BCG. Dessa
maneira, 9 de 13 muta¢des conferiram resisténcia a INH, incluindo Argl04Leu, His108Gln,
Asn138Ser, Leul48Arg, His270GIn, Thr275Pro, Ser315Thr, Trp321Glie Asp381Gli. Estes
resultados s@o condizentes com os modelos de estudo, que sugerem que os residuos 104 e
108 estao localizados no sitio catalitico da enzima, ou perto dele, e que os residuos 270,
275 e 315 participam na ligagdo ao heme (LOEWEN er a/, 1990; PELLETIER & KRAUT,
1992).

Apesar da forte correlagdo encontrada entre mutagdes em katG e resisténcia a INH,
em varios isolados ndo foi possivel evidenciar tais mutagdes. Dessa forma, outros genes
também foram identificados e relacionados 4 resisténcia a INH, atuando em associacdo ao
katG ou isoladamente. S&o eles inhA, kasA, e regido intergénica oxyR- ahpC.

InhA - Foi demonstrado que o gene inkA participa da sintese de acido micélico,
que compde a parede bacteriana (BANERJEE er al, 1994). A INH, ativada pela catalase-
peroxidase, liga-se ao complexo NADH-enoyl-redutase, do qual o produto do gene inkA é
dependente, dessa forma inativando-o e inibindo a biossintese de 4cido micélico (BASSO
et al, 1998). Mutagdes encontradas neste gene produzem um aumento na expressio deste
gene, aumentando o alvo para atua¢do da droga, e dessa maneira produzindo resisténcia
através de um mecanismo de titulag3o.

KasA - Mdluli et al (1998) mostraram que, em resposta ao tratamento com INH,
ocorria um acumulo de uma proteina de 12KDa conhecida como AcpM. De maneira
analoga, uma outra proteina com o mesmo aminoécido terminal que a Ac,sM, mas com uma
massa molecular de 80KDa, também foi identificada nestas mesmas condicdes. Analise
desta proteina evidenciou um complexo covalente composto por INH, AcpM e B-ketoacyl
ACP synthase, denominada kasA. Anélise da seqiiéncia de DNA de kasA de cepas
resistentes a2 INH que ndo apresentavam mutacdes em katG e inhA mostraram alteracGes

em quatro posi¢des de aminoécidos, sendo que cepas sensiveis nio apresentavam tais
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mutacdes. Esses resultados indicaram que esse é um possivel local envolvido em
mecanismo de resisténcia a INH. '

OxyR- ahpC — Em enterobactérias como E. coli e S. typhimurium o gene katG é
regulado pelo gene oxyR em resposta a processos oxidativos induzidos pela presenca de
H,0,. OxyR ainda regula outros genes como a/ipC, que codifica a produgio de uma
pequena subunidade da enzima alquil-hiroperdxido redutase (FARR & KOGOMA, 1991).
Mutagdes tanto em oxyR quanto em aspC em E. coli conferem sensibilidade a INH a essas
bactérias que normalmente sio resistentes a essa droga (ROSNER, 1993). A partir de
biblioteca de genes feitas a partir da cepa padrao H37Rv, descobriu-se que o gene oxyR
estava inativado devido a diversas mutagdes e delegdes. Estas alteracdes também estavam
presentes em outros membros do complexo M. tuberculosis, entretanto, um gene oxyR
intacto foi descoberto 109pb acima de aipC em Mycobacterium leprae (DERETIC et al,
1995). A transformag@o da regido oxyR-ahpC de M. leprae em M. tuberculosis resultou em
resisténcia a INH. Dessa forma interpretou-se que a sensibilidade 3 INH em M. tuberculosis
pode ser em parte devido a inativagdo de oxyR. Mutagdes em outras regides, como a regiio
promotora de aspC, podem resultar em aumento da expressdo desses genes, como uma
compensagdo pela inativagao de oxyR.

Mutagdes nesses outros sitios ocorrem em menor freqiiéncia. Embora relevantes
para uma avaliagdo abrangente, ndo serfio tema deste estudo.

Desta forma, podemos identificar alguns fatores que tornam relevante o estudo
molecular dos genes relacionados ao desenvolvimento de resisténcia as drogas pelo bacilo
da tuberculose, em especial a INH, por ser esta encontrada em maior freqiiéncia entre as
drogas de primeira linha:

- A possibilidade de desenvolvimento de drogas de uma maneira mais racional e dirigida
a seus locais de a¢do determinados por anélise molecular.

- Desenvolvimento de técnicas mais sensiveis que possam, rapida e ineguivocamente,
identificar cepas resistentes e, dessa maneira, otimizar e aprimorar o tratamento da

doenca.

- Ter dados locais acerca do padrio e da freqgiiéncia de M. tuberculosis resistentes 3 INH.
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- Detectar agrupamentos genotipicos de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes i

isoniazida.

- Caracterizar mutagdes no coédon 315 do gene katG de cepas de Mycobacterium

tuberculosis resistentes a isoniazida.
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3.1. Periodo do estudo

De agosto 1999 a ;étembro 2000.
3.2. Desenho do estudo

Descritivo.
3.3. Obtencao das micobactérias

As cepas utilizadas neste estudo foram aleatoriamente selecionadas a partir de um
total de 463 1solados de espécimes clinicas, resistentes a isoniazida, coletadas no periodo
entre agosto de 1999 a setembro de 2000 principalmente na cidade de S#o Paulo, mas
também provenientes de outras localidades, pelo Instituto Adolfo Lutz Central, em S3o
Paulo, pelo setor de micobactérias. Dessas, foram estudados 86 isolados. Os critérios para
envio das cepas ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) para testes de sensibilidade sio: co-infecgdo
HIV-TB; faléncia de tratamento; re-tratamento e suspeita de resisténcia as drogas. Embora
estes critérios tenham sido estabelecidos de longa data, foi s6 a partir de 2001 que passaram
a realmente ser exigidos. A resisténcia a isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
estreptomicina (STM) e etambutol (ETB) foi determinada pelo método da razio de
resisténcia (COLLINS er al, 1997). As concentracdes das drogas usadas eram de 0,05 a 0,2
ng/ml para INH, 2,5 a 10ug/ml para RIF, 0,62 a 2,5ug/ml para ETB e 3,12 a 12,5ng/ml
para STM. Resisténcia a pirazinamida (PZA) foi determinada pelo teste de atividade da
pirazinamidase usando a concentragio de 100ug/ml. Ainda uma cepa sensivel proveniente
do IAL foi incluida no estudo.

Oito outras cepas foram estudadas, cinco resistentes e trés sensiveis a INH,
provenientes do laboratério de Patologia Clinica, setor de micobactérias, do Hospital das
Clinicas da Unicamp. A determinagio da resisténcia a drogas nesses casos foi feita através
de técnica padronizada, pelo equipamento BACTEC 460 radiométrico.

Para os padrbes internacionais, foram consideradas amostras multiresistentes
(MDR) aquelas resistentes a pelo menos INH e RMP. No Brasil, sio consideradas cepas

MDR aquelas resistentes a INH, RMP e mais uma terceira dro ga de primeira linha.
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Estudamos, portanto 91 isolados resistentes e quatro sensiveis isoniazida,
provenientes dos dois locais mencionados.

Considerando-se que a incidéncia de tuberculose em 2002 no estado foi de 15.792
casos (CENTRO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2002), o numero esperado de
cepas resistentes a isoniazida no mesmo periodo seria de 950 casos. Nossa amostra
representaria, de maneira geral, aproximadamente 9,5% dos casos.

As cepas que obtiveram crescimento satisfatério em meio de Lowenstein-Jensen
foram armazenadas para posterior utilizagio em nosso laboratdrio através de congelamento.
Para tanto, duas ou trés al¢as de semeadura sio adicionadas a 1 mi de solucdo de Sauton e
misturadas vigorosamente. Este conteido ¢ entio adicionado a um tubo com rosca,
especifico para congelamento, que contém de 20 a 30 pérolas de vidro (utilizamos
mi¢angas de vidro, pois através do uso mostraram-se adequadas para tal). O excesso é
desprezado e entdo os tubos sdo congelados & —20° ou ~70° C. Essa técnica garante as
qualidades fenotipicas dos isolados, ja4 que ndo ha passagens sucessivas para a sua
conservacdo € sim a ressemeadura a partir de um lote “semente”. Para essa ressemeadura,
toma-se uma ou duas pérolas, em laboratdrio de nivel II de bioseguranca (AMERICAN
THORACIC SOCIETY/CENTER FOR DISEASE CONTROL, 1990) ¢, com ajuda de uma
alca de semeadura, rolam-se as pérolas na superficie de meio de cultura de Léwenstein-
Jensen contido em tubo especifico para cultura de micobactérias. A seguir os tubos sdo

mantidos a 37°C durante cerca de 30 dias até um crescimento adequado.

3.4. Extracdo do DNA gendmico das cepas recuperadas.

O primeiro estdgio na extragdo do DNA gendmico de Mycobacterium tuberculosis
foi realizado no Departamento de Patologia Clinica do ~ Hospital das  Clinicas da
UNICAMP, até a fase de desproteiniza¢io com cloroférmio/alcool isoamilico.

Apos a recuperagio das micobactérias dos meios de cultura de Lowenstein-Jensen,
semeados a partir das cepas congeladas nas pérolas, sio coletadas o equivalente a duas
alcas para inoculagdo e adicionados a 600ul de agua estéril. S3o entio aquecidas por 20
minutos a 80°C em banho maria pafa que haja a morte celular. Apds resfriamento em
temperatura ambiente, faz-se a centrifugagdio por cinco minutos, despreza-se o

sobrenadante e acrecenta-se 400ul de TE pH 8,0. A esse produto é adicionado 50ul de
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lisozima (10mg/ml) e deixado até o dia seguinte em agitador com aquecimento a 37°C para
digestdo da parede celular. No dia seguinte sio adicionados 70ul de SDS (10%) e 5ul de
proteinase K (10mg/ml), homogeneiza-se a amostra que entio ¢ incubada por 10 minutos a
65°C em agitador com aquecimento, para que haja a lise complementar da parede e das
proteinas bacterianas. S&o entdo adicionados 100ul de NaCl 5M e 100ul de CTAB/NaCl,
pré aquecidos a 65°C, incubando-se novamente por 10 minutos a 65°C, também em
agitacdo com aquecimento. A seguir, adicionamos 700ul de cloroférmio/alcool isoamilico,
que sdo solventes naturais, ¢ centrifugamos os microtubos por dez minutos a 12.000 rpm,
para que haja a desproteinizagdo da amostra e a separago da fase aquosa, onde esta contido
o DNA. Transfere-se entdo esta fase aquosa, o sobrenadante, para outro microtubo e
acrescenta-se 450l de 1sopropanol para a precipitagio do DNA. A amostra entfio é deixada
até o dia seguinte 4 —20°C. Centrifuga-se a amostra por 5 minutos a 12.000 rpm e adiciona-
se 1 ml de etanol 70% gelado para que se retire o excesso de sal. Descartamos o
sobrenadante e deixamos secar a temperatura ambiente, apos o que acrescentamos de 30 a
50pl de TE pH 8,0, que ¢ um agente quelante com pH ideal, para que no haja degradacgio
do DNA. Apos 24 horas a temperatura de 4°C fazemos a quantificacio de DNA para cada
amostra, através do espectofotdmetro de luz UV (Gene Quant, Pharmacia). Se ha
quantidade suficiente de DNA na amostra (>350 pg/ul), realizamos analise por eletroforese
(70v por 45 minutos) em gel de agarose a 0,8% com brometo de etidio (0,5ug/ml) para a
visualizagdo, imersos em tampido TBE pH 8,0, sendo a visualizacio feita através de
transiluminador de luz UV. Este processo ¢ feito para se observar a integridade do DNA
extraido. As fotografias foram tiradas com camera Polaroid. A partir deste ponto a amostra

pode ser estocada congelada a —20° ou —70°C até que venha a ser utilizada novamente

(VAN SOOLINGEN e al, 1994).

3.5. Reacdao em Cadeia da Polimerase

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica empregada para a obtencao
de um determinado fragmento de DNA, que se pretende estudar. Para tal é necessario a
utilizagdo de além do DNA alvo, pelo menos um par de iniciadores, que sdo

complementares aos terminais 5° e 3” da regifo a ser amplificada; oligonucleotideos para a

30



sintese de material genético; MgCl,, um quelante para as pontes de hidrogénio entre os

oligonucleotideos; e uma polimerase termoestavel capaz de se manter ativa apds os

repetidos ciclos, chamada Tag polimerase, devido a sua origem da bactéria Thermus
aquaticus (DELIDOW et al, 1996). Este processo se da através de trés passos basicos
necessarios a qualquer sintese de DNA, que s3o:

a) Desnaturacdo: no qual o DNA alvo ¢ submetido a altas temperaturas para que haja a
separa¢@o da fita dupla original em duas fitas tnicas e para se eliminar sua estrutura
secundaria, a conformagc@o espacial que estas fitas tendem a adquirir devido as ligacdes
de hidrogénio entre as bases. Esta desnaturagio em geral é obtida com temperaturas de
94°C, que duram de 1 a 2 minutos, sendo que a desnaturacio inicial deve durar
aproximadamente 5 minutos.

b) Anelamento: onde ocorre a hibridizagdo dos iniciadores ao DNA alvo. A temperatura a
ser utilizada nesta fase varia de acordo a especificidade desejada. Quanto maior a
temperatura, maior a especificidade das ligagdes dos iniciadores ao DNA alvo e,
portanto, menor a quantidade de fragmentos inespecificos amplificados. Reaces usuais
utilizam temperaturas de 55 a 59°C por 1 a 2 minutos, sendo que podem chegar até
65°C ou mais.

c) Extensdo: onde ocorre a sintese das novas fitas de DNA. Este passo em geral é
realizado a 72°C, que ¢ ideal para a atividade da Tag polimerase. O tempo necessario €

determinado pelo tamanho da sequéncia a ser amplificada.

A técnica de PCR foi empregada para a amplificacio de determinada regido do gene
katG, para que este produto pudesse ser utilizado na realizacio do SSCP (Single Strand
Conformation Polymorfism) e para o seu sequenciamento, a fim de levar a cabo os
objetivos do projeto.

Baseado em protocolo proposto por Altamirano e colegas (ALTAMIRANO e al,
1994), o PCR foi realizado para um volume de reagio de 50ul contendo (concentragdes
finais): 2,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10mM TRIS-HCI (pH 8,3), 200mM de cada uma dos
quatro dNTPs, 320 nM  de cada iniciador (katg 1 e katg 2), DNA fonte na concentragdo de

Ing/ul, utilizando-se Sul da solugdo, e 1,5 unidades de Tag polimerase. A amplificacdo foi
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realizada em termociclador por 35 ciclos, com desnaturagio a 94°C por 1,5 minutos,
anelamento a 59°C por 1 minuto, e extensio a 72°C por 1 minuto.
O produto da amplificac@o foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose a

2% corado com brometo de etidio na concentracdo de 0,5ug/pi.
3.6. Polimorfismo de Conformacio de Cadeia Unica

O desenvolvimento da técnica de “Single Strand Conformation Polymorfism”
(SSCP), se baseou na observagdo de que toda molécula possui uma conformagio espacial
caracteristica. No caso das cadeias de DNA ¢ relativamente estavel sua conformacio
helicoidal e alongada. Quando h4, entretanto, a desnaturagio da fita dupla de DNA em duas
cadeias unicas através do calor, elas adquirem uma conformacio caracteristica, de acordo
com a natureza de suas seqiiéncias (ORITA er a/, 1989). Se h4a a mudanca de apenas um
desses nucleotideos, ha alteragdo na conformag@o espacial desta cadeia. Ocorre, portanto,
que a velocidade que esta molécula tera ao migrar através de um gel de poliacrilamida
sofrera variag@o, quando submetido a eletroforese. A diferenca no padrio de migracio das
bandas bode, portanto, indicar a presencga de mutagdes, sendo uma técnica ttil para triagem
e posterior caracterizacdo destas (ORITA ez al, 1989; HONGYO et al, 1993; SHEFFIELD
1993).

Ha trés fatores basicos que influenciam na migragio de uma molécula através do gel
de poliacrilamida: a densidade da matriz que compde o gel; a carga idnica do tampZo; e a
temperatura durante a eletroforese. Dessa maneira, para cada sequéncia amplificada, havera
uma condi¢do de pH e temperatura ideal para sua realizacfio. Foi utilizado nessa fase um
método comercial disponivel (GeneGel SSCP Starter Kit, Amersham Pharmacia biotech),
onde sio testados trés pHs diferentes ( 7,4, 8,3 ¢ 9,0) para trés temperaturas diferentes (5,
12 € 20°C), para padronizagdo da técnica. Uma vez padronizada, entdo realiza-se o SSCP
para todas as amostras. Utiliza-se gel de poliacrilamida 15/24, iniciando-se pela hidratacio
do gel com o tampdo fornecido no kit por pelo menos uma hora. As amostras de DNA sio
misturadas a solugdo de detecgdo (95% formamida; 2,5% xyleno cyanol a 1%; e 2,5% azul
de bromofenol a 1%), na concentragéo de 1 ng/pl num total de 6ul de solugo, na relacio

de volume 1:1. Realiza-se desnaturagdo das amostras por 3 a 5 min a 95°C, depois
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resfriando-as em gelo. O gel re-hidratado é entfio colocado na unidade de eletroforese
(GenePhor, APB), sdo posicionados os filtros utilizados como eletrodos, devidamente
umedecidos com as solugdes especificas para o anodo e catodo. As amostras sdo entio
colocadas nos pogos do gel para a eletroforese, seguindo-se as especificacdes de tempo e
temperatura previamente estabelecidas. Apos eletroforese o gel é corado pela prata para

visualizac@o das amostras.

3.7. Polimorfismo de Comprimento do Fragmento de Restricdo (Southern Blot)

A técnica de “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) vem sendo
empregada com sucesso no estudo e na genotipagem de micobactérias, e se baseia em um
ponto fundamental da genética destas bactérias. A presenca de elementos que se repetem,
em freqiiéncia varidvel, ao longo do genoma micobacteriano, sendo chamado de
transposons (MCADAM et al, 2000). Os transposons sio elementos de DNA que tem a
capacidade de “pular” de um segmento do genoma a outro. Isso ocorre tipicamente de um
modo aleatério, sendo que o mutante originado por essa recombinacido pode ser viavel,
levando a expressdo de um novo fendtipo, como também pode ser letal a bactéria, ja que
essa transposi¢@o pode ocorrer no meio de um gene, dessa maneira inativando-o. Esses
transposons podem ser marcados com uma sequéncia especifica de pares de base, dessa
maneira tornando facil sua identificagfo. Através da determinacgio dos locais de Inser¢io
desses transposons e dos fenotipos especificos surgidos, & possivel o estudo e a
caracterizag@o dos genes em questio.

A descoberta do primeiro elemento transponivel de DNA de uma micobactéria se
deu em 1987. Desde entéo ja foram descritos 46 elementos de insercdo, em 10 espécies de
micobactérias. Desses, apenas 6 se mostraram ativos e com capacidade de se transpor de
um local do DNA da bactéria para outro. Sio identificados pela sigla ”IS” (Insertion
sequences) e sdo subdivididos em familias, de acordo com caracteristicas e espeécies onde
foram identificadas. Como alguns elementos de insercio s3o muito espécificos de cada

espécie, podem e tem sido usados para identificacio e tipagem de micobactérias, inclusive

na pratica clinica.
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O uso de transposons caracteriza uma das maneiras mais eficazes de genotipagem
de micobactérias. Para que se determine se uma cepa de micobactéria é relacionada a outra
determinada cepa, € necessario o estudo de seu genétipo. Essa correlacdo entre cepas
distintas tem muita importancia em estudos epidemiolégicos de surtos e disseminacgéo de
doengas, sendo que a partir desses estudos podem ser instituidas medidas para sua
contengdo, uma vez que o processo de disseminagdo pode ser mais bem compreendido.
Como os transposons sio fragmentos de DNA que, de uma forma geral, se relocam dentro
do genoma de uma bactéria de maneira aleatéria, o estudo das diferencas entre a
localizagdo desses transposons podem nos dizer o quéo distantes duas ou mais cepas estao
filogeneticamente. Para que sejam de utilidade na genotipagem de micobactérias, esses
transposons devem ocorrer em alta frequéncia dentro daquela determinada espécie, ter
baixa especificidade de local de inser¢do dentro do genoma da micobactéria e um método
eficaz para sua detec¢do. No caso de M. tuberculosis o0 1S6110 é o que melhor representa
estas caracteristicas. Elementos da classe I, do qual IS6//0 faz parte, nio possuem
atividade definida, apenas a de catalizar sua prépria transposicio. Através da técnica de
Southern Blot € possivel a deteccdo do nimero e dos locais de insercdo destes elementos.
Como ao longo do processo de replicagio do M. ruberculosis essas transposicdes e delecdes
ocorrem aleatoriamente, ¢ possivel estabelecer a origem filogenética entre cepas de
interesse clinico e epidemiolégico. Para tanto, foi fundamental o desenvolvimento de uma
ferramenta importantissima no manuseio ¢ manipulagio do genoma bacteriano, que foi a
utilizag@o de enzimas de restrigdo (SMITH, 1996). Endonucleases de restrigio sdo enzimas
bacterianas capazes de clivar fitas duplas de DNA em sequéncias alvo especificas, com a
producdo de fragmentos de tamanho variavel. A nomenclatura se baseia nas iniciais das
bactérias das quais foram isoladas tais enzimas e utilizamos para nossos fins a Pvu II
(Proteus vulgaris). O sitio de reconhecimento da maioria destas enzimas é uma seqiiéncia
curta de 3 a 6 pb de comprimento, sendo a da Pvu Il CAGCTG. Apés a digestdo do DNA
com enzimas de restri¢do, sdo necessarias a separagdo e visualizagio dos produtos, que sio
feitos atraves de eletroforese em gel de agarose. Para que as seqiiéncias de insercio possam
ser marcadas e visualizadas, € necessaria a transferéncia do material para um filtro, ou
membrana de nylon carregada positivamente. A transferéncia capilar é o método utilizado

atualmente e se baseia no estabelecimento de um fluxo continuo de NaOH através do gel de
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agarose por capilaridade, carreando o material genético ali contido para o filtro de nylon
colocado diretamente acima deste. O DNA clivado .da micobactéria fica entdo retido na
membrana de nylon, e para que se possam identificar as seqiiéncias de insercio é necesséaria
a preparac@o de sondas que contenham a seqiiéncia genética complementar ao 1S6770, que
sdo obtidas pela técnica de PCR a partir de cepas de BCG, e que sio hibridizadas através do
anelamento da fita unica da sonda obtida com o DNA desnaturado, presente na membrana.
Para que se possa fazer a detecgéo destas sondas, e conseqilentemente das sequéncias de
inser¢do, € necessario que sejam marcadas previamente com material quimioluminescente,
fornecido comercialmente. Para que haja a emissdo de luz, banha-se a membrana com um
agente de deteccdo, também disponivel comercialmente. A analise das bandas
correspondentes as seqii€ncias de insercdo IS6770 se faz entdo através da exposicio de um
filme de raio-x & membrana marcada, dessa forma evidenciando o nimero e a localizaco
destas bandas no DNA bacteriano, caracterizando desta forma o polimorfismo entre as
amostras estudadas .

O protocolo seguido neste estudo corresponde ao proposto por van Soolingen (VAN
SOOLINGEN ez al, 1994), porém modificado em alguns pontos para a adaptacio as
condigdes locais de realizagdo. A analise dos padrdes de RFLP foram realizados através do
programa GelCompar II, versdo 2.5 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Correlacio entre as
cepas foi calculada utilizando-se o coeficiente de similaridade de Dice com 2% de

tolerancia. O grau de similaridade considerado foi de 100%.
3.7.1. Digestao de DNA cromossdmico pela Pvu II

Na digestao, o volume final da reagdo deve ser de 20ul obedecendo as proporcdes a
seguir:

- X ul DNA (4,5 ug)

- 2 pl tampdo (fornecido com a enzima)

-1 pl Pyull

- Y ulH20
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Apbs adicionados a um microtubo de 200ul para PCR, encuba-se as amostras por 1
a 3 horas em banho maria, 4 37°C. Adiciona-se 5ul azul de bromofenol 5x aos 20ul da
reagdo, e coloca-se 5ul dos 25ul obtidos do DNA digerido em um pequeno gel, & 100V por
aproximadamente 40 minutos para apreciar a digestio adequada do material e de sua

concentragdo. Adiciona-se entdo o DNA remanescente a um gel de agarose a 0,9% de 20x

25cm para a realizagio do blot.

3.7.2. O gel para o Southern Blot

Em um gel de agarose a 0,9%, com 15 a 30 pocos contendo amostras de DNA
digerido, adiciona-se também duas a trés amostras de marcadores padrio para M.
tuberculosis digeridas também com Pvu II aos primeiro e tltimo pogos para comparagio
posterior. Realiza-se entdo a eletroforese por 10 minutos & 100V, para que as amostras
deixem os pogos uniformemente, e depois mantém-se a 25 ou 36V por aproximadamente
20 horas. Apos eletroforese, cora-se o gel com brometo de etidio a 0,5ug/ul por 10 minutos

e observa-se o padrdo da corrida em transluminador UV, fotografando-se o gel para

registro.

3.7.3. Hibridizacio e detec¢do do Southern Blot

Utiliza-se para este fim ECL direct nucleic acid labelling and detection systems
RPN 3000, Amersham Life Sciences , Buckinghamshire, England.

Apos deixar o gel no transluminador UV por 5 minutos, para que o0 DNA seja
quebrado em pedagos menores, pde-se o gel em uma bandeja contendo 0,25M HCI para
depurina¢ao do DNA, e mantém-se sob agita¢io por 10 minutos. Apés depurinacio, lava-se
o gel brevemente com 4gua destilada estéril, e adiciona-se 500ml NaOH 0,4M sob agitacéo
por 20 minutos. Estes dois passos também quebram as moléculas de DNA em fragmentos
menores, para melhor transferéncia para a membrana.

Monta-se entdo o gel em aparador de acrilico contendo NaOH 0,4M para
transferéncia por capilaridade, deixando-o de 6 a 12 horas. Espera-se que na hora da

retirada da membrana o gel esteja bastante fino.
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Prosseguindo, pré-aquece-se o tampio de hibridizagdo a 42°C (30ml). A membrana
de nylon € umedecida com 5x SSC, enrolando-a cuidadosamente para colocacio dentro do
tubo de hibridizacdo, com o lado contendo o DNA para o seu interior. Uma vez dentro do
tubo, desenrola-se a membrana, garantindo-se que néo fiquem bolhas entre a membrana e o
tubo. Adiciona-se o tampao de hibridizagdo pré-aquecido a 42°C deixando-o em pre-
hibridiza¢io no forno a 42°C por 1 hora.

Marcar a sonda (produto do PCR de 1S67/10) usando o ECL direct nucleic acid
labelling kit como indicado pelo fabricante ( Amersham Life Sciences), numa cohcentrac;éo
de 10ng por 10ml de tampZo de hibridizagio. Apds uma hora, adiciona-se a sonda marcada
ao tampao e mantém-se a hibridizagZo até o dia seguinte.

Apos hibridizagdo, descarta-se o tampdo e adicionam-se 50 a 100ml de 5xSSC ao
tubo, lavando a membrana por 5 minutos, a 42°C. Descartar o 5x SSC e adicionar tamp3o
primario de lavagem (uréia 6M, SDS 0,4%, 0,1x SSC) até aproximadamente 1/3 do tubo,
deixando em forno a 42°C por 20 minutos. Descarta-se entdo o tampao, substituindo-o pela
mesma quantidade de tampdo primario novo, repetindo o processo por 10 minutos. Retira-
se entdo a membrana do tubo de hibridizagio, colocando-a em uma bandeja contendo
500ml de tampéo secundario de lavagem (2x SSC), em agitacio a temperatura ambiente por
5 minutos. Desprezar o tamp@o substituindo-o pela mesma quantidade de tampao
secundario novo, repetindo o processo por mais 5 minutos.

Completo o processo de hibridizagdo, passamos para detec¢do, misturando volumes
iguais (10ml) de agente de detecgdo 1 e agente de detecgdo 2 ( fornecido juntamente com o
direct nucleic acid labelling and detection systems ) que seja suficiente para cobrir a
membrana, em uma pequena bandeja (recomenda-se 0,125ml /cm?). Usar a mistura da
solugdo imediatamente, adicionando-a diretamente sobre a membrana e incubar em
temperatura ambiente por 1 minuto. Drenar a membrana do excesso de reagente,
colocando-a numa cobertura de plastico transparente, cortado no tamanho equivalente ao da
membrana, dentro de um cassete para exposi¢io ao filme. O lado da membrana contendo o
DNA deve ficar voltado para cima. Numa sala escura, montar o filme no cassete,
revelando-o em 5 a 10 minutos. Dependendo do resultado obtido, pode-se expor outro
filme, avaliando se ¢ necessario deixar mais ou menos tempo, para observacdo adequada

das bandas.

37 8211




3.8. Sequenciamento

A seleg@o das amostras de DNA para sequenciamento se deram a partir dos padrdes
eletroforéticos obtidos por SSCP, num total de quatro géis que continham 85 amostras
resistentes mais 3 amostras sensiveis a isoniazida. Para a quantificacio de DNA a ser
usado na reacgdo, ¢ feito gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (0,5pg/ul) e
colocado nas duas extremidades 2ul de marcador de baixo peso molecular (Amersham,
APB) mais 2l de azul de bromofenol 5x e entre elas 2ul das amostras a serem estudadas
mais 2pl de azul 5x em cada pogo. Faz-se a corrida a 80V por aproximadamente 45
minutos. A estimativa da concentracio de DNA se faz através de comparacdo da
intensidade de luz emitida por cada amostra com aquela do marcador de baixo peso
molecular.

Apos quantificagdo, realizou-se a amplificacio para seqiienciamento automatico
com o BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer Applied
Biosystems, Foster City, CA). Para esta reacio utilizou-se 10 ng do produto de PCR
purificado, 1,6 pmol de cada iniciador (em reacdes separadas), 1,5 pl da solucdo
Terminator Ready Reaction Mix do BigDye e agua destilada estéril (volume final 10 ul). A
reagdo, distribuida em placa especifica para sequenciamento, foi protegida da luz com papel
aluminio. Em termociclador automatico (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied
Biosystems) as amostras foram submetidas a desnaturacio inicial (96°C/1 minuto) e 30
ciclos, com as seguintes temperaturas e tempos:

1. Desnaturagdo a 96°C - 10 segundos
2. Anelamento a 57°C - 5 segundos
3. Extensdo a 60°C - 4 minutos

O produto desta nova reagdo de PCR foi entio submetido a purificagdo: 2ul de
acetato de amoénio 7,5M e 50pl de etanol absoluto foram adicionados aos 10 ul da reagao,
com posterior homogeneizagio. Apos incubagio 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 inversdo e a seguir adicionou-se 100ul de etanol 70%. Posteriormente o
material foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi

desprezado por inversdo tomando-se o cuidado de néio remover o DNA contido no fundo do
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microtubo. Para a completa remogdo do etanol, a placa foi submetida & centrifugac3o
invertida a 200 rpm por 7 segundos e finaimente 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
2,0ul de loading buffér, uma mistura de formamida deionizada (Invitrogen), 25mM EDTA
(pH 8,0) com azul dextran (50mg/ml) na proporgio de 5:1 em cada po¢o. As amostras
foram homogeinizadas, desnaturadas a 95°C por 5 minutos e colocadas em gelo para, a
seguir, serem aplicadas em gel de poliacrilamida 2mm de espessura e separados por
eletroforese em sequenciador automatico (4BJ Prism 377 DNA Sequencer, Perkin Elmer,
Norwalk, CT, USA).

O gel para 100ml é composto por 4,5% de acrilamida/bis-acrilamida (19:1, volume
final 10ml), 36g de uréia, 1g de resina Dowex, 10 ml tamp3o TBE 10X (108g de Tris, 55g
de acido borico e 8,3g de EDTA dissédico, volume para 1000ml). Desta soluggo, utiliza-se
20ml para a montagem da placa adicionando-se 130p1 de persulfato de aménio (100 mg/ml)
e 13ul de TEMED. Apos 2 horas de polimerizagio, a placa ¢ limpa e colocada em cassete
para a eletroforese.

As condigdes de eletroforese foram as seguintes:

Voltagem — 1680 KV.
Corrente — 50,0 mA.
Poténcia — 150 Watts.
Temperatura do gel - 50°C.
Poténcia do laser — 40,0 mW.

Tempo de corrida — cerca de 3 horas.

As seqiiéncias foram analisadas utilizado programa Chromas, versio 2.22
(Teclinelysium. Pty. Ltd.), e comparagdo dos nucleotideos dos fragmentos obtidos foi

realizada pela da Internet com a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al, 1997).
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4.1. Sensibilidade a outros quimioterapicos

Das 91 cepas INHr estudadas, 68 (74,7%) apresentavam também resisténcia a
rifampicina, € 33 (36,3%) a mais que duas drogas. A resisténcia concomitante a isoniazida,
rifampicina e pirazinamida ocorreu em 36,3% dos casos. A associacdo de resisténcia a
isoniazida, rifampicina e etambutol foi encontrada em 9,9% dos casos. Outro dado
interessante € que a resisténcia a qualquer outra droga, quando esta presente a resisténcia a
isoniazida, € bastante freqiiente, sendo encontrada em 76,9% dos casos testados. Os

resultados de testes de sensibilidade drogas sdo mostrados na tabela 1.

4.2. PCR/SSCP

O gene katG é composto por 2.220 bp e 740 coddons. Utilizando o protocolo acima
descrito, sintetizamos um par de iniciadores, proposto por Altamirano (ALTAMIRANO et
al, 1994) para a amplificacdo de um fragmento de 237 pb correspondente a por¢ao inicial
do gene, entre os nucleotideos 3 e 239. Realizamos o PCR do DNA proveniente de 91
cepas disponiveis até entdo, sendo que houve a amplificacio de 87 fragmentos, todos com o
peso molecular correspondente a 237 pb. Houve, entretanto, a amplificacdo de bandas
inespecificas de inaior peso molecular, o que poderia comprometer a realizacao dos passos
seguintes. Para aumentar a especificidade da reacdo, foi aumentada a temperatura de

anelamento de 59°C para 62°C, e repetido o procedimento para as mesmas amostras,

evidenciando-se entdo uma maior pureza nos fragmentos amplificados.

Iniciadores: katg1 5’- GCC CGA GCA ACA CCC -3’
katg2 5’- ATG TCC CGC GTC AAG -3’

Apos padronizacdo adequada da reacdo de PCR, partimos para a realizacdo do SSCP
para as amostras amplificadas, um total de 24 cepas, sendo 21 resistentes e trés sensiveis a
isoniazida, em temperatura de 12°C e pH 8,3. Nzo houve boa definicao das bandas com
estes parametros, entdo seguimos com a padronizacdo, realizando-as em diferentes pH e

temperatura (5°C). O melhor resultado foi obtido com pH 9,0 e temperatura 5°C(figura 1).
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Figura 1 Fotos A, B, C, da esquerda para a direita, mostrando gel de poliacrilamida para realizacio de SSCP.

Figura A realizado com pH 8,3 e temp. 12°C, figura B pH 8,3 e temp. 5°C, figura C pH 9,0 e temp 5°C. Note
a melhor defini¢do das bandas na figura C.

Realizados os SSCP para as 21 amostras de cepas resistentes, o que se observou foi
um padrdo de bandas igual ao das cepas sensiveis a isoniazida. Desta forma, nio seria
possivel realizar a triagem para o posterior sequenciamento destas amostras, e uma hipétese
seria a de que ndo houvesse mutagdes neste fragmento amplificado. Solicitamos entio a
sintese de mais trés iniciadores que amplificassem uma area onde a frequéncia de mutagdes
fosse maior, especificamente o cédon 315. Ambos os fragmentos amplificados tiveram
inicio no mesmo nucleotideo (729), portanto usando o mesmo iniciador (Rouse5), porém
utilizando iniciadores com término nos nucleotideos 1254 ¢ 1105 (HannaP6 e Rouse6,
respectivamente).

Iniciador Rouse5 — Forward: 5° C GCG GCG GTC GAC ATTCG 3°.
Iniciador Rouse6 — Reverse: 5° GAA CGG GTC CGG GAT GGT G 3°.

Iniciador HannaP6 — Reverse: 5° CG GTG GAT CAG CTT GTA CCA G 3°.

C GCG GCG GTC GAC ATT CGC GAG ACG TTT CGG CGC ATG GCC ATG
AAC GAC GTC GAA ACA GCG GCG CTG ATC GTC GGC GGT CAC ACT TTC GGT
AAG ACC CAT GGC GCC GGC CCG GCC GAT CTG GTC GGC CCC GAA CCC
GAG GCT GCT €CCG CTG GAG CAG ATG GGC TTG GGC TGG AAG AGC TCG TAT
GGC ACC GGA ACC GGT AAG GAC GCG ATC ACC AGC GGC ATC GAG GTC
GTA TGG ACG AAC ACC CCG ACG AAA TGG GAC AAC AGT TTC CTC GAG ATC
CTG TAC GGC TAC GAG TGG GAG CTG ACG AAG AGC CCT GCT GGC GCT TGG
CAA TAC ACC GCC AAG GAC GGC GCC GGT GCC GGC ACC ATC CCG GAC
CCG TTC GGC GGG CCA GGG CGC TCC CCG ACG ATG CTG GCC ACT GAC CTC
TCG CTG CGG GTG GAT CCG ATC TAT GAG CGG ATC ACG CGT CGC TGG CTG
GAA CAC CCC GAG GAA TTG GCC GAC GAG TTC GCC AAG GCC TGG TAC
AAG CTG ATC CAC CG

Bases = 525 (729-1254) - Cddons 243-408
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C GCG GCG GTC GAC ATT CGC GAG ACG TTT CGG CGC ATG GCC ATG
AAC GAC GTC GAA ACA GCG GCG CTG ATC GTC GGC GGT CAC ACT TTC GGT
AAG ACC CAT GGC GCC GGC CCG GCC GAT CTG GTC GGC CCC GAA CCC
GAG GCT GCT CCG CTG GAG CAG ATG GGC TTG GGC TGG AAG AGC TCG TAT

GGC ACC GGA ACC GGT AAG GAC GCG ATC ACC AGC GGC ATC GAG GTC
GTA TGG ACG AAC ACC CCG ACG AAA TGG GAC AAC AGT TTC CTC GAG ATC
CTG TAC GGC TAC GAG TGG GAG CTG ACG AAG AGC CCT GCT GGC GCT TGG

CAA TAC ACC GCC AAG GAC GGC GCC GGT GCC GGC ACC ATC CcCG

GAC CCGTTC
Bases =376 (729 — 1105) - Codons 243-368

Realizamos entdo o PCR de todas as 97 amostras (duas eram provenientes do mesmo
paciente) de micobactérias obtidas, com os dois pares de iniciadores descritos acima, e
houve amplificagdo de todas as amostras, exceto a amostra 5, com Rouse5 e Rouse6 e de 88
amostras com Rouse5 e HannaP6. Na realizagdo dos SSCP utilizamos os produtos de PCR
dos iniciadores Rouse5 e Rouse6 cujo fragmento teria 376 pares de bases, mais adequado a
realizagdo do SSCP, por ser menor. Foram feitos 4 géis usando 84 amostras INHr, e
pudemos entdo perceber mais de um padrdo de bandas, diferentes das cepas sensiveis a
isoniazida (4 amostras). A comparagdo entre os padrdes s6 pode ser feita entre as amostras
dentro de cada gel, e ndo entre os diferentes géis (figura 2). Assim, foi possivel identificar
20 padrdes diferentes de bandas, 10 representando padrdes unicos (ocorrendo em apenas
uma amostra). Os demais eram compostos por duas ou mais amostras, sendo estas
agrupadas e, dentro de cada padrido, metade das amostras foi aleatoriamente selecionado
para sequenciamento. Todas aquelas apresentado padrio tnico também foram incluidas,

num total de 48 amostras resistentes e duas sensiveis a isoniazida (tabela 2).

+

N B

—

2 3 4 5

Figura 2: Padrdes de SSCP de produtos de PCR dos genes ka:G de
cepas de M .tuberculosis. Coluna 1 — INHr/sem mutagio. Colunas 2 e
3 — INHr/muta¢do ACC. Coluna 4 — INHs/sem mutacio ; e coluna S
— INHr/sem mutagio.
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4.3. RFLP

Foram submetidas a genotipagem 85 cepas. Dessas, 83 eram resistentes e duas
sensiveis a isoniazida. (figuras 3 e 4).

Dos padrdes obtidos, utilizando o critério de 100% de similaridade, pudemos
detectar a presen¢a de 8 agrupamentos (“clusters”) todos com duas amostras cada. Existia
evidéncia de vinculo epidemiologico 6bvio em um desses agrupamentos ja. que foram
obtidas de parentes em primeiro grau, provavelmente irm3os. Nos demais sete
agrupamentos ndo havia relagdo epidemioldgica geografica que se pudesse estabelecer
pelos registros.

Em quatro cepas que constituiam dois agrupamentos, foi feito o sequenciamento.
Nio houve correspondéncia entre o perfil genotipico obtido e a resisténcia a isoniazida. As
cepas 78 e 103 apresentaram-se sem mutagio e com a substituicio AGC— ACC, e as cepas
13 e 63 apresentaram-se com as substituicdes AGC—- ACC e AGC— AAC,
respectivamente. Esses resultados validaram o prosseguimento do sequenciamento ja que

mostraram que as cepas em questdo eram distintas genotipicamente.
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Figura 3: Exemplo de gel para Southern Blot / RFLP utilizado na genotipagem de micobactérias.
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Figura 4: Dendrograma do RFLP de 85 cepas selecionadas. Colunas a direita da figura indicam numero das
cepas, mutacdes presentes (S/M=sem mutacio) e numero de bandas, respectivamente. Amostras 23 e 104 sdo
INHs, demais INHr. Note padrdo heterogéneo de bandas. Uma das amostras do agrupamento 58/61 foi
excluida do estudo, por se tratar de espécimes provenientes do mesmo paciente.
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4.4. Sequenciamento

As amostras selecionadas (48 INHr e 2 INHs ) a partir dos padrdes de SSCP foram
seqiienciadas e obtivemos 6 variagdes de seqiiéncias no cédon 315 do gene katG (tabela 2).
Um exemplo do cromatograma de sequenciamento ¢ apresentado na figura 5.

Dentre as 48 amostras INHr, nenhuma mutagfo foi encontrada em 19 fragmentos
amplificados (39,5%). A mutagio mais freqiientemente encontrada foi AGC— ACC,
levando a substituigdo do aminoécido Serina por Treonina em 23 dos casos (48%). Mais
quatro mutagdes foram observadas em 6 casos (12,8%), sendo elas AGC- AAC (n=3),
AGC — ACA (n=1), AGC— AGA (n=1) e AGC— ATC (n=1). As duas amostras INHs n3o
apresentaram mutagdes no codon 315. Neste estudo, o SSCP triou corretamente para
mutagdes (esteve em concordancia com presenga de mutagdes no sequenciamento), 81%
dos casos analisados.

Os resultados obtidos mostraram que a relagdo entre a resisténcia das amostras a
uma ou mais drogas e a presenga de mutagdo, ndio apresentou significAncia estatistica
(p>0,5).- Esses dados sugerem que as cepas multi-resistentes ¢ n3o multi-resistentes

apresentam—se com freqiiéncias semelhantes de mutagfo no c6don 315.

140 150 160 170 180 190 200 210
AGALGCTCGTATGGCACCGGAACCGGTAAGGACGC GATCACCAACGGCATCGAGGTC GTATGGACGA ACACCCCGACGAAATGC

e i s g

Figura 5: Cromatograma de sequenciamento da cepa 15. Observe a partir do nucleotideo 174 o cédon AAC,

apresentando substituigio A-> C do cédon original AGC.
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Tabela 1. Sensibilidade aos antimicrobianos de 91 cepas de
M. tuberculosis isoladas entre 1999-2000 em S&do Paulo.

Numero de cepas

Drogas N o
I 21 23.1
I+R 35 38.5
[+R+P 21 23.1
[+R+E 2 2.2
I+R+P+E 6 6.6
[+R+P+E+S 1 1.1
[+R+P+S 2 2.2
[+R+ S 1 1.1
I+S 2 2.2

Total 91 100

I-Isoniazida; R-Rifampicina; P-Pirazinamida; E-Etambutol; S-Estreptomicina.

Tabela 2. Distribuicdo das cepas de acordo com a mutacio encontrada no
cédon 315 do gene katG e seus perfis de sensibilidade as drogas
correspondentes.

Mutagﬁo Resisténcia aos antimicrobianos Total (%)
I /'R I/R/ VR/P UR/P/E VR/P/
E E/S
Ser—Thr (ACC) 5 7 7 3 1 23 (48%)
Ser—>Asn (AAC) 1 1 1 3(6.25%)
Ser—>Thr (ACA) 1 1(2.1%)
Ser—>Arg (AGA) ! 1(2.1%)
Ser—1le (ATC) 1 1(2.1%)
Sem mutacao 311 1 4 19 (39.5%)
Total 10 20 2 11 4 1 48

I- Isoniazida; R- Rifampicina; E- Etambutol; P-Pirazinamida; S- Estreptomicina.
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5.1.Triagem das cepas

As cepas enviadas pelo IAL foram selecionadas aleatoriamente a partir dos
espécimes clinicos recebidos de institui¢des de saude do estado de Sao Paulo. Por ndo
termos estabelecido, de inicio, um critério especifico de selecdo, distribuido de maneira
uniforme ao longo do tempo, ou ainda de forma seqiiencial, fica prejudicada uma avaliacido
quanto a representatividade, portanto, a generalizacdo de nossos achados. Ha que se
ressaltar também o fato de que o IAL é um centro de referéncia, para onde sdo
encaminhadas amostras que, supostamente, apresentam uma probabilidade maior de
resisténcia a drogas, criando um viés de selecao. Os critérios para envio de cepas para
realizacdo de teste de sensibilidade sdo: pacientes com co-infeccio com o virus da
imunodeficiéncia humana, casos de re-tratamento, casos de faléncia terapéutica ou quando
se suspeite de resisténcia, isto €, pacientes institucionalizados e contatos de pacientes com
TB resistente documentada. Esses critérios foram estabelecidos ha muito tempo, porém so6
passaram a ser exigidos a partir do inicio de 2001, por causa da sobrecarga de trabalho no
servico, apos o periodo de cobertura deste estudo. Nao obstante esses dados acerca da
freqiiéncia de resisténcia aos quimioterapicos nao possam ser extrapolados para a
populacdo geral, eles prestam-se para a caracterizacao das mutacdes presentes nestas cepas,
0 que € o objetivo principal do estudo. Além disso, oferece um panorama da associacio de

resisténcia a 1soniazida com as outras drogas utilizadas para o tratamento da tuberculose.

5.2. SSCP

A utilizagdo da técnica de SSCP foi descrita pela primeira vez em 1989 (ORITA et
al, 1989) e seu emprego na triagem para mutacdes no DNA genémico de micobactérias se
deu no inicio da década de 90 (ALTAMIRANO, ez al. 1994, ROUSE & MORRIS, 1995;
ROUSE et al, 1995). A utilizacdo desta técnica € especialmente uUtil em casos onde se
pretende selecionar amostras para posterior caracterizacao das mutagdes a serem estudadas,
devido a relativa simplicidade do método e sua facil padronizacdo, através de “kits”
comerciais disponiveis. Neste caso utilizamos este método para selecionar cepas que

apresentassem padrdes eletroforéticos aberrantes quando em comparacdo com as cepas

49



padrdo, ou sensivels a INH. A concordancia entre SSCP e sequenciamento, ou seja, a
capacidade do SSCP difefenciar, dentro dos padrdes obtidos, entre cepas com e sem
mutacdes no codon 315, se deu em 81% dos casos. Ha ainda a possibilidade de que haja
maior concordancia nesses casos, levando em consideracdo que avaliamos apenas mutacoes
no cédon 315, havendo ainda a possibilidade de que ocorram outras mutacdes em pontos
diferentes do fragmento de katG amplificado, e que ndo foram avaliadas. O nimero de
cepas INHs incluidas neste estudo ndo permite avaliagdes quanto a sensibilidade ou
especificidade do método neste caso, mas foi util e cumpriu seu papel proposto quanto a
correta selecao da maior parte das cepas apresentando mutacdes. Apesar disso, esses dados
sugerem que o SSCP ndo poderia ser empregado como método de selecdo de cepas para
realizacdo de testes de sensibilidade para INH, ja que um consideravel nimero de
espécimes clinicas com mutacdes em katG nao seriam detectadas. Além disso, mutacdes
em outros genes podem ser responsaveis pela resisténcia a INH (RAMASWAMY &
MUSSER, 1998), sendo necessario a realizacdo de testes subseqiientes visando estes locais.

O custo de tal abordagem seria proibitivo.
5.3. Abordagem molecular de tipagem de micobactérias

A analise genotipica de micobactérias vem sendo utilizada em diversas frentes no
estudo da dinamica de transmissdo do M. tuberculosis. Em estudos epidemiologicos, vem
sendo empregada com sucesso na deteccdo de surtos em servicos de saude ou grupos
especificos, assim como para avaliacdo do comportamento da disseminacdo da doenca nas
populacdes (SMALL et al, 1994; JEREB et al, 1993. IJAZ et al, 2002). Outra aplicacdo se
da na identificacdo e caracterizacio de contaminacdo de amostras em laboratorios de
microbiologia (VAN DUIN et al, 1998; BRADEN ez al, 1997).

No Brasil, estes estudos apresentam-se ainga em pequena escala. Algumas analises
estdo disponiveis, como aquela apresentada por Fandinho e colegas, investigando o padrio
genotipico obtido em pacientes internados para tratamento para tuberculose (FANDINHO
et al, 2000). Analise de clonalidade de cepas isoladas em pacientes acompanhados em
hospital universitario foi realizado por Calusni e colaboradores (CALUSNI et al, 2003).

Outros trabalhos utilizam a avaliacdo dos padrdes de bandas dos elementos IS6//0 seja



para avaliacdo da transmissao em cenarios urbanos (FERRAZOLI ez a/, 2000; BAPTISTA
et al, 2002), ou para determinacdo de transmissdo intra-hospitalar em pacientes infectados
pelo HIV (RESENDE, 2002). Estudo de contaminac@o laboratorial resultando em um
pseudo-surto fo1 analisado por Ramos e colaboradores (RAMOS e a/, 1999) em laboratorio
de referéncia em uma universidade estadual.

No presente estudo, a realizacdo de genotipagem pela identificacdo dos padrdes de
bandas das seqiiéncias de insercao IS6//0 teve o intuito de discriminar as cepas resistentes
selecionadas, para que ndo fosse prejudicada a avaliacao da freqiiéncia das mutacdes
encontradas, caso se tratassem de clones da mesma cepa. Na analise do dendrograma obtido
pode-se detectar 8 agrupamentos (“clusters”) de duas amostras cada, um terceiro era
composto por isolados de parentes em primeiro grau. Neste ultimo caso, os padrdes de
sensibilidade as drogas eram diferentes, sendo uma delas resistente a INH, RIF ¢ PZA. e a
segunda resistente, além dessas trés drogas, também a estreptomicina. Estas amostras nio
foram sequenciadas. Apesar de nao ser objeto do estudo, este achado aponta para o fato ja
levantado em outros trabalhos (BIFANI et a/, 1996) de que, a tuberculose resistente,
apresentando maior dificuldade no tratamento, principalmente quando ndo se conhece de
antemao o perfil de sensibilidade das cepas, resulta em esquemas terapéuticos que na
pratica podem significar monoterapia, levando assim ao acumulo de mais mutagdes quando
transmitidas aos contatos. Aos outros sete agrupamentos nao foi possivel atribuir correlacdo
de contato por falta de dados. Foram consideradas como cepas distintas ja que os locais de
1solamento das cepas de cada agrupamento eram diversos geograficamente e nao se pode
estabelecer parentesco pelos registros locais. Também o perfil de resisténcia aos
quimioterapicos mostrou-se distinto em cinco entre os oito agrupamentos encontrados,
sendo que as quatro cepas dos dois agrupamentos remanescentes eram resistentes apenas a
1soniazida. Este achado esta em acordo com fato de que o perfil genotipico semelhante
demonstrado por seqiiéncias de insercdo ndo implica ¢m perfil de resisténcia semelhante,
mesmo naquelas relacionadas epidemiologicamente, ja que os sitios de mutacdes que levam
a resisténcia sdo diversos. Quatro amostras de dois agrupamentos foram seqiienciadas e.
como apresentados em resultados, apresentavam mutacdes diferentes, ou nao apresentavam
mutacdes no coéodon 315. Dados acerca do tratamento instituido ndo foram levantados. Em

conjunto, esses resultados sugerem que ndo estamos presenciando um surto de MDR-TB,



mas antes desenvolvimento de resisténcia individual, talvez por irregularidades no
tratamento ou abandono. Para que tal fato seja comprovado, seria necessario
aprofundamento do estudo com coleta de dados de forma sistematica.

Como exposto anteriormente, o controle da tuberculose passou a ser de interesse
mundial devido a sua alta incidéncia e pelo risco potencial de disseminacio de cepas
resistentes, 0 que tormma o seu tratamento mais custoso clinica e financeiramente. A
resisténcia a 1isoniazida, uma das drogas de primeira escolha para o tratamento da
tuberculose, esta relacionada e associada a varios mecanismos, com mutacdes dentro do
proprio katG, como também em outros genes como inhA, kasA, ndh e a regido intergéncia
oxyR-ahpC. Alem disso, alguns trabalhos mostram que a isoniazida induz a expressdo de
diversos genes em M. tuberculosis que codificam proteinas que sio relevantes ao modo de
acao da droga (RAMASWAMY et al, 2003). A necessidade de minimizar a transmissio de
cepas resistentes as drogas requer procedimentos que possibilitem a sua rapida
identificacdo. O conhecimento dos mecanismos de resisténcia preponderantes em
determinado local ou regido ¢ essencial para que se possa desenvolver e aplicar técnicas
novas e mais rapidas de analise genotipica, que venham a contribuir para a diminuicdo da
sua disseminacao.

A analise da incidéncia e prevaléncia de resisténcia do Mycobacterium tuberculosis
aos antituberculostaticos tem sido realizado de modo desigual no mundo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2002). Paises com sistemas de vigilancia mais bem
estruturados apresentam dados mais confidveis e completos, enquanto que em muitos paises
em desenvolvimento, especialmente aqueles onde a incidéncia de tuberculose € maior, nio
dispdem de tais informagdes. Foi possivel avaliar, através do projeto global de vigilancia da
resisténcia as drogas antituberculosas, iniciado pela OMS e pela IUATLD (PABLOS-
MENDEZ et al, 1998), que este era um fendmeno mundial, sendo registrada em
praticamente todas as regides ou paises dos cinco contin¢ntes que entraram no projeto.
Neste estudo, resisténcia a pelo menos uma droga ocorreu numa freqiiéncia entre 2 € 41%
sem tratamento prévio relatado para TB, numa mediana de 9,9%, sendo que para INH a
mediana foi de 7,3%. O fendmeno da multiresisténcia (resisténcia a INH e RIF - MDR)
ocorreu numa freqiiéncia consideravelmente menor, variando entre 0 e 14,4%, numa

mediana de 1,4%. Quando havia o relato prévio de tratamento esses valores também



aumentaram consideravelmente, sendo a sua prevaléncia de 36% (entre 5,3 ¢ 100%) para
uma droga e 13% (entre 0 e 54%) para multiresisténcia. As regides mais afetadas foram o
leste europeu e regides da Asia, como a india. Este projeto apontou para o fato de uma
necessidade urgente de implementacao de medidas mais eficazes de controle nestas regioes,
para evitar a disseminacdo de cepas resistentes. A continuidade do projeto resultou na
expansdo das areas estudas, incluindo algumas onde a incidéncia e prevaléncia de
tuberculose ¢é alta (ESPINAL er «/, 2001.). Nas areas de baixa incidéncia os niveis de
resisténcia permaneceram estavels, porém aumentaram significativamente em outros locais
como Estonia (leste europeu), Russia e Dinamarca. Quedas expressivas foram relatadas nos
EUA e Espanha. Essa iniciativa reforca a importancia de se obter informacdes confidveis e
representativas da situacdo da tuberculose nas diversas regides para que se possa estruturar
acdes para seu combate.

O Brasil participou da primeira fase do projeto (1994-1997), em que enviou
resultados de suscetibilidade de 2888 cepas provenientes tanto de pacientes em inicio de
tratamento (2.095) como com tratamento prévio (793) (PABLOS-MENDEZ et al, 1998). O
que se observou foi a presenca de mono-resisténcia primaria a INH em 3.8 % dos casos e
resisténcia associada a qualquer outra droga em 5,9 % dos casos. A porcentagem de
pacientes com tuberculose resistente pelo menos a INH e PZA, sem historia de tratamento
prévio foi de 0,9%. Infelizmente ndo foi dada continuidade a coleta destes dados, e,
portanto, nao temos dados mais recentes para comparacdo. Como aconteceu em outras
regides do mundo, com o aumento da cobertura do regime de DOTs, espera-se que no
Brasil esta incidéncia possa ter caido. Neste estudo, € mais especificamente no Brasil, ndo
foi realizada a genotipagem das amostras para que se pudesse observar qual seria o padrdo
de distribuicdo e disseminacido destas cepas. Retomada desta coleta de dados e analises
populacionais com utilizagdo dos métodos de genotipagem sdo necessarias para uma
avaliacio temporal fidedigna e para estruturagio de estrat(gias para o controle da
tuberculose resistente.

A resisténcia a INH no estado de Sao Paulo foi encontrada em 6,3% dos casos
(COHN et al, 1997) e ¢ a segunda em freqiiéncia, atras apenas da estreptomicina. O nimero
de cepas testadas no presente estudo representa aproximadamente 10% do total esperado de

cepas INHr no mesmo periodo no estado de Sdo Paulo (DYE ef al, 2002), segundo estudos



prévios. Resisténcia concomitante a RIF também foi detectada em nimero expressivo de
cepas (74,8%). Essa alta taxa de resisténcia a RIF, assim como as outras drogas, nao pode
ser extrapolada para a populacdo geral. Como descrito acima, essas cepas sdo enviadas para
_teste de sensibilidade obedecendo a critérios que selecionam cepas onde a resisténcia €
esperada. Assim sendo tais dados podem apenas ser correlacionados a populacdes com
caracteristicas semelhantes as das acima descritas (re-tratamento, co-infeccao TB-HIV,
etc). Dessa forma podemos inferir que, nessas populacdes, muito embora a coleta de dados
ndo tenha sido realizada de forma a avaliar valor preditivo, ha grande probabilidade deste
microorganismo apresentar também resisténcia a RIF e a PZA (tabela 1), quando a
resisténcia a INH esta presente. Por outro lado a resisténcia combinada destas trés drogas
mais ETB foi infrequente, sugerindo que esta combinacdo ainda é uma boa indicacio,
principalmente em casos onde ¢ esperada uma freqiiéncia maior de resisténcia, como em
pacientes institucionalizados e pacientes imunossuprimidos pelo virus da imunodeficiéncia
humana (PINTO et al, 2001).

A presenca de mutacdo no coédon 315 do gene karG foi encontrado em 60,5% das
amostras testadas, com predominancia do alelo ACC (79,3%), em substituicdo ao AGC
(tabela 2). A prevaléncia desta substituicdo entre as cepas INHr vem sendo reportado em
frequéncias variaveis, entre 35 e 91%, dependendo da regido estudada (AHMAD et al,
2002; MOKROUSOV et al, 2002). De acordo com esses estudos, o alelo ACC é mais
encontrado dentre as cepas multiresistentes. Na Holanda (VAN SOOLINGEN et a/, 2000)
das cepas que apresentaram esta mutacdo, apenas 33% eram mono-resistentes a INH, em
comparacao com 69% daquelas onde mutacdes no cédon 315 nio estavam presentes. Neste
estudo, a genotipagem indicou menor indice de agrupamentos entre as cepas sensiveis a
isoniazida em comparacdo com as resistentes. Piatek e colegas (PIATEK et al, 2000)
também apresentaram achados semelhantes, onde apenas 44% das cepas com mono-
resisténcia a INH provenientes de centro de saude comunitario apresentaram tal mutacio. E
sugerido neste trabalho que a mutacdo no codon 315 € superestimada quando os isolados
sdo provenientes de um laboratério de referéncia, quando comparados a centros de
tratamento comunitarios. Em nosso contexto, onde a prevaléncia de TB € alta, 70% das
cepas multiresistentes e 57,9% das cepas mono-resistentes a INH apresentaram mutacdes

no coédon 315 (p>0,5). A diferenca ndo foi estatisticamente significativa, uma das possiveis
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explicacdes encontra-se no texto mais abaixo. Na Russia, (MOKROUSOV er al, 2002)
onde as cepas multiresistentes sao predominates, a mutacido no codon 315 foi encontrada
em 91% das cepas, em grande parte devido a disseminacgdo clonal, ja que a maioria delas
pertencem a familia Beijing, cuja freqiiéncia ¢ alta na Asia e sua disseminac@o parece ser
mais eficaz que das outras cepas (ESPINAL, 2003). Resultados semelhantes foram achados
na Latvia (TRACEVSKA er al, 2002), embora genotipagem nio tenha sido realizada para
avaliar a clonalidade das amostras.

Dois trabalhos recentemente publicados no Brasil .apresentam resultados
semelhantes aos aqui encontrados. Silva e colaboradores (SILVA et «l, 2003), com
amostras provenientes de trés estados brasileiros (RS, RJ e SP), encontraram freqiiéncias
variaveis de mutacdes no cddon 315 de katG, sendo que a menor delas foi em Sio Paulo,
com 60% dos casos. Os MICs eram maiores que 16 pg/ul na maioria dos casos. Entretanto,
o numero de amostras foi reduzido (n=15). Nessas amostras, 6,7% apresentavam mutacdes
em ahpC. Através de genotipagem por RFLP [S6//0 ndo foi encontrada disseminacio
clonal de cepas. Cardoso et a/ (2004) estudaram amostras de Sdo Paulo e Parana. Nestes
estados encontraram mutacdes no co’donl 315 de katG em 61,9% dos casos, € outras
mutacdes em outros loci de karG em mais 23,7% dos casos. Estudo de SSCP esteve em
concordancia com sequenciamento em 90,7% dos casos, levando em consideracio que
avaliaram outras regides de karG assim como inhA e regido intergénica oxyR-ahpC.

Das cepas seqiienciadas neste estudo, uma porcentagem elevada (39,5%) nao
apresentou mutacdes em karG315. Além disso, a diferenca estatistica ndo foi significativa
com relac;éo a presenca de mutacdes em cepas mono ou multi-resisténtes. Esse resultado
pode ser explicado pelo fato de que as amostras foram testadas quanto a resisténcia a INH
até uma concentracdo de 0,2 ug/ml, podendo estar incluidas muitas amostras com baixo
nivel de resisténcia. As mutacdes neste coédon estdo relacionadas a altas taxas de
resisténcia. Em trabalho realizado por van Soolingen (VAN SOOLINGEN ez al, 2000),
89% das cepas que apresentaram mutacdes neste codon (53% do total avaliado) tinham
MIC entre 5 e 10 pg/ml. Das cepas que ndo apresentaram mutacdes (47%), o MIC para
INH estava entre 0,5 € 1 ug/ml em 75% dos casos.

Os 1solados deste trabalho apresentaram padrdes de RFLP bastante heterogéneos,

compativeis com disseminacao nao clonal de cepas INHr. Da mesma forma, dois dos
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agrupamentos revelados pela genotipagem ndo apresentaram correlacao entre padroes de
RFLP e resisténcia as drogas.

O desenvolvimento de técnicas moleculares mais rapidas para deteccdo de mutacdes
no codon 315 do gene katG permitiriam a detec¢@o precoce de resisténcia a INH em cepas
de M. tuberculosis. Esse fato facilitaria o ajuste da terapéutica empregada, reduzindo as
chances de desenvolvimento de mutacdes adicionais, prevenindo também a transmissio
destas cepas na comunidade. Apesar disso, dada a grande diversidade de mutacdes
presentes, assim como sua localizacdo, tanto dentro do gene karG como em outros genes,
tal abordagem ndo seria capaz de detectar grande propor¢cdo das cepas resistentes. O
presente estudo confirma a alta freqiiéncia de amostras resistentes a INH que ndo
apresentam muta¢oes no codon 315, e seria necessaria avaliacao de outras regides de katG,

assim como de outros genes, como demonstrado em outros trabalhos brasileiros (SILVA er

al, 2003, CARDOSO et al, 2004).
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- A analise genotipica das micobactérias resistentes a isoniazida mostrou baixo grau de
similaridade entre as cepas, estando presentes sete agrupamentos com apenas duas amostras

cada. Apenas em uma amostra for possivel estabelecer correlacao epidemioldgica, se

tratando de parentes em primeiro grau.

- Por esta analise sugere-se que nao estamos presenciando uma epidemia de tuberculose
resistente, mas antes o surgimento isolado de resisténcia, provavelmente secundario ao uso
inadequado das medicacdes ou abandono.

- Nas cepas INHr estudadas foi elevada a freqiiéncia de resisténcia concomitante para RIF
(74,7%) e RIF e PZA (33%), sugerindo que, quando encontrada resisténcia a INH, é
elevado o risco de que também esteja presente resisténcia a outras drogas de primeira linha,

em popula¢oes de alto risco, como o caso das incluidas neste trabalho.

- A mutacao mais freqiiente no codon 315 do gene karG foi a substituicio AGC— ACC,
encontrada em 48% dos casos. Outros quatro padroes de mutacdo foram caracterizados e

uma porcentagem elevada de cepas INHr nao apresentaram mutacdes (39,5%).

- Os padroes de mutacdes relacionadas ao cddon 315 encontradas nas cepas isoladas neste

estudo acompanham o padrao mundial descrito até o momento.
- Estudos mais abrangentes de biologia molecular e epidemiologia devem ser elaborados

para uma melhor compreensdo da dinadmica de disseminacdo da tuberculose, inclusive

daquelas resistentes as drogas, para que se estabelecam acdes para seu controle.
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SUMMARY

Setting: 468 isoniazid-resistant M tuberculosis 1solates recovered from a selected
population from Brazil. Objective: To check for susceptibility to other chemotherapeutic
drugs used in TB treatment. To ascertain mutations involved in 1soniazid and rifampin
resistance. Design: Antimicrobial susceptibility to rifampin, streptomycin, and ethambutol
was evaluated by the resistance ratio method and pyrazinamide by activity assay. SSCP,
and sequence analysis were performed in samples from this panel, to confirm mutations in
codon 315 of the katG, and in a 69bp region of the rpoB genes. Results: Combined
resistance to isoniazid-rifampin, isoniazid-pyrazinamide, isoniazid-ethambutol, and
isoniazid-rifampin-pyrazinamide was shown in 272 (58.1%), 126 (26.9%), 47 (10%), 116
(24.8%) isolates. No katG mutation was found in 19 strains (39.6%) out of 48 tested.
Ser315Thr substitution was found in 29 (60.4%). All rifampin-resistant strains tested (=25)
showed rpoB mutations. S531L substitution was found in 15 (60%). Conclusion:
[soniazid-resistant strains isolated from selected populations in Brazil frequently show
resistance to other first-line anti-TB drugs. »poB mutation was responsible for rifampin
resistance in all strains. Among INHr strains, katG mutations were shown in only 60.4%.
Genetic approaches targeting the rpoB gene, but not the karG gene have a high sensitivity

to detect resistance among Brazilian M.tuberculosis strains.



INTRODUCTION

Mvcobacterium tuberculosis 1s the causative agent of tuberculosis (TB) and one of
the leading causes of death worldwide (1). AIDS pandemics, and the emergence of
bacterial resistance to standard chemotherapeutic agents used in the treatment of TB have
brought concern to developed and undeveloped world (2).

Large urban centers in Brazil show incidence rates of TB as high as 52.5/100,000
inhabitants. TB deaths 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 Sao Paulo was 6.3% for isoniazid (INH), 2.9% for
rifampin, 7.1% for streptomycin, 0.3% for ethambutol and 0% for pyrazinamide (4). In the
year 2000 the estimated rate of multi-drug resistant tuberculosis for the whole country was
0.9% of all TB cases (5).

[t has been previously shown that a complex array of mutations involving katG,
inhA, kasA, ndh, and the oxyR-ahApC intergenic region are associated with INH resistance
(6, 7, 8, 9), but extensive research revealed that k«tG, which encodes a catalase-peroxidase
enzyme involved in the activation of the pro-drug isoniazid into its active form, is the major
site of mutation. Furthermore, one particular amino acid substitution at codon 315
(Ser-»Thr/AGC—-ACC) is reported to be the most frequent (10, 11, 12, 13, 14, and 15).
This substitution confers low catalase activity, such as to decrease the conversion of INH
into isonicotinic acid, but keeps enough peroxidase activity to detoxify host antibacterial
radicals (16, 17). Other mutations within the katG gene, or its complete deletion, are rare
events (13, 9).

Mutations in katG, inhA and ahpC genes were reported in 69 isoniazid resistant

(INHr) M. tuberculosis isolates recovered from patients residing in three Brazilian States.



Ser315tThr substitution was the most frequent, confirming previously published data from
other countries (18).

The genetic basis of rifampin resistance is mostly due to mutations in a 69-bp region
of the rpoB gene, which encodes the beta subunit of the M. tuberculosis RNA polymerase
(19), corresponding to codons 511 through 533. In Brazil, few sequencing or hybridization

“studies have focused this problem. S531L mutation was found in most rifampin resistant
strains tested (20, 21, and 22)

Efforts to characterize antimicrobial resistance in M. tuberculosis, and mutations
related to the katG and rpoB genes are critical to develop strategies targeting the control of
disease and dissemination of resistant strains, as well as the development of new treatment

regimens.
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MATERIALS AND METHODS

M. tuberculosis isolates - 468 1soniazid-resistant M. ruberculosis isolates recovered in the
State of Sao Paulo, Brazil, from August, 1999 through September, 2000, sent to the
‘Instituto Adolfo Lutz’ [Central Laboratory, State Health Service] (462 isolates), and to a
state university hospital in Campinas (=6 strains), were tested against Rifampin,
Ethambutol, Streptomycin, and Pyrazinamide. The first laboratory is the institutional
reference laboratory for the Sao Paulo State Health Services for M. tuberculosis drug
susceptibility testing. Criteria for sending isolates to these laboratories were: treatment
failure, re-treatment, HIV/TB co-infection, correctional institution cases, and disease
among documented resistant patients’ contacts. Assuming that the overall incidence of TB
in the State 1s 15,792 cases (3), the expected number of INHr isolates statewide was
approximately 950 (4), during that peridd. Seven additional INHs isolates were included in
the anélisis for control purposes. Detailed information about drug resistance and number of
isolates tested is shown in table 1. Data provided by this sample does not necessarily
reflect the overall prevalence of resistance of M. tubercuiosis to chemotherapeutic agents
throughout the State. Due to economic reasons, not all isolates were analyzed.

Primary cultures were submitted to antimicrobial drug susceptibility testing. For
further studies, isolates were re-cultivated on Lowenstein-Jensen (LJ) slants before
preservation into Sauton broth added glass beads and stored in a temperature of —20 to —
70°C. For genotyping, SSCP, and sequence studies, one bead was streaked out onto new LJ
slants for growth.

Drug susceptibility testing- Drug resistance was tested by the resistance ratio method, for
isoaniazid (INH), rifampin (RIF), streptomycin (SM) and ethambutol (EMB). The drug

concentration range used was 0.05 to 0.2 pug ug/ml for INH, 2.5 to 10 ug/ml for RIF, 0.62
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to 2.5 pg/ml for EMB, and 3.12 to 12.5 ug/ml for SM. Resistance to pyrazinamide was
determined by the pyrazinamide activity assay using the concentration of 1 OOpg/mI (23).
DNA profiling — A sample of 83 INHr, and 2 INHs specimens, corresponding to 1solates
used in SSCP and sequencing studies, was also analyzed by IS67/0 RFLP, using a method
internationally  standardized (24) to differentiate possible genotypic relationship.
Comparison of DNA patterns was performed with GelCompar 11, version 2.5 (Applied
Maths. Kortrijk, Belgium). Relatedness was calculated using Dice similarity coefficient
with 2% band position tolerance. Cluster analysis was done by use of the unweighted pair-
group average method.

PCR-Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) analysis - Amplification of
karG, and rpoB sequences was done in 88, and 78 isolates, respectively by adding 10ng of
genomic mycobacterial DNA to primers prévious]y described for katG (25, 26), and rpoB
genes (27, 19), listed in table 2. Two distinct fragments from katG gene were amplified to
confirm the presence of the region to be analyzed (codon 315): one consisting of 525 bp
(from codon 243-418) and another with 376 bp (codon 243-368). For rpoB gene a 157-bp
fragment was amplified. SSCP analysis was performed using the PCR products from 84
INHr, four INHs 1solates, 53 rifampin resistant (RIFr), and 25 rifampin sensitive (RIFs)
1solates using the GeneGel SSCP Kit (Amersham Pharmacia Biotech), as instructed by the
manufacturer, at 5°C and pH 9.0.

DNA sequencing: Automatic DNA sequencer (ABI Prism 377, Perkin Elmer, Norwalk,
CT, USA), and BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), was used as instructed by the manufacturer.

Sequences were analyzed using Chromas software (version 2.22- Technelysium Pty. Ltd.).
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A Blast search was performed for nucleotide comparison (28). Based on previous SSCP
analysis, 48 INHr and 2 INHs isolates for karG study, and 25 RIFr and 9 RIFs isolates for

rpoB study were selected for sequencing.
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RESULTS

Antimicrobial sus;éptibility tests revealed that 272 of 468 isolates (58.1%) were
resistant to both isoniazid and rifampin (MDR). Simultaneous resistance to the standard TB
treatment adopted in Brazil (INH/RIF/PZA) was seen in 116 isolates (24.8%). Concomitant
resistancebto isoniazid, rifampin and ethambutol, a nation-wide regimen used in the recent
past was seen in 43 (9.2%) isolates (table 1). Resistance to any other drug used in the
treatment of tuberculosis when isoniazid resistance is present was found in 295 isolates
(63%). This data can only be generalized when dealing with populations sharing the same
characteristics of the group analyzed in this work, as outlined earlier.

IS6770 RFLP was performed in 83 INHr, and 2 INHs isolates. Two isolates carried
only two IS6/1/0 copies. All other isolates exhibited more than five copies. Among 81
isolates, 8 clusters were found, consisting of 2 isolates each. One of the clusters consistea
of specimens collected from first-degree relatives, indicating recent transmission. No
obvious epidemiologic links could be found for the remaining 7 clusters. Figure 1 shows
RFLPs from two out of eight clusters found.

To characterize mutations in codon 315 of the katG gene, SSCP analysis was
performed in 84 INHr and 4 INHs isolates. Twenty distinct electrophoretic patterns were
obtained. For rpoB mutation detection, SSCP analysis was performed in 53 RIFr and 25
RIFs isolates. Nineteen distinct patterns were obtained from 5 electrophoresis sessions.
Table 3 shows the distribution of wild type and mutation patterns of SSCP according to
sensitivity to INH and RIF. A representative number of specimens from each SSCP pattern
obtained from both fragments, as well as all isolates exhibiting unique patterns, were
selected for sequencing studies. Figure 2 shows examples of SSCP patterns obtained in the

study.
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According to these criteria, a sample of 50 PCR products from karG, and 34 PCR

products from rpoB was sequenced (table 1).

KatG mutations - The result of the sequencing studies from 48 INHr isolates is shown in
table 4. No mutation was found in 19 (39.6%) INHr isolates, indicating that INH resistance
was mediated by other mutation than codon 315 substitutions. The most prevalent mutation
was G—C (Ser—Thr) substitution, found in 23 cases (47.9%). Four other mutations:
Ser—>Asn (AAC), Ser»Thr (ACA), Ser—Arg (AGA), Ser—lle (ATC) were found in 6 cases
(12.5%). Of the 50 PCR products sequenced, 34 had deviated SSCP patterns, including one
INHs strain. SSCP was in concordance with sequencing in 82% of the cases. No statistical
difference (p>0.05, chi-squared test) was found between MDR and non-MDR strains
regarding the frequency of codon 315 mutations. No mutation in codon 315 was found in

two INHs strains, taken as controls.

Two isolates, both INHr sharing the same genotype exhibited different sequence
patterns. One isolate had a wild type sequence, while the other showed AGC—ACC
substitution. Another pair of isolates, also INHr and sharing the same genotype, had
different mutations; one carried the AGC—ACC, and one the AGC—AAC substitution.
RpoB mutations - Results of the sequencing studies of 25 RIFr isolates are shown in table
5. Among RIFr strains, the most prevalent mutations in a restricted region of the 7poB gene
were as follows: Serssy -15 (60%), Hissao -€ (24%), Leusss -1 (4%), Aspsis -1 (4%), and one
insertion of two codons Phesis, Mets;s (4%). An additional control sample of 9 RIFs
isolates was sequenced, and no mutation in this region was found. Of the 34 PCR products
sequenced, 30 had deviated SSCP patterns, including three RIFs strains. 3SCP was in

concordance with sequencing in 91.2% of the cases.
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DISCUSSION

Tuberculosis control has been of worldwide concern because of its high incidence
and the potential spread of drug resistant strains. Recent experiments have shown that INH
induces several genes in Mycobacterium tuberculosis that encode proteins physiologically
relevant to the drug's mode of action (29), as cited earlier. Rifampin is also a key
component of tuberculosis chemotherapy. Resistance to this drug is found when rpoB gene
undergoes mutations in a few described codons, belonging to an 81-nuclotide RIF
resistance-determining region (RRDR). Substitution of key amino acids results in
conformational changes and defective binding of the drug (30). In opposition to Isoniazid,
few other genomic sites are ascertained as responsible for rifampin resistance.

The need to minimize the transmission of drug-resistant strains requires rapid
identification procedures. The recognition of the exact mechanism involving INH
resistance in several geographic M. tuberculosis subsets is essential to develop new and
faster techniques, as well as to validate current methods that target mutations in the
genomic sites of both 7poB and karG, which might be present at different settings.

Isoniazid - Resistance to this drug in Brazil is the second most common single drug
resistance, after streptomycin. Even though resistance data provided by our work does not
necessarily reflect the overall prevalence of resistance of M. tuberculosis to
chemotherapeutic agents throughout the State. :t can be generalized to populations sharing
the inclusion characteristics of this sample. The number of isolates tested in the present
study represents approximately 10% of the expected number of INHr isolates found in the
same period statewide, according to previous studies, and 28% of isolates sent to the state

reference laboratory for further tests.
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The presence of mutations in codon 315 was found in 60.4% of the isolates, with
high predominance of the ACC allele (79.3%). The prevalence of this substitution among
INHr strains has been reported in 35% to 91% of isolates, depending on the geographic
region studied (31, 12). ACC allele mutation in codon 315 also seems to be more frequent
among resistant isolates to more than one drug and have higher MICs. In the Netherlands
(15) only 33% of 1solates exhibiting sole INH resistance (0.5ug/ml <MIC<1pg/ml) showed
this mutation, as opposed to 69% of isolates that carried no mutation in codon 315. Piatek
et al. also described similar findings (32) with only 44% of monodrug INHr isolates
showing this mutation. In Russia, (12) where MDR strains are predominant, codon 315
mutation was found in 91% of isolates, probably due to clonal dissemination since the
majority of the isolates belonged to the Beijing family. Similar results were found in Latvia
(33), although genotyping was not performed to assess clustering.

In our work, 57.9% of MDR, and 70% of sole INHr strains exhibited codon 315
mutations (p>0.05). A significant amount of INHr strains (39.6%) did not harbor codon 315
mutations. A possible reason for this finding is that drug susceptibility testing for INH was
carried out only to a MIC of 0.2ug/ml. In this way, there might be included many strains
with low level resistance to this drug.

Isolates included in this work had heterogeneous RFLP profiles, consistent with
non-clonal dissemination of INHr strains. No correlation was found between RFLP profiles
and resistance to isoniazid.

Rifampin - S531L was the most frequent mutation found among rifampin resistant strains
investigated. Another study from Brazil (21, 22), performed in three different country
regions, found this single mutation responsible for resistance in 50 to 56.2%, of the isolates.

H526 locus was the second most prevalent mutation site in the present work as well as in
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other Brazilian studies. Overall, mutations in this group of Brazilian isolates 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
Phes4, Metss, found in one isolate from our study had never been demonstrated before
among Brazilian strains. This mutation was reported by Kapur (30) in an isolate from New
York. Other investigators from developing countries also found Ser531 as the most
prevalent mutation site involved in rifampin resistance. Mani et al. (34) observed it among
53% of RIFr 1solates from several parts of India. In Mexico, Bobadilla-del-Valle et al. (27)
reported 40% of RIFr isolates bearing mutations in this site. A wide range of frequencies
for mutations within codons 531, and 526 have been reported worldwide. Ramaswamy and
Musser (9) studying M. tuberculosis isolates from several parts of the world reported
frequencies of 41 and 36% respectively.y

| Our 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.

The application of fast molecular techniques to detect mutations involved in M.
tuberculosis resistance to first-line anti-TB drugs can improve the adjustment of treatment
regimens, reduce the chances of clinical resistance, and prevent the transmission of drug
resistant strains. Rapid identification techniques as PCR-restriction and Linear Probe
Assays can be applied to Brazilian strains for fast determination of resistance to rifampin,
as used by Oliveira et al. (20). These methods are expensive and cannot be used in routine
testing. However, when dealing with selected populations as we did, rifampin resistance

can be predicted with high sensitivity with the aid of techniques targeting 7poB mutations.
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The same comment cannot be made for Isoniazid resistance, since many INHr strains did

not harbor mutations in the kG gene.
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Table 1. Antimicrobial susceptibility of 475 strains of M. ruberculosis isolates
sent to the reference laboratories from 1999-2000 in Sio Paulo, Brazil,
according to the number of isolates used for SSCP, and sequencing studies.

Drug resistance to  All tested SSCP study Sequence study
katG rpoB katG rpoB

I 173 19 17 10 4

R 1 1 1
I+R 137 32 28 20 12
I+P 7 - - -
I+E 1 - - -

I+S 10 2 2 - 1
[+R+P 76 19 15 11 8
I+R+E 13 2 2 2 1
[+P+S 2 - - -
I+S+E 2 - - -
[+R+P+E 22 6 5 4 2
I+P+S+E 1 - - -
[+R+P+E+S 8 1 1 -
[+R+P+S 10 2 2 - 1
[+R+S 6 1 - -

No drugs 6 4 6 2 4
Total 475 88 78 50 34
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Table 2: Primer sets used for amplification of the katG and rpoB
fragments.

Gene Primer Sequence

katG Rouse 5 5" CGCGGCGGTCGACATTCG 3
Rouse 6 5" GAACGGGTCCGGGATGGTG 3’
HannaP6 5> CGGTGGATCAGCTTGTACCAG 3’

rpoB TR 5> TCGCCGCGATCAAGGAGT 3’
TRS 5" TGCACGTCGCGGACCTCCA 3’

Table 3. Distribution of strains according
to SSCP results and susceptibility profile
to 1soniazid and rifampin.

SCP
S Total
mutated wild
INHr 59 25 &4
INHs 1 3 4
Total 60 28 88
RIFr 43 10 53
RIFs 13 12 25
Total 56 22 78
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Table 4. Distribution of isolates according to karG codon 315 mutation
found and their corresponding antimicrobial susceptibility profiles.

Antimicrobial resistance

Mutation Total (%)
I IR UR VURP IR/PE IR/P/
B B E ) E/S
Ser—Thr (ACC) 5 7 7 3 1 23 (48%)
Ser—>Asn (AAC) 1 1 1 3(6.25%)
Ser—>Thr (ACA) 1 1(2.1%)
Ser—>Arg (AGA) 1 1(2.1%)
Ser—lle (ATC) 1 1(2.1%)
No mutation 3 11 1 4 19 (39.5%)
Total 10 20 2 11 4 1 48

I- Isoniazid; R- Rifampin; E- Ethambutol; S- Streptomycin: P-pyrazinamide.

Table 5. Distribution of isolates according to the rpoB mutation found and
their antimicrobial susceptibility profiles.

Antimicrobial resistance
Mutation Total (%)

R /R I/R/E TIR/P I/R/P/E I/R/P/S

S531L 7 1 5 2 15 (60%)
H526D 1 2 3 6 (24%)
H526Y 1 1 (4%)
L533P 1 1 (4%)
D516V 1 1 (4%)
Ins Phes s, Mets;s 1 1 (4%)
Total 1 12 1 8 2 1 25

I- Isoniazid; R- Rifampin; E- Ethambutol; S- Streptomycin; P-pyrazinamide.
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Figure 1: RFLP patterns from
M.tuberculosis strains, showing
identical genotypes.
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Figure 2: SSCP patterns from PCR products targeting karG, and
rpoB genes from M .tuberculosis strains. A (rpoB gene): Lanes 1, 3
and 6 - RIFs/no mutation; Lanes 2, 4 and 5 — RIFr/codon 526
mutation. B (katG gene): Lane 1 — INHr/no mutation. Lanes 2 and 3
— INHr/ACC mutation. Lanes 4 — INHs/no mutation ; and Lane 5 —
INHr/no mutation.
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