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Resumo

Com o objetivo de se detectar linhagens de Mycobacterium
tuberculosis causadoras de tuberculose dentro de Penitencidrias de
Campinas, SP, Brasil, bem como a transmissdo desta doenga entre os
detentos, foram analisadas, usando-se restriction fragment length
polymorphism (RFLP) e também a técnica double-repetitive-element (DRE-
PCR), 52 amostras desta espécie bacteriana, isoladas de escarros de 40
presididrios com sintomas clinicos de tuberculose, no periodo de fevereiro/97
a setembro/98. Realizou-se levantameno epidemioldgico utilizando-se
informagdes contidas nas Fichas de Notificacdo da Tuberculose e também
dados cadastrais dos presos, com o intuito de se relacionar esses dados com
os resultados obtidos através das técnicas de Biologia molecular.

A técnica de RFLP, onde usou-se como sonda molecular a
sequéncia de inser¢do IS6110, revelou 30 padrdes de restricdo. Destes, 12
grupos apresentaram-se com distribuicdo idéntica de bandas, sendo que os
demais apresentaram padrdes de bandas Unicos. Entre os 12 grupos que
apresentaram idéntica distribuicdio de bandas, oito sdo “cluster patterns”.

A técnica de DRE-PCR classificou as amostras em 25 padrdes de
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agrupamento, estando ai inclusos 12 grupos com a mesma distribui¢do de

bandas e sendo que, destes, 10 sdo “cluster patterns”.

A existéncia de linhagens de M. tuberculosis idénticas, em
detentos diferentes, associada aos achados através do levantamento

epidemiolégico, indicam a transmissdo da doenca tuberculose entre os

mesmos.
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1 - Introducio

A tuberculose ¢ uma doencga altamente contagiosa que €
transmitida principalmente de pessoa a pessoa (Hermans ef al., 1990a) e que
voltou a apresentar grande importincia epidemioldgica (Kolk et al., 1992).

A fala, o espirro e, principalmente, a tosse de um doente de
tuberculose pulmonar, langam no ar goticulas contaminadas de tamanhos
variados. As goticulas mais pesadas se depositam rapidamente ¢ as mais leves
permanecem em suspensdo no ar, ou porque sdo pequenas ou porque sofrem
evaporagdo. Somente os nicleos secos das goticulas (nucleos de Wells) com
didmetros de até 5| e com um a dois bacilos em suspensdo, podem atingir os
bronquiolos e alvéolos pulmonares e ai iniciar a multiplicagdo. As goticulas
médias sfo, na sua maioria, retidas pela mucosa do trato respiratdrio superior
e removidas dos brénquios através do mecanismo muco-ciliar. Os bacilos
assim removidos sdo deglutidos e inativados pelo suco gastrico. Os bacilos
que se depositam nas roupas, len¢dis, copos e outros objetos dificilmente se
dispersardo em aerosois, e por isto, ndo desempenham papel importante na
transmisso (Brasil, Ministério da Saude, 1994a).

E estimado que um bilhdo e setecentos milhdes de pessoas

estejam infectadas com Micobacterium tuberculosis, 0 que representa um
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terco da populagdo mundial, além de ser este microorganismo o responsavel
por cerca de trés milhdes de mortes ao ano, o que representa um quarto de
todas as mortes preveniveis (Ross et al., 1992).

A tuberculose permanece um problema de salide nas prisdes
onde o ambiente, devido a condi¢des como a superlotagdo e auséncia de
ventilagdo adequada, se torna favoravel a transmissdo da infec¢do pelo ar,
entre seus habitantes: presidiarios e funcionarios de reparti¢des e também
para os visitantes (Stead, 1978; Snider & Hutton, 1989).

Como ¢ considerada a doenga de maior problema de satde
mundial, vérias e recentes estatisticas sugerem que, em muitos paises,
medidas para seu controle foram ineficientes (Ross et al., 1992). Nesse
sentido, sua detecgdo precoce é de grande importincia para o controle uma
vez que € a doenga infecciosa que mata mundialmente mais pessoas do que
qualquer outra doenga infecciosa sozinha (Bloom & Murray, 1992; Tala &
Koéhi, 1991).

Estudos epidemiolégicos com técnicas que diferenciem
rapidamente linhagens de M. tuberculosis, sdo importantes pois contribuem
limitando a disseminagdo da doenga uma vez que diagnésticos convencionais

da tuberculose dependem de isolamento, identificagdo e testes bioquimicos da
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bactéria, com procedimentos que requerem de quatro a oito semanas (Otal et

al.,1991).
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2 - Objetivos

1 - Determinar, através de técnicas de Biologia Molecular
(PCR, RFLP e DRE-PCR), a variabilidade existente entre diferentes
isolados de  Mycobacterium tuberculosis obtidos a partir de material
(escarro) proveniente de pacientes das Instituicdes Correcionais de

Campinas-SP, no periodo de fevereiro/97 a setembro/98.

2 - Descrever as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas

destes pacientes.

3 — Averiguar a ocorréncia da transmissio da doenga

tuberculose dentro dessas Institui¢des.

4 - Sugerir medidas epidemiologicas que possam ser utilizadas

no controle da tuberculose dentro das prisdes.
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3 — Revisdo Bibliografica

3.1 — Caracterizacio do Mycobacterium tuberculosis

As micobactérias pertencem a Ordem Actinomicetales, Familia
Mycobacteriaceae, sendo a Mycobacterium tuberculosis a espécie-tipo do
género (Brasil, Ministério da Sadde, 1994b). O género Mycobacterium ¢
constituido por bacilos aerébicos, com tempo de crescimento normalmente
lento, mas varidvel de acordo com a espécie, sendo que Mycobacterium
tuberculosis juntamente com Mycobacterium avium-intracellulare tem
crescimento muito lento (trés a oito semanas de incubagéo); excecdo a esta
caracteristica de crescimento é o  Mycobacterium leprae que nio cresce
“in vitro”. Qutras caracteristicas do género: sdo patogenos intracelulares,
ndo formadores de esporos, im6veis e com tamanho variando de 0,2-0,6 x
1-10 pm. A parede celular destes bacilos € rica em lipidios, o que faz com
que a sua superficie seja hidréfoba e os mesmos resistentes a muitos
desinfetantes e aos corantes da colora¢do de Gram, usualmente utilizados em
laboratérios. Uma vez corados (colora¢do de Ziehl-Neelsen), os bacilos sdo
refratarios & descoloragdo com solugdes acidas e alcodlicas o que originou a

denominacio de Bacilos Alcool-Acido Resistentes. Dentro deste género,
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41 espécies foram descritas, sendo que pelo menos 27 delas sdo espécies que
foram originalmente isoladas a partir de material clinico humano. Apesar do
grande nimero de espécies, mais de 95% de todas as infec¢des humanas sdo
causadas por seis espécies ou grupos: M. tuberculosis, M. avium-
intracellulare, M.kansaii, M. fortuitum, M. chelonae ¢ M. leprae. Entre
estas, M. tuberculosis ¢ a principal espécie patogénica, sendo responsavel

pela tuberculose em humanos (Murray et al., 1994).

3.2 - A Tuberculose

A tuberculose, causada pela espécie M. tuberculosis, é a doenga
humana cléssica causada por micobactérias. A destrui¢do de tecidos e fibrose
caracteristicas observadas sdo causadas pela resposta imune do hospedeiro a
infecgdo. A rota de infecgfo é a inalagdo dos aeroséis infectados, os quais
alcangam as terminagfes das vias respiratérias. Apés o englobamento por
macrofagos alveolares, estes patégenos intracelulares replicam-se livremente
no interior das células por serem capazes de se evadirem da destrui¢do
fagocitéria através da inibig3o da fusdo entre o fagossomo e o lisossomo. Os
fagocitos infectados sdo destruidos e as bactérias liberadas sdo, novamente,

englobadas por novos macréfagos, o que faz com que o ciclo se repita.
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Embora a fagocitose seja iniciada por macréfagos alveolares, macréfagos
circulantes e linfécitos sdo atraidos ao foco infeccioso devido a presen¢a dos
bacilos, restos celulares e fatores quimiotiticos dos hospedeiros (p.e., o
componente C5a do complemento). A histologia caracteristica deste foco
infeccioso mostra a formagdo de células gigantes, multinucleadas, que
resultam da fusdo de diferentes macrofagos. Essas células gigantes sdo
denominadas células de Langerhans. Macrofagos infectados podem, nesta
fase da infecgdio, alcangar os linfonodos locais, a corrente sanguinea e outros
tecidos (p.e., medula Ossea, bago, rins, 0ssos e sistema nervoso central)
disseminando-se pelo organismo. Duas a quatro semanas ap0s O processo
infeccioso ter-se instalado, citocinas derivadas de células T CD4 ativam os
macréfagos circulantes, tornando-os capazes de matar as células bacterianas.
Se uma pequena quantidade de antigeno esta presente (poucas bactérias) no
momento em que os macrofagos sdo ativados, os bacilos sdo destruidos com
dano tecidual minimo. Contudo, se um grande ntumero de bacilos esta
presente no foco infeccioso, a resposta imune celular serd muito intensa a
ponto de causar no hospedeiro uma necrose tecidual. A efetividade da
eliminagdo da infecgdo, além de depender do tamanho do foco da infecgéo,
depende de miltiplos fatores do hospedeiro como: toxicidade da citocina

liberada, ativacdo local do sistema complemento, isquemia, exposi¢do a
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enzimas hidroliticas derivadas dos macréfagos e intermediarios téxicos do
oxigénio. Os granulomas, isto é, agrupamentos de macréfagos ativados,
previnem a disseminag8o posterior da doenga uma vez que os bacilos ficam
retidos no seu interior. Diferentes macréfagos podem penetrar em pequenos
granulomas (menores do que 3 mm) e matar todos os bacilos. Contudo,
granulomas caseosos grandes tornam-se encapsulados por fibrina o que,
efetivamente, protege os bacilos de serem mortos pelos macréfagos. Neste
estagio, os bacilos podem permanecer quiescentes e serem reativados anos
depois quando o estado imunoldgico do hospedeiro diminui ou devido a idade,

doenca imunossupressiva ou por causa de terapia (Murray et al., 1994).

3.3 — Medidas da Tuberculose

As micobactérias s3o causa significativa de morbidade e
mortalidade, particularmente em paises subdesenvolvidos (Murray et al.,
1994) sendo o M. tuberculosis a espécie cultivavel de maior importincia
médica por ser o agente etiologico da tuberculose (Brasil, Ministério da
Satde, 1994a); assim como ¢ o principal microorganismo isolado,

responsavel por mortes em todo o mundo (Dolin et al.,1994).



23

A transmissdo da tuberculose nos paises desenvolvidos, era um
fenémeno esporadico, usualmente limitado a um pequeno numero de familias
ou a pessoas confinadas em associagdes fechadas (Reves et al., 1981) e
até o inicio da década passada, podia ser usada como um indicador de
subdesenvolvimento (Campos, 1996) ja que 95% de todos os novos casos e
mortes por esta doenga ocorriam em paises em desenvolvimento (Snider &
Hutton, 1993).

No entanto, pouco mais de uma década depois, Rook &
Stanford, (1996) ja citavam que a tuberculose matava, anualmente, mais de
trés milhdes de pessoas, sendo que o problema estava aumentando
rapidamente apesar da resposta imunologica ser perfeitamente capacitada a
erradicar este tipo de infecgfio. Ainda segundo estes autores, antes
aparecimento do HIV somente 5% dos individuos afetados desenvolviam a
tuberculose e talvez outros 5% também, quando estavam comprometidas as
fungdes das células T pelo envelhecimento, estresse ou desnutricdo protéica.
Portanto, 90% da populagdo deve apresentar resisténcia em circunstincias
normais.

Por ser a tuberculose, uma doenga com profundas raizes sociais
sempre foi prevalente em areas onde havia fome, miséria e més condig3es de

moradia, ao mesmo tempo em que sua magnitude era reduzida
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significativamente nas regifes onde estes fatores eram progressivamente
extintos (World Health Organization, 1993; Brasil, Ministério da Satde,
1994a). A partir da década de 80 a disseminagdo da AIDS pelo mundo
alterou essa situago, assim, nos paises onde a tuberculose era considerada
controlada, como nos paises escandinavos e Holanda, passaram a apresentar
tendéncias preocupantes de aumento do nimero de casos (Selwin et al.,
1989). Nos paises africanos, onde a tuberculose nunca deixou de ser um
grave problema de Satde Publica, passaram a ocorrer niimeros ainda mais
alarmantes (Narain ef al., 1992). Na Europa, a incidéncia desta doenga
aumentou devido a fatores como: imigracdo, deteriorizagdo da infraestrutura
da saude pablica, acesso limitado aos servicos médicos e & epidemia do HIV
(Barnes et al., 1991; Laguna ef al, 1991) sendo que amostras de
M. tuberculosis resistentes a multiplas drogas emergiu como um dos
principais problemas entre pessoas infectadas pelo HIV em Nova York e na
Flérida (CDC, 1992). Nos EUA, o aumento do numero de casos de
tuberculose esteve aliado, também, a desestrutura¢do dos servigos de saude.
Foi verificado por Braun et al. (1989) que, de 1985 até aquele ano (1989),
ocorreram onze surtos de tuberculose em oito Estados norte americanos e

que teria havido um aumento da proporg¢do de tuberculose em certos bolsdes
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demogrificos fazendo com que o declinio na incidéncia de tuberculose nos
EUA parasse.

Segundo Rieder et al. (1989a), para os tltimos 30 anos, era
esperado nos EUA um declinio anual de 8,3% no risco de infecgdo por
M. tuberculosis. No entanto, nesse periodo, houve um declinio de apenas 5%
a 6%. Ainda assim, o seu declinio ndo foi uniforme entre todos os segmentos
da populagdo. O maior declinio foi observado em criangas de cinco a 14
anos e o menor declinio foi observado nas pessoas de idade avangada.
Entre adultos, o declinio foi maior entre brancos do que entre outros grupos
raciais. Em 1980, o risco de infecgdo anual por tuberculose na populagdo
geral nos EUA era estimado ser tdo baixo quanto 1:10,000 sendo que ele era
sempre maior quando se consideravam pessoas que conviviam em ambientes
fechados, com outras pessoas que desenvolveram a doencga (Rieder et al.,
1989a).

Como a distribuicdo geografica da tuberculose guarda intima
relagio com os indices sécio-econdmicos das diversas nagdes, suas taxas de
incidéncia sSo mais baixas nos paises desenvolvidos e bem mais altas
naqueles cuja populagdo estd sujeita 4 desnutricdo e as mas condi¢des de
habitagio. Na maioria dos paises desenvolvidos o risco de infecgdo da

tuberculose é da ordem de 0,1 a 0,3% sendo que em alguns desses paises €
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até¢ menor. No Brasil, em 1990, o risco de infec¢do da tuberculose, variou
de 0,3% a 1,0% nas diversas regides brasileiras, guardando estreita
correlacdo entre este indicador e as condigdes sécio-econémicas (Brasil,
Ministério da Saude, 1994a).

A intensidade do contato ¢ uma das condi¢des que fazem com que a
tuberculose esteja tdo associada a populagdo de baixa renda. Nessa camada
social, familias numerosas convivem muito proximamente em casas
pequenas, mal ventiladas e imidas (Brasil, Ministério da Satide, 1994a).

Em abril de 1993, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) divulgou
documento considerando a tuberculose uma emergéncia global. Segundo
essa entidade, a tuberculose € a maior causa de morte entre as doencas
infecciosas causadas por um unico agente; perto de 30 milhSes de pessoas
morrerdo por tuberculose nesta década sendo que 40% das mortes seriam
evitdveis pela implementagio de programas de controle efetivos. E uma
doenga na qual, entre adultos, a relagdo custo/beneficio é das mais baixas; o
custo do tratamento € relativamente baixo, cerca de US$ 30 em muitos paises
(World Health Organization, 1993). No Brasil, observa-se queda progressiva
da qualidade da atengio médica dispensada & populagdo, pela rede piblica

de satde nos tultimos anos, com conseqiiente piora do atendimento ao
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paciente apresentando a doenga. Com isso, a proporgéo de curas vem caindo

e a de abandonos, subindo (Aiub & Gerhardtm 1993).

3.4 - Co-Infeccio por HIV e Mycobacterium tuberculosis

A infecgdo pelo HIV, que deprime o Sistema Imunolégico do
homem, é um importante fator de risco para a progressio da infeccdo
tuberculosa. Existem indicios de que 5% a 10% dos co-infectados
pelo M. tuberculosis ¢ pelo HIV desenvolvem a tuberculose a cada ano,
enquanto 0 mesmo ocorre em apenas 0,2% dos infectados apenas
pelo M. tuberculosis (Dolin et al., 1993). Além de facilitar a morbidade, a
infecgdio pelo HIV causa problemas no diagnostico da tuberculose. Segundo
a Organizacion Mundial de La Salud (1989), a radiografia de térax desses
pacientes pode aparecer como normal ou quase normal por vérios dias; a
baciloscopia inicialmente aparece como negativa e as formas clinicas
extrapulmonares podem apresentar manifestagdes ndo habituais como
tuberculomas intracranianos. O tratamento também ¢é afetado pelo HIV pois
o tempo total da quimioterapia deve ser maior, com conseqiiente aumento do

custo e dos riscos da toxicidade (Selwyn et al., 1989).
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Em adigdo as implicagdes clinicas de cuidados ao paciente, o
aumento do risco de contrair tuberculose em pacientes HIV soropositivos
sugere que pode existir um risco adicional de transmissdo horizontal da
tuberculose entre membros da familia, trabalhadores da satde e outros
contactantes nio intimos (Selwin et al., 1989).

Assim, a cada ano, oito milhdes de pessoas sdo infectadas pelo
bacilo da tuberculose em todo o mundo e os co-infectados pelo bacilo e pelo
HIV tém 25 vezes mais chances de desenvolver doenca potencialmente fatal;
cepas resistentes de micobactérias estdo surgindo porque ndo se adotam
medidas efetivas para assegurar o cumprimento total e regular do tratamento
por parte dos doentes (Selwyn et al., 1989; Brown, 1993).

Virias evidéncias epidemioldgicas sugerem que a epidemia do
HIV € uma das importantes causas basicas do ressurgimento da tuberculose
(Daley et al., 1992). Em Nova York, cidade com um grande nimero de
pacientes com AIDS, o nimero de registro de casos de tuberculose aumentou
em 68% (de 1514 em 1980 para 2545 em 1989) (Barnes et al., 1991).
Segundo Skolnick (1989), de 71 pacientes com tuberculose que
apresentaram-se em Miami, Flérida, 31% eram HIV soropositivos. Ainda
segundo este autor, um estudo de pacientes ndo-Asiaticos com tuberculose

em S&do Francisco, Califérnia, demonstrou que 29% dos pacientes que
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concordaram ser testados eram HIV positivos. Em Seatle, Washington, 23%
de todos os pacientes com tuberculose com idades entre 20 e 50 anos, que
concordaram ser testados, eram positivos para HIV e, em Nova York, 42%
dos pacientes masculinos com tuberculose que eram admitidos em hospitais
ptiblicos, com idades entre 25 e 44 anos eram HIV positivos (Skolnick,
1989).

Enquanto eram registrados 22.436 novos casos de tuberculose
em 1988, uma estimativa mostrava que 10 a 15 milhdes de pessoas nos
EUA estavam infectadas com M. tuberculosis. Muitos desses infectados
faziam parte de outra estimativa que demonstrava ser de um a cinco
milhdes o nimero de pessoas nos EUA infectadas com o HIV. A extens&o
da sobreposicdo dessas duas infecgdes ndo é conhecida (Skolnick, 1989).

Rieder et al. (1989b), demonstraram que a incidéncia da
tuberculose aumenta com a idade entre todas as ragas e grupos étnicos.
Podem ocorrer diferencas atribuiveis aos riscos da infecgdo para a
tuberculose porque a pessoa, uma vez infectada, tem a mesma probabilidade
quanto ao risco da progresséo para a tuberculose, independente de raga, sexo
ou localizacdo geografica. Ainda segundo estes autores, o0 HIV € um fator
fortissimo, capaz de promover a progressio de infecgdes (por

M. tuberculosis) até a doenga tuberculose. Pacientes com o sistema
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imunolégico comprometido formam uma populagéo selecionada, com grande
probabilidade de adoecerem de tuberculose, j4 que esta doenga pode ser

resultante tanto de infecgdes recentes como passadas (Murray et al., 1994).

3.5 - A Tuberculose em Instituicdes Correcionais

O numero de casos de tuberculose relatados em Institui¢cGes
Correcionais apresentou um aumento dramatico quando comparado com o da
década passada. Somente o aumento populacional nessas instituicbes n#o
explica a incidéncia altissima dos casos de tuberculose nas prisdes. Outra
razdo importante que pode determinar esta alta incidéncia € a transmissdo da
infecgdo da tuberculose dentro dessas instituigdes. Ficou demonstrado um
dréastico aumento no niimero de casos, (Braun et al., 1989), onde o paciente
apresentava associacdo com AIDS. O aumento no nimero de casos pode ser
atribuido também aos grupos de risco (Snider & Hutton, 1989) que, nestas
institui¢des sdo representados por homens com idades entre 18 e 44 anos.

Numa inspegéio de casos de tuberculose relatados por 29
reparticdes de satde nos EUA, durante 1984 e 1985, a incidéncia de

tuberculose entre os internos de InstituicGes Correcionais era trés vezes
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maior do que para pessoas ndo encarcerados com idades entre 15-64 anos
(Stead, 1978; Braun et al., 1989; Snider & Hutton, 1989).

Bergmire-Sweat et al.(1996), realizaram estudo em prisdo para
pessoas com problemas mentais, no Texas, em 1994, na qual estava
ocorrendo um grande surto de tuberculose. Embora houvesse controle para
prevenir a tuberculose no local, esse controle foi inadequado. Técnicas de
Biologia molecular evidenciaram que havia grupos de pacientes com a
mesma linhagem de M. tuberculosis, o que demonstrou a transmissdo da
doenca dentro da Instituicdo, embora tenha ficado demonstrado também a
ocorréncia de infecgles recentes.

Segundo Braun et al(1989) entre Complexos do Sistema
Presidiario de Nova York, a incidéncia de tuberculose aumentou de uma
média anual de 15,4/100,000 durante 1976 a 1978, para 105,5/100,000 em
1986. Em Nova Jersey, dados obtidos do seu Departamento de Satde
revelaram que, durante 1987, a incidéncia de tuberculose entre habitantes do
sistema correcional era de 109,9/100.000; um indice onze vezes maior do
que para a populagdo geral naquele ano (Braun et al., 1989).

Na Califérnia, dados obtidos pelo seu Departamento de

Corregdo, mostraram que a incidéncia de tuberculose entre seus ocupantes
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durante 1987 era de 80,3/100,000, uma proporgéio equivalente a seis vezes a
da populagéo geral da Califérnia para aquele ano (CDC, 1989).

Conforme Skolnick (1989), uma avaliagdo feita em 1983 pelo
CDC (Centro de Controle de Doencas) em InstituicGes Correcionais
constatou que somente 33 Estados separavam presididrios que chegavam e
somente seis Estados retestavam periodicamente os infectados por
tuberculose, fato que demonstrou a importincia de haver uma padronizagdo
nas agdes que visam a prevengdo e controle sobre essa doenca.

Em resposta ao alarmante aumento dos indices de tuberculose
em muitas das prisGes nacionais, o Centro de Controle de Doen¢as (CDC,
1989), Atlanta, publicou recomendacdes para a prevengdo e controle da
tuberculose entre a populagdo desses locais. Conforme Skolnick (1989),
essas normas incluem: registros de vigildncia com identificacdo e relato de
todos os casos de tuberculose. Recomendagbes para tratamento apropriado e
isolamento, prevenindo-se, assim, transmisses adicionais. As normas
evidenciam a importdncia da colaboragdo dos diversos setores da Saude
Publica que devem ajudar na instrugdo de funciondrios das prisdes e para
que fagam o acompanhamento de prisioneiros infectados, apds sua
libertagdo, assim como de pessoas nio encarceradas que tiveram contato com

prisioneiros ou funciondrios infectados. As recomendagdes também
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ressaltam que as prisdes devem reduzir as aglomeragdes e melhorar seu
sistema de ventilagio fazendo com que o ambiente nfo seja favoravel a
transmissdo da tuberculose.

Segundo Oliveira (1997) ocorreram, entre janeiro de 1993 e
dezembro de 1996, 165 casos de tuberculose em prisioneiros do sistema
carcerario de Campinas, SP, sendo que, destes, 132 sdo novos casos, que

representaram uma incidéncia de 971/100.000 naquele periodo.

3.6 - Epidemiologia Molecular e Identificacio de Mycobacterium

3.6.1 — Histoérico:

Nos tltimos anos, investiga¢des envolvendo epidemiologia e
patogenicidade utilizaram varias técnicas derivadas da imunologia,
bioquimica e genética; esses estudos sdo geralmente referidos coletivamente
como Epidemiologia Molecular (Maslow et al., 1993).

Embora véarios métodos tradicionais de identificagéo bacteriana
tenham sido avaliados no diagndstico de Mycobacterium, entre os quais
incluem-se testes bioquimicos (Chiodini, 1986) e cromatografia gasosa

(Chiodini & Van Kruiningen, 1985; Tisdall et al, 1982) apenas recentemente
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testes moleculares comecaram a ser utilizados com esta finalidade. Entre os
testes moleculares utilizados na identificacio de Mycobacterium e
determinagdo da variabilidade intra-especifica encontra-se, a analise de
fragmentos polimoérficos obtidos com enzimas de restricdo (RFLP) e a reagdo
da sintese de DNA em cadeia (PCR) de sequéncias especificas de DNA
(Clark-Curtiss & Gerald, 1989; Pineda-Garcia, Ferreira & Hoffner, 1997,
Sola et al., 1997, 1998; Tabet ef al., 1994; Yang et al., 1994; Kox et al.,
1994; Eisenach et al., 1986; Thierry et al., 1990b; Haas et al., 1993; Linton
et al., 1994), entre outros. Esses testes moleculares demonstraram ser, além
de espécie-especificos para as diferentes espécies estudadas e para diferentes
linhagens dentro de uma espécie, mais rapidos, eficientes e confidveis, sendo
utilizados na identificacdo das vias de transmissdo da tuberculose em
comunidades (Genewein et al., 1993).

A premissa bdsica em alguns sistemas de tipagem é que
isolados epidemiologicamente relacionados sdo derivados de uma expansio
clonal de um unico precursor; consequentemente, separa os nio relacionados
epidemiologicamente ja que esses possuem caracteristicas diferentes. Os
ultimos reflexos das divergéncias evolutivas genéticas surgiram ao acaso;
mutagbes nio letais que acumularam-se com o passar do tempo. Assim,

mutagdes sdo detectdveis se elas ocorrem em posigées que podem ser
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analisadas (por exemplo num gene codificado por uma enzima metabdlica).
Com o desenvolvimento de técnicas moleculares altamente sensiveis, a
capacidade de detectar variagdes pequenas aumentou substancialmente
(Maslow et al., 1993).

Muitas dessas técnicas s3o altamente sensiveis e sofisticadas
(como a de RFLP), detectando variagdes genotipicas entre membros do
complexo M. tuberculosis ¢ M. avium subespécie paratuberculosis e
linhagens M. leprae (Clark-Curtiss & Gerald, 1989;).

No passado, as provas de transmisséo da tuberculose eram
baseadas nas ocorréncias de surtos epidémicos (Nolan et al., 1991),
transmissdo de linhagens relacionadas com caracteristicas de resisténcia e
conversdo de teste tuberculinico ap6s exposi¢do a um caso ativo (Reves et
al., 1981). Mais recentemente, técnicas de Biologia molecular comprovaram
precisdo na determinagio de linhagens de M. tuberculosis relacionadas € na
avaliacio de diferentes surtos epidémicos (van Embden et al., 1993). Estas
técnicas tém sido empregadas nio como ferramentas confirmatérias na
investigacdio de surtos epidémicos, mas como ferramentas sistematicas para
identificar as relagdes inter-linhagens e transmissdo dentro de uma

populagdo definida (Genewein et al., 1993).
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3.6.2 — Marcador Molecular 156110

Estudos epidemiolégicos de tuberculose podem ser facilitados
pela detecgdio de marcadores especificos presentes nas diferentes linhagens.
A descoberta de elementos de transposi¢o em M. tuberculosis demonstrou
que a presenca destes elementos especificos poderia ser utilizada na
diferenciagdo de linhagens (van Embden et al., 1993). A existéncia de
elementos DNA-repetitivos em M. tuberculosis e seu potencial para uso na
identificagdio dessa micobactéria foi relatada independentemente por
Eisenach et al. (1988) e por Zainuddin & Dale (1989).

Segmentos repetitivos de DNA sdo encontrados em
virtualmente todos os organismos procaridticos e eucaridticos, portanto ndo
surpreendeu quando foram encontrados em micobactérias (Clark-Curtis &
Docherty, 1989; Green et al., 1989 e Grosskinsky et al., 1989).

| A determinacéo da seqiiéncia de DNA de um desses elementos,
designado IS6110, especifico do complexo M. tuberculosis € que contém
1361pb (Cave et al., 1991) foi primeiro descrita por Thierry et al. (1990a) e
demonstraram que o mesmo  pertence a uma familia de sequéncias
relacionadas ao elemento IS3 descoberto em espécies da familia

Enterobacteriaceae. A efetividade do sistema de tipagem utilizando essa
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seqiiéncia de insergdo em analises epidemiolégicas de isolados de
M. tuberculosis foi demonstrada em numerosos estudos (Hermans et al.,
1990a; Mazurek et al., 1991; Otal et al., 1991; Fomukong et al., 1992; van
Soolingen et al., 1991; Edlin et al., 1992).

Sdo referidos também em membros do complexo
M. tuberculosis as sequéncias de insercdes 1S986 (Mc Adam et al., 1990 e
15987 (Hermans et al., 1990a). Ambas sequéncias também foram
anteriormente designadas como IS/ por Sekine & Ohtsubo (1989). Como
todas as sequéncias acima referidas diferem-se entre si por apenas trés bases
nucleotideas, foram nomeadas como elementos iso-IS6110 (Otal et al, 1991
e Van Embden et al., 1993) passando todas a serem denominadas
simplesmente IS6110 (Van Embden et al., 1993), exceto quando uma co6pia
especifica é participante, como por exemplo no caso de M. bovis que,
segundo Hermans et al. (1990a), contém apenas uma cépia da 15987, a qual,
segundo Kolk et al., 1992, tem esse elemento sempre localizado no mesmo
sitio do genoma, mais especificamente no fragmento PvuII de 1.7 Kb.

Sobre a utilizagdo do elemento de inser¢do 156110 como agente
diferenciador de membros do complexo M. tuberculosis, é levado em
consideragdo o polimorfismo gerado pela variabilidade, seja no numero de

cépias ou na sua posi¢do cromossdmica dentro do genoma desses
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microorganismos (Zainuddin & Dale, 1989; Mazureck et al., 1991; Otal et
al., 1991; Van Soolingen et al., 1991; Edlin et al., 1992).

Quanto ao numero de copias da IS6110 presentes no genoma
de linhagens M. tuberculosis, alguns autores citam: poderia ser de quatro a
vinte (Thierry et al.,1990a;) de uma a varias (Rastogi et al., 1992; Small et
al., 1993, 1994), sendo raramente encontradas linhagens com apenas uma
copia da referida sequéncia de insercéo (Beck-sagué et al., 1992; Cave et al.,
1991; Daley et al., 1992; Edlin et al., 1992; Godfrey-Faussett et al., 1992;
Hermans et al., 1991; Hermans et al., 1990a; Mazurek et al, 1991;
Mendiola et al.,, 1992; Rastogi et al., 1992; Thierry et al., 1990a; Van
Soolingen et al., 1991 e Van Soolingen et al., 1992). Van Soolingen et al.
(1991) relatam ainda que algumas linhagens de M. tuberculosis ndo contém
a IS6110, embora a experiéncia geral ¢ de que essa espécie micobacteriana
possui multiplos elementos /S6110.

Quanto & distribuicdo da sequéncia de inser¢do IS6110 em
linhagens de M. tuberculosis, analises de diferentes linhagens advindas de
pacientes diferentes (Hermans et al., 1990b) demostraram um nimero de
coOpias e também posi¢cdes diferentes dentro do genoma; contudo, quando
essas sequéncias foram usadas como sonda para analisar a RFLP de

linhagens isoladas de pacientes do mesmo surto epidémico de tuberculose,
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idénticas configuragdes foram observadas. Ademais, ndo polimorfismo foi
observado em infec¢des experimentais de cobaias com linhagens de
M. tuberculosis durante um periodo de trés meses.

Diferentes laboratérios testaram um grande nUmero de
linhagens M. tuberculosis e os resultados obtidos puderam ser utilizados para
comparar linhagens de diferentes areas geograficas, assim como para o
rastreamento da acdo de linhagens individuais (van Embden er al., 1993).
Segundo os referidos autores, semelhantes dados podem fornecer
importantes critérios sobre a transmissdo da doenga tuberculose bem como
de recidivas e reativagio exdgena onde estariam atuando linhagens com
caracteristicas particulares tais como a alta infectividade, alta viruléncia, e/ou
resisténcia a medicamentos. Esses autores comentam ainda que a analise de
um grande nimero de isolados pode dar respostas para questdes ha muito
tempo existentes, com respeito a eficacia da vacinagdo BCG e a freqii€ncia
de reativagio versus infeccdo, que estdio aumentando de importdncia devido a

epidemia da AIDS.



3.6.3 — Tuberculose e Técnicas de PCR, RFLP e DRE-PCR

Técnicas de Biologia molecular sdo importantes na vigilancia
da tuberculose pois s@o capazes de provar as relagdes inter linhagens (e assim
determinar a fonte de infec¢do e a relativa contribui¢do de infec¢des recentes
€ passadas) o que torna a Epidemiologia Molecular uma ferramenta segura,
uma vez que sabe-se que a tuberculose ativa poder resultar de reativagdo de
um foco latente, anos ap6s a infecg¢fio inicial, ou de exposigio recente
(Genewein et al., 1993).

Com o aumento da incidéncia da tuberculose, um rapido
diagndstico para essa doenga é de grande significado em Satide Publica
(Back-Sague et al., 1992; Hopewell, 1992) e o método mais rapido é o de
PCR (Claridge et al., 1993), devido esta ser uma técnica extremamente
sensivel e especifica, podendo detectar M. tuberculosis em culturas que
contenham de um a 1000 organismos, pois picogramas da sequéncia alvo
podem ser amplificadas de forma especifica por esta técnica (Mullis &
Faloona, 1987; Oste, 1988; Hance, et al. 1989; Hermans et al., 1990b; Pao,
et al. 1990; Boddinghaus et al., 1990; Fries et al., 1991; Manjunath et
al.,1991; Piere et al., 1991; Cousins et al.,, 1991; Fiss et al.,1992; Victor et

al., 1992; Shawar et al., 1993).
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Cousins ef al. (1992), realizaram estudos para identificagdo
de M. tuberculosis comparando os métodos tradicionais com a técnica da
PCR e os resultados sugeriram que este Gltimo é altamente especifico para
a identificagio de membros do complexo M. tuberculosis, confirmando
os achados obtidos em estudo prévio Coussins et al. (1991), com
Mycobacterium bovis.

Tentativas para se destinguir através de RFLP, isolados do
complexo M. tuberculosis (Collins, 1984; Collins, 1985; Cooper et al.,
1989), e isolados de M. tuberculosis (Eisenach et al.,1986; Imaeda, 1985;
Shoemaker et al.,1986) foram sem sucesso. Naquela época, apenas um
desses estudos realizado por Reider et al. (1989), foi capaz de demonstrar
heterogeneidade entre isolados de M. tuberculosis pelo uso da digestdo do
DNA cromossdmico com a enzima Mbol, seguido de Southern blotting com
uma sonda genémica para visualisar fragmentos de alto peso molecular. Este
método foi estendido com o uso de outras enzimas de restri¢do e foi adaptado
para uma técnica nio radioativa (Ross et al, 1991). Estudos posteriores
realizados por Eisenach et al. (1988); Hermans ef al. (1990a); Reddi et al.
(1988) e por Van Soolingen (1991), demonstraram a existéncia de

sequéncias de DNA repetitivas dentro do genoma de M. tuberculosis e ao
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utilizarem essas sequéncias como sondas no DNA gendmico digerido com
enzima de restri¢do, o RFLP demonstrou diferencas entre os isolados.

Analises com o uso da técnica de RFLP baseadas na sequéncia
de inserg¢éo 1S6110, sdo uma poderosa ferramenta epidemiolégica para a
diferenciagdo das linhagens de M. tuberculosis (Rappuoli et al,1987,
Eisenach et al., 1988; Fox et al.,1989; Cave et al., 1991; Mazurek et al.,
1991; Alland ef al., 1994). Nessa técnica, 0 DNA purificado é restringido
com enzimas de restri¢io, produzindo fragmentos de varios tamanhos, os
quais sdo separados por eletroforese e, a seguir, sdo hibridizados a um
segundo segmento do elemento de inser¢io para produzir “fingerprinting”
(impressées).

As linhagens que nfo possuem o elemento de insergdo 156110
ou que possuem apenas uma ou duas coOpias ndo geram suficiente
polimorfismo para serem diferenciadas com o uso da técnica RFLP-IS6110 e,
nesse caso, outros tipos de marcadores podem ser utilizados com sucesso
(Van Soolingen, 1991), principalmente se forem de casos de tuberculose ndo
relacionados como, por exemplo, surtos ocorridos em localidades geograficas
diferentes.

O método RFLP, apesar de sofisticado e seguro, tem algumas

limitagdes, além de apresentar desvantagens, como por exemplo tempo longo
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e o trabalho laborioso requeridos para se executar tais procedimentos.
(Friedman, et al., 1995). Segundo esses aufores, o método de RFLP requer
uma quantidade suficiente de DNA extraido e a cultura primaria devera ter
crescimento muito grande ou devera ser repicada para produzir organismos
em quantidades suficientes. Apds o crescimento da cultura, os procedimentos
envolvem a extracido do DNA, tratamento com enzimas de restri¢do,
eletroforese e Southern blot, que requer multiplos reagentes e passos. Por
essa razdo, o conjunto de procedimento para a realizagdo do RFLP podem
levar de trés a quatro semanas para se conseguir interpretar os resultados.
(Friedman et al., 1995). Esses autores sugerem um novo e rapido método de
subtipagem chamado DRE-PCR que € baseado na amplificagdo por PCR de
segmentos de DNA de M. tuberculosis localizados entre duas sequéncias
repetitivas do seu genoma: a IS6110 e sequéncia repetitiva polimérfica rica
em G-C (PGRS). Segundo Friedman et al. (1995), a sequéncia polimoérfica
rica em G-C estd presente em nimero de zero a mais de vinte cOpias
aleatoriamente distribuidas no cromossomo, tendo esse método um poder de
discriminagdo similar ao método RFLP. O médodo DRE-PCR pode ser
realizado com um crescimento primario de M. tuberculosis, eliminando-se a
necessidade de subculturas (Montoro et al.,1998). O procedimento dessa

técnica é baseado no fato que as distincias entre os elementos repetitivos € o



nimero de copias de IS6110 e PGRS variam de linhagem para linhagem.
Essa variagdo permite diferenciar tamanhos e numeros de fragmentos de
DNA amplificados, produzindo tunicos “fingerprintings” para  vérias
linhagens de M. tuberculosis.

Montoro et al. (1998) realizaram estudo com 41 amostras
clinicas de M. tuberculosis obtidas em Havana, Cuba durante o ano de 1997.
Nesse estudo sdo comparados os resultados obtidos através das técnicas de
DRE-PCR e RFLP, considerando suas capacidades em diagnosticar relagdes
epidemioldgicas entre essas linhagens. Como resultado, foram detectados 24
tipos de distribui¢do das bandas através da técnica de RFLP estando incluido
al cinco diferentes “clusters”. Quanto ao método de DRE-PCR foram
detectados 25 “patterns” contendo nesses, quatro “clusters”. Segundo
Montoro et al. (1998), o DRE-PCR ¢ uma técnica conveniente para a
tipagem de M. tuberculosis em laboratérios que néo estejam equipados para a

realiza¢do de RFLP.
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4 — Material e Métodos

4.1 — Descricido das amostras utilizadas:

Foram utilizadas no presente estudo, 52 amostras abaixo
relacionadas, advindas de 40 presidiarios diferentes, as quais foram isoladas
no Instituto Adolfo Lutz de Campinas, no periodo de fevereiro/97 a

setembro/98.

Tabela I — Amostras de Mycobacterium tuberculosis utilizadas no presente

trabalho:
Amostra  Paciente Presidio
1 01 Casa de Detengdo
2 02 Casa de Detengéo
3 03 Casa de Detengdo
4 04 Ataliba Nogueira
5 05 Ataliba Nogueira
6 06 Casa de Detencéo
7 07 Penitenciaria I
89e10 08 Ataliba Nogueira
11 09 Casa de Detencgéo
12 10 Casa de Detengdo
13,1415 11 Casa de Detengdo
16 el7 12 Casa de Detengéo

cont.:



Amostra Paciente

Presidio

18 13
19a23 14
24 15
25 16
26 17
27e 28 18
29 19
30 e31 20
32 21
33 22
34 23
35 24
36 25
37 26
38 27
39 28
40 e41 29
42 30
43 31
44 32
45 33
46 34
47 35
48 36
49 37
50 38
51 39

52 40

Casa de Detencdo
Casa de Detencéo
Cadeia Sdo Bernardo
Ataliba Nogueira
Casa de Detencdo
Penitenciaria I
Casa de Deten¢do
Ataliba Nogueira
Penitenciaria [
Penitenciaria I
Casa de Deten¢do
Casa de Detencédo
Ataliba Nogueira
Ataliba Nogueira
Penitenciaria I
Ataliba Nogueira
Penitencidria I
Ataliba Nogueira
Casa de Detencido
Penitencidria I
Penitenciaria I
Penitenciaria I
Ataliba Nogueira
Penitenciaria I
Penitenciaria I
Penitenciaria I
Casa de Detencéo
Penitenciaria I
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4.2 - Populacao Estudada

Refere-se aos detentos de quatro presidios do Complexo
Presidiario de Campinas que, por suspeita de tuberculose, tiveram seu
escarro colhido e enviado para exames no Instituto Adolfo Lutz de
Campinas: Casa de Detengdo, Penitencidria I, Cadeia Publica de Sdo
Bernardo (com regime de seguranca fechado) e Ataliba Nogueira (com

regime de seguranga semi-aberto).

4.3 — Levantamento Epidemiologico

Para o levantamento das caracteristicas clinicas e
epidemioldgicas foi montado um Banco de Dados onde foram inseridas as
informagdes das notificages oficiais de pacientes com tuberculose. Estes
dados constavam originalmente do Banco de Dados para a Vigildncia da
Tuberculose existentes no Departamento de Medicina Preventiva e Social da
FCM — HC - UNICAMP. Foi também reconstituida a historia de vida
prisional dos detentos. Para esta finalidade, foram obtidas, através da Casa de
Detengo, as fichas cadastrais dos presididrios e a seguir tragado um gréfico
onde se observou e comparou em qual momento da vida carcerdria os

mesmos teriam convivido num mesmo presidio.
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4.4 - Obtencéio das Culturas de M. tuberculosis

O material (escarro) utilizado para a pesquisa do bacilo da
tuberculose foi colhido dentro dos préprios presidios, por técnicos ligados a
Secretaria da Seguranga, em procedimentos médicos de rotina e a seguir
enviados ao Instituto Adolfo Lutz de Campinas para analise. Esse material
foi colocado em tubos de ensaio (de 50 ml e com rosca) e procedida a
descontamina¢do com hidréxido de sédio 4%. Apdés homogenizagdo, os
tubos de ensaio foram levados a estufa (37°C) por 15 minutos e a seguir
centrifugados por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
titulado com gotas da solugdo vermelho de fenol até que o material
adquirisse cor rosa forte. A seguir, o material foi acidificado utilizando-se
HCl 1IN, gota a gota, até adquirir a coloragdo amarela e depois rosa,
indicando a neutralizagfo do pH. Apoés titulagdo, esse material foi semeado
nos meios Lowestein Jensen (LJ) ¢ PNB (4cido para-nitrobenzéico). Os
meios foram, a seguir, colocados em estufa a 37°C. Durante os dois
primeiros dias os vidros contendo os meios semeados ficaram semi-abertos
para secarem sendo, apOs esse periodo, completamente rosqueados e
incubados por um periodo de até 60 dias quando entdo se procedeu a

interpretagdo dos resultados. Obs.: O Instituto Adolfo Lutz de Campinas
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enviou as amostras das cepas positivas para as unidades de S&do Paulo, ou de

Sorocaba-SP, para posterior confirmagéo da espécie M. tuberculosis.

4.5 - Obtencéio do DNA gendmico

O DNA gen6émico foi obtido de acordo com Ausubel ez al.
(1988). Apés o crescimento das amostras em meio Lowenstein Jensen, foi
retirada uma porg¢do de col6nias do mesmo e colocada em tubos de 1,5 ml,
contendo 400 pl de Tampdo TE (1X). Os tubos contendo a suspensdo
bacteriana foram agitados em vortex para homogeneizacdo das células
bacterianas e, a seguir, centrifugados momentaneamente (12.000g) para que
se formasse um sedimento. Depois, os tubos foram aquecidos em banho
maria durante uma hora a 80°C (Multi-blog-Heater da LAB LINE) para que
houvesse inativagdo de M. tuberculosis e entdo esfriados a temperatura
ambiente. Foram adicionados aos tubos 50ul de lisozima (10mg/ml),
agitados em vortex, invertidos e incubados a 37°C por um periodo de no
minimo cinco horas e no maximo 14 horas. Na sequéncia, foram adicionados
75ul de SDS 10%/proteinase K, agitado-se os tubos novamente em vortex e
aquecendo-os por 10 minutos a 65°C. A seguir, foram adicionadas as

suspensdes em preparo, 100ul de NaCl 5M, invertendo-se os tubos por
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quatro vezes e a seguir adicionando-se aos mesmos, 100ul de CTAB/NaCl.
Os tubos foram, entdo, agitados em vortex até que o liquido adquirisse um
aspecto leitoso sendo depois aquecidos a 65°C por mais 10 minutos.
Prosseguindo, foram adicionados 750ul de cloroférmio alcool isoamilico
(24:1) e agitando-se os tubos em vortex por pelo menos 10 segundos. A
seguir, estes foram centrifugados (12.000g) a temperatura ambiente por cinco
minutos. A partir do sobrenadante aquoso, transferiram-se 600ul em
volumes de 200l para outros tubos. A fim de se precipitar o acido nucléico
adicionaram-se aos novos tubos 0,6 vol (360ul) de Isopropanol. As amostras
foram mantidas a -20°C por pelo menos 30 minutos e a seguir centrifugadas
(12.000g) a temperatura ambiente por cinco minutos, descartando-se o
sobrenadante. Por duas vezes, foram adicionados aos tubos 1,4 ml de etanol
70% (-20°C), invertendo-se o0s mesmos vagarosamente, para
homogeneizagfo. A seguir, estes tubos foram centrifugados (12.000g) a
temperatura ambiente por cinco minutos, descartando-se o sobrenadante para
secagem do precipitado & temperatura ambiente. Por fim, os sedimentos
foram ressuspensos utilizando-se 30ul de tampdo TE (1X) e os tubos

estocados para uso posterior.
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4.5.1 - Determinacio da concentracio do DNA gemomico

O DNA extraido das amostras foi diluido 1:100 e em seguida

realizada a leitura em espectofotdmetro nos comprimentos de onda A260 e

A280.

4.5.2 — Eletroforese Gel de Agarose do DNA extraido

Para verificacdo da integridade do DNA extraido, este foi
submetido & eletroforese em gel de agarose 0,8% conforme segue: a solugdo
de agarose foi aquecida em microordas até sua dissolugé@o e depois levemente
esfriada sob 4gua corrente e entdo despejada sobre cuba de eletroforese
horizontal (GIBCO) contendo um pente acrilico para que fossem formadas
canaletas no gel. Em seguida, a cuba ficou a temperatura ambiente até que
esse gel ficasse consistente quando entdo foi retirado o pente de acrilico.
Depois foi acrescentado a cuba tampdo TEB (1X) até que o gel ficasse
totalmente coberto por esta solugdo. No passo seguinte, as amostras foram
injetadas em canaletas individuais nas seguintes proporgdes: 2ul de DNA
homogeneizado com 5ul de tamp3o de ressuspensdo de DNA. A cuba foi
ligada inicialmente em corrente de 20 mA até que o corante azul do tampdo

de ressuspensio comecasse sua migragdo no gel. A partir desse momento, a
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corrente foi aumentada para 80 mA até que o corante azul chegasse ao final
da corrida (extremidade do gel oposta as canaletas).

Ap6s o término da corrida eletroforética, o gel de agarose
foi transferido para vasilhame contendo 4gua destilada e acrescentado, ao
mesmo, brometo de etidio, conforme descrito por Sambrook et al. (1989), e
mantido por cerca de 20 minutos. A seguir, o gel foi observado em
transiluminador de luz ultra-violeta (260nm). As bandas de DNA presentes e

coradas no gel foram fotografadas em filme instantdneo da Polaroid.

4.6 - Reacio de Polimerizacio em Cadeia (PCR)

Para a realizagio do método de PCR foram utilizados os
seguintes conjuntos de iniciadores fabricados pela GIBCO: 1 - IS2/IS3
especifico para amplificar um fragmento de 158pb localizado entre os pares
de bases 718 e 876 da 1S6110 de M. tuberculosis. 2 - IS1/IS3, espcifico para
amplificar um fragmento de 665pb localizado entre os pares de bases 211 e

876 da referida 156110, conforme Thierry et al. (1990b) — Figura 1.



DR INV. REP.

EEETGAACCG
CGAGGAGGTA
TTCGGAGTGG
TGGGTGCGEC
AGCGCTTAGC
TCGCGGCCGA
GCCCCGATGG
CCCATCGACC
GAGCACATCA
ACCGTCAGGG
CACCCGCGGC
CGCCGCTTCG
GGTTCGCCTA
GATGGCCACC
GACCTGAAAG
GCGCCGAGGC
GATCAACGGC
TTGGCCACCG
CGGTCGAACT

CCCCGGCATG _TCCGGAGACT CCAGTITCTIG GAAAGGATGG

CCCGCCGGAG CTGCGTGAGC GGGCGGTGCG GATGGTCGCA

GCAGCGATCA GTGAGGTCGC CCGTCTACTT GGTGTTGGCT
AGGCGCAGGT CGATGCCGGC GCACGGCCCG GGACCACGAC
GGCGGGACAA CGCCGAATTC CGAAGGGCGA ACGCGATTTT
GCTCGACCGG CCAGCACGCT AATTAACGGT TCATCGCCGA
TTTGCGGTGG GGTGTCGAGT CGATCTGCAC ACAGCTGACC
TACTACGACC ACATCAACCG GGAGCCCAGC CGCCGCGAGC
GCCGCGTCCA CGCCGCCAAC TACGGTGTTT ACGGTGCCCG

CATCGAGGTG GCCAGATGCA CCGTCGAACG GCTGATGACC

AAAGCCCGH}G(?AE:(— TCCG ACGAT CGCTGA GCCACAGCCC
GACCACCAGC ACCTAACCGG CEE?QGGTAG CAGACCTCAC
CGTGGCCTTT GTCACCGACG fFEKtGCTCG CAGGATCCTG
TCCATGGTCC TCGACGCGAT CGAGCAAGCC ATCTGGACCC
ACGTTATCCA CCATACGGAT AGGGGATCTC AGTACACATC
AGGCATCCAA CCGTCGGTCG GAGCGGTCGG AAGCTCCTAT
CTATACAAGA CCGAGCTGAT CAAACCCGGC AAGCCCTGGC
CGCGCTGGGT CGACTGGTTC AACCATCGCC GCCTCTACCA

CGAGGCTGCC TACTACGCTC AACGCCAGAG ACCAGCCGCC

GAGTCTCCGG ACTCACCGGG GCGGTTCACGA

INV. REP.

DR
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GGTCATGTCA GGTGGTTCAT

GAGATCCGCG GTCAGCACGA
GCGCGGAGAC GGTGCGTAAG

CGAAGAATCC GCTGAGCTGA
AAAGACCGCG TCGGCTTTICT

TCATCAGGGC CACCGCGAGG
GAGCTGGGTG TGCCGATCGC
TGCGCGATGG CGAACTCAAG
CAAAGTGTGG CTAACCCTGA
AAACTCGGCC TGTCCGGGAC
GTCCCGCCGA TCTCGTCCAG
CTATGTGTCG ACCTGGGCAG
GGCTGGCGGG TCGCTTCCAC
GCCAACAAGA AGGCGTACTC
GATCCGGTTC AGCGAGCGGC
GACAATGCAC TAGCCGAGAC
GGTCCATCGA GGATGTCGAG
GTACTGCGGC GACGTCCCGC
GGCTGAGGTC TCAGATCAGA

Figura 1 — Sequéncias de DNA do elemento /56110 com sinalizag¢&o

dos locais para sintese dos iniciadores /51, /52 e /53

Cada iniciador foi alicotado em pequenas porgdes de 50ul e

estocados para uso posterior. Levando-se em consideracdo a porcentagem de

CG (IS1 = 76%; IS2 = 61% e IS3 = 61%) foi calculada a temperatura de

anelamento para os trés iniciadores utilizando-se a seguinte formula (Marmur

& Doty, 1962).
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Temperatura de anelamento = 69,3 + (0,41 x % CG) - 650
n
tendo sido encontradas as seguintes temperaturas: IS1 = 69,51; IS2 = 63,36 ¢
IS3 = 63,36. Foi escolhida como temperatura de anelamento, 63°C para as

reagdes envolvendo todos os iniciadores, por ser a mais baixa.

As reagdes de PCR foram realizadas em tubos de 0,5 ml num

volume total de 100ul, tendo sido utilizados os seguintes materias da

GIBCO.

Componentes da Reagéo Volume

Mistura de ANTPs (10 mM)* 2ul

MgCL (50 mM) 3ul

Conjunto de Iniciadores** 1 ul/cada
Tampdo da Enzima (10X) 10 pl

DNA (100 ng) *** -

Enzima Taq Polimerase (2,5 U) 5ul

H,O **** completa volume p/ 100 pl

*  desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); **IS1 com IS3 ou IS2 com IS3;
*#* purificado e diluido 1:100; **** dejonizada e esterilizada

Apos adicionarem-se os reativos em tubos individuais, esses
foram centrifugados (12.000g ) momentaneamente. Em seguida, os tubos
foram colocados no Termociclador (Thermal Cycle - PERKIN ELMER) e
deixados por dez minutos a 94°C. Apoés esse periodo, os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente, tendo sido, a seguir, centrifugados
(12.000g) momentaneamente. Na sequéncia, acrescentou-se em cada tubo

Sul( 2,5U) da solugdo final de enzima Taq Polymerase e depois uma gota
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de 6leo mineral para PCR (SIGMA). Os tubos foram, novamente, colocados
no Termociclador programado para executar 25 ciclos conforme a seguinte
programacgdo: 94°C - 1 minuto  (Denaturagdo); 63°C - 1 minuto
(Anelamento); 72°C - 2 minutos (Extensio).

Terminados os ciclos, os tubos contendo o material amplificado
foram retirados do termociclador, o éleo retirado de cada tubo, estocando-se

os mesmos a -20°C.

4.7 - Reacio de Polimerizacio em Cadeia de Elementos Duplo-

Repetitivos (DRE-PCR)

Todas as amostras utilizadas no presente estudo foram
submetidas, a técnica de DRE-PCR. Os iniciadores utilizados (Risl, Ris2,
Pmtbl e Pmtb2) foram fabricados pela GIBCO conforme descrito por
Friedman et al. (1995). Esses iniciadores foram alicotados em porg¢des de
50ul e estocados em “freezer” para uso posterior. A temperatura de
anelamento foi calculada levando-se em consideragio a porcentagem de CG
conforme ja descrito para a técnica de PCR e levando-se em consideragdo
que esses iniciadores tem a seguinte porcentagem de CG: Risl = 57%; Ris2

= 50%; pPmtb1 = 64% e Pmtb2 = 58%.

{1 BEBLIRCA remYmsa ,
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As reagdes de DRE-PCR foram realizadas em duplicata, em

tubos de 0,5 ml num volume total de 100ul, tendo sido utilizados os

seguintes materias da GIBCO.

Componentes da Reagéo Volume

Mistura de dNTPs (10 mM)* 2ul

MgChL (50 mM) 3 ul

Conjunto de Iniciadores ** 2 pl/cada

Tampéo da Enzima (10X) 10 pl

DNA (200 ng) *** -—-

Enzima Taq Polimerase (2,5 U) 5ul

Dymetil Sulfoxide (DMSO) 6ul

H,O ***# completa volume p/ 100 pl

*  desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP, cGTP, dTTP); ** Risl; Ris2; Pmtbl; Pmtb2.
**+ purificado e diluido 1:100; **** deionizada e esterilizada

Apoés serem colocados em tubos individuais as reagdes foram
ao termociclador sendo submetidas a 30 ciclos conforme  segue:
Denaturagdo: 94° C (1 minuto); Anelamento: 54° C (2 minutos); Extensdo:

72° C (2 minutos).

4.8- Eletroforese em Gel de Agarose das amostras amplificadas

por PCR e por DRE-PCR

O gel de agarose para a eletroforese das amostras amplificadas

por PCR foi preparado conforme Sambrook et al. (1989).



57

4.9 - Digestdo do DNA genomico para a técnica de RFLP

Foram digeridos com o uso da enzima Ps/ (Pharmacia), Sug de
DNA gendmico para ser utilizado na técnica de Southern blotting. A digestdo
foi realizada num volume total de 20 pul nas seguintes condi¢des: 2ul do
tampdo (10X) da enzima; 5 ug de DNA; 1ul da enzima Psd (15U) e
completado com agua deinizada. A seguir, esses tubos foram levados a
centrifuga (12.000g) tendo sido centrifugados momentaneamente e depois as
reacdes colocadas em estufa a 37°C por “overnight”. No dia seguinte, foi
adicionado mais 1ul da enzima PsfI e a reagdo incubada novamente a 37 °C
por mais duas horas. Decorrido esse periodo, os tubos foram centifugados

momentaneamente e conservados em freezer.

4.10 - Southern blotting
4.10.1 - Eletroforese em Gel de Agarose

Depois da digestdo, os reagentes do DNA genémico
foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. Utilizou-se o

marcador de peso molecular da GIBCO de 1 Kb (4ul) com 5ul de tampéo de

ressuspensdo. Os 20 ul do material da digestdo foram homogeneizados com
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5ul de tampdo de ressuspensdo e injetados nas canaletas do gel. Os demais
procedimentos foram idénticos aos ja citados para a eletroforese do DNA
extraido. Ap6s a corrida eletroforética o gel de agarose foi corado com
Brometo de Etidio, visualizado em luz ultra violeta e fotografado em filme

instantineo da Polaroid.

4.10.2 - Transferéncia do DNA para membrana de
Nitrocelulose

O processo de transferéncia adotado foi realizado
conforme segue: o gel de agarose contendo as amostras digeridas foi
colocado em recipiente contendo Solugdo de Denaturagdo (NaOH 0,5N/NaCl
0,5M). Foi deixado nessa solugdo por uma hora, agitando-se o recipiente
durante dois minutos a cada dez minutos. Apds essa primeira hora, a solugdo
foi desprezada e nova solugdo foi adicionada, repetindo-se o procedimento
por mais meia hora. Enquanto isso, foi cortada uma membrana de
nitrocelulose e duas folhas de papéis 3MM (WHATMAN) do mesmo
tamanho do gel (11 x 14 cm), que seriam utilizados na transferéncia do
DNA. Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi deixada em 4agua
deionizada. Apoés o periodo descrito acima, o gel foi retirado da solugdo de

denaturagdo e colocado em Solucdo de Neutralizagdo (0,5M Tris/HC1 pH
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7,5/ 2M NaCl), e permanecendo na mesma por uma hora, com agitagdes
frequentes, conforme ja descrito. A Solugdo SSC (20X) foi diluida para
10X e também para 2X. Ap6s uma hora, o gel foi tirado da solugio de
neutralizacdo e entdo montado o “sanduiche” para a transferéncia de DNA
do gel, conforme a sequéncia a seguir: num recipiente de vidro contendo a
solugdo SSC (10X) foi colocado um suporte para o gel e sobre este um vidro.
Sobre o vidro foi estendida uma tira de papel 3SMM da mesma largura que o
gel, porém de comprimento suficiente para ficar submersa na solugdo SSC
10X. Sobre o papel 3MM foi colocado o gel. Sobre o gel foi colocada a
membrana de nitrocelulose e a seguir 2 pedagos de papel 3MM (do mesmo
tamanho do gel) umedecidos previamente em SSC 2X. Por ultimo, foram
colocadas varias folhas de papel toalha dobradas e sobre elas um vidro
contendo um peso aproximado de 500g. Procedeu-se a transferéncia do DNA
por 48 horas, tendo sido marcado o nivel da solugdo SSC 10X do pirex e
reposto 0 mesmo nivel apos as primeiras 24 horas quando também foram
trocados os papéis toalha.

Passado o periodo de 48 horas, o “sanduiche” foi desmontado e
a membrana de nitrocelulose retirada com o auxilio de uma pinga. Nessa
membrana foi marcado com um lapis resistente & 4gua, em qual lado estava

contido o DNA. Depois a membrana ficou por uma hora em SSC 4X,
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agitando-se de dez em dez minutos para que fossem retirados possiveis
fragmentos de agarose. Apos esse periodo, a membrana foi deixada secar
sobre papel filtro 3MM e depois colocada entre cartolina dobrada, presa com
“clips” grandes nas laterais e incubada a 80°C por, no minimo, duas horas.
Apds esse periodo, a cartolina contendo a membrana foi guardada para uso

posterior.

4.10.3- Construgiio da sonda molecular

A sonda foi obtida com o uso da amostra 24, quando,
com a realizagio de PCR utilizando-se os iniciadores IS1 e IS3, amplificou-
se um fragmento da IS6110 de 665pb. A seguir, 5 ul do material amplificado
foi purificado utilizando-se o “Kit Wizard DNA Clean-up System”
(PROMEGA), conforme instrugdes do fabricante. Apés purificagdo, esse
material foi avaliado por eletroforese de gel de agarose a 1,8% com a
finalidade de se avaliar a amplificagdo do fragmento.

A marcagdo radioativa de 50ul desta sonda foi realizada
com [o-**P]dCTP seguindo-se o protocolo fornecido pelo “Oligolabelling Kit

- Pharmacia LKB Biotechnology”.
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4.10.4 - Hibridizacéo

A membrana de nitrocelulose foi lavada rapidamente
em cuba contendo a solugio SSPE 6X e sendo, a seguir, colocada em
garrafa pré-tratada com o repelente d¢ DNA Repel-Silane (Plusone) em
forno de hibridizagdo (Red Roller II - HOEFER). Foi adicionada a esta
garrafa a solugdo de pré hibridizagéio (50 ml) e a mesma foi mantida a
42°C por duas horas. Apos este periodo, a sonda marcada radioativamente
foi denaturada por incubagdo a 100°C durante cinco minutos, centrifugada
momentaneamente, colocada imediatamente no gelo e, a seguir, acrescentada
a garrafa de hibridiza¢do (diretamente na solugdo de pré-hibridizagdo) a qual
foi mantida nesta mesma temperatura por um minimo de trés horas até
“overnight”. Depois deste periodo, a membrana foi retirada, colocada em
cuba contendo a solugdo SSC 2X/SDS 0,5% com agitagdo por 5 minutos,
sendo o procedimento repetido por mais 5 minutos. A seguir, substituiu-se a
solugdio por outra: SSC 2X com SDS 0,1% a qual deixou-se agitando por
15 minutos. A membrana foi transferida para cuba contendo a solugido SSC
0,1%/SDS 0,5%. Esta cuba foi mantida a 37 °C por uma hora com agitacdo
ocasional. A seguir, esta membrana foi rapidamente lavada com a solugdo

SSC 0,1X/SDS 0,5%, sendo mantida nesta solu¢do por mais uma hora. Apés
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este periodo, a membrana foi retirada e lavada rapidamente com SSC 0,1%
X/SDS 0,5% e secada a temperatura ambiente. Apos estar seca, foi presa a
um suporte, expondo-a em filme radiografico (Hyperfilm-MP-AMRSHAM),
em auséncia de luz, por trés dias (-70 °C), seguindo-se, apos este periodo, a

revelacdo.

4.11 — Analise dos Resultados

4.11.1 - Analise do RFLP

Os resultados obtidos pela técnica de RFLP foram
analisados com o uso do programa Genetic Distance: Method = UPGMA -

Modificado de Neighbor da Phylip, versdo 3.5.

4.11.2 - Anilise do DRE-PCR

O resultado da amplificagiio foi primeiro analisado
visualmente numa primeira eletroforese em gel de agarose e a seguir, esta foi
repetida, injetando-se apenas uma amostra representativa de cada grupo

obtido. A analise foi completada com a realizagdo de dendrograma
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utilizando-se o programa Genetic Distance: Method = UPGMA -

Modificado de Neighbor da Phylip, versdo 3.5.

4.11.3 — Anilise do Levantamento Epidemiolégico

Os dados epidemioldgicos foram analisados com o
programa estatistico EPI-INFO, versdo 6.0 (Dean et al., 1997). Foram
elaboradas medidas de ocorréncia da doenga (frequéncia, média e mediana) e
efetuadas as relagdes entre as varidveis. Quanto a histéria de vida carceraria
dos detentos, observou-se no grafico tragado previamente, a sobreposigédo de

informagdes quanto a periodos e presidios onde os mesmos teriam convivido.
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5 - Resultados

5.1 - Culturas de Mycobacterium tuberculosis

Durante o periodo de fevereiro/97 a setembro/98, foram isoladas
52 amostras de M. tuberculosis, pertencentes a 40 presididrios das

Penitenciarias envolvidas no presente estudo.

5.2 - Amostras submetidas a PCR

Todas amostras utilizadas no presente estudo, foram submetidas a
técnica da PCR e apos a eletroforese em gel de agarose 1,8% foi constatada a
amplificagdo da sequéncia de inser¢do IS6110 - fragmentos de 158pb
(quando utilizado o conjunto de iniciadores IS2 com IS3) e de 665pb (quando

utilizado o conjunto de iniciadores IS1 com IS3) (Figura 2).
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(pb)
2072
1500 >
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1 =Marcador de Peso Molecular 100 pb; 2= amostra 39;
3 = amostra 40; 4= amostra 42; 5= amostra 6; 6= amostra 43

Figura 2 — Eletroforese gel de agarose a 1,8% do DNA de amostras de
M. tuberculosis amplificadas através da técnica de PCR com
o uso dos iniciadores IST com IS3 (2) ou IS2 com IS3 (3,4, 5¢€6).



66

5.3 - Hibridizacio ¢ DRE-PCR

Os resultados obtidos com ambas as técnicas permitiram a
comparagdo entre as diversas linhagens de M. tuberculosis em estudo. O
padrio de migragdo das bandas obtido com o uso da técnica de RFLP
(Tabelas II e III) diferenciou 30 grupos de linhagens sendo que oito destes
sdo “cluster patterns” (I, V, X, XII, XIII, XVIIL, XX, e XXVII) (figura 3).

Quanto a técnica de DRE-PCR, esta diferenciou 25 grupos de
linhagens sendo que 10 destes (I, IX, XI, XIII, XVI, XVII, XIX, XX, XXII,

XXTII), sdo “cluster patterns” (figuras 4, 5 e 6).
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Tabela II — Perfil de bandas obtido com o uso da técnica de RFLP
Distiancia/ Grupos de Linhagens
em 1234567 891011121314151617181920212223242526272829 30

WWWVHXIIINIINNINNNAANAIANNNARNVNAUNLNUNUNUULMUUNBERARRERRARRLLLWYWLVLUWWLWLUWNNINNN
Wivmobowuouhnbiv~obbououbhbivobbowyorbwivrobowuobwi—mobuahbwiv~oowwaoin
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TABELA ll - Padriio de Bandas obtido segundo a técnica de RFLP

DISTANCIAS
AMOSTRA/PCTE. 2,5 2,7 3,0 31 3233343536 37 383940414243 444546 4,7 484950515354555657606266677073778083
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Legenda: 1=contém a banda; O=n#o contém a banda
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Figura 4 — Perfil de Bandas de fragmentos de DNA amplificados com
o uso da técnica de DRE-PCR : grupos de linhagens obtidos

M = Marcador Peso Molecular | Kb. 1 —amostra 22 (representante do grupo 20);

2 —amostra 46 (representante do grupo 9); 3 —amostra 18 (representante do grupo 11);
4 —amostra 14 (representante do grupo 24); 5 amostra 29 (representante do grupo 19);
6 —amostra 33 (representante do grupo 1); 7 —amostra 35 (representante do grupo 16);
8 —amostra 4 (representante do grupo 17); 9 —amostra 41 (representante do grupo 5);
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10 — amostra 7 (representante do grupo 22); 11 —amostra 2 (representante do grupo 23);

12 — amostra 45 (representante do grupo 13); M — Marcador Peso Molecular 1Kb.
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Figura 5 — Perfil de Bandas de fragmentos de DNA amplificados com
o uso da técnica de DRE-PCR : grupos de linhagens obtidos

M = Marcador de Peso Molecular 1 Kb. 1— amostra 34; 2—amostra 37

3 —amostra 38; 4 - amostra 42; 5 - amostra 5; 6- amostra 43; 7 —amostra 6; 8 —amostra
51; 9 —amostra 47; 10 —amostra 11; 11 —amostra 12; 12 —amostra 24; 13 —amostra 32

M — Marcador de Peso Molecular 1Kb.
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TABELA IV - Padrio de Bandas obtido segundo a técnica de DRE-PCR
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Legenda: 1=contém a banda; 0=n&do contém a banda
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Figura 6 - Dendrograma apresentando os grupos de linhagens obtidos pelo

uso da técnica de DRE-PCR
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5.4 — Levantamento Epidemiolégico

5.4.1 - Caracteristicas clinicas e epidemiologicas

Participaram do presente estudo, 40 presididrios, sendo que,
destes, foram localizadas 29 Fichas de Notificag¢do sugerindo a ocorréncia de
sub-notifica¢io dos casos de tuberculose aqui identificados.

A distribuicdo dos presididrios por unidade prisional,
apresentada na Tabela V, mostra que, no periodo referente a este estudo, o
maior numero de amostras conseguidas (40%), veio de presididrios internos,

naquela época, na Casa de Detencdo.

TabelaV - Presididrios com tuberculose segundo Unidade

Prisional
Unidade Prisional Ne %
Casa de Detengéo 16 40.0
Penitencidria I 13 325
Ataliba Nogueira 10 25.0
Cadeia de S3o Bernardo 1 2.5

Total 40 100.0
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A distribui¢cdo dos presidiarios por faixa etdria, apresentada

na Tabela VI, mostra que a faixa de 30-34 anos, concentra a maior propor¢io

de doentes, com uma média e mediana respectivamente de 33 e 31 anos.

Tabela VI - Presidiarios com tuberculose, segundo a faixa etéria

Faixa Etéria Ne %
20-24 8.1
25-29 9 24.3
30-34 12 324
35-39 19.0
40-44 54
45-49 54
50 ou mais 54
Total 37* 100.0

* sem informagdo para 3 presidiarios

A Tabela VIIIT mostra a baixa escolaridade entre os

presidiarios notificados.
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Tabela VII - Presididrios com tuberculose, segundo a escolaridade

Escolaridade No. %
Néo estudou 3 15.7
I Grau Incompleto 13 68.4
I Grau Completo 1 5.3
II Grau Incompleto 1 53

Superior 1 5.3

Total 19* 100.0

* s/ informagdo p/ 21 presidiarios

Dos participantes que foram notificados,

79,3% ndo haviam

recebido tratamento especifico anterior, conforme demonstrado na Tabela

VIII abaixo.

Tabela VIII - Pacientes com tuberculose, segundo tratamento anterior

Tratamento Anterior Ne° %
Nao Tratou 23 79.3
Recidiva 3 10.3
Abandono 3 10.3
Total 29* 100.0

* sem informagdio p/ 11 presididrios
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A demora entre o inicio dos sintomas e o tratamento foi analisada
em 18 pacientes (Tabela IX) e mostra que embora em 39% (7 casos) esta
demora tenha sido de 1 a 4 semanas, houve uma média e mediana respectivas

de 10 e 8 semanas na demora para o tratamento.

Tabela IX — Presidiarios com tuberculose, segundo o inicio dos
sintomas ao tratamento

Inicio dos Tratamento
Sintomas No. %
menos de 1 semana 0 0.0
1 -4 semanas 7 39.0
5 — 8 semanas 5 27.8
9 — 12 semanas 4 22.2
+ 12 Semanas 2 11.1
Total 18* 100.0

* s/informagcdo p/ 22 presididrios

Foi ainda estudado o intervalo entre a primeira consulta e o
tratamento, descrito na Tabela X. Nota-se que a maioria dos casos (73.4%)
demorarou de uma a quatro semanas, com uma média e mediana respectivas

de 2.8 e 3.0 semanas para o referido intervalo.
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Tabela X - Presididrios com tuberculose, segundo o intervalo da

primeira consulta ao tratamento
Primeira Consulta Tratamento
ao Tratamento No. %
menos de 1 semana 2 13.3
1 -4 semanas 11 73.4
5 — 8 semanas 2 13.3
Total 15% 100.0

* s/informacdo p/ 25 presidisrios

A distribuigdio dos presidiarios segundo a unidade prisional
e as doencas associadas (Tabela XI), mostra que a Penitenciaria I foi a
unidade que mais apresentou casos positivos de tuberculose associados a
AIDS (29,6%). Nota-se também através desta tabela que a epidemia da AIDS
¢ relevante entre os detentos pois 48,1% (13 casos) apresentaram a

associagdo.
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Tabela XTI - Presidiarios com tuberculose, segundo unidade

prisional e doengas associadas
Doengas Associadas
Presidio AIDS Alcoolismo Nenhuma Total
No. % No. % No. % No. %

AmalibaNogueira 1 (370 0 (00) 5 (185) 6 (222)
CasadeDetengio 4 (148) 1 (37 7 (25.9) 12 (44.5)
Penitencifria I 8 (296) 0 (00) 1 (37 9 (333)

Total 13 @81 1 (37 5 (481) 29 (100.0)
*s/ informagdo p/ 13 presidiarios

A forma clinica predominante foi a pulmonar (93.0%),
sendo que em um dos pacientes, além da forma pulmonar foi diagnosticada
também a forma pleural. Outros dois pacientes apresentaram a forma
ganglionar em conjunto com a pulmonar. A tabela XII mostra as formas

clinicas diagnosticadas e sua associagdo com a sorologia para o HIV.

Tabela X1II — Presidiarios com tuberculose segundo a forma clinica

diagnosticada e o Anti-HIV
Forma Anti-HIV
Clinica Positivo Negativo  N#o Realizado Total
No. % No. % No. % No. %

Pulmonar 13 (40.6) 11 (344) 5 (15.7) 29  (90.7)

Pleural 1 @3 0 (00 0 (0.0 1 3D
Ganglionar 2 (63) 0 (00) 0  (0.0) 2 (63)
Total 16 (5000 11 (344) 5 (157  32* (100.0)

* s/ informagio p/ 11presididrios
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A Tabela XTIII mostra a relagfo entre a baciloscopia de escarro €
RX de térax. Em 10 casos (34,5%) em que havia suspeita de tuberculose
através do exame de RX, todos foram confirmados pela baciloscopia. A
mesma proporgdo € verificada nos casos em que ndo foi realizado o RX,
evidenciando a importdncia da baciloscopia de escarro como o primeiro
exame a ser solicitado no controle da doenga.

Embora todas as amostras submetidas ao presente estudo
tivessem resultado positivo pela cultura de escarro, verificou-se que em oito

casos (27,5%), foi obtido resultado negativo & baciloscopia.

Tabela XIII — Presididrios com tuberculose segundo o exame de RX torax
e a baciloscopia de escarro

Baciloscopia
RX Torax Positivo Negativo Total
No. % No. % No. %
Suspeita Tb 10  (34.5) 3 (103) 13 (45.0)
Suspeito ¢/Caverna 1 (3.5 0 (0.0 1 (34
Néo Realizado 10 (34.5) 5 (17.2) 15 (51.7)
Total 21 (712.5) 8 (27.5) 29% (100.0)

*s/informagfo p/ 11 presidiarios
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Constatou-se que 23,2% dos presididrios foram
imediatamente hospitalizados na época do diagndstico, conforme descrito na

Tabela XIV.

Tabela XIV- Presidiarios com tuberculose, segundo a hospitalizagfo

Hospitalizagdo No. %
Sim 6 23.1%
Nio 20 76.9%
Total 26* 100.0

* s/ informag#io p/ 14 presidirios

5.4.2 — Historia de vida prisional

Os dados sobre a movimentagdo carceraria de 38 dos 40
detentos, constam do Anexo II. Para fins de melhor demonstragdo foi
detalhado, em separado (Tabela XV), o periodo em que os detentos
agrupados em linhagens idénticas (“cluster patterns”) permaneceram em
periodos coincidentes, nos varios presidios bem como as datas em que suas

amostras chegaram para analise no Instituto Adolfo Lutz de Campinas.
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Tabela XV — Histérico de vida carceraria dos pacientes fornecedores de
amostras formadoras dos “cluster patterns” obtidos

Linhagem/ Pacientes Periodo Coincidentes  Paciente/Data
Técnica dentro dos Presidios Cultura IAL
I-RFLP 22,40 06/97 a 04/99 - P1 22 -07/98
1 - DRE-PCR 40 - 03/98
IX - DRE-PCR 18,25,34,36 18 €25: 02/98 a 07/98 - AN 18 - 09/97
XVII - RFLP 25¢36:12/95a 08/97-CD e 25-07/98
10/97 a 01/98- CD 36 - 06/98
34 e36: 05/98 a 10/98- PI 34 - 06/98
XI - DRE-PCR
XXV - RFLP 08,13 Sem dados cadastrais para o 08 - 06, 07 € 08/98
paciente 13 13 - 09/97
XIII - DRE-PCR
XXIX e XXX-RFLP 33,37 04/98 a 06/98 - P1 33 - 05/98
37-07/98
XVI1 - DRE-PCR 24,38 Sem dados cadastrais p/ pcte 38 24 -01/98
XII - RFLP 38-07/98
XVII - DRE-PCR 04, 17 Nio localizados periodos 04 - 04/97
XIII - RFLP coincidentes. 17 -09/97
XIX - DRE-PCR 12,19, 20 12e¢19:08/97a 11/97-CD 12 - 09/97
X - XXII - RFLP 19e20:01/94a12/94 -CDe 19-11/97
06/92 a 01/93-SB 20 - 02/97
XX - DRE-PCR 14, 16, 28 14 e 16: 12/90 a 04/92 - CDSP 14 - 03,07,08,10/97 ¢ 02/98
IVeV-RFLP 16 ¢ 28: 01/97 a 12/97 - AN 16 - 09/97
28 - 02/98
XXII- DRE-PCR 01,07 Franco da Rocha, em épocas 01 - 03/97
XX - RFLP diferentes e anteriores ao exame 07 - 04/97
XXIITI - DRE-PCR 02,03, 32 02 e 03: 08/96 a 03/97 - CD 02 - 03/97
XXIII, XXIV, XXV-RFLP 32: nio localizados periodos 03 - 03/97
coincidentes 32-05/98

AN-Ataliba Nogueira
CD-Casa de Detengéo

CDSP - Casa de Detengfio Flaminio Favero (Sdo Paulo)

PI — Penitenciaria I

SB — Cadeia Publica de Sdo Bernardo

IAL - Instituto Adolfo Lutz (de Campinas)
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6 - Discussio

A aplicagdo de técnicas moleculares para a identificagdo e
diferencia¢do de isolados bacterianos mostra-se como uma nova e poderosa
ferramenta que pode auxiliar nas investigagdes epidemioldgicas (Maslow et
al., 1993).

Shoemaker et al. (1985); Drake et al. (1987); Roberts et al.
(1987); Pao et al. (1988); Pao et al. (1990) utilizaram a PCR e sondas de
DNA para identificar sequéncias especificas em amostras clinicas de
M. tuberculosis. Esta técnica, por amplificar sequéncias de DNA alvo de
forma exponencial em questdo de horas, é usada na rapida amplificacdo
dessas sequéncias que servira para a caracterizagdo de muitos
microorganismos, incluindo micobactérias (Drake et al., 1987 e Hance et al.,
1989). Devido a extrema sensibilidade desta técnica, em numerosos
trabalhos a mesma tem sido utilizada para a caracterizago de linhagens de
M. tuberculosis (Brisson-Noel et al., 1989; Boddinghaus et al., 1990;
Eisenach et al., 1990; Hermans et al., 1990b; Patel et al., 1990; De Wit et al.,
1990; Shankar ef al., 1990).

Neste trabalho, foi utilizada a técnica de PCR para amplificar

fragmentos da sequéncia de inser¢do IS6110 de todas as amostras utilizadas.



E importante citar que estas amostras, além de terem sido
semeadas no meio Lowestein-Jensen(LJ), que é proprio para o cultivo de
membros do complexo M. tuberculosis, também foram semeadas em acido
para-nitrobenzoéico (PNB), que € inibidor para M. tuberculosis, o que serviu
como indicativo inicial na identificagdo dessa espécie. Conforme j4 citado
anteriormente, todas as amostras utilizadas neste trabalho foram confirmadas
como M. tuberculosis através do Instituto Adolfo Lutz.

A literatura refere que o M. tuberculosis pode conter de uma a
varias cOpias da sequéncia de inserg@io 156110 (Rastogi et al., 1992; Small ez
al., 1993; Small et al., 1994) sendo normalmente encontradas pelo menos
quatro (Thierry et al., 1990a) e sendo raras amostras que nio contenham tal
sequéncia (Van Soolingen ez al., 1991).

Os resultados aqui obtidos através da técnica de RFLP,
utilizando o elemento IS6110 como sonda molecular, demonstraram que as
amostras de M. tuberculosis continham de duas a 12 cdpias da referida
sequéncia de inser¢do e apenas uma linhagem apresentou menos de quatro
copias.

Na técnica de RFLP utilizou-se a enzima PsfI porque ndo se
encontram sitios para esta enzima dentro da sequéncia de insercdo 156110

(Otal et al., 1991). Isto fez com que o nimero de bandas aqui obtidos, fosse
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menor do que o obtido normalmente em vérios outros trabalhos (Van
Embden et al., 1993; Van Soolingen et al., 1993; Yang et al., 1994; Sola et
al., 1997), em que os autores utilizaram a enzima Pvull, que cliva
internamente essa sequéncia de insergéo.

O dendrograma gerado neste estudo através da técnica de
RFLP, diferenciou 30 grupos de linhagens, tendo mostrado, também, que
existem 12 grupos de linhagens que apresentaram um mesmo padrdo de
bandas. Os demais grupos apresentaram um padrdo de distribuigdo de bandas
variado. E preciso ser observado que embora o dendrograma apresente 12
“cluster patterns” apenas oito destes foram considerados como tal, ja que
quatro deles (grupos IV, XV, XIX e XXII) foram formados em fun¢8o das
amostras serem advindas dos mesmos pacientes.

Os demais “cluster patterns” formados, foram obtidos com
amostras oriundas de pacientes diferentes. Esses dados indicam que ndo
ocorreram co-infec¢Bes com duas amostras diferentes nestes pacientes e
também que aqueles portadores de idénticas linhagens de M. tuberculosis
poderiam ter sido infectados pelos proprios companheiros de presidio.

Conforme citado por Van Soolingen ez al. (1993) e Friedman et
al. (1995), as linhagens de M. tuberculosis que contem apenas uma ou duas

copias da IS6110 ndo devem ser diferenciadas pelo uso de RFLP-1S6110 e
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que elas seriam melhor diferenciadas com o uso de outros marcadores.
Ainda segundo Friedman et al. (1995) outras técnicas como a DRE-PCR
teriam um poder de diferenciagdo similar ao da técnica de RFLP além de
poder ser realizada em menor tempo e pela maioria dos laboratérios nio
equipados para realizar a técnica de RFLP .

Utilizou-se, também, neste trabalho, a técnica de DRE-PCR
que mostrou-se eficaz na diferencia¢do das diversas linhagens em estudo. O
perfil de bandas representativo de cada grupo de linhagens demonstrou que
essa técnica foi suficientemente discriminatdria para agrupar as amostras em
estudo em 25 grupos diferentes sendo que o dendrograma especifico obtido
demonstra 12 grupos com o mesmo padrdo de bandas € os demais com
padroes de bandas tnicos. Entre os 12 grupos com idéntico padrio de
distribuicdo de bandas, apenas dez foram considerados como “cluster
patterns” (I, IX, XI, X1, XVI, XVII, XIX, XX, XXII e XXIII) ja que dois
grupos (V e XXIV) foram formados em virtude das amostras serem
advindas do mesmo paciente.

Em anilise mais detalhada, comparando-se as duas técnicas,
evidencou-se que a RFLP foi mais sensivel e especifica pois em alguns

casos ela separou linhagens que na técnica de DRE-PCR ficaram juntas.
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Assim, o grupo XX obtido pela técnica de DRE-PCR, ficou
dividido em dois (IV e V) com a técnica RFLP. Observa-se que estdo
envolvidas, nesse caso, cinco amostras de um mesmo paciente (paciente 14)
e duas amostras de pacientes diferentes (pacientes 16 e 28). A técnica de
DRE-PCR juntou-as num uUnico grupo, considerando como linhagens
idénticas, enquanto que a técnica de RFLP diferenciou-as em dois grupos.
Observando-se a Tabela II (onde constam a disposi¢do das bandas de RFLP)
nota-se que esses grupos IV e V, possuem a mesma quantidade e disposi¢do
de 156110 (bandas), com exceg¢do da banda representada pela migragdo em
3,7 que a linhagem representativa do grupo V ndo apresenta. QOutros grupos
formados como resultado da utilizagdo da técnica de RFLP também foram
juntados nos resultados obtidos pela técnica de DRE-PCR. Os dendrogramas,
referentes aos resultados obtidos pelas duas técnicas ilustram, de forma
clara, a maior especificidade oferecida pela técnica de RFLP que diferenciou,
dentre as amostras em estudo, 30 grupos de linhagens, enquanto a técnica de
DRE-PCR diferenciou 25 grupos de linhagens.

Para os grupos considerados “cluster patterns” estdo envolvidos
pacientes diferentes, pertencentes, na época do envio do material para a
cultura de escarro, a presidios diferentes. Um exemplo pode ser descrito

observando-se o grupo XXVII de RFLP que agrupou em linhagem de
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M. tuberculosis idéntica, as amostras advindas dos pacientes nimeros 18, 25,
34 e 36. Conforme constatado nos levantamentos, esses pacientes chegaram a
conviver em trés presidios diferentes (Ataliba Nogueira, Casa de Detengfo e
Penitenciaria I) em diferentes épocas, anteriores ao envio das amostras para
exame, fato que foi gerado devido & alta rotatividade dos detentos entre os
presidios.

Esses detentos poderiam j& ser portadores do bacilo da
tuberculose (infec¢do) ou mesmo terem sido infectados dentro dos presidios,
ocorrendo o adoecimento nestes locais devido a condi¢des que os deixaram
mais susceptiveis & doenca. Entre essas condi¢cGes poderia ser citado desde
a propria situagdo estressante que a prisdo pode representar, até a
ocorréncia da AIDS pois foi também constatado, através das Fichas de
NotificagGes, que 48,1% desses detentos apresentaram associagdo com
AIDS.

Apesar da possibilidade desses detentos ja terem chegado aos
presidios como portadores do bacilo, o fato de existirem linhagens idénticas
causando a tuberculose em diferentes presidiarios, pode ser uma indicagéo de
que esteja ocorrendo a transmissdo da doenga tuberculose entre eles, a menos

que esses tenham sido infectados, anteriormente, por uma fonte da mesma
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cadeia de transmissdo das referidas linhagens formadoras dos “cluster
patterns” identificados aqui pelas técnicas de RFLP e DRE-PCR.

Em relagdo a tuberculose é sabido que o grau de proximidade
com pessoas doentes € um importante fator de risco para a infecgdo, sendo
esse fator, no caso dos presidios, um item de dificil solugdo. Para ameniza-
lo, sem duvida, estdo envolvidas questSes ligadas ao proprio espago fisico,
embora outras providéncias, como a busca ativa de casos de tuberculose ja
existentes, seu tratamento e até o isolamento dos doentes possa contribuir
para evitar a transmissdo do bacilo com posterior aparecimento de outros
casos. Foram recomendadas, no Anexo III deste trabalho, algumas medidas
epidemioldgicas, tteis no controle da tuberculose dentro dos presidios.

Segundo Riley et al. (1967), o risco de infecgdo esta vinculado
com a densidade bacilar no ar que se respira, tendo relatado em estudo
realizado em hospital, a correlacdo existente entre o nimero de infec¢des do
pessoal da enfermaria, os intervalos em que ocorrem e o numero de bacilos
da tuberculose presentes no ambiente de atendimento de casos dessa doenga
(nimero que se calcula de acordo com o volume de ar respirado por
individuo). Rouillon er al. (1977) afirmam que a transmissdo se procede
mediante as particulas que formam um aerosol que contém, um ou mais

bacilos e se derivam da evaporag@o das pequenas gotas de “pflugge”’, sendo
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as demais particulas, demasiadamente volumosas para chegar aos alvéolos
pulmonares. Ainda segundo estes autores o nimero de particulas projetadas
em torno do paciente, durante a respiragdo normal é reduzido mas, um
simples ato de tossir, projeta no ar 3.500 particulas com capacidade
infectante (0 que também equivale a cinco minutos de conversacdo em
volume de respiragdo normal). Um espirro desse paciente dispersa na
atmosfera cerca de um milhéo de particulas.

Como os doentes de tuberculose pulmonar bacilifera sdo uma
constante fonte de infecgdo para seus contatos; o rapido inicio do tratamento
€ de grande importdncia e deve ser considerado quando se trata da
transmisséo do bacilo.

Neste estudo constatou-se que a demora, do inicio dos sintomas
respiratorios até o inicio do tratamento, apresentou a mediana de oito
semanas. O intervalo ocorrido entre a primeira consulta e o tratamento foi de
até 30 dias para 86,7% dos detentos. Foi observado também, que 72.5% dos
casos de tuberculose apresentaram resultado positivo para o exame de
baciloscopia de escarro, o que reforga a urgéncia para o inicio do tratamento
ja que esses doentes sdo portadores de alta concentracdo de bacilos (no
minimo 5.000 bacilos/ml de escarro) (Riley ef al. 1962; Loudon & Roberts,

1967; Loudon & Roberts, 1968; Loudon & Spohn, 1969).
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Apesar da tuberculose ser uma doenga de notificagdo
compulsoria e de terem sido realizadas vérias buscas, foram localizadas
apenas 72,5% (29 casos) das Fichas de Notificagdes da Tuberculose. Este
fato evidencia a ocorréncia de sub-notificacdo de casos dessa doenga,
dificultando, sem diivida, uma avaliagcdo concreta do problema.

Quanto & histéria de vida carcerdria dos detentos, investigou-se
possiveis contatos entre os presidiarios fornecedores das amostras que, apds
a utilizagdo das técnicas de Biologia Molecular (RFLP e DRE-PCR)
apresentaram-se como sendo portadores de idénticas linhagens de
M. tuberculosis.

Na@o serdo discutidos aqui os grupos formados em
funcdo as amostras serem advindas do mesmo paciente. Os demais “clusters”
analisados permitiram estabelecer em qual periodo poderia ter ocorrido a
transmissé@o do bacilo M. tuberculosis entre os detentos ali envolvidos.

Observa-se que, na maioria dos citados “clusters” (Tabela XV),
os detentos estiveram num mesmo presidio em periodos coincidentes sendo
que em alguns casos (pacientes 25 e 36) conviveram em dois periodos
diferentes em presidios diferentes (Casa de Detengdo e Penitencidria I); o
mesmo ocorreu com os pacientes 19 e 20 (Casa de Detengdo e Cadeia Sdo

Bernardo).
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Na andlise da histéria de vida prisional dos pacientes da
linhagem I (22 e 40), nota-se que os periodos em que estiveram presos se
interseccionam entre 06/97 a 04/99, quando estavam presos na Penitencidria
I. Esse achado reforga os resultados obtidos pelas técnicas laboratoriais
referidas, na medida em que sugere ter havido transmissdo do bacilo entre
esses detentos ou até uma terceira fonte comum, nio diagnosticada dentro da
prisdo. Quanto aos pedidos de exames das amostras desses pacientes (cultura
de escarro), os mesmos ocorreram em épocas posteriores ao periodo.

Quanto aos pacientes 14, 28 e 16, nota-se que teriam
permanecido nos mesmos presidios em periodos coincidentes (a exemplo
do que aconteceu com os demais ja citados) e que nesse caso estdo
envolvidos, além dos presidios Casa de Detencdo e Ataliba Nogueira, a Casa
de Deten¢do Flaminio Favero - CDSP (Sdo Paulo). Os pacientes 14 e 16
permaneceram na CDSP no periodo de 12/90 a 04/92. Posteriormente, no
periodo de 01/97 a 12/97, os pacientes 16 e 28 permaneceram no presidio
Ataliba Nogueira. Ressaltamos que a técnica de RFLP ndo juntou esses trés
pacientes num mesmo grupo (tendo separado o paciente 14 dos outros dois),
o que aconteceu pela técnica de DRE-PCR. Como pode ser observado, o
paciente 14 teve cinco amostras enviadas ao Instituto Adolfo Lutz para

exame € que mostraram resultado positivo tanto para a cultura de escarro
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quanto para o exame de baciloscopia. Segundo Rouillon ef al. (1977), um
paciente com resultado positivo na andlise direta do escarro (baciloscopia)
apresenta os sintomas caracteristicos da doenga, principalmente tosse,
infectando um ntimero maior de contatos que outros pacientes. Sabe-se que o
paciente 14 trata-se de um caso de tuberculose resistente a algumas drogas.
Avalia-se que referido paciente s6 ndo infectou mais pessoas por estar,
naquele periodo, em Enfermaria e também porque, devido ao seu estado de
saude, estava sendo constantemente medicado.

Verificou-se, ainda, que 20,6% dos presididrios ja haviam sido
anteriormente tratados, possuindo referéncias de abandonos de tratamentos
ou recidiva da doenga, podendo apresentar resisténcia medicamentosa. Estes
pacientes em retratamento, reiteram o abandono, como pode ser constatado
em estudo anterior (Oliveira,1995) onde 76,4% abandonaram o tratamento.

N&do foi possivel analisar uma possivel convivéncia dos
pacientes 13 e 38 com os demais, devido a falta das suas fichas cadastrais.
Isso aconteceu porque os pedidos para exame do material destes detentos
vieram para o Instituto Adolfo Lutz de Campinas com o nome incompleto e
sem o nimero da matricula no sistema carcerério. Levantamentos realizados
para a localizagdo dos dados, nfo tiveram sucesso, impossibilitando,

inclusive, a localizag¢do das fichas de notificacdo desses dois pacientes.
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Para todos os casos de pacientes portadores de idénticas
linhagens de M. tuberculosis e que permaneceram no mesmo presidio em
periodos coincidentes, verificou-se que os exames de suas amostras foram
solicitados ao Instituto Adolfo Lutz de Campinas em datas posteriores a essa
possivel convivéncia. Embora este fato nfo possa ser avaliado como
confirmatério, foi considerado relevante quanto a ocorréncia da transmissio
da tuberculose entre os detentos.

E importante ressaltar também que apesar do levantamento
epidemioldgico ter mostrado que pacientes portadores de idénticas linhagens
de M. tuberculosis chegaram a fazer parte do mesmo presidio, no mesmo
periodo, ndo foi possivel estabelecer se eles chegaram a conviver, por

exemplo, numa mesma cela.
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7 - Conclusao

Através dos resultados obtidos pelas técnicas de Biologia
molecular utilizadas no presente estudo (RFLP e DRE-PCR) concluimos que
existem linhagens diferentes e linhagens idénticas de M. tuberculosis
causando a tuberculose entre os presidiarios.

Aliados a estes resultados, a investigagdo
epidemioldgica indicou a ocorréncia dos seguintes fatores favorecedores para
a transmissdo da tuberculose: alta demora entre o inicio dos sintomas e o
tratamento, assim como o grande intervalo entre a primeira consulta e o
tratamento; alta porcentagem de pacientes baciliferos bem como de aidéticos;
alta rotatividade dos detentos dentro dos presidios sendo que comprovou-se a
passagem, pelos mesmos presidios em épocas coincidentes, de pacientes
portadores de idénticas linhagens de M. tuberculosis.

Com isso, concluimos que estd ocorrendo a transmissdo da
doenga tuberculose entre os presididrios, aqui representados por suas

amostras formadoras de “cluster patterns".
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Abstract

Molecular caracterization of Mpycobacterium tuberculosis isolates,
obtained from inmates in different correction institutions of Campinas,

SP, Brazil, and the tuberculosis transmission in this institutions.

The aim of this work was to detect Mycobacterium tuberculosis
strains responsible for causing tuberculosis within Penitentiaries of
Campinas, Sdo Paulo, Brazil, as well to verify the possible transmission of
this sickness among inmates. We analysed by restriction fragment lenght
polymorphism (RFLP) and double-repetitive-element PCR (DRE-PCR),
52 samples of this bacterial species, isolated from sputum samples of 40
inmates with clinical indication of tuberculosis in the period of february
1997 up to september 1998.

The analysis of the obtained genomic DNA hybridization,
digested with PsfI enzime and by the use of the insertion sequence 1S6110
as a molecular probe, pointed out 30 patterns. From these, eight were
cluster patterns, with identical distribuition of bands, and the others ones
showed unique patterns betwen them and from the eight clusteres ones. The
double-repetitive-element PCR method, classified the 52 clinical isolates as
having 25 distinct patterns; ten were cluster patterns. Epidemiological

analysis of these inmates showed that in six of these cluster patterns were
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involvid patients staying for the same period in the same prison.

The existence of identical Mycobacterium tuberculosis strains
in distincts inmates, that were kept together at least one time during their
prisoner estate, led us to believe the occourrence of horizontal
transmission that was due to the communication system that exists between

the different penitentiares.
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ANEXO 1

Ficha de Notificagdo Tuberculose
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FICHA DENOTIFICACAO om0 bE VoLl pocmoxoaes
TUBERCULOSE ’
A Semans

Ntds Ntdo D da Epidem.:
Ficha: Prontudricc Notifieasho: __J/____J____ . .
Ena: Unidade: oL L L L L]
1. IDENTIFICACAO
PRy [N N T NN N U0 T T T 5 T T T T I I I A I MR
Dats de nascimente: oo ]ml [ ] Sexo: I Masc 2- Fem

Nome da mic:

Nt

Enderego:

Bairro:

Municlpio:

Subdst/Dist. paz:

! l Cod. Res.: l_J_L.L_.L.J

E.-ml J ] E.:ude:l

2- IDENTIFICACAO COMPLEMENTAR

g

R - Fifampicina

Ocupagio: Excolaridade:
3-TRATAMENTO ANTERIOR (o ihimo amss é¢ aral), 4-FORMA CLINICA
Nio 1-Nio traiou/ndo sabe informar Cod:go drogas L_l__l 01 Pulmonar 05 - Ganglionas

!

L

servigo de 33ude que © encaminhou

1 - Isoniazida | 03 - Meningiic 06 - Oscea
Z - Frrazinamida
S - Esureprozuicing l_L._] 04 - Picural 07 - Viat urindrias
Sim  2- Ahacurahi: ancs D ryss E . Enoramida
y M - Ezambuw!
3. Aband hi: anos” LS O - Ouvas Outras: |_.L_J
. N - N3o sabe inf.
Drogas vilizadas:
& . DESCOBERTA (cate pulmorar). 6-TEMPO DECORRIDO icaso pulmonan.
a} Do inicio dos sinlomas
1 Apt 5 o si respiradnes 1ESPITAGTIOS 20 Talamento: L.__Jrn:w‘
2 - Apresentagio por outos motives I '
A.E inh com s ou dIapnaRice de teicrovios semanas

u meses

b) Da 1! consuia 20 tralamenin

-

4 . Conirole do comunicantic

L_Js:manas

7-BACILOSCOPIAECULTURA

L_.I Baciloscopia de escasto: se positive, quando’ __/_ ./
l_] Culturs d2 escarro

l._] Culiura de urina

L_J Culrura de outro material:

-1

8-RAIOX
Cédipo das Calroras Codigo do RX
¢ bacterioscopia L_J RX-Torax
1 - Normal

1 - Positivo 2 - Suspeilade TR

2 - Negativo 3. Supeiade TB

3 - Em andamento RX outro c/eaverna

¢! 8- Nioreahizado local: 4 - Ouvras afecgoes

—_— . 8 - Nio realizado

9-OUTROS EXAMES COMFPLEMENTARES

Teste Tuberculineo: LJ._] enlimeyroes (Cédigo pan =5¢ realizado

Histopatologis do material:

= 38

Descrigao:

L

10 - DOENCAS ASSOCIADAS

11- ANTI-HIV

12-HOSP.IMEDIATA

13- TRATAMENTO ATUAL

Cédigo

1-Aids

2 - Disbetes

3 - Alcoolisrno

4 - Doenga roenual
S - Outras:
6 - Nenhurna

O I N L

1 - Positivo

§ - Nio real

2- Negztivo
3. Em andamezio

izade

L

1- Sim - Indicagao médica
2- Indicagao social
3.Nio

Infcio: /S

Drogas:

COMENTARJIOS ADICIONAIS:

PARA CASOS HOSPITALIZADOS

PREENCHA O VERSO

Asunatura 60 mec<o

carim!

bz com erm:



14- INTERNACAO

Dendainternagho: ___ /___J____ 0 - Nio adesbo 80 tsamento 7 - Diabetes
1 - Insuficibacis respiraibris agoda 8 - lotolerinci d
Motivo principal l_.]__l 2 - Hemoptise 9 - Caquexia
3 - Meningite 10- (E:I.u:id-;lq diagndstico
[} 4 - Mliar 11 - Causas sociais
Ouvofs) metivels) I_I_J Ll_l I._L..l S - Abncesso 12 . Outros:
6-Aids 13 - Sem informagho

15.SAIDA DO HOSPITAL

1-Cure
Daadasafdar s/ 2 - A pedido
3. Disciplinar
4 - Mudanga de dizgndsico
S - Alupan bulatorial. Qual?

Tipo da safda: '_] . 6 - Transferido plouro bospital. Qual?
7 - Obito por reherculose
8 - Obito por cuta catsa. Qual?
10 - Evadiu-se

INSTRUGCOES PARA PREENCHIMENTO DA FICHA DE NOTIFICAGAO DE TUBERCULOSE

Preencher esta ficha para 1odo ¢ qualquer doente para o gual 2 unidade inicie ou continue o tratamento de tuberculose, seja ele caso
pove, reinicio de tratamento apés abandono ou recebido por transferéncia. independentemente de j4 ter sido nolificado anteriormente (a du-,
plicidade de notificagdo ser deleciada por computador).

Os campos assinalados com aslerisco serdo preenchidos pelo C.V.E.

1- IDENTIFICAGAQ DO PACIENTE . .
NOME: Preencher de forma legivel o nome compieto, sem abraviagdes.
ENDEREGO: Anotar o enderego completo e o ERSA de residéncia. No e £+ detastos, anotar “SISTEMA PENITEN_CIARIO".

2 - IDENTIFICAGAO COMPLEMENTAR
OCUPAGAOQ: Evitar termes perais, como ajudante (dz2 qué 7), aposentado (e qué?).

3 - TRATAMENTO ANTERIOR

NAO: signifiza Que o paciznle nunca tratov anileriormente ou nio sabe infommar se foi ou ndo tratado. Utilize 0 cédigo 1 (um), mesmo
que jd esteja em tratamenio hd algum tempo, independentemente d= F ter sido notificado por outro servigo.

SIM: nsste caso. assinak o Upo de alta do ultimo tratamento: curs (c6digo 2) ou abandono (c6digo 3). e especifique as drogas utiliza-
das. bem como a data da ocorréncia.

4 - FORMA CLINICA
Registrar a(s) forma(s) clinicals) diagnosticadals). com ofs) cddigo(s) relaziocadols). No caso de outra forma nio-codificada, especifi-
que. O cddipo 2 € reservado para 0 C.V E.

5 - DESCOBERTA (cxso palmonar)
Este campo somente deve ser preenchido para o caso dz Forma Clinicz Pulmogar. Deixar em branco para os casos de extrapulmonar.

CODIGO 1 - Apresentagio cspontinsa com sinlomas respisaidsios situagio em que o paciente se apresenta na Unidade de Sadde
(Ambulatério ou Hospital) por iniciativa prépria com sintomas respiralérios. sem encaminhamenio por outra Unidade.

CODIGO 2 - Apresentasdo por outros motives: ¢ pacizntz procuros 2 Unidade de Satde por outros motivos, que n2o os sintomas res-
piratérios (por exemplo: diabetes. doenga mental, etc.). sendo entio dizgnosticada tuberculose.

CODIGO 3 - Neste caso registre 0 nome do Servigo de Sadde que eocaminhou o paciente.

CODIGO 4 - Conuole de comunicante: quando o caso € dascoberio pzlo médico, através da rotina de controle de comunijcantes dos
doentes de tuberculose.

6 - TEMPO DECORRIDO (caxso pukmonar)
A) registrar o lempo decorrnido desde o infcio dos sinlomas respiratéres até o iniio do tratamento; .
B) registrar o tempo decorrido desde a 1 consulta, devida 20s sintomas (em qualquer servigo médico), até o infcio do tratamento.
7 - BACILOSCOPIA E CULTURA

Anotar os resultados destes exames por ocasiio do dizgnéstico. No caso de utilizagio do codigo 3 (exame em andamento), pru:ncber"
2 ldpis e informar posteriormente o resultado 20 ERSA para correg3o. O resoltado da baciloscopia deve ser informado no prazo méxi-
mo de 30 dias. .

Quando for feita bacierioscopia de outro material, que nio escarro, anotar po campo “COMENTARIOS ADICIONAILS'.
8- RAIO X

CODIGO 2 - refere-se a mmagem radioldgica compativel com quaiquer forma de mberculose (condensagio pulmonar tipica ou no.
aumento de glinglios mediastinais, derrame pleural, R-X de outro érgio com alteragdes compativeis, etc).

CODIGO 3 - refere-se a R-X suspeito dc TB. com p'rmn;a de cavidade.
CODIGO 4 - ¢ reservado para afecgbes ndo-tubzreulosas (ex: cardiopatias).
10 - Nao havendo doenga associada, registrar o c6digo 6.
13- TRATAMENTO ATUAL

Anotar as drogas conforme codipos especificos no flem 3 (tratamento antesior).
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ANEXO 11

HISTORIA DE VIDA CARCERARIA DOS
DETENTOS
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12/12114-CDSP -

:10/8/88-TAUBATE

1974 A 1990

'17/10/86-FR 129/03/90- EXCLC P

ANEXO Il - HISTORIA DE VIDA CARCERARIA DOS DETENTOS

1991 1992 1983 1994
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01A23/9/’3 sn ExcwsAP S GEEED G GEIED GEEND GIER ..

24582 wour - s wmme emm chan e o s omm POl
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PESP = Penitencidria do Estado S Paulo; CDSP = Casa de Detengiio Flaminio Favaro S Paulo, CD = Casa de Detenglio Campinas; PI = Penitencidria | Campinas, /
HCSP = Hospital Centra! Sistema Prisional S Paulo; PII = Penitencidria Il Campinas; Excl C Po = Exclusiio por cumprimento de pena; Hipodr = Cadeia Publica d¢

P. Domic. = Pris#o Albergue Domiciliar.
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ANEXO 111

RECOMENDACOES PARA AJUDAR NO
CONTROLE DA TUBERCULOSE NAS PRISOES
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Recomendacdes para ajudar no Controle da Tuberculose nas Prises

A primeira medida seria a implantagdo de um programa com
objetivos de esclarecimento & populagdo carceraria sobre o que é a doenga
tuberculose, como ela € transmitida, seus sintomas e principalmente
esclarecer que é uma doenga perfeitamente curavel desde que seguido o
tratamento correfamente. A Secretaria da Saude de Sdo Paulo elaborou
algumas recomendacdes (material avulso elaborado pela GT-RC-

SS/SAP/SSP-maio/97-CVE-Div TB) entre elas:

- designar pessoas responsaveis pela coordenacdo das agdes de um
programa de tuberculose, que deverfio conduzir o processo desde o

planejamento até a implantacdo e avaliacdo do programa,;

- devem ser beneficiados pelo programa os detentos e os profissionais que
trabalham diretamente com os mesmos, ja que ambos estdo submetidos a

maior risco de infeccio por M. tuberculosis.

- sensibilizar toda populagdo envolvida, autoridades, funcionarios e

detentos por meio de material escrito, audiovisual, palestras e discussdes
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sobre tuberculose, abrangendo nog¢des sobre a doenga desde sua
transmissdo até a cura. Periodicamente devem ser rotomadas essas

atividades, de forma a garantir a mobilizaggo.

- identificar o doente de tuberculose. Nesse caso proceder investigacdo dos
sintomaticos respiratorios (que tossem a mais de trés semanas) entre todos
os detentos e funciondrios; solicitar o exame de baciloscopia, ou de
cultura de escarro, € nos casos onde houve tratamento anterior, teste de
sensibilidade as drogas; oferecer aos detentos a realizacdo do teste anti-
HIV; realizar em todos os funcionarios € nos detentos o teste
tuberculinico, quando indicado (ou seja, para aqueles que apesar de
apresentar sintomas respiratorios, obtiveram resultado negativo nos
exames acima citados).

Além da baciloscopia e da cultura de escarro outros tipos de
exames complementares podem ser utilizados na investigagdo diagndstica de
tuberculose como por exemplo: radiolégicos, histopatolégicos e
imunolégicos e mais atualmente outros como o ELISA e técnicas de
Biologia molecular (Brasil, 1994a). O exame bacterioldgico de forma direta

(baciloscopia) € o mais empregado pelas Unidades de Satde devido ao baixo
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custo, rapidez e simplicidade. Tal exame poderia ser utilizado para busca
ativa dos casos de tuberculose hoje existentes nos presidios.

Outra medida, também de essencial importincia, estd
relacionada ao tratamento desses individuos. Fazer um acompanhamento e
controle sobre a efetiva e correta ingestdo dos medicamentos poderia
assegurar nfio apenas a cura destes mas também a preveng¢do quanto ao
aparecimento de casos onde o doente passe a ser portador de M. tuberculosis
resistente aos medicamentos. No entanto esse nfo € o Unico problema ligado
a tuberculose resistente pois existe também a possibilidade de pessoas sadias
serem infectadas por bacilos ja resistentes as muiltiplas drogas perpetuando
ainda mais o problema desta doenga.

Sem davida, nos presidios existe a questdio da superlotagéo e
auséncia de ventilagdo adequada que sdo fatores favordveis a transmissdo do
bacilo da tuberculose. Medidas que visem melhorar tais condi¢bes poderiam

ser Uteis na prevengdo e controle desta doenga.
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ANEXO 1V

SOLUCOES UTILIZADAS
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Solucoes utilizadas

1 - No preparo das Culturas

Hidroxido de sédio 4%*
hidroxido de SOdio ........cccoeeeeeerceniecceseavernnne 40 g
dgua deionizada.........c.coreereeereveerneereeeraanns 100,0 ml

Acido cloridrico 1,0 N contendo 0.004% de

vermelho de fenol *

agua deionizada g.S.p. ..cceceeveernrercrennennenns 80,0 ml
HCI concentrado @ 37% ...ceeeeeeevveeccnvnnnnnne 8,5 ml

solu¢do de vermelho de fenol a 0,4% ........ 1,0 ml

completar o volume com agua deionizada para 100,0 ml

Vermelho de fenol 0,4%*

vermelho de fenol .........ccoeeveernvecnncnnnnne 04¢g
solugdo de hidroxido de sédio a IN ...... . 100,0ml

* Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

2 - Extraciio do DNA genomico

Tampio TE 10X (106mM Tris/HCIl, pH 8,0/
10mM EDTA) *



130

EDTA .oeeeereccreeeseennensenesesennnoncens 0,0744 ¢
agua deionizada .........ccoeeemrvcierrncnncene 10,0 ml

Completar o volume com &gua deionizada p/ 20.0 ml

Soluciio de lisozima:
10 mg de lisozima/ml de 4gua deionizada esterilizada

(estocar em alicotas a -20°C).

SDS (Sodium Duodecyl Sulfato) 10%

Obs.: A solugdo devera ser dissolvida com
aquecimento a (65°C) por 20 minutos e ficar estocada

em temperatura ambiente.

Soluc¢io de Proteinase K: 10 mg de proteinase K/ml de

agua deionizada esterilizada (estocar em alicotas a -

20°C.).

Solugio de SDS/Proteinase K:
Solugéo de Proteinase K ..................... Sul
SDS 10% ...uoecrereceeeeceeecreeeeeeereneneeens 70ul
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NaCl SM*

agua deionizada ........cccocereeeeenceen. 100,0 ml
Manter a temperatura ambiente

Solu¢do CTAB/NaCl:

agua deionizada aquecida a 65°C ................ 80,0ml
Ap6s dissolvido, ajustar o volume e estocar a temperatura

ambiente.

Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1):

misturar 24 volumes de cloroformio com 1 volume de
alcool isoamilico.

* Solugdes autoclavadas a 121°C por 20 minutos

3 - Corrida Eletroforética

Tampio TEB (5X)

riSmMAa-base ........cceeeeeeeereecenraananee 54,0 g
acido borico(H3BO3) .................. 275¢g
0,5M EDTA (pH 8,0) ...ccccceeuen..n 20,0ml

Dissolver em 700 ml 4gua deionizada e completar o

volume com 4gua deionizada para 1 litro.
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Tampio de Ressuspensio do DNA

Solugdo de sacarose a 50% na qual adicionou-se azul de

bromofenol e xilenocianol, na concentracgio final de 0,25%.

dNTP: Colocar 10ul de cada desoxinucleotideo (10mM)
(Adenina, Guanina, Citosina e Timina) e completar com agua deionizada
para 100 pl.
OBS.: Utilizada a enzima Tag DNA Polymerase, Tamp&o (10X) e o
MgCl, (50 mM), todos da GIBCO BRL.
Iniciadores: Os iniciadores (IS1, IS2, IS3) utilizados para a
amplificacdo de fragmentos especificos dentro do elemento de insergéo

156110 t€m a seguinte sequéncia de bases (Thierry ez al., 1990b).

IS1: 5°-TGG -GTC- CGC- CAG- GCG- CAG- GTC- 3’
I182: 5°-CAG-GAC- CAC- GAT- CGC- TGA- TCC-3’

I83: 5°-GTA- GGC- GTC- GGT- GAC- AAA- GGC-3’
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5 - DRE-PCR

dNTP e enzima Tag DNA Polymerase: idem ao j& descrito

para a PCR (item 4.2)

Iniciadores: Os iniciadores correspondentes as sequéncias
terminais dos elementos de inser¢do IS6110 e PGRS estio citados abaixo
(Friedman et al., 1995). Estas sequéncias foram desenhadas de maneira tal
que as terminagGes 3’ dos iniciadores Risl, Ris2, Pmtbl e Pmtb2,
estivessem localizados diretamente & jusante dos elementos para amplificar
segmentos entre as sequéncias de insergdes repetidas.

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

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

Pmtb 1: 5°-CCG-TTG-CCG-TAC-AGC-TG-3’

Pmtb 2: 5’-CCT-AGC-CGA-ACC-CTT-TG-3’

Obs.: No DRE-PCR adicionou-se a solugdo Dimetyl Sulfoxide

(C2H60S)-DMSO (Berse) na concentracdo final de 6%.
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6 - Digestio do DNA gendomico

Foi utilizada a enzima Ps#

7 - Southern blotting

Soluciio de Denaturacio (NaOH 0,5N/NaCl 0,5M)*

Apbs dissolvida a solugdo, o volume de agua deionizada

foi completado para 1 litro.

Soluciao de Neutralizacido (0,5M Tris HCI pH 7,5/

2M NaCh*
Trizma base ......coeevreeevcvevernreeecrnreenneens 15,14g
NaACT ..ot creee e ceeesnenes 29,25¢g
O pH da solugdo foi ajustado com HCI para 7,5.
SSC 20X)*
NACL ..eeeeceeeeeeeercceeee e seesesenenees 352,0g
Citrato de SOdio0 ......ccceeeeeremeercaeenenenns 176,0g

Ap6s dilui¢do, o volume de 4gua deionizada foi
ajustado para 2 litros.

* Solugdes autoclavadas a 121°C por 20 minutos



135
8 - Marcacéo Radioativa da Sonda
A sonda IS6110 obtida através de amplificagdo por PCR
(amostra 24) foi radioativamente marcada com [a-*’P]dCTP, utilizando-se o

“Oligolabelling Kit” da Pharmacia e seguindo-se o protocolo sugerido pelo

fabricante.

9 - Hibridizac¢ido

SSPE (20X):

NACT ..ttt seeaees e snsesnrarasaens 175,3g

(Fosfato de S6dio Monobasico) NaH2PO4.H20 .... 27,6g
(EDTA Dissédico) C10H14N2Na208.2H20 ............. 7,4g

O pH da solugdo foi ajustado para 7,4 com NaOH e

o volume completado com 4gua deionizada para 1 litro.

SDS 10% (solugdo ja descrita no item extragio do DNA

gendmico).
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Soluciio de Denhardt’s 50x concentrada:

Ficoll (tipo 400 da Pharmacia) ............. 5¢
BSA(Soroalbumina bovina) fragdo V... 5g
Polivinilpirrolidona (PVP) ................... 5¢g

Ap6s diluigdo, o volume foi completado para 500 ml com

4gua deionizada e separado em alicotas de 50ml e estocados

a-20°C

Solucio de Pré-Hibridizac¢io (concentracdes finais):
- 6xSSPE

- 5x de solugdo de Denhardt’s

- 0,5% de SDS;

- 100 pg/ml de DNA de esperma de salmédo denaturado;
- 50% de formamida (aquecida a 42 °C)

completada a solugdo com 2,0 ml de 4gua deionizada



