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Lista de Abreviaturas

ACP - proteina transportadora de grupos acil, de “Acyl Carrier Protein”

A ou Ala - alanina

Arg - arginina

ATCC - “American Type Culture Collection” (Rockville, MD E.U.A.)

BAAR — bacilos alcool-acido-resistentes

CDC - “Center for Disease Control and Prevention” (Atlanta, E.U.A.)

CMI - concentragdo minima inibitéria

CoA - coenzima A

D ou Asp - acido aspartico

DNA - 4cido desoxirribonucleico, de “DeoxyriboNucleic Acid”

DOTS - tratamento de curta duragdo directamente observado, de “Directly Observed Therapy, Short

Course”

EMB — etambutol

ERDR - regido de determinacao de resisténcia ao etambutol, de “ethambutol resistance determining

region”

FASII - sistema de sintese dos acidos gordos tipo II, de “fatty acid synthase type II system”

G ou Gly - glicina

H ou His - histidina
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VIH - virus da imunodeficiéncia humana

I ou Ile - isoleucina

INH - isoniazida

InhA - enzima enoil-ACP redutase

KatG - catalase-peroxidase

L ou Leu - leucina

LiPA - ensaio de sondas em banda, de “line probe assay”

M ou Met - metionina

MDR - multirresistente aos antibidticos, de “multidrug-resistant”

MDR-TB - tuberculose multirresistente aos antibidticos, de “multidrug-resistant tuberculosis”

MOTT - outras micobactérias que ndo M. tuberculosis, de “mycobacteria other than Mycobacterium

tuberculosis”

mRNA - RNA mensageiro

MTBC - complexo Mycobacterium tuberculosis

NAD - nicotinamida adenina dinucle6tido na forma oxidada

NADH - nicotinamida adenina dinucle6tido na forma reduzida

OMS - Organiza¢ao Mundial da Saude

P ou Pro - prolina

PCR - reacgdo da polimerase em cadeia, de “polymerase chain reaction”

PZA - pirazinamida

xiii



QRDR - regido de determinag¢do de resisténcia as fluoroquinolonas, de ‘“quinolone-resistance

determining region”

RIF - rifampicina

rpm - rotagdes por minuto

RRDR - regido de determinagao de resisténcia a rifampicina, de “rifampicin resistance determining

region”

RNA - acido ribonucleico, de “ribonucleic acid”

rRNA - RNA ribossémico

S ou Ser - serina

Sida - sindroma da imunodeficiéncia adquirida

SNPs - polimorfismos de nucleotideo tunico, de “single nucleotide polymorphisms”
T ou Thr - treonina

tRNA - RNA transferéncia

V ou Val - valina

XDR - extensivamente resistente aos antibioticos, de “extremely drug-resistant”

XDR-TB - tuberculose extensivamente resistente aos antibidticos, de “extremely drug-resistent

tuberculosis”

Y ou Tyr - tirosina
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Resumo

Mycobacterium tuberculosis ¢ o agente etiologico da tuberculose em humanos e segundo as
estimativas da Organizagdo Mundial da Saude, um ter¢o da populacdo mundial esta infectada com
esta bactéria, calculando-se que no ano de 2008 aproximadamente 9,4 milhdes de pessoas
contrairam tuberculose activa. Associada a esta tendéncia, encontra-se o aumento alarmante da
incidéncia de tuberculose resistente aos antibidticos, mais propriamente da tuberculose

multirresistente e extensivamente resistente.

Nesta Dissertagdo estudaram-se trés sistemas de deteccdo molecular (INNO-LiPA Rif. TB,
Innogenetics, Ghent, Bélgica, MTBDRplus ¢ MTBDRsl, GenoType, GmbH, Nehren, Alemanha),
que permitem detectar o complexo M. tuberculosis e as mutagdes mais comuns associadas a
resisténcia aos antibidticos de primeira e segunda linha. Para o efeito, na primeira parte do trabalho
os trés sistemas em estudo foram testados em 21 isolados clinicos pertencentes a colec¢do do
Laboratorio de Micobactérias do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT, UNL), com o
proposito de avaliar a sua capacidade para identificar o complexo M. tuberculosis e detectar
mutagdes ligadas a resisténcia aos farmacos de primeira e segunda linha. Na segunda parte do
trabalho, os sistemas INNO-LiPA Rif. TB e MTBDRplus foram testados em 33 amostras
respiratorias com baciloscopia positiva, com o proposito de aferir a “performance” destes sistemas

para a detecgdo directa de tuberculose multirresistente em amostras respiratorias.

Na primeira parte do trabalho os trés sistemas em estudo apresentaram elevada sensibilidade na
identificagdo do complexo M. tuberculosis em culturas, bem como na detec¢do de mutagdes ligadas
a resisténcia aos antibidticos de primeira linha, com excepcdo do etambutol. No que diz respeito a
detec¢do da resisténcia aos antibioticos de segunda linha, ndo foi possivel calcular os valores de

sensibilidade e especificidade.

Na segunda parte do trabalho, o INNO-LiPA Rif. TB demonstrou ser o sistema mais robusto

para a andlise directa de amostras respiratdrias com baciloscopia positiva, para um diagnostico
XV



precoce de tuberculose e detecgdo de resisténcia a rifampicina. O MTBDRplus ndo se mostrou uma
alternativa viavel ao INNO-LiPA Rif. TB, pois apresentou baixa sensibilidade para a identificacao
do complexo M. tuberculosis e varios problemas no passo de amplificagdo. O MTBDRsl néao foi

testado, por ndo ter sido detectada nenhuma amostra multirresistente.
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Abstract

Mycobacterium tuberculosis is the etiologic agent of tuberculosis in humans and, according to
the World Health Organization, one-third of the world’s population is infects with this bacteria,
with an estimated 9.4 million incident cases of tuberculosis globally in 2008. Associated with this
alarming trend is a frightening increase in the incidence of M. tuberculosis resistant to antibiotics,

more specifically multidrug-resistant tuberculosis and extremely drug-resistant tuberculosis.

In this Thesis, we studied three molecular detection systems (INNO-LiPA Rif. TB,
Innogenetics, MTBDRplus and MTBDRsl, GenoType), which allow the molecular identification of
the M. tuberculosis complex and the detection of mutations most often associated with antibiotic
resistance. In the first phase of the work the three systems were tested in 21 clinical isolates
belonging to the collection of the Mycobacteria Laboratory of IHMT, UNL, with the aim to assess
their ability for identifying the M. tuberculosis complex and to detect mutations related to the
resistance to first and second line antibiotics. In the second stage of the study, the INNO-LiPA Rif.
TB and the MTBDRplus were tested in acid-fast positive respiratory specimens, to assess their
performance to detect directly M. tuberculosis and mutations related to rifampicin resistance in

these specimens.

In the first part of the work the three systems showed high sensitivity for the identification of
the M. tuberculosis complex and for detection of resistance to first line antibiotics, except for
ethambutol. Regarding the detection of resistance in second line antibiotics, we could not calculate

the sensitivity and specificity.

In the second part of the work the INNO-LiPA Rif. TB assay proved to be the system of choice
for use directly in acid-fast positive respiratory specimens in the early diagnosis of tuberculosis and
the detection of rifampicin resistance. The MTBDRplus was not a good alternative to the INNO-

LiPA Rif. TB due to its low sensitivity in the identification of the M. tuberculosis complex and the
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occurrence of several problems in the amplification step. The MTBDRsI] was not used because no

multidrug resistant samples were detected.

xviii



1 Introducao

1.1 Género Mycobacterium

O género Mycobacterium engloba um elevado nimero de espécies com grande relevancia
médica, dos quais se destacam Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, e
Mycobacterium ulcerans, agentes etiologicos da tuberculose, lepra e ftlcera de Buruli,
respectivamente. Contém também outras espécies, como € o caso das espécies de micobactérias
ambientais, designadas como micobactérias atipicas ou outras micobactérias que nao M.
tuberculosis (MOTT de “mycobacteria other than M. tuberculosis”), as quais sdo responsaveis por

diversos tipos de micobacterioses (Smith, 2003; Murray et al., 2003; Dworkin, 2006).

1.1.1 Taxonomia

O género Mycobacterium ¢ o uUnico membro da familia Mycobacteriaceae, ordem
Actinomycetales e classe Actinomycetes. Este género partilha com os géneros Nocardia e
Corynebacterium, também da ordem Actinomycetales, um conteudo elevado de guanina e citosina
(conteudo G+C) no DNA gendémico e a producdo de acidos micodlicos (Smith, 2003; Murray et al.,

2003; Dworkin et al., 2006).

1.1.2 Morfologia e Estrutura

As micobactérias sdo bacilos finos, levemente curvos ou rectos, que medem 0,2 um a 0,6 um
por 1,0 pm a 10 um. Sdo aerdbios (embora algumas espécies e estirpes se possam desenvolver em
condi¢des microaerofilicas), imoveis e ndo formadores de esporos (Murray et al., 2003; Ryan &
Ray, 2004; Murray & Pfaller, 2009). Possuem uma parede celular extremamente complexa e muito

rica em lipidos, composta por peptidoglicano ligado covalentemente a polissacaridos de
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arabinogalactano, que estdo esterificados com &acidos micolicos (acidos gordos de cadeias longa
com 70 a 90 carbonos), formando o complexo de 4acidos micdlicos, peptidoglicano e
arabinogalactano (Brennan, 1995; Crick et al., 2001; Brennan, 2003; Alderwick et al., 2007,
Ullrich, 2009). A parede celular das micobactérias ¢ responsavel por muitas das propriedades destas
bactérias, das quais se destacam a resisténcia aos detergentes, resisténcias a grande parte dos

antibioticos, antigenicidade e a resisténcia aos acidos (Ryan & Ray, 2004; Murray & Pfaller, 2009).

A morfologia das colonias varia para as diferentes espécies de micobactérias, desde formas lisas
a rugosas, com ou sem pigmentacdo. O tempo de crescimento € também varidvel, existindo espécies
de crescimento lento (com formacdo de colénias em meio solido a partir do sétimo dia de
incubacdo) e espécies de crescimento rapido (com formacgdo de colonias em meio sélido em menos
de sete dias de incubagdo). E ainda importante realgar que as chamadas micobactérias de
crescimento rapido, apresentam mesmo assim uma taxa de crescimento mais lento que a maioria

das outras bactérias (Murray et al., 2003; Ryan & Ray, 2004; Murray & Pfaller, 2009).

1.1.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) inclui varias espécies intimamente
relacionadas e responsaveis pela tuberculose humana e zoondtica, sendo elas, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, “Mycobacterium canetti”,
Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti e Mycobacterium pinnipedii. O membro mais
conhecido do MTBC ¢é M. tuberculosis, o agente etiologico da tuberculose em humanos e principal
causador de tuberculose a nivel mundial. Esta bactéria infecta principalmente os pulmdes, podendo
contudo causar infecc¢ao, potencialmente fatal se nao for tratada apropriadamente, em qualquer parte
do corpo humano, incluindo os rins e o cérebro (Donald et al., 2000; Murray et al., 2003; Coros et

al., 2005; Djelouadji et al., 2008; Wirth et al., 2008). Segundo as estimativas da Organizagdo



Mundial da Satde (OMS), um ter¢o da populagdo mundial esta infectada com M. tuberculosis

(World Health Organization, 2010b).

1.2 Terapéutica

Os farmacos utilizados no tratamento da tuberculose sdo tradicionalmente divididos em dois
grupos, o dos farmacos de primeira linha e o dos farmacos de segunda linha. Os farmacos de
primeira linha usados no tratamento da tuberculose sdo a isoniazida (INH), a rifampicina (RIF), o
etambutol (EMB), a estreptomicina (STR) e a pirazinamida (PZA). Os farmacos de segunda linha
englobam as fluoroquinolonas (levofloxacina, ofloxacina, moxifloxacina, entre outras), os
aminoglicosideos (canamicina e amicacina), os péptidos ciclicos (viomicina e capreomicina), o
acido para-aminosalicilico, a cicloserina, a etionamida e a protionamida (World Health

Organization, 2008d; World Health Organization, 2009b).

A terapéutica actualmente utilizada no tratamento da tuberculose evoluiu através de numerosos
estudos experimentais ¢ clinicos, conduzidos entre 1950 a 1970 (Fox et al., 1999). O regime padrao
de tratamento presentemente recomendado para novos doentes com tuberculose pulmonar activa
sem resisténcia aos farmacos tem uma dura¢do minima de seis meses, sendo dividido numa fase
inicial de dois meses no qual o doente ¢ tratado com quatro antibidticos, isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol, seguido por uma fase de quatro meses de tratamento com isoniazida e
rifampicina (World Health Organization, 2008d; World Health Organization, 2009b; Spigelman,

2007; American Thoracic Society, CDC, and Infectious Diseases Society of America, 2003).



1.3 MDR-TB e XDR-TB

1.3.1 MDR-TB

O termo MDR-TB ou tuberculose multirresistente ¢ utilizado para definir a tuberculose causada
por estirpes de M. tuberculosis resistentes pelo menos a isoniazida e a rifampicina, os dois farmacos
mais importantes para o tratamento da tuberculose (World Health Organization, 2008a; World
Health Organization, 2009a; World Health Organization, 2009b; World Health Organization,

2010a).

Estes dois farmacos, INH e RIF, desempenham um papel extremamente importante no
tratamento desta doenga e enquanto a resisténcia a um deles pode ser compensada com o uso de
outro farmaco de primeira linha, a resisténcia a ambos os farmacos (MDR-TB) requer um
tratamento com farmacos de segunda linha, as quais sdo menos eficazes, requerem um tratamento
mais prolongado, sdo mais caros e causam mais efeitos secundarios (Dye & Williams, 2000;

Sharma & Mohan, 2004).

1.3.2 XDR-TB

O termo tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB) ¢ usado para definir a tuberculose
causada por estirpes de M. tuberculosis com resisténcia a rifampicina e a isoniazida (defini¢ao de
MDR-TB) e adicionalmente com resisténcia a qualquer das fluoroquinolonas, € a pelo menos um
dos seguintes antibidticos injectdveis: capreomicina, canamicina ou amicacina (World Health
Organization, 2006; Holtz & Cegielski, 2007). Estas estirpes representam pois uma preocupacao
acrescida, j4 que as opgdes para o seu tratamento sdo seriamente limitadas, provocam uma alta
letalidade e a sua transmissdo constitui uma emergéncia de saude publica (Mardani, 2007;

Alexander & De, 2007).



1.4 Epidemiologia

No inicio do novo milénio, a tuberculose ainda é considerada uma das doengas infecciosas mais
importantes no mundo ¢ um dos maior problema de saide, mesmo apds todos os esforgos
desenvolvidos nas ultimas décadas para a controlar, sendo a segunda maior causa de morte por
doencas infecciosas a nivel mundial, atras do VIH/Sida, ¢ a maior causa de morte dos doentes

infectados com VIH (Luna, 2003; Young et al., 2008; World Health Organization, 2009a).

Os dados mais recentes da Organizagdo Mundial da Satde estimam que em 2008 a tuberculose
apresentava uma prevaléncia de 11,1 milhdes de casos e uma incidéncia de 9,4 milhdes de casos,
dos quais 1,4 milhdes em individuos VIH positivos. No que concerne a mortalidade, a OMS estima
que em 2008 morreram 1,3 milhdes de pessoas de tuberculose, das quais 500 mil eram VIH

positivas (World Health Organization, 2009a).

No relatorio “Multidrug and Extensively Drug-Resistant TB (M/XDR-TB): 2010 Global Report
on Surveillance and Response” a Organizacao Mundial da Saude estima que em 2008 a incidéncia
de MDR-TB foi de 444.000 casos (entre 390.000 e 510.000 casos), o que representa 3,6% sobre os
casos de incidéncia de tuberculose em todo o mundo, levando a uma mortalidade estimada de

150.000 pessoas, incluindo as infectadas com VIH (World Health Organization, 2010a).

No que diz respeito aos casos de XDR-TB, em 2008 foram reportados 963 casos a OMS, por
33 paises. A comparagdo destes dados com os de 2007 (772 casos de XDR-TB reportados por 28
paises), reforca a ideia que muitos casos de XDR-TB ndo serdo diagnosticados devido a fraca
capacidade dos laboratorios para efectuarem testes de resisténcia aos antibidticos de segunda linha.
Assim, a OMS estima que a propor¢ao de casos de XDR-TB entre os MDR-TB sera de 5,4%

(World Health Organization, 2010a).



Em Portugal, segundo o tultimo relatério da Direccdo Geral da Saude, em 2009 foram
diagnosticados 2756 casos de tuberculose, dos quais 2565 sdo novos casos ¢ 191 retratamentos.
Dentro do numero total de casos, 2342 foram registados em cidaddos nacionais e 414 em
imigrantes. No que concerne a localizagdo da doenga, em 72% dos casos diagnosticados, os
pulmdes foram o 6rgdo atingido. Quanto a incidéncia de tuberculose multirresistente, 1,7% do
namero total de casos de 2009 apresentava critérios de MDR-TB (1,2% nos casos novos e 7,5% nos
retratamentos). Ainda segundo este mesmo relatério, em Dezembro de 2009 a prevaléncia de MDR-
TB era de 63 casos, 24% dos quais com critérios de XDR-TB, sendo que 68% correspondem a

casos na regido de Lisboa e Vale do Tejo (Antunes, 2010).

1.5 Resisténcias aos Antibidticos

As micobactérias utilizam varias estratégias para resistir a accdo dos antibidticos. Primeiro, o
seu involucro celular ¢ constituido por uma parede celular altamente hidrofobica o que resulta na
diminui¢do da permeabilidade a varios compostos. Segundo, possuem também diversos sistemas de
efluxo e enzimas de inactivagdo ou degradacdo de farmacos (Somoskovi et al., 2001). Contudo,
varios estudos mostraram que a resisténcia em M. tuberculosis, ao contrario do que é observado em
muitas outras bactérias, desenvolve-se principalmente através da aquisi¢ao sequencial de mutacdes
espontaneas nos genes que codificam para o alvo dos antibidticos ou enzimas envolvidas na sua
activacdo. Para além disso, estas bactérias apresentam uma taxa de recombinacdo baixa e a
aquisicdo de resisténcia aos farmacos através de elementos genéticos moveis, tais como plasmideos
e transposoes, foi descrita em micobactérias de crescimento rapidos, mas ndo em micobactérias de
crescimento lento (Brennan, 1995; Riska et al., 2000; Somoskovi et al., 2001; Pillay & Sturm,

2007; Benerjee et al., 2008).

Desta forma, o mecanismo classico da resisténcia aos antibioticos em M. tuberculosis assenta

na seleccdo de bactérias mutantes com resisténcia, cujas mutagdes surgem de forma espontinea e
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sdo propagadas por selec¢do na presenca de concentragdes sub-inibitorias de antibioticos, ou seja,
por uma antibioterapia inadequada (Narang, 2009; Shenoi & Friedland, 2009). Por sua vez, o
fenotipo multirresistente (MDR) ou extensivamente resistente (XDR) € causado pela acumulagdo de
mutagdes em diferentes genes envolvidos na resisténcia a cada farmaco (Ramaswamy & Musser,

1998; Gillespie, 2002; Zhang & Yew, 2009).

Neste contexto, a resisténcia adquirida ocorre quando uma estirpe de M. tuberculosis adquire
resisténcia a um ou mais firmacos usados no tratamento da tuberculose, e a resisténcia primaria
ocorre quando um doente que nunca esteve sob terapéutica ¢ infectado com uma estirpe j4 resistente

(World Health Organization, 2003).

1.5.1 Isoniazida

A isoniazida ou hidrazina do acido isonicotinico ¢ um dos principais farmacos de primeira linha
usados no tratamento da tuberculose, apresentando actividade exclusivamente contra micobactérias,

especialmente micobactérias de crescimento lento (Vilchéze & Jacobs, 2007).

A isoniazida entra na célula por difusdo passiva (Bardou, et al., 1998) ¢ ¢ activa apenas em
bacilos em replicagdo, ndo apresentando actividade contra bacilos que se encontrem em fase
estacionaria ou crescendo em condigdes anaerobias (Vilchéze & Jacobs, 2007; Zhang & Yew,
2009). De facto, este farmaco ¢ um dos agentes mais efectivos, com uma concentragdo minima
inibitoria (CMI) de 0,05 pg/ml, e especificos para o tratamento das infec¢des por M. tuberculosis,
apresentando actividade bacteriostatica durante as primeiras 24 horas de tratamento, apds as quais, a

sua acg¢do ¢ bactericida (Vilchéze & Jacobs, 2007).

Apesar dos numerosos ¢ intensivos estudos, o mecanismo de ac¢do da INH, bem como os
mecanismos que conferem resisténcia a este farmaco sdo muito complexos e ndo estdo ainda

completamente compreendidos (Rattan et al., 1998; Ghiladi et al., 2005). A INH por si s6 nao ¢
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toxica para a bactéria, mas actua como um pro-farmaco, que requer activacdo por uma enzima
multifuncional da bactéria, a catalase-peroxidase KatG, codificada pelo gene katG (Timmins &

Deretic, 2006; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009).

A enzima KatG desempenha um papel protector contra agentes oxidantes nocivos para a
bactéria, como ¢ o caso do H,O, que se acumula durante a respiracdo oxidativa (Heym & Caleb,
1997; Heym et al., 1999). A actividade peroxidase da enzima KatG ¢ necessaria para a activagdo da
INH numa série de espécies reactivas de oxigénio, radicais orgénicos reactivos e elementos
eletrofilicos, que atacam multiplos alvos no bacilo (Zhang, 2005; Timmins & Deretic, 2006; Zhang

& Yew, 2009).

O principal alvo de inibi¢ao da INH ¢ a via de sintese dos acidos micolicos (Winder & Collins,
1970; Banerjee et al., 1994), nomeadamente a enzima enoil-ACP redutase (InhA) dependente de
NADH, envolvida na elongagao dos acidos gordos, particularmente no sistema de sintese dos acidos
gordos tipo II (FASII) e codificada pelo gene inhA (Zhang, 2005; Vilchéze & Jacobs, 2007; Zhang

& Yew, 2009).

A espécie reactiva responsavel pela inibi¢do da InhA ¢ o hipotético radical isonicotinoil, um
derivado da activagdo da INH mediada pela enzima KatG, o qual reage com NAD (NAD" ou
NAD"), formando um aducto INH-NAD, que inibe a enzima InhA (Figura 1) (Rozwarski et al.,
1998; Zhang, 2005; Vilchéze & Jacobs, 2007; Zhang & Yew, 2009). Esta inibi¢do leva a
acumulagdo de 4cidos gordos de cadeia longa, a inibicdo da biosintese de acidos micoélicos e por

fim, a morte celular (Vilcheéze & Jacobs, 2007).
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Figura 1. Mecanismo proposto para a ac¢ao da isoniazida em M. tuberculosis. A INH ¢ activada pela enzima KatG formando um
aducto INH-NAD. Este aducto inibe a enzima enoil-ACP redutase, InhA, envolvida no sistema de sintese dos acidos gordos tipo II
(FASII). Esta inibigdo impede a biosintese de acidos micoélicos, o que provoca morte celular (adaptado de: Vilchéze & Jacobs, 2007).

A base molecular da resisténcia a INH envolve uma serie de mutagdes (inser¢des, delecoes e
mutagdes pontuais) em varios genes. As mais comuns (75 a 85 %) ocorrem no gene katG e nas
regides promotora e codificante do gene inhA. As mutagdes nos outros genes (ndh, ahpC, kasA,
nhoA, entre outros) tém um papel menor na resisténcia a INH (Ahmad, 2009; Pierre-Audigier &
Gicquel, 2009). Contudo, cerca de 10 a 25% dos isolados com baixo nivel de resisténcia a INH nao
apresentam mutagdes em qualquer um deste genes, o que se pode dever a mecanismos de resisténcia
desconhecidos (Cole et al., 2005; Guo et al., 2006; Hazbon et al., 2006; Ahmad, 2009; Zhang &

Yew, 2009).

katG

A resisténcia a INH em M. tuberculosis na maioria das vezes esta associada a mutagdes no gene

katG (2223 pb), resultando na diminuigdo ou perda da actividade da enzima catalase-peroxidase



(Hazbon et al., 2006; Johnson, et al., 2006; Vilchéze & Jacobs, 2007; Ahmad, 2009; Pierre-
Audigier & Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009;). A posi¢do das mutacdes observadas neste gene
varia de acordo com a regido geografica, tendo sido reportadas mutacdes entre os coddes 1 a 735
(Wei et al., 2003; Gagneux et al., 2006; Vilchéze & Jacobs, 2007; Pierre-Audigier & Gicquel,
2009; Sandgren et al., 2009). As muta¢des descritas em maior nimero sdo as “missense”, seguidas
de insercdes, delegdes, mutacdes “nonsense’, regides truncadas e muito raramente dele¢des totais
do gene (Ramaswamy & Musser, 1998; Ramaswamy et al., 2003; Vilchéze & Jacobs, 2007,

Sandgren et al., 2009).

A mutag@o mais comum nos isolados de M. tuberculosis resistentes a INH e no gene katG ¢é a
S315T, isto €, a substitui¢do do aminoacido serina do coddo 315 por uma treonina (Ramaswamy et
al., 2003; Johnson et al., 2006; Vilchéze & Jacobs, 2007; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Zhang
& Yew, 2009). Estatisticamente a substituicdo mais comum ¢ a ACG (Ser) — ACC (Thr), no
entanto, as substituicdes ACA (Thr), ATC (Ile), AGA (Arg), CGC (Arg), AAC (Asp) e GGC (Gly)
também ja foram identificadas em isolados resistentes a INH (Musser, 1995; Ramaswamy &
Musser, 1998; Sandgren, Strong et al., 2009). A mutagdo S315T provoca um nivel de resisténcia a
INH relativamente elevado (CMI entre 5 a 10 pg/ml), sem resisténcia cruzada com a etionamida e
diminui a actividade catalase-peroxidase da KatG (Somoskovi et al., 2001; Pierre-Audigier &
Gicquel, 2009). De facto, a substitui¢do do aminodcido serina pela treonina parece permitir um
balango entre a necessidade da bactéria manter a actividade catalase peroxidase para se proteger dos
agentes oxidantes nocivos e a necessidade de reduzir a activacdo da INH a partir do seu pro-
farmaco, um processo que em condigdes normais iria matar a bactéria (Ramaswamy & Musser,

1998; Somoskovi et al., 2001).

Por fim, os isolados de M. tuberculosis que possuem mutagdes menos frequentes no gene katG

exibem niveis variados de resisténcia a INH e de actividade catalase peroxidase (Somoskovi et al.,
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2001). Ja no que diz respeito aos isolados com delegdes do gene katG, estes podem apresentar CMI

iguais ou superiores a 50 pg/ml (Pierre-Audigier & Gicquel, 2009).

inhA

A perda da actividade catalase ndo ¢ por si s6 a unica responsavel pela resisténcia a INH. De
facto, a resisténcia a este farmaco também se pode desenvolver através de alteragdes ou sobre
expressdo do seu alvo, a enzima InhA, codificada pelo gene inhA (810 pb) (Pierre-Audigier &
Gicquel, 2009). Neste caso, a resisténcia a INH ocorre mediante muta¢des na regido promotora do
operdo mabA (fabG1l) /inhA, causando sobre expressdo de InhA, ou através de mutagdes no local
activo da enzima, as quais diminuem a afinidade desta para o aducto INH-NAD (Figura 2)

(Banerjee et al., 1994; Heym et al., 1999; Zhang & Yew, 2009).

As mutagdes observadas no gene inhA e na regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA
sdo menos frequentes do que as observadas no gene katG, estdo usualmente associadas com baixos
niveis de resisténcia (CMIs superiores a 0,2 pg/ml e inferiores ou iguais a 1 pg/ml) (Pierre-Audigier
& Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009) e conferem resisténcia cruzada ao farmaco estruturalmente
analogo a INH, a etionamida, um antibidtico de segunda linha que também inibe a biosintese de
acidos micolicos (Heym et al., 1999; Johnson et al., 2006; Zhang & Yew, 2009;). A frequéncia
relativa destas mutacdes nos isolados de M. tuberculosis resistentes a INH varia consideravelmente,
dependendo da regido geografica onde o bacilo foi isolado e da etnicidade do doente (Ahmad,

2009).

Até a data foram identificadas, pelo menos, 13 mutac¢des pontuais dentro da regido codificante
do gene inhA (Figura 2), nomeadamente entre os codoes 8 ¢ 217 (Ristow et al., 1995; Basso et al.,
1998; Lee et al., 2000; Morlock et al., 2003; Vilchéze et al., 2006; Leung et al., 2006; Hai Hua Lin

et al., 2007; Huang et al., 2009; Sandgren et al., 2009), tendo sido quase todas elas, com excepgao

11



das mutagoes 147T e 1194T, detectadas apenas em isolados resistentes a INH (Hazbon et al., 2006;

Pierre-Audigier & Gicquel, 2009).

Oito das treze mutagdes pontuais identificadas na regido codificante do gene iInhA,
designadamente as mutagdes [16T, 121V, 121T, V78A, S94A, S94L, 195P e 195T, encontram-se no
local de ligagao do NADH a InhA e reduzem a afinidade desta enzima para o cofactor (Basso et al.,
1998; Ramaswamy & Musser, 1998; Johnson et al., 2006; Vilchéze & Jacobs, 2007; Sandgren et
al., 2009). Contudo, estas mutagdes na regido codificante do gene inhA raramente sdo identificadas
em isolados clinicos de M. tuberculosis, sendo observadas em apenas 5% dos isolados resistentes a
INH (Pierre-Audigier & Gicquel, 2009) e usualmente em co-existéncia com mutagdes na regiao
promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA ou no gene katG (Basso et al., 1998; Vilchéze & Jacobs,

2007).

Por seu lado, as mutagdes na regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA, especificamente
entre as posi¢oes -5 e -147, relativamente ao local de inicio da transcrigdo, sdo observadas em 8 a
20% dos isolados de M. tuberculosis resistentes a INH (Ramaswamy et al., 2003; Vilchéze &
Jacobs, 2007; Sekiguchi et al., 2007Pierre-Audigier & Gicquel, 2009). Estas mutagdes sdo quase
todas elas, com excep¢ao da G-17T, detectadas exclusivamente em isolados resistentes a INH
(Hazbon, et al., 2006; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009), sendo as mais frequentes observadas nas
posi¢oes -24 (G-24T), -16 (A-16G), -15 (C-15T) e -8 (T-8G/A) (Rouse et al., 1995; Ramaswamy &
Musser, 1998; Lee et al., 1999; Baker et al., 2005; Rindi et al., 2005; Johnson et al., 2006;
Sandgren et al., 2009). Dentro destas, a muta¢do mais comum em isolados clinicos é a -15 (C-15T),
a qual aumenta o nivel do mRNA inhA, causando a sobre expressdo da proteina InhA ¢ o aumento

da resisténcia a INH (Vilcheéze et al., 2006; Sandgren et al., 2009).

Por fim, os isolados de M. tuberculosis que sdo resistentes a INH através de muta¢des no gene
inhA e na regido promotora do operdao mabA (fabG1) /inhA podem apresentar mutagdes adicionais

no gene katG, o que lhes confere um alto nivel de resisténcia a INH (Zhang & Yew, 2009).
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Figura 2. Representacdo esquematica das mutagdes identificadas no locus inhA em isolados de M. tuberculosis resistentes a
isoniazida. O locus inhA ¢ composto por duas “open reading frames” contiguas, designadas mabA (fabGl) e inhA. Nos
microrganismos do complexo M. tuberculosis, os genes mabA (fabG1) e inhA estdo separados por uma regido nao codificante de 21
pb. RBS: Local de ligagdo do ribossoma. K - Lisina; N — Asparagina; I — Isoleucina; T — Treonina; V — Valina; A — Alanina; S —
Serina; L — Leucina; P — Prolina; R — Arginina; G — Glicina; E — Glutamato; D — Aspartato (adaptado de: Ramaswamy & Musser,
1998; Sandgren et al., 2009).

1.5.2 Rifampicina

A rifampicina ¢ um derivado semi-sintético do composto natural rifamicina, obtido a partir de
culturas filtradas de Streptomyces mediterranei, que foi introduzido em 1972 no tratamento da

tuberculose (Blanchard, 1996; Heym & Caleb, 1997; Rattan et al., 1998; Johnson et al., 2006).

Este farmaco pertence a familia das ansamicinas, tem propriedades lipofilicas, ¢ um agente
antimicrobiano de largo espectro que rapidamente se difunde através da parede celular e que
apresenta actividade bactericida contra M. tuberculosis, com CMIs entre os 0,05 e 1 pg/ml em meio
liquido (Hatfull & Jacobs, 2000; Zhang & Yew, 2009). De facto, a rifampicina é um importante
farmaco de primeira linha no tratamento da tuberculose, activa contra bacilos em crescimento ou
em fase estacionaria com baixa actividade metabodlica, o que estd relacionado com a sua grande
actividade esterilizante in vivo (Cole et al., 2005; Johnson et al., 2006; Zhang & Yew, 2009). Tais
caracteristicas fazem com que este farmaco seja uma componente chave na terapia contra a
tuberculose, permitindo, em combina¢do com outros farmacos, diminuir o tempo da terapia de 12 a

18 meses para 6 meses (Blanchard, 1996; Riska et al., 2000; Cole et al., 2005; Zhang, 2005).
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A rifampicina interfere com a sintese de mRNA através da sua ligacdo a RNA polimerase
dependente de DNA da bactéria, a qual desempenha um papel crucial na transferéncia de
informagdo, pelo que esta enzima representa um alvo ideal para a terapia, pois a sua inactivacao
resulta na inibicao total das fun¢des bacterianas (Cole, 1996). Este farmaco interfere na sintese de
mRNA através da ligagdo a sub-unidade B da RNA polimerase, codificada pelo gene rpoB, mais
especificamente, na concavidade localizada na parte superior do canal principal de entrada do DNA
de dupla cadeia, acima do centro catalitico da polimerase, bloqueando a elongagdo da cadeia de
RNA e consequentemente, a sintese proteica (Hatfull & Jacobs, 2000; Pierre-Audigier & Gicquel,

2009; Zhang & Yew, 2009).

Deste modo, a resisténcia a rifampicina em M. tuberculosis esta associada a mutagdes numa
regido definida do gene rpoB, denominada regido de determinacdo de resisténcia a rifampicina
(RRDR de “rifampicin resistance determining region”). Esta regido de 81 pb estd situada entre os
coddes 507 e 533 do gene rpoB (sistema de numeragdo do gene rpoB da Escherichia coli) e codifica
27 aminoacidos — Figura 3 (Telenti et al., 1993). De facto, 90 a 98% dos isolados fenotipicamente
resistentes a rifampicina apresentam mutagdes nesta regido especifica do gene rpoB, sendo na sua
maioria mutagdes pontuais, podendo ocorrer também, mas menos frequentemente, inser¢des ou
delegdes — Figura 3 (Blanchard, 1996; Ramaswamy & Musser, 1998; Hatfull & Jacobs, 2000;
Jacobs, & Alland, 2000; Riska et al., 2006; Ahmad, 2009; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Zhang
& Yew, 2009). A maioria dos isolados resistentes a RIF apresenta apenas uma mutagdo no gene
rpoB, no entanto, ja foram descritos, embora raramente, isolados com duas a quatro mutagdes neste
gene (Sekiguchi et al., 2007; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009). As mutagdes mais frequentes
afectam os coddes 531, 526 e 516 (S531L, H526Y, H526D e D516V), sendo encontradas em 70 a
81% dos isolados resistentes a rifampicina. Destas, as mutagcdes nos coddes 526 e 531, usualmente
correspondem a um nivel elevado de resisténcia fenotipica a rifampicina (CMI superior a 32 pg/ml),
bem como a resisténcia cruzada com outras rifamicinas. As mutagoes nos codoes 511, 516, 518 e

522 resultam em baixos niveis de resisténcia a rifampicina. Ao mesmo tempo, algumas mutagdes na
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RRDR parecem conferir um nivel muito baixo de resisténcia fenotipica (delec¢cdo dos coddes 508 —
509 e mutagdo no coddo 515) ou uma resisténcia altamente variavel (mutagcdo L533P) a rifampicina
(Ramaswamy & Musser, 1998; Riska et al., 2000; Herrera et al., 2003; Cole et al., 2005; Johnson et

al., 2006; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009).

Deiesio TTC ATG GAC |
[ATG GAC CAG AAC Detegio
Delegio G CTG AGC CA | [ Detegio TG G |
| Delegio ATG GAC |
Delegio AATTCATG G | |G AAC AA Delesto
[ Detegio CAG CTG AGC | | Detesio GAC | CAG AAC pelegio
[Detesio CAATTC| [ GAC CAG Detegio |
GCC ACC Delesio [ nsersio TTC | [insersio TTC ATG|  |AAC Dstegio| | pelegtio TCG GGG TTGACC | [AAG Do
GGC ACC AGC CAG CTG AGC CAATTC ATG GAC CAG AAC AAC CCG CTG TCG GGG TTG ACC CAC AAG CGC CGA CTG TCG GCG CTG

Regiao de 81 pb (RRDR)

Gly Thr Ser Gln Leu Ser GIn Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro Len Ser Gly Leu Tyr His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu

507 508 309 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 525 526 527 528 529 530 531 532 533
GGC ACC AGC CAG CTG AGC CAATTC ATG GAC CAG AAC AAC CCG CTG TCG GGG TTG ACC CACAAG CGC CGACTG TCG GCG CTG

Asp Ala Thr His Pro Thr Leu Val lle Val Glu Ser Lys Met Leu Trp Trp Asn Tyr Gin His Lys Leu Ala Pro
GAC GCT ACC CAT CCG ACC CTA GTC ATA GIC | CAA AGC AAA ATG TTG TGG TGG AAC | TAC CAG CAC AAA TG GCA CCG
Ser Arg Lys Arg Arg His Leu Val Tyr His His Lys Leu Gin Trp Ser e Asp Asn Pro Glu Trp Pro
AGC AGG AAG CGG cae CAC TIG GTG TAC CAC CAC AAG TG CAG ACC TCG ATC GAC | AAT coe CAA TGG cee
His Gln Met Arg Pro lle Asn Leu Tyr Leu Trp Ala Ala Pro Arg Arg Gln Pro
CAC | CAG ATG | AGC | CCA ATT | AAC | CTA | TAC CTA | TGG | GCG | GCG | CCC | CGC CGT CAG cCcT
Pro Val Gly Arg Ala Thr Pro Leu Pro Cys Leu
cCC GTG GGC | CGA GCC ACC CCG cTC CCT TGT 1T
Ala lle Glu Glu lle Pro Phe
GCC ATC GAA GAG ATC oce TIT
Ser val | Lys Gly Asp Cys Tyr
GCT GTG AAA GGC GAC TGC TAT
Asn Lys Val
AAT AAA GTC
Phe Asn
TTC AAC
Val Thr
GTG ACC
Gin
CAG
Gly
GGC
Glu
CAA
Leu
CTG

Figura 3. Mutag0es localizadas na regido de determinacdo de resisténcia a rifampicina (RRDR de “rifampicin resistance determining
region”) do gene rpoB de M. tuberculosis. No centro da imagem, a verde encontra-se a regido de 81 pb do gene rpoB, com a numeragdo dos coddes
e os aminodacidos correspondentes a preto. Na parte de cima da imagem, a azul encontra-se as dele¢des e inser¢des. Na parte de baixo da imagem, a
preto encontra-se as mutagdes ¢ os aminoacidos correspondentes. A negrito e dentro das caixas cinzentas estdo sinalizadas as mutagdes mais
frequentes: S531L; H526Y; H526D e D516V. Ala: alanina; Arg: arginina; Asn: asparagina; Asp : acido aspartico; Cys: cisteina; Gln: glutamina; Glu:
glutamato; Gly: glicina; His: histidina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina; Phe: fenilalanina; Pro: prolina; Ser: serina; Thr:
treonina; Trp: triptofano; Tyr : tirosina; Val: valina (adaptado de Herrera, et al., 2003 com revisdo das mutagdes a partir de Sandgren, et al., 2009).

Menos de 5% dos isolados resistentes a RIF ndo apresentam mutacdo na RRDR do gene rpoB,
pelo que estes isolados podem apresentar outras mutagdes neste gene, ou a resisténcia dever-se a

mecanismos desconhecidos (Riska, Jacobs, & Alland, 2000; Somoskovi et al., 2001; Ahmad, 2009).
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Por fim, como existe uma grande correlagdo entre as mutagdes na RRDR do gene rpoB ¢ a
resisténcia fenotipica a rifampicina (Riska et al., 2000), e visto que a mono-resisténcia a rifampicina
¢ rara a nivel mundial (World Health Organization, 2008a), a qual estd geralmente associada a
resisténcia a isoniazida (Pierre-Audigier & Gicquel, 2009), a detec¢ao de mutagdes na RRDR do

gene rpoB pode ser usada como um marcador precoce de MDR (Viveiros et al., 2005).

1.5.3 Etambutol

O etambutol ¢ um importante farmaco de primeira linha utilizado na terapia da tuberculose
desde 1966, que apresenta actividade bacteriostatica contra bacilos em crescimento € ndo apresenta
qualquer efeito sobre bacilos em fase estacionaria (CMIs variam entre 0,5 a 2 pg/ml) (Heym &

Caleb, 1997; Riska et al., 2000; Zhang & Yew, 2009).

Este farmaco inibe na biosintese de arabinogalactano, o maior polissacarido da parede celular
das micobactérias (Takayama & Kilburn, 1989). Ele inibe a polimerizagdo da arabinose em
arabinano, componente do arabinogalactano e lipoarabinomanano, induzindo a acumulagdo de D-
arabinofuranosyl-P-decaprenol, um intermediario da biosintese de arabinano (Wolucka et al., 1994;
Mikusova et al., 1995). Aparentemente, o alvo do etambutol em M. tuberculosis sdo as arabinosil-
transferases, enzimas envolvidas na sintese de arabinogalactano, as quais sdo codificadas pelo
operdao embCAB, que contem os genes embC, embA e embB. Estes genes partilham entre si 65% ou
mais de homologia entre os aminodcidos que codificam e pensa-se que codificam para proteinas
transmembranares (Zhang, 2005; Safi et al., 2008). Desta forma, as mutagdes no operdo embCAB,
em particular no gene embB e ocasionalmente nos genes embC e embA, sdo responsaveis pela

resisténcia ao etambutol (Zhang & Yew, 2009).

De facto, a andlise de isolados clinicos resistentes ao etambutol veio confirmar que a resisténcia

a este antibidtico estd relacionada principalmente com mutagdes na regido de determinagdo de
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resisténcia ao etambutol (ERDR de “ethambutol resistance determining region”) do gene embB,
sendo as mutagdes mais frequentes observadas no coddo 306 deste gene. Estas mutacdes foram
encontradas em 30 a 70% dos isolados clinicos resistentes ao etambutol (Hazbon et al., 2005;
Parsons et al., 2005; Plinke et al., 2006; Safi et al., 2008; Starks et al., 2009) e provocam
geralmente um alto nivel de resisténcia a este firmaco (CMI superior a 20 pg/ml). As substituigdes
mais frequentes no coddo 306 sdo: ATG por GTG (Met306Val); CTG (Met306Leu); ATA
(Met3061le); ATC (Met306lle) e ATT (Met306lle) (Riska et al., 2000; Johnson et al., 2006; Pierre-

Audigier & Gicquel, 2009; Sandgren et al., 2009).

A associac¢ao entre as mutagdes no coddao 306 do gene embB e a resisténcia ao etambutol em
isolados clinicos de M. tuberculosis era considerada tdo consistente, que a detecgdo destas mutagdes
foi proposta como um marcador de resisténcia em testes de diagnostico (Hazbon et al., 2005;
Parsons et al., 2005; Plinke et al., 2006; Safi et al., 2008; Starks et al., 2009). Contudo, varios
estudos comprovaram a deteccdo destas mutacdes em isolados susceptiveis ao etambutol, pelo que o
papel exacto das mutagdes no coddo 306 do gene embB na resisténcia ao etambutol se mantém
controverso (Mokrousov et al., 2002; Lee et al., 2004; Shen et al., 2007; Safi et al., 2008; Perdigao

et al., 2009; Starks et al., 2009).

Todavia, foram encontradas muitas outras muta¢des no gene embB, algumas nos genes embC e
embA e em outros genes, como o embR, Rv0340, rmID e rmlA2, as quais também estdo associadas a
resisténcia ao etambutol (Sandgren et al., 2009; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009). Finalmente,
aproximadamente 25 a 35% dos isolados resistentes ao etambutol com CMI inferiores a 10 pg/ml,
ndo apresentam mutacdes nestes genes, sugerindo que podem existir outros mecanismos de

resisténcia a este firmaco (Zhang & Yew, 2009; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009).
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1.5.4 Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas (ciprofloxacina, ofloxacina, moxifloxacina, gatifloxacina, levofloxacina,
entre outras) sdo derivados sintéticos do acido nalidixico, apresentam actividade bactericida contra
M. tuberculosis ¢ o seu alvo é a DNA girase, uma topoisomerase do tipo II dependente de DNA,
que catalisa o super-enrolamento negativo do DNA (Gay et al., 1984, Wang, 1991; Blanchard,

1996; Ramaswamy & Musser, 1998).

As topoisomerases de DNA fazem parte de um conjunto de enzimas responsaveis pela
manuten¢do dos cromossomas no estado topologico apropriado. Na célula, estas enzimas regulam o
super-enrolamento do DNA e desenrolam as cadeias de acidos nucleicos de acordo com as
necessidades de replicagdo ou de transcri¢do da célula, pelo que na maioria das bactérias, a inibigao
da sua actividade resulta na morte do microrganismo. Em M. tuberculosis, a topoisomerase do tipo
IT dependente de DNA ¢ uma proteina tetramérica composta por duas subunidades A e duas
subunidades B (A;B;) codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente. A subunidade A
contem o local activo da enzima ¢ a subunidade B promove a hidrolise do ATP (Takiff et al., 1994;

Blanchard, 1996; Ramaswamy & Musser, 1998; Johnson et al., 2006; Zhang & Yew, 2009).

A maioria dos isolados clinicos resistentes as fluoroquinolonas apresentam muta¢des numa regiao
conservada dos genes gyrA e gyrB, denominada de regido de determinacdo de resisténcia as
fluoroquinolonas (QRDR de “quinolone-resistance determining region”) (Takiff et al., 1994;

Blanchard, 1996; Ramaswamy & Musser, 1998; Johnson et al., 2006; Zhang & Yew, 2009).

Varios estudos mostraram que a maioria dos isolados de M. tuberculosis resistentes as
fluoroquinolonas apresentam muta¢des na QRDR do gene gyrA, nomeadamente, entre os codoes 74
e 109. As principais mutagdes encontradas localizam-se nos coddes 88, 90, 91 e 94 (Figura 4) e
conferem um elevado nivel de resisténcia a estes antibidticos, sendo as mutagdes mais comuns
encontradas no coddo 94 (D94G/A) e no coddo 90 (A90V) (Siddiqi et al., 2002; Cheng et al., 2004,

Bozeman et al., 2005; Aubry et al., 2006; Shi et al., 2006; Antonova et al., 2008; Benerjee et al.,
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2008; Mokrousov et al., 2008; van Doorn et al., 2008; Hillemann et al., 2009). Por outro lado, a
mutagdo no codao 95 (substituicdo de uma serina por uma treonina) ¢ considerada um
polimorfismo, ndo estando relacionado com a resisténcia as fluoroquinolonas (Sreevatsan et al.,

1997; Siddiqi et al., 2002; Huang et al., 2005; Shi et al., 2006).

As mutagdes na QRDR do gene gyrB, compreendida entre os coddes 457 e 549, sdo raras e
estdo associadas a um baixo nivel de resisténcia as fluoroquinolonas (Takiff et al., 1994; Siddiqi et

al., 2002; Pitaksajjakul et al., 2005; Wang et al., 2007).

Os isolados que apresenta um elevado nivel de resisténcia as fluoroquinolonas possuem
usualmente mutagdes multiplas nestes dois genes, como por exemplo, duas mutagdes no gene gyrA
ou mutagdes concomitantes no gene gyrA e gyrB (Takiff et al., 1994; Kocagéz et al., 1996; Shi et

al., 2006; Sekiguchi et al., 2007).

ZTA

74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 8 87 88 8% 90 91 92 93 94 95
GCC CGG TCG GTT GCC GAG ACC ATG GGU AAC TAC CAC CCG CAC GGU GAC GCG TCG ATC TAC GAC AGC
Ala Arg Ser Val Ala Glu Thr Met Gly Asn Tyr His Pro His Gly Asp Ala Ser Ie Tyr Asp Ser

Ser Als Ala | Hys | Val | Pro Gly | T
TTC Gee Goe | CAC | 6T6 | oG GGC | acc

cys | Am | o Asn | Polimorfismo
TGC | AAC | GGG AAC

Ala

Gee

His

cAC

Ty

TAC
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GTC

Figura 4. Principais mutacdes observadas no gene gyrA de isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes as fluoroquinolonas. A verde
encontra-se a QRDR (regido de determinagao de resisténcias as fluoroquinolonas de “quinolone-resistance determining region”), compreendida entre
os coddes 74 e 95 do gene gyrA. A numeragao dos coddes e os aminoacidos correspondentes estd apresentada a preto. Na parte de baixo da imagem, a
preto encontram-se as mutagdes e os aminoacidos correspondentes. A negrito e dentro das caixas cinzentas estdo sinalizadas as muta¢des mais
frequentes: A90V, D94G e D94A. Ala: alanina; Arg: arginina; Asn: asparagina; Asp : acido aspartico; Cys: cisteina; Gln: glutamina; Glu: glutamato;
Gly: glicina; His: histidina; Ile: isoleucina; Leu: leucina; Lys: lisina; Met: metionina; Phe: fenilalanina; Pro: prolina; Ser: serina; Thr: treonina; Trp:
triptofano; Tyr: tirosina; Val: valina (adaptado de: Pierre-Audigier & Gicquel, 2009 com revisdo das mutagdes a partir de Sandgren et al., 2009).
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1.5.5 Aminoglicosideos e Péptidos Ciclicos

Os aminoglicosideos (canamicina e amicacina) e os péptidos ciclicos (viomicina e
capreomicina) sao antibioticos injectaveis de segunda linha muito importantes para o tratamento de
doentes com tuberculose multirresistente (Maus et al., 2005b). A canamicina e o seu derivado, a
amicacina, inibem a sintese proteica através de um mecanismo de modificacdo estrutural do
ribossoma. As mutagdes na extremidade 3’ do gene rrs, que codifica para o 16S rRNA estdo
associadas a um elevado nivel de resisténcia a estes dois fArmacos, particularmente nas posi¢oes
1401 (A—G), 1402 (C—T) e 1484 (G—T) (Taniguchi et al., 1997; Alangaden et al., 1998; Suzuki

et al., 1998; Jugheli et al., 2009; Zhang & Yew, 2009).

No que diz respeito aos péptidos ciclicos (viomicina e capreomicina), estes fArmacos interferem
com vdrias fungdes do ribossoma, pois impedem a formacdo do complexo de iniciacdo da
subunidade 30S e bloqueiam a translocagdo do tRNA do local A para o local P. As mutacdes na
extremidade 3’ do gene rrs, estdo associadas a resisténcia a estes fdrmacos, particularmente nas
posicdes 1401 (A—QG), 1402 (C—T) e 1484 (G—T), tal como para os aminoglicosideos. Para além
disso, a ocorréncia de mutagdes no gene tlyA, que codifica para uma metiltransferase de rRNA, tém
sido também associada a resisténcia aos péptidos ciclicos. Esta enzima modifica o nucledtido
citosina na posi¢cdo 1409 na hélice 44 do 16S rRNA e o nucledtido citosina na posi¢do 1920 na
hélice 69 do 23S rRNA, sendo a perda destas metilagdes no rRNA o suficiente para conferir
resisténcia a estes dois farmacos (Maus et al., 2005a; Johansen et al., 2006; Pierre-Audigier &

Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009).
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1.6 Diagndstico

De um modo geral, o tempo desde a recepcdo da amostra até ao resultado do teste de
sensibilidade aos antibioticos ¢ aproximadamente de um més, devido ao lento crescimento de M.
tuberculosis. Os testes de susceptibilidade aos antibidticos de segunda linha sdo geralmente pedidos
quando se observa resisténcia aos de primeira linha, requerendo mais duas a quatro semanas

adicionais (Benerjee et al., 2008; World Health Organization, 2008b; Young et al., 2008).

Neste sentido, novas tecnologias que permitam a rapida detecc¢do da resisténcia aos antibioticos
tornaram-se uma prioridade na investigacao, tendo sido desenvolvidos diversos ensaios moleculares
para a detec¢do rapida de estirpes resistentes aos antibidticos de primeira linha, o que apenas se
tornou possivel apos a identificagdo das mutagdes responsaveis pelas resisténcias (Benerjee et al.,
2008; Migliori et al., 2008; World Health Organization, 2008b). Estes ensaios moleculares,
baseados na amplificacdo de acidos nucleicos, em conjunto com a sequenciagdo ou métodos de
hibridacdo, podem fornecer resultados em horas ou poucos dias, sem necessidade de crescimento do

microrganismo (Migliori et al., 2008).

A sequenciacdo directa ¢ outra abordagem para a deteccdo de mutacdes, no entanto, ¢ um
processo dispendioso, demorado e nao esta disponivel em todos os laboratorios. Técnicas como o
“Real Time” PCR, que utilizam “primers” de sequéncias selvagens para amplificar genes e permitir
o uso de sondas especificas para identificar as mutagdes sdo caras e complexas, apesar de serem
altamente especificas e sensiveis. As técnicas baseadas na hibridagao reversa, referidas como testes
de hibridacao, representam uma ferramenta util pelo seu custo e eficiéncia superior. Estes testes sao
baseados no PCR ou “Multiplex” PCR, em combinacdo com a hibridacdo de sondas especificas
para sequéncias selvagens e alteradas de genes envolvidos na resisténcia aos antibioticos,
mostrando uma alta especificidade e uma sensibilidade média a alta (Migliori et al., 2008;

Hillemann et al., 2009).
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Actualmente os dois principais testes baseados na hibrida¢do de sondas disponiveis
comercialmente sdo o INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics, Ghent, Bélgica) e o GenoType
MTBDRplus (Hain Lifescience, GmbH, Nehren, Alemanha), os quais foram recentemente
aprovados pela Organizacdo Mundial da Saude como ferramentas de diagndstico rapido para a
MDR-TB (World Health Organization, 2008b; Hillemann et al., 2009; Sandgren et al., 2009).
Muito recentemente foi apresentado um novo teste que permite identificar a resisténcia do
complexo M. tuberculosis as fluoroquinolonas, aminoglicosideos/péptidos ciclicos e ao etambutol,

o GenoType MTBDRsl (Hain Lifescience, GmbH, Nehren, Alemanha) (Hain Lifescience, 2010).
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2 Objectivos

Nesta dissertacdo propomo-nos identificar por métodos de detecgdo molecular rapida o
complexo M. tuberculosis e a presenga de mutagdes que confiram resisténcia aos principais
farmacos de primeira linha (isoniazida, rifampicina, etambutol) e de segunda linha
(fluoroquinolonas, aminoglicosideos e péptidos ciclicos) com base em isolados laboratoriais e
amostras respiratorias com baciloscopia positiva. Para tal irdo ser testados e avaliados trés sistemas
de deteccdo molecular baseados no principio da hibridacao reversa: o INNO-LiPA Rif. TB, o
GenoType MTBDRplus ¢ o GenoType MTBDRsl. Numa primeira fase, pretende-se avaliar o
desempenho de cada sistema de detec¢dao molecular na identificagdo do complexo M. tuberculosis e
na deteccdo das mutagdes mais frequentemente associadas a resisténcia aos farmacos de primeira e
segunda linha a partir de culturas. Numa segunda fase, pretende-se avaliar o desempenho de cada
um dos sistemas quando aplicados directamente a amostras respiratérias. Deste modo pretende-se
seleccionar o sistema mais especifico e sensivel para a deteccao directa de MDR-TB e XDR-TB ¢
comparar os resultados obtidos com o algoritmo de trabalho em uso no laboratério de Micobactérias

do Instituto de Higiene e Medicina Tropical.
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3 Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1 Estirpe de Referéncia

A estirpe de Mycobacterium tuberculosis subsp. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), usada
neste trabalho como estirpe de referéncia, ¢ um derivado da estirpe virulenta H37, obtido em 1934
por William Steenken e mantida desde entdo em colec¢do laboratorial no Trudeau Institute,
Saranac Lake, em New York e posteriormente na American Type Culture Collection (Bifani, et al.,

2000; Zheng, et al., 2008; American Type Culture Collection, 2009).

3.1.2 Isolados Clinicos

Neste trabalho foram utilizados DNAs de 21 isolados clinicos do complexo Mycobacterium
tuberculosis, provenientes da colec¢ao de culturas do laboratorio de Micobactérias do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (IHMT, UNL) — Tabela 1. Estas culturas foram previamente isoladas
pelo método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and
Dickinson, Sparks, E.U.A.) seguido de identificagdo do complexo M. tuberculosis por AccuProbe

(Gen-Probe Incorporated, San Diego, E.U.A.).

Quanto a sua distribui¢do por ano de isolamento, oito isolados eram do ano de 2009, cinco do
ano de 2008 e mais cinco do ano de 2007. Os trés isolados restantes eram dos anos de 1995, 2003 e

2005, ou seja um de cada ano (Tabela 1).

No que diz respeito a resisténcia aos antibidticos de primeira linha, previamente estabelecida
por testes fenotipicos de susceptibilidade, efectuados pelo método convencional de susceptibilidade

em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson), 20 isolados eram multirresistentes, i.
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e., com resisténcia pelo menos a rifampicina e isoniazida, ¢ um isolado era mono-resistente a

rifampicina (Tabela 1).

Tabela 1. Isolados clinicos estudados.

0 Am . () Método convencional de
N° do isolado Ano Identificacdo susceptibilidade em cultura®
1 1995 Complexo M. tuberculosis INH®; RIE®; STR®; EMB®; PZA®
2 2003 Complexo M. tuberculosis INHS; RIFY; STR®; EMB®; PZAS
3 2005 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STR®; EMB®; PZA®
4 2007 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STR®; EMBF; PZA®
5 2007 Complexo M. tuberculosis INHR; RIF®; STR?; EMB®; PZAR
6 2007 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF®; STR®; EMB®; PZAR
7 2007 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STRY; EMBY; PZA®
8 2007 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STR?; EMB®; PZA®
9 2008 Complexo M. tuberculosis INH®; RIFY; STR®; EMB®; PZA®
10 2008 Complexo M. tuberculosis INHR; RIFY; STR®; EMB®; PZAR
11 2008 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF®; STR®; EMB®; PZAR
12 2008 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STRY; EMBY; PZA®
13 2008 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STR®; EMBF; PZA®
14 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIFY; STR®; EMB®; PZA®
15 2009 Complexo M. tuberculosis INHR; RIFY; STR®; EMB®; PZA®
16 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STRY; EMBY; PZA®
17 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STRY; EMBY; PZA®
18 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF?; STR?; EMB®; PZA®
19 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIFY; STR®; EMB®; PZA®
20 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIFY; STR®; EMB®; PZA®
21 2009 Complexo M. tuberculosis INH®; RIF®; STR?; EMBS; PZAS

(1): Pelo Sistema AccuProbe (Gen-Probe Incorporated); (2) BACTEC MGIT 960TB; S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF:
Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol; PZA: Pirazinamida
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3.1.3 Amostras Clinicas

Foi estudado um conjunto de 33 amostras respiratdrias com baciloscopia positiva para bacilos
alcool-acido-resistentes (BAAR), enviadas ao Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT,
UNL), durante o periodo de Janeiro de 2010 a Outubro de 2010, por dois hospitais da regido de

Lisboa (Tabela 2).
Das 33 amostras, 17 foram provenientes do Hospital A e 16 do Hospital B (Tabela 2).

Quanto a caracterizacdo do tipo de amostras, 17 eram expectoracdes, 14 secregdes bronquicas e

dois lavados broncoalveolares (Tabela 2).
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Tabela 2. Amostras clinicas estudadas.

N° da amostra Ano Tipo de amostra Hospital
1 2010 Expectoracdo Hospital B
2 2010 Expectoracao Hospital A
3 2010 Expectoracdo Hospital A
4 2010 Lavado Broncoalveolar Hospital A
5 2010 Expectoracao Hospital A
6 2010 Expectoracéo Hospital A
7 2010 Secre¢des Bronquicas Hospital B
8 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
9 2010 Expectoracao Hospital B
10 2010 Expectoracao Hospital A
11 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
12 2010 Secre¢des Bronquicas Hospital B
13 2010 Expectoracdo Hospital B
14 2010 Secrecdes Bronquicas Hospital A
15 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
16 2010 Secre¢des Bronquicas Hospital A
17 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
18 2010 Secregdes Bronquicas Hospital A
19 2010 Expectoracao Hospital B

20 2010 Expectoracao Hospital A
21 2010 Expectoracdo Hospital B
22 2010 Expectoracdo Hospital A
23 2010 Expectoracao Hospital B
24 2010 Secregdes Bronquicas Hospital A
25 2010 Expectoracdo Hospital B
26 2010 Secre¢des Bronquicas Hospital A
27 2010 Lavado Broncoalveolar Hospital A
28 2010 Expectoracao Hospital A
29 2010 Secregdes Bronquicas Hospital A
30 2010 Expectoracdo Hospital B
31 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
32 2010 Secregdes Bronquicas Hospital B
33 2010 Expectoracao Hospital A
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3.1.4 Outro Material Biologico

3.1.4.1 Marcadores de Peso Molecular

Foram utilizados como referéncia na analise de produtos de PCR por electroforese em gel de
agarose os marcadores de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas
International Inc, Burlington, Canad4) e GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas International

Inc), ambos na concentracao de 0,5 pg/ul.

3.1.4.2 “Primers”

Os “primers” utilizados na amplificagdo e sequenciacao de um fragmento interno do gene rpoB,

encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia nucleotidica e gene alvo dos “primers” utilizados no trabalho.

Gene alvo | “primers” Sequéncia nucleotidica (5’ - 3") Referéncias
; RPOB-1 GGGAGGGGATGACCACCCA Portugal et al., 1999:
rpo
RPOB-2 | GCGGTACGGCGTTTCGATGAAC Johansen et al., 2003

3.1.5 SolugGes e Enzimas

A preparagdo e a composicao das solucdes e enzimas utilizadas ao longo do trabalho

encontram-se descrita nas Tabelas 4 e 5.

Todas as solugdes foram preparadas com 4agua destilada autoclavada e esterilizadas por

autoclavagem a 121°C durante 20 minutos a 1 bar.

28



Tabela 4. Enzimas utilizadas.

Enzimas

Concentracao

Proteinase K ¥

(utilizada na extrac¢do de DNA genomico)

Solugdo “stock” 20 mg/ml

Mantida a temperatura ambiente

Taq DNA Polimerase

S U/l
Mantida a -20°C

HotStarTaq DNA Polimerase

5 U/ul
Mantida a -20°C

(1) Qiagen, E.U.A.; (2) Innogenetics, Bélgica;

Tabela 5. Composicdo e modo de preparacgao de solugdes.

Solucéo Composicéo
TE 1X 10 mM Tris pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0
40mM Tris-Acetato; ImM EDTA pH 8
TAE 1X

Solugdo “stock” a 50X

Brometo de etideo (EtBr) 10mg/ml

10 mg/ml em 4gua bidestilada estéril

Armazenar ao abrigo da luz a 4° C
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3.2 Métodos

3.2.1 Algoritmo usado na pesquisa de M. tuberculosis por métodos moleculares em

amostras respiratorias com baciloscopia positiva

Na Figura 5 encontra-se esquematizado o algoritmo de trabalho utilizado no laboratério de

Micobactérias do IHMT, UNL, na pesquisa de M. tuberculosis por métodos moleculares em

amostras respiratérias com baciloscopia positiva. Resumidamente, o protocolo compreende as

seguintes etapas (Viveiros et al., 2005):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pesquisa de BAAR através da coloracdo de Ziehl-Neelsen;

Homogeneizacdo e descontaminagdo das amostras pelo método convencional N-Acetil-
L-Cysteina — Hidroxido de sédio (Kent & Kubica, 1985);

Inoculacdo das amostras em meio de Lowenstein-Jensen e meio MGIT para o BACTEC
MGIT 960 (Becton and Dickinson);

Extraccdo de DNA com o “QIAamp® DNA mini kit” (Qiagen, E.U.A.);

Detecgdo do complexo M. tuberculosis e detec¢do de mutagdes no gene rpoB com o
sistema INNO-LiPA Rif. TB;

Confirmag¢do ou identificacdo de espécie apos a obtencdo de cultura com o sistema
AccuProbe (Gen-Probe Incorporated) e quando necessario com os sistemas Genotype
CM/AS (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemanha);

Em caso de identificagdo positiva para o complexo M. tuberculosis, realizag@o de testes
de susceptibilidade fenotipica aos antibioticos de primeira linha (isoniazida, rifampicina,
etambutol, estreptomicina e pirazinamida), pelo método convencional de

susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson).

30



Resultados das

a 48 horas

amostras em 24

Doente / Médico / Hospital

l

Amostra pulmonar com
baciloscopia positiva colhida
e enviada imediatamente ao
HMT

la5s l

Processada em 24 a 48 horas
para a detecgio de M tuber-

culosis e mutagdes no rpof

Relatério emitido (resisténcia a RIF) pelo
INNO-LiPA Rif TB

h

Resultados das
amostras em
15 dias

Isolamento em tubos MGIT do
sistema BACTEC MGIT 960

N,

&

Resultados das
amostras até 30
dias

Figura 5. Algoritmo de trabalho do laboratério de Micobactérias do Instituto de Higiene e Medicina, usado na pesquisa de M.
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pelo ININO-LiP A Rif TB
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da espécie
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7
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Relatério final emitido

tuberculosis por métodos moleculares em amostras respiratorias com baciloscopia positiva (adaptado de: Viveiros et al., 2005).
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3.2.2 Extraccdo de DNA Genomico

A extrac¢do de DNA genomico foi realizada a partir de amostras respiratorias com baciloscopia
positiva, previamente homogeneizadas e descontaminadas pelo método de N-Acetil-L-Cysteina —

Hidroxido de sodio (Kent & Kubica, 1985), usando o “QIAamp® DNA mini kit” (Qiagen, E.U.A.).

Resumidamente, o método consiste na extraccdo de DNA segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante, com algumas alteracdes, como a seguir descrito. Uma aliquota de 1 ml das amostras
descontaminadas foi centrifugada durante 10 minutos a 13000 rotagdes por minuto (rpm) (Biofuge
pico Heraeus, DJB Labcare Ltd, Reino Unido), o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspendido em 1 ml de tampao TE. Esta suspensao foi novamente centrifugada durante 10
minutos a 13000 rpm. Apos a centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em 200 pl de tampao
TE, e a suspensdo resultante incubada a 95° C durante 20 minutos. Depois da incubagao,
adicionaram-se 20 pl de Proteinase K (Qiagen) e 200 pl de tampao AL levando-se ao vortex e
incubando-se a 56° C durante 10 minutos. Posteriormente adicionaram-se 200 pl de Etanol (96-
100%) (Riedel de Haén, Alemanha) e a suspensdo foi homogeneizada no vortex. Apds a
homogeneizagdo, a suspensdo foi transferida para a coluna QUIAamp e lavada com os tampdes

AW1 e AW2. A solugdo contendo o DNA foi eluida por centrifugagdo com 200 ul de tampao AE.

3.2.3 INNO-LIiPA RIf. TB

O INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics, Bélgica) ¢ um ensaio comercial de sondas em bandas
(LiPA, de “Line Probe Assay”) para utilizagdo in Vvitro, que permite detectar o DNA de
micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis e varias mutagdes no gene rpoB (coddes
509 a 534) relacionadas com a resisténcia a rifampicina (Figura 6), ap6s amplificagdo do DNA
extraido das bactérias em cultura ou directamente de amostras (Rossau et al., 1997; Morgan et al.,
2005; Innogenetics, 2007).
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O kit contém 10 sondas oligonucleotidicas imobilizadas numa tira de nitrocelulose: uma sonda
especifica para o complexo M. tuberculosis; cinco sondas S para sequéncias selvagens (“wild-
type”) do gene rpoB; e quatro sondas R (R2, R4a, R4b ¢ RS), para detectar mutagdes especificas,
relacionadas com a resisténcia a rifampicina, D516V, H526Y, H526D e S531L (Figuras 6 ¢ 7)

(Rossau et al., 1997; Morgan et al., 2005; Innogenetics, 2007).

Inne-Lipa R TEB

rpoB v 257 bp
1Pl g 1P2
GGTCGGCATGTCGCGGATGG w = — o —GCTGGAGG TCCGCGACGTGC
MTB complex 80 bp
R4B (H526D)
TTGACC GAC AAG CGC CGACTG TC
R4A (H526Y)
TTG ACC TAC AAG CGC CGACTG TC
R2 (D516V) RS (S531L)
AATTC ATG GTC CAG AAC AAC CCG CGACTGTTG GCG CTG GGG C
S2 sS4
I'TC ATG GAC CAGAACAACCCGC TTG ACC CACAAG CGCCGACTGTC
| 83 S5
CAGC CAGCTG AGC CAATTC AT AAC CCG CTG TCG GGG TTG ACC GACTGTCG GCG CTG GGG C

C AGC CAG CTGAGC CAATTC ATG GAC CAGAAC AACCCG CTG TCG GGG TTG ACC CACAAG CGC CGACTGTCG GCG CTG GGG C
516 526 531

Figura 6. Representacéo esquematica do gene rpoB e das posi¢des dos “primers” e das sondas do INNO-LiPA Rif. TB. O IP 1
¢ IP 2 indicam as sequéncias dos “inner primers” 1 e 2, respectivamente. A caixa preta indica a posi¢do da sonda para o complexo M.
tuberculosis. As caixas S1 a S5 correspondem as sondas para a sequéncia sem alteragdes do gene rpoB. As caixas R2, R4A, R4B e
RS correspondem as sondas para mutagdes especificas no gene rpoB. D: acido aspartico; V: valina; H: histidina; Y: tirosina; S:
serina; L: leucina (adaptado de: Rossau et al., 1997; Lennik et al., 2001).
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Figura 7. llustracdo da posicdo das diferentes sondas oligonucleotidicas na tira de nitrocelulose do sistema de detec¢éo
molecular INNO-LIiPA Rif. TB. A linha de marcagéo vermelha no topo da tira (marcador colorido) serve apenas para orientagdo. A
linha do controlo do conjugado fornece um controlo interno para o desenvolvimento de cor. A linha “complexo MTB” corresponde a
sonda especifica para o complexo M. tuberculosis. As cinco linhas S (S1, S2, S3, S4, S5) correspondem as sondas especificas para
sequéncias selvagens do gene rpoB. As linhas R (R2, R4a, R4b e RS5), correspondem as sondas especificas para as mutagdes D516V,
H526Y, H526D e S531L, respectivamente (adaptado de: Innogenetics, 2007).

Este sistema baseia-se no principio de hibridagao reversa (Innogenetics, 2007), no qual o DNA
extraido de culturas ou amostras clinicas ¢ amplificado com “primers” biotinilados, por forma a
amplificar a regido de resisténcia a rifampicina do gene rpoB. Os produtos biotinilados resultantes
da PCR sdao depois hibridados em condi¢cdes estritamente controladas com sondas
oligonucleotidicas especificas, imobilizadas como bandas paralelas nas tiras de nitrocelulose
(Rossau et al., 1997; Morgan et al., 2005; Innogenetics, 2007). Apds a hibridagao, a estreptavidina
conjugada com fosfatase alcalina ¢ adicionada e liga-se a quaisquer hibridos biotinilados formados
anteriormente. A incubagdo com um substrato cromogénio produz um precipitado purpura/castanho

que pode ser detectado visualmente (Innogenetics, 2007).

Os isolados de M. tuberculosis detectados com este kit sdo considerados susceptiveis se todas
as sondas selvagens apresentarem um sinal positivo e se as sondas R ndo apresentarem qualquer
sinal. A presenc¢a de mutagdes ligadas a resisténcia a rifampicina ¢ indicada através da auséncia de

reac¢do com uma ou mais sondas selvagens. Quando a resisténcia a rifampicina se deve a uma das
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mutagdes mais frequentes no gene rpoB, ¢ observada uma reaccdo positiva com uma das quatro

sondas R (Rossau et al., 1997; Morgan et al., 2005).

3.2.3.1. INNO-LIiPA Rif. TB - Amplificacéo

A amplificagdo foi efectuada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante, com algumas
adaptacdes para detecgdo directa a partir de amostras respiratorias. Concisamente, a amplificacao
consistiu num “Nested” PCR com dois pares de “primers” biotinilados, os “outer LiPA primers” e

os “inner LiPA primers” (Viveiros et al., 2005).

Para a amplificacdo do primeiro fragmento da regido de resisténcia a rifampicina do gene rpoB,
as reacgcdoes de PCR foram preparadas adicionando 5ul de DNA total extraido a uma mistura
reaccional de 45ul contendo: 10ul de tampao de amplificagdo (Innogenetics); 10ul de solucao de
MgCl, (Innogenetics), 10ul de “primers Mix Outer” (Innogenetics); 0,2ul (1 U) de Tag DNA
Polimerase (Fermentas International Inc, Burlington, Canadd) e 14,8ul de agua bidestilada

esterilizada por autoclavagem (Viveiros et al., 2005).

Para a segunda amplificacdo, as reac¢des de PCR foram preparadas adicionando 1pl do produto
da primeira amplificagdo a uma mistura reaccional de 49ul, contendo: 10ul de tampao de
amplificagdo (Innogenetics); 10ul de solugdo de MgCl, (Innogenetics), 10ul de “primers Mix”
(Innogenetics); 0,2ul (1 U) de Tag DNA Polimerase (Fermentas International Inc) e 18,8ul de 4gua

bidestilada esterilizada por autoclavagem (Viveiros et al., 2005).

As reacgoes de amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler Personal
(Epependorf AG, Hamburg, Alemanha) e seguiram o seguinte programa: desnaturacao inicial a
95°C durante 1 minuto, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 30 segundos,
emparelhamento a 62°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos, terminando

com um passo de extensdo final a 72°C durante 10 minutos (Viveiros et al., 2005).
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Os produtos da amplificagdo foram analisados por electroforese em gel de agarose (Invitrogen
Ltd, Paisley, Reino Unido) a 2% (p/v) com 0,25 pg/ml de brometo de etideo, em tampao TAE 1X e
com voltagem constante de 65 V durante 45 minutos. Foi utilizado como marcador de peso
molecular o GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder. Os resultados foram visualizados e registados num

aparelho Gel-doc XR (Bio-Rad, Milao, Italia).

3.2.3.2 INNO-LIPA Rif. TB — Hibridag&o/Lavagem Restringente/ Revelacédo da cor

O protocolo de Hibridagdo/ Lavagem Restringente/ Revelagao da cor foi efectuado segundo o
protocolo fornecido pelo fabricante. Sinteticamente, 10ul do produto da 2* amplificagdo foram
desnaturados a temperatura ambiente, durante 5 minutos, com a adi¢ao de 10ul da solugdo de
desnaturagdo. Seguiu-se uma incubagdao com agitagao, com 1ml da solugdo de hibridacao a 62°C,
durante 30 minutos. Apds a hibridacao, efectuou-se uma lavagem restringente com 1ml da solucao
Stringent durante 10 minutos a 62°C com agitagdo, seguindo-se duas lavagens com agita¢do, com 1
ml da solugdo de Rinse ¢ uma incuba¢dao com Iml da solu¢do de conjugado diluido durante 30
minutos a temperatura ambiente, com agitagdo. Apds a incubacao, efectuaram-se duas lavagens,
com | ml da solugdo de Rinse e uma lavagem com Iml da solugdo de tampdo de substrato.
Adicionou-se depois 1 ml da solucao de substrato diluido e incubou-se, entre 3 a 30 minutos, com
agitacdo, até ao aparecimento de sinais de revelacdo. A reac¢do de revelagdo foi interrompida com
duas lavagens com agua destilada durante 3 minutos. Os padroes de hibridagao foram analisados

com a ajuda de uma matriz fornecida pelo fabricante do sistema — Figura 7 (Innogenetics, 2007).
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3.2.4 GenoType MTBDRplus

O teste GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemanha) desenvolvido

pela Hain Lifescience é baseado na tecnologia “DNA+STRIP®”

e permite a identificacdo genética
do complexo M. tuberculosis e de mutagdes ligadas a resisténcia a rifampicina e/ou isoniazida a
partir de bactérias em cultura ou em amostras pulmonares com baciloscopia positiva. A
identificacdo de mutagdes ligadas a resisténcia ¢ facultada pela deteccdo das mutagdes mais
frequentes do gene rpoB. Para testar as mutacdes ligadas a resisténcia de alto nivel a isoniazida ¢
examinado o gene katG, enquanto para testar mutacdes ligadas a resisténcia de baixo nivel a

isoniazida ¢ examinada a regido promotora do operdo mabA (fabGl) /inhA (Hain Lifescience,

2009).

O procedimento completo ¢ dividido em trés passos: extraccdo do DNA a partir de culturas ou
amostras clinicas; amplificagdo por “Multiplex” PCR com “primers” biotinilados e hibridacao
reversa. A hibridagdo inclui os seguintes passos: desnaturacdo quimica dos produtos de
amplificacdo; hibridagdo dos produtos de amplificacdo, em cadeia Gnica e marcados com biotina, a
sondas ligadas a membrana; lavagem restringente; adicdo de um conjugado de
streptavidina/fosfatase alcalina; e uma reac¢do com producao de cor mediada pela fosfatase alcalina

(Hain Lifescience, 2009).

As tiras do teste GenoType MTBDRplus (Figura 8) contém um total de 27 zonas de reacgdo:
controlo do conjugado; controlo de amplificagdo; uma sonda para o complexo M. tuberculosis; uma
sonda controlo do gene rpoB; oito sondas para sequéncias selvagens do gene rpoB; quatro sondas
para mutagdes especificas no gene rpoB; uma sonda controlo do gene katG; uma sonda para a
sequéncia selvagem do gene katG; duas sondas para mutagdes especificas no gene katG; uma sonda
controlo do gene inhA; duas sondas para sequéncias selvagens do gene inhA e quatro sondas para

mutagdes especificas no gene inhA (Hain Lifescience, 2009).
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Figura 8. llustracdo da tira do sistema de detecgdo molecular GenoType MTBDRplus (adapatado de: Hain Lifescience, 2009).

As sondas selvagens para o gene rpoB compreendem a regido entre os coddes 505 a 533 do
respectivo gene (Figura 9), com a sonda rpoB WT1 a abranger a regido entre os coddes 505 a 509, a
sonda rpoB WT2 a regido entre os coddes 509 a 513, a sonda rpoB WT3 a regido entre os coddes
513 a 517, a sonda rpoB WT4 a regido entre os coddes 516 a 519, a sonda rpoB WTS5 a regido entre
os codoes 518 a 522, a sonda rpoB WT6 a regido entre os coddes 522 a 525, a sonda rpoB WT7 a
regido entre os codoes 525 a 530 e a sonda rpoB WT8 a regido entre os coddes 530 a 533.No que
diz respeito as sondas para as mutacdes (Figura 9), a sonda rpoB MUT1 identifica a mutacao
D516V no codao 516, a sonda rpoB MUT2A identifica a mutacdo H526Y no codao 526, enquanto a
sonda rpoB MUT2B identifica a mutagdo H526D no mesmo codao e a sonda rpoB MUT3 identifica

a mutagdao S531L no codao 531 (Hain Lifescience, 2009).
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Figura 9. Representacdo esquematica da regido de determinacdo de resisténcia a rifampicina (RRDR de “rifampicin
resistance determining region”) no gene rpoB e das posi¢6es das sondas do sistema MTBDRplus. rpoB WT1 a 8: sondas rpoB
tipo selvagem; rpoB MUIT 1 a 3: sondas de mutagdo no rpoB. Os niimeros dentro das caixas cinzentas mais escuras especificam as
posigdes dos coddes para as quais as sondas de mutagdo foram desenhadas, nomeadamente os coddes 516 (D516V), 526 (H526Y,
H526D) e 531 (S531L) (adaptado de: Hain Lifescience, 2009).

Para o gene katG existe apenas uma sonda com sequéncia selvagem (katG WT) e duas sondas
para mutagdes, a sonda katG MUT1 que identifica a mutagdo S315T1 no coddo 315 e a sonda katG

MUT?2 que identifica a mutagdo S315T2 neste mesmo codao — Tabela 6 (Hain Lifescience, 2009).

Tabela 6. Sonda selvagem e de mutagédo do sistema MTBDRplus para o gene katG e mutagoes
correspondentes (adaptado de: Hain Lifescience, 2009).

Sonda selvagem Codao Sondas de mutacao Mutacao @2
katG MUT1 S315T1
katG WT 315
katG MUT?2 S315T2

(1) S: serina; T: treonina; (2) o kit distingue duas mutagdes que resultam na mesma substitui¢ao (S315T).

Por fim, para a regido promotora do operdao mabA (fabG1l) /inhA existem duas sondas com
sequéncias selvagens, a inhA WT1 e a inhA WT2, e quatro sondas para mutagdes, nomeadamente, a
inhA MUT1, que identifica a mutagdo C-15T, a inhA MUT2, que identifica a mutagdo A-16G, a
inhA MUT3A, que identifica a mutagdo T-8C e a inhA MUT3B, que identifica a mutagdo T-8A —

Tabela 7 (Hain Lifescience, 2009).
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Tabela 7. Sondas selvagens e de mutacéo do sistema MTBDRplus para a regido promotora do

operdo mabA (fabG1) /inhA e mutacdes correspondentes (adaptado de: Hain Lifescience, 2009).

Sondas selvagens Nucleétidos Sondas de mutacéo Mutacao @
-15 inhA MUT1 C-15T
inhA WT1
-16 inhA MUT2 A-16G
inhA MUT3A T-8C
inhA WT2 -8
inhA MUT3B T-8A

(1) C: citosina; T: timina; A: adenina; G: guanina;

3.2.4.1 GenoType MTBDRplus - Amplificacéo

A amplificagdo foi efectuada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante, incluindo a
utilizacao de uma polimerase especifica (HotStarTaqg DNA Polimerase, da Qiagen), como sugerido.
Concisamente, as reac¢des do “Multiplex” PCR foram preparadas adicionando 5ul de DNA total
extraido a uma mistura reaccional de 45ul, contendo: Sul de tampao 10X (contém 15 mM MgCl,)
da enzima HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen); 2ul de solugdo 25 mM MgCl, da enzima
HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen), 35ul de “Primer Nucleotid Mix (PNM)” (Hain Lifescience
GmbH); 0,2ul (1 U) de HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen) e 3ul de dgua bidestilada esterilizada

por autoclavagem (Hain Lifescience, 2009).

As reacgdes de amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler Personal e
seguiram o seguinte programa: desnaturacao inicial a 95°C durante 15 minutos, seguida de 10 ciclos
de desnaturagdo a 95°C durante 30 segundos e emparelhamento a 58°C durante 2 minutos, seguidos
de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 25 segundos, emparelhamento a 53°C durante 40
segundos e extensdo a 70°C durante 40 segundos, terminando com um passo de extensdo final a

70°C durante 8 minutos (Hain Lifescience, 2009).

Os produtos da amplificagdo foram analisados por electroforese em gel de agarose a 2% (p/v)

com 0,25 pg/ml de brometo de etideo, em tampao TAE 1X e com voltagem constante de 65 V
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durante 45 minutos. Foi utilizado como marcador de peso molecular o GeneRuler™ 50 bp DNA

Ladder. Os resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR.

3.2.4.2 GenoType MTBDRplus - Hibridacdo

A hibridacdo foi efectuada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante. Resumidamente,
20ul do produto amplificado foram desnaturados a temperatura ambiente durante 5 minutos com a
adi¢do de 20pul da solugdo de desnaturacdo (Hain Lifescience GmbH), seguindo-se uma incubacao
com agitacdo com Iml da solucdo de hibridacdo a 45°C durante 30 minutos. Apos a hibridacao,
efectuou-se uma lavagem com 1 ml da solugdo Stringent Wash Solution, durante 15 minutos a 45°C
com agitagdo, seguindo-se uma lavagem com agitagdo com 1 ml da solugdo de Rinse ¢ uma
incubacdo com 1ml da solucdo de conjugado diluido durante 30 minutos a temperatura ambiente
com agitagdo. Apds a incubagao, efectuaram-se duas lavagens com 1 ml da solugdo de Rinse e uma
lavagem com Iml de dgua destilada. De seguida, adicionou-se 1 ml da solugdo de substrato diluido
(Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemanha) e incubou-se, entre 3 a 20 minutos, sem agitacdo e
com proteccdo da luz, até ao aparecimento de sinais de revelacdo. A reac¢do de revelagdo foi
interrompida com duas lavagens com agua destilada. Os padrdes de hibridagdo foram analisados
com a ajuda de uma matriz fornecida pelo fabricante do sistema — Figura 8 (Hain Lifescience,

2009).

3.2.5 GenoType MTBDRsl

O teste GenoType MTBDRsl (Hain Lifescience GmbH) desenvolvido pela Hain Lifescience ¢
baseado na tecnologia “DNA-STRIP®” e permite a identificacio simultdnea do complexo M.
tuberculosis e de mutagdes ligadas a resisténcia as fluoroquinolonas, como a ofloxacina ¢ a

moxifloxacina, aos antibioticos injectaveis (aminoglicosideos/péptidos ciclicos) e ao etambutol, em
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isolados em cultura ou em amostras pulmonares com baciloscopia positiva (Hain Lifescience,
2010). A identificagdo da resisténcia as fluoroquinolonas ¢ feita através da deteccdo das mutagdes
mais frequentes no gene gyrA, que codifica para a DNA girase. Para a detec¢do da resisténcia aos
aminoglicosideos/péptidos ciclicos, sdo detectadas as mutagdes mais comuns no gene que codifica
para o 16S RNA (rrs) e para a detec¢do da resisténcia ao etambutol sdo detectadas as mutacgdes
mais comuns no gene embB, que em conjunto com os genes embA ¢ embC, codifica para

arabinosiltransferases (Hain Lifescience, 2010).

O procedimento deste teste envolve a extrac¢do do DNA a partir de culturas de M. tuberculosis.

2

De seguida realiza-se uma amplificagdo por “Multiplex” PCR com “primers” biotinilados,
especificos para as regides dos genes ligados as diferentes resisténcias. Posteriormente a
amplificagdo, os produtos de PCR sdo desnaturados e hibridados com tiras de nitrocelulose,
contendo sondas para os varios alvos acima referidos. A hibridagdo com as sondas ¢ revelada
através da reaccdo de poOs hibridagdo, que promove o desenvolvimento de uma reaccdo
colorimétrica no local das sondas com as quais ocorre hibridagao, detectavel a olho nu. Deste modo,
as mutagdes sdo detectadas pela auséncia de hibridagdo com uma sonda de uma sequéncia selvagem

ou através da hibridacdo do fragmento amplificado com uma sonda especifica para as mutagdes

mais comuns (Hain Lifescience, 2010).

O teste GenoType MTBDRsl (Figura 10) contém um total de 22 zonas de reacc¢do, sendo elas:
controlo do conjugado; controlo de amplificagdo; uma sonda para o complexo M. tuberculosis; uma
sonda controlo do gene gyrA; trés sondas para sequéncias selvagens do gene gyrA; seis sondas para
mutacoes especificas no gene gyrA; uma sonda controlo do gene rrs; duas sondas para sequéncias
selvagens do gene rrs; duas sondas para mutacdes especificas no gene rrs; uma sonda controlo do
gene embB; uma sonda para uma sequéncia selvagem do gene embB e duas sondas para mutagdes

especificas no gene embB (Hain Lifescience, 2010).
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Figura 10. llustracdo da tira do sistema de deteccdo molecular GenoType MTBDRsI (adaptado de: Hain Lifescience, 2010).

As sondas selvagens para o gene gQyrA compreendem a regido entre os coddes 85 a 96 do
respectivo gene (Figura 11), com a sonda gyrA WT1 a abranger a regido entre os coddes 85 a 89, a
sonda gyrA WT2 a regido entre os coddes 89 a 93 e a sonda gyrA WT3 a regido entre os conddes 92
a 96. No que diz respeito as sondas para as mutagdes (Figura 11), a sonda gyrA MUT1 identifica a
mutagdo A90V no codio 90, a sonda gyrA MUT?2 identifica a mutagao S91P no codao 91, enquanto
as sondas gyrA MUT3A, gyrA MUT3B, gyrA MUT3C e gyrA MUT3D identificam as mutagdes
D94A, D94N e D94Y (MUT3B) e D94G e D94H no codao 94, respectivamente (Hain Lifescience,

2010).
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Figura 11. Representacdo esquematica da regido de determinacéo de resisténcia as fluoroquinolonas (QRDR de “quinolone-
resistance determining region’) no gene gyrA e das posi¢6es das sondas do sistema MTBDRsI. gyrA WT1 a 3: sondas gyrA tipo
selvagem; gyrA MUT 1 a 3: sondas de mutagdo no gyrA. Os niimeros dentro das caixas cinzentas mais escuras especificam as
posicdes dos coddes para as quais as sondas de mutagdo foram desenhadas, nomeadamente os coddes 90 (A90V), 91 (S91P) e 94
(D94A, D94N, D94Y e D94G e D94H) (adaptado de: Hain Lifescience, 2010).

Para o gene rrs existem duas sondas com sequéncias selvagens, a rrs WT1 e a sonda rrs WT2,
e duas sondas para mutagdes, a sonda rrs MUT1, que identifica a mutacdo (A—G) no coddo 1401
(resisténcia fenotipica a capreomicina, canamicina € a amicacina) e a sonda rrs MUT2, que

identifica a mutacdo (G—T) no codao 1484 (resisténcia fenotipica a capreomicina, viomicina,

canamicina e a amicacina) — Tabela 8 (Hain Lifescience, 2010).

Tabela 8. Sondas selvagens e de mutacdo do sistema MTBDRsI para o gene rrs, com as

mutacdes e a resisténcia fenotipica correspondentes (adaptado de: Hain Lifescience, 2010).

sondas Nucleétido Sondas de Mutacdo | Resisténcia fenotipica @
selvagens mutacao

rrs WT1 1401 rrs MUT1 1401(A—G) | CAP®, Vio®, AMK® KAN®
rrs WT2 1484 rrs MUT2 | 1484(G—T) | CAP®, Vio®, AMK® KAN®

(1) CAP: Capreomicina; Vio: Viomicina; AMK: Amicacina; KAN: Canamicina; R: Resistente; S: Sensivel;

Por fim, para o gene embB existe apenas uma sonda com sequéncia selvagem (embB WT) e
duas sondas para mutacdes, a embB MUT1A, que identifica a mutagdo M3061 e a embB MUT1B,

que identifica a mutagdo M306V — Tabela 9 (Hain Lifescience, 2010).
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Tabela 9. Sondas selvagens e de mutacdo do sistema MTBDRs| para o gene embB, com as

mutac0es e a resisténcia fenotipica correspondentes (adaptado de: Hain Lifescience, 2010).

Sondas selvagens Coddes SondasNde Mutacéo ReS|s'te_nC|3)
mutagéo fenotipica
embB WT 306 embB MUT1A M306l EMBR
embB WT 306 embB MUT1B M306V EMB"

(1) EMB: Etambutol; R: Resistente

3.2.5.1 GenoType MTBDRsl - Amplificagdo

A amplificagdo foi efectuada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante, incluindo a
utilizagdo de uma polimerase especifica (HotStarTaq DNA Polimerase, da Qiagen) como sugerido.
Concisamente, as reac¢des do “Multiplex” PCR foram preparadas adicionando 5ul de DNA total
extraido a uma mistura reaccional de 45ul contendo: Sul de tampdo 10X (contém 15 mM MgCl,) da
enzima HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen); 2ul de solugdo 25 mM MgCl, da enzima
HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen), 35ul de “Primer Nucleotid Mix (PNM)” (Hain Lifescience
GmbH); 0,2ul (1 U) de HotStarTaq DNA Polimerase (Qiagen) e 3ul de 4gua bidestilada esterilizada

por autoclavagem (Hain Lifescience, 2010).

As reacgoes de amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler Personal e
respeitaram o seguinte programa: desnaturacdo inicial a 95°C durante 15 minutos, seguida de 10
ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 30 segundos e emparelhamento a 58°C durante 2 minutos,
seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 25 segundos, emparelhamento a 53°C durante
40 segundos e extensdo a 70°C durante 40 segundos, terminando com um passo de extensdo final a

70°C durante 8 minutos (Hain Lifescience, 2010).

Os produtos da amplificacdo foram analisados por electroforese em gel de a 2% (p/v) com 0,25

ug/ml de brometo de etideo, em tampao TAE 1X e com voltagem constante de 65 V durante 45
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minutos. Foi utilizado como marcador de peso molecular o GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder. Os

resultados foram visualizados e registados num aparelho Gel-doc XR.

3.2.5.2 GenoType MTBDRslI - Hibridacéo

A hibridacdo foi efectuada segundo o protocolo fornecido pelo fabricante. Resumidamente,
20ul do produto amplificado foram desnaturados a temperatura ambiente durante 5 minutos com a
adi¢do de 20pul da solugdo de desnaturacdo (Hain Lifescience GmbH), seguindo-se uma incubacao
com agitacdo com Iml da solucdo de hibridacdo a 45°C durante 30 minutos. Apos a hibridacao,
efectuou-se uma lavagem com 1 ml da solugdo Stringent Wash Solution, durante 15 minutos a 45°C
com agitagdo, seguindo-se uma lavagem com agitagdo com 1 ml da solugdo de Rinse ¢ uma
incubacdo com 1ml da solucdo de conjugado diluido durante 30 minutos a temperatura ambiente
com agitagdo. Apds a incubagao, efectuaram-se duas lavagens com 1 ml da solugdo de Rinse e uma
lavagem com Iml de 4dgua destilada. De seguida, adicionou-se 1 ml da solugdo de substrato diluido
e incubou-se, entre 3 a 20 minutos, sem agitacdo e com protec¢dao da luz, até ao aparecimento de
sinais de revelagdo. A reaccao de revelacdo foi interrompida com duas lavagens com agua destilada.
Os padrdes de hibridagdo foram analisados com a ajuda de uma matriz, fornecida pelo fabricante do

sistema — Figura 10 (Hain Lifescience, 2010).

3.2.6 Sequenciacgao do gene rpoB

Para a amplificacdo de um fragmento interno do gene rpoB com cerca de 350 pb, utilizou-se

DNA genomico extraido de culturas. Os “primers” utilizados encontram-se descritos na Tabela 3.

As reacgdes foram preparadas adicionando Sul de DNA total extraido a uma mistura reaccional

de 45ul contendo: 5ul de 1X tampao da enzima Taq DNA Polimerase; 1,75 mM MgCl,, 200uM de
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cada ANTP, 20 pmol de cada “primer”, 2 U de Taq DNA Polimerase (Fermentas International Inc) e

agua bidestilada esterilizada por autoclavagem.

As reacgdes de amplificagdo foram efectuadas num termociclador Mastercycler Personal com o
seguinte programa: desnaturagdo inicial a 95°C durante 4 minuto, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 1 minuto, emparelhamento a 60°C durante 1 minuto e extensdo a 72°C

durante 1 minuto, terminando com um passo de extensdo final a 72°C durante 10 minutos.

Os produtos da amplificagdo foram analisados por electroforese em gel de agarose a 2% (p/v)
com 0,25 pg/ml de brometo de etideo, em tampao TAE 1X e com voltagem constante de 65 V
durante 45 minutos, utilizando-se como marcador de peso molecular o GeneRuler'™ 100 bp DNA
Ladder e enviados para purificagdo e sequenciagdao nas instalagdes da STAB-VIDA (Caparica,
Portugal). Ambas as cadeias de DNA foram sequenciadas, com o par de “primers” usado na
amplificacdo por PCR. As sequéncias obtidas foram analisadas para rastreio de mutacdes com
recurso aos programas de andlise de sequéncias “BioEdit” versao 7.0.8.0 (Hall, 1998) e “CLC

Sequence Viewer” versao 6.4 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca).

3.2.7 Validacé&o analitica dos sistemas de detec¢do molecular estudados

A validagdo do desempenho dos trés sistemas de detec¢ao molecular utilizados neste trabalho

foi realizada recorrendo-se ao calculo dos seguintes parametros segundo Forbes et al., 2002:

e Sensibilidade - percentagem de amostras detectadas com o agente/problema de interesse
que tém o resultado do teste positivo. Indica quao bom ¢ o teste a identificar as amostras
com agente/problema;

e Especificidade - percentagem de amostras sem o agente/problema de interesse que t€m o

teste negativo. Indica quao bom ¢ o teste identificar as amostras sem o agente/problema;
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e Valor Preditivo Positivo (VPP) - probabilidade de uma amostra com um resultado
positivo ter efectivamente o agente/problema;
e Valor Preditivo Negativo (VPN) - probabilidade de uma amostra com um resultado

negativo nao ter efectivamente o agente/problema.

Para efectuar os célculos foi usada uma tabela que contem todas as informagdes criticas para
cada sistema e¢ que permite a facil aplicacdo das formulas utilizadas - Figura 12 (Forbes et al.,

2002).

“Gold Standard”
Positivo Negativo
e ® a h
Positivo verdadeiro positivo |  falso positivo
Sistema
em estudo ) ¢ d
Negativo falso negativo | verdadeiro negativo
L a 100 Especificidade = — 39— %100
Sensibilidade = ——— X speciiicidade ===
vppo ' %100 VPN=—3  x100
- atb ctd

Figura 12. Tabela modelo usada para a valida¢do analitica dos sistemas de deteccdo molecular estudados e respectivas
formulas para o calculo de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN)
(adaptado de: Forbes et al., 2002).
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Relativamente aos sistemas de detec¢cao molecular estudados, considera-se:

Um resultado positivo para a identificagdo do complexo M. tuberculosis, quando ¢
detectada hibrida¢ao com a respectiva sonda.

Um resultado positivo para a detec¢ao de resisténcia a um determinado antibidtico,
quando ¢ detectada a presenca de uma mutacdo para a resisténcia por hibridagdo com a
sonda correspondente. Desta forma, um “falso positivo” ocorre quando ¢ detectada uma
mutacdo numa estirpe fenotipicamente sensivel ao farmaco e um “falso negativo”

quando ndo ¢ detectada mutagdo numa estirpe fenotipicamente resistente ao farmaco.
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4 Resultados

4.1 Deteccao de Tuberculose Multirresistente (MDR-TB)

Nesta parte do trabalho, testaram-se e avaliaram-se os sistemas de detecgdo molecular INNO-
LiPA Rif. TB e MTBDRplus para a identificagdo de MDR-TB (M. tuberculosis resistente a

rifampicina e a isoniazida) em isolados clinicos e amostras respiratorias com baciloscopia positiva.

4.1.1 Isolados Clinicos

Foram analisados os DNAs extraidos de 21 isolados clinicos previamente identificados como
pertencendo ao complexo M. tuberculosis e cujo perfil fenotipico de resisténcia aos antibidticos de
primeira linha havia sido previamente determinado como sendo multirresistentes (em 20 deles com
resisténcia pelo menos a rifampicina e isoniazida) e ainda um isolado clinico mono-resistente a
rifampicina. Usou-se ainda o DNA extraido de culturas da estirpe de referéncia H37Rv. Para o seu
estudo do ponto de vista da detec¢do molecular de mutacdes que confiram resisténcia a estes
farmacos recorreu-se aos sistemas INNO-LiPA Rif. TB e MTBDRplus tal como proposto nos

objectivos deste trabalho.

4.1.1.1 INNO-LIPA RIif. TB

Os 21 isolados clinicos analisados pelo INNO-LiPA Rif. TB apresentaram, todos eles,
amplificacdo apods a realizagdo do “Nested” PCR. A visualiza¢do dos produtos das duas reaccdes de
amplificacdo, por electroforese em gel de agarose, permitiu observar dois produtos de amplificacao
com tamanhos distintos, nomeadamente, o produto da amplificagdo inicial com os “outer LiPA

primers” que apresenta um fragmento com um peso molecular de aproximadamente 410 pb (por
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vezes nao visivel) e o produto da segunda amplificagdo com os “inner LiPA primers”, que

corresponde a um fragmento com um peso molecular de aproximadamente 260 pb (Figura 13).

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

F o o © .0 >~ ’
N S
S W & ) PRGN &
~ ) IS < o & S
S T E S YTEe ¢

\ &

12 Amplificacdo 22 Amplificacdo

—
—_—

Figura 13. Visualizacdo exemplificativa dos produtos de amplificacdo por “Nested” PCR do INNO-LiPA Rif. TB, ap6s
electroforese em gel de agarose (2%). M 100 pb: marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder. Produto da 1°
amplificagdo (“outer LiPA primers”) apresenta uma banda com um peso molecular de aproximadamente 410 pb para o isolado e
controlo + (controlo positivo). Produto da 2* amplificagdo (“inner LiPA primers”) apresenta uma banda com um peso molecular de
aproximadamente 260 pb para o isolado e controlo + (controlo positivo).

No que diz respeito a hibridagao, todos isolados clinicos (n=21) apresentaram hibridacdo com a
sonda para o complexo M. tuberculosis. Destes, 20 apresentaram hibridagdo com as sondas de
sequéncias selvagens S1, S2, S3, S4 e a sonda R5 (mutacdo S531L) e um (isolado 1) apresentou
hibrida¢do com as sondas de sequéncias selvagens S1, S3, S4, S5 e a sonda R2 (mutagdo D516V) -

Figura 14 e Tabela 10.

A estirpe de referéncia H37Rv apresentou um padrao de hibridagao sem mutagdes (Figura 14 e

Tabela 10).
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IMarcador colondo
Controlo do conjugado

Complexo MTE

Figura 14. Padrdes de hibridacdo obtidos com o sistema de detec¢do molecular INNO-LiPA Rif. TB para diferentes isolados.
Isolado 11: auséncia de hibridagdo com a sonda S5 e uma banda de hibridagdo com a sonda R5 (mutagdo S531L); Isolado 1:
auséncia de hibridagdo com a sonda S2 ¢ uma banda de hibridagdo com a sonda R2 (mutagdo D516V).

4.1.1.2 GenoType MTBDRplus

Os 21 isolados clinicos analisados pelo MTBDRplus apresentaram, todos eles, amplificacdo
total ap0ds a realizagdo do “Multiplex” PCR. A visualiza¢do dos produtos gerados, por electroforese
em gel de agarose a 2%, permitiu observar duas bandas, uma com 110 - 120 pb (correspondendo ao
fragmento para identificagdo do complexo M. tuberculosis, ao fragmento da regido promotora do
operao mabA (fabG1) /inhA e ao fragmento do gene katG) e outra com aproximadamente 166 pb

(correspondente ao fragmento do gene rpoB) - Figura 15.
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Figura 15. Visualizacdo exemplificativa dos produtos de amplificacdo por “Multiplex” PCR do MTBDRplus, apés
electroforese em gel de agarose (2%). M 50 pb: marcador de peso molecular GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder. Isolado e controlo
positivo (controlo +) apresentam duas bandas, uma com 110 - 120 pb (correspondente ao fragmento para identificagdo do complexo
M. tuberculosis, fragmento da regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA e fragmento do gene katG) e uma banda com
aproximadamente 166 pb (correspondente ao fragmento do gene rpoB).

No que diz respeito a hibridagdo, dos 21 isolados clinicos do complexo M. tuberculosis
analisados por este sistema, 18 apresentaram hibridagdo com a sonda para o complexo M.
tuberculosis, a sonda MUT3 do gene rpoB (mutagdo S531L) e a sonda MUT 1 na regido promotora
do operdo mabA (fabGl) /inhA (mutagdo C-15T). Um isolado clinico (Isolado 1) apresentou
hibridagdo com a sonda para o complexo M. tuberculosis, a sonda MUT1 do gene rpoB (mutagio
D516V) ¢ a sonda MUTI na regido promotora do operdao mabA (fabG1l) /inhA (mutagao C-15T).
Um isolado clinico (Isolado 11) apresentou hibridagio com a sonda para o complexo M.
tuberculosis, a sonda MUT3 do gene rpoB (mutagdo S531L) e a sonda MUT1 do gene katG
(mutagdo S315T). Por ultimo, um isolado clinico (Isolado 2) apresentou hibridagdo com a sonda
para o complexo M. tuberculosis e a sonda MUT3 do gene rpoB (mutagdo S531L) - Figura 16 ¢

Tabela 10.

Por fim, a estirpe de referéncia H37Rv apresentou um padrdo de hibridagdo sem mutagdes

(Figura 16 e Tabela 10).
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Controlo de amplificagio (AC)
M. tuberculosis complex (TUB)

Controlo do Locus rpoB (rpoB)

Sonda selvagem 1 rpoB (rpoB WT1)

Sonda selvagem 2 rpoB (rpoB WT2)

Sonda selvagem 3 rpoB (rpoB WT3)

Sonda selvagem 4 rpoB (rpoB WT4)

Sonda selvagem 5 rpo8 (rpoB WT5)

Sonda selvagem 6 rpoB (rpoB WT6)

Sonda selvagem 7 rpoB {rpoB WTT)

Sonda selvagem 8 rpo8 (rpoB WT8)

Sonda 1 para a mutagao no rpoB (rpeB MUT1)
Sonda 2A para a mutagdc no rpoB (rpoB MUT2A)
Sonda 2B para a mutagiio no rpoB (rpoB MUT28)
Sonda 3 para a mutacio no rpoB (rpoB MUT3)

Controlo do Locus katG (katG)

Sonda selvagem katG (karG WT)

‘Sonda 1 para a mutacdo no katG (katG MUT1)
Sonda 2 para a mutagio no katG (katG MUT2)

Controlo do Locus inhA {inhA)

Sonda selvagem 1 inhA (inhA WT1)

Sonda selvagem 2 inhA (inhA WT2)

Sonda 1 para a mutagdo no inhA (inhA MUT1)
Sonda 2 para a mutagdo no inhA (inhA MUT2)
‘Sonda 3A para a mutagdo no inhA finhA MUT3A)
Sonda 3B para a mutagio no inhA (inhA MUT38)

Marcador colorido

Figura 16. Padrdes de hibridag&o obtidos com o sistema de deteccdo molecular MTBDRplus para diferentes isolados. Isolado
7: mutagdo S531L (MUT3) no gene rpoB e a mutagdo C-15T (MUTI) na regido promotora do gene inhA; Isolado 1: mutagdo
D516V (MUT31) no gene rpoB e a mutagdo C-15T (MUT1) na regido promotora do gene inhA; Isolado 11: muta¢do S531L (MUT3)
no gene rpoB e a mutagdo S315T (MUT1) no gene katG; Isolado 2: mutagdo S531L (MUT3) no gene rpoB.
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Tabela 10. Resumo dos resultados dos sistemas de deteccdo molecular INNO-LIiPA RIif.
TB e MTBDRplus na identificagdo de MDR-TB em isolados clinicos.

Identificacéo do
complexo M.

Meétodo convencional de

INNO-LiPA

°doi @
N do isolado tuberculosis por susceptibilidade em cultura Rif TB® MTBDRplus
AccuProbe @
MTBc +
) R, R, R, S. R MTBc + I'pOBI D516V
1 Positiva INH™; RIF®; STR™; EMB”; PZA rpoB: D516V KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc¢ +
s S. R, S. S. s MTBc + rpoB: S531L
2 Positiva INH>; RIF"; STR”; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
L R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L
3 Positiva INH"™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
- R, R, s. R. R MTBc + rpoB: S531L
4 Positiva INH"; RIF™; STR”; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
4 R, R. R. R, R MTBc + rpoB: S531L
5 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: S31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
. R. R. R. R, S MTBc + rpoB: S531L
6 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
L R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L
7 Positiva INH"; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
- R, R, R. S. S MTBc + rpoB: S531L
8 Positiva INH"; RIF™; STR™; EMB”; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
4 R, R, R. R. s MTBc + rpoB: S531L
9 Positiva INH™; RIF"; STR™; EMB™; PZA rpoB: S31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
- R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L
10 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T
MTBc +
L R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L
11 Positiva INH"™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L katG- S315T
inhA: WT
MTBc +
L S. S. s. s. S MTBc + rpoB: WT
H37Rv Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol;
PZA: Pirazinamida; (3;4): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo
Mycobacterium tuberculosis; WT: Selvagem; S: serina; L: leucina; T: treonina;
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Tabela 10. Resumo dos resultados dos sistemas de deteccdo molecular INNO-LIiPA RIif.

TB e MTBDRplus na identificagdo de MDR-TB em isolados clinicos, continuacéo.

Identificacdo do
0 An i complexo M. Método convencional de INNO-LIPA @
N do isolado tuberculosis por susceptibilidade em cultura ©® RifT8® | MTBDRplus
AccuProbe @

MTBc +
s R. R. R. R. R MTBc + rpoB: S531L

12 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB"; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
it R, R, S. R. R MTBc + rpoB: S531L

13 Positiva INH"™; RIF™; STR”; EMB™; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
i R, R, R. S. S MTBc + rpoB: S531L

14 Positiva INH"; RIF"; STR™; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
i R, R, R. S. S MTBc + rpoB: S531L

15 Positiva INH"; RIF"; STR™; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
i R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L

16 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB"; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
o R, R, R. R, R MTBc + rpoB: S531L

17 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB™; PZA rpoB: SS31L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
f R, R, R, s. R MTBc + rpoB: S531L

18 Positiva INH"; RIF"; STR™; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
f R, R, R, s. R MTBc + rpoB: S531L

19 Positiva INH"; RIF"; STR™; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
i R, R, R. S. s MTBc + rpoB: S531L

20 Positiva INH"; RIF™; STR™; EMB”; PZA rpoB: S531L KatG: WT
inhA: C-15T

MTBc +
it R, R, R. S. s MTBc + rpoB: S531L

21 Positiva INH™; RIF™; STR™; EMB”; PZA rpoB: S31L KatG: WT
inhA: C-15T

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol;
PZA: Pirazinamida; (3;4): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo
Mycobacterium tuberculosis; WT: Selvagem; S: serina; L: leucina; T: treonina;



4.1.2 Amostras Clinicas

Foram analisadas 33 amostras respiratdrias com baciloscopia positiva pelo sistema INNO-LiPA

Rif. TB e MTBDRplus.

4.1.2.1 INNO-LIiPA RIif. TB

Das 33 amostras respiratdrias com baciloscopia positiva caracterizadas pelo INNO-LiPA Rif.
TB, 32 apresentaram amplificacdo apos a realizacdo do “Nested” PCR directamente a partir da

amostra (Tabela 11).

Das 32 amostras que foi possivel amplificar com o INNO-LiPA Rif. TB, 31 deram um
resultado positivo para a detecgdo do complexo M. tuberculosis apds a realizagao da hibridagdo ¢
uma (amostra 7) nao hibridou com a sonda do complexo M. tuberculosis. Esta amostra apresentou
amplificagdo no “Nested” PCR efectuada directamente a partir da amostra (Figura 17), no entanto,
na hibridag@o observou-se apenas presenca de uma banda de hibridagdo com a sonda S2 (Figura 18
e Tabela 11). Da posterior identificagao deste isolado concluiu-se tratar de Mycobacterium avium

(vide pag. 63).
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Figura 17. Visualizagdo dos produtos de amplificacdo do “Nested” PCR do INNO-LiPA Rif. TB para a amostra 7, ap6s
electroforese em gel de agarose (2%). M 100 pb: marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder. Produto da 1*
amplificagdo (“outer LiPA primers”) apresenta uma banda individual com um peso molecular de aproximadamente 410 pb apenas no
controlo positivo (controlo +). Produto da 2* amplificagdo (“inner LiPA primers”) apresenta uma banda individual com um peso
molecular de aproximadamente 260 pb na amostra e no controlo positivo (controlo +).

Das 31 amostras positivas para o complexo M. tuberculosis, 29 apresentaram um padrdo de
hibridacdo sem qualquer mutacdo e duas amostras (Amostra 3 e 26) apresentaram um padrao de

hibridacdo com mutacao no gene rpoB (Figura 18 e Tabela 11).

A amostra 3 apresentou um padrdo de hibridagdo varidvel, isto ¢, da primeira vez que se
efectuou o ensaio, esta amostra apresentou uma banda de hibridacdo de intensidade fraca com a
sonda S2 e a auséncia de hibridacdo com a sonda S1, enquanto que na repeti¢do do ensaio para esta
amostra, se observou uma banda de hibrida¢do de intensidade muito fraca com a sonda S1 (Figura
18 e Tabela 11). A estirpe isolada deste doente demonstrou ser fenotipicamente susceptivel a
rifampicina tendo-se procedido a subsequente andlise por sequenciagdo do gene rpoB para

esclarecimento destes resultados (ver ponto 4.1.2.3).

No caso da amostra 26, observou-se hibridacdo com a sonda de mutagdo R4b, correspondente a
mutagdo H526D (Figura 18 e Tabela 11). A estirpe isolada deste doente demonstrou ser

fenotipicamente resistente a rifampicina.
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Figura 18. Padrdes de hibridac&do obtidos com o sistema de detecgdo molecular INNO-LiPA Rif. TB para diferentes amostras.
Amostra 7: hibridagdo com a sonda S2; Amostra 2: sem muta¢des; Amostra 3a (12 hibridacéo): banda de hibridagdo de
intensidade fraca com a sonda S2 e a auséncia de hibridagdo com a sonda S1; Amostra 3b (22 hibrida¢do): banda de hibridagdo de
intenciadade muito fraca com a sonda S1; Amostra 26: mutagdo H526D (R4b) no gene rpoB.
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4.1.2.2 GenoType MTBDRplus

Das 33 amostras respiratérias caracterizadas pelo MTBDRplus, 27 apresentaram amplificagdo
total apds a realizagao do “Multiplex” PCR directamente a partir das amostras (duas banda visiveis
no gel), quatro apresentaram amplificagdo incompleta (uma banda visivel no gel) e duas nao

apresentaram amplificacdo (Figura 19 e Tabela 11).

250 pb 250 pb

200 pb 200 pb

150 pb
100 pb
50 pb
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100 pb
50 pb

Figura 19. Visualizacdo dos produtos de amplificacdo por “Multiplex” PCR do MTBDRplus, apés electroforese em gel de
agarose (2%), para diferentes amostras. M 50 pb: marcador de peso molecular GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder; Amostra 6, 11 e
16: apresentam duas bandas, uma com 110 - 120 pb (correspondente ao fragmento para identificagdo do complexo M. tuberculosis,
ao fragmento da regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA e ao fragmento do gene katG) e outra com aproximadamente 166
pb (correspondente ao fragmento do gene rpoB); Amostra 15: apresenta uma banda com 110 - 120 pb (correspondente ao fragmento
para identificagdo do complexo M. tuberculosis, ao fragmento da regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA e ao fragmento do
gene katG); Amostra 7: apresenta uma banda com 110 - 120 pb de intensidade muito fraca (correspondente ao fragmento para
identificagdo do complexo M. tuberculosis, ao fragmento da regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA e ao fragmento do gene
katG); Amostra 27 e 32 ndo apresentam bandas de amplificagdao; Controlo + (Controlo positivo): apresentam duas bandas, uma
com 110 - 120 pb e outra com aproximadamente 166 pb.

Nas duas amostras que ndo apresentaram amplificacdo (amostras 27 e 32), ndo foi visivel

qualquer produto de amplificacdo na electroforese em gel de agarose (Figura 19).

Nas quatro amostras respiratorias que apresentaram amplificagdo incompleta (amostras 3, 7, 15
e 26), a visualizagdo dos produtos de amplificagao gerados por “Multiplex” PCR, apenas permitiu
observar uma das duas bandas esperadas, nomeadamente, a banda com cerca de 110 - 120 pb,
correspondente ao fragmento para identificagdo do complexo M. tuberculosis, ao fragmento da

regido promotora do operao mabA (fabG1l) /inhA e ao fragmento do gene katG. A banda com
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aproximadamente 166 pb, correspondente ao fragmento do gene rpoB, ndo estava visivel (Figura
19), pelo que, destas quatro amostras apenas se efectuou a hibridagdo das amostras 7 ¢ 15. A
amostra 7 apresentou hibridacdo apenas com as sondas para a regidao promotora do operdo mabA
(fabG1) /inhA, nomeadamente com a sonda de controlo do gene e com as sondas de sequéncias
selvagens, ¢ a amostra 15 apresentou hibridagdo apenas com as sondas para o gene katG,
nomedadamente com a sonda de controlo do gene e com a sonda de sequéncia selvagem (Figura 20
e Tabela 11). Estes resultados inconclusivos foram posteriormente analisados em comparagdo como
os resultados fenotipicos e genotipicos obtidos com outros métodos e a sua discussdo encontra-se

no ponto 5.1.2.2.

Nas 27 amostras que apresentaram amplificagdo total com o MTBDRplus, apds a realizagdo da
hibridacdo, observou-se que todas apresentaram hibridacdo com a sonda para o complexo M.
tuberculosis e todas apresentaram um padrdo de hibridagao sem mutagdes nos genes rpoB, katG e
na regido promotora do operdo mabA (fabGl) /inhA (Figura 20 e Tabela 11). Contudo, duas
amostras (amostras 11 e 17) apresentaram uma banda de hibridacdo de intensidade fraca com a
sonda de controlo do gene e com a sonda de sequéncia selvagem 2 (inhA WT2) da regido

promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA (Figura 20).
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Sonda selvagem 4 rpoB8 (rpoB WT4)

Sonda selvagem 5 rpoB (rpo8 WT5)

Sonda selvagem 6 rpoB (rpoB WT6)

Sonda selvagem 7 rpoB (rpoB WTT)

Sonda selvagem 8 rpo8 (rpo8 WT8)

Sonda 1 para a mutago no rpoB (rpoB MUT1)
Sonda 2A para a mutagio no rpoB (rpoB MUT2A)
Sonda 2B para a mutagio no rpoB (rpoB MUT28)
Sonda 3 para a mutagdo no rpo8 (rpoB MUT3)

Controlo do Locus kalG (katG)

Sonda selvagem katG (katG WT)

Sonda 1 para a mutagdo no katG (katG MUT1)
Sonda 2 para a mutagdo no katG (katG MUT2)

Controlo do Locus inhA (inhA)

Sonda selvagem 1 inhA (inhA WT1)

Sonda selvagem 2 inhA (inhA WT2)

Sonda 1 para a mutagdo no inhA (inhA MUT1)
Sonda 2 para a mutagio no inhA (inhA MUT2)
Sonda 3A para a mutagio no inhA (inhA MUT3A)
Sonda 38 para a mutagio no inhA (inhA MUT3B)

Marcador colorido

Figura 20. Padrdes de hibridagdo obtidos com o sistema de deteccdo molecular MTBDRplus para diferentes amostras.
Amostra 7: bandas de hibridagdo de intensidade fraca com a sonda de controlo do gene e com as sondas de sequéncias selvagens da
regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA; Amostra 11: bandas de hibridag¢do de intensidade fraca com a sonda de controlo
do gene e com a sonda de sequéncia selvagem 2 (inhA WT2), da regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA; Amostra 15:
hibridagdo apenas com a sonda de controlo do gene e com a sonda de sequéncia selvagem do gene katG; Amostra 16: sem mutagdes;
Amostra 17: bandas de hibridagdo de intensidade fraca com a sonda de controlo do gene e com a sonda de sequéncia selvagem 2

(inhA WT2), da regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA.
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Tabela 11. Resumo dos resultados dos sistemas de detec¢cdo molecular INNO-LiIPA Rif. TB e

MTBDRplus na identificacdo de MDR-TB em amostras respiratdrias com baciloscopia positiva.

N° da 'der,l}l'f;ﬁ%‘ﬁgﬂgs‘i’:mfr'exo Método convencional de INNO-LIPARIf | /oo o

amostra ' AceuProbe (1? susceptibilidade em cultura @ TB® P

MTBc +

.. S, S, s, S, S MTBc + rpoB: WT

H37Rv Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT

inhA: WT

MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT

1 Positiva INH>; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT katG: WT
inhA: WT
MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT

2 Positiva INH>; RIF>; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT

3 Positiva INHS; RIFS; STR®; EMBS; PZAS MTBc + Amplificagdo

rpoB: S1 - incompleta
MTBc +
.. s, s, s, s, S MTBc + rpoB: WT

4 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT

5 Positiva INH>; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT katG: WT
inhA: WT
MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT
6 Positiva INH>; RIF>; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
Amplificagdo
incompleta
. MTBc s/h
5) _ -

7 Negativa MTBc rpoB: s/h
katG: s/h
inhA: WT
MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT

8 Positiva INH>; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT katG: WT
inhA: WT
MTBc +

.. S. S. S. S. S MTBc + rpOB: WT

9 Positiva INH>; RIF>; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +

... S, S, S, S. S MTBc + rpOB: WT

10 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +

.. s, S, s, S, S MTBc + rpoB: WT

11 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT

inhA: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol; PZA:
Pirazinamida. (3;4): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo Mycobacterium tuberculosis; WT:
Selvagem; s/h: sem bandas de hibridagdo; D: acido aspartico; H: histidina. (5) Mycobacterium avium. (6) Mycobacterium intracellulare.
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Tabela 11. Resumo dos resultados dos sistemas de detec¢cdo molecular INNO-LiIPA Rif. TB e
MTBDRplus na identificacdo de MDR-TB em amostras respiratérias com baciloscopia positiva,

continuagao.

N° da Ident|f|c%gao dlo gomplexo Meétodo convencional de INNO-LiPA Rif lus @
amostra M. tuberculosis por susceptibilidade em cultura ® TB® MTBDRplus
AccuProbe ®
MTBc +
- S. S. S. s. s MTBc + rpoB: WT
12 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
s S, S. S. s, s MTBc + rpoB: WT
13 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
i . . . S. s MTBc + rpoB: WT
14 Positiva INH”; RIF>; STR>; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
Amplificagdo
incompleta
s S. S. S. S. S MTBc + MTBc s/h
15 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT rpoB: s/h
katG: WT
inhA: s/h
MTBc +
s S, S. S. s, s MTBc + rpoB: WT
16 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc¢ +
i . . . S. s MTBc + rpoB: WT
17 Positiva INH”; RIF>; STR>; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
it S. S. . S. s MTBc + rpoB: WT
18 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S. S. S. s. s MTBc + rpoB: WT
19 Positiva INH”; RIF’; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S. S. S. . s MTBc + rpoB: WT
20 Positiva INH”; RIF>; STR>; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc¢ +
it S. S. . S. s MTBc + rpoB: WT
21 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S, S. S. s. s MTBc + rpoB: WT
22 Positiva INH”; RIF’; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
" R, S. s, s. s MTBc + rpoB: WT
23 Positiva INH"; RIF>; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol; PZA:
Pirazinamida; (3;4): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo Mycobacterium tuberculosis; WT:
Selvagem; s/h: sem bandas de hibridagdo; D: acido aspartico; H: histidina. (5) Mycobacterium avium. (6) Mycobacterium intracellulare.
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Tabela 11. Resumo dos resultados dos sistemas de detec¢cdo molecular INNO-LiIPA Rif. TB e

MTBDRplus na identificacdo de MDR-TB em amostras respiratérias com baciloscopia positiva,

continuagao.

Identificacdo do complexo

o ) . o .
amogt?'a M. tuberculosis por susI::/tlaettc:gﬁ i(ac;r:j\;egrtr::c::rﬁudrz @ INNOTEI(SA Rt MTBDRplus
AccuProbe @ P
MTBc +
L S, S, S. S. s MTBc + rpoB: WT
24 Positiva INH”; RIF?; STR”; EMB”; PZA rpOB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S. S. s. s. R MTBc + rpoB: WT
25 Positiva INH”; RIF®; STR”; EMB”; PZA rpOB: WT KatG: WT
inhA: WT
it . R, S. S. S MTBc + Amplificagdo
26 Positiva INH”; RIF"; STR”; EMB®; PZA poB: H526D incompleta
27 Negativa © - Nao amplificou Nao amplificou
MTBc +
o s, s s. . s MTBc + rpoB: WT
28 Positiva INH”; RIF”; STR>; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S, S, s. S, s MTBc + rpoB: WT
29 Positiva INH”; RIF?; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S, S, S. S. S MTBc + rpoB: WT
30 Positiva INH”; RIF®; STR”; EMB”; PZA rpOB: WT KatG: WT
inhA: WT
MTBc +
- S, S. S. S. S MTBc + rpoB: WT
31 Positiva INH”; RIF”; STR>; EMB”; PZA rpoB: WT KatG: WT
inhA: WT
.. R, S. S. S. S MTBc + ~ .
32 Positiva INH"™; RIF°; STR”; EMB”; PZA rpoB: WT Nao amplificou
MTBc +
- S, S, S. S. S MTBc + rpoB: WT
33 Positiva INH”; RIF”; STR”; EMB”; PZA rpOB: WT KatG: WT
inhA: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB: Etambutol; PZA:
Pirazinamida; (3;4): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo Mycobacterium tuberculosis; WT:
Selvagem; s/h: sem bandas de hibridagdo; D: acido aspartico; H: histidina. (5) Mycobacterium avium. (6) Mycobacterium intracellulare.
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4.1.2.3 Sequenciacdo do gene rpoB para a amostra com resultados inconclusivos no INNO-

LiPA Rif. TB

Para a amostra que apresentou um padrao de hibridagao variavel com as sondas rpoB no ensaio
de INNO-LiPA Rif. TB, amostra 3, sequenciou-se um fragmento do gene rpoB, utilizando os
“primers” descritos na Tabela 3 (Capitulo Materiais e Métodos). Apds a recepgdo da sua sequéncia
e a subsequente analise observou-se a presen¢a de uma mutacdo no codao 514, correspondendo a
substitui¢do do nucleotido C na posi¢do 1299 pelo nucledtido T (coddo TTC pelo TTT na posi¢ao

514) — Figura 21.

1.180 1.200 1.20 1.240 1.260
1 | | ] I
H37Rv GHGHGGGTGE WEEGGGAGEG GATGANEAEE BEccANGTGe HccEcATHAN HENcEAcHEG TTCATEANEE TESccEEGGN ccFEGEEGEG 1260
AMOSIra3 - -« - --e-s ae- GGGHGEG GATGAEEAEE BAccHEcTGe HGGEGATEAE AEEcEAGAEC TTGATEAAEA TEEGCEEGGT cemEGEEGHEG 77

Consensus GAGCGGGTGG TCCGGGAGCG GATGACCACC CAGGACGTGG AGGCGATCAC ACCGCAGACG TTGATCAACA TCCGGCCGGT GGTCGCCGCG
00%

Conservation ‘ | ‘ |
e LIOCACCIAACICACYT (ORI

1.280 1300 133) 13d0
|
Ha7Rv ETEEEEcGEGT TETTEcCEEE BEcEEAcETC EcEER fccARERCHR Illlllsllc bl [efefeleh fife] | IIIIIIIGIG BEcEETGTEG 1350
Amostra3 ETEEEGGHEGT TETTEGGEEE BEcEEEcETG HcEEA TccAEERCAR BAREEEcETcC TEccccTTcHA EEEAEAEcCEC BECAETGTEG 167

Consensus ATCAAGGAGT TCTTCGGCAC CAGCCAGCTG AGCCAATTNA TGGACCAGAA CAACCCGCTG TCGGGGTTGA CCCACAAGCG CCGACTGTCG

cwerr, (TN ITTTTRTITIY (ORI CRTIVTT TYORTITIIIT (YUITITITIT (ORI (TTTITITT (T

|420

H37Rv GIGIIGGGGI EEccEGCTET GIIIIGIGIG BcEcEEcGCH IGGIGGIIIG BcABcTcEER IIGIIGIIII BEccEEGGAR GIGIIIGIII 1440
amostra3 GEGETcGeGE BEccBccTET cTEEEcTcEc BcTcEEcccE TocHccTEEc BcHEEcTcEAE BEcTEcEAET EEccEEcGAT cTcEEECATE 257

Consensus GCGCTGGGGC CCGGCGGTCT GTCACGTGAG CGTGCCGGGC TGGAGGTCCG CGACGTGCAC CCGTCGCACT ACGGCCGGAT GTGCCCGATC

00%
o

|d&D 1520

Hs7Rv GHEEEEEETG IGGGGIIIII BATEcGTETG IIIGGIIIGI FeTEccECTE IGIGIGGGII EEEEEcTTEG GGIIIIIIGI BEECEECTAE 1530
Amostra3 GANSEEEETG BccccEEEAN BATEccTETG AmEcGETEGHE FeTEccTcTA HclcEcccTE MABEEGTTEG coTTEATEGA BAEGEECTAR 347

Consensus GAAACCCCTG AGGGGCCCAA CATCGGTCTG ATCGGCTCGC TGTCGGTGTA CGCGCGGGTC AACCCGTTCG GGTTCATCGA AACGCCGTAC

ceener, [TTTTTTTTTT [ITTTITTTTT COTOTTVOTIY (TOYTTOORT CORTTIVINT COTIVITITEY (TOTOTTLL [T ITIvT (T

H37Rv IslllsslGG TEcHEEcGHEGT GGlIlGlGll cBcETEcTCT llllslllsl BcEEcHEccHEG slllslllle hlefel fefdl 1.1 ] GGIIIIIIIG 1620
Amostra3 BGE - - - - - - - - - - - s s it e e i e et s e e iieses mamemeresa smmmemeees mmmmeesean mmmememena meememnamnn

Consensus CGCAAGGTGG TCGACGGCGT GGTTAGCGAC GAGATCGTGT ACCTGACCGC CGACGAGGAG GACCGCCACG TGGTGGCACA GGCCAATTCG

c:"”ser"‘“"’ﬁ.||| H |ﬂFII'IITIﬂFI OONAANANAN OARAARANAN ARONAANANA ANANOANAN NANAARANN AAAARAMAN OMARAARAR ARAAMARAAT

Figura 21. Alinhamento do resultado de sequencia¢do da amostra 3 com a estirpe de referéncia H37Rv, efectuado com o
recurso ao programa “CLC Sequence Viewer” versdo 6.4 (CLC bio). Os numeros em cima das sequéncias indicam a posi¢éo dos
nucleétidos com base na sequéncia do gene rpob da estirpe de referéncia H37Rv; Na linha de cima encontra-se a sequéncia do gene
rpoB da estirpe H37Rv; na linha de baixo a sequéncia amplificada do gene rpoB da amostra 3; As barras rosas indicam a conservacao
das duas sequéncias; A sequéncia a preto indica a sequéncia consenso; O quadrado preto indica o coddo 514, localizado entre os
nucleétidos 1297 e 1299 do gene rpoB. A numeracdo dos aminoacidos é relativa ao sistema de numeragdo de Escherichia coli.
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4.2 Deteccdo de Tuberculose Extensivamente Resistente (XDR-TB)

Conforme explicitado nos Objectivos desta Dissertacdo, procurou-se igualmente testar a
proficiéncia dos novos testes moleculares para a deteccdo de XDR-TB através da aplicagdo do
sistema de detec¢do molecular MTBDRsl aos 21 isolados clinicos do complexo M. tuberculosis

anteriormente caracterizados e a estirpe de referéncia H37Rv.

4.2.1 GenoType MTBDRslI

Os 21 isolados clinicos analisados pelo MTBDRsl apresentaram, todos eles, amplificagdo total
apos a realizagdo do “Multiplex” PCR. A visualizagdo dos produtos de amplificagdo por
electroforese em gel de agarose permitiu observar duas bandas, uma com 110 - 140 pb
(correspondendo ao fragmento para identificagdo do complexo M. tuberculosis, ao fragmento do
gene gyrA e ao fragmento do gene embB) e outra com aproximadamente 260 pb (correspondendo ao

fragmento do gene rrs) (Figura 22).

300 pb
250 pb

200 pb
150 pb

100 pb
50 pb

Figura 22. Visualizagdo exemplificativa dos produtos de amplificacdo por “Multiplex” PCR do MTBDRsl, apds electroforese
em gel de agarose (2%). M 50 pb: marcador de peso molecular GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder. Isolado e controlo positivo
(controlo +) apresentam duas bandas, uma com 110 - 140 pb (correspondendo ao fragmento para identificagdo do complexo M.
tuberculosis, ao fragmento do gene gyrA e ao fragmento do gene embB) e outra com aproximadamente 260 pb (correspondendo ao
fragmento do gene rrs).
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No que diz respeito a hibridagdo, dos 21 isolados clinicos do complexo M. tuberculosis
analisados por este ensaio, todos apresentaram hibridacdo com a sonda para o complexo M.
tuberculosis. Seis isolados apresentam um padrao de hibridagdo sem mutagdes nos genes gyrA, rrs e
embB. Trés isolados apresentaram hibridagcdo com a sonda MUT1B do gene embB, correspondente
a mutagdo M306V. Outros seis isolados apresentaram hibridacdo com a sonda MUT2 do gene gyrA,
correspondente a mutacdo S91P, enquanto um isolado (isolado 9) apresentou hibridagdo com a
sonda MUT3C do gene gyrA, correspondente a mutacdo D94G. Dois isolados apresentaram
hibridagdo com a sonda MUT3C do gene gyrA (mutagao D94G) ¢ a sonda MUTI1B do gene embB
(mutagdo M306V). Por fim, os trés isolados restantes apresentaram hibrida¢do com a sonda
MUT3A do gene gyrA (mutagdo D94A), a sonda MUTIB do gene embB (mutagdo M306V) ¢ a
sonda MUT1 do gene rrs (mutagdo A1401G) (Figura 23 e Tabela 12). Estes resultados de detecgao
molecular foram confrontados com os resultados fenotipicos (vide 5.2.1) para o antibidtico
etambutol para o qual existe um teste de susceptibilidade fenotipico validado a nivel internacional e
considerado como “gold-standard”. Para o grupo das fluoroquinolonas e aminoglicosideos/péptidos
ciclicos, optou-se por nao efectuar qualquer analise fenotipica das estirpes estudadas, uma vez que
esta caracterizacao esta atribuida aos laboratérios de referéncia nacionais (Direc¢ao Geral da Saude,

2007), ndo estando implementado em rotina no nosso laboratorio.

Por fim, a estirpe de referéncia H37Rv apresentou um padrdo de hibridacdo sem mutagdes

(Figura 23 e Tabela 12).
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i o | - - f— - | o] Jeeesne ] Controlo do conjugado (CC)
- . -4 .- - | L -}++erss] =———— Controlo de amplificagdo (AC)

—
1
“.h - h—l_.d_..pm;-._ b i TR ———————— M. tuberculosis complex (TUB)
| | |
- - | -~ 1 1-- - - - N PErre ~———— Controlo do Locus gyrA (gyrA)
— - -—
1
ﬁ ]

Sonda selvagem 1 gyrA (gyrA WT1)

Sonda selvagem 2 gyrA (gyrA WT2)

Sonda selvagem 3 gyrA (gyrA WT3)

Sonda 1 para a mutagéo no gyrA (gyrA MUT1)
Sonda 2 para a mutagae no gyrA (gyrA MUT2)
‘Sonda 3A para a mutagdo no gyrA (gyrd4 MUT3A)
Sonda 3B para a mutagéo no gyrA (gyrA MUT3B)
Sonda 3C para a mutaciio no gvrA favrA MUT3C)
Sonda 3D para a mutagéo no gyrA (gyrA MUT3D)

—— o] -}essses] ——— Controlo do Locus rrs (rrs)
I - - - = - - - - - 3 EELLEE ‘Sonda selvagem 1 rrs (rrs WT1)
H L — = BRI ‘Sonda selvagem 2 rrs (rrs WT2)
-4 -] - - - - -|+=++++] =— Sonda1 paraa mutagdo no rrs (rrs MUT1)
-1 - ] - - - N Ak —— Sonda2 para a mutagio no rrs (rrs MUT2)
by - - o | - -| Sl - -- - - f— - - }resses] = Controlo do Locus embB (embB)
ez - - -] - - L - . seun) ] [-}eesres] —————— Sondaselvagem embB (embBWT)
-- - . - . -- o GEEEEE ————— Sonda 1A para a mutag&o no embB (emb8 MUT14)
= - ‘- - - ;m--ln l--- = o B GLLLLL — Sonda 1B para a mutagdo no embB (embB MUT1B)

-- Marcador colorido

Figura 23. Padrdes de hibridagao obtidos com o sistema de deteccdo molecular MTBDRsI para diferentes isolados. Isolado
14: sem mutagdes; Isolado 13: mutacdo M306V (MUT1B) no embB; Isolado 15: mutagdo S91P (MUT2) no gene gyrA; Isolado 9:
mutagdo D94G (MUT3C) no gene gyrA; Isolado 7: mutagdo D94G (MUT3C) no gene gyrA e a mutagdo M306V (MUTIB) no
embB; Isolado 17: mutagdo D94A (MUT3A) no gene gyrA, a mutagdo A1401G (MUT1) no gene rrs e a mutagdo M306V (MUT1B)
no embB.
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Tabela 12. Resumo dos resultados do sistema de deteccdo molecular MTBDRsI na

identificacdo de XDR-TB em isolados clinicos.

N° do isolado

Identificac@o do complexo M.
tuberculosis por AccuProbe )

Método convencional de
susceptibilidade em cultura ®

MTBDRs| @

Positiva

INH®; RIFR; STR®; EMBS; PZA®R

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: WT

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZAS

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: WT

Positiva

INHR; RIF®; STR?; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA: D94A
rrs: 1401(A—G)
embB: M306V

Positiva

INH®; RIFR; STRS; EMB®; PZAR

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: M306V

Positiva

INHR; RIFR; STR®; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA:D9%4G
rrs: WT
embB: M306V

Positiva

INH®; RIF®; STRY; EMBY; PZAS

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: WT

Positiva

INHR; RIF®; STR?; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA:D94G
rrs: WT
embB: M306V

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZAS

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: WT

Positiva

INH?; RIFR; STR®; EMBR; PZAS

MTBc +
gyrA: D94G
rrs: WT
embB: WT

10

Positiva

INHR; RIF®; STR?; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA: S91P
rrs: WT
embB: WT

H37Rv

Positiva

INHS; RIF%; STRS; EMBS; PZAS

MTBc +
rpoB: WT
katG: WT
inhA: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB:
Etambutol; PZA: Pirazinamida; (3): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo

Mycobacterium tuberculosis; WT: Selvagem; S: serina; D: acido aspartico; A: alanina; G: glicina; M: metionina; V: valina; P: prolina;
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Tabela 12. Resumo dos resultados do sistema de deteccdo molecular MTBDRsI na

identificacdo de XDR-TB em isolados clinicos, continuacao.

N° do isolado

Identificagéo do complexo M.
tuberculosis por AccuProbe )

Método convencional de
susceptibilidade em cultura ®

MTBDRs| @

11

Positiva

INHR; RIFR; STRR; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA: WT
res: WT
embB: WT

12

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMB®; PZA®R

MTBc¢ +
gyrA: S91P
rrs: WT
embB: WT

13

Positiva

INHR; RIF®; STR®; EMBR; PZAR

MTBc +
gyrA: WT
rrs: WT
embB: M306V

14

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZAS

MTBc +
gyrA: WT
res: WT
embB: WT

15

Positiva

INH®; RIFR; STRR; EMBS; PZAS

MTBc +
gyrA: S91P
rrs: WT
embB: WT

16

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMB®; PZA®R

MTBc +
gyrA: D94A
rrs: 1401(A—G)
emhB: M306V

17

Positiva

INHR; RIFY; STR?; EMBF; PZAR

MTBc +
gyrA: D94A
rrs: 1401(A—Q)
embB: M306V

18

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZA®

MTBc +
gyrA: WT
res: WT
embB: M306V

19

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZAR

MTBc¢ +
gyrA: S91P
rrs: WT
embB: WT

20

Positiva

INHR; RIF®; STR?; EMB?; PZAS

MTBc +
gyrA: S91P
rrs: WT
embB: WT

21

Positiva

INH®; RIF®; STR®; EMBS; PZAS

MTBc +
gyrA: S91P
res: WT
embB: WT

(1) Gen-Probe Incorporated; (2) S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; STR: Estreptomicina; EMB:
Etambutol; PZA: Pirazinamida; (3): MTBc +: Positiva para complexo Mycobacterium tuberculosis; MTBc —: Negativa para complexo

Mycobacterium tuberculosis; WT: Selvagem; S: serina; D: acido aspartico; A: alanina; G: glicina; M: metionina; V: valina; P: prolina;
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5 Discussao

Em termos gerais, pode-se considerar que os testes baseados na amplificagcdo e hibridacao de
acidos nucleicos sdo precisos e uteis para a detec¢ao rapida de mutagdes ligadas a resisténcias aos
antibacilares em isolados clinicos ou em amostras com baciloscopia positiva, permitindo uma
interpretagdo facil dos resultados, sendo de utilizacdao acessivel em rotina e apresentando, no geral,
alta especificidade e sensibilidade para a deteccdo das mutagdes. Contudo, tal como todos os
ensaios moleculares de deteccao de mutagdes que conferem resisténcia aos antibioticos, apresentam
algumas limitagdes: o nimero de genes analisados permanece limitado; falham na deteccdo de
mutagdes localizadas fora dos loci alvo; podem detectar mutagdes silenciosas, ndo relacionadas com
a resisténcia e podem ainda falhar na deteccdo de subpopulagdes com resisténcias emergentes
dentro de uma populacdo mista de bactérias. Neste sentido, a confirmagdo dos seus resultados,
através da realizacao dos testes tradicionais de susceptibilidade fenotipica, ¢ essencial. Além disso,
os trés sistemas de deteccdo molecular estudados neste trabalho necessitam de pessoal dedicado,
com conhecimentos técnicos e tedricos especificos, bem como de equipamentos e infra-estruturas
adequadas ao seu uso, apresentando ainda um custo elevado (Morgan et al., 2005; Viveiros et al.,
2005; Traore et al., 2006; Benerjee et al., 2008; Hillemann et al., 2008; Migliori et al., 2008;

Brossier et al., 2010; Kiet et al., 2010).

5.1 Deteccao de Tuberculose Multirresistente (MDR-TB)

Visto que um dos objectivos do nosso trabalho ¢ a identificacdo rapida de MDR-TB, na
primeira etapa deste estudo aferimos a proficiéncia dos sistemas de detec¢ao molecular INNO-LiPA
Rif. TB e GenoType MTBDRplus na identificacdo do complexo M. tuberculosis e na detec¢ao da
resisténcia aos principais farmacos de primeira linha. Neste sentido, foram seleccionados 21

isolados clinicos do complexo M. tuberculosis, provenientes da colecg¢@o de culturas do laboratério
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de Micobactérias do IHMT, UNL, dos quais 20 sdo multirresistentes ¢ um ¢ mono resistente a

rifampicina, de acordo com os resultados dos testes de susceptibilidade fenotipica.

Na etapa seguinte do trabalho pretendeu-se testar os dois sistemas em 33 amostras respiratorias
com baciloscopia positiva, com o proposito de identificar a sensibilidade e especificidade de cada
sistema quando usado directamente em amostras respiratdrias, bem como, enquadrar a utilidade
destes dois sistemas no algoritmo de trabalho em uso no laboratorio de Micobactérias do IHMT,

UNL.

5.1.1 Isolados clinicos

5.1.1.1 INNO-LIiPARIf. TB

A aplicacio do INNO-LiPA Rif. TB na caracterizacdo dos 21 isolados clinicos e na
caracterizacdo da estirpe de referéncia H37Rv, permitiu identificar todos como pertencendo ao
complexo M. tuberculosis (Tabela 10). Ao compararmos estes resultados com os resultados obtidos
pelo método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de
identificagdo do complexo M. tuberculosis por sondas AccuProbe, constatamos que o INNO-LiPA
Rif. TB identificou correctamente o complexo M. tuberculosis nos 21 isolados clinicos, pelo que,
ndo houve resultados divergentes entre os resultados do INNO-LiPA Rif. TB e os resultados do
método considerado “gold standard” na identificacdo do complexo M. tuberculosis - Tabela 13

(Truant, 2002).
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Tabela 13. Correlacdo entre o sistema INNO-LiPA Rif. TB e o método convencional de
isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe, na identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados

clinicos.
Gold Standard ®
Total
Positivo Negativo
INNO-LiPA Positivo 21 0 21
Rif. TB Negativo 0 0 0
Total 21 0 21

(1) Método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson) seguido de identificagdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe (Gen-Probe Incorporated).

Deste modo, neste trabalho e para a amostra em estudo, o sistema de deteccio molecular
INNO-LiPA Rif. TB apresenta um valor de sensibilidade de 100% no que diz respeito a
identificagdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos (Tabela 14). Uma vez que ndo foi
analisada uma amostra significativa de isolados que ndo M. tuberculosis, ndo ¢é possivel calcular a

especificidade e o valor preditivo negativo para a identificagdo molecular de M. tuberculosis.

Tabela 14. Sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema INNO-LiPA Rif. TB na
identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos.

INNO-LIiPA Rif. TB Sensibilidade | Valor preditivo positivo

Identificagdo do complexo 100% 100%

No que se refere a detec¢do de mutagdes ligadas a resisténcia a rifampicina, o INNO-LiPA Rif.
TB detectou mutacdes no gene rpoB dos 21 isolados clinicos estudados e a auséncia de mutagdes no
gene poB na estirpe de referéncia H37Rv (Tabela 10). Confrontando estes resultados com os
resultados do método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960 TB),

verificamos que este sistema detectou correctamente mutacdes que conduzem a resisténcia a
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rifampicina nos 21 isolados clinicos estudados. Assim, ndo houve discordancias entre os resultados
M. tuberculosis do INNO-LiPA Rif. TB e os resultados do método considerado “gold standard” na

detecgdo da resisténcia a rifampicina (Tabela 15).

Tabela 15. Correlacdo entre o sistema INNO-LiPA Rif. TB e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na deteccdo de mutagdes que conferem

resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do complexo M. tuberculosis.

Gold Standard @
Total
Resistente Susceptivel
INNO-LiPA Resistente ¥ 21 0 21
Rif. TB Susceptivel 0 0 0
Total 21 0 21

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia a rifampicina; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina.

Desta forma, neste trabalho, o INNO-LiPA Rif. TB apresenta um valor de sensibilidade de
100% para a deteccdo de mutagdes ligadas a resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do
complexo M. tuberculosis (Tabela 16). Uma vez que neste estudo apenas foi incluida uma amostra
de M. tuberculosis totalmente susceptivel aos antibioticos (M. tuberculosis H37Rv), optou-se por
ndo apresentar a especificidade e o valor preditivo negativo para a deteccdo de mutagdes ligadas a

resisténcia a rifampicina para isolados de M. tuberculosis.

Tabela 16. Sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema INNO-LiPA Rif. TB na deteccéo
de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do complexo M.

tuberculosis.

INNO-LIiPA Rif. TB Sensibilidade | Valor preditivo positivo

Detecgao de mutagdes
100% 100%

que conferem a resisténcia a Rifampicina
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Estes valores de sensibilidade apresentados pelo INNO-LiPA Rif. TB para a identificagdo do
complexo M. tuberculosis e para a deteccdo de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em
isolados clinicos, encontra-se dentro dos valores descritos por outros autores que testaram este
sistema de detecgdo molecular em isolados clinicos (Rossau et al., 1997; Morgan et al., 2005;
Bicmen et al., 2008) e demonstram que o INNO-LiPA Rif. TB ¢ proficiente e robusto na
identificagdo do complexo M. tuberculosis e na deteccdo das mutagdes que conferem resisténcia a

rifampicina, em isolados clinicos.

No respeitante a mutacdo S531L no gene rpoB, mutagdo detectada em 20 dos 21 isolados
clinicos estudados e ausente na estirpe de referéncia H37Rv (Tabela 10), e uma vez que estes
resultados coincidem com o antibiograma de primeira linha no respeitante a resisténcia a
rifampicina, concluimos que neste trabalho, a mutagao S531L, ¢ a causa genotipica mais comum
para a resisténcia fenotipica a rifampicina. De facto, esta forte associacao entre a mutacao S531L e
a resisténcia fenotipica a rifampicina foi descrita por varios autores, sendo também descrito que esta
mutacgdo ¢ a mais frequente em isolados clinicos de M. tuberculosis resistentes a rifampicina na
Europa e na Asia (Williams et al., 1994; Siddiqi et al., 2002; Herrera et al., 2003; Abbadi et al.,
2009; Negi et al., 2009; Sandgren et al., 2009). Em relagdo aos estudos que descrevem esta mutagio
como uma mutacao que confere um nivel elevado de resisténcia a este farmaco (Ramaswamy &
Musser, 1998; Riska et al., 2000; Herrera et al., 2003; Cole et al., 2005; Johnson et al., 2006;
Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009), no nosso caso nao ¢ possivel confirmar
essa correlacao, tendo em conta que nao foi possivel determinar as CMIs para este antibidtico. Ao
analisar os diversos estudos realizados em Portugal, observamos que a referida mutagdo ¢ a mais
comum entre os isolados resistentes a rifampicina (Viveiros et al., 2005; Perdigdo et al., 2008;
Macedo et al., 2009; Perdigao, et al., 2010). Para além disso, como se pode observar na Tabela 10,

dos 21 isolados estudados apenas um era mono-resistente a rifampicina. Estes dados corroboram um
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facto descrito por varios autores (Williams et al., 1994; Siddiqi et al., 2002; Herrera et al., 2003;
Abbadi et al., 2009; Negi et al., 2009; Sandgren et al., 2009) e confirmado no relatério sobre “Anti-
tuberculosis drug resistance in the world” da OMS (World Health Organization, 2008a), no qual
este organismo internacional demonstra que a mono-resisténcia a rifampicina a nivel mundial ¢é
extremamente rara. Esta circunstincia, associada a grande correlagdo entre as mutagdes na RRDR
do gene rpoB e a resisténcia fenotipica a rifampicina, faz das mutacdes no gene rpoB,
nomeadamente na RRDR, um excelente marcador de MDR-TB (Telenti, et al., 1993; Somoskovi et

al., 2001; Viveiros et al., 2005).

5.1.1.2 MTBDRplus

A aplicagdo do sistema MTBDRplus na caracterizacdo dos 21 isolados clinicos e da estirpe de
referéncia H37Rv, permitiu identificar todos os isolados como pertencendo ao complexo M.
tuberculosis (Tabela 10). Ao compararmos estes resultados com os dados obtidos pelo método
convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960 TB) seguido de identificacdo do
complexo M. tuberculosis por sondas AccuProbe, constatamos que este sistema de detecgdo
molecular identificou correctamente o complexo M. tuberculosis nos 21 isolados clinicos pelo que,
tal como no INNO-LiPA Rif. TB, também ndo houve divergéncias entre os resultados do
MTBDRplus e os resultados do método considerado “gold standard” na identificagdo do complexo

M. tuberculosis (Tabela 17).
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Tabela 17. Correlacdo entre o sistema MTBDRplus e 0 método convencional de isolamento
em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdo do complexo M. tuberculosis
por sondas AccuProbe, na identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos.

Gold Standard
— - Total
Positivo Negativo
Positivo 21 0 21
MTBDRplus :
Negativo 0 0 0
Total 21 0 21

(1) Método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson) seguido de identificacdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe (Gen-Probe Incorporated).

Desta forma, neste trabalho o sistema de detec¢do molecular MTBDRplus apresenta uma
sensibilidade de 100% no que diz respeito a identificagdo do complexo M. tuberculosis em isolados

clinicos (Tabela 18).

Tabela 18. Sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema MTBDRplus na identificagdo do

complexo M. tuberculosis em isolados clinicos.

MTBDRplus Sensibilidade | Valor preditivo positivo

Identificagdo do complexo M. tuberculosis 100% 100%

Em termos de deteccao de mutacdes que conferem resisténcia a rifampicina, o MTBDRplus
detectou mutagdes no gene rpoB dos 21 isolados clinicos e auséncia de mutagdes no gene rpoB na
estirpe de referéncia H37Rv (Tabela 10). Confrontando estes resultados com os dados do método
convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), verificamos que este
sistema detectou correctamente mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina nos 21 isolados
clinicos. Assim, tal como verificado com o INNO-LiPA Rif. TB, também ndo houve discordancias
entre os resultados do MTBDRplus e os resultados do método considerado “gold standard” na

detecgdo da resisténcia a rifampicina (Tabela 19).
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Tabela 19. Correlacdo entre o sistema MTBDRplus e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na detec¢do de mutacdes que conferem

resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do complexo M. tuberculosis.

Gold Standard @
. Total
Resistente Susceptivel
Resistente 21 0 21
MTBDRplus ;
Susceptivel 0 0 0
Total 21 0 21

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia a rifampicina; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina.

Assim, o MTBDRplus apresenta, neste trabalho, um valor de sensibilidade de 100% para a
detec¢do de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do complexo M.
tuberculosis (Tabela 20). Pelas mesmas razdes anteriormente apontadas, optou-se por nao
apresentar a especificidade e o valor preditivo negativo para a identificagdo e detec¢do de mutagdes
que conferem resisténcia a rifampicina dos isolados de M. tuberculosis, para o sistema

MTBDRplus.

Tabela 20. Sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema MTBDRplus na detecgdo de
mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em isolados clinicos do complexo M.

tuberculosis.

MTBDRplus Sensibilidade | Valor preditivo positivo

Deteccdo mutacdes que conferem resisténcia a rifampicina 100% 100%

No que se refere a deteccdo de mutagdes ligadas a resisténcia a isoniazida, o MTBDRplus

detectou a mutagdo C-15T na regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA de 19 isolados, a
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mutagdo S315T no gene katG de um isolado ¢ auséncia de mutagdes no gene katG e na regido
promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA num isolado e na estirpe de referéncia H37Rv (Tabela
10). Ao compararmos estes resultados com os resultados obtidos pelo método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960 TB), verificamos que este sistema detectou
correctamente a mutagdes descritas como sendo a causa para a resisténcia a isoniazida em 20
isolados clinicos e identificou correctamente um isolado clinico como susceptivel a isoniazida (a
estirpe mono-resistente a rifampicina), pelo que, nao houve divergéncias entre os resultados do
MTBDRplus e os resultados do método considerado “gold standard” na detecg¢@o da resisténcia a

isoniazida (Tabela 21).

Tabela 21. Correlacdo entre o sistema MTBDRplus e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na deteccdo de mutagdes que conferem

resisténcia a isoniazida em isolados clinicos do complexo M. tuberculosis.

Gold Standard
: Total
Resistente Susceptivel
Resistente 20 0 20
MTBDRplus ;
Susceptivel 0 1 1
Total 20 1 21

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia a isoniazida; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia a isoniazida.

Deste modo, neste trabalho, este sistema de deteccdo molecular apresentou um valor de

sensibilidade de 100% no que se refere a detec¢do de mutagdes que conferem resisténcia a

isoniazida em isolados clinicos do complexo M. tuberculosis (Tabela 22).
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Tabela 22. Sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema MTBDRplus na detec¢cdo de
mutacGes que conferem resisténcia a isoniazida em isolados clinicos do complexo M.

tuberculosis.

MTBDRplus Sensibilidade Valor preditivo positivo

Deteccdo de mutacdes que
¢ 055 9 100% 100%

conferem resisténcia a isoniazida

Os valores obtidos para a identificagdo do complexo M. tuberculosis e detec¢do de mutagoes
para a resisténcia a rifampicina em isolados clinicos pelo sistema MTBDRplus, encontram-se na
gama dos descritos pelos autores que testaram este sistema de deteccdo molecular em isolados
clinicos (Hillemann et al., 2007; Ling et al., 2008a; Ling et al., 2008b; Huang et al., 2009) e
demonstram que este sistema ¢, tal como o INNO-LiPA Rif. TB, proficiente e robusto na
identificagdo do complexo M. tuberculosis e na detec¢do da resisténcia a rifampicina, nestas
condi¢des. Em particular, os dois sistemas foram concordantes na identificacdo das mutagdes
presentes no gene rpoB destes isolados, SS31L (20 isolados) e D516V (1 isolado). No que diz
respeito ao valor de sensibilidade (100%) para a detecgdo da resisténcia a isoniazida em isolados
clinicos, este valor ¢ superior aos valores apresentados pelos diversos autores que testaram este
sistema (entre 67% a 94%) (Hillemann et al., 2007; Ling et al., 2008a; Ling et al., 2008b; Huang et
al., 2009). Embora este sistema tenha demonstrado competéncia na deteccdo da resisténcia a
1soniazida nos isolados clinicos testados, o facto de se ter uma reduzida amostra de isolados clinicos
resistentes a isoniazida, explica o resultado obtido. A especificidade para a deteccao da resisténcia a
INH ndo foi calculada dado ao reduzido nimero de isolados sem resisténcia fenotipica a isoniazida

estudadas nesta amostra.

Em relagdo a mutagdo C-15T na regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA, esta mutacao

¢ descrita como a mutagdo mais comum na regido promotora deste operdao, nao sendo, no entanto, a
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mutagdo mais frequente em isolados resistentes a isoniazida a nivel mundial. Este estatuto pertence
a mutacdo S315T no gene katG (Hazbon et al., 2006; Vilchéze et al., 2006; Sandgren et al., 2009).
Contudo, os nossos resultados e os resultados disponiveis para Portugal demonstram que a mutacao
C-15T na regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA, ao contrario do que se passa a nivel
mundial, ¢ a mais comum nos isolados resistentes a isoniazida no nosso pais (Perdigao et al., 2008;
Macedo et al., 2009; Perdigdo, et al., 2010). Guo e colegas descreveram resultados semelhantes,
observando que a mutagdo C-15T na regido promotora do operdo mabA (fabG1l) /inhA ¢
ligeiramente mais frequente que a S315T no gene katG, em amostras isoladas em doentes dos
Estados Unidos (Guo et al., 2006). Por fim, salienta-se que o método MTBDRplus permitiu
distinguir o isolado mono-resistente a rifampicina dos restantes isolados MDR, o que ¢ um avango
tecnologico face ao teste INNO-LiPA Rif. TB. De facto, o MTBDRplus forneceu informagdao mais
completa sobre a resisténcia aos dois principais antibidticos de primeira linha nos isolados clinicos
estudados e critério definidor de MDR (World Health Organization, 2008a; World Health
Organization, 2009a; World Health Organization, 2009b; World Health Organization, 2010a), o que
estd relacionado com as caracteristicas deste sistema, nomeadamente por ser o Unico que engloba
sondas para as mutagcdes mais comuns presentes em isolados resistentes a isoniazida, para além de

conter também sondas para as mutagdes mais comuns em isolados resistentes a rifampicina.

5.1.2 Amostras clinicas

5.1.2.1 INNO-LIiPA Rif. TB

O INNO-LiPA Rif. TB quando usado na caracterizagdo das 33 amostras respiratorias com
baciloscopia positiva, identificou 31 amostras como pertencendo ao complexo M. tuberculosis e
duas amostras como negativas para o complexo M. tuberculosis (Tabela 11). Estas tultimas
corresponderam a isolados posteriormente identificados com M. avium e Mycobacterium

intracellulare. Ao compararmos estes resultados com os obtidos pelo método convencional de
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isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdio do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe, constatamos que ndo houve discrepancias entre os resultados
do INNO-LiPA Rif. TB e os resultados do método considerado “gold standard” na identificagdo do

complexo M. tuberculosis (Tabela 11 e Tabela 23).

Tabela 23. Correlacdo entre o sistema INNO-LiPA Rif. TB e o método convencional de
isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe, na identificagdo do complexo M. tuberculosis em amostras

respiratorias com baciloscopia positiva.

Gold Standard ®
. Total
Positivo Negativo
INNO-LIiPA Positivo 31 0 31
Rif. TB Negativo 0 2 2
Total 31 2 33

(1) Método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson) seguido de identificagdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe (Gen-Probe Incorporated).

Do ponto de vista de execucdo técnica os dois “verdadeiros negativos” anteriormente referidos
apresentaram dois resultados diferentes entre si no respeitante ao resultado obtido por INNO-LiPA
Rif. TB: um (amostra 27) ndo exibiu amplificagdo apos a realizacdo do “Nested” PCR com os
“primers” deste sistema e foi identificado como M. intracellulare pelo método convencional de
isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdo por sondas AccuProbe, e
o outro (amostra 7) apresentou amplificagdo, mas apds a hibridacdo foi identificado como nao
pertencente ao complexo M. tuberculosis sendo posteriormente identificado como M. avium. No
manual de instrugdes fornecido com o INNO-LiPA Rif. TB verifica-se que o fabricante descreve
que os “primers” utilizados neste teste sdo especificos para a regido do gene rpoB responsavel pela
resisténcia a rifampicina, nas micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis, que este
teste foi testado em 289 estirpes de micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis e 52

estirpes de micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis, resultando a amplificagdo
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destas 52 estirpes em produtos de pesos moleculares diferentes ou sem qualquer produto detectavel.
Constatamos assim que apesar das indicagdes fornecidas pelo fabricante, a amplificacdo de
micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis pode ocorrer com os “primers” deste
sistema e que os seus produtos de amplificagdo podem ter uma dimensao aproximada a da banda
especifica. No entanto, devido a elevada especificidade da sonda utilizada para o complexo M.
tuberculosis, os produtos das amplificagdes inespecificas ndo irdo hibridar com esta sonda na tira do
INNO-LiPA Rif. TB. As restantes amostras testadas ndo apresentaram problemas na amplificacao
nem na hibridagdo com a sonda do complexo M. tuberculosis. Desta forma, o INNO-LiPA Rif. TB,
neste trabalho, apresentou um valor de sensibilidade e especificidade de 100%, na identifica¢dao do

complexo M. tuberculosis em amostras respiratorias com baciloscopia positiva (Tabela 24).

Tabela 24. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do
sistema INNO-LiPA Rif. TB na identificacdo do complexo M. tuberculosis em amostras

respiratorias com baciloscopia positiva.

INNO-LIiPA - e " -
i Sensibilidade Especificidade Valor p_rgdmvo Valor prgdltlvo
Rif. TB positivo negativo
Identificagdo do
complexo 100% 100% 100% 100%
M. tuberculosis

Este valor de sensibilidade e especificidade confirma o que j& foi demonstrado por outros
autores, isto é, o INNO-LiPA Rif. TB ¢ um sistema de detec¢do molecular especifico e sensivel na
identificagdo do complexo M. tuberculosis directamente em amostras respiratorias com
baciloscopia positiva (De Beenhouwer et al., 1995; Johansen et al., 2003; Viveiros et al., 2005;
Traore et al., 2006; Costeira & Pina, 2007; Tortoli & Marcelli, 2007; Ogwang et al., 2009). Assim

sendo, a amostra a estudar para a detec¢dao directa das mutagdes que conferem resisténcia ao
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antibidtico rifampicina passa a ficar limitada as 31 amostras positivas para o complexo M.

tuberculosis anteriormente detectadas e identificadas por este sistema.

Das 31 amostras positivas para o complexo M. tuberculosis, 29 foram identificadas pelo INNO-
LiPA Rif. TB como sensiveis a rifampicina e duas amostras foram identificadas como contendo
mutagdes que podem conferir resisténcia a rifampicina (amostra 3 e amostra 26) (Tabela 11).
Comparando estes resultados com os dados do método convencional de susceptibilidade em cultura
pelo BACTEC MGIT 960TB (“gold standard”), verificamos que o INNO-LiPA Rif. TB detectou
correctamente a auséncia de mutacdes para a resisténcia a rifampicina em 29 amostras
(considerados ‘“‘verdadeiros susceptiveis” face ao “gold standard”), detectou correctamente a
resisténcia a rifampicina numa amostra (“verdadeiro resistente” face ao “gold standard”) e detectou
incorrectamente a resisténcia a rifampicina numa amostra (considerada “falso resistente” face ao

“gold standard”) (Tabela 25).

Tabela 25. Correlagdo entre o sistema INNO-LIPA Rif. TB e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na detec¢do de mutacdes que conferem

resisténcia a rifampicina em amostras respiratorias com baciloscopia positiva.

Gold Standard @
: Total
Resistente Susceptivel
INNO-LiPA Resistente 1 1 2
Rif. TB Susceptivel © 0 29 29
Total 1 30 31

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutag@o que confere resisténcia a
RIF; (3) sem mutac@o que confere resisténcia a RIF.

O “falso resistente” (amostra 3) apresentou dois padrdoes de hibridacdo semelhantes, com
auséncia de hibrida¢dao na sonda S1 ou com uma banda de hibridacdo com intensidade muito fraca
nesta sonda, indicativo de mutagdo nos coddes abrangidos pela referida sonda (Figura 6 e 18). Apds

sequenciagdao identificou-se uma mutacdo no coddao 514, nomeadamente a substituicdo do
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nucleotido C na posicdo 1299 do gene rpoB, pelo nucledtido T (Figura 21). Como o coddo TTT
codifica para o mesmo aminoacido (Fenilalanina) que o coddao TTC, esta mutagdo ndo altera o
aminoacido codificado por este coddo, pelo que ¢ uma mutagdo silenciosa. De referir ainda que esta
mutagdo ja foi descrita por outros autores, sempre associada a outras mutagdes na RRDR do gene

rpoB (Moghazeh et al., 1996; Senna et al., 2006), o que ndo se verificou no nosso caso.

A amostra 26 exibiu a mutacdo H526D (CAC por GAC) e ¢ mono resistente a rifampicina
(Tabela 11). Esta mutacdo ¢ descrita na literatura por usualmente conferir um nivel elevado de
resisténcia a rifampicina (CMI superior a 32pug/ml) (Ramaswamy & Musser, 1998; Riska et al.,
2000; Herrera et al., 2003; Cole et al., 2005; Johnson et al., 2006; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009;
Zhang & Yew, 2009). Ao compararmos os nossos resultados com os de outros estudos feitos em
Portugal e no estrangeiro, averiguamos que esta mutacdo ¢ frequente a nivel internacional, sendo
descrita em varios estudos (Sandgren et al., 2009), e que a nivel nacional, nos quatro estudos com
os quais podemos comparar os nossos dados (Viveiros et al., 2005; Perdigao et al., 2009; Macedo et
al., 2009; Perdigdo et al., 2010), esta mutagao foi referida em apenas um deles (Macedo et al.,

2009).

Assim, neste trabalho, o INNO-LiPA Rif. TB apresentou um valor de sensibilidade de 100% e
de especificidade de 96,7%, para a deteccdo mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em

amostras respiratorias com baciloscopia positiva (Tabela 26).

Tabela 26. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do
sistema INNO-LIiPA Rif. TB na deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia a rifampicina

em amostras respiratdrias com baciloscopia positiva.

Valor preditivo | Valor preditivo

INNO-LIiPA Rif. TB Sensibilidade Especificidade . ;
positivo negativo
Detecgao de mutagdes que
conferem resisténcia a 100% 96,7% 50,0% 100%

rifampicina
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Estes valores de sensibilidade e especificidade confirmam o que ja foi demonstrado por outros
autores (De Beenhouwer et al., 1995; Johansen et al., 2003; Viveiros et al., 2005; Traore et al.,
2006; Costeira & Pina, 2007; Ogwang et al., 2009), isto ¢, que o INNO-LiPA Rif. TB ¢ um sistema
de deteccdo molecular sensivel e especifico na deteccdo de mutagdes que conferem resisténcia a

rifampicina em amostras respiratorias com baciloscopia positiva.

Em resumo, visto que todo o processo desde a descontaminagdo da amostra, passando pela
extraccdo de DNA até ao resultado final do INNO-LiPA Rif TB apos revelacio do material
hibridado, ¢ efectuado entre 24 a 48 horas, podemos considerar que este sistema fornece informagao
extremamente Util e em tempo util para o tratamento adequado do doente e para a diminuicdo do
risco de amplifica¢ao de resisténcia aos farmacos em tuberculose (Traore et al., 2006; Viveiros et
al., 2005). Assim, o INNO-LiPA Rif. TB apresenta-se como um Optimo sistema de deteccdo
molecular para o diagndstico precoce da tuberculose e para a deteccdo da resisténcia a rifampicina,

directamente a partir de amostras respiratdrias com baciloscopia positiva.

5.1.2.2 MTBDRplus

O sistema MTBDRplus, quando usado na caracterizagdo das 33 amostras respiratorias com
baciloscopia positiva, identificou 27 amostras positivas para o complexo M. tuberculosis e seis
amostras negativas para o complexo M. tuberculosis (Tabela 11). De salientar que se considerou as
amostras que apresentaram amplificacdo parcial como amostras negativas para a identificagdo do
complexo M. tuberculosis, uma vez que de acordo com as instru¢des do fabricante, estes resultados
nao sdo validados. Ao compararmos estes resultados com os do método convencional de isolamento
em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificagdo do complexo M. tuberculosis por
sondas AccuProbe, observamos que o MTBDRplus identificou correctamente o complexo M.
tuberculosis em 27 amostras respiratdrias, identificou correctamente a auséncia do complexo M.

tuberculosis em duas amostras respiratorias e identificou incorrectamente a auséncia do complexo
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M. tuberculosis em quatro amostras respiratorias (considerados como “falsos negativos” face aos

resultados obtidos para o “gold standard”) - Tabela 27.

Tabela 27. Correlacéo entre o sistema MTBDRplus e 0 método convencional de isolamento
em cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificacdo do complexo M. tuberculosis
por sondas AccuProbe, na identificacdo do complexo M. tuberculosis em amostras

respiratorias com baciloscopia positiva.

Gold Standard @
. Total
Positivo Negativo
Positivo 27 0 27
MTBDRplus
Negativo 4 2 6
Total 31 2 33

(1) Método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson) seguido de identificagdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe (Gen-Probe Incorporated).

Do ponto de vista de execugdo técnica as duas amostras (amostras 7 ¢ 27) correctamente
identificadas pelo sistema MTBDRplus como negativas para o complexo M. tuberculosis
apresentaram dois resultados diferentes: a amostra 27 ndo apresentou amplificagdo apds a realizacao
do “Multiplex” PCR e foi identificada como M. intracellulare pelo método convencional de
isolamento em cultura seguido de identificagdo por sondas AccuProbe ¢ a amostra 7 apresentou
amplificacdo incompleta apds a realizagdo do “Multiplex” PCR mas apds a hibridagdo ndo exibiu
uma banda de hibridagdo com a sonda do para o complexo M. tuberculosis, tendo sido identificada
como M. avium pelo método convencional de isolamento em cultura seguido de identifica¢do por
sondas AccuProbe (Tabelas 11 e 27). De realcar que esta ultima amostra exibiu hibridagdo com as
sondas para a regido promotora do operdao mabA (fabG1l) /inhA, nomedadamente com a sonda de
controlo do locus e com as sondas de sequéncia selvagem. Apesar de ndo ter sido apresentada

nenhuma explicagdo por parte do frabricante deste sistema para esta hibridacdo, esta deve-se
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provavelmente a grande analogia das sequencias da regido promotora deste gene, nestas duas

bactérias.

Os quatro “falsos negativos” foram as amostras 3, 15, 26 e 32. Destas, a amostra 32 ndo
apresentou amplificagdo apds a realizacdo do “Multiplex” PCR e foi identificada como complexo
M. tuberculosis pelo método convencional de isolamento em cultura seguido de identificagdo por
sondas AccuProbe e as amostras 3, 15 e 26 apresentaram amplificagdo incompleta (uma banda
visivel no gel) apos a realizacdo do “Multiplex” PCR, tendo-se efectuado hibridagdo para a amostra
15, a qual ndo exibiu hibridacdo com a sonda do complexo M. tuberculosis. Estas trés amostras
foram posteriormente identificadas como complexo M. tuberculosis pelo método convencional de

isolamento em cultura seguido de identificacdo por sondas AccuProbe (Tabelas 11 e 27).

Assim, o MTBDRplus, neste trabalho, apresentou um valor de sensibilidade de 87,1% e um
valor de especificidade de 100%, no que diz respeito a identificacdo do complexo M. tuberculosis

em amostras respiratdrias com baciloscopia positiva (Tabela 28).

Tabela 28. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo e valor preditivo positivo do
sistema MTBDRplus na identificacdo do complexo M. tuberculosis em amostras respiratorias

com baciloscopia positiva.

MTBDRplus Sensibilidade Especificidade Valor p_rgdmvo Valor prgdltlvo
positivo negativo
Identificagdo do
complexo 87,1% 100% 100% 33,3%
M. tuberculosis

Este valor de sensibilidade apresentado pelo MTBDRplus demonstra que este sistema de
detec¢do molecular ndo ¢ tdo sensivel como o sistema INNO-LiPA Rif. TB na identificagdo do
complexo M. tuberculosis em amostras respiratorias com baciloscopia positiva. Este resultado ¢é

corroborado com os problemas verificados com o “Multiplex” PCR, pois apesar da utilizagdo da
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DNA Polimerase recomendada pelo fabricante (HotStarTag DNA Polimerase da Qiagen), o qual
torna este sistema mais dispendioso que o INNO-LiPA Rif. TB, nem sempre foi possivel obter boas

amplificacdes (Figura 19 e Tabela 11).

No que se refere a deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia a rifampicina e isoniazida
pelo sistema MTBDRplus, apenas podem ser analisados os resultados das 27 amostras que
apresentaram amplificagdo completa depois da realizagao do “Multiplex” PCR (duas banda visiveis
no gel) e que apos hibridacdo foram identificadas por este sistema de detec¢do molecular como

positivas para o complexo M. tuberculosis.

Assim, para a deteccdo da resisténcia a rifampicina, o MTBDRplus nao assinalou qualquer
mutacao no gene rpoB destas 27 amostras (Tabela 11), pelo que ao compararmos estes resultados
com os dados do método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB),
verificamos que este sistema detectou correctamente a auséncia de resisténcia a rifampicina nestas

27 amostras (Tabela 29).

Tabela 29. Correlacdo entre o sistema MTBDRplus e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na detec¢do de mutagdes que conferem

resisténcia a rifampicina em amostras respiratorias com baciloscopia positiva.

Gold Standard @
. Total
Resistente Susceptivel
Resistente 0 0 0
MTBDRplus ;
Susceptivel 0 27 27
Total 0 27 27

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia a rifampicina; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina.
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Deste modo, o MTBDRplus, neste trabalho, apresentou um valor de especificidade de 100%,
para a detec¢do de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina em amostras respiratdrias com

baciloscopia positiva (Tabela 30).

Tabela 30. Especificidade e valor preditivo negativo do sistema MTBDRplus na deteccéo de
mutacgdes que conferem resisténcia a rifampicina em amostras respiratérias com baciloscopia

positiva.

MTBDRplus Especificidade | Valor preditivo negativo

Deteccao de mutagdes que
] ] ) o 100% 100%
conferem resisténcia a rifampicina

Este valor de especificidade apresentado pelo MTBDRplus, para a deteccdo de mutagdes que
conferem resisténcia a rifampicina em amostras respiratorias encontra-se dentro dos valores
descritos pelos autores que testaram este sistema (Ling et al., 2008a; Ling et al., 2008b) e
demonstra que este sistema ¢ especifico para a deteccdo da resisténcia a este antibidtico em
amostras respiratdrias com baciloscopia positiva. Contudo, este valor tem de ser interpretado com
cuidado, pois para o seu calculo foram apenas consideradas as amostras que apresentaram
amplificacdo total, como ja foi referido anteriormente. Assim € necessario ter em consideracao que
o MTBDRplus apresentou quatro “falsos negativos” na identificagdo do complexo M. tuberculosis e
que nao foi possivel efectuar hibridacdo para os mesmos, pelo que os seus resultados ndo entraram
nos célculos da validagdo analitica da deteccdo de mutacdes para a resisténcia a rifampicina. Estes
100% de especificidade para a deteccdo de mutagdes para a resisténcia a rifampicina sdo
condicionados pela obtencdo de produto de amplificacdo e devem ser enquadrados com os 87,1%
de sensibilidade do teste para a identificacdo do complexo directamente de amostras (Tabela 28). E

ainda digno de salientar que um destes “falsos negativos” era fenotipicamente resistente a
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rifampicina (amostra 26), o que condiciona os resultados deste sistema ¢ demonstra os problemas
que o mesmo apresentou durante a sua execu¢do. Se a validacdo analitica tivesse sido efectuada
com base num “gold standard” clinico e ndo laboratorial, ou seja com base no diagndstico clinico
final, entdo os resultados seriam diferentes, originando uma menor proficiéncia do MTBDRplus na

detecgao directa.

No que diz respeito a deteccio de mutacdes que conferem resisténcia a isoniazida, o
MTBDRplus nao assinalou qualquer mutagdo no gene katG e na regido promotora do operdao mabA
(fabG1) /inhA, das 27 amostras. Desta forma, ao confrontarmos estes resultados com os dados do
método convencional de susceptibilidade em cultura, verificamos que este sistema identificou
correctamente a auséncia de mutagdes que conferem resisténcia a isoniazida em 26 amostras e
identificou incorrectamente a auséncia de mutacdes que conferem resisténcia a isoniazida numa

amostra (Tabela 31).

Tabela 31. Correlacdo entre o sistema MTBDRplus e o método convencional de
susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), na deteccdo de mutacdes que conferem

resisténcia a isoniazida em amostras respiratdrias com baciloscopia positiva.

Gold Standard @
: Total
Resistente Susceptivel
Resistente 0 0 0
MTBDRplus 3
Susceptivel ¥ 1 26 27
Total 1 26 27

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia a isoniazida; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia a isoniazida.

O “falso susceptivel” (amostra 23) ¢ mono-resistente a isoniazida e exibiu um padrio de
hibridagdo sem qualquer mutagdo no gene katG e na regido promotora do operdo mabA (fabG1)
/inhA. A auséncia de mutagdo nesta amostra podera ser explicada pelo facto de cerca de 10 a 25%

dos isolados resistentes a INH ndo apresentarem mutag¢des nos genes katG e inhA (Cole et al., 2005;
92



Guo et al., 2006; Hazbon et al., 2006; Ahmad, 2009; Zhang & Yew, 2009). Assim, este fenotipo
podera dever-se a mutagdes fora dos loci analisados ou ainda pela extrusdo da isoniazida para o

exterior da célula por bombas de efluxo (Viveiros et al., 2002).

E ainda de salientar que dentro dos 26 amostras correctamente identificadas pelo sistema como
negativas para a detec¢do de mutacdo para a isoniazida, duas amostras (amostras 11 e 17)
apresentaram uma banda de hibridagdo de intensidade fraca com a sonda de controlo do locus e com
a sonda de sequéncia selvagem 2 (inhA WT2) da regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA
(Figura 20). Deste modo, como o fabricante deste sistema explica que somente as bandas com uma
intensidade igual ou superior a intensidade da zona de controlo de amplificagdo devem ser
consideradas (Hain Lifescience, 2009), estes resultados obrigariam a invalidagao do ensaio e a
repeticdo do mesmo. A explicacdo mais dbvia para a fraca intensidade destas bandas de hibridagao
¢ a reduzida quantidade dos fragmentos amplificados, o que neste caso podera estar directamente
relacionado com problemas na amplificagdo do “Multiplex” PCR deste sistema. Neste trabalho
estas amostras foram validadas, uma vez que havia véarias fontes de informagdo concordantes que
permitiram validar o resultado mas as diferencas de amplificagdo entre os diferentes fragmentos do

“Multiplex” ¢ uma limitacdo evidente na analise dos resultados deste sistema.

Deste modo, o sistema MTBDRplus apresentou, neste trabalho, um valor de especificidade de
100% para a deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia a isoniazida em amostras respiratorias

com baciloscopia positiva (Tabela 32).

Tabela 32. Especificidade e valor preditivo negativo do sistema MTBDRplus na deteccéo de
mutacgdes que conferem resisténcia a isoniazida em amostras respiratorias com baciloscopia

positiva.

MTBDRplus Especificidade | Valor preditivo negativo

Detecgdo de mutagdes que conferem resisténcia a isoniazida 100% 96,3%

93




O valor de especificidade apresentado pelo sistema MTBDRplus para a deteccdo de mutagdes
que conferem resisténcia a isoniazida em amostras respiratdrias com baciloscopia positiva encontra-
se dentro dos valores descritos pelos autores que testaram este sistema (Ling et al., 2008a; Ling et
al., 2008b) confirmando-se que 0 MTBDRplus é muito especifico para a detecgdo da resisténcia ao
antibiotico acima referido em amostras clinicas com baciloscopia positiva. A sensibilidade para a
detec¢do de mutagdes que conferem resisténcia a INH ndo pode ser calculada dado ao reduzido
nimero de amostras com resisténcia fenotipica a isoniazida estudadas nesta amostra. Contudo, ficou
evidente que a sensibilidade deste sistema ¢ baixa se considerada a sua utiliza¢do face ao resultado a
transmitir ao clinico, dados os problemas que este sistema apresentou durante a amplificacdo, pois,
o MTBDRplus apresentou quatro falsos negativos na identificagdo do complexo M. tuberculosis o
que impossibilitou a realizagdo da hibridagdo para os mesmos, impedindo que os seus resultados
entrassem nos calculos do sensibilidade e especificidade da deteccdo de mutagdes que conferem
resisténcia a isoniazida, agravado pelo facto de um dos falsos negativos ser fenotipicamente

resistente a este antibiotico (amostra 32).

Do ponto de vista do tempo total de execucdo do protocolo este pode ser efectuado entre 24 a
48 horas até a obtencao do resultado final, tal como no INNO-LiPA Rif. TB, mas, neste trabalho, o
sistema MTBDRplus ndo demonstrou ser uma melhor alternativa ao INNO-LiPA Rif. TB, quando
usado directamente em amostras respiratorias, pois apresentou um valor de sensibilidade de 87,1%,
no que diz respeito a identificagdo do complexo M. tuberculosis directamente a partir da amostra
com baciloscopia positiva e ndo detectou uma amostra fenotipicamente resistente & INH. Acresce
ainda que apresentou problemas com o “Multiplex” PCR, apesar da utilizagdo da Polimerase
recomendada pelo fabricante (HotStarTaq DNA Polimerase da Qiagen), o que ndo sé torna este
sistema mais dispendioso que o INNO-LiPA Rif. TB, bem como diminui a efectividade do sistema
pois dificulta a interpretacdo dos resultados finais. Estas dificuldades com o “Multiplex” PCR
causaram amplificacdes incompletas ou auséncia de amplificacdo (Tabela 11 e Figura 19) e fraca

intensidade nas bandas de hibridacdo (Tabela 11 e Figura 20), o que impediu a andlise de duas
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amostras com resisténcia fenotipica, uma com resisténcia a RIF (amostra 26) e o outra a INH
(amostra 32). Assim, e tendo por base estes resultados o sistema MTBDRplus deve ser utilizado
apenas em isolados clinicos, podendo ser um método util para confirmar e completar os resultados
do INNO-LiPA Rif. TB, sobretudo na confirmagdo de suspeitas de MDR-TB, ao acrescentar a

detecgdo de alvos para a isoniazida.
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5.2 Deteccdo de Tuberculose Extensivamente Resistente (XDR-TB)

Tendo em consideragao que um dos Objectivos propostos nesta Dissertagdo ¢ a identificagdo
rapida de XDR-TB, procurou-se igualmente aferir a proficiéncia do sistema MTBDRsI,
recentemente colocado no mercado, para identificar o complexo M. tuberculosis e a resisténcia aos
principais farmacos de segunda linha, de forma a avaliar a utilidade da sua eventual introdu¢ao no
algoritmo de detec¢do molecular de marcadores de resisténcia no Laboratorio de Micobactérias do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Neste sentido, foram seleccionados os 21 isolados
clinicos do complexo M. tuberculosis, provenientes da colec¢do de culturas do laboratorio de
Micobactérias do IHMT, UNL anteriormente estudados, dos quais 20 sdo multiresistentes ¢ um ¢

mono-resistente a rifampicina.

5.2.1 MTBDRslI

A aplicagdo do MTBDRsI na caracterizagdo dos 21 isolados clinicos e na caracterizagdo da
estirpe de referéncia H37Rv, permitiu identificar em todos o complexo M. tuberculosis (Tabela 12).
Ao compararmos estes resultados com os dados previamente obtidos para estes isolados
constatamos que este sistema de deteccdo molecular identificou correctamente o complexo M.
tuberculosis nos 21 isolados clinicos, pelo que ndo houve divergéncias entre os resultados do
MTBDRsl e os resultados anteriores obtidos, quer pelo método considerado “gold standard” na
identificagdo do complexo M. tuberculosis, quer pelos sistemas moleculares de detecgdo

anteriormente testados (Tabela 33).
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Tabela 33. Correlacdo entre o sistema MTBDRs| e 0 método convencional de isolamento em
cultura (BACTEC MGIT 960TB) seguido de identificacdo do complexo M. tuberculosis por
sondas AccuProbe, na identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos.

Gold Standard
— - Total
Positivo Negativo
Positivo 21 0 21
MTBDRsl :
Negativo 0 0 0
Total 21 0 21

(1) Método convencional de isolamento em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson) seguido de identificacdo do complexo M.
tuberculosis por sondas AccuProbe (Gen-Probe Incorporated).

Desta forma, neste trabalho, o sistema MTBDRsl apresenta um valor de sensibilidade de 100%

no que diz respeito a identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos (Tabela 34).

Tabela 34. Valores em percentagem de sensibilidade e valor preditivo positivo do sistema

MTBDRsI na identificacdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos.

MTBDRslI Sensibilidade | Valor preditivo positivo

Identificagdo do complexo M. tuberculosis 100% 100%

Este valor de sensibilidade apresentado pelo MTBDRsI na identificacdo do complexo M.
tuberculosis em isolados clinicos demonstra que este sistema ¢é proficiente na identificagdo do

complexo M. tuberculosis, nestas condi¢des.

No que diz respeito a “performance” do MTBDRsl, este sistema nao apresentou dificuldades na
amplificagdo, pois todos os alvos amplificaram em todas a reac¢des “Multiplex” PCR (Figura 22) e
na hibridagcdo nao foram observados quaisquer problemas relacionados com a presenga de bandas
de hibridagdo inespecifica ou bandas de hibridacdo de intensidade fraca (Figura 23). O sistema em
estudo demonstrou ainda ser rapido, facil de utilizar e permitiu uma facil interpretacdo dos

resultados.
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No que concerne as mutagdes detectadas pelo MTBDRsl, foram identificados 12 isolados
MDR-TB com mutagdo no gene gyrA, nomeadamente, seis isolados com a mutagdo S9IP, trés
isolados com a mutagdo D94A e trés isolados com a mutacdo D94G, os quais tinham também a
mutagdo 1401 (A—G) no gene rrs (Tabela 12). Um dado particular é o facto de serem detectadas
seis mutagdes no codao 91 do gene gyrA, as mesmas que no coddo 94, pois na literatura o codao 94
¢ descrito como o que tem maior frequéncia de mutagdes, seguido do coddo 90, apresentado o
coddo 91 menor frequéncia de mutagdes (Siddiqi et al., 2002; Cheng et al., 2004; Bozeman et al.,
2005; Aubry et al., 2006; Shi et al., 2006; Antonova et al., 2008; Benerjee et al., 2008; Mokrousov
et al., 2008; van Doorn et al., 2008; Hillemann et al., 2009). No nosso trabalho, verificamos que
ambos tém o mesmo numero de mutacdes, ndo se tendo observado qualquer mutagdo no codao 90.
Mais uma vez, os dados disponiveis para Portugal apresentam resultados semelhantes aos aqui
descritos, isto ¢, uma grande frequéncia de isolados com a muta¢do S91P do gene gyrA, auséncia de
isolados com mutagdes no codao 90 do gene gyrA e apresentam isolados com mutagdes no codao
94, nomeadamente as mesmas encontradas por nés, a D94G e D94A (Perdigdo et al., 2010). Deste
modo, neste trabalho, o MTBDRsl, identificou trés isolados com a mutagdo D94A no gene gyrA e a
mutagdo A1401G no gene rrs (Tabela 12), indicadores de se estar na possivel presencga de estirpes
XDR-TB, sendo curioso o facto de estes trés isolados serem os unicos que t€m mutag¢do no gene IrS,
de a mutagdo ser sempre A1401G e ainda desta mutagdo estar associada a mutagdo D94A no gene
gyrA. De facto, o mesmo estudo levado a cabo em Portugal demonstrou resultados semelhantes
(Perdigdo et al., 2010). Os resultados obtidos por MTBDRsl apenas foram confrontados com os
resultados fenotipicos para o antibidtico etambutol, para o qual existe um teste de susceptibilidade
validado a nivel internacional e considerado como “gold-standard”. Para as restantes mutacdes,
optou-se por ndo efectuar qualquer andlise fenotipica das estirpes estudadas uma vez que esta
caracterizagdo esta atribuida aos laboratorios de referéncia nacionais (Direc¢do Geral da Saude,

2007), ndo estando implementado em rotina no nosso laboratdrio.
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Foram ainda identificados seis isolados sem qualquer mutagdo na regido dos genes abrangidos
por este sistema, sendo cinco deles MDR-TB e um mono-resistente a rifampicina. A estirpe de

referéncia H37Rv ndo apresentou, também, qualquer mutacao nestes genes (Tabela 12).

Na deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia ao etambutol, o MTBDRsl identificou a
mutagdo M306V no gene embB em oito isolados (Tabela 12). Comparando estes resultados com os
dados do método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB), apuramos
que este sistema detectou correctamente a presenga de mutagdo que confere resisténcia ao
etambutol em sete isolados clinicos resistentes (considerados “verdadeiros resistentes” face ao
“gold standard”), detectou incorrectamente a presenca de mutagdo que confere resisténcia ao
etambutol num isolado clinico sensivel (falso resistente), identificou correctamente a auséncia de
mutagdo que confere resisténcia ao etambutol em oitos isolados clinicos susceptiveis (verdadeiros
susceptiveis) e identificou incorrectamente a auséncia de mutacdo que confere resisténcia ao

etambutol em cinco isolados clinicos resistentes (falsos susceptiveis) - Tabela 35.

Tabela 35. Correlacdo do MTBDRsl com o método convencional de susceptibilidade em
cultura (BACTEC MGIT 960TB), na deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia ao

etambutol em isolados clinicos.

Gold Standard @
: Total
Resistente Susceptivel
Resistente 7 1 8
MTBDRslI 3
Susceptivel ¥ 5 8 13
Total 12 9 21

(1) Método convencional de susceptibilidade em cultura (BACTEC MGIT 960TB, Becton and Dickinson); (2) com mutagdes que conferem
resisténcia ao etambutol; (3) sem mutagdes que conferem resisténcia ao etambutol.
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Desta forma, o MTBDRsl apresenta, neste trabalho, um valor de sensibilidade de 58,3% ¢ de
88,9% de especificidade para a deteccdo de mutagdes que conferem resisténcia ao etambutol em

isolados clinicos do complexo M. tuberculosis (Tabela 36).

Tabela 36. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do
MTBDRs| na deteccdo de mutacGes que conferem resisténcia ao etambutol em isolados

clinicos do complexo M. tuberculosis.

Valor preditivo | Valor preditivo

MTBDRslI Sensibilidade Especificidade positivo negativo
Detecgdo de mutagdes que
conferem resisténcia ao 58,3% 88,9% 87,5% 61,5%

etambutol

Estes valores de sensibilidade e especificidade encontram-se entre os valores descritos pelos
autores que testaram este sistema (Hillemann et al., 2009; Brossier et al., 2010; Kiet et al., 2010), e
comprovam o que esta descrito na literatura sobre as mutagdes no coddo 306 do gene embB, isto é,
que estas mutagdes sdo encontradas entre 30 a 70% dos isolados clinicos resistentes ao etambutol
(Riska et al., 2000; Johnson et al., 2006; Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Sandgren et al., 2009) e
que aproximadamente 25 a 35% dos isolados resistentes a este farmaco nao apresentam mutagdes

neste codao (Pierre-Audigier & Gicquel, 2009; Zhang & Yew, 2009).

Analisando mais pormenorizadamente estes dados, constatamos que a Unica mutagdo
encontrada no codao 306 do gene embB (M306V, substitui¢ao do coddao ATG por GTG), ¢ referida
na literatura como sendo a mais comum (Riska, et al., 2000; Johnson et al., 2006; Pierre-Audigier
& Gicquel, 2009; Sandgren et al., 2009) e ¢ também a principal mutagdo descrita num estudo sobre
estirpes portuguesas (Perdigdo et al., 2009). Observamos ainda, que tal como ja foi descrito por
outros autores, esta mutacao foi detectada num isolado clinico sensivel ao etambutol, o que mantém

em aberto a discussdo sobre qual o papel exacto da mutagdo na resisténcia ao etambutol
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(Mokrousov et al., 2002; Lee et al., 2004; Shen et al., 2007; Safi et al., 2008; Perdigao et al., 2009).
Uma das hipoteses avangada por alguns autores ¢ a de que as mutagdes no coddo 306 do gene embB
poderao ser usadas como marcador do aumento de resisténcia a outros antibidticos, nomeadamente
como marcador de MDR-TB ¢ XDR-TB (Hazbon et al., 2005; Parsons et al., 2005; Hazbén et al.,
2006; Shen et al., 2007; Shi, et al., 2007). Analisando os dados da Tabela 12, verificamos que
dentro dos 20 isolados multirresistentes estudados, 12 eram resistentes ao etambutol e destes, 7
tinham mutagdes no codao 306 do gene embB. Verifica-se assim que este marcador ndo detecta de
facto todas as estirpes MDR-TB, circunstancia ja descrita também por Perdigdo e colegas para

estirpes portuguesas (Perdigdo et al., 2009).

Em resumo, o sistema MTBDRsI, no nosso trabalho, demonstrou ser um sistema competente
na identificagdo do complexo M. tuberculosis em isolados clinicos e com boa “performance”, pois
ndo apresentou problemas, quer a nivel da amplificagdo, que a nivel da hibridacdo. Demonstrou
ainda ser util para identificar possiveis isolados XDR-TB, pois ¢ um sistema que permite uma facil
interpretacdo dos resultados, ¢ rapido e de facil utilizagdo, podendo contribuir para a identificacao
rapida de possiveis isolados XDR-TB. Este sistema deve ser usado para complementar os resultados
do INNO-LiPA Rif. TB ou MTBDRplus, mais concretamente quando estes dois sistemas de
detec¢do molecular identificam isolados com suspeita de MDR-TB, ndo podendo de forma alguma
substituir o antibiograma de segunda linha. Todavia, no que diz respeito a detec¢@o da resisténcia ao
etambutol em isolados clinicos, o0 MTBDRsl demonstrou ndo ser nem sensivel (58,3%) nem
especifico (88,9%), o que ja tinha sido referido nas avaliagdes recentes deste sistema (Hillemann et

al., 2009; Brossier et al., 2010; Kiet et al., 2010).
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6 Conclusoes

Os grandes avangos na biologia molecular e no estudo da base genética da resisténcia aos
antibacilares permitiram desenvolver estratégias efectivas que podem ser usadas para identificar
doentes com MDR-TB e possivelmente XDR-TB. Os trés sistemas de detec¢do molecular
comerciais testados neste estudo, o INNO-LiPA Rif. TB, o MTBDRplus ¢ 0 MTBDRsl inserem-se
neste contexto. Estes sistemas permitem uma interpretacdo facil dos resultados, sdo faceis de
utilizar, rapidos (podendo fornecer resultados em apenas 24 a 48 horas ap6s colheita da amostra)
fornecendo informagdo extremamente Util para o tratamento do doente e para a prevencao da
transmissao de bacilos resistentes e contribuindo deste modo para diminuir o risco de amplificagdao
de resisténcia aos farmacos e para o controlo da tuberculose. Contudo, apresentam algumas
limitagdes, nomeadamente o nimero de genes que pode ser analisado permanece limitado, nao
detectam de mutagdes localizadas fora dos loci alvo e podem detectar mutagdes silenciosas nio
relacionadas com a resisténcia. Neste contexto, a confirmacao dos seus resultados ¢é essencial ¢ deve

ser feita com o recurso a testes fenotipicos de susceptibilidade.

Os sistemas INNO-LiPA Rif. TB e MTBDRplus, quando aplicados a isolados clinicos,
apresentaram uma elevada sensibilidade (100%) para a identificacdo do complexo M. tuberculosis e
uma elevada sensibilidade (100%) para a deteccdo de mutacdes que conferem resisténcia ao
antibidtico de primeira linha rifampicina. No respeitante a detec¢do de mutacdes que conferem
resisténcia a isoniazida, a validacdo analitica efectuada demonstrou uma sensibilidade de 100% do
sistema MTBDRplus. Assim, podemos afirmar que o INNO-LiPA Rif. TB ¢ o MTBDRplus
demonstraram neste trabalho, ser fidveis e competentes na identificacdo do complexo M.
tuberculosis e na detec¢do de mutacdes para a resisténcia a rifampicina e isoniazida (apenas

MTBDRplus) em isolados clinicos, ou seja, para a detec¢do de MDR-TB.

O sistema MTBDRsl, por seu lado, demonstrou ser bastante competente para a identificacdo do

complexo M. tuberculosis, trazendo uma reduzida mais-valia no que se refere a deteccao de

102



mutagdes que conferem resisténcia ao etambutol. A validagdo analitica efectuada demonstrou que
os resultados obtidos com o marcador genético utilizado se correlacionam com a resisténcia
fenotipica ao etambutol em 58,3% dos casos, pelo que a sua utilidade no contexto de um laboratoério
de micobacteriologia clinica é reduzido. Contudo, este sistema contribuiu para a detec¢ao precoce
de trés amostras possivelmente XDR-TB, cuja correlagdo com os resultados fenotipicos sera feita

posteriormente a conclusao deste trabalho.

Na aplicagdo directa destes sistemas em amostras com baciloscopia positiva, o INNO-LiPA
Rif. TB demonstrou, que ¢ altamente sensivel e especifico (100%) na identificagdo do complexo M.
tuberculosis, bem como na detec¢ao rapida de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina
(sensibilidade 100% e especificidade 96,7%). Neste trabalho, o sistema MTBDRplus apresentou
menor sensibilidade (87,1%), idéntica especificidade (100%) para a identificagdo do complexo M.
tuberculosis e idéntica especificidade (100%) para detecgdo de mutagdes que conferem resisténcia a
rifampicina. Demonstrou também uma elevada especificidade (100%) para detec¢do de mutacdes
que conferem resisténcia a isoniazida. Contudo, a sensibilidade deste ultimo sistema para a detecgao
de mutagdes que conferem resisténcia a INH e RIF ndo pode ser calculada dado ao reduzido ntimero
de amostras com resisténcia fenotipica ao firmacos estudadas nesta amostra e dadas as sérias
limitacdes evidenciadas pelo sistema MTBDRplus na amplificacdo e hibridagdo, o que impediu a
validacdo processual de um namero significativo de amostras. Claramente a amplificagao
“Multiplex” do MTBDRplus condiciona a qualidade e a efectividade da sua aplicacdo. Deste modo,
o sistema MTBDRplus deve ser utilizado apenas em isolados clinicos como método para
confirmacdo dos resultados do INNO-LiPA Rif. TB, sobretudo na confirmacdo de suspeitas de
MDR-TB, ao acrescentar a detec¢do de mutacdes para a isoniazida. Por fim, o MTBDRsl ndo foi
utilizado directamente em amostras clinicas por ndo terem sido detectadas MDR-TB nas amostras

estudadas.

103



Assim, o sistema INNO-LiPA Rif. TB demonstrou neste trabalho, ser o melhor sistema
comercial para utilizagdo directa em amostras respiratorias com baciloscopia positiva, contribuindo
inequivocamente para o diagnostico precoce da tuberculose e para a detec¢do precoce de mutagdes
que conferem resisténcia a rifampicina como marcador para a multirresisténcia. J4 o MTBDRplus,
ndo demonstrou, neste trabalho, ser uma alternativa viavel ao INNO-LiPA Rif. TB quando usado
directamente em amostras respiratorias, pois apresentou baixa sensibilidade para a identificagdo do
complexo M. tuberculosis, ndo detectou uma amostra fenotipicamente resistente a isoniazida e
apresentou problemas com o “Multiplex” PCR, apesar da utilizagdo da Taqg DNA Polimerase
recomendada pelo fabricante, o qual torna este sistema mais dispendioso que o INNO-LiPA Rif. TB
por obrigar a repeti¢cdes dos resultados inconclusivos. Podemos por isso afirmar que, neste trabalho,
o sistema MTBDRplus demonstrou ser analiticamente menos eficiente e menos robusto que o
sistema INNO-LiPA Rif. TB. Deste modo, o MTBDRplus deve ser utilizado apenas em isolados
clinicos, podendo ser um método ttil para confirmar e completar os resultados do INNO-LiPA Rif.
TB. Por fim, o MTBDRsl poderd ser muito Util quando usado em isolados clinicos, para
complementar os resultados do INNO-LiPA Rif. TB e MTBDRplus, mais concretamente quando
estes dois sistemas de deteccdo molecular identificarem isolados suspeitos de ser MDR-TB, ndo

podendo de forma alguma substituir o antibiograma de segunda linha.

Em relacdo as mutagdes detectadas com estes trés sistema de deteccdo molecular, podemos

concluir que:

e A mutacdo S531L no gene rpoB foi a principal mutagcdo detectada nos isolados clinicos
resistentes a rifampicina estudados neste trabalho;

e A muta¢do C-15T na regido promotora do operdo mabA (fabG1) /inhA foi a principal
mutagdo detectada nos isolados clinicos resistentes a isoniazida estudados neste

trabalho;
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e A mutacdo M306V no gene embB foi detectada em 58,3% dos isolados clinicos
resistentes ao etambutol e num isolado clinico sensivel a este fArmaco, o que corrobora a
incerteza sobre o papel desta mutacdo na resisténcia ao etambutol;

e Esta mesma mutagdo (M306V no gene embB) ndo pode ser usada como um marcador de
MDR-TB, pois foi detectada em apenas oito dos 20 isolados multirresistentes estudados
neste trabalho;

e Das 31 amostras respiratoria positivas para o complexo M. tuberculosis, apenas uma era

resistente a rifampicina (apresentando a mutacao H526D no gene rpoB).

Por fim, podemos concluir que da avaliacdo analitica efectuada a estes sistemas para uma
eventual integragdo no algoritmo de trabalho do Laboratério de Micobacteriologia do IHMT,UNL,
o sistema INNO-LiPA Rif. TB ¢ o sistema de elei¢do para a deteccao precoce de elementos do
complexo M. tuberculosis em amostra respiratorias com baciloscopia positiva bem como para a
deteccao de mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina, como marcador precoce MDR-TB.
Os sistemas MTBDRplus ¢ MTBDRsl demonstraram ser mais eficientes como sistemas
complementares da informagao obtida a partir do INNO-LiPA Rif. TB, ao adicionar informacao
sobre a resisténcia a isoniazida na aplicagao do sistema MTBDRplus directamente as amostras,
confirmando-se assim os critérios de MDR-TB. Contudo, a sua aplicacdo ¢ mais consistente e
rentavel se for restringida apenas a isolados clinicos. O sistema MTBDRs] demonstrou claramente
ser util apenas na deteccao precoce de marcadores de resisténcia para as fluoroquinolonas e os
aminoglicosideos/péptidos ciclicos, como indicadores precoces de XDR-TB, sendo de pouca
utilidade pratica a informagdo obtida acerca da presenca de mutagdes para a resisténcia ao

etambutol.

Conclui-se assim que estes sistemas de detecgdo molecular s3o uma mais-valia para a luta
contra a tuberculose e para a detec¢do e prevencdao da emergéncia de resisténcias, mas a sua

utilizacdo no ambito da marcha geral do diagnostico micobacteriologico deve ser judiciosamente
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equacionada, de forma a que as informagdes obtidas sejam claras e facilmente interpretadas pelo
clinico, como auxiliar da sua tomada de decisdo no diagndstico. Nesse aspecto, os marcadores
genéticos para a resisténcia a rifampicina continuam a evidenciar ser os mais fidveis € com maior
correlacdo clinico-laboratorial, sendo uma enorme mais-valia que estes sejam detectados
directamente em amostras respiratorias com baciloscopia positiva, no ambito de uma marcha geral
do diagnostico micobacteriologico que se pretende eficiente do ponto de vista laboratorial, efectiva
do ponto de vista clinico e economicamente sustentavel do ponto de vista da economia do sistema

de satide que suporta a luta contra a tuberculose (Viveiros et al., 2010).
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