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RESUMO

LIMA, Glaura Regina de Castro e Caldo. Avaliacio da resisténcia aos tuberculostaticos de
primeira linha em cepas do Complexo Mycobacterium tuberculosis isoladas no Distrito
Federal. Brasilia, 2015. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

A tuberculose (TB) continua sendo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, necessitando a TB multirresistente de medidas para ser evitada
por ser uma ameaga para o mundo. Determinar se a terapia com quatro drogas em dose fixa
combinada (4-DFC) € mais eficaz e mais segura que aquela com drogas separadas (DS) para o
tratamento de tuberculose pulmonar na literatura e avaliar a resisténcia aos tuberculostaticos
de primeira linha nos isolados do Complexo Mycobacterium tuberculosis no Distrito Federal
foram os objetivos deste trabalho. Para analisar o novo tratamento para TB pulmonar foi
realizada uma revisao sistematica com meta-analise dos estudos encontrados e para avaliar a
resisténcia aos tuberculostaticos de primeira linha foi realizado um estudo transversal
descritivo no LACEN-DF com cepas coletadas no periodo de 2001 a 2013 que comparou os
perfis de sensibilidade antes e ap6s a introdugdo do novo tratamento para TB. No periodo de
2011 a 2013 foi comparado um método tradicional de deteccdo de resisténcia (SIRE
BACTEC MGIT 960®) com um teste molecular (Genotype MTBDRplus®), capaz de detectar
as principais mutacdes nos genes associados a resisténcia a rifampicina e a isoniazida. As
taxas de resisténcia secundaria aos tuberculostaticos de primeira linha no periodo de 2001 a
2013 foram de 4,8% a isoniazida, 1,3% a rifampicina e 4,7% a estreptomicina. As taxas de
MDR-TB, XDR-TB e de outras resisténcias foram de 7,7%, 0,7% e 0,7%, respectivamente.
Comparando o periodo de 2001-2003 com 2011-2013 pode-se observar uma tendéncia de
diminuicdo da multirresisténcia e uma elevacdo da monorresisténcia aos tuberculostaticos de
primeira linha nos periodos analisados. A taxa de multirresisténcia secundaria caiu apos a
introducdo do novo tratamento, permitindo ao paciente maior chance de cura com a utilizacdo
de medicamentos menos toxicos e de menor custo para o Estado. A monorresisténcia a
estreptomicina aumentou, indicando uma possivel reativagdo endégena por cepas anteriores a
década de 1980. As mutagdes encontradas no gene rpoB, responsavel pela resisténcia a
rifampicina, se localizavam no cédon 531, enquanto as associadas a resisténcia a isoniazida,
no cddon 315 do gene KatG e no codon 15 do gene inhA. A acuracia do teste GenoType
MTBDRplus® no DF para a deteccdo da resisténcia a rifampicina e a isoniazida foi

confirmada quando comparada ao teste de sensibilidade convencional com menor tempo de



resposta na detecgdo de resisténcia aos farmacos. Em decorréncia dos resultados encontrados
neste trabalho o ensaio GenoType MTBDRplus® foi incluido na rotina do LACEN-DF para o
diagnostico precoce da TB e controle de sua multidroga resisténcia no DF, trazendo assim

beneficios substanciais para o diagndstico rapido da TB e do seu perfil de resisténcia.

Palavras-chaves: Tuberculose, multidroga resisténcia, rifampicina, isoniazida, rpoB, KatG,

inhA.



ABSTRACT

LIMA, Glaura Regina de Castro e Caldo. Evaluation of resistance to first-line
tuberculostatic drugs in isolates of Mycobacterium tuberculosis Complex in Federal
District. Brasilia, 2015. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de
Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

Tuberculosis (TB) continues to be a major cause of morbidity and mortality worldwide
and the multi-drug resistant TB is a threat to the world and needs measures to be avoided. To
evaluate whether the four-drug therapy in fixed dose combination (4-FDC) is more effective
and safer than the separate drugs (SD) therapy for the treatment of pulmonary TB in the
literature and determine the resistance to first-line antituberculosis drugs in isolates of
Mycobacterium tuberculosis in the Federal District were the objectives of this work. A
systematic review with meta-analysis of studies found was conducted to analyze the new
treatment for pulmonary TB, and to evaluate the resistance to first-line tuberculostatic drugs
in isolates of Mycobacterium tuberculosis complex in Federal District of Brazil a cross-
section descriptive study was undertaken in LACEN-DF in isolates collected from 2001 to
2013. A comparison of the sensitivity profiles before and after the introduction of the fixed-
dose combination treatment for tuberculosis. From 2011 to 2013 (sensitivity tests using the
SIRE BACTEC MGIT 960® system were compared with a molecular one using Genotype
MTBDRplus®, capable to detect the main mutations of genes associated to resistance to
rifampicine and to isoniazide. The secondary resistance rates to first-line antituberculosis
drugs in the period 2001-2013 were 4.8% to isoniazid, 1.3% to rifampicin and 4.7% to
streptomycin. The rates of MDR-TB, XDR-TB and other resistances were 7.7%, 0.7% and
0.7%, respectively. Comparing the period 2001-2003 with 2011-2013, a tendency of decrease
in multidrug resistance was observed, with an increase of monoresistance to first-line
antituberculosis drugs in the analyzed periods. The rate of secondary multi-resistance has
fallen after the introduction of the new treatment, which gives patients higher chance of
healing taking less toxic drugs that are cheaper for the government. The mono-resistance to
streptomicine increased, indicating a possible endogenous reactivation by isolates before 1980
decade. The mutations found in the rpoB gene, responsible for resistance to rifampicin, were
located at codon 531 and those responsible for resistance to isoniazid in the katG gene at
codon 315 and in the inhA gene at codon 15. The accuracy of GenoType MTBDRplus® in

DF for detecting the resistance to rifampicine and to isoniazide was confirmed when



compared with the conventional sensitivity test with less response time for detecting the
resistance. According to results found in this work the GenoType MTBDRplus® essays was
included in the routine of LACEN-DF for the early diagnose and control of multidrug-
resistant tuberculosis in Federal District, producing substantial benefits for the fast diagnosis

confirmation and its resistance profile.

KEY WORDS: Tuberculosis, multidrug resistance, rifampicine, isoniazide, rpoB, KatG e
inhA.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ a principal causa de morte no mundo por um agente infeccioso
unico. Quase um ter¢o da populagdo mundial, cerca de dois bilhdes de pessoas, esta infectado
com Mycobacterium tuberculosis e em risco de desenvolver a doenga. Anualmente, mais de
oito milhdes desenvolvem TB ativa, dos quais dois milhdes vém a morrer (WHO, 2015). Em
todo o mundo, mais de 90% dos casos de TB e das mortes ocorrem nos paises em
desenvolvimento, onde 75% dos casos estdo na idade de maior produtividade economica (15-
54 anos) (Sulis ef al., 2014). No Brasil, a taxa de incidéncia estimada ¢ de 44 casos por 100
mil habitantes (WHO, 2015).

A coinfecgdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) aumenta
significativamente o risco de vir a desenvolver TB (Brunello et al., 2011; Raviglione et al.,
2014; Borgdorff, Cain e Decock, 2015). Os paises com alta prevaléncia de HIV,
particularmente nos anos 1990, tiveram suas taxas de incidéncia aumentadas da ordem de trés
a quatro vezes (Peruhype et al., 2014; Satude., 2014).

Simultaneamente, em diversos paises, a multirresisténcia do bacilo da TB, conceituada
como a resisténcia a H (H) e a rifampicina (R), os dois principais farmacos para o tratamento
da TB, ¢ um problema crescente e muito preocupante. A mutagdo em genes especificos do
bacilo ¢ o principal mecanismo de resisténcia em relagdo a um determinado medicamento e
ocorre quando a bactéria permanece em um ambiente em que a concentragdo do farmaco ¢
menor do que a concentracdo inibitéoria minima, indicando medidas de tratamento
inadequadas (Ducati et al., 2006; Abubakar et al., 2013).

O Ministério da Satde (MS), apds constatar, pelo II Inquérito Nacional de Resisténcia
aos Farmacos anti-TB, conduzido em 2007-2008, o aumento da resisténcia primdria, ou seja
casos novos diagnosticados como resistentes a H isolada ou associada a R, editou nota técnica
alterando o tratamento para TB para os pacientes acima de 10 anos introduzindo os
comprimidos em dose fixa combinada de R, H, Z ¢ E (E) (dois primeiros meses), seguido de
R e H (quatro meses), que comegaram a ser dispensados no Distrito Federal (DF) a partir de
julho de 2010 (Brasil, 2011).

Para embasar a presente tese foi realizada, inicialmente, uma revisdo sistematica de
ensaios clinicos randomizados que compararam a eficacia e a seguranca do tratamento da TB

pulmonar em um regime de quatro drogas em dose fixa combinada versus drogas separadas.



Esses estudos avaliaram a eficacia devido a uma possivel alteracdo da biodisponibilidade da
R, um dos principais fArmacos para o tratamento da TB, nas preparagdes em doses fixas.

Esse novo cenario para o tratamento da TB no Brasil estimulou a investigacdo da
resisténcia aos tuberculostaticos de primeira linha no DF por meio da comparacao dos perfis
de resisténcia das cepas do Complexo Mycobacterium tuberculosis isoladas antes e apos a
introducdo do novo tratamento para TB, assim como a caracterizagdo das principais mutagdes

genéticas nos genes rpoB, KatG ¢ inhA das cepas isoladas de 2011 a 2013.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Situa¢ao da TB no Mundo, no Brasil e no Distrito Federal

A TB ¢ considerada uma das mais antigas doencas infecciosas da humanidade e,
embora passivel de um efetivo tratamento, permanece na atualidade como um importante
problema de satide publica mundial em virtude da ampla dispersdo geografica, emergéncia de
casos multirresistentes e coinfeccdo com HIV (Lonnroth et al., 2009).

Segundo relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2014 foram
detectados 9,6 milhdes de novos casos da doenga no mundo (WHO, 2015). No Brasil, dados
da OMS divulgados pelo Ministério da Satide mostram que o pais ocupa a 19* posi¢do na lista
das 22 nagdes que concentram 80% dos casos da doenga no mundo. Em 2014, ocorreram
73.970 novos casos e recidivas, com uma taxa de incidéncia de 44 por 100 mil habitantes e
com 2,6 6bitos por 100 mil habitantes por TB (WHO, 2015).

No Brasil, a TB foi introduzida com a vinda de jesuitas e imigrantes durante a
colonizagdo. Parte deles eram pessoas com tuberculose e vieram para o novo continente
visando as qualidades climaticas tropicais, pois acreditavam que seriam favoraveis ao
processo de cura da doenga. Por ser uma doenga infecciosa, a disseminacdo foi muito rapida e
se tornou uma epidemia nas maiores cidades brasileiras (Guimaraes et al., 2012).

Estimativas previam que ela fosse erradicada nos paises desenvolvidos, porém a
ocorréncia da infec¢ao pelo HIV provocou uma alteragdo na tendéncia epidemiologica da TB
que, com isso, voltou a representar uma significativa infec¢do oportunista associada a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Nos paises em desenvolvimento, devido ao
grande desequilibrio social, a TB sempre foi um problema de satide publica (Dye et al., 2009).

A coinfecgdo HIV/TB acabou provocando um agravamento dessa situagdo, fazendo
com que a TB voltasse a ter, nos ultimos anos, grande importancia dentro do contexto
mundial (Dirlikov, Raviglione e Scano, 2015; Zielonka, 2015). Dado o recrudescimento de
casos novos de TB pelo surgimento da AIDS, muitos autores tendem a considerar a TB como
um problema reemergente de saide publica. No entanto, essa alternativa parece ser valida
apenas para paises desenvolvidos. Em paises em desenvolvimento como o Brasil, a TB ndo ¢
problema de satide publica emergente, tampouco reemergente, mas um problema constante e

presente em nosso meio (Protti et al., 2010).



Por sua grandeza, potencial de disseminagdo e vulnerabilidade, a TB situa-se entre as
Doencas de Notificagdo Compulsoria no Brasil desde 1902 (Costa, 1986). E uma doenca que
acomete principalmente pessoas na faixa etaria de maior capacidade produtiva entre 20 e 49
anos. A incidéncia no género masculino normalmente ¢ superior & do género feminino, e a
forma pulmonar ¢ a forma clinica da doenga que mais acomete a populagdo (Dirlikov,
Raviglione e Scano, 2015).

No DF, com uma populagdo de 2,570.160 em 2010 (IBGE, 2010), a taxa de incidéncia
foi de 11,7 por 100.000 habitantes, com 328 casos novos notificados, ¢ o coeficiente de
mortalidade em 2013 foi de 0,7 6bitos por 100.000 habitantes. Comparando com as demais
Unidades Federadas, o DF possui um dos menores coeficiente de incidéncia de TB do pais.
Apresentou, em 2013, 78,2% de taxa de cura de baciliferos e 5,1% de taxa de abandono ao
tratamento (Brasil, 2014).

De acordo com a OMS, dos 4,7 milhdes de casos de TB notificados pelos 27 paises
com maiores incidéncias de TB em 2009, cerca de 250 mil foram estimados como sendo
MDR-TB (DUCATI et al., 2006). Esses paises relataram ao menos 4.000 casos de MDR-TB
ocorrendo anualmente ou 10% dos novos casos de TB registrados sao de MDR-TB (WHO,

2014).

2.2 Tuberculose

A TB ¢ uma doenca infectocontagiosa crénica, causada por micobactérias do
Complexo Mycobacterium. tuberculosis (CMTB). Seu principal agente etiologico ¢ também
chamado de bacilo de Koch e apresenta resisténcia a a¢do de agentes quimicos e sensivel ao
calor e a radiagdo ultravioleta (Dalcolmo, 2012; Herve et al., 2015).

Na espécie humana, a doenca é quase exclusivamente causada pelo M. tuberculosis,
embora as diferentes espécies do CMTB possam produzir quadro clinico semelhante a TB,
sendo necessario estabelecer diagnostico diferencial por cultivo, identificacdo bioquimica ou
por técnicas moleculares (Ismail ez al., 2015). O agente etiologico acomete em especial os
pulmdes, podendo também atingir outros sitios anatomicos (TB extrapulmonar). Os locais
mais comumente atingidos além dos pulmdes sdo a pleura e os ganglios linfaticos ou ocorrer
de maneira disseminada, a chamada TB miliar (Gunes et al., 2015).

A transmissdo da-se por via aérea pela inalacdo de aerossois produzidos pela pessoa

infectada e portadora da TB pulmonar ativa, por meio de tosse, espirro ou fala. Os bacilos



presentes nessas secrecdes sdo atomizados em goticulas microscopicas que sao levadas até a
arvore bronquica e atingem os alvéolos, onde os bacilos iniciardo o processo patologico da
doenca, caso consigam ultrapassar os mecanismos de defesa inespecificos e multiplicar-se
dentro do macrofago alveolar (Conde et al., 2009; Wang et al., 2014). Se isso ocorrer, sera
gerada uma reacdo inflamatoria local que leva a formacdo de um foco pulmonar. A partir
desse foco ocorrera a disseminagdo linfatica até o ganglio satélite (foco ganglionar) e, em
seguida, a disseminagdo hematogénica para todo o organismo, podendo resultar em TB
disseminada ou em formas pulmonares e extrapulmonares da doenga (Gunes et al., 2015).

Portanto, como o pulmfo ¢ o primeiro 6rgdo a ser atingido pelos bacilos, além de
possibilitar condi¢des ideais para o seu crescimento, em 90% das vezes a infecgdo ai se
localiza. Esse processo infeccioso evolui com os bacilos que conseguiram passar pelas defesas
inespecificas do trato respiratorio. Nos primeiros dias apds a infec¢do, o organismo ainda nao
desenvolve a resposta imunologica especifica importante para o bloqueio da multiplicacio
celular, chegando a 100.000 bacilos em cada foco de inoculagdo da infeccdo ao final de 15
dias (Amaral, Lasunskaia e D'imperio-Lima, 2015). Como a transmissibilidade inter-humana
ocorre apenas na forma pulmonar, ¢ importante ressaltar que as formas extrapulmonares nao
sdo transmissiveis (Jagielski et al., 2015).

A instalacdo de uma lesdo progressiva estd diretamente ligada ao grau da lesdo
pulmonar que, por sua vez, € proporcional a quantidade do indculo do bacilo e a viruléncia da
cepa e inversamente proporcional a resisténcia natural e adquirida do hospedeiro. Neste caso,
aproximadamente 5% dos individuos infectados pela TB desenvolverdo a doenga num periodo
de dois a cinco anos e, no restante da populagdo infectada, o bacilo ficara dormente, podendo
reativar-se tardiamente conforme as condi¢des de imunidade do proprio hospedeiro (Dirlikov,
Raviglione e Scano, 2015). A epidemia pelo HIV favoreceu o aumento de novos casos de TB.
Isso ocorreu porque a imunidade na TB ¢ mediada pelo sistema imunoldgico celular, o qual
estd comprometido na infec¢cdo pelo HIV. Portanto, essa pandemia causa impacto no controle
da TB e no aumento da frequéncia das formas graves, extrapulmonares e disseminadas na
manifestagdo da AIDS (Brunello et al., 2011; Liu et al., 2015). Em virtude das elevadas taxas
de morbidade e mortalidade por TB em individuos HIV positivos, a detecgdo, o tratamento ¢ a
prevencao da TB tornaram-se prioridades nos programas nacionais de controle da AIDS

(Organization., 2009; Peruhype et al., 2014).



2.3 Fisiopatologia e Mecanismos Imunolégicos da TB

A lesdo tipica observada na TB ¢ o granuloma, normalmente apresentando
caracteristicas bastante especificas. No centro da lesdo existe uma ou mais c¢lulas gigantes,
circundadas por diversas células epitelidides (Figura 1A e 1B). Na periferia encontram-se
inimeros linfocitos, alguns macréfagos e poucos plasmoécitos. Dois ou mais desses
granulomas podem fundir-se, originando noddulos bem delimitados e visiveis
macroscopicamente, denominados de tubérculos. Frequentemente ocorre uma necrose
tecidual de extensdo varidvel no centro do granuloma denominada de caseificacdo (Figura
1C). Antes da fase de necrose a lesdo pode curar-se completamente por resolucdo, entretanto,
uma vez ocorridos os processos de necrose e caseificacdo, ela cicatriza-se por fibrose,
encapsulamento, calcifica¢do e formagao de cicatriz (Figura 1D) (Wang et al., 2014; Chandra

etal., 2015).
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Fiura 1-TB pulmonr produtiva; Granulomas em processo de cura. Site
Patoldgica, Neuropatologia e Neuroimagem. UNICAMP, 2015.

A ruptura da lesdo ocorre quando o caseum amolece e se liquefaz e ¢ expelido através

do sistema bronquico. Esse processo resulta na formac¢do de uma cavidade no pulmao. A



disseminacdo da doenga pode ocorrer por extensdo local (por via intrabronquica) ou através
da via linfo-hematogénica. As reacdes sdo frequentemente acompanhadas por fibrose
extensiva e as lesdes podem ser vistas em radiografias toracicas de pacientes afetados (Rom e
Garay, 2004; Aguilar et al., 2005).

A TB é um exemplo classico de doenga causada por parasita intracelular. Embora seus
mecanismos imunopatogénicos ainda nio estejam totalmente esclarecidos, sabe-se que
protecdo imunoldgica ¢ assegurada pelos mecanismos de imunidade celular, em vez daqueles
associados a anticorpos.

O controle imunolégico dessa infecgdo ¢ baseado na resposta imune celular, mediada
predominantemente por linfocitos CD4 Thl. A produgdo de interleucinas (IL-12) por
macrofagos e células dendriticas ¢ induzida apos a fagocitose do bacilo por essas células e
direciona o desenvolvimento da resposta Thl com produgdo de interferon (IFN)-gama, que ¢
a citocina crucial para o controle da infeccdo (Allen et al., 2015; Rao et al., 2015). A funcdo
principal do IFN- gama ¢ ativar o macrofago infectado e assim induzir que essa célula exerca
seu papel microbicida pela ativagdo da producdo de reativos de oxigénio e de nitrogénio,
necessarios para a elimina¢do do bacilo. Além disso, o IFN-gama estimula o macrofago a
liberar TNF-a, citocina importante para a formacdo do granuloma e para o controle da
infeccdo, a resposta Th2 esta relacionada a producdo de citocinas TH2 (IL-4, 5 e 13,
principalmente) que estdo ligadas ao adoecimento por tuberculose e as IL-12 e 18 que
regularizam o fendtipo da resposta imune para o brago Thl, favorecendo o hospedeiro
(Amaral, Lasunskaia e D'imperio-Lima, 2015; Lerner, Borel e Gutierrez, 2015).

A probabilidade de o individuo vir a ser infectado ¢ de que essa infecgdo evolua para a
doenca depende de multiplas causas como a viruléncia da cepa, da fonte infectante, das
caracteristicas genéticas dos individuos infectados, da imunidade inata e adquirida do
paciente. A evolugdo ¢ influenciada pela condicdo da infecgdo, se primo-infecgdo ou
reinfeccdo exdgena. Em novo contato, apoés uma infec¢do natural ou induzida pelo Bacilo
Calmette-Guérin (BCG), a evolugdo para a doenca ¢ também dependente da resposta
imunolodgica individual (Lerner, Borel e Gutierrez, 2015).

Sdo fatores de risco para a doenga os extremos etarios (infancia e velhice),
desnutricdo, exposi¢do maci¢a ao micro-organismo, presenca de silicose, alcoolismo, uso de
drogas endovenosas, uso de medicamentos imunossupressores, além de doengas como
diabetes, neoplasias e AIDS (Hill et al., 2005; Lannoy et al., 2008; Liu et al., 2015). Todos os

grupos etarios sao atingidos, embora cerca de 85% dos casos ocorram em adultos na sua fase



de maior produtividade econdmica e 90% em sua forma pulmonar. O bacilo tem capacidade
de permanecer em estado de laténcia fisiologica durante longo tempo, assumindo uma
condicdo de parasitismo intracelular. No entanto, a coinfeccdo TB/HIV altera
significativamente este nlimeros aumentando os casos de doenca por TB e HIV, pois ambas
estdo relacionadas com o sistema imune celular prejudicando o curso de suas infec¢des. De
cada 100 pessoas que se infectam com o bacilo, 10 a 20 adoecerdo. Cepas resistentes a
antibidticos sdo responsaveis por varios surtos da doenga, principalmente em ambiente
hospitalar, resultando em altas taxas de infeccdo em trabalhadores da area de satde e
produgdo (Mulu et al., 2015).

Apesar de grande parte da populagdo mundial ter sido infectada pelo bacilo, uma
parcela relativamente pequena desenvolve a doenga. Cerca de 90% dos individuos infectados
desenvolvem a forma latente e assintomdtica da infec¢do. Dez por cento das pessoas
infectadas apresentam reativagdo da infec¢do podendo desenvolver TB ativa, geralmente
como consequéncia de uma infeccdo secundaria, desnutri¢do, imunossupressdo, consumo
alcodlico, condicdes sanitarias precarias ou elevado grau de exposicdo ao agente etiologico.
Em cerca de 5 a 10% dos casos a infec¢do progride imediatamente apds a infeccdo primaria

(Patra et al., 2013).

2.4 Transmissao

Apesar de ser conhecida desde a antiguidade, a transmissdo da TB foi evidenciada
apenas em 1865 por Villemin, que inoculou em animais de laboratério material clinico
extraido de bovinos e pessoas doentes. Somente com os magistrais trabalhos de Robert Koch,
em 1892, foi definitivamente relacionada a etiologia da doenga a micobactéria, hoje
denominada Mycobacterium tuberculosis (tipo humano) (Migliory et al, 2007).
Posteriormente, dois outros tipos foram caracterizados, o tipo bovino (M. bovis) e o aviario
(M. avium). A ingestdo deixou de ser uma via comum de infec¢do, embora na época do leite
ndo-pasteurizado e da TB disseminada no gado essa fosse uma via comum de infec¢do por M.
bovis (Finkbeiner, 1996). Apesar de ser uma doenca infectocontagiosa, a difusdo da TB ¢
grandemente influenciada pelas condi¢cdes econdmicas e sociais da populacdo. Prolifera em
areas de grande concentracdo humana, com precarios servicos de infraestrutura urbana, onde

coexistem a fome e a miséria. Por esses motivos, a sua incidéncia ¢ maior nas periferias das



grandes cidades, podendo, no entanto, acometer qualquer pessoa mesmo em areas rurais
(Brasil, 2014).

A infecg@o pelo bacilo da TB pode ocorrer em qualquer idade. A fonte de infecgdo
primaria ¢ o individuo com a forma pulmonar da doenca, eliminando bacilos para o exterior.
Calcula-se que durante um ano, em uma comunidade, uma fonte de infecgdo bacilifera podera
infectar, em média, de 10 a 15 pessoas que com ela tenham mantido contato. O risco de
contagio entre contactantes ¢ de 2% e de contactantes casuais praticamente nula (Getahun et
al., 2015).

A fala, o espirro e, principalmente, a tosse de um doente de TB pulmonar bacilifera
lancam no ar goticulas contaminadas de tamanhos variados. As goticulas mais pesadas se
depositam rapidamente e as mais leves permanecem no ar em suspensdo. Somente o niicleo
seco das goticulas - denominado de nucleo de Wells — com didmetro menor que 5 um e
contendo de 1 a 3 bacilos consegue atingir os bronquiolos, onde inicia sua multiplicagdo. Um
paciente bacilifero produz, em média, 250 niicleos de Wells por hora. Estima-se que seja
necessaria uma exposicdo a cerca de 25.000 nucleos de Wells — aproximadamente 100 horas,
portanto — para que o contagio ocorra (Kritski, 2010a).

As goticulas médias s@o, na maioria, retidas pela mucosa do trato respiratorio superior
e removidas dos bronquios através do mecanismo mucociliar. Os bacilos assim removidos sdo
deglutidos, inativados pelo suco gastrico e eliminados nas fezes. Os bacilos que se depositam
nas roupas, lencdis, copos e outros objetos dificilmente se dispersardo em aerossois e, por
isso, ndo desempenham papel importante na transmissdo (Kritski, 2010a). Quatro fatores
determinam a probabilidade da transmissdo de M. tuberculosis: 1) numero de bacilos
expelidos no ar; 2) concentracdo de organismos no ar, influenciada pelo espago e ventilagao;
3) tempo de exposi¢d@o do individuo no ambiente contaminado; e 4) estado imunologico do
individuo exposto a contaminagdo (Lonnroth et al., 2009).

O periodo de transmissibilidade se estende enquanto o doente estiver eliminando
bacilos sendo a transmissdo reduzida gradativamente em aproximadamente 15 dias (Uys,

Warren ¢ Van Helden, 2007).

2.5 O Micro-organismo e o Complexo Mycobacterium tuberculosis

Em 1896, Lehmann e Neumann propuseram a criacdo do género Mycobacterium

visando a inclusdo dos bacilos da TB e da hanseniase, até entdo classificados como Bacterium



tuberculosis e Bacterium leprae (Drobniewski et al., 1997; Goodfellow et al., 1997). Esse
género tem sofrido atualizagdes constantes e a ele pertencem 142 espécies e 11 subespécies.
Faz parte da familia Mycobacteriaceae, juntamente com o género Amycolicicoccus, e esta
posicionado taxonomicamente na sub-ordem Corynebacterineae, que pertence a ordem
Actinomycetales, da subclasse Actinobacteridae, da classe e¢ do filo Actinobacteria, do
dominio Bacteria. Essa taxonomia baseia-se em trés critérios: resisténcia a descoloragdo por
alcool-acido, sintese de acidos micoélicos e porcentagem de citosina e guanina (C+G) do DNA
genomico compreendida entre 61mol% e 71mol% (Wright ez al., 2009; Wang et al., 2014). O
género Mycobacterium ¢é constituido pelo M. leprae, por espécies que compoem o CMTB e
outras micobactérias denominadas micobactérias ndo tuberculosas (MNT) (Gutierrez, Supply
e Brosch ef al., 2009; Smith et al., 2009).

As micobactérias foram classificadas por Kazda, conforme a patogenicidade em seres
humanos, em trés grupos: estritamente patogénicas, potencialmente patogénicas e raramente
patogénicas ou saprofitas (Quadro 1). As espécies estritamente patogé€nicas incluem as do
CMTB e M. leprae, enquanto as classificadas como potencialmente patogénicas e patdogenos
raros compreendem as MNT (Brasil, 2009).

Quadro 1. Classifica¢do da patogenicidade das espécies de micobactérias

Patogénicas
M. leprae M. tuberculosis M. bovis M. africanum M. microti
M. caprae
Potencialmente patogénicas
M. avium M. branderi M. genavense M.malmoense M. simiae
M.  avium  subsp M. celatum M. haemophilum M. marinum M. szulgai
Paratuberculosis
M. abscessus M. chelonae M. intracellulare M. peregrinum M. ulcerans
M. asiaticum M. fortuitum M. kansasii M. scrofulaceum M. xenopi
Raramente patogénicas
M. agri M. fallax M. cooki M. gordonae M. phlei
M. alchiense M. hassiacum M. diernhoferi M. porcinum M.thermoresistible

M. alvei M. duvalii M. komossense M. pulveris M. tokaiense
M. aurum M. fallax M. lepraemurium M. rhodesiae M. triviale
M. brumae M. farcinogenes M. mucogenicum M. senegalense M. vaccae
M .austroafricanum M. flavescens M. nonchromogenicm M. shimoidei M. chitae
M. gadium M. neoaurum M. smegmatis M. chubuense M. gastri

M. obuense M. sphagni M. confluentis M. gilvum

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Nota técnica conjunta N° 01/2009.
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O CMTB inclui as seguintes espécies: M. tuberculosis, responsavel pela maioria dos
casos de TB humana; M. bovis, causador da doenga em gado bovino, eventualmente podendo
acometer outros animais, ¢ considerada uma zoonose que acomete mais comumente
amigdalas, ganglios e intestino. Quando causa doenca pulmonar em humanos, M. bovis nao ¢
transmissivel facilmente, razdo pela qual hd uma tendéncia pelo seu desaparecimento em
infecc@o em seres humanos (Marais et al., 2010). A cepa atenuada M. bovis BCG ¢ utilizada
para vacinagdo; M. africanum, um grupo heterogéneo de isolados responsaveis por TB
humana na Africa (Metchock, Nolte e Wallace, 1999); M. microti, um patogeno isolado com
pouca frequéncia, causador da doenga em imunocomprometidos (Van Soolingen et al., 1998);
M. pinnipedii, isolado em animais marinhos (Cousins et al., 2003); ¢ as subespécies
recentemente identificadas M. tuberculosis subsp. caprae, encontrada principalmente em
caprinos (Aranaz et al., 1999) e M. tuberculosis subsp. canetti, isolada na Africa e na Europa
(Miltgen et al., 2002).

As espécies anteriormente descritas apresentam 99,9% de identidade genética,
portanto estdo incluidas em um mesmo complexo. Essa semelhanga genotipica pode ser
identificada pela hibridizacdo do DNA que evidencia os seus elementos comuns, como a
sequéncia 16S, a insercdo [S6110 e uma sequéncia de bases repetitivas de DR (direct
repeated). No entanto, apresenta diferengas quanto a reservatorios naturais, patogenicidade e
caracteristicas fenotipicas e epidemiologicas, como a transmissibilidade (Niemann, Richter e
Rusch-Gerdes, 2000; Gutierrez, Supply e Brosch et al.,, 2009; Smith et al., 2009).

O Mycobacterium tuberculosis ¢ uma forma de transi¢ao evolutiva entre as eubactérias
e os actinomicetos. E um bacilo com 1 a 4 ym de comprimento por 0,3 a 0,6 um de largura,
ndo formador de esporos ou produtor de toxina, sem flagelos, espécie aerdbica estrita e
intracelular facultativo, sendo capaz de sobreviver e de se multiplicar no interior de células

fagocitarias (Smith et al., 2009).
2.6 Diagnostico
O diagnostico da TB pode ser obtido por meio de varios métodos, tais como histdrico

clinico, exame radiologico, testes imunoldgicos, baciloscopia, cultivo e técnicas de

identificacdo molecular.
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2.6.1 Historia clinica

Para a forma pulmonar da doenca, dependendo de sua evolugdo, pode ser
assintomatica ou manifestar-se clinicamente com tosse, febre, perda de peso, sudorese noturna
e inapeténcia. A temperatura corporal apresenta variagdo ao longo do dia, apresentando-se
baixa ou normal durante a manha, aumentando gradativamente até o final da tarde. A noite, a
temperatura volta ao normal, sendo acompanhada de sudorese. A tosse estd presente na
maioria dos casos, sendo inicialmente seca e, com a progressdo da doenca, evoluindo para
uma expectoragdo purulenta. Ndo raro, o escarro pode estar acompanhado de sangue, o que
evidencia um comprometimento de vasos pulmonares. O volume de sangramento ¢é variavel e
ndo indica necessariamente TB ativa (Rom e Garay, 2004). A tosse com expectoracdo por
mais de trés semanas ¢ um sinal importante e caracteriza o paciente como sintomatico

respiratorio (Brasil, 2015a).

2.6.2 Exame radiolégico

O exame radiologico ¢ auxiliar no diagnostico da TB, justificando sua utilizagcdo nos
individuos sintomaticos respiratorios, nos suspeitos de serem portadores de TB
extrapulmonar, nos portadores de infeccdo pelo HIV e nos contactantes (intradomiciliar ou
extradomiciliar) de pacientes com TB pulmonar (Kritski, 2010b). A maioria dos pacientes
com TB pulmonar ativa apresenta alteracdes radiograficas sugestivas. Na TB primadria, o
processo infeccioso recente € visto geralmente como um infiltrado no lobo médio ou inferior
do pulmio (Mcguinness, Hamilton e Al Nabulsi, 2000). A imagem radiografica sugestiva é o
aspecto bipolar, de aumento hilar em decorréncia da hipertrofia dos linfonodos regionais. A
principal alteragdo parenquimatosa ¢ representada por uma opacidade com limites mal
definidos, frequentemente associada com adenopatia hilar ipsi-lateral. Raramente os
linfonodos aumentados podem comprimir os bronquios, dando origem a atelectasias. Com a
progressdo da doenga, imagens cavitarias podem surgir, indicando uma forma mais grave
(Rom e Garay, 2004)). As lesdes podem regredir espontaneamente, resultando em sequelas
como alteragdes parenquimatosas calcificadas ou ndo (Rom e Garay, 2004).

O exame radioldgico permite a identificacdo de pessoas portadoras de imagens
sugestivas de TB ou de outras patologias e permite, em pacientes com baciloscopia positiva, a

exclusdo de outra doenga pulmonar associada que necessite de tratamento concomitante, além
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de avaliar a evolucdo radiologica dos pacientes, sobretudo naqueles que nao responderam a

quimioterapia (Mcguinness, Hamilton e Al Nabulsi, 2000).

2.6.3 Testes imunologicos

O teste imunolodgico mais utilizado em todo mundo € o teste tuberculinico, identifica
se uma pessoa foi infectada pelo bacilo da TB. A tuberculina ¢ constituida por uma mistura
purificada por fracionamento quimico (derivado protéico purificado) de componentes soluveis
de M. tuberculosis ativamente produzidos durante crescimento em meio liquido. O derivado
protéico purificado (PPD), apesar de ser denominado purificado, na verdade ¢ uma mistura
bruta de mais de duzentos antigenos protéicos e polissacarideos obtidos a partir do filtrado de
culturas de M. tuberculosis (Lalvani et al., 1998). A injec@o intradérmica desse derivado €
conhecida como prova tuberculinica, ou teste de Mantoux, sendo indicada como método
auxiliar no diagnostico da TB. Ha varias classes de testes para a prova intradérmica, sendo o
mais utilizado o método de Mantoux PPD. O teste ¢ realizado injetando-se 0,1 mL de
antigeno PPD (equivalente a 2 unidades de tuberculina) por via intradérmica no ter¢o médio
da face anterior do antebrago do paciente. A reagdo de hipersensibilidade de natureza tardia se
manifesta trés ou quatro dias apos a infec¢@o. A leitura do halo de endurecimento formado ao
redor da aplicacdo, apos esse periodo, indica se o individuo foi ou ndo infectado pelo bacilo
(BRASIL, 2010).

A resposta primaria de um organismo infectado ¢ desenvolver reagdo de
hipersensibilidade do tipo tardia as proteinas de baixo peso molecular secretadas pelo bacilo,
e como consequéncia apresentar reagdo positiva a tuberculina. Um resultado positivo indica,
isoladamente, apenas infec¢do e ndo necessariamente TB doenga (Casal et al., 2015). A prova
tuberculinica ¢ baseada nos fenomenos de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT). Quando
proteinas estranhas, fragmentos protéicos ou o proprio bacilo da TB sdo previamente
introduzidos no organismo hospedeiro, macrofagos sdo ativados por mediadores soluveis
(citocinas) secretados por linfocitos T antigenos-especificos resultando em uma resposta
imune altamente sensivel e um quadro de elevada sensibilidade na infec¢do subsequente. A
infiltracdo de linfocitos e macrofagos no local de inje¢do produz uma area de endurecimento e
tumefacdo ao redor da aplicacdo, sendo dimensionada com auxilio de régua milimetrada

(Huebner, Schein ¢ Bass, 1993; Ranaivomanana et al., 2015).
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Representa um método auxiliar para o diagnodstico de pacientes ndo-imunizados com
BCG. Quando negativo, sugere a investigacao de outras doencas que possam ter apresentacao
semelhante a tuberculose. Quando positivo, indica contato atual ou pregresso com a
micobactéria, necessitando de outros achados que confirmem a infec¢do. Na maioria dos
casos o teste tuberculinico é usado com o objetivo de diagnosticar TB latente em individuos
com risco de infecgdo ¢ com o objetivo de tratar, se o teste for positivo. Deve ser efetuado
apenas naqueles individuos que tém maior risco de estar realmente infectado; por exemplo:
contatos recentes de doentes com tuberculose bacilifera (Brasil, 2010).

O teste de intradermorreacdo utilizando o PPD ndo é mais o Unico método
imunologico atualmente disponivel para avaliar popula¢des em risco de infec¢do pelo M.
tuberculosis. Um dos ultimos avangos cientificos permitiu a identificagdo de proteinas
(ESAT-6 e CFP10) codificadas na regido RD1 do genoma do CMTB. Nos individuos com
tuberculose latente, as células T produzem interferon-y em resposta aos antigénios do CMTB.
Os novos testes envolvem a estimulacdo de linfocitos sanguineos com ESAT-6 ou CFP10,
seguido de medigdo/deteccdo do interferon-y produzido. A tuberculose ativa esta associada a
menor produ¢do de interferon-y, parecendo relacionar-se com a gravidade da doenca e tempo
de tratamento. No entanto, a sensibilidade ou a especificidade deste teste tem os mesmos
problemas do teste tuberculinico — falta um teste padrdo-ouro de diagnostico de tuberculose

latente (Duarte, 2009)

2.6.4 Baciloscopia

O método de diagnostico mais usado ainda é a pesquisa do bacilo no escarro, nos
casos de TB pulmonar, iniciada por Robert Koch em 1882 e até hoje amplamente empregada
pela simplicidade de realizacdo. Todavia, apresenta baixo rendimento pois, em geral, a
positividade do bacilo alcool-acido resistente (BAAR) ¢ confirmada se houver mais de cinco
mil bacilos/mm? do material coletado, uma vez que as micobactérias ndo se coram facilmente
através de métodos convencionais (como a coloracdo de Gram) pela alta quantidade de
lipidios presentes na parede celular.

Dois tipos de coloragdes sao realizadas normalmente:

1- coloracdo de carbolfucsina (mistura de fucsina com fenol); que incluem as

coloragdes de: a- Ziehl-Neelsen (coloragdo a quente) b- Kinyoun (coloragio a frio) c-

Ziehl-Gabbet (coloragdo a frio)
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2- coloracao de fluorocromos: auramina O.

Os métodos se baseiam na propriedade dos bacilos serem alcool-acido resistentes, ou
seja, depois de tingidos pela fucsina basica (ou pelo fluorocromo), mantém coloracao
avermelhada ou roésea mesmo apos serem submetidos a agdo de solucdo de alcool e acidos

fortes para descoloragdo (Figura 2).

Figura 2 Micobactéria corada pela técnica de Ziehl-Neelsen observada no aumento de 1000 x.

Atlas colorido e livro texto de microbiologia. Konemann, 2006.

A baciloscopia ¢ um exame semiquantitativo, com a contagem do numero de BAAR
por campo microscopico (Kritski, Conde e de Souza, 2000).
Os critérios para leitura e interpretacdo dos resultados da baciloscopia preconizado

pelo Ministério da Satude sdo descritos no Quadro 2.
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Quadro 2 Critérios para leitura e interpretacdo dos resultados da baciloscopia de escarro, apos

concentragdo ou ndo, corada pelo método de Ziehl-Neelsen.

N3ao sdo encontrados BAAR em nenhum
Relata-se o resultado como NEGATIVO
dos 100 campos

Sdo encontrados de 1 a 9 BAAR em 100 | Relata-se apenas a quantidade de BAAR
campos encontrada;

Sdo encontrados de 10 a 99 BAAR, em 100

Relata-se o resultado como POSITIVO +
campos

E encontrada uma média de 1 a 10 BAAR

por campo, nos primeiros 50 campos | Relata-se o resultado como POSITIVO ++

observados

Sdo encontrados em média mais de 10
BAAR por campo, nos primeiros 20 | Relata-se o resultado como POSITIVO +++

campos observados

Fonte: Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da TB e outras Micobactérias. Ministério da Saude. Brasilia,
2008.

Em casos de TB pulmonar, a sensibilidade da baciloscopia varia entre 33% e 80%
(Goessens et al., 2005, Peterson et al., 1999; Lipsky et al., 1984). Embora menos sensivel que
a cultura, necessitando de 5000 bacilos por mL de escarro para sua positividade, a
baciloscopia permite a detecgdo de micobactérias e possibilita ao clinico direcionar os
procedimentos necessarios, ainda que ndo possibilite a diferenciacdo entre espécies. A
coloracdo deve ser realizada em todos os materiais de cultura suspeitos de conter

micobactérias (Metchock, Nolte e Wallace, 1999).

2.6.5 Cultura

Apesar de mais trabalhosa e morosa quanto a obten¢do de resultado, a cultura do
micro-organismo ¢ um método mais sensivel que a baciloscopia, necessitando de apenas 10 a
100 bacilos viaveis por mL de espécime clinico para apresentar resultados positivos
(Palomino, 2005). A sensibilidade da cultura varia entre 80% e 85% (Stager et al., 1991;
Morgan et al., 1983) e sua especificidade é de 98% (SCHIRM et al., 1995). Pelo lento
crescimento bacilar, as culturas sdo passiveis de leitura somente apds trés a seis semanas de

inoculacdo em meios solidos. E um complemento da baciloscopia, permitindo o diagndstico

16



ndo apenas dos casos avancados, intensamente baciliferos, como também dos casos mais
recentes em que ha discreta eliminacgdo bacilar (Brasil, 2015a).

O procedimento de cultura utiliza meios solidificados que podem ser divididos em
meios a base de ovo ou de agar. O meio de cultura mais utilizado para isolamento de
micobactérias ¢ o Lowenstein-Jensen (LJ), a base de ovo, contendo glicerol como fonte de
carbono e asparagina como fonte de nitrogénio. Esse ¢ o meio padronizado pelo Ministério da
Satde (MS) do Brasil para uso em laboratérios de referéncia e permite o crescimento da
maioria das micobactérias de interesse médico (Brasil, 2015a). O meio de cultura de Ogawa-
Kudoh também a base de ovo ¢é preconizado para ser usado nos laboratorios regionais e locais
e ou com dificuldade de acesso como aldeias indigenas, o qual facilita o processo de
descentralizacdo. Esse método ¢ econdmico e suficientemente sensivel para assegurar que a
cultura contribua para confirmar o diagnostico da tuberculose pulmonar, nos casos com
baciloscopia negativa e util para recuperar os bacilos de escarros de pacientes baciliferos que
requerem teste de sensibilidade. Gera risco biologico similar ao da baciloscopia pois ndo
requer centrifugacdo de suspensdes com bacilos. Os meios a base de agar sdo meios
transparentes, o que permite a visualizagdo precoce das coldnias em lupas ou microscépio. Os
meios Middlebrook a base de agar (Middlebrook 7H10 e Middlebrook 7H11) devem ser
enriquecidos com o suplemento Middlebrook OADC, composto por acido oleico, albumina
bovina (fragao V), dextrose e catalase.

O meio de cultura liquido Middlebrook 7H9 ¢ o meio liquido que necessita do
enriquecimento ADC (albumina, dextrose e catalase) ¢ comumente utilizado no subcultivo
para estocagem de cepas. Ha também o meio liquido Middlebrook 7H9 modificado, acrescido
de antibidticos e enriquecimento OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase),
acondicionado em um tubo contendo um sensor fluorescente sensivel ao oxigénio, composto
de ruténio pentahidratado em uma base de silicone . E o meio escolhido para o preparo do
indculo para testes de resisténcia e outros ensaios in vitro, sendo utilizado para a recuperacao
de micobactérias presentes em baixa contagem em materiais como o liquor ¢ o meio utilizado
pelo BACTEC MGIT 960® (Metchock, Nolte e Wallace, 1999).

A mais recente ferramenta para o diagnostico da TB no Brasil, implantada pelo
Ministério da Saude em 2014 foi o Genexpert. O teste Xpert MTB/Rif realizado no sistema
GeneXpert € um teste molecular rapido para a deteccdo de CMTB e resisténcia a R, com
tecnologia avancada e para uso na rede primaria de saude, nas unidades que disponham de um

laboratério que realize baciloscopias. O sistema GeneXpert ¢ formado por um instrumento
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GeneXpert, um computador simples e cartuchos descartaveis. O teste ¢ baseado na
metodologia PCR (polimerase chain reaction - reacdo da polimerase em cadeia) multiplex,
nested, em tempo real. Uma série de sondas moleculares ¢ utilizada simultaneamente para
detectar a presenca de CMTB e para diagnosticar a resisténcia a R como um marcador

alternativo de doenga multirresistente.

2.7 Profilaxia

De acordo com MS, existem duas medidas preventivas eficazes contra a TB: a
quimioprofilaxia e a vacinacdo. A quimioprofilaxia TB consiste na administracdo de H em
pessoas ndo infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis para prevenir a infecgdo
(quimioprofilaxia primaria) ou para evitar o desenvolvimento da doenga nos individuos
infectados (quimioprofilaxia secundéria). A H vem sendo utilizada nos EUA desde 1952 para
o tratamento da TB, e foi introduzida no Brasil nesse mesmo ano. A partir de 1965, a
American Thoracic Society (ATS) recomendou seu uso na quimioprofilaxia da tuberculose
nos individuos reatores a tuberculina. No entanto, apesar de eficaz para prevenir o
desenvolvimento da doenca TB sua toxicidade deve ser monitorada (Ranaivomanana et al.,
2015). Recomenda-se que todo individuo com infec¢do pelo HIV, independentemente da
idade, sem evidéncia de tuberculose doenca, com um teste positivo a tuberculina (> 5 mm),
sem antecedente de tratamento de tuberculose e com radiografia de toérax normal, deve
receber tratamento para a infeccdo latente por M. tuberculosis. Nos individuos negativos para
o teste da tuberculina a eficacia desta terapia ndo tem sido bem demonstrada. Alguns ensaios
clinicos neste grupo evidenciaram que o beneficio da utilizagdo da terapia preventiva com H
nio foi importante. E possivel que dificuldades na absor¢io dos farmacos e a imunosupressao
avancada nestes sujeitos interfiram na eficacia da terapia. No entanto recomenda-se a H por
doze meses nos pacientes que sendo HIV positivos, sem PPD positivo documentado, mas em
contato recente com caso de tuberculose pulmonar infecciosa (Akilimali, et al., 2015).

A vacina BCG, que foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin no
Instituto Pasteur na Franca entre 1906 e 1919 (Chung e Biggers, 2001), ¢ obtida a partir de
uma cepa virulenta de M. bovis que foi atenuada ap6s multiplos cultivos por varios anos. A
vacina¢do com a BCG ¢ a medida mais comum para prevencdo da TB, pois visa proteger as
criangas ndo infectadas de adoecerem caso venham a se infectar com o bacilo da TB. E

indicada para criangas de até 4 anos de idade e a protecdo imunitaria pode manter-se por 10 a
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15 anos (Behr, 2001). A vacina BCG foi trazida para o Brasil em 1927 por Arlindo de Assis,
que recebeu uma estirpe-filha da BCG trazida por Moreau, a qual passou a ser denominada
BCG Moreau - Rio de Janeiro (Behr, 2001). Entre 1948 e 1974, estima-se que foram
vacinadas 1,5 bilhdo de pessoas (WHO, 2005). Em 1974, a vacinacdo com BCG foi
incorporada ao Programa Ampliado de Vacinagdo (PAI/OMS). Atualmente, a cobertura
vacinal da BCG alcanga 85% dos recém-nascidos no Brasil. Estima-se que aproximadamente
100 milhdes de criangas recebam a vacina BCG a cada ano em todo o mundo.

O Programa Nacional de Controle da TB (PNCT) é responsavel pelas normas de
prevengdo, ou seja, vacinagdo, reducdo das fontes de infecg¢do, diagndstico, tratamento e pela
distribuicdo dos medicamentos que s3o fornecidos gratuitamente a todos os doentes
registrados e acompanhados nas Unidades de Saude, levando & consequente reducdo da
incidéncia, prevaléncia e mortalidade causada pela TB (Hijjar et al., 2005). No entanto varios
estudos tém demonstrado controvérsias na protecdo da BCG para o bacilo da TB, ficando
mais evidente apenas para as formas graves e na infincia o que mesmo assim ainda necessita

de mais estudos (Ranaivomanana et al., 2015).

2.8 Tratamento

Diagnosticar precocemente um doente com tuberculose, principalmente o bacilifero, e
trata-lo de forma adequada ¢ essencial para eliminagdo da principal fonte de infecgdo. A
reducdo dessas fontes de infecg@o interrompe a cadeia de transmissdo da doenga e diminui o
problema da TB na comunidade. Dessa forma, a transmissdo € reduzida gradativamente apds
o inicio do esquema terapéutico recomendado e ao fim de poucas semanas o risco de
transmissdo diminui significativamente (Costa et al., 2013; Wang et al., 2014). A carga
bacilifera diminui para 5% no segundo dia de tratamento e para 0,5% apds o décimo segundo
dia de terapia (Atif er al., 2015). Consideram-se, para fim de tratamento, individuos que
apresentem as seguintes caracteristicas: material clinico positivo ao exame direto; cultura de
material clinico positiva; adultos sintomaticos, negativos persistentes a baciloscopia mas com
suspeita radiologica de TB pulmonar; criangas doentes mesmo sem confirmacdo
bacteriologica; ndo vacinados com BCG intradérmico e com historico de contagio conhecido;
reatores fortemente positivos pela intradermorreacdo a tuberculina (Brasil, 2011).

A era da quimioterapia da TB inicia-se no final da década de 1940 com a descoberta

da estreptomicina, utilizada em monoterapia, conforme os primeiros trabalhos publicados pelo
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Conselho Médico Britanico. A constatacdo do rapido desenvolvimento de resisténcia a
estreptomicina levou a descoberta e a testes de novos farmacos, como acido para-
aminossalicilico (PAS), H, Z, tiossemicarbazona, cicloserina, canamicina, etionamida (Et), E
e capreomicina (Mitchison e Davies, 2012). Os primeiros ensaios ja demonstravam a
necessidade de uma combinacgdo farmacoldgica no tratamento como a principal medida para
se prevenir a resisténcia. Como o Complexo Mycobacterium tuberculosis ¢ formado por
patdgenos aerobios estritos, de multiplicagdo lenta e alta taxa de mutantes resistentes, para o
seu tratamento ¢ recomendada a utilizagdo de poliquimioterapia por tempo prolongado para
eliminar os bacilos em todas as suas fases de crescimento metabolico, o que diminui as taxas
de recidivas por evitar a resisténcia intrinseca do bacilo.

Nos anos 1950 surge o primeiro regime poliquimioterapico, composto por
estreptomicina (S), PAS ¢ H, administrados por 24 meses. A longa duracdo e a dificil
aceitacdo do PAS justificaram buscar regimes mais eficazes, mais curtos e mais toleraveis. Na
década de 1960, o PAS foi gradualmente substituido pelo E, e o regime triplice, com Z, H e E,
foi encurtado para 12 meses (Caminero, 2004; Aguilar et al., 2005; Mitchison e Davies,
2012). A R foi introduzida na terapéutica em 1971 e € um marco no tratamento da TB por sua
potente atividade esterilizante, tanto na fase de multiplicagdo rapida quanto na fase de
manuten¢do. Sua incorporagdo aos esquemas possibilitou a redu¢do do tempo de tratamento
de 12 para 6 meses, com a chamada curta duracdo (Caminero, 2004; Mitchison e Davies,
2012).

Portanto, desde 1979 o tratamento para TB no Brasil assim se comp0s: esquema I:
dois meses (2RHZ) e quatro meses (4RH), para pacientes novos; esquema IR (2RHZE/4RH),
para pacientes apds cura ou abandono; esquema II (2RHZE/7RH), para meningoencefalite;
esquema III (3SEEtZ/9EEt), para faléncia dos esquemas anteriores; e esquema especifico para
MDR-TB. Os farmacos recomendados atuam, portanto, em diferentes etapas do metabolismo
do bacilo.

A R ¢ um farmaco pertencente a classe dos antibidticos macrolideos que possui agdo
bactericida. Seu mecanismo de agdo consiste na inibi¢do da transcricdo génica da
micobactéria por bloqueio da RNA polimerase DNA dependente, impedindo a sintese de
RNA mensageiro (RNAm) e de proteina pelo bacilo, causando a morte celular (Arbex et al.,
2010; Tupin et al., 2010).

A H, por sua vez, ¢ um antibiotico sintético notavelmente seletivo para micobactérias.

Trata-se de um pro-farmaco que necessita ser ativado pela enzima catalase peroxidase do M.
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tuberculosis, produzindo radicais reativos de oxigénio e radicais orginicos que inibem a
formag@o de acido micolico da parede celular, causando erros na sintese do DNA que levam a
morte do micro-organismo (Arbex et al., 2010).

Ja a Z, para se tornar ativa, necessita ser convertida em acido pirazindico por enzimas
bacterianas. No entanto, seu mecanismo de agdo ainda é pouco conhecido. Supde-se que a Z
penetre no bacilo de forma passiva e atinja altas concentracdes no citoplasma bacteriano. O
acumulo de acido pirazindico diminui o potencial hidrogenionico (pH) intracelular, causando
inativagdo de enzimas como a acido graxo sintase I (que ¢ essencial para a sintese dos acidos
graxos) prejudicando entdo a biossintese do acido micoélico (Arbex et al., 2010).

Finalmente, o E atua inibindo a enzima arabinosil transferase codificada pelo gene
embB e consequentemente interfere na biossintese de arabinogalactano, principal
polissacarideo da parede celular da micobactéria (Arbex et al., 2010).

Em 2009, seguindo recomendagdes do Comité Técnico Assessor do PNCT, foi
efetuada uma substantiva revisdo nas formas de tratamento da TB (Brasil, 2011). As
principais modificacdes adotadas foram as seguintes:

- Introducdo de um quarto farmaco, E, na fase intensiva do tratamento para todas as

formas e idades a partir dos 10 anos (2RHZE/4RH);

- Adocao da apresentacdo em comprimidos com doses fixas combinadas: 4 em 1

(RHZE) para a fase intensiva e 2 em 1 (RH) para a fase de manutencao.

- Formulagdes em comprimidos em substituicdo as capsulas;

- Adequacao das doses de H e Z para 300 mg/dia e 1.600 mg/dia, respectivamente

- Aboli¢do dos esquemas de retratamento denominados IR e II1.

Assim, os esquemas atualmente preconizados sdo indicados para todos os casos novos e para
formas de TB pulmonar e extrapulmonar (exceto meningoencefalite), bem como nos casos de
recidiva e retorno ap6s abandono (Quadro 3). Para os menores de 10 anos, permanece o

esquema anterior (RHZ).
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Quadro 3 Esquema basico para tratamento de TB no Brasil a partir de 2010.

Esquema Farmacos Peso Dose Meses
Até 20Kg R: 10mg/Kg/dia
H: 10mg/kg/dia
Z:35mg/kg/dia
2RHZE
) ) RHZE* E:25mg/kg/dia 2
Fase intensiva )
20-35Kg 2 comprimidos
36-50Kg 3comprimidos
>50Kg 4 comprimidos
Até 20 Kg R: 10mg/Kg/dia
H: 10mg/Kg/dia
4RH }
RH 20-35Kg 2 comprimidos 4
Fase de manutengao
36-50Kg 3comprimidos
>50Kg 4 comprimidos

O numero antecedendo a sigla indica o nimero de meses de tratamento

Dose por comprimido R= 150mg, H= 75mg, Z= 400mg, E= 275mg

Fonte: Nota técnica sobre as mudangas no tratamento da TB no Brasil para adultos e adolescentes.Supl 1. Brasil,
2011.

A principal justificativa para a introdugdo do quarto farmaco no esquema basico foi a
constatagdo do aumento, na ultima década, da resisténcia primaria a H, de 4,4% para 6,0% (I
Inquérito Nacional de Resisténcia, dados ndo publicados) e de resisténcia a R (de 0,2% para
1,5%). Seu longo e ininterrupto tempo de uso, de mais de seis décadas no pais, revela uma
curva historica ¢ esperada de aumento de resisténcia a H. A escolha do E tem como
justificativa a evidéncia de que os fArmacos R, estreptomicina e E, quando associados a H,
mostram maior capacidade de reduzir a faléncia de tratamento por selecdo de cepas
resistentes. Assim, o acréscimo do E ao esquema evita o risco de faléncia e reduz o risco de
recidiva em casos de resisténcia primaria a R ou a H (Brasil, 2011; SBPT, 2009).

A combinacdo RHZE em um mesmo comprimido (dose fixa combinada) na fase
intensiva do tratamento ¢ recomendada pela OMS, ha mais de década, como estratégia de
adesdo e operacionalizagdo. As vantagens sdo minimizar erros de prescri¢do, diminuir o
nimero de comprimidos, gerar melhor aceitagdo pelo paciente, facilitar a supervisdo e
melhorar a logistica do controle farmacéutico (Brasil, 2011; WHO, 2008). Para a faixa etaria
abaixo de 10 anos, permanece o esquema com trés farmacos: R (10 mg/kg), H (10 mg/kg) e Z
(35 mg/kg). Embora aceito pela OMS, a justificativa para ndo introduzir o E no Brasil em

criangas foi a dificuldade de se identificar precocemente a neurite optica nesse grupo, ¢ de ndo
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existir formulagdes pediatricas de RHZE em doses combinadas at¢ o momento (Dalcolmo,
2012).

Apesar da combinacdo RHZE em um mesmo comprimido ser uma recomendagdo com
mais de 20 anos, ainda pairam algumas diividas com relacao a biodisponibilidade da R nessas
combinagdes. A provavel reducdo dessa biodisponibilidade em combina¢des fixas ja foi
relatada e sua implicacdo no controle da TB ¢é desastrosa (Sbarbaro, Blomberg e Chaulet,
1999), pois acarretaria um aumento das taxas de faléncia do tratamento com o esquema de
curta duragdo e aumento da probabilidade de surgimento de mutantes resistentes, tanto a R
como a H, com um impacto epidemiologico negativo decorrente do aumento de bacilos
resistentes circulantes. Em termos individuais, seria muito prejudicial para o doente por
reduzir ou mesmo impossibilitar a cura (Botha ez al., 1996). Segundo Sbarbaro (1999), os
testes in vitro ndo garantiriam realmente uma biodisponibilidade da R quando utilizada em
seres humanos.

Tanto Sbarbaro (1999) quanto Botha (1996) questionaram se o uso de doses fixas
combinadas das drogas preveniria o surgimento da resisténcia se o tratamento fosse
interrompido parcial ou totalmente. Esses autores reconhecem a necessidade de protocolos
para determinar a biodisponibilidade da R em apresentacdes combinadas. Apesar da grande
eficacia dos esquemas terapéuticos, estudos mostram que os farmacos utilizados podem
produzir interagcdes medicamentosas indesejaveis entre si ou com outros medicamentos em
uso pelo paciente, assim como reagdes adversas que podem apresentar diferentes graus de
severidade podendo levar ao abandono do tratamento (Blumberg et al., 2003).

Considera-se caso de abandono de tratamento o doente que, apos iniciado o tratamento
para TB, deixou de comparecer a unidade de saude por mais de trinta dias consecutivos, apos
a data aprazada para o seu retorno. Varios fatores relacionados ao tratamento, a doenga, ao
paciente, aos problemas sociais, aos servigos ¢ ao profissional de saide sdo apontados como
determinantes do problema, como contribuintes para a ndo adesdo.e para o abandono.
(Meirelles e Chirinos, 2011).

O abandono do tratamento e o surgimento de cepas resistentes, sdo fatores que estdo
associados a ainda elevada incidéncia global da TB, os quais impdem dificuldades ao

processo de cura, aumentando o tempo e o custo do tratamento (WHO, 2015).
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2.9 Mecanismo de Resisténcia aos Tuberculostaticos

O CMTB apresenta alta propor¢do de mutantes resistentes (Frieden et al., 2009). Dos
quatro mecanismos conhecidos responsaveis pela resisténcia bacteriana (conjugacdo,
transformagdo, transducdo e mutacdo), o bacilo adquire resisténcia aos farmacos apenas por
mutacdo (Hillemann, Rusch-Gerdes e Richter, 2007).

As estirpes do CMTB do tipo selvagem sdo aquelas que nunca estiveram expostas a
antibidticos tuberculostaticos. No entanto, dentro dessas estirpes verificou-se a existéncia de
pequenas populagdes espontaneamente resistentes aos antibidticos (Curry, 2008):

- 3,5x10°° sdo resistentes a H;

- 1,2x108 sdo resistentes a R;

- 3,1x107 sdo resistentes ao E;

- 3,8x10° sdo resistentes a estreptomicina;

Sabendo que numa lesdo da cavidade pulmonar pode alojar cerca de 1x10° a 1x10°
bacilos, constata-se que com a utilizacdo de apenas um antibidtico na terapéutica a
probabilidade de haver bacilos resistentes ¢ elevada (Loddenkemper et al., 2002).

Com tratamento monoterapéutico somente os bacilos suscetiveis irdo ser combatidos,
permanecendo os bacilos resistentes, originando uma melhoria imediata dos sintomas mas,
também, uma recaida com menor taxa de sucesso do tratamento (Curry, 2008).

H4a muito se sabe que o maior indicador clinico de desenvolvimento de
multirresisténcia (MR) ¢ o contato prévio com farmacos (Toungoussova et al., 2002;
Ramaswami e Musser, 1998; Rocha et al, 2008). Assim, a MR, resisténcia pelo menos a H e a
R, conforme o conceito internacional, é considerada um fendmeno bioldgico iatrogénico
decorrente da aplica¢do inadequada dos regimes de tratamento de curta duracdo (Hofling et
al, 2005).

Atualmente, a MDR vem se disseminando por movimentos migratorios e constitui
uma grande ameaca para o mundo, na auséncia de novos farmacos capazes de reverter essa
situacdo (Jamal e Moherdaui, 2007; WHO, 2009; WHO, 2011). A MDR-TB ja ¢é responsavel
por metade dos casos novos na China, India e Russia. O diagnéstico lento dos casos de MDR-
TB ¢ apontado como o maior obstaculo no controle da MDR-TB (Asencios et al., 2012).

O genoma do Mycobacterium tuberculosis H37Rv foi completamente sequenciado em

1998, o que permitiu enorme avango no conhecimento da biologia do bacilo, que tem um
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cromossomo circular, com 4.411.532 pares de base, 4.043 genes que codificam 3.993
proteinas e conteiido guanina (G) e citosina (C) de 65.6%. Cerca de 230 genes estdo
envolvidos no metabolismo lipidico. Dezessete por cento dos genes do M. tuberculosis
codificam componentes da parede celular. Atualmente sdo conhecidas as fungdes de 2.058
proteinas codificadas, o que corresponde a 52% do seu proteoma (Toungoussova et al., 2002).

A resisténcia a R esta relacionada ao gene rpoB que codifica a subunidade beta da
RNA polimerase. A mutagdo nesse gene interfere na sintese do acido ribonucleico (RNA). As
mutagdes ocorrem em uma regido central do gene rpoB, que codifica a sub-unidade beta da
RNA polimerase. Seu hot spot possui 81 pares de base (27 codons) e é delimitado pelos
codons 507 a 533, o que facilita o diagnostico molecular de resisténcia (Mani ef al., 2001). As
mutagdes mais frequentes nessa area ocorrem nos codons 526 e 531 (Valim et al, 2006; Ellard
e Fourie, 1999).

O mecanismo de resisténcia a H ndo esta totalmente elucidado. Ela € uma pro-droga
que necessita ser ativada pela enzima catalase-peroxidade que ¢ codificada pelo gene KatG
para se tornar ativa. Uma mutag@o nesse gene ja torna o micro-organismo resistente a H. O
alvo mais conhecido de acdo da H ¢ a via de sintese do acido micolico da parede celular,
sendo a enoil-acil redutase a proteina carregadora que € codificada pelo gene inhA, sendo este
outro ponto de mutacdo que confere resisténcia ao antimicrobiano. O mecanismo de acdo da
H ainda pode envolver outros genes ainda ndo descritos, pois ja existem isolados clinicos
resistentes a este antimicrobiano que nao apresentam mutagdes em KatG e nem em inhA.

O avango da biologia molecular trouxe enorme perspectiva de desenvolvimento de
novos métodos capazes de diagnosticar, em menor prazo, a TB e a MDR-TB por técnicas de
PCR e de sequenciamento de genes para o diagndstico de mutacdes que levam a resisténcia

bacteriana (Jiao et al., 2007).

2.10 Organizacao dos Servicos de Satude do Distrito Federal

O Distrito Federal ¢ composto por Brasilia, a capital do Brasil e 31 regides
administrativas com uma populagdo de 2,570.160 milhdes (IBGE, 2010). A distribui¢do dos

servicos de satde no DF ¢ coordenada por 5 Regionais de Saude que agrupam as 19 Regides

Administrativas-(RA), conforme Quadro 4.
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Quadro 4 Distribui¢do dos Servigos de Satde por Regionais
Administrativas e presenga do Programa de Controle da TB (PCT).

de Satde Regides

Regionais

de Saude

Coordenagio

Geral de Saude

Regido
Administrativa-RA

Servigos de Saude

Apresentam PCT

Centro-Sul

Asa Sul

RAL - Brasilia (Asa
Sul)

RA16 - Lago Sul

Hospital de Base do DF,
Hospital Regional da Asa
Sul, Unidade Mista da Asa
Sul, Centros de Saude n°
5,7,8,6, Posto de Saude
Rural do Park Way,
Saude do
(DISAT),

Diretoria de
Trabalhador
Centro de Testagem e
Aconselhamento, Nucleo
de Inspecdo de Brasilia,
Nucleo de Inspecdo do

Lago Sul.

SIM

Nicleo

Bandeirante

RAS - N.

Bandeirante

RA17 e 21 - R.
Fundo I eIl

RA19 -

Candangolandia

Centro de Satde n° 1 da
Candangolandia, n° 2 do
Nucleo Bandeirante, n® 3
do Riacho Fundo I, n° 4 do
Riacho Fundo II, Posto de
Satde Urbano n° 1 e 2 do
Riacho Fundo II, Pronto
Socorro Rural do Riacho
Fundo 1II, Nucleo de
Inspegdo do Nucleo
Bandeirante, Nucleo de

Inspecao do RF e Instituto
de Saude Mental (CAPS).

SIM

SIM

SIM

Guara

RA 10 -
(inclui SCIA e SIA)

Guara

Hospital ~ Regional  do
Guara, Centro de Satude n°s
1,2 e 3, Posto de Saude
Urbano n°® 1,

Satde da Estrutural, CAPS,

Centro de

Laboratorio Regional do

Guara, CAPS alcool e
drogas, Nucleo de Inspecdo

do Guara.

SIM
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Centro-

Norte

Asa Norte

RA1 - Brasilia (Asa
Norte)

RA18 - Lago Norte

RA 11 e 22 -
Cruzeiro,

Sudoeste/Octogonal

Hospital Regional Asa
Norte, Centros de Satude n°
11, 12,13 el5, Centro de
Satde 9 e 14 do Cruzeiro,
Centro de Satde do Varjao,
Nucleo de Inspecdo do
Cruzeiro, Nucleo de
Inspecdo do Lago Norte,
Nucleo de Inspecdo
Brasilia Norte, Hospital de
Apoio de Brasilia, COMPP
(CAPSI), LACEN e
Funda¢do Hemocentro de

Brasilia.

SIM

SIM

SIM

Oeste

Ceilandia

RA9 - Ceilandia

Hospital ~ Regional da
Ceilandia, Centros de
Satde n° 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11 e 12, Posto de
Satde Urbano Privé, Posto
de Saude Rural n° 1,
Laboratério Regional da
Ceilandia, CAPS alcool e

drogas.

SIM

Brazlandia

RA4 - Brazlandia

Hospital Regional
Brazlandia, Centro de
Saude n° 1 e2, Posto de
Saude Urbano n°1, Posto de
Satde Veredas, Posto de
Satde Rural 1 e 2, Nucleo

de Inspecdo de Brazlandia.

SIM
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Sudoeste

Taguatinga

RA3 - Taguatinga

Hospital Regional
Taguatinga, Hospital Sao
Vicente de Paula, Centro de
Saude n° 1,2,3,4,5,6,7 ¢ 8,
Posto de Saude Urbano do
Areal, Central Radiologica
de Taguatinga, CAPS II,
Unidade Mista de
Taguatinga, Nucleo de
Inspegdo de Taguatinga
Sul, Ntcleo de Inspegdo de
Taguatinga Norte.

SIM

Samambaia

RA12 - Samambaia

Hospital Regional
Samambaia, Centro de
Saude 1,2,3 e 4, Posto de
Saude Urbano 1, Nucleo de
Inspegdo da Samambaia,
CAPS II e Unidade de
Pronto Atendimento - UPA.

SIM

Rec. das Emas

RA15 - Recanto

das Emas

Centro de Saude n° 1 ¢ 2,
Posto de Saude Urbano 1,
Nucleo de Inspecdo do

Recanto das Emas.

SIM

Norte

Sobradinho

RAS5 - Sobradinho

Hospital Regional
Sobradinho, Centros de
Satde 1,2 e 3, Postos de
Satde Rural 1,2,3 e 4,
Nucleo de Inspegdo de
Sobradinho, CAPS élcool

drogas.

SIM

Planaltina

RAG6 - Planaltina

Hospital Regional
Planaltina, Centro de Saude
n°1, 2, 3,4 e 5, Posto de
Saude Urbano 1, Posto de
Saude Rural 1, 2, 3,4, 7,9
e Arapoanga, Nucleo de
Inspecdo de Planaltina,

CAPS élcool drogas II.

SIM
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Leste

Paranoa

RA7 - Paranoa,
Jardim  Botanico,

Itapod

Hospital Regional Paranoa,
Centros de Satde n° 1 e 2,
Centro de Saude do Itapoa,
Posto de Saude Rural 1,5,6
e 8, CAPS.

SIM

Sao Sebastido

RA14 - Sao

Sebastidao

Centro de Saude 1, Posto
de Satde Urbano 1 e 2,
Posto de Saude Rural 2,
Unidade Mista de Sdo
Sebastido, Ncleo de

Inspecdo de Sao Sebastido.

SIM

Sul

Gama

RA 2 — Gama

Hospital Regional Gama,
Centro de Saude 1,2,3,4,5,6
e 8, Posto de Saude Rural
1,3 ¢ 4, Policlinica, Nucleo
de Inspe¢io do Gama,

CAPS IL.

SIM

Santa Maria

RA 13 - Santa

Maria

Hospital Regional Santa
Maria, Centro de Saude n°
1 e 2, Posto de Saude
Urbano 1,2 e 3, Nucleo de
Inspecdo de Santa Maria,

CAPS alcool drogas.

SIM

Fonte: Decreto do Governo do DF n° 34.213, de 14 de margo de 2013. Anexo Unico.

O Laboratorio Central de Satde Publica do DF (LACEN-DF), coordena os

Laboratorios da Rede Publica de Satde — sdo as unidades laboratoriais vinculadas a

Subsecretaria de Atencdo a Saude da Secretaria de Estado de Saude estabelecidas nos

Hospitais, Unidades de Pronto Atendimento, Emergéncias, Unidades de Saude Ambulatorial,

Centros de Referéncia e Postos de Saude do Distrito Federal, que funcionam sob orientacao

técnico-normativa do LACEN-DF (Distrito Federal, 2013). O LACEN-DF recebe amostras de

todas as Regionais de Satide do DF e de laboratorios privados, sendo a cultura para

micobactérias ali centralizada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a resisténcia aos tuberculostaticos de primeira linha nos isolados do Complexo

Mycobacterium tuberculosis no DF.

3.2 Objetivos Especificos

Comparar a eficacia e a seguranca das combina¢des em dose fixas combinadas (DFC)
versus drogas separadas (DS) para o tratamento da TB pulmonar na literatura;

Caracterizar os casos de TB no DF;

Determinar o perfil de sensibilidade das cepas do Complexo Mycobacterium
tuberculosis identificadas no LACEN-DF nos anos de 2001 a 2013;

Comparar os perfis de sensibilidade das cepas do Complexo Mycobacterium
tuberculosis isoladas antes e ap6s a introducdo do novo tratamento para TB;

Caracterizar as principais mutacdes genéticas nos genes rpoB, KatG e inhA das cepas

1soladas de 2011 a 2013.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho geral do estudo

Estudo transversal descritivo com o objetivo de avaliar a resisténcia do

Mycobacterium tuberculosis aos tuberculostaticos de primeira linha no Distrito Federal.

4.2 Periodo de estudo

Compreendido de 1° de janeiro de 2001 a 31 de dezembro de 2013.

4.3 Casuistica

Foram analisadas as culturas positivas e os respectivos testes de sensibilidade
realizados no LACEN-DF, que faz parte da Rede Nacional de Laboratérios de Satide Publica
para o Diagnéstico de TB do Brasil. E o laboratério que realiza o teste de sensibilidade para o
bacilo da TB para toda a rede publica e privada do DF.

Os materiais recebidos sdo principalmente o escarro, liquor, lavado gastrico, lavado
bronquico e material de bidpsia, encaminhados mediante solicitagdo médica contendo o nome
do paciente, idade, regional de saude tipo de material, solicitagdo de cultura e teste de
sensibilidade.

O teste de sensibilidade foi realizado em todas as amostras que eram acompanhadas de
solicitacdo, independentemente de tratar-se de paciente HIV positivo ou ndo. Existe uma
obrigatoriedade da realizagdo do teste de sensibilidade na cultura positiva para CMTB de
pacientes soropositivos para HIV, faléncia do tratamento, retratamento, paciente com suspeita
de resisténcia primaria, contactantes de caso com TB resistente para vigilancia

epidemioldgica dos casos.

4.4 Comparacio da eficacia e seguranca das (4-DFC) versus DS na literatura

Foi realizada uma revisdo sistematica com metanalise de ensaios clinicos
randomizados de acordo com o guideline PRISMA, diretrizes especificas para realizacdo de

revisdes sistematicas. Essa revisdo, detalhada no Apéndice, foi registrada na plataforma
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PROSPERO, especifica para o registro de revisdes sistematicas sob o numero
CRD42013003217.

Foram pesquisadas as seguintes bases de dados: CINAHL, Cochrane Library,
LILACS, MEDLINE, SciELO, Scopus, Web of Science, Science Direct, EMBASE, banco de
dados da CAPES ¢ bases de dados de dominio publico. Sem restricdo de lingua, desde a
criacdo da base até a data de 10 setembro de 2013. Foram comparados os resultados de
ensaios clinicos randomizados (ECRs) envolvendo pacientes recém diagnosticados para TB
que utilizavam 4-DFC e as drogas separadas nos primeiros dois meses do tratamento para TB.
As palavras-chaves utilizadas foram: tuberculosis, treatment,; and rifampicin; and isoniazid;
and ethambutol; and pirazinamide; e not HIV. Apoés a selecdao dos estudos foram analisados

em texto completo os artigos em inglé€s, francés e espanhol.

4.5 Caracterizacao dos casos de TB no DF

Para a caracterizacao dos casos de TB no DF foi realizado um levantamento de dados
a partir dos bancos de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo do
Ministério da Satde (SINAN), do periodo de 2001 a 2013, fornecidos pela Secretaria de
Satde do DF. O SINAN contempla o tratamento informatizado dos dados provenientes da
Ficha de Notificacdo/Investigacdo de casos de TB (ANEXO B). Com o proposito de
caracterizar os casos notificados no SINAN, foram definidas as variaveis relacionadas as
caracteristicas demograficas, local e unidade de origem da amostra, data, forma clinica, co-

morbidades, evolugdo e condigdo de egresso, conforme Quadro 5.
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Quadro 5 Variaveis analisadas na ficha de notificacdo/investigacdo e encerramento de TB.

Nimero do campo Varidvel

2 Data da notificagdo

6 Data do diagndstico

4 Unidade de satde

8ou9 Idade

10 Sexo

11 Raga

12 Escolaridade

24 Zona

28 Tratamento

20 Municipio de residéncia
31 Forma

33 Agravo associado

34 Baciloscopia de escarro
35 Baciloscopia de outro material
36 Cultura de escarro

37 Cultura de outro material
38 HIV

55 Situacdo de encerramento

Fonte: Ficha de notificacao/investigacdo/encerramento de casos de TB do SINAN

Os casos de MDR-TB foram pesquisados no Sistema de Informacdo para Tratamento
Especial de TB (SITETB). Este sistema ¢ uma plataforma destinada ao registro e
acompanhamento dos casos de TB que ndo se enquadram nos esquemas de tratamento

padronizado ou por desenvolvimento de resisténcia (Brasil, 2015c)

4.6 Critérios de inclusao e exclusao

Foi realizada uma busca retrospectiva dos resultados dos testes de sensibilidade das
amostras encaminhadas ao LACEN-DF no periodo 2001 a 2010 e uma analise prospectiva no
periodo de 2011 a 2013. Foram incluidos no estudo todos os testes de sensibilidade realizados
neste periodo. Na eventualidade de culturas positivas de um cliente em duplicidade ou
repetidas ao longo do ano, a exclusdo da mesma foi realizada quando o perfil de sensibilidade
foi idéntico entre elas.

As amostras do periodo de 2011 a 2013 ja sob influéncia da mudancga do tratamento da

TB, foram utilizadas para comparac¢ao do perfil de resisténcia.
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Excluiram-se do célculo da taxa de resisténcia do CMTB as amostras procedentes de
outros estados. A procedéncia € o local da coleta da amostra e ndo necessariamente do
domicilio do paciente.

4.7 Definicao de termos

4.7.1 Tuberculose confirmada

Quando ocorreu cultura positiva para micobactéria com subsequente confirmacdo da

espécie como CMTB em espécime clinico.

4.7.2 HIV positivo

Quando era assinalado na guia de solicitagdo médica para realizacdo do teste de

sensibilidade em espécime clinico enviado ao LACEN-DF.

4.7.3 Monorresisténcia

Resisténcia a apenas um farmaco.

4.7.4 Multirresisténcia

Resisténcia a pelo menos R e H.

4.7.5 Outros padrdes de resisténcia

Resisténcia a mais de um farmaco, nao incluindo a associag¢do de R ¢ H.

4.7.6 Extensivamente resistente aos tuberculostaticos

Resisténcia a todos os farmacos de primeira linha mais uma fluorquinolona e uma

droga injetavel de segunda linha.
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4.8 Protocolo

Nos materiais enviados ao LACEN-DF foram realizados os seguintes exames:
baciloscopia concentrada, cultura, identificagdo das micobactérias e o teste de sensibilidade
pelo método das proporgdes e BACTEC MGIT 960® ambos considerados como padrdo ouro
para determinacao de resisténcia aos tuberculostaticos. Nas cepas resistentes, de 2011 a 2013,
foi realizado teste de sensibilidade genotipico utilizando o kit Genotype MTBDRplus® que
detecta as principais mutacdes nos genes rpoB, KatG e inhA, o primeiro responsavel pela

resisténcia a R e os demais, a H.

4.8.1 Baciloscopia concentrada

A Dbaciloscopia ¢ o exame basico para o diagnostico bacteriologico da TB,
especialmente na forma pulmonar. A baciloscopia concentrada ¢ a confec¢do da lamina para
analise microscopica a partir do material clinico concentrado e a metodologia utilizada para
sua execucdo esta descrita no Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da TB e outras
Micobactérias. A coloragdo da lamina foi a de Ziehl-Neelsen, sendo que os resultados foram
fornecidos segundo a seguinte escala semi-quantitativa (Brasil, 2008):

(-) ndo foram encontrados BAAR em 100 campos observados.

(+) houve a presenca de menos de 1 BAAR por campo em 100 campos observados.

(++) houve a presenca de 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos observados.

(+++) houve a presenga de mais de 10 BAAR por campo em 20 campos observados

4.8.2 Cultura

A Cultura é o método bacterioldégico mais sensivel e especifico disponivel até o
momento, para o diagnostico da TB pulmonar e extra pulmonar.

As culturas no LACEN-DF sdo realizadas em meio solidificado de LJ e a
descontaminacgdo da amostra através do Método de N-acetil - L-cisteina — Hidroxido de Sodio
(NALC-NaOH), conforme o Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da TB e outras
Micobactérias (Brasil, 2008).

Todos os procedimentos de cultura e teste de sensibilidade foram realizados em

ambiente com nivel de biosseguranca 3.
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Durante o periodo de 8 semanas foram realizadas semanalmente verificagdes de
crescimento bacteriano nos tubos informando-se os resultados das culturas positivas,
relatando-se o aspecto (forma e cor), bem como a quantidade de coldnias crescidas, segundo a
seguinte escala quantitativa (Brasil, 2008).

+++ Colonias confluentes

++ Colonias separadas (mais de 100)

+ de 20 a 100 coldnias

N° nimero de colonias visualizadas

0 sem crescimento

C contaminado

As colonias tipicas do CMTB apresentaram a cor creme, de aspecto rugoso,

desenvolvendo-se na superficie do meio e ndo alterando a cor do LJ.

4.8.3 Identificacao

A identificacdo das micobactérias foi realizada por meio das seguintes técnicas:
Tempo de crescimento, analise microscopica e macroscopica, producdo de niacina,
crescimento em meio LJ adicionado de acido para-nitrobenzoico (PNB), crescimento em meio
LJ adicionado de hidrazida do 4cido tiofeno 2-carboxilico (TCH), e a partir de 2013 o teste

com antigeno MPT64 em paralelo com o teste de niacina (Brasil, 2008).

4.8.4 Teste de sensibilidade

A sensibilidade das micobactérias as drogas antituberculosas foi avaliada utilizando-se
o Método das Propor¢des que detecta proporcdes de bacilos resistentes presentes numa
amostra frente a uma concentragdo da droga que ¢ capaz de inibir o desenvolvimento de
bactérias sensiveis e ndo o das resistentes (Canetti et al., 1969). Define uma concentragdo
critica capaz de inibir o desenvolvimento de aproximadamente todas as cepas de
micobactérias isoladas de pacientes ndo tratados € uma proporgdo critica (critérios de
resisténcia), que € a propor¢do de mutantes resistentes de uma populacdo bacilar, acima da

qual a cepa ¢ considerada resistente (Tabela 1).

36



Tabela 1- Critérios de resisténcia do CMTB as drogas tuberculostaticas

Drogas Concentraciao (mcg/ml) Proporciao Critica (%)
Estreptomicina 4,0 10

H 0,2 1

R 40 1

E 2 1

Fonte: Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da TB e outras Micobactérias. Ministério da Satde, Brasilia,

2008.

Quanto ao célculo da porcentagem de bacilos resistentes, aplicou-se o método da regra
de trés, comparada a respectiva propor¢do critica, sendo que se o resultado se mostrasse
superior ou igual a proporg¢ao critica, seria considerada resistente (Canetti et al., 1969).

Cada novo lote de meios de cultura com drogas foi controlado através da prova de
sensibilidade com cepa H37Ra de Mycobacterium tuberculosis, sensivel a todos os
antibidticos e quimioterapicos utilizados contra a TB.

Foi realizado também o teste de sensibilidade pelo método do BACTEC MGIT 960®,
esse método € ndo radiométrico, permitindo, na maioria dos casos, a obtencdo mais precoce
de resultados apropriados da susceptibilidade a antibioticos. O BACTEC MGIT 960® SIRE
Kit é um teste qualitativo com 4 a 13 dias de duracdo. O teste baseia-se no crescimento de
isolados de CMTB num tubo contendo farmaco, que ¢ comparado com um tubo isento de
farmaco (Controle de crescimento). O instrumento BACTEC MGIT 960® monitora os tubos
com relacdo a um aumento da fluorescéncia. A analise da fluorescéncia no tubo contendo
farmaco, comparativamente com a fluorescéncia presente no tubo de Controle de crescimento,
¢ usada pelo instrumento para determinar os resultados da sensibilidade. O instrumento
BACTEC MGIT 960® interpreta automaticamente estes resultados utilizando algoritmos pré-
definidos (que comparam o crescimento no tubo com o firmaco com o crescimento no tubo
de Controle de crescimento) efetuando o relatério do resultado de susceptibilidade ou de

resisténcia.

4.8.5 Identificacio genotipica das cepas resistentes 2011 - 2013

Para o teste de genotipagem, foram utilizadas as cepas ja identificadas como CMTB,
isoladas no periodo de 2011 a 2013, por impossibilidade de recuperagdo das mais antigas, que

apresentaram perfis de resisténcia que envolvem os farmacos R e H, tanto com
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monorresisténcia como multirresisténcia para esses farmacos, pois o teste detecta as principais
mutagdes dos genes rpoB, KatG e inhA responsaveis pela resisténcia a R e H
respectivamente.

O kit GenoType MTBDRplus® foi utilizado de acordo com as instrugdes do
fabricante, a partir de cultivos em meios solidos LJ. Essas colonias foram ressuspendidas em
300 mL de agua para biologia molecular. As colonias foram inativadas por calor a 95 ° C
durante 20 minutos e submetidas a sonicagdo por 15 min para extracdo do DNA bacteriano.
As amostras foram em seguida centrifugadas a 22.000g durante 5 min, ¢ o sobrenadante
recolhido. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 100 pl de 4gua para
biologia molecular Cinco microlitros do sobrenadante foi utilizado para amplificagdo, o que
foi realizado num termociclador automatico (sistema de PCR GeneAmp 9700) de acordo com
o seguinte protocolo: 15 min de desnaturagdo a 45 © C , 10 ciclos de desnaturagdo a 95 ° C
durante 30s e elongacdo a 58 © C durante 120s ; de 20 ciclos de desnaturagdo a 65 ° C durante
25s , hibridagdo a 53 © C durante 40s e alongamento a 70 ° C durante 40s , € um passo de
extensdo final a 70 ° C durante 8 min.

Apo6s desnaturacdo, os produtos de amplificacdo marcados com biotina devem ser
hibridizados com as sondas ligadas & membrana de cadeia simples. Depois de uma lavagem
rigorosa, um conjugado de estreptavidina-fosfatase alcalina ¢ adicionado as tiras e uma reagdo
de coloracdo, mediada com fosfatase alcalina, foi observada nas faixas onde o fragmento
amplificado e a sonda foram hibridizados.

A faixa de ensaio do kit GenoType MTBDRplus® contém 27 sondas de reacdo, sendo
21 delas sondas para as mutacdes e seis sondas de controle para verificacdo dos
procedimentos de teste. As seis sondas de controle incluem um controle de conjugado, um
controle de amplificacdo, um especifico do CMTB, controle M.TUB, um controle de
amplificacdo rpoB, um controle de amplificacdo katG, e um controle de amplificagdo inhA.

Para a detecgdo de resisténcia a R, as sondas cobrem o gene rpoB, enquanto as sondas
especificas de resisténcia a H cobrem as posi¢des do KatG e inhA. A auséncia de, pelo menos,
uma das bandas de tipo selvagem ou a presenca de bandas mutadas indicam uma mutac¢do em
cada gene relacionado com a resisténcia a droga, indicando que a amostra testada ¢ resistente
ao respectivo antibidtico. Quando todas as sondas do tipo selvagem sdo detectadas e ndo ha
nenhuma mutag@o detectavel na regido analisada, a amostra testada ¢ suscetivel ao respectivo
antibiotico (Figura 3). A fim de dar um resultado valido, todas as seis bandas de controle

esperados devem aparecer corretamente. Para o gene rpoB, responsavel pela resisténcia a R,
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sdo avaliadas as seguintes mutagdes: D516V, H526Y, H526D, e S531L. Para o gene KatG sdo
avaliadas as mutacdes S315T1 e S315T2 e para o gene inhA as mutacdes C15T, A16G, T8C,
e T8A. Ambos os genes relacionados com a resisténcia a H. A leitura dos testes do kit
GenoType MTBDRplus® foi realizada as cegas sem o conhecimento da susceptibilidade pelo
método das proporg¢des e/ou Bactec MGIT 960®. Em todos os testes realizados foi sempre
acrescentado um controle com uma cepa H37RA sensivel a todos os farmacos e uma cepa

MDR ja analisada no Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga- Fiocruz-RJ.

Conjugate Control
Amplilication Cantral
M, fuberculass complex

rpelB Locus Control
rpof wild typa probe 1
rpoB wild type probe 2
rpaB wild type probe 3
rpoB wild type probe &
rpaB wild typa probe 5
rpaB wild type probs &
rpal wild type probe 7
rpal wild type probe 8
rpol mutalion probe 1
rpa8 mutation prabe 24
rpol mutatian probe 8
rpof mulation probe 3

kat Locus Controd
kalG wild type probe
katG mutation probe 1
katG mutation protse 2

inhA Locus Conirol
inkd wild type probe 1
il wild type probe 2
#hdA migtation probe 1
inhA mutation probe 2
ink4 mutaticn prabe 14
fd mutatian probe 38
colored marker

Resistance

Conjugate Control
Amplification Contrat
M. fuberewlosis complex

rpeB Locus Cantrol
rpol wild type probe 1
rpod wild type probe 2
rpeB wild type probe 3
rpoB wild type probe &
rpe8 wild type probe &
rpol wild type probe &
rpol wild type probe 7
rpef wild type probe &
rpol mutation probe 1
rpol mutation probe 24
rpol mautation probe B
rpof mutation probe 3

katG Locus Contral
katG wild type probe
katG mutatian probe 1
katG mutation probe 2

inhA Locus Control
inhd wild type proba 1
irufd wild type probe 2
inkd mutation probe 1
inhd muytation probe 2
inhA miutation probe JA
inkA mutation probe 38
colored marker

R = Rifampicin
| = lspniazid

Figura 3: Tipos de interpretacdes do kit GenoType MTBDRplus®. Hain Life Science.

4.9 CONSIDERACOES ETICAS
A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Ensino e

Pesquisa em Ciéncias da Saude (FEPECS) por estar vinculada ao LACEN-DF, 6rgdo da
Secretaria de Saude do DF (SES-DF) e aprovada com o nimero 610/11 (ANEXO A).
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S RESULTADOS

5.1 Comparacio da eficacia e seguranca das 4-DFC versus DS na literatura

A estratégia de busca recuperou 438 artigos e, quando aplicados os critérios de
inclusdo e exclusdo, cinco estudos envolvendo 3.502 pacientes foram analisados em texto
completo (Apéndice), todos eles realizados e publicados em paises com alta incidéncia de TB.

Os eventos adversos mais comuns foram doencas gastrointestinais (nauseas, vomitos),
que foram relatadas por todos os estudos. No entanto, reagdes dermatologicas,
reumatoldgicas, problemas hepaticos e até mesmo morte foram citados. Apenas um estudo
avaliou a aceitabilidade dos medicamentos pelos pacientes, em termos de sabor, nimero de
comprimidos, ¢ os problemas com a degluticdo. Em um estudo as 4-DFC melhoraram
significativamente a aceitacdo do regime de tratamento pelo paciente (Bartacek, et al., 2009).
Para avaliar a qualidade metodologica dos estudos incluidos, foi utilizada a escala de Jadad.

Para a andlise quantitativa foi realizada uma meta-analise para as seguintes variaveis:
taxa de conversdo do escarro na fase inicial e final do tratamento, nimero de pacientes com
eventos adversos e numero de pacientes com eventos adversos gastrointestinais. Para cada
variavel, a seguinte hipotese nula foi testada:

HO: O evento de interesse (variavel) tem a mesma chance de ocorrer em ambos os
grupos de tratamento (4-DFC e DS).

Os resultados da meta-analise ndo revelaram uma diferenga estatistica significante
entre os tratamentos DS e 4-DFC em termos de taxa de conversdo do escarro na fase inicial e
final do tratamento, também ndo houve diferenca com relacdo ao numero de pacientes com
eventos adversos. No entanto, a medida meta-analitica (log OR) revelou que o tratamento DS
tem uma probabilidade 1,65 vezes maior de provocar eventos adversos gastrointestinais em
comparagdo com o tratamento 4-DFC. Todos os resultados encontram-se detalhados no

Apéndice.

5.2 Caracterizacio dos casos de TB no DF

No periodo de 2001-2013 foram registrados no SINAN 4.984 casos de TB no DF.
Esses casos se dividiram em 4407 (88,4%) casos novos, 198 (3,6%) recidivas, 133 (2,7%)
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reingressos apo6s abandono, 20 (0,4%) ndo sabe, 225 (4,5%) transferéncias, 1 (0,02%)

ignorado e 20 (0,4%) em branco (Figura 4).
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Figura 4. Tipos de entrada dos casos notificados de TB: Adaptado do SINAN-DF 2001-2013

As Regides Administrativas do DF que contribuiram com o maior percentual de casos

novos de TB foram Ceilandia (n=518; 10,4%), seguida por Taguatinga (n= 452; 9,1%),
Samambaia (n=379; 7,62%), Planaltina (n=373; 7,5%), Sobradinho (n=279; 5,6%), Gama

(n=263; 5,3%). No entanto, vale salientar que em 1080 casos (21,7%) o local de residéncia

estava em branco (Figura 5).
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Figura 5. Distribuicdo de todos os casos por coordenagdo geral de saude. Adaptado do
SINAN-DF 2001-2013

Constatou-se que a maioria dos casos de TB ocorreu em adultos jovens. No periodo de
2001-2013, a mediana da idade dos casos foi de 27 anos. A maior propor¢do de pacientes

tinha idade entre 20 e 34 anos, seguida por 35 a 49 anos (Figura 6).
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Figura 6 Numero de casos de TB segundo grupos etarios ¢ sexo. Adaptado do SINAN-DF
2001-2013.
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Em relagdo a variavel sexo, observou-se que houve predominio de casos de TB no
sexo masculino (63,0% dos casos) para todos os anos em estudo. Foi também verificado um
predominio de TB no DF em pessoas que se autodenominavam de cor parda (n=1.949;
39,1%). Os casos de TB no DF se concentram na zona urbana (n= 4.251; 85,3%). Quanto a
distribuicdo dos casos segundo a forma clinica, observou-se predominio da forma pulmonar
com 71,6% (n=3568) dos casos. As formas extrapulmonares e mistas (extrapulmonar mais
pulmonar) se apresentaram em 25,6% (n=1276) e 2,8% (n= 140), respectivamente.

As comorbidades mais frequentes registradas foram Aids (9,7 %), seguida de
alcoolismo (7,6%) e diabetes (4,6%).

Com relagdo a baciloscopia de pré-tratamento constatou-se positividade para o bacilo
da TB em 54,3% dos casos, sendo expressivo o nimero de casos nos quais o exame foi
negativo (aproximadamente 34,2%) e em 11,5% o exame de baciloscopia nao foi realizado.
No periodo de 2001 a 2013, o numero de baciloscopias realizadas para controle de tratamento
estava muito abaixo das recomendacdes do PNCT. Com positividade de 3,7%, 0,7% e 0,4%

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2- Realizagdo de baciloscopias de diagnostico e acompanhamento de tratamento.
Adaptado do SINAN-DF 2001-2013.

Positivo Negativo Nao-realizado Ignorado Total

N % N % N % N % N
Diagnéstico 2013 54,3 1267 34,2 428 11,5 1276 25,6 4.984
2° més 186 3,7 1928 38,7 2160 433 710 14,2 4.984
4° més 36 0,7 1855 37,2 2250 45,1 843 16,9 4.984
6° més 21 0,4 1900 38,1 2063 41,4 1000 20,1 4.984

Analisando a realizacdo de cultura, constatou-se positividade para o bacilo da TB em
857 casos (57,2%) dos 1498 testes realizados, sendo expressivo o numero de casos nos quais
o referido exame ndo foi realizado (69,9%). Dos 857 casos com culturas positivas para
CMTB, 588 tiveram testes de sensibilidade realizados e 120 apresentaram algum tipo de

resisténcia. Testes diagnosticos para HIV foram realizados em 30,1% dos casos (Tabela 3).
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Tabela 3- Cultura e testes diagndsticos para HIV dos casos notificados de TB. Adaptado do
SINAN-DF 2001-2013.

Positivo Negativo Nao-realizado Total

N % N Y% N % N

Realizacio da cultura de escarro nos casos de TB

857 17,2 641 12,9 3486 69,9 4.984
Testagem para HIV
483 9,7 1015 20,4 3486 69,9 4.984

Para a situagao de encerramento dos casos de TB no DF a cura foi de 82,5%, sendo
que a partir de 2011 a queda na cura estd sendo influenciada pelo aumento nos casos de
transferéncia seguidas do abandono 5,0%. A letalidade por TB foi de 0,9% e 0,6% pacientes
ndo apresentaram registro da situacdo de encerramento (Tabela 4).

Tabela 4- Casos de TB segundo a situagdo de encerramento. Adaptado do SINAN-DF 2001-
2013.

Situacio de encerramento

, Outros Transferido

Cura Abandono Obito TB shitos outra UF TB-MDR  Ignorado Total
Ano N % N % N % N % N % N % N % N
2001 315 83,1 34 9 0 0 17 45 13 34 0 0 0 0 379
2002 318 84,8 24 64 3 0,8 24 64 6 1,6 0 0 0 0 375
2003 343 84,3 24 59 3 0,7 25 6,1 12 29 0 0 0 0 407
2004 326 84,7 21 55 0 0 21 55 14 36 3 0,8 0 0 385
2005 322 84,1 28 73 0 0 15 39 17 44 0 0 1 0,3 383
2006 331 84,4 17 43 2 0,5 17 43 23 59 0 0 2 0,5 392
2007 375 84,5 10 23 4 0,9 25 56 24 54 2 0,5 4 0,9 444
2008 310 82,2 13 34 3 0,8 13 34 37 9,8 0 0 1 0,3 377
2009 286 854 14 42 3 0,9 13 39 17 5,1 0 0 2 0,6 335
2010 272 824 8 24 8 24 15 4,5 26 79 0 0 1 0,3 330
2011 283 78,0 16 44 5 14 3 0,8 50 13,8 0 0 6 1,7 363
2012 336 76,7 22 5 6 14 8 1,8 60 13,7 0 0 6 1,4 438
2013 294 782 19 51 8 2,1 11 2,9 36 9,6 2 05 6 1,6 376
Total 4.111 82,5 250 5 45 09 207 42 335 6,7 7 0,1 29 0,6 4.984

Quando foi comparado o numero de casos de MDR-TB do SINAN, SITETB e
LACEN-DF percebe-se uma variagdo grande. O SINAN tem poucos casos encerrados no
sistema como MDR e o SITETB aproxima-se aos dados do LACEN-DF. A diferenca entre o
SITETB e o LACEN-DF pode ser explicada pelas transferéncias, pois alguns pacientes ja dao
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entrada como MDR-TB ndo sendo testado no LACEN-DF e o contrario também ocorre

quando o paciente realiza o teste no DF, mas ¢ transferido para outra UF (Figura 7).

[EY
o

N2 CASOS MDR-TB
O R, N WDU O N © O

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

—SINANDF 0 0 0 3 0 0 2 0 0 0 0 0 2
STETR 5 3 1 4 1 o0 3 2 2 6 3 3 5

—ACEN-DF 7 9 6 2 1 2 1 2 3 3 4 3 3

Figura 7 Numero de notificagdes dos casos de MDR-TB, SINAN, SITETB e LACEN-DF.

5.3. Perfil de Sensibilidade das Cepas do CMTB de 2001 a 2013 no DF.

No periodo de 2001-2013 foram realizados 598 testes de sensibilidade aos
tuberculostaticos de 588 pacientes. Entre esses, sete pacientes apresentaram uma mudanga no
perfil de sensibilidade durante os 12 anos analisados, passando de monorresisténcia para
multirresisténcia e um paciente apresentou trés mudangas no perfil de sensibilidade,
evoluindo de sensivel para multirresistente e no final se tornou extensivamente resistente
(XDR-TB).

Entre os 588 pacientes, 120 (20,4%) apresentaram algum tipo de resisténcia aos
tuberculostaticas de 1? linha, sendo 90 (75%) do sexo masculino. A idade média dos pacientes
resistentes era de 41,1 anos (variando de 21-79 anos de idade). Em nove (7,5%) solicitacdes
médicas o paciente estava identificado como HIV positivo, 11 (9,2%) identificado como HIV
negativo, 15 (12,5%) declararam ndo ter sido testado para HIV, 1 solicitagdo informou estar
em andamento o teste anti-HI'V; em 84 (70%) solicitagdes médicas ndo havia esta informagao.

Todas as amostras foram encaminhadas por unidades de saude do DF, sendo 4 (3,3%)

da rede privada e 116 (96,6%) da rede publica. Todos os testes de sensibilidade foram
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solicitados por suspeita de faléncia, recaida e/ou abandono. Fato que classifica a resisténcia
aos tuberculostaticos como resisténcia secundaria e ndo primaria.

Entre as 120 amostras com cepas que apresentaram algum tipo de resisténcia 115
(95.8%) eram de origem pulmonar e 5 (4,2%) de origem extrapulmonar, sendo 2 fragmentos
0sseos, uma de liquido cefalorraquidiano, uma de aspirado de coluna lombar ¢ uma de
secrecdo ganglionar.

No periodo analisado as amostras resistentes foram provenientes de 30 unidades de
saude do DF, com destaque para as Coordenagdes Geral de Saude do Gama, Asa Sul e
Ceilandia, locais tradicionalmente de maior numero de casos de TB.

Os pacientes com resisténcia tiveram a solicitagdo do exame feito por uma unidade
hospitalar em 70 (58,3%) dos casos, com destaque para o Hospital Regional do Gama (HRG)
unidade de internacdo de pacientes com TB, seguido do Hospital Regional da Asa Norte
(HRAN) e Hospital Universitario de Brasilia (HUB).

Ap0s a analise dos perfis de resisténcia apesar das variagdes encontradas e devido ao

namero pequeno de casos o perfil de resisténcia parece se manter estavel (Tabela 5).

Tabela 5- Perfil de resisténcia aos tuberculostaticos entre 2001-2013. LACEN/
GBM/LMT/SES-DF.

Outras

. Monorresisténcia MDR XDR-TB resisténcias ngal
H R S Total R+H R+H+S+E H+S testes
2001 3 0 0 3 7 0 0 47
2002 2 0 0 2 9 1 0 51
2003 1 2 1 4 6 1 1 49
2004 3 0 2 5 2 0 0 45
2005 2 0 1 3 1 0 0 42
2006 4 0 0 4 2 0 0 30
2007 1 0 4 5 1 0 2 45
2008 2 0 6 8 2 1 0 41
2009 3 0 1 4 3 0 0 33
2010 2 2 4 8 3 0 0 44
2011 2 2 2 6 4 0 0 42
2012 0 2 7 9 3 1 0 53
2013 4 0 1 5 3 0 1 76
Total 29 8 29 66 46 4 4 598

R= rifampicina, H= isoniazida, S=estreptomicina, E= etambutol, MDR= multidrogarresitente XDR=
extensivamente resistente aos tuberculostaticos
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As taxas de monorresisténcia adquirida foram de: 4,8% a H, 4,8% a estreptomicina e
1,3% & R. As taxas adquiridas de MDR-TB, XDR-TB e outras resisténcias foram 7,7%, 0,7%

e 0,7% respectivamente.

5.4 Comparacio dos Perfis de Sensibilidade Antes e Apds a Introducio do Novo

Tratamento para TB

Para comparar os perfis de sensibilidade das cepas do Complexo Mycobacterium
tuberculosis isoladas antes e apds a introducdo do novo tratamento para TB foi escolhido o
periodo de 2001-2003 para ser comparado com o periodo de 2011-2013, ja sob influéncia do
novo tratamento para TB.

Os perfis de resisténcia aos farmacos antituberculostaticos desses dois periodos foram

divididos em monorresisténcia, multirresisténcia e outros padrdes de resisténcia (Tabela 6).

Tabela 6- Casos de resisténcia no DF. LACEN/GBM/LMT/SES-DF.

Farmacos N° de casos 2001-2003 N° de casos 2011-2013 Total
n=147 n=171 n=318
Casos de Monorresisténcia
H 6 6 12
R 2 4 6
S 1 9 10
E 0 0 0
Sub-Total 09 (6,1% ) 20 (11,7%) 28(8,8%)
Casos de multirresisténcia
R+H 21 8 29
R+H +E 1 2 3
R+H+S 0 0 0
R+H + S+E 2 1 3
Sub-Total 24 (16,3%) 11(6,4%) 35(11,0%)
Outros padrdes de resisténcia
H+S 01 (0,7%) 01(0,6) 02(0,6%)
Total 34 (23,1) 31(17,5) 65 (20,4)

A multirresisténcia bacteriana no periodo de 2001-2003 com relacdo ao periodo de
2011-2013 diminuiu de 24 (16,3%) para 11 (6,4%) e apresentou diferenca estatistica

significante (P = 0,0415) pelo Teste Exato de Fischer com dois intervalos de confianga.
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No mesmo periodo comparado a monorresisténcia bacteriana aumentou de 9 (6,1%)
para 20 (11,7%) devido ao aumento da resisténcia a estreptomicina com diferenca estatistica

significativa (P = 0,0157) pelo Teste Exato de Fischer com dois intervalos de confianga.

5.5 Mutacgdes Genéticas nos Genes rpoB, KatG e inhA no Periodo de 2011- 2013

Foram analisadas 21 cepas com perfis de resisténcia para R e H do periodo de 2011 a
2013. Os primers que foram utilizados para deteccdo das resisténcias estdo especificados na

Tabela 7.

Tabela 7- Primers usados para PCR dos genes de resisténcia as drogas do M. tuberculosis

GENE Primers (5'-3")
KatG F GCAGATGGGGCTGATCTACG
R AACGGGTCCGGGATGGTG
InhA F AATTGCGCGGTCAGTTCCACAC
R CTGCGCGATGCCCGTTGAGC
RpoB F GTCGCCGCGATCAAGGA
R TGACCCGCGCGTACAC

F: primer forward; R: primer reverse

A interpretacdo dos resultados do kit GenoType MTBDRplus® (Tabela 8) demonstrou
que entre os isolados MDR, 100% (10/10) das cepas mostraram auséncia da banda rpoB WT8
(rpoB sonda tipo selvagem) e presenca de rpoB MUT3 (sonda mutada), o que representa a
troca do aminoacido serina pela leucina associada com coédon n° 531 do gene rpoB, sendo
esse gene responsavel pela resisténcia a R. O perfil genotipico da resisténcia @ H demonstrou
ser bem mais heterogéneo nesta amostra. Com relagdo a resisténcia a H, nove cepas MDR
(81,8%) revelaram um padrao de mutagao na regido do local de ligagdo ao ribossomo de inhA
com auséncia de WT1 e presenga de inhA Mutl, que representa uma mudanga do aminoacido
citosina para timina associada com codon n° 15. Uma cepa MDR (10%) mostrou apenas uma

banda de hibridagao em katG Mut2. Duas cepas MDR (20%) mostraram mutacdes nos genes
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katG (S315T) e inhA (C15T) simultaneamente. A cepa com perfil fenotipico de XDR-TB
mostrou auséncia da banda rpoB WT8 e presenga de rpoB MUT3 e auséncia de sondas
selvagens em KatG WT e inhA WT2 sem a presenca da banda de hibridagdo na tira da
membrana, o que sugere mutagdes proximas do S315T e S315T2 como também na regido do
coddon T8C e T8A. No entanto, tanto a auséncia de uma banda selvagem como a presenca de
uma banda mutada ja € o suficiente para a indicacao da resisténcia a droga avaliada.

Na monorresisténcia a H, 33,3% (2/6) apresentaram mutacdo no cédon 315 KatG com
aparecimento da banda de hibridizacdo KatG MUT1 o que representa a troca do aminoacido
serina pela timina no codon 315 do gene KatG, e 66,7% (4/6) das cepas apresentaram
mutacdes no gene inhA, com aparecimento da banda de hibridizagdo inhA Mutl, o que
representa a troca do aminoacido citosina para timina associada com o codon n° 15 da regido
reguladora do gene inhA, que representa a mutagdo CIS5T. Nenhuma cepa apresentou
mutagdes nos genes KatG e inhA simultaneamente. Dos isolados com monorresisténcia a R
trés apresentaram mutagdes no gene rpoB MUT3 ja descrita nos isolados MDR e uma cepa
apresentou mutacdo no gene rpoB MUT2B responsavel pela troca do aminoacido Histidina

pela Tirosina no c6don 526 (Tabela 9).

Tabela 8 — Correspondéncia entre as sondas do kit GenoType MTBDRplus® e os seus
respectivos gene, codon e mutagdo. Hain Life Science.

Gene Codon Sonda Mutada Mutacao
516 RpoB mutl D516V
526 RpoB mut2A H526Y
RpoB
526 RpoB mut2B H526D
531 RpoB mut3 S531L
KatG mutl S315T1 AGC-ACC
KatG 315
S315T2 AGC-ACA
KatG mut2
g InhA mut3A T8C
InhA mut3B T8A
InhA 15 InhA mutl CIST
16 InhA mut2 A16G
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Tabela 9 - Mutagdes encontradas nas cepas de 2011-2013 analisadas com o kit GenoType
MTBDRplus®. LACEN/GBM/LMT/SES-DF.

Genes mutados

KatG InhA RpoB
Drogas N S315T1 S315T2 CI15T Al16G  T8C T8A D516V H526D HS526Y S531L
H 6 2 0 4 0 0 0 0 0 0 0
R 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3
MDR 10 2 1 9 0 0 0 0 0 0 10
XDR 1 0* 0* 0 0 0* 0* 0 0 0 1
TOTAL 21 4 1 13 0 0 0 0 0 1 14
% 100 22,2 5,6 72,2 0 0 0 0 0 6,7 93,3

* desaparecimento da banda selvagem sem aparecer a banda mutada

A comparacdo dos perfis de resisténcia, utilizando os testes fenotipico e genotipico
ndo demostrou diferenca com relagdo a susceptibilidade aos tuberculostaticos. Entre os
isolados analisados por ambos os métodos, 20 (66,7%) mostraram um padrdo idéntico de
resisténcia as drogas; um isolado XDR-TB néo foi possivel a comparagdo para estreptomicina
e E porque a resisténcia nao ¢ detectada pelo kit GenoType MTBDRplus®, pois o teste possui
apenas os genes para as duas principais drogas para o tratamento da TB. As sensibilidades e
as especificidades do ensaio GenoType MTBDRplus® para detectar resisténcia a8 R e a H
foram de 100%. Os resultados para ambos os ensaios (GenoType MTBDRplus® e BACTEC
MGIT 960%) foram equivalentes. Os testes de valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN) foram 100%.

O tempo médio para a obten¢do de resultados do teste de resisténcia molecular foi de
21 dias, incluindo os 18 dias para o crescimento da cultura bacteriana e mais 3 dias para a
realizagdo do ensaio GenoType MTBDRplus®, comparado com os 15 dias para o teste de
sensibilidade realizado pelo BACTEC MGIT 960®. O intervalo médio para a apresentagdo
dos resultados foi de 43,2 dias (IQR 31-52) para o teste de sensibilidade convencional e 19,8
dias (IQR 9-26) para o ensaio GenoType MTBDRplus® a partir de isolados de cultura (P
<0,05).

50



6 DISCUSSAO

A eficécia e a seguranca das 4-DFC versus DS para o tratamento da TB pulmonar
foram verificadas na literatura por meio da realizacdo da revisdo sistematica com meta-analise
que recuperou apenas cinco ensaios clinicos randomizados (ECRs), todos eles realizados em
paises com alta incidéncia de TB. Os resultados da meta-analise sugerem que o tratamento
com 4-DFC ndo demonstrou beneficios na negativagdo da cultura apo6s dois ou seis meses de
tratamento em relagdo a DS. Também ndo houve diferenca estatistica significante em relagdo
a taxa de abandono e a seguranca verificada pelo nimero de efeitos adversos relatados pelos
pacientes submetidos aos dois tratamentos. Nenhum dos estudos analisados verificou a adesao
dos pacientes aos tratamentos e apenas um (Bartacek et al., 2009) analisou a satisfacdo desses
em relacdo as terapias comparadas.

Apesar do potencial para fornecer o mais alto nivel de evidéncia em pesquisas de
intervengdo terapéutica, ECRs tém sido criticados por causa da generalizacdo limitada dos
seus resultados. Esses ensaios que sao muitas vezes conduzidos sob condi¢cdes médicas ideais,
podem subestimar o beneficio potencial da intervencdo terapéutica em locais onde impericia
ou terapias ndo monitoradas sdo comuns. Entretanto, apesar dessa limitagdo, diferencas
significantes nas terapias foram encontradas em muitos ECRs analisados (Haynes, 2008). Para
uma melhor estimativa da eficacia do tratamento, ensaios clinicos pragmaticos podem ser
mais adequados, uma vez que sdo realizados em condi¢des mais proximas a pratica clinica
habitual (Chalkidou, 2012; Tunis, 2003).

A caracterizag@o dos casos de TB no DF evidenciou que se trata de uma das Unidades
Federadas com menor incidéncia da doenga no pais. Sua alta taxa de encerramento dos casos
por cura e baixa letalidade sdo proximas a meta recomendada pela OMS (Brasil, 2014). No
entanto, ha uma tendéncia de diminui¢do da cura influenciada pelo aumento das
transferéncias. Os indicadores distritais se aproximam daqueles dos Estados de Tocantins e
Goias, mas diferem substancialmente dos Estados de Amazonas ¢ Rio de Janeiro, que
possuem uma taxa de incidéncia de TB até seis vezes maiores (Brasil, 2014). No periodo
analisado os indicadores do DF para TB se mantiveram constantes, (WHO, 2014), enquanto o
Brasil, nos ultimos dez anos, reduziu em 22,8% a incidéncia de casos novos de TB e em
20,7% a taxa de mortalidade da doenca (Brasil, 2015b).

Como a coinfec¢do TB/HIV tem grande importancia clinica (Post et al., 2015), a baixa

realizacdo do teste verificada neste estudo mostra que a recomendagdo da OMS para testagem
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de HIV em 100% dos casos diagnosticados ou suspeitos de TB (WHO, 2007) ainda nao foi
alcangada no DF (Brasil, 2015a). Espera-se que esses nimeros aumentem consideravelmente
com a implantag@o do teste rapido para deteccdo do HIV. Conhecer o estado sorologico para
HIV permite descrever a tendéncia da TB apos a pandemia do HIV, como por exemplo o
aumento da forma extrapulmonar (Brunello et al., 2011; Liu et al., 2015)

Apesar de a baciloscopia ser um exame rapido, barato e com boa especificidade para o
diagnodstico da TB, sua realizagdo ainda fica abaixo do esperado, como verificado neste
estudo, tanto com relacdo ao diagndstico como para o acompanhamento do tratamento, sendo
que este ultimo ndo pode ser substituido por técnicas moleculares até o momento (Brasil,
2007).

A analise do perfil de sensibilidade das cepas do Complexo Mycobacterium
tuberculosis identificadas no LACEN-DF nos anos de 2001 a 2013 constatou que a maioria
das cepas resistentes aos tuberculostaticos era de pacientes do sexo masculino, na faixa etaria
de 21-40 anos e que apresentavam a forma pulmonar de TB. A elevada ocorréncia de TB
resistente em homens na faixa etaria de maior produtividade concorda com estudos nacionais
¢ internacionais (WHO, 2011; Piller, 2012).

As cepas com perfis de resisténcias aos tuberculostaticos isoladas no LACEN-DF sdo
exemplos de resisténcia secundaria, ou seja, amostras de pacientes ja submetidos ao
tratamento para TB - suspeita de recidiva ou retratamento. Enquanto no mundo a taxa média
de multirresisténcia secundaria ¢ de 20,5% (WHO, 2014), no DF essa taxa foi de 7,7% no
periodo estudado, apresentando-se, portanto, bem inferior a taxa mundial. Como foi
observado um nimero muito menor de MDR-TB registrados no SINAN em relagdo ao
verificado pelo LACEN-DF, pois o caso MDR-TB ¢ encerrado no SINAN e aberto no
SITETB. A comparagdo dos dados do SINAN, SITETB e¢ LACEN-DF tem algumas
divergéncias influenciada pelas transferéncias tanto na entrada dos casos como no
encerramento. No entanto, essee paciente, ao buscar atendimento ou trabalhar no DF, pode
disseminar a MDR-TB. Existe também a possibilidade de subnotificagdo do paciente pelas
unidades responsaveis, tendo em vista que no inicio do periodo analisado ainda havia
unidades com dificuldades de acesso ao SINAN e havia uma falta de integracdo com o
SITETB.

Avaliando os dados do II Inquérito Brasileiro de Resisténcia aos Tuberculostaticos,
realizado no periodo de 2007-2008, envolvendo 4.421 pacientes, a taxa de MDR-TB

adquirida foi de 7,5%. Para a mmonorresisténcia adquirida a H foi de 15,3% e a R, de 8%,
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(Kritski, 2010a). Neste estudo toda a resisténcia era do tipo adquirida, com 7,7% de MDR-
TB, 1,3% para monorresisténcia a R e 4,8% para H.

Analisando o perfil de resisténcia aos tuberculostiticos no DF antes e apos a
introducdo do novo tratamento para TB, pode-se observar um declinio da MDR-TB com
diferenca estatistica significativa entre os dois momentos. Houve uma diminui¢cdo de 9,9
pontos percentuais no periodo analisado, o que representa significativo aumento das chances
de cura do paciente utilizando medicamentos com menos efeitos adversos quando comparados
com o esquema de tratamento para MDR-TB e com um custo muito menor para o estado
(Ferreira et al., 2013). Nesse mesmo ano o DF apresentou taxas de incidéncia de 13,5/100 mil
habitantes para todas as formas de TB e de 5,5/100 mil habitantes para os casos baciliferos, a
menor dentre as 27 Unidades da Federagdo e trés vezes menor do que a média nacional, de
37,1/100 mil habitantes (WHO, 2014).

A monorresisténcia aumentou devido a uma elevacgdo da resisténcia a estreptomicina.
Esse aumento pode sugerir que esteja ocorrendo a reativagdo enddgena por cepas anteriores
aos anos da década de 1980, visto que a estreptomicina nao ¢ utilizada em casos novos, a nao
ser em casos de MDR-TB e nos casos de intolerdncia medicamentosa a H ou R, fato ja
verificado em estudos realizados na Espanha e na cidade do Rio de Janeiro (Arago-Galindo et
al., 2006; Conde et al., 2009; Bastos et al., 2012).

Os percentuais de monorresisténcia a R e a H se mantiveram inalterados nos periodos
comparados. A taxa média de 1,8% de resisténcia a R encontrada nesse estudo estd proxima
ao percentual da Europa Central e Ocidental, onde o nivel de resisténcia a R ¢ de 1,1%
(WHO, 2008).

O presente estudo demonstrou uma reducdo da MDR-TB no periodo de 2011 a 2013,
apos a introducdo do esquema de tratamento em dose fixa combinada no DF em julho de
2010. Dessa forma, a resisténcia pode ser atribuida primariamente a prescri¢cao inadequada ou
ndo adesdo do paciente ao tratamento (Nackers et al., 2012; Akilimali et al., 2015), embora a
variabilidade farmacocinética dos tuberculostaticos também esteja associada a esse fato
(Sotgiu et al., 2015).

A resisténcia aos farmacos ¢ resultado de mutacdes genéticas aleatdrias em algum
gene (Zimenkov et al., 2014). Como a demora na identificacdo da resisténcia aos farmacos e
no inicio do tratamento efetivo contribui para altas taxas de mortalidade (50-80%) com um
curto periodo entre o diagnostico e a morte (Uys, Warren e Van Helden, 2007; Sharma et al.,

2014; Sotgiu et al., 2015), ensaios moleculares para deteccdo de resisténcia aos
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tuberculostaticos feitos em algumas horas podem revolucionar o diagndstico laboratorial da
TB, que por técnicas tradicionais ¢ muito lento.

Com o intuito de fortalecer o diagnostico da TB no Brasil, o MS em 2014 distribuiu
160 equipamentos Genexpert®, capazes de detectar a presenga do bacilo causador da doenga
em duas horas e também identificar a resisténcia @ R em 640 mil amostras por ano (Brasil,
2015a; Drobniewski et al., 2015). Como a monorresisténcia a R ¢ relativamente rara e sua
detecgdo serve como um marcador para MDR-TB (Bodmer ¢ Strohle, 2012), com essa
tecnologia ¢ possivel agilizar o diagnostico da TB e da resisténcia a R no nivel primario de
assisténcia a saude, possibilitando o rapido encaminhamento do paciente com TB resistente
para a aten¢do secundaria (Brasil, 2014).

O teste GenoType MTBDRplus®, rapido e confiavel para detec¢ao das mais comuns
e frequentes mutagdes nos genes responsaveis pela resisténcia a R e a H, diagnostica a MDR-
TB em um tempo muito menor que as técnicas tradicionais (Mindru et al., 2014) . Neste
estudo, com a utilizacdo do kit GenoType MTBDRplus® foram identificadas as mutagdes
presentes nos genes rpoB, KatG e inhA, responsaveis pela resisténcia a R e H.

A mutacdo responsavel pela resisténcia a R ocorrem em um sitio chamado RDRR
(regido determinante de resisténcia a R) de 81pb, localizado entre os codons 507 e 533 do
gene rpoB, sendo os codons 531 (Ser), 526 (His) e 526 (Asp) os principais locais de mutagdes
(Hofling et al., 2005; Lipin et al., 2007; Gomes et al., 2012; Perizzolo et al., 2012). Essa
mutagdo ocorre em 95-98% das cepas resistentes. A mutacdo S531L foi observada em 75%
dos casos, seguida pela mutagdo H561Y nos demais casos. A alta frequéncia da mutacdo
S531L ¢ também a mais relatada por outros estudos realizados em diferentes paises (Telenti et
al., 1993; Somoskovi et al., 2001; Bai et al., 2007; Asante-Poku et al., 2015; Aung et al.,
2015).

Mutagdes nos genes KatG e inhA, responsaveis pela resisténcia a H, foram associadas
com aproximadamente 70% a 80% dos isolados de CMTB resistentes a H (Cardoso et al.,
2004). Embora tal resisténcia seja mais complexa devido a implicagdo do numero maior de
genes, até 95% dessa resisténcia pode ser atribuida a mutagdes no gene KatG (Seifert et al.,
2015). Estudos recentes examinaram a frequéncia relativa de mutagdes nos genes katG e inhA
em isolados resistentes a H e encontraram consideravel variagdo geografica, com frequéncia
de 0,8% de mutacdo em inhA (sem katG) na Etiopia, 4% na Polonia, 9,6% em Chongqing,
China, e 22% nas Filipinas (Herrera et al., 2004; Wang et al., 2011; Abate et al., 2014;

Jagielski et al., 2015). A prevaléncia de mutacdes nos genes KatG e inhA parece variar
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amplamente em diferentes localizagdes geograficas: enquanto um estudo relatou 97% das
mutacdes em KatG e 24% no gene inhA nos isolados resistentes a H de Kwazulu-Natal
(Niehaus et al., 2015), outro relatou 72% de mutacdes no gene katG e 2% de mutagdes no
gene inhA nos isolados resistentes 8 H no Cabo Ocidental (Van Rie et al., 1999), ambas
provincias da Africa do Sul. Diversos estudos de outros paises confirmaram essa variabilidade
na contribuicdo das diferentes mutagoes associadas a resisténcia a H (Brossier et al., 2009;
Chikamatsu et al., 2011; Drobniewski et al., 2015). Neste estudo todas as cepas com
resisténcia a H tiveram suas mutag¢des identificadas nos genes KatG e inhA, com 27,8% ¢
72,3%, respectivamente. A mutagdo S315T1 foi a mutagdo mais frequente associada ao gene
KatG concordando com estudos nacionais e internacionais (Silva et al., 2003 Seifert et al.,
2015). A mutagdo em inhA estava relacionada com mutagdes no codon 15 sendo esta mutagao
associada a cepas monorresistentes (Liu et al., 2015)

Os resultados fenotipicos e genotipicos encontrados neste trabalho concordam com
estudos nacionais e internacionais que apontam a vantagem decorrente da significativa
reducdo do tempo para o diagnostico da TB (Chikamatsu et al., 2011; Asencios ef al., 2012;
Perizzolo et al., 2012; Nosova et al., 2013).

Na Russia, um estudo concluiu que a utilizacdo de cultura em meio liquido (MGIT
960) e métodos moleculares sdo custo-efetivos e podem ser introduzidos com sucesso em um
laboratério de referéncia, desde que seja seguido um adequado planejamento logistico assim
como um protocolo de descontaminagao e treinamento cuidadosos (Balabanova et al., 2009).

Como limitagdes do presente estudo pode-se citar a dificuldade de se obter
informagdes completas sobre os pacientes uma vez que as amostras que chegam ao LACEN-
DF ndo traziam informagdes socio-demograficas e muitos ndo estavam devidamente
registrados no SINAN assim como a falta de acesso ao SIITE-TB. Outra limitagdo € o curto
periodo de tempo apo6s a mudanga do tratamento para se evidenciar uma tendéncia abrindo

perspectivas para que novos estudos semelhantes sejam realizados no futuro.
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7 CONCLUSOES

A revisdo sistematica com meta-analise comparando as duas terapias (4-DFC versus
DS) mostrou as mesmas eficcia e segurancga para ambas. A terapia 4-DFC provocou menos
efeitos colaterais gastrointestinais que as DS. Os estudos selecionados ndo avaliaram a adesdo
a farmacoterapia e o custo-efetividade dos tratamentos, sugerindo desta forma estudos de
farmacovigilancia e ensaios clinicos pragmaticos. Sugere-se, ainda, que a adogdo de
inovagdes tecnologicas deve ser articulada com a melhoria dos servicos de aten¢do primaria
para a obten¢do dos resultados esperados.

Analisando os casos de TB no DF pdde-se observar que os dados do SINAN para o
agravo nao diferem dos demais estados com relacdo as caracteristicas sexo, idade, forma
clinica e comorbidades. Apesar de ter uma das menores taxas de incidéncia de TB do pais,
com uma alta taxa de cura e baixa taxa de abandono do tratamento, sem mudangas
significativas ao longo dos anos, a realizacdo de baciloscopias para diagndstico e
acompanhamento do tratamento, a realizacdo de culturas e a testagem para o HIV estavam
abaixo do recomendado pelo MS.

A maioria das amostras com perfil de resisténcia eram de origem pulmonar e foram
encaminhadas por unidades hospitalares. As taxas de resisténcia secundaria aos
tuberculostaticos de primeira linha no periodo de 2001 a 2013 foram de 4,8% a H, 1,3% aR e
4,7% a S, sendo também identificadas taxas de 7,7% de MDR-TB, 0,7% de XDR-TB e de
0,7% de outras resisténcias.

A taxa de multirresisténcia secundaria, que caiu de 16,3% para 6,4% apds a adogdo do
novo tratamento, indica que os pacientes t€m maior chance de cura com a utilizagdo de
medicamentos com menos efeitos toxicos e de menor custo para o Estado. A monorresisténcia
a Z aumentou, sugerindo uma possivel reativacdo endogena por cepas anteriores a década de
1980.

As mutagdes genéticas que conferem resisténcia a R e a H foram identificadas pelo
novo teste. A resisténcia a R era conferida pela mutag¢do no gene rpoB presente em 100% dos
isolados analisados, sendo 93,3% detectadas no codon 531 e as demais, no codon 526. A
resisténcia a H foi em decorréncia de mutagdes nos genes inhA e KatG, estando as primeiras
presentes em 72,2% das cepas, todas localizadas no cédon 15. As demais mutagdes ocorreram

no codon 315 do gene KatG.
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A acuracia do ensaio GenoType MTBDRplus® no DF para a detecgdo da resisténcia a
R e a H foi confirmada quando comparada aos testes de sensibilidade convencionais com um
tempo de resposta na deteccdo da resisténcia a R e a H reduzido.

Em decorréncia dos resultados encontrados neste trabalho o ensaio GenoType
MTBDRplus® foi incluido na rotina do LACEN-DF para o diagnéstico precoce e controle da
MDR-TB no DF, trazendo beneficios substanciais para o rapido diagnostico da TB e do seu
perfil de resisténcia. Além disso, a partir de 2013 passou a ser realizado em todas as amostras
positivas para CMTB o teste de sensibilidade aos tuberculostaticos buscando a identificagdo
da resisténcia primaria, sendo também estabelecido novo fluxo de informagdes entre o
LACEN-DF e o Programa de Controle da TB do DF com o objetivo de prevenir a

subnotificagdo dos casos com resisténcia no SINAN.
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Abstract

Tuberculosis (TB) continues to be a major cause of morbidity and mortality worldwide and
the multi-drug resistant TB is a threat to the world in need of measures to be avoided. As far
as we know there are no studies in the literature assessing only the four drugs combined in the
treatment of tuberculosis, which is of great clinical relevance. Objectives: To determine
whether four drug fixed-dose combination (4-FDC) is more effective and safer than the
separate drugs (SD) for the treatment of pulmonary tuberculosis. Methods: This review was
conducted in accordance with Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA) guidelines for reporting systematic. Results: In five randomized
controlled trials with 3502 patients across Africa, Asia and Latin America based on pooled
results of RCTs 4-FDC therapy was no better than SD in culture conversion after 2 months of
treatment, or the end of 6 months of treatment. There were not significantly different between
the groups in the safety available by adverse effects (AEs) and default. The meta-analytic
measure (log OR) revealed that the SD treatment has a 1.65 (exp (0.5) = 1.65) increased
chance of the occurrence of gastrointestinal (AEs) compared to the 4-FDC treatment.
Conclusions: All the studies reviewed showed that 4-FDC therapy provides greater patient
comfort by reducing the number of pills that are taken and gastrointestinal AEs, besides

simplifying pharmaceutical management at all levels.
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EFICACIA E SEGURANCA DE QUATRO DROGAS EM DOSE FIXA COMBINADA
VERSUS DROGAS SEPARADAS PARA O TRATAMENTO DA TB PULMONAR:
REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE

A tuberculose (TB) continua sendo uma das principais causas de morbidade ¢ mortalidade
mundial, e a TB multirresistente uma ameaga para o mundo. Até presente momento nao foi
encontrado na literatura estudos avaliando somente as quatro drogas combinadas no
tratamento, o que é de grande relevancia clinica. Objetivos: Determinar se quatro drogas em
dose fixa combinada (4-DFC) ¢ mais eficaz e segura que as drogas separadas (SD) para o
tratamento de TB pulmonar. Métodos: realizou-se uma revisao sistematica de ensaios clinicos
randomizados seguindo as regras do PRISMA e uma meta-analise. Resultados: Foram
selecionados cinco ensaios clinicos randomizados com 3.502 pacientes da Africa, Asia e
América Latina. Com base nos resultados analisados a meta-andlise sugere que a terapia 4-
DFC nao foi melhor que a terapia SD na conversdo da cultura apos 2 meses de tratamento
nem ao final de 6 meses de tratamento. A seguranca foi avaliada pelos eventos adversos nos
dois grupos e ndo foi significativamente diferente entre eles, assim como a taxa de abandono.
A medida meta-analitica (log OR) revelou que a terapia SD tem 1,65 maior probabilidade de
ocorréncia de eventos adversos gastrointestinais em comparacdo com o tratamento 4-DFC.
Conclusdes: Todos os estudos revisados mostraram que a terapia 4-DFC proporciona maior
conforto ao paciente tanto pela redu¢do do niimero de comprimidos que sdao ingeridos como
pela diminuicdo dos efeitos adversos gastrointestinais, além de simplificar a gestdo

farmacéutica em todos os niveis.
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INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) continues to be a major cause of morbidity and mortality
worldwide, with 9 million new cases of TB diagnosed and 1.5 million deaths recorded
globally in 2013 and approximately 95% of the estimated number of TB cases occur in low-
income countries (WHO, 2014). In particular, 82% of these cases are concentrated in 22
countries, among which Brazil ranks 17" (WHO, 2014). This TB burden is increased by
human immunodeficiency virus (HIV) infection, which impairs the immune system and
allows progression to active TB disease in large numbers of people (Skrahin, 2014).

The global burden of drug-resistant TB is growing. In 2010, estimated 650,000 cases
of drug-resistant TB were reported worldwide (WHO, 2012). In Brazil, the incidence of
resistance increased, according to data obtained in the Second Brazilian National Survey on
Anti-TB Drug Resistance 2007-2008 (MS, 2009). In 2014, Brazil launched a large
nationwide sentinel system to monitor drug resistance (WHO, 2015). Alongside the rising
prevalence of drug-resistant TB, there has been an increase in the spread of cases due to direct
contact with drug-resistant TB patients. Consequently, drug-resistant TB has become an
epidemic in its own right, especially in high-burden settings (Keshavjee and Farmer, 2010;
WHO, 2015). Multidrug resistance remains a threat to TB control. It is generally accepted that
the development of drug-or multidrug-resistant (MDR) TB is caused by inadequacies in the
treatment, such as inadequacies in the number of drugs in the regimen to which the bacilli are
susceptible, the dose or dosing frequency, the drug quality, or the treatment adherence
(Wright, 2009; WHO, 2012; Malangu, 2015).

Fixed-dose combinations (FDC) of drugs for TB treatment have been advocated
internationally to prevent the emergence of drug resistance attributable to inappropriate drug
intake (Union, 1988; Ferreira, 2013).The use of FDC can reduce the risk of an incorrect
dosage, simplify drug procurement, and aid in ensuring adherence without changing the drug
dosage. In 2010, the Brazil’s National TB Programme decided to alter the traditional anti-TB
treatment (2RHZ/RH regimen) of rifampicin (R), isoniazid (H) and pyrazinamide (Z) for 2
months, followed by R and H for 4 months. In the new 2RHZE/4RH regimen, a fourth drug
(ethambutol- EMB) was added to the intensive phase of TB treatment. Capsules containing R
and H, administered with Z tablets, were replaced by FDC tablets containing R, H, Z and
EMB. The aims of this new approach were to increase treatment adherence and prevent drug

resistance (Blomberg and Fourie 2003).
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However, over the years, problems have been found with the quality of the
2RHZE/4ARH regimen, such as a reduced bioavailability of R, instability of the formulation,
toxic/allergic adverse effects (AEs), and development of resistance. Several studies have been
conducted to assess the bioavailability, acceptability, and microbiological efficacy of R and
H, with or without Z, administered as a FDC for daily or intermittent use (Acocella, 1988; Su
and, Perng, 2002; Gohel and Sarvaiya, 2007; Bhutani, 2004; Hiremath and Saha, 2008). However, in
patients with newly diagnosed TB, the use of four drugs in fixed-dose combination (4-FDC)
in the first 2 months of treatment has not been assessed for safety and efficiency relative to the
administration of separate drugs (SDs). To frame recent studies within the broader evidence
base, we systematically reviewed randomized clinical trials (RCTs) that provided clinical data
regarding the efficacy and safety of 4-FDC drugs in the treatment of pulmonary TB. This
study aimed to show if the administration of 4-FDC is more effective and safer than SD for

the treatment of pulmonary TB.

METHODS

This review was conducted in accordance with Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines for reporting systematic reviews (Moher,
2009). The protocol for this review was recorded on May 23rd, 2013 in the International
Register of Prospective Systematic Reviews (PROSPERO) under registration no.
CRD42013003217.

Search strategy and selection criteria. Articles were searched in the following
databases: Cumulative Index to Nursing and Allied Health Literature (CINAHL -
http://www.cinahl.com), Cochrane Library (http://www.update-software.com/cochrane),
Literatura Latino Americana em Ciencias da Saude (Latin American and Caribbean Health
Science Literature Database (LILACS database), Latin American and Caribbean Literature in

Health Sciences; LILACS; http://lilacs.bvsalud.org/ ), MEDLINE ( http://www.nlm.nih.gov ),

Scientific  Electronic Library Online (SciELO; http://www.scielo.bor ), Scopus

(http://www.scopus.com ), Web of Science(http:// www.webofknowledge.com ), Science

Direct  (http://www.sciencedirect.com ), ExcerptaMedica  Database = (EMBASE;

http://www.embase.com ), CAPES Theses Database and public domain internet databases

(http://www.periodicos.capes.gov.br ). All databases were searched from inception until

September 10, 2013, articles in English, French, and Spanish. We sought to compare the

results from RCTs involving patients with newly diagnosed TB who were administered a 4-

73



FDC or SD regimen in the first 2 months of treatment for pulmonary TB. Therefore, a search
strategy was developed by combining the following search terms: tuberculosis; treatment,
and rifampicin; and isoniazid; and ethambutol; and pirazinamide,; and not HIV, as exploded
Medical Subject Headings (MeSH) and free-text terms. Additionally, abstracts from the
following conferences until September 2013 were searched: Union World Conference on
Lung Health, Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Society
of General Microbiology, British Thoracic Society, European Respiratory Society, and the
American Thoracic Society. Bibliographies of all relevant articles were also reviewed.

Data extraction and management. Two independent reviewers (GCL and EVS). A
third reviewer resolved disagreements (JSN) selected studies. Efficacy and safety of the
treatment were the primary and secondary outcomes, respectively. Treatment outcomes were
recorded according to adapted definitions of those given in WHO guidelines (WHO, 2010), as
follows: treatment success, defined as the number of patients who were cured or who
completed combined treatment; default, defined as failure of the patient to attend the
healthcare service for over 30 consecutive days after the scheduled return date; and safety,
defined as the number of AEs.

The quality of studies was assessed with the Jadad scale (Jadad, 1998). A predefined
data extraction form (in EXCEL) was used to extract data from each study selected for
review. The following information was recorded: study characteristics, including authors,
setting, study design, and hospitalization; patient characteristics, including age, population,
availability of drug susceptibility testing, sputum conversion and default rates at the
beginning and end of treatment, observed AEs, previous TB regimens, HIV status, and other
comorbidities; treatment characteristics, including the number of patients receiving 4-FDC
and SD, and treatment outcomes.

Data analysis. When possible, statistical calculations were performed with the R
software package, version 3.1.1 (www.r-project.org). Because all evaluated outcome
measures were dichotomous, odds ratios (ORs) were calculated, with the uncertainty of the
result expressed by the estimate of the 95% confidence interval (CI) around this measure.
Individual studies were grouped by either the fixed-or random-effects method, depending on
the results of the test for homogeneity. Homogeneity among studies was evaluated by the

Cochran Q test, with P> 0.05 indicating statistically significant data homogeneity.
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RESULTS

Study selection results. The search strategy retrieved 438 potential articles (Fig. 1). Two
articles, one published in Mandarin and one in German, were excluded due to language. One
article was excluded for failure to meet the criteria of an RCT. Eight articles were screened as
full-text articles, and five articles were subsequently analyzed (Bartacek, 2009; Gravendeel,
2003; Lienhardt, 2011; Su and Perng, 2002; Zaka, 2008). All studies were conducted and
published in countries with a high incidence of TB. The five studies that were considered for
analysis included 3,502 patients across Africa, Asia and Latin America.

Study and patient characteristics. Study and treatment characteristics are
summarized in Table 1. All studies were RCTs. Of the 3,502 included patients, 2,072 were
men (59.2%). Only three studies detailed the mean patient age, with the result of 35 + 15.3
years. In one study, patients were randomly assigned to three groups (A, B, C): patients in
groups A and B were given 4-FDC, and patients in group C were given SD formulations
(Zaka, 2008). Patients in the other studies were randomized in to two groups (4-FDC and SD).
All patients in the studies received a 4-FDC during the intensive phase of treatment.

Two studies provided information regarding HIV status (Bartacek, 2009; Lienhardt,
2011). In one study (Lienhardt, 2011), 77 of the 1,168 patients (6.6%) were HIV positive. In
another included study (Bartacek, 2009), only six out of 1,159 patients (0.5%) were HIV
positive (one in the FDC group, five in the SD group). In four studies, clinical efficacy was
also monitored by regular chest X-rays (Bartacek, 2009; Lienhardt, 2011; Su and Perng, 2002;
Zaka, 2008).

Two studies provided data from drug sensitivity tests (Lienhardt, 2011; Su and Perng,
2002). In one study (Su and Perng, 2002), four patients in the FDC group and six patients in the
SD group had PZA-resistant bacilli. Two patients in the SD group had EMB-resistant bacilli.
In another study (Lienhardt, 2011), 1,132 patients (573 FDC, 559 SD) were tested for drug
sensitivity. Fully sensitive organisms were identified in 508 FDC patients (88.2%) and 497
SD patients (88.9%). Non—multidrug-resistant, H-resistant isolates were observed in 65 FDC
patients (11.3%) and 62 SD patients (11.1%).

Only one study evaluated or reported weight gain, a decrease in the erythrocyte
sedimentation rate, and an increase in hemoglobin in the initial and continuation phases of
therapy (Zaka, 2008). In another study, one patient in the FDC group (1/51, 2%) experienced
bacterial relapse after 5 months of successful completion of the initial course of treatment (Su

and Perng, 2002).
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Adverse events. Table 2 summarizes the AEs reported by the included studies. The
most common AEs were gastrointestinal disorders (nausea, vomiting), which were reported
by all studies. However, dermatological, rtheumatologic, and hepatic problems, and even
death, were cited. All studies found that the difference between the 4-FDC and SD groups in
the overall number of drug-related AEs was no longer significant after general disorders were
excluded. Three studies reported patient death. One study (Lienhardt, 2011) reported eight
deaths, which were most likely (2/591 in FDC and 2/579 in SD group) or possibly due to TB
(2/591 in FDC and 2/579 in SD group). In another study, only one death was reported, which
was in the SD group (Zaka, 2008). Bartacek et al. (2009) reported 15 deaths (11 in the FDC
and 4 in the SD group), but only two of them (two hepatitis cases, both in the FDC group)
were considered to be drug-related ( Bartacek, 2009).

One study reported less frequent muscle-joint effects during the intensive phase of
treatment in a patient receiving the FDC regimen (Gravendeel, 2003). Only one study evaluated
patient acceptability of medication, in terms of taste, number of tablets, and problems with
swallowing. The paper reported significantly improved patient acceptability of the regimen in
the 4-FDC group (Bartacek, 2009).

Study quality. To evaluate the methodological quality of included trials, a Jadad scale
based on three questions was used. Scores greater than 3 are indicative of high-quality studies,
and scores of 2 or less are indicative of low-quality studies (Jadad, 1998).Three studies had a
high-quality score, and two studies were considered low quality.

Treatment outcomes. A meta-analysis was developed for each variable in the study.
Tested variables included the following: the rate of sputum conversion in the initial phase of
treatment (assessed within 2 months of treatment initiation), the sputum conversion in the
final phase of treatment, the default, the number of patients with AEs, and the number of
patients with gastrointestinal AEs. For each variable, the following null hypothesis was tested:

HO: The event of interest (variable) has the same chance of occurring in both treatment

groups (4-FDC and SD).

For the analysis of the rate of sputum conversion in the initial phase of treatment (<2
months), all five studies collected related data and were considered in the analysis. The fixed-
effects model was chosen because heterogeneity was not identified (P = 0.3169). The null
hypothesis was not rejected (P = 0.4922), suggesting that no statistical evidence exists that the
rate of sputum conversion in the initial phase of treatment is different between the treatment

groups. A forest plot (Fig. 2) showed that the 95% CI range for the log OR contained zero
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(log OR: -0.09, 95% CI: -0.37-0.18), indicating that the OR between treatments is statistically
equal to one. Therefore, the meta-analysis results do not reveal a statistically significant
difference between the 4-FDC and SD treatments in terms of the rate of sputum conversion in
the initial phase of treatment (<2 months).

For the analysis of sputum conversion in the final phase of treatment, one study (Zaka,
2008) did not collect related data and was excluded from the analysis. The fixed-effects model
was chosen because heterogeneity was not identified (P = 0.98). The null hypothesis was not
rejected (P = 0.5037), suggesting that no statistical evidence exists that the sputum conversion
in the final phase of treatmentis different between the treatment groups. A forest plot (Fig. 3)
showed that the 95% CI range for the log OR contained zero (log OR: 0.14, 95% CI: -0.27-
0.54), indicating that the OR between treatments is statistically equal to one. Therefore, the
meta-analysis results do not reveal a statistically significant difference between the 4-FDC
and SD treatments in terms of the sputum conversion in the final phase of treatment.

For the analysis of default, one study (Zaka, 2008) did not collect related data and was
excluded from the analysis, and it’s not possible contact the authors. The fixed-effects model
was chosen because heterogeneity was not identified (P = 0.0775). The null hypothesis was
not rejected (P = 0.9092), suggesting that no statistical evidence exists that the default is
different between the treatment groups. A forest plot (Fig. 4) showed that the 95% CI range
for the log OR contained zero (log OR: 0.05, 95% CI: -0.82-0.92), indicating that the OR
between treatments is statistically equal to one. Therefore, the meta-analysis results do not
reveal a statistically significant difference between the 4-FDC and SD treatments in terms of
default.

For the analysis of the number of patients with AEs, two studies (Su and Perng, 2002;
Gravendeel, 2003) did not collect related data and were excluded from the analysis, in spite of
all reasonable attempts to contact the authors of these studies to obtain such data. The
random-effects model was chosen because heterogeneity was identified (P = 0.0246 and I? =
75.85%). The null hypothesis was not rejected (P = 0.4091), suggesting that no statistical
evidence exists that the number of patients with AEs is different between the treatment
groups. A forest plot (Fig. 5) showed that the 95% CI range for the log OR contained zero
(log OR: 0.24, 95% CI: -0.32-0.79), indicating that the OR between treatments is statistically
equal to one. Therefore, the meta-analysis results do not reveal a statistically significant
difference between the 4-FDC and SD treatments in terms of the number of patients with

AEs.
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For the analysis of the number of patients with gastrointestinal AEs, all five studies
collected related data and were included in the analysis. The fixed-effects model was chosen
because heterogeneity was not identified (P = 0.5656).The null hypothesis was rejected (P =
0.0006), suggesting that statistical evidence exists that the chance of occurrence of
gastrointestinal AEs is different between the treatment groups. A forest plot (Fig. 6) showed
that the 95% CI range for the log OR did not contain zero (log OR: 0.50, 95% CI: 0.22-0.79),
indicating that the OR between treatments is statistically different from one. The meta-
analytic measure (log OR) revealed that the SD treatment has a 1.65 (exp (0.5) = 1.65)

increased chance of the occurrence of gastrointestinal AEs compared to the 4-FDC treatment.

DISCUSSION

On the basis of the pooled results of the RCTs, 4-FDC therapy failed to show benefits
over the SD regimen in culture conversion after 2 or 6 months of treatment. However, the
results did not demonstrate complete inferiority of the FDC compared with single drugs given
separately when using the strict definition applied in this review. Except for one study that
identified better treatment satisfaction (Bartacek, 2009), none of the included studies
identified improved patient adherence among TB patients treated with 4-FDC compared to
those treated with SD formulations.

Most of the side effects that were reported by the studies in this review were not
considered to be serious and could be managed through symptomatic palliation in both groups
of patients (4-FDC and SD). Even in a study that reported 176 patients (86%) with at least one
adverse effect associated with treatment, only two abandoned it because of them (Leimane,
2005). Gastrointestinal side-effects such as diarthea and malabsorption can hinder
achievement of optimum blood concentrations of antituberculosis drugs in co-infected
patients with HIV (Zumla, 2015), what suggest that 4-FDC therapy, for causing less
gastrointestinal side-effects, would benefit those co-infected patients. As some patients
reported stopping medication because of adverse effects (Munro, 2007), while others reported
that they were not informed about side effects and what to do to counter them (Jaiswal, 2003;
Edginton, 2002; Wares, 2003).

Specifically, no ophthalmic AEs (ocular toxic effects) were reported that could be
associated with the new drug (EMB). In fact, retrobulbar optic neuritis, the main adverse
reaction to EMB, is rare in the doses and exposure times commonly used for TB treatment

(CDC 2003).
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Despite the potential for providing the highest level of evidence in therapeutic
intervention research, RCTs have been criticized because of the limited generalizability of
their results. RCTs are often conducted under optimal medical care and may underestimate
the potential benefit of using 4-FDC formulations to enhance adherence in settings where
malpractice or unmonitored therapies are common. In spite of this limitation, however,
important differences in adherence have been found in many RCTs (Haynes, 2008). For a
better estimate of treatment effectiveness, pragmatic clinical trials may be more appropriate as
these trials are conducted in a way that more closely resembles usual clinical practice
(Chalkidou, 2012; Tunis, 2003).

4-FDC are recommended because drug selection by the patient and consequent
monotherapy can be avoided if all drugs are provided in the same tablet (Chalkidou, 2012;
Tunis, 2003; Blomberg, 2001; Blomberg, 2003). Furthermore, due to simplified, standardized
chemotherapy regimens, 4-FDC facilitate dosage calculation and prevent prescription errors.
However, one of the most relevant features of 4-FDC, the prevention of drug resistance, was
not addressed in those studies. Nevertheless, based on their similar efficacies, user-
friendliness, lower costs, and operational and logistical advantages, generalized use of 4-FDC
should continue to be recommended.

One of the limitations of this meta-analysis is that the included studies did not
investigate adherence to the prescribed treatment. Moreover, the impact of directly observed
treatment (DOT) on the outcomes of TB treatment was not assessed, which resulted in less
precise estimates. Another limitation is the inconsistent ascertainment of the time of relapse in
the different studies; because of the heterogeneous methods, we did not pool the study results
for this variable. In addition, we could not assess mortality as an outcome because this term
was defined differently in the studies (all-cause vs. TB-specific mortality), measured over
different follow-up periods and, in some studies, was not reported or was notattributed to the
treatment group. Finally, small differences in drug concentrations existed between studies.

Regardless of these limitations, this systematic review has several strengths. Lack of
significant heterogeneity of the estimates of sputum conversion in the initial and final phases
of therapy and of default in the different trials permitted pooling and increased the precision
of our results regarding treatment efficacy.

By the end of 2009, Brazil was the only country with a high burden of TB to use a 3-
drug treatment regimen. Despite a free-of-charge treatment, the mean default rate was

approximately 9.3% and reached 14% in some states!’. In a Brazilian descriptive study based
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on prospective data obtained from the medical records of TB patients (>18 years of age)
treated with 4-FDC tablets, the obtained cure rates were similar to those obtained with SD,
but the rate of treatment abandonment was much higher (17.5%) than that considered
appropriate (<5%) (Ferreira, 2013). At the beginning of 2013, a systematic review was
published in Canada to evaluate the risk of treatment failure or disease relapse, acquired drug
resistance, bacterial conversion after 2 months of treatment, AEs, adherence, and treatment
satisfaction associated with treatment of active TB using FDC or SD formulations (Albanna,
2013). This study concluded that, although FDC formulations simplify TB therapy, the current
evidence does not indicate that these formulations improve treatment outcomes among
patients with active TB. However, Albanna review articles that includes not only the four
drug combination used, but also papers that used only two combined drugs therefore differ in
the number of retrieved articles and justifies the need for a revision to compare precisely the
effect of 4 drugs in a single formulation with drugs administered in separate formulations.

The new 4-FDC regimen was expected to result in lower default rates and higher
effectiveness of treatment. An ecological study based on the Brazilian Case Notification
Database (SINAN) with the Brazilian municipalities as the analytical unit concluded that
municipalities with high TB burden and large populations require special attention while
implementing new recommendations (Braga, 2013).

Of the 22 high-burden country, 15 reached or exceeded a treatment success rate of
85% among all new cases in 2012. The six countries that reported lower treatment success
rates were Brazil (72%), the Russian Federation (69%, up from 65% in 2011), South Africa
(77%), Thailand (81%), Uganda (77%, up from 73% in 2011) and Zimbabwe (81%). In the
Russian Federation, improvement of treatment outcomes has been recognized as a high
priority by the Ministry of Health and actions to improve it have been defined. These include
earlier detection of MDR-TB, earlier enrolment of patients with MDR-TB on second-line
treatment, strengthening patient support to improve adherence to treatment (especially among
the most socially and economically disadvantaged), and the introduction of a patient-based
monitoring system for those with M/XDR-TB and HIV co-infection. The increase in the
percentage of patients successfully treated between 2011 and 2012 suggests that these
measures may have had a positive effect (WHO, 2014).

CONCLUSION
Among the five variables, only gastrointestinal AEs differed significantly between

treatments (SD and 4-FDC), with a meta-analytic measurement equal to 0.50 and a P-value of
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less than 0.001. As all the studies reviewed showed that 4-FDC therapy provides greater
patient comfort by reducing the number of pills that are taken and gastrointestinal AEs, which
is the most reported ones by patients, besides simplifying pharmaceutical management at all
levels, that therapy showed to be an important evolution in TB treatment. However, the
implementation of such therapy must be done with simultaneous pharmacovigilance studies

and pragmatic trial designs to simulate real-world clinical practice.
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FIGURE LEGENDS

FIG1 Flow diagram

FIG2 Forest plot for rate of sputum conversion in the initial phase of treatment (<2 months
after start of treatment).

FIG3Forest plot for sputum conversion in the final phase of therapy.

FIG4 Forest plot for default.

FIGS Forest plot for number of patients with adverse effects.

FIG6 Forest plot for number of patients with gastrointestinal adverse effects.
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FIG 1: Flow Diagram
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FIG 2 Forest plot for rate of sputum conversion in the initial phase of treatment (<2 months

after start of treatment).
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FIG 3 Forest plot for sputum conversion in the final phase of therapy.
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FIG 4 Forest plot for default.

Log Odds Ratio

89



Zaka (2008) N = 0.90[ 0.19,1.61]

Bartacek (2009) — 0.14[-042,0.14]
Lienhardt (2011) — 0.17[-0.32,0.66]
RE Model ——— 0.24[-0.32,0.79]

| | | | | |
-0.50 0.50 1.50
Log Odds Ratio

FIG 5 Forest plot for number of patients with adverse effects.

Su (2002) | ' 265[-0.30,5.61]
Gravendeel (2003) +l+ 0.61[ 0.18,1.03]
Zaka (2008) Hﬂ 0.31[-050,1.12]
Bartacek (2009) m 0.34[-0.17,0.84]
Lienhardt (2011) F—H 0.63[-0.37,1.63]
FE Model 0 0.50[ 0.22,0.79]

| | | | |
-2.00 0.00 2.00 4.00 6.00
Log Odds Ratio

FIG 6 Forest plot for number of patients with gastrointestinal adverse effects.
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TABLES

TABLE 1. Characteristics of randomized clinical trials comparing FDC with SD regimens for the

treatment of TB that were included in the systematic review

Study p:t?;e:tfs Setting E;I(Iz‘v:-) Eligibility criteria Study treatments, initial phase (2 mo) J;:T:
18+yr with
active
pulmonary TB FDC = INH50mg + RIF 120 mg + PZA
Su, . confirmed by 250mg + EMB1200mg; SD = INH 300 mg
2002 0% Tawan 6 smearorcultire  + RIF 450 mg +PZA 150 mg + EMB 120 2
and no history mg
of previous
treatment for TB
Sputum
Graven positive, weight FDC = INH 75 mg + RIF 150 mg + PZA
deel et . of 33-50 kg, 400 mg + EMB 275 mg;SD = INH 300 mg
al., 360 Indonesia 36 and provided  + RIF 450 mg + PZA 500 mg + EMB 250 2
2003 written consent mg
for participation
15-55 yr, Group A (FDC) =INH 75 mg + RIF 120
Zaka et sputum positive, mg + PZA 350 mg + EMB 250 mg;
al 293 Pakistan 6 no kidney, liver Group B (FDC) = INH 60 mg + RIF 120 3
200‘8 or heart mg +PZA 300 mg + EMB 225 mg; Group
disease, and C (SD) = INH 100mg + RMP 450mg and
not pregnant 150mg + PZA 500mg
15+yr, 22
positive sputum
'i?é’izt‘ pz:ir::\zessp?;;m FDC= INH75mg + RIF150mg
Bartace Pakista;n sample and +PZA400mg + EMB275mg; SD= 3
ketal, 1159 Philippine’s 21 chest X-ray INH75mg + RIF 150mg + PZA400mg +
2009 L EMB275mg
, and and received
Thailand treatment for TB
for <1 mo
New diagnosis
of TB confirmed
by sputum
smear- positive,
Lienhar Africa, treatr;‘;:‘t’fgr B FDC= INH 75 mg + RIF 150mg +
dt et 1585 Asia, and 30 for <4 wk_ fixed PZA400mg + EMB275mg;SD= INH 100 3
al., Latin address e;greed mg + RIF 150mg + PZA 400 mg + EMB
2011 America " 400 mg
to receive
visitors, and
provided written
informed
consent

Abbreviations: EMB, ethambutol; FDC, fixed-dose combination; INH, isoniazid; PZA, pirazinomide; RIF, rifampin;
SD, single dose; TB, tuberculosis. **Doses were administered on the basis of body weight according to WHO and

The European Union recommendations.
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TABLE 2. Adverse events (AEs) reported in the included studies

No. of
patients . . AEs (No. of TB drug-
Study in AEs (r\::csgf ﬁzﬂents) n patients) in SD Default Relapse related
FDC/SD group group death
group
Hyperuricemia
(7), skin itching
(7), skin rash
Hyperuricemia (8), skin (2), abnormal
Su, 2002 26/25 itching (4), skin rash (2), liver fur.mtlon. (5), Not 1/57EDC Not
drug fever (1), abnormal gastrointestinal evaluated evaluated
liver function (3) disorders (5),
blurred vision
(2), sensation of
numbness (1)
Gastrointestinal
Gastrointestinal .
Gravendeel disorders (81), skin dlsqrders (.89)' 17198 Not
198/162 . skin reaction FDC, Not evaluated
et al., 2003 reaction (83), muscle- evaluated
joints (64) (67), muscle- 2/162 SD
! joints (73)
Gastrointestinal Gastrointestinal 1 ::us e('?
. . disorders (23),  53/197  0/293Fpc  9"OUP
Zaka et al., disorders (28), skin ) . with
194/99 . skin reaction (3), FDC, and SD
2008 reaction (8), muscle- . suspected
joints (3) muscle-joints 30/99 SD T8
) (0), death (1) o
meningitis
Skin disorders
Skin disorders (40); (30); asthenia,
asthenia, headache, headache, fever
fever (29); musculo- (5); musculo- 25/558 2/558
Bartacek et e ’ 6/344 FDC, FDC
al 2009 558/564 skeletal disorders (20); skeletal FDC, 3/360 SD cases of
v hepatic and biliary disorders (22);  15/564 SD hepatitis
disorders (14); others liver and biliary P
(19) disorders (21);
others (8)
Rheumatological
. (11);
Rheumatological (7); dermatological
Lienhardt dermatological (16); (15): he ati%: (1): 40/798 23/591 4/591
ot 201y 7981787 hepatic (5); and : ar':’ e Foc, FDC, FDC,
v gastrointestinal(6) 39/787 SD 19/579 SD  4/579 SD

gastrointestinal
(11) disorders;
others (4).

disorders; others (3)
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ANEXOS
ANEXO A- Aprovaciio do Comité de Etica

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL :
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

Fundagao de Ensino e Pasquisa em Ciéncias da Sadde

&) ﬁﬁ_ 2 GDF

T e

3,

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PARECER N2 036/2012

PROTOCOLO N2D9 FROETD. g40/2014 -~ COMPARAGAO DO ANTIGO ESQUEMA
BASICO DE TRATAMENTO PARA TUBERCULOSE COM O NOVO ESQUEMA
PRECONIZADO PELO MINISTERIO DA SAUDE COM RELAGAC A FALENCIA DO
TRATAMENTO E SUA CORRELAGAO COM O PERFIL EPIDEMIOLOGICO DOS
PACIENTES E PERFIL MOLECULAR DAS CEPAS RESISTENTES DE
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DO DF.

Instituigao Pesquisada: Secretaria de Salde do Distrito Federal/SES-DF.

Area Tematica Especial: Grupo Il {ndo pertencente a area tematica especial),
Ciéncias da Sadde.

Validade do Parecer: 13/02/2014

Tendo como base a Resolugio 196/88 CNSIMS, que dispbe sobre as diretrizes
@ normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres humanos, assim como
as suas resolugdes complementares, o Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria
de Estado de Saide do Distrito Federal, apés apreciagio é&tica, manifesta-se pela
APROVAGAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador deveri observar as responsabilidades que
Ihe sdo atribuidas na Resolugiio 196/96 CNS/MS, inciso IX.1 e IX.2, em relagdo ao
desenvolvimento do projeto, Ressaltamos a necessidade de encaminhar o relatdrio
parcial e final, além de nofificagdes de eventos adversos quando pertinentes no
prazo de 1 fum) ano a contar da presente data (item 1113 da Resolucdo 196/96
CNSIMS).

Brasilia, 14 de feversiro de 2012.

iosamente,

Marlél Carralho Garbi Novaes
Comité de Etica em Pesquisa/FEPECS
Coordenadora
ALICER/FEPECS
T Fundagao de EAEnG @ Feljuile et CAncay o a0 - SE5
Comis 80 Frsgasy
FoneFar AR5 - - emat copsrscffasde. of gur by
SMHN - L 501 - Bieo A - Brashn-DF - CER. 70790807
BARASILI - P TRWACIND GLLTURAL D HLMANOAOE
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ANEXO B- Ficha de Notificacao de Investigacao de TB

Repiblica Federativa da Brasil SINAN N°
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