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DISTRIBUICAO DE CEPAS DE Mycobacterium tuberculosis NO
ESPACO URBANO DE SALVADOR: CONTRIBUIGOES A
EPIDEMIOLOGIA

RESUMO

A utilizacdo de técnicas para genotipagem de Mycobacterium
tuberculosis possibilita um melhor entendimento da dinamica de transmisséo
da tuberculose. Entretanto, ha caréncia de investigagbes com esta abordagem
no municipio de Salvador (BA), a fim de elucidar aspectos relacionados a
ocorréncia e manutencdo da doencga. Foi realizado um estudo transversal de
base populacional para caracterizar e descrever a distribuicdo espacial de
cepas de M. tuberculosis isoladas de casos baciliferos residentes no municipio
entre agosto de 2008 e dezembro de 2009. A captagdo dos dados sdcio-
demograficos foi realizada com a aplicagado de questionario e amostras clinicas
foram coletadas para isolamento do M. tuberculosis e genotipagem por RFLP
IS6110 e spoligotyping. Um total de 326 casos foi analisado e 70 isolados
(23,3%) formaram 27 clusters, enquanto 230 (76,7%) apresentaram perfis
unicos. Alguns casos em cluster apresentaram diagnosticos realizados em
meses subsequentes e muitos clusters foram compostos por residentes em
bairros limitrofes ou proximos e nos mesmos distritos sanitarios. O 9° DS
Cabula/Beiru apresentou a maior propor¢cao de casos em cluster (34%), com
associagao estatisticamente significante em residir neste DS e cluster (RP =
1,61; 1C 95%: 1,03 — 2,52). Sete familias de M. tuberculosis foram identificadas:
LAM (50,6%), Haarlem (10,7%), T (8,6%), X (7,4%), U (4,6%), S (0,3%) e EAI
(0,3%), 57 (17,5%) isolados nédo puderam ser classificadas em familias
utilizando a base de dados SpolDB4. Observou-se um padrao diversificado na
distribuicdo dos perfis genéticos de M. tuberculosis nos DS de Salvador, com
maior concentragdo de casos nos bairros periféricos da cidade. Os dados
apresentam um panorama preliminar sendo de interesse para a compreensao
da epidemiologia da tuberculose. Concluimos que em Salvador ha predominio
de uma populagdo geneticamente diversificada de M. tuberculosis com
circulagao diferencial dos perfis e familias genéticas nos diferentes espacos,
indicando transmissdo ativa de determinados perfis em areas especificas.
Sugere-se a realizagao de analise espacial mais refinada, com a integragao de
metodologias e dados de genotipagem e georeferenciamento.

Palavras - chave: Tuberculose, Genotipagem, Distribuicdo espacial
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ABSTRACT

The use of techniques for genotyping of Mycobacterium tuberculosis
provides a better understanding of the dynamics of tuberculosis
transmission. However, there are few studies using this approach in
Salvador (BA) in order to elucidate aspects of the occurrence and
maintenance of tuberculosis. We have conducted a cross-sectional study to
characterize and describe the spatial distribution of M. tuberculosis strains
circulating in the city between August 2008 and December 2009. Data
collection was performed using a questionnaire. Bacteria were isolated from
and genotyped by /IS6770 RFLP and spoligotyping. Overall 326 cases were
analised and 70 (23.3%) formed 27 clusters while 230 (76.7%) isolates had
unique profiles. Some of these clustered cases were genetically identical to
cases diagnosed in subsequent months, and many clusters were formed by
individuals residing either in contiguous neighborhoods or in the same
healthcare district. The healthcare district Cabula/Beiru had a higher
proportion of clustered cases (34%), and a statistically significant
association was found between residence in this healthcare district and
belonging to a cluster (PR = 1.61, 95% CI: 1.03 - 2.52). Seven families M.
tuberculosis strains belonged to: LAM (50.6%), Haarlem (10.7%), T (8.6%),
X (7.4%), U (4.6%), S (0.3%) and EAI (0.3%). 57 (17.5%) isolates could not
be classified according with the database SpolDB4. The genetic profiles of
M. tuberculosis varied in their distribution among the different healthcare
districts, with the highest concentration of cases in the suburbs of the city.
The data present a preliminary overview is of interest for understanding the
epidemiology of tuberculosis. We conclude that in Salvador there is a
predominance of a genetically diverse population of M. tuberculosis and
there is a differential movement between the genetic profiles and families in
different places, indicating active transmission of certain profiles in specific
areas. More refined spatial analysis studies should be performed, integrating
data with genotyping and georeferencing methods.

Key — words: Tuberculosis, Genotyping, Spatial Distribuition
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1. INTRODUGAO

A tuberculose € uma doenga de distribuigdo mundial sendo estimados
em 2009 a ocorréncia de 9,4 milhdes de casos incidentes (137/100.000
habitantes). A prevaléncia mundial no mesmo ano foi de 14 milhdes de casos,
o0 equivalente a 200 casos/100.000 habitantes e 1,3 milhdes de &bitos
ocasionados pela doenga (WHO, 2010).

No Brasil, a incidéncia de TB permaneceu estavel nos ultimos anos,
sendo que em 2009, a incidéncia de tuberculose pulmonar bacilifera foi
29,3/100.000 habitantes (MS, 2009). Devido as desigualdades
socioecondmicas existentes, observa-se uma variagao das taxas em diferentes
regides (MS, 2009). Entretanto, a doenga apresenta as mais altas incidéncias
nas capitais, devido a alta densidade demografica, aos bolsées de pobreza e
ao elevado risco de infecgao (Xavier & Barreto, 2007).

No estado da Bahia foram notificados 4.694 casos novos de tuberculose
pulmonar em 2009, com uma incidéncia 32,06/100.000 habitantes no mesmo
ano (SMS/ SINANNET, 2010). O municipio de Salvador notificou 1.653 casos
novos de TB pulmonar em 2009 correspondendo a taxa de incidéncia de
55,1/100.000 habitantes (SMS/ SINANNET, 2010).

A tuberculose pulmonar ¢é diagnosticada com a detecgdo do
Mycobacterium tuberculosis em espécimes do trato respiratério pela
baciloscopia ou isolamento do microrganismo em cultura. Apesar das medidas
de prevencao conhecidas, tais como a vacinagdo com BCG, a tuberculose
apresenta elevada magnitude. E uma doenca curavel em mais de 95% dos
casos novos, com a realizagdo do tratamento adequado (Telenti & Iseman,
2000). O diagndstico precoce e tratamento correto sao as principais estratégias
para o controle da doencga, pois interrompem a cadeia de transmissao, que séo
os pacientes baciliferos.

A incorporacdo de métodos de genotipagem em investigacbes
epidemioldgicas permitiu avangar na produgédo de conhecimento a respeito da
transmissao do M. tuberculosis e sua permanéncia em populagdes urbanas.
Além disto, tem aumentado a compreensdo a respeito da epidemiologia da
tuberculose introduzindo novos conceitos para o entendimento da dindmica de

expanséao do M. tuberculosis em uma dada populagao (Brudey et al, 2006).
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Dados genotipicos também podem ser utilizados para fazer inferéncias
sobre padrées de transmissao a nivel populacional. Por exemplo, a ocorréncia
de grandes clusters,ou seja, isolados com gendtipos idénticos em uma
amostra, € indicativo de transmissao recente da tuberculose (Small et al, 1994;
Alland et al, 1994) e agregacao espacial de determinados gendtipos de M.
tuberculosis circulantes podem refletir transmisséo local da doenga (Haarse et
al, 2007).

Entretanto estudos mais recentes apontam que esta dedugao deve ser
avaliada com atencdo, visto que isto € aplicavel em paises com baixa
prevaléncia de TB ou regides rurais. Além disto, existem outros fatores, tais
como a amostragem utilizada e as caracteristicas da populagédo que interferem
na incidéncia de transmissao recente. O emprego de mais de uma técnica de
genotipagem pode conferir maior confiabilidade nas proporgdes de transmisséo
recente em determinado local (Murray, 2002; Murray & Alland,2002; Glynn et
al,2004).

Em areas urbanas, a analise de cluster € util para complementar a
investigacao epidemioldgica, pois, além de possibilitar a identificagado de locais
de transmisséo, verifica semelhancas e ligacbes entre os casos, bem como
auxilia no monitoramento de surtos no decorrer do tempo (Vries et al, 2009).

A nivel filogenético a distribuicdo de clones especificos de M.
tuberculosis pode ser facilmente por métodos de tipagem molecular. Sendo
assim, a caracterizagdo de linhagens prevalentes, pode ser focada em
diferentes niveis geograficos como continentes, paises, regides ou cidades
para identificar a origem, evolugdo e dindmica de expansdao de clones
particulares de M. tuberculosis (Durmaz et al, 2007).

N&o ha estudos que abordem a epidemiologia molecular da tuberculose
€ a caracterizagao das cepas circulantes em potencial transmissdo no nordeste
do Brasil. Além disto, Salvador, capital do Estado da Bahia, é considerada
prioritaria no controle da tuberculose, visto que as taxas médias de incidéncia e
da mortalidade pela doenga no municipio sdo elevadas (Xavier & Barreto,
2007).

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar as cepas de

M. tuberculosis obtidas a partir de casos com tuberculose pulmonar bacilifera,
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bem como apresentar a distribuicdo espacial dos padrbées moleculares e
familias dos isolados em Salvador entre agosto de 2008 e dezembro de 2009.

19



2. METODOLOGIA

2.1 Desenho

Estudo transversal para analisar dados epidemiolégicos e caracteristicas
genotipicas de M. tuberculosis provenientes de pacientes com tuberculose
pulmonar bacilifera de Salvador, Bahia, diagnosticados entre agosto de 2008 e
dezembro de 2009.

2.2 Populagao e local do estudo

A populagao do estudo consistiu em individuos atendidos nas Unidades
Basicas de Saude e Servigos de Referéncia para a doenga diagnosticados com
tuberculose pulmonar, apresentando baciloscopia e cultura positivas para M.
tuberculosis, sem tratamento prévio, a partir de 15 anos de idade, residentes
em Salvador no periodo de agosto de 2008 a dezembro 2009.

Neste estudo, optou-se trabalhar com os casos novos de tuberculose e
foi utilizada a definicdo do Programa de Controle da Tuberculose (PCT), onde o
caso novo seria o “individuo doente que nunca se submeteu a tratamento ou
que o fez por um periodo menor que 30 dias ou ha mais de cinco anos” (MS,
2005).

O municipio de Salvador, capital do estado da Bahia (latitude -12° 58'
23"; longitude -38° 30' 16") ocupa uma extensao territorial de 707 km?. A
populagdo estimada para o ano de 2008 foi de 2.948.733 habitantes (IBGE,
2009). A sua organizagao politico-administrativa compreende 18 Regides
Administrativas e 12 Distritos Sanitarios (DS), os quais sediam 257 Unidades
de Saude. Destas, existem 38 unidades de atencdo aos pacientes com
tuberculose em todo o municipio e duas unidades de referéncia para o
atendimento dos casos com TB.

Inicialmente, foi listado o numero de casos de TB em cada DS e
identificaram-se as unidades de saude que notificaram maior numero de casos

em cada distrito, as quais foram incluidas no estudo (quadro 1). Os dados de
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2005 foram utilizados por estarem disponiveis e completos no periodo de

planejamento das agdes do presente trabalho.

Quadro 1: Frequéncia e propor¢ao de casos de tuberculose notificados em

2005 nas unidades selecionadas para o estudo, com respectivos distritos

sanitarios
UNIDADE DISTRITO NOTIE D 0s
DE SAUDE SANITARIO .
(n 1 %)
HEOM 4° DS Liberdade 1364 /38,9
IBIT 6° DS Barra/Rio Vermelho 374 /10,6
2° Centro Ramiro de 1° DS Centro Histérico 358/10,2
Azevedo
6° Centro Rodrigo Argolo 9° DS Cabula/Beiru 158 /4,5
Adroaldo Albergaria 11° DS Suburbio Ferroviario 100728
o
3° Centro Prof® Bezerra 4° DS Liberdade 147/ 4,2
Lopes
Hospital Santo Anténio 2° DS lItapagipe 124 /3,5
(]
13° Centro Eduardo 8° DS Itapua 47113
Mamede
TOTAL 2672 /76

Fonte: SMS/CRA/SINAN

2.3 Coleta de dados e amostras clinicas

Um questionario padronizado foi aplicado para obtencéo de informacgdes
sécio - demograficas dos casos, além de questdes relacionadas a clinica e
epidemiologia da tuberculose.

Os casos com auséncia de informagdes no questionario tiveram dados
obtidos a partir do Sistema de Informagbes sobre Agravos de Notificagdo do
Ministério de Saude (SINAN/MS).
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As unidades de saude participantes foram informadas oficialmente sobre
o inicio da coleta e foram formadas equipes de campo, compostas por técnicos
de enfermagem previamente treinados. Os entrevistadores foram orientados
para a correta e padronizada aplicagdo dos questionarios, de forma a garantir a
fidedignidade e precisdo dos dados coletados. Além disto, todas as unidades
de saude foram supervisionadas por trés enfermeiras e relatérios mensais
foram elaborados para acompanhamento.

Os entrevistadores compareceram as unidades de segunda a sexta,
requisitando pacientes com suspeita de TB pulmonar e baciloscopia positiva
confirmada na unidade de saude, apds coloragdo pelo método de Ziehl —
Neelsen (MS, 2005) a participarem da pesquisa através da entrevista e coleta
da amostra clinica. As entrevistas foram iniciadas somente apds a
apresentacado dos objetivos do estudo, do carater sigiloso das informagdes e
leitura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo II).

Apoés a coleta, todos os questionarios foram revisados e a auséncia de
dados ou possiveis inconsisténcias foram retornadas ao entrevistador para
complementacdo da informacédo através do prontuario médico ou do proprio
entrevistado. Cada questionario recebeu um codigo, composto de seis digitos.

As amostras de escarro foram obtidas por expectoragédo e as de lavado
broncoalveolar foram coletadas sob orientagdo de equipe médica
especializada, com auxilio do broncofibroscopio. O material foi coletado em
recipiente estéril devidamente identificado com o nome do paciente e data da
coleta seguindo as recomendacdes do PCT (MS, 2005).

Em seguida, as amostras foram devidamente acondicionadas em caixas
térmicas refrigeradas e encaminhadas ao Laboratério Central de Saude Publica
Professor Gongalo Moniz (LACEN/BA) em uma rotina previamente definida,

para a realizacao do isolamento primario e identificacdo de M. tuberculosis.

2.4 Isolamento e identificagao de Mycobacterium tuberculosis

As amostras foram descontaminadas pelo método Petroff e inoculadas
em meio Lowenstein Jensen (LJ). Incubou-se em estufa a 37°C por até oito
semanas, acompanhando semanalmente o crescimento das culturas. Todos os

isolados foram submetidos aos testes para identificagcdo de M. tuberculosis:
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produgao de niacina, reducdo do nitrato, inibicao do crescimento em presenca
de acido para-nitrobenzoéico 500 ug/mL e resisténcia a hidrazida do acido tio-
feno-2-carboxilico 5 ug/mL (MS, 2005).

Os isolados foram congelados em 2 mL de meio Sauton enriquecido
com 20% de glicerol a - 70 °C no Laboratorio Nivel de Biosseguranga 3 do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz / FIOCRUZ para posterior extragao do DNA
bacteriano e genotipagem. As aliquotas de M. tuberculosis foram
descongeladas e repicadas em meio LJ. Incubou-se em estufa a 37°C por até
oito semanas e as culturas com crescimento satisfatério de colénias foram

selecionadas para a extragao do acido desoxirribonucléico (DNA).

2.5 RFLP-1S6110

Para a confirmacgdo da existéncia de similaridade entre as cepas de M.
tuberculosis foi utilizada a técnica de investigagdo do polimorfismo dos
fragmentos de restricdo da sequéncia 1S6770 (RFLP) no Laboratério de
Biologia Molecular/Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz (IAL), de
acordo com as recomendagdes propostas por van Embden et al (1993).

A técnica incluiu a extragcdo do DNA cromossomal, digestdo com a
enzima Pwull, eletroforese do DNA gendmico digerido e hibridizagdo por
Southern blotting, utilizando como sonda uma sequéncia de 245 pares de base
(pb) contida no IS6110.

O numero de coépias da IS6710 foi determinado de acordo com o numero
de fragmentos de DNA hibridados com a respectiva sonda e visualizados em
forma de banda compacta na membrana de nailon. Para cada banda
visualizada, considerou-se uma cépia da 1IS6710.

A variabilidade na inser¢do e numero de copias de 1IS6110 foi detectada
pela analise do perfil eletroforético obtido para cada um dos isolados, por
comparagao com a cepa de referéncia M. tuberculosis 14323 do banco de

cepas do IAL.

2.6 Spoligotyping

O spoligotyping foi realizada de acordo com recomendagdes de Cowan et al
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(2004), empregando o sistema Luminex.
Para cada um dos isolados, foi amplificada a regido direct repeat (DR)
por reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Microsferas conjugadas a
oligonucleotideos para reconhecimento de 43 diferentes espagadores foram
hibridizadas com este produto de PCR. A hibridizacdo foi detectada pela
captagdo simultanea de sinal fluorescente proveniente da microsfera (que
identifica o espagador conjugado) e do sinal fluorescente emitido por um
fluorocromo repérter ligado ao produto de PCR hibridizado, utilizando um
fluorimetro.
Foram utilizados como controles positivos as cepas M. tuberculosis H37Rv

e M. bovis e agua destilada como controle negativo.

2.7 Analise de clusters e familias genéticas

Os perfis genéticos foram comparados com base no peso molecular e no
numero de copias de fragmentos hibridados com a sonda IS6770 pelo método
Unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) e coeficiente
de Dice para o pareamento (Dice, 1945), com uma tolerancia de posigcao de
1,5% e a optimizacéo de 1,0%.

Dois ou mais isolados foram agrupados em clusters quando seus padrdes
de RFLP /S6110 foram indistinguiveis, isto €, apresentaram bandas idénticas
em numero e peso molecular. Os isolados com perfis genéticos unicos foram
considerados como ndo pertencentes ao grupo genético (ndo cluster). Cepas
que apresentaram cinco ou menos cépias da sequéncia de insercao IS6710
nao foram incluidas na analise de clusters pelo RFLP IS67110.

O perfil genético de cada cepa de M. tuberculosis foi analisado visualmente
e com o auxilio do programa de computagao Bionumerics versao 6.1 (Apllied
Maths, Kortrijk, Bélgica).

Os padrdes obtidos no spoligotyping foram representados em formato
binario no programa Excel (Microsoft Corporation, Washington) e comparados
com o0s padroes da base de dados SITVIT4 (http//:www.pasteur-
guadaloupe.fr:0881/SITVITDemo/) para identificar os Shared International
Types (SITs) e as familias foram identificadas de acordo com o SpolDB4
(Brudey et al, 2006).
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2.8 Analise estatistica

Apo6s a digitagao dos questionarios, foi realizada analise de consisténcia
do banco de dados com correcdo de dados perdidos e informacdes repetidas.
As variaveis continuas foram categorizadas para posterior analise descritiva.

As variadveis selecionadas a partir do questionario clinico/sécio-
demografico foram: data da coleta/diagnéstico, naturalidade, bairro de
residéncia, distrito sanitario (DS) de residéncia, idade, sexo, escolaridade,
ocupacéo, tabagismo, consumo de alcool, uso de drogas ilicitas, raga/cor (auto-
referida), situacdo do domicilio, padréo radiolégico, histéria de contato,
sorologia para HIV, resultado da baciloscopia, cicatriz vacinal, ocupagao e
residéncia do caso ou membro da familia em prisdo/rua/albergue.

As caracteristicas clinicas e socio-demograficas foram utilizadas como
descritoras da populagdo do estudo e dos casos agrupados em cluster pelo
RFLP I1S6110.

Calculou-se a frequéncia dos isolados em cluster e distintas familias de
M. tuberculosis no periodo do estudo. Na analise bivariada, para a comparacao
das prevaléncias de clusters segundo as caracteristicas da populagéo
estudada foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson.

A magnitude da associag¢ao entre os fatores de exposi¢cao e a ocorréncia
de cluster foi obtida pela estimativa da razdo de prevaléncia e respectivos
intervalos de confianga de 95% (IC 95%).

Empregou-se o software STATA versao 10.0 na analise estatistica.

2.9 Descricao da distribuicao espacial das familias

Os casos de tuberculose foram geocodificados a partir do enderecgo
residencial, obtendo-se as coordenadas (latitude-longitude) em graus decimais
com o auxilio do Google Earth versao 5.1, programa livre, disponivel na
Internet (http://earth.google.com/intl/pt/). Em estudo anterior, este programa foi
submetido a analise de concordancia através do método “concordance

correlation coefficient’ utilizando como padrao ouro as medi¢gdes obtidas pelo
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GPS, obtendo-se uma concordancia de 94% em relacdo a latitude e 91% em
relacédo a longitude (Uthman, 2008; Erazo, 2009).

Para analise, os dados foram agrupados considerando-se como unidade
espacial os Distritos Sanitarios. A analise descritiva foi realizada através da
elaboragdo de mapas tematicos com a frequéncia das distintas familias de M.
tuberculosis por DS para identificar os padrbes de distribuicdo no municipio.

Para geocodificagdo dos casos de tuberculose em Salvador foram
utiizadas as malhas geograficas da base de dados cartografica
disponibilizadas pelo IBGE e CONDER. Para construgdo dos mapas tematicos
foi utilizado o programa ArcView Gis 3.3.

2.10 Consideragoes éticas

O presente trabalho é parte integrante do projeto intitulado “Estudo da
distribuicdo espacial e padrbes de transmissdo da tuberculose em Salvador
através de técnicas moleculares e de analises de redes complexas”, e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Saude
Coletiva/Universidade Federal da Bahia (n° 012/07).

Os pacientes foram informados sobre os objetivos do estudo e
assegurados da possibilidade de recusa. Antes da coleta dos dados, foi
solicitada a autorizagdo prévia para a realizagdo da pesquisa, através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
(Resolugdes 196/96 e 304/2000) do Ministério da Saude.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da populagao do estudo

A tabela 1 apresenta a caracterizacdo da populagédo do estudo,
composta por 326 casos com tuberculose pulmonar bacilifera residentes em
Salvador, Bahia, em relagdo as variaveis descritoras. A amostra obtida
corresponde a 14 % dos casos de TB pulmonar bacilifera notificados entre
agosto de 2008 e dezembro de 2009.

A idade variou entre 15 e 90 anos, sendo que a média foi de 36,6 e
desvio padrao 14,2. A faixa etaria que concentrou maior proporg¢ao de casos foi
entre 20 e 34 anos. A maioria dos casos foi do sexo masculino (58,3%), de
raga/cor parda (61,8%), com ensino fundamental incompleto ou completo
(40,1%) e 79% residentes em domicilio proprio

Observou-se que 51 casos (18,6%) se encontram desempregados e 19
(6,9%) aposentados. Para os que estdo empregados, as atividades mais
frequentes foram: autébnomo (22/8%), estudante (19/ 6,9%), pedreiro (18/ 6,6%)
e vendedor (13/ 4,7%) (Anexo | - Tabela 1).

A permanéncia do caso ou membro da sua familia na rua, prisbes ou
abrigos foi informada por 34 pacientes (11,5%). Analisando-se o local de
nascimento, 210 (68,9%) sdo provindos de Salvador, 84 (27,5%) de outros
municipios da Bahia, enquanto 11 (3,6%) nasceram em outros estados do
Brasil.

A maioria dos casos mencionou ser ndo fumante (83,3%), néo
consumidor de bebida alcoodlica (63%) e drogas ilicitas (94,7%). Além disto,
24,6% dos casos afirmaram ter tido contato prévio com portador de tuberculose
pulmonar e em 81,6% o padréo radiolégico foi considerado suspeito para a
doenca. Cicatriz proveniente da vacinagdo com BCG foi identificada em 232
pacientes (76,1%). Entre os 86 (26,3%) casos testados para infecgédo pelo virus
HIV, 3 (3,5%) apresentam resultado positivo.

Na figura 1, esta representado o mapa do municipio de Salvador
demarcado por DS, com a distribuicdo das propor¢des de casos entrevistados

e com cepas de M. tuberculosis analisadas no presente estudo.
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O 11° DS Suburbio Ferroviario, que aloca os bairros de Plataforma,
Periperi, Paripe, entre outros, foi responsavel por 20,9% dos casos captados.
Em seguida os 9° DS Cabula/Beiru e 3° DS Sao Caetano/Valéria contribuiram
com 59 (18,1%) e 58 (17,8%) casos respectivamente. Seguiram-se os DS de
Liberdade (9,2%), Itapagipe (7,1%) e Barra/Rio Vermelho (6,7%) (Tabela 2).

Apesar da ampla distribuicdo dos casos nos diferentes bairros do
municipio, a maioria é residente em Plataforma (5,8%), S&do Caetano (5,4%),
Paripe (4,3%), Fazenda Grande (3,7%), Periperi (3,4%), Liberdade (3,1%) e

Sussuarana (3,1%) (Anexo | - Tabela 2).

3.2 Descrigao dos casos em cluster

No presente estudo, as culturas dos 326 casos foram positivas para
Mycobacterium tuberculosis e genotipadas pelo RFLP IS67110 e spoligotyping,
na propor¢ao de um isolado por caso.

Foram identificados 265 padrdes distintos por RFLP IS6110, sendo que
230 (76,7%) isolados apresentaram perfis unicos (n&o cluster) e 70 (23,3%)
foram agrupados em 27 clusters com dois a seis casos cada. Além disto, o
numero maximo do fragmento /S6770 nos perfis identificados foi dezenove e 26
isolados (8%) possuiam cinco ou menos copias do /IS6770, o que os torna néo
interpretaveis por esta técnica (figura 2). A maioria dos clusters foi formada por
dois casos e o0s maiores clusters, denominados BA1 e BA2, possuem seis e
cinco casos respectivamente (Anexo | - Quadro 2).

A tabela 3 apresenta as propor¢gdes dos casos em cluster e néao cluster
por distritos sanitarios. Nota-se que os DS que concentram as maiores
frequéncias de casos nao sdo necessariamente 0sS mesmos que possuem as
maiores proporgdes de casos em clusters. Embora existam clusters em todos
os DS, destacamos aqueles com maiores numeros de casos: o 9° DS
Cabula/Beiru apresentou 34% dos seus casos distribuidos em diferentes
clusters, enquanto o 11° DS Suburbio Ferroviario e o 3° DS Séao
Caetano/Valéria tiveram menores propor¢des de cluster (28,7% e 20,7%
respectivamente). O 1° DS Centro Histérico e o 7° DS Boca do Rio, ambos com

seis casos, possuiam dois destes (33,3%) agrupados em cluster.
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Além disto, houve associagdo estatisticamente significante residir do 9°
DS Cabula/Beiru e pertencer a cluster (RP = 1,61; IC 95%: 1,03 — 2,52). Nao
houve associagéo estatisticamente significante entre a ocorréncia de clusters e
as demais variaveis (Tabela 4).

Mediante uma analise descritiva dos individuos que compuseram os
vinte e sete clusters por RFLP IS6710 observou-se que do total, em quinze
clusters (55,5%) pelo menos um caso nasceu em outros municipios do Estado
da Bahia. Quatro clusters (BA7, BA10, BA16 e BA20) foram formados
exclusivamente por mulheres, sendo que nos demais, pelo menos um caso foi
do sexo masculino (Anexo | - Quadro 2). O intervalo nas faixas etarias entre os
individuos que compuseram os diferentes clusters foi amplo, entretanto
predominaram clusters (19/ 70,3%) com pelo menos um individuo com idade
superior a 40 anos.

A maior parte dos casos em cluster foi analfabeta ou com grau de
escolaridade maxima no nivel médio e para os que estavam inseridos no
mercado de trabalho, as ocupagdes exercidas comumente ndo proporcionam
um alto nivel salarial. Em treze clusters (48,1%), pelo menos um caso afirmou
ter tido historia de contato na residéncia ou extradomiciliar com paciente com
tuberculose e em 24 clusters (88,8%) pelo menos um caso apresentou duas ou
trés cruzes na baciloscopia.

No cluster BA1, composto por trés homens e trés mulheres, de raga/cor
branca, parda e negra e que residiam em bairros localizados em diferentes
regides de Salvador, observou-se uma sequéncia temporal no diagndstico
realizado entre os meses de fevereiro e outubro de 2009. Nos dois casos do
cluster BA9, os casos foram diagnosticados em abril e maio do mesmo ano,
sendo que, um dos casos nao tinha cicatriz vacinal pela BCG, era usuario de
drogas ilicitas, teve contato com paciente com tuberculose no mesmo domicilio
e residiu na prisao.

Verificou-se semelhante sequéncia temporal dos perfis nos clusters
BA23, com os dois casos diagnosticados em outubro de 2008 e no BA27, onde
os casos foram diagnosticados em agosto de 2009. No entanto, os clusters
BA3 e BA4 apresentaram casos com cepas de M. tuberculosis que
compartiiharam o mesmo padrédo genético e foram diagnosticados em

diferentes periodos dos anos de 2008 e 2009.
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Dos cinco casos que formaram o cluster BA2, trés deles residiam no 9°
DS Cabula/Beiru, nos bairros de Sdo Gongalo e Engomadeira, e dois casos no
11° DS do Suburbio Ferroviario (Periperi e Lobato). Destaca-se que trés destes
individuos afirmaram ter contato prévio com paciente com tuberculose e um foi
morador de rua. No cluster BA5, um dos individuos afirmou ser usuario de
drogas licitas e teve contato com paciente com tuberculose no mesmo
dormitério a mais de um ano antes do diagndstico. Ja o cluster BA6 incluiu um
caso residente no Pelourinho, DS Centro Historico, que morou na rua e teve
contato prévio extradomiciliar com paciente com tuberculose.

O cluster BA7 foi formado pelo agrupamento dos perfis de trés mulheres
que residiam nos bairros de Fazenda Grande e Sao Caetano; duas localidades
contiguas no municipio de Salvador pertencentes ao 3° DS Séo
Caetano/Valéria. Duas delas, afirmaram ter contato prévio com vizinhos que
apresentaram tuberculose a menos de um ano da coleta dos dados. O cluster
BAS8 foi composto por dois homens brancos, que apresentaram doenga ativa
com um intervalo de um ano entre eles e residentes nos bairros de Boa Viagem
e Uruguai, ambos localizados no 2° DS ltapagipe.

Os casos do cluster BA12 moravam no 9° DS do Cabula/Beiru e os dos
clusters BA13 e BA15 em bairros limitrofes do 2° DS ltapagipe. O cluster BA17
foi composto por dois individuos pardos, ambos moradores do bairro Uruguai
(2° DS Itapagipe) sendo que um deles residiu em prisdo e outro com histéria de
contato com paciente com tuberculose no mesmo domicilio a menos de um
ano.

No cluster BA21 os dois casos foram diagnosticados no més de agosto
de 2009 e residiam em bairros proximos (ltacaranha e Periperi), ambos
localizados no 11° DS Suburbio Ferroviario. Os dois casos do cluster BA22
também moravam no mesmo DS e ambos apresentaram trés cruzes na

baciloscopia.
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3.3 Descricao e distribuicao espacial das familias genotipicas de M.

tuberculosis

De acordo com os resultados do spoligotyping, obteve-se um total de
107 padrbes distintos de M. tuberculosis com 257 isolados (78,8%) agrupados
e 69 (21,2%) apresentaram perfis binarios unicos. Sete familias circulantes em
Salvador no periodo do estudo foram identificadas: LAM (50,6%), Haarlem
(10,7%), T (8,6%), X (7,4%), U (4,6%), S (0,3%) e EAI (0,3%). Entretanto, 57
(17,5%) isolados apresentam padrbes O6rfaos, ou seja, ndo puderam ser
classificados a partir da base de dados SpolDB4 (Tabela 5).

Evidenciou-se uma distribuicdo diversificada das familias no territorio de
Salvador, sendo que a familia LAM seguiu a tendéncia da distribuicdo
populacdo do estudo, com maior proporcdo de casos no 11° DS Suburbio
Ferroviario, seguido do 9° DS Cabula/Beiru e 3° DS de Sao Caetano/Valéria
(Tabela 6; figura 4).

Os 3° DS de Sao Caetano/Valéria e 11° DS Suburbio Ferroviario
contemplaram juntos aproximadamente 45% dos isolados da familia Haarlem.
Houveram casos da familia T em todos os distritos sanitarios, exceto no 1° DS
Centro Histdérico e nos 7° DS Boca do Rio e 8° DS ltapua, que sédo areas
contiguas (Tabela 6; figura 4).

A familia U apresentou seis (40%) dos seus 15 casos, residentes no 11°
DS Suburbio Ferroviario. Identificou-se uma maior propor¢édo de casos da
familia X no 9° DS Cabula/Beiru (7/ 29,2%) (Tabela 6; figura 3).

As subfamilias mais prevalentes foram: LAM9 (22,3%), LAM3 (10%),
Haarlem3 (9,7%), LAM6 (8,5%), LAM4 (7,4%), U (5,6%) e T1 (5,2%) (Tabela
7). Do total de perfis com cinco ou menos coépias do /IS6770, a maioria
pertenceu as subfamilias X1, X2 e X3, com exce¢ao de dois isolados que foram
Haarlem 3 e T5 — MAD2 (figura 2). A subfamilia X3 apresentou seis casos e
quatro destes (66%) foram residentes do 9° DS Cabula/Beiru, especificamente
nos bairros Engomadeira, Sussuarana e Tancredo Neves.

A Tabela 3 - Anexo | ilustra o numero e proporcéo de isolados em cada
subfamilia com seus respectivos SITs e padrdes binarios. Observou-se que o

SIT 42, que corresponde a subfamilia LAM9, possui o maior numero de
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isolados na populagdo do estudo (19,3%). Em seguida, o SIT 33/subfamilia
LAM3 (26/ 9,6%) e com 23 isolados o SIT 50/subfamilia Haarlem3 foram os
mais prevalentes. O numero de isolados em cada tipo de padrao 6rfao
identificado esta representado na Tabela 4 — Anexo | e observou-se que alguns
destes foram agrupaveis em dois a trés isolados.

A tabela 5 — Anexo | apresenta a diversidade de perfis obtidos pelo
RFLP /IS6110 em cada subfamilia por spoligotyping. O SIT 42/subfamilia LAM9
possuiu quarenta padrdes distintos no RFLP /S6770, com dezessete isolados
distribuidos em seis clusters. A subfamilia LAM3/ SIT 33 teve vinte padroes
diferenciados e foi representada em dois clusters. Por outro lado, cinco
isolados pertenceram ao SIT 4, subfamilia LAM3 E S /Convergent, e destes
quatro foram agrupados em dois clusters distintos (BA10 e BA17) denotando
menor diversidade nos padrdes de RFLP IS6110.

O SIT 238 da subfamilia U teve dois casos em cluster (BA22), ambos
moradores do 11° DS Suburbio Ferroviario, nos bairros de llha de Maré e
Periperi. Neste SIT, os padrbes que nao foram idénticos por RFLP,
apresentaram diferengas em duas/trés bandas do IS67170.

Do total de sete isolados que formam o SIT 47/subfamilia Haarlem1,
mesmo aqueles que ndo foram agrupados em cluster pelo RFLP 1S6110, a
diferencga entre os perfis foi de duas a trés bandas /IS6710, sendo que todos os
casos residiam nos distritos sanitarios Sdo Caetano, Suburbio Ferroviario e

Itapagipe; regido noroeste da cidade.
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4. DISCUSSAO

Esta foi a primeira investigacdo de base populacional realizada na Bahia
que descreveu a diversidade genotipica de M. tuberculosis isolados dos casos
de TB pulmonar residentes em Salvador e sua distribuicdo em diferentes
distritos sanitarios.

A populacdo estudada possui caracteristicas socio-demograficas
semelhantes aos pacientes notificados com TB em Salvador (SMS, 2010)
apresentando maior propor¢cdo em individuos do sexo masculino e
predominancia em idade economicamente ativa. A amostra correspondeu a
14% do total de casos de TB pulmonar bacilifera notificados no periodo. Além
disto, foram selecionados somente o0s casos com baciloscopia positiva,
possibilitando a identificagdo de cepas em potencial transmissao.

A maioria dos casos analisados foi residente no distrito sanitario do
Suburbio Ferroviario, similar aos achados de Costa et al (2005), que em seu
estudo cerca de 21%, dos participantes foram originarios desta regidao de
Salvador. Além disto, avaliando a distribuicdo espacial da mortalidade por
tuberculose na cidade, Mota et al (2003) mostraram que o maior risco de obito
pela doenca foi observado também neste DS, cuja populagédo é caracterizada
pelo nivel mais baixo de renda e escolaridade da capital baiana.

Um dos principais resultados deste estudo foi que 23,3% dos isolados de
M. tuberculosis agruparam - se em vinte sete clusters distintos. No Brasil, a
caracterizagcao de M. tuberculosis, utilizando a mesma técnica, possibilitou a
identificacdo de grupos genéticos similares e as proporgdes de clusters
encontradas variaram entre 19% e 37% (Fandinho et al, 2000; Suffys et al,
2000; Ferrazoli et al, 2000; Malaspina et al, 2004; Borges et al, 2004).

Observou-se uma grande variabilidade nos perfis genéticos de M.
tuberculosis circulantes em Salvador. Nossos achados coincidem com os de
Suffys et al (2000), que identificaram padrées de RFLP /S6770 altamente
polimdérficos no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. Estudos realizados a nivel
nacional tém demonstrado uma relagdo entre estes padroes e a origem

geografica das cepas de M. tuberculosis, sendo que as frequéncias de clusters

33



sao influenciadas também pela prevaléncia de TB e politicas de controle locais
(Suffys et al, 2000).

Estes achados sao uteis para avaliar o desempenho dos programas de
prevencao e controle da TB, visto que em comunidades onde isto é realizado
de forma ineficiente existe alta prevaléncia de casos em clusters (Lambregts-
van-Weezenbeek et al, 2003). Deste modo, os servigos de saude municipais
sdo capazes de inferir quanto a ocorréncia de transmissao ativa em sua regiao
e propor novas medidas, como por exemplo, o rastreamento de grupos de
risco.

Embora ligagbes epidemioldgicas especificas ndo tenham sido
investigadas nos grupos identificados, sugere — se que a prevaléncia de TB na
populagao de Salvador pode ser fortemente influenciada pela variabilidade de
estirpes de M. tuberculosis que circulam ativamente na capital. O emprego de
RFLP com pareamento exato, utilizado neste estudo para inferir transmissao
recente, em situacdo de alta heterogeneidade genética de M. tuberculosis
podem ocasionar subestimativa dos resultados (Scott et al, 2005). Evidéncias
sugerem que os padrdoes genéticos de bandas /IS6770 mudam ao longo do
tempo e das cadeias de transmissao e esta taxa de mudancga pode ocasionar
grandes diferengas nas estimativas de transmissao recente, tendo substanciais
implicagdes nas intervengdes de saude publica (Benedetti ef al, 2010).

Alguns casos apresentaram diagnosticos realizados em meses
subsequentes e, muitos clusters foram compostos por casos residentes em
bairros limitrofes ou proximos do municipio de Salvador e nos mesmos distritos
sanitarios. Em aproximadamente 90% dos clusters pelo menos um caso
apresentou duas ou trés cruzes na baciloscopia, o que sugere alto potencial de
transmissibilidade destas cepas nestes locais.

Cinco casos (1,6%) apresentaram isolados com padrao [/S6110,
denominado “8-band FO-like”, que também foi identificado em outros estados
do Brasil (Baptista et al, 2002; Borges et al, 2004; Ferrazoli et al, 2000; Suffys
et al, 2000) e em outros paises da América e continente africano (Sola et al,
1997; Wilkinson et al, 1997) denotando a circulagao internacional destas cepas.

Apesar de o sexo masculino ser considerado fator de risco para
desenvolvimento da TB observamos a presenca de muitos clusters formados

por mulheres, indicando uma importante participacdo do sexo feminino na
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manutengdo da transmissao da tuberculose. Estes achados sao consistentes
com os de Mendes et al (2008), em uma comunidade na zona norte do Rio de
Janeiro, que considerou o maior tempo de permanéncia das mulheres na
comunidade, levando a maior exposi¢ao e transmissao.

Em diversos clusters, tais como “BA2”, “BA5”, “BA6” e “BA7”, pelo
menos um caso teve contato prévio com paciente com tuberculose fora do
domicilio. Observou-se também a presenca de varios clusters formados por
individuos que moram em distintos bairros e afirmaram ter tido historia de
contato prévio fora da residéncia. Isto sugere que além dos contatos
domiciliares, relacbes extradomiciliares podem ter desempenhado um
importante papel na transmissao da TB.

Verificou-se a existéncia de um padrao diversificado na distribuicdo dos
perfis genéticos de M. tuberculosis no espago urbano de Salvador, com maior
concentracdo de casos nos bairros periféricos da cidade, conhecidamente com
baixas condi¢des de vida, o que possivelmente tornou os individuos mais
expostos e mais susceptiveis a tuberculose. Estudo realizado em Madri, para
avaliar a transmissdo da tuberculose envolvendo imigrantes, identificou que
81% dos clusters incluiram pacientes de diferentes distritos de saude da capital
espanhola (Rodriguez et al, 2009).

Mendes et al (2008), em estudo realizado no Rio de Janeiro identificou
que individuos que residem em comunidades superlotadas passam a maior
parte do tempo fora do local, o que envolve intensos contatos com uma
multiplicidade de pessoas em diferentes areas, facilitando a transmisséo. Esta
associagcdo com clusters tem ocorrido em outras areas do Brasil e de outros
paises com caracteristicas similares (Mendes et al, 2008; Oelemann et al,
2007; Verver et al, 2004). Sendo assim, as areas identificadas merecem ser
priorizadas nas agdes de controle da TB visando a melhor racionalizagédo dos
recursos e reducao da transmissao.

Outro achado importante foi que os distritos sanitarios que concentraram
a maior frequéncia de casos nao foram necessariamente os mesmos que
alocaram as maiores proporgcdes de casos em clusters. Deste modo, 9° DS
Cabula/Beiru apresentou maior frequéncia de casos em cluster e houve
associagao estatisticamente significante residir neste distrito sanitario e

pertencer a cluster. Em areas urbanas com alta incidéncia de TB, sugere-se
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que a formacgao de clusters tende a ocorrer mais frequentemente entre isolados
de pacientes que residem em areas nas quais a incidéncia € maior (Verver et
al, 2004; Small et al, 1994; Barnes & Cave 2003;Lambregts-van Weezen-beek
et al, 2003; Munsiff et al, 2003; Seidler et al 2004). O 9° DS Cabula/Beiru
apesar de apresentar o maior numero de casos de TB em Salvador, ocupou a
62 posig¢ao na incidéncia de TB pulmonar em 2009 (10,5/10.000 habitantes), em
relacdo aos demais DS (SMS/SUIS-SINANNET, 2009).

Possivelmente pobreza, superlotagdo, aumento da circulagdo humana e
peculiaridades soécio-demograficas neste DS contribuiram para este achado
similar a Oeleman et al (2007), que identificou uma area especifica do Rio de
Janeiro, associada a agrupamento em clusters.

Diversos estudos tém identificado caracteristicas associadas a
tuberculose devido a infecgdo recente e formacdo de clusters, incluindo
tratamento prévio, resisténcia aos farmacos, uso de drogas, minorias étnicas,
baixas condi¢des de vida e aglomeragdes (Small et al, 1994; Alland et al, 1994,
Maconkey et al, 2002; Farnia et al, 2008). Neste estudo, ndo foi encontrada
associagao estatisticamente significante entre pertencer a cluster e as demais
variaveis demograficas e clinicas analisadas.

Além disto, observamos o agrupamento de familias de M. tuberculosis
que possuem grande importancia epidemioldgica, tais como Haarlem, S, T, X,
U, EAl e LAM. Nossos achados s&o similares aos encontrados na regiao Sul do
Brasil, em outros paises da América Latina e Europa (Silva et al, 2009; Candia
et al, 2007; Durmaz et al, 2007).

Estudos que segregam M. tuberculosis de acordo com familias sao
importantes devido ao reconhecimento de sub - populagdes especificas e/ou
clones com tragos genéticos unicos e/ou padrées de doenga clinica particulares
para auxiliar no entendimento do papel de genes especificos na patogenicidade
da doenga e podem ter impacto nas estratégias para controle da TB (Lazzarini
et al, 2007).

As cepas mais prevalentes em Salvador sdo das familias de M.
tuberculosis de evolugao recente pertecentes ao grupo genético principal 2
(PGG2), tais como Haarlem e LAM e grupo genético principal 3 (familia T)

(Durmaz et al, 2007), que além de serem as maiores familias genotipicas, s&o
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as mais frequentemente encontradas no continente americano, Africa e Europa
(Brudey et al, 2006).

Dados indicam que certos gendtipos de M. tuberculosis bem
conservados prevalecem em determinadas areas com alta incidéncia porque
eles sdo adaptados a populagdes humanas especificas (Gagneux et al, 2006).
Além disto, recentes evidéncias sugerem que cepas de M. tuberculosis com
alguns gendtipos podem ser mais virulentos, contribuindo para o agravamento
das infecgbes ou resisténcia aos medicamentos (Lopez et al, 2003).

A familia LAM foi responsavel por 50,6 % das infecgdes em Salvador,
préximo a proporcgao identificada no Rio de Janeiro no qual 58% dos isolados
foram pertencentes a esta familia (Lazzarini et al, 2007). Além disto, estima-se
que cerca de 50% de todas as cepas circulantes na América do Sul séo
pertencentes a familia LAM (Brudey et al, 2006). Embora as familias Beijing,
Haarlem e EAI tenham sido validada por outros investigadores (Ferdnand et al,
2004), a familia LAM tém sido bem menos definida e é desproporcionalmente
menos estudada, apesar da sua grande importancia. Deste modo, descri¢ao
mais detalhada de clones da familia LAM é necessaria.

Identificamos em Salvador, um isolado pertencente a familia EAI,
prevalente no sudeste Asiatico, especificamente no sul da india, continente
africano e algumas regides da Europa. Estas cepas sédo consideradas menos
virulentas, podem n&o ser letais e estdo menos frequentemente associadas
com resisténcia a drogas. (Narayanan et al, 2008; Arora et al, 2009).

Uma propor¢cao de cepas nao foi identificada na base de dados
internacional, com agrupamento de alguns destes padrdes 6rfaos. Este achado
necessita ser melhor avaliado para confirmar a possibilidade de novas cepas
circulantes no municipio.

As subfamilias mais prevalentes em Salvador foram LAM9, LAMS3,
Haarlem3, LAM6, LAM4, U e T1. Deste modo, a diversidade de familias de M.
tuberculosis em Salvador € condizente com a heterogeneidade populacional e
uma sociedade mista com multiplas introdugdes de tipos clonais provenientes
de outros locais.

Em relagdo aos SITs compartilhados, o SIT 42, que corresponde a
subfamilia LAM9, que originou a familia LAM (Brudey et al, 2006), possui maior

prevaléncia em Salvador, alocando 19,3% dos isolados. Em seguida, os mais
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predominantes em nosso estudo foram SIT 33 e o SIT 50, que sao amplamente
distribuidos pelo mundo (Brudey et al, 2006).

Demonstramos que em Salvador, a populagcdo de M.tuberculosis foi
heterogénea, incluindo SITs comumente encontrados em outros continentes,
tais como o SIT 33 e SIT 50. Os SITs, 161 e 238 até o momento foram
identificados somente em paises da Europa e América do Norte. Identificamos
também SITs especificos do Brasil e paises de América do Sul (SIT 392).
(Brudey et al, 2006)

Tivemos isolados com mesmos SITs circulantes em S&o Paulo
(Malaspina et al, 2008), Rio Grande do Sul (Silva et al, 2009) e em Portugal
(David et al, 2004). O SIT 92, familia X3 esta representado em nosso estudo e
na regiao sudeste do Brasil e ausente na regido sul. Estas cepas apresentaram
poucas bandas /IS6110, que é caracteristico da familia X (Warren et al, 2004).

Verificou-se grande diversidade de assinaturas pelo RFLP em isolados
da familia LAM. O SIT 42 possui quarenta padrdes distintos no RFLP /S67170,
com isolados pertencentes a seis clusters. A alta diversidade em padrdes
fingerprinting de cepas LAM observada por Lazzarini et al (2007) no Rio de
Janeiro, refor¢ga a hipotese que a familia LAM tem relativamente uma longa
histéria de circulagao no Brasil. A alta prevaléncia desta familia no Sudeste da
Europa e acerca da Bacia do Mediterraneo, e sua presenga na América do Sul
e Caribe pode estar relacionada primeiramente com a historia colonial européia
particularmente o império espanhol (Brudey et al, 2006).

A prevaléncia de cepas em determinadas regides, como por exemplo, a
cepa RDR° no Rio de Janeiro, sugere uma vantagem seletiva das cepas com
este gendtipo com relagao a sua capacidade de estabelecer infeccéo e/ou sua
habilidade de produzir doenga. Além disto, o sucesso destas cepas pode ser
devido a diferengcas na expressao de genes de fatores de viruléncia ou na
evasdo imune e/ou pode estar relacionado com caracteristicas ambientais,
culturais e genéticas da populagdo hospedeira. A relativa viruléncia de cepas

M. tuberculosis RDR'©

€ mais provavelmente o desfecho de uma longa e
complexa interacdo dinamica entre hospedeiros e propriedades do
microrganismo (Lazzarini et al, 2006).

Hirsh et al (2004) sugeriu que a adaptagédo de cepas de M. tuberculosis

em diferentes populagdes de hospedeiros € responsavel pela expansdo do
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microrganismo dentro de grupos étnicos definidos. Seu estudo indica que M.
tuberculosis é organizado em grandes populagdes diferenciadas
geneticamente, que sao estavelmente associadas com populagdes de
hospedeiros definidas geograficamente e que a forte associagcéo entre o local
de nascimento do hospedeiro e a infeccdo por determinado gendtipo ndo é
somente devido ao movimento individual das familias de M. tuberculosis acerca
de distintas populagbes humanas.

Estudos apontam que certas linhagens causam tuberculose ativa
preferencialmente em populagdes humanas com distintos ancestrais genéticos
(Hirsh et al, 2004; Gagneux et al, 2006). Entretanto, as causas de associagdes
de linhagens especificas com regides geograficas sdo desconhecidas. Sugere-
se que a biogeografia de cepas de M. tuberculosis esta relacionada a
migragdes de ancestrais humanos (Hershberg et al, 2008) e que cepas podem
ter se adaptado a populacdes de hospedeiros humanos especificos no decorrer
do tempo (Gagneux et al, 2006).

Isto destaca a importdncia de examinar outros fatores que
potencialmente podem impactar nos desfechos de tratamento, quando é
avaliada a relacao entre gendtipos e a resposta a terapia (Nahid et al, 2010).
Estudos adicionais s&o necessarios para determinar se a linhagens
filogenéticas encontradas em Salvador influenciaram nos desfechos do
tratamento, incluindo faléncia e recidiva da doenca.

Verificamos uma distribuicdo diversificada das familias de M.
tuberculosis no municipio de Salvador. Os DS de Sao Caetano/Valeria e
Suburbio Ferroviario, que possuem proximidade geografica, contemplam juntos
quase a metade dos isolados da familia Haarlem. A subfamilia X3 apresenta
66% dos casos sao residentes do 9° DS Cabula/Beiru. Apesar do intercambio
de populagdes observa-se uma distribuicdo geografica das familias de M.
tuberculosis em Salvador. Sendo assim, existe a necessidade de conhecer
como tipos de cepas em particular causam uma alta carga de doenga em
determinadas areas (Arora et al, 2009).

Distintas cepas de M. tuberculosis diferem em relacdo as taxas de
transmissao devido a variagdo genética entre cepas, devendo considerar
fatores relacionados com a cepa emergente, tais como genes bacterianos

fatores do hospedeiro ou ambientais, assim como a combinagdo de ambos. Isto
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€, a associacao de determinado gendtipo com a rapida expanséo na populagéo
susceptivel pode ser n&o apenas a propriedades biologicas das cepas como
pela configuragao de redes sociais fundamentais para a transmissao (Tanaka &
Francis, 2006).

A distribuicdo heterogénea de clusters e familias genotipicas de M.
tuberculosis identificada neste trabalho sugere a existéncia de uma relagéo
com espago, que possui estreita associagdo com as condigbes soécio -
econdmicas e culturais das populagbes. Deste modo, tornam-se necessarias
avaliagdes posteriores para investigar quais fatores populacionais podem estar
relacionados aos padroes moleculares encontrados.

Assim, a identificagdo dos espagos com maior probabilidade de infecgao
por determinados clones de M. tuberculosis, pode constituir-se em subsidio
para a formulagdo de politicas de saude capazes de melhorar o rastreamento
dos casos e controle da transmissao voltada para populagdo residente nestas
areas, fornecendo elementos para destacar os principais aspectos da cadeia
de transmissao da tuberculose. Estudos adicionais, de carater prospectivo,
envolvendo todas as culturas positivas para M.tuberculosis sao necessarios
para monitorar a evolugdo da transmissdo da TB no perimetro urbano de
Salvador.

Salientamos a importancia da incorporagao de informagdes moleculares
e dados referentes aos gendtipos circulantes no sistema de vigilancia
epidemiologica, com o objetivo de monitorar a ocorréncia destas cepas e sua
relagdo com possiveis reinfecgdes, infecgcdes multiplas, resisténcia a drogas,
quadros clinicos diferenciados, desfechos no tratamento, etc. bem como,
planejar agbes intersetoriais criando subsidios para a tomada de decisées no
sentido de contribuir para o controle da enfermidade, de acordo com as
necessidades especificas de cada area (Munch et al, 2003; Xavier & Barreto,
2007).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados apresentam um panorama preliminar sendo de interesse para
a compreensao da epidemiologia da tuberculose em Salvador. Considerando
os objetivos propostos, foi possivel observar que os casos com tuberculose
pulmonar residente em Salvador foram infectados por uma populacéo
geneticamente diversificada de Mycobacterium tuberculosis.

Além disto, é notédria a existéncia de uma circulagao diferencial entre os
perfis e familias genéticas nos diferentes espagos de Salvador, indicando
transmissao ativa de determinados perfis em areas especificas, sendo
necessaria a realizagcao de estudo de analise espacial mais refinada, com a

integracdo de dados e metodologias de genotipagem e georeferenciamento.
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TABELAS



Tabela 1: Caracteristicas da populagédo de estudo. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a
dezembro de 2009

VARIAVEIS n* %
Faixa etaria

15-19 30 9,2
20-34 142 43,5
35-49 85 26,1
50 e+ 69 21,2
Sexo

Masculino 190 58,3
Feminino 136 41,7
Racga/Cor

Branca 40 12,4
Parda 199 61,8
Negra 71 22,1
Amarela e Indigena 12 3,7

Escolaridade

Analfabeto/Apenas alfabetizado 76 23,6
Ensino Fundamental incompleto e completo 129 40,1
Ensino Médio incompleto e completo 111 34,5
Superior Incompleto 6 1,8

Situagao do domicilio

Préprio 241 79
Alugado 44 14,4
Outros' 20 6,6

Situacao empregaticia
Empregado 223 81,07
Desempregado 51 18,61

Residéncia do caso ou membro da familia

Rua 15 51
Albergue 10 3,4
Priséo 9 3,0
Nao se aplica 259 88,5

Naturalidade

Salvador 210 68,9
Outros municipios 84 27,5
Outros Estados 11 3,6




VARIAVEIS n* %

Tabagismo

Sim 51 16,7
Nao 254 83,3
Consumo de alcool

Sim 112 37

Nao 191 63

Drogas ilicitas

Sim 16 5,3
Nao 289 94,7
Historia de contato

Sim 75 24,6
Nao 178 58,4
N&o sabe 52 17

Padrao radiolégico

Suspeito 266 81,6
Normal 3 0,9
Nao realizado 57 17,5
Cicatriz Vacinal

Sim 232 76,1
Nao 73 23,9
Teste HIV

Realizado 86 26,3
Nao realizado 240 73,6
Sorologia HIV

Positiva 3 3,5
Negativa 77 89,5
Inconclusiva 6 7

* Numero de casos difere em cada variavel

1 Situag&o do domicilio: cedido, em ocupagéo,

sublocado, na rua, etc.
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Tabela 2: Numero e frequéncia de casos de tuberculose pulmonar por distrito sanitario de
residéncia. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro 2009

DISTRITO SANITARIO n %
11° DS Suburbio Ferroviario 68 20,9
9° DS Cabula/Beiru 59 18,1
3° DS Sao Caetano/ Valéria 58 17,8
4° DS Liberdade 30 92
2° DS ltapagipe 23 71
6° DS Barra/ Rio Vermelho/ Pituba 22 6,7
10° DS Pau da Lima 19 58
5° DS Brotas 14 43
12°DS Cajazeiras 12 3,7
1° DS Centro Histoérico 8 2,5
8° DS Itapua 7 2,1
_7° DS Boca do Rio 6 1.8
TOTAL 326 100
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Tabela 3: Frequéncia dos casos em cluster e nao cluster por distrito sanitario de residéncia.
Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

DISTRITO SANITARIO NAO CLUSTER | CLUSTER TOTAL

n % n % n %
9° DS Cabula/Beiru 35 66 18 34 53 100
11° DS Suburbio Ferroviario 47 713 |19 28,7 | 66 100
3° DS Sao Caetano/ Valéria 42 79,3 | 11 20,7 | 53 100
1° DS Centro Histérico 4 66,7 | 2 33,3 6 100
7° DS Boca do Rio 4 66,7 | 2 33,3 6 100
12°DS Cajazeiras 7 70 3 30 10 100
10° DS Pau da Lima 15 789 | 4 211 | 19 100
2° DS Itapagipe 16 80 4 20 20 100
5° DS Brotas 11 846 | 2 154 | 13 100
8° DS Itapua 6 85,7 | 1 14,3 7 100
6° DS Barra/ Rio Vermelho/ Pituba 18 90 2 10 20 100
4° DS Liberdade 25 926 | 2 7.4 27 100
TOTAL 230 76,7 | 70 23,3 | 300 100
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Tabela 4: Razbes de prevaléncia e respectivos intervalos de confianga para associagdo entre
variaveis descritoras e clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

VARIAVEIS n* RP IC 95%
Sexo

Masculino 172 0,99 0,65-1,50
Feminino 128 1,0

Naturalidade

Salvador 190 0,81 0,53-1,26
Outros locais 89 1,0

Tabagismo

Sim 46 1,01 0,57 -1,78
Nao 233 1,0

Consumo de alcool
Sim 103 0,84 0,53-1,32
Nao 174 1,0

Drogas ilicitas
Sim 13 0,97 0,35-2,69
Néo 266 1,0

Cicatriz Vacinal
Sim 215 1,0
Nao 64 0,98 0,59 - 1,63

Histéria de contato
Sim 70 1,06 0,65-1,72
Nao 161 1,0

Moradia em Rua, Albergue, Prisdo

Sim 31 1,07 0,56 -2, 03
Nao 237 1,0

Faixa etaria

15-19 29 0,41 0,14 -1,24
20-34 132 1,20 0,79-1,81
35-49 78 0,84 0,51 -1,38
50 e+ 61 1,25 0,78 — 2,00

Escolaridade

Analfabeto/Apenas alfabetizado 69 1,18 0,74 -1,80
Ensino Fundamental (inc. e completo) 115 1,10 0,72 -1,68
Ensino Médio (inc. e completo) 107 0,78 0,49 - 1,24
Superior (inc. e completo) 5 0,86 0,14 - 5,07
Raga/Cor

Branca 40 0,82 0,42 - 1,59
Parda 175 1,24 0,80 - 1,91
Negra 69 0,89 0,54 - 1,48
Amarela e Indigena 12 0,69 0,19 -2,50
Distrito Sanitario de Residéncia

1° DS Centro Histérico 6 1,44 0,45-4,55
2° DS ltapagipe 20 0,84 0,34 - 2,09
3° DS Sao Caetano/ Valéria 53 0,86 0,49 -1,53
4° DS Liberdade 27 0,29 0,07-1,14
5° DS Brotas 13 0,64 0,17 - 2,36
6° DS Barra/ Rio Vermelho 20 0,41 0,10 -1,55
7° DS Boca do Rio 6 1,44 0,45-4,55
8° DS ltapua 7 0,60 0,09 - 3,76
9° DS Cabula/Beiru 53 1,61 1,03 — 2,52
10° DS Pau da Lima 19 0,89 0,36 — 2,19
11° DS Suburbio Ferroviario 66 1,32 0,84 — 2,083

12°DS Cajazeiras 10 1,29 0,49 -3,42




Tabela 5: Frequéncia das familias de M. tuberculosis. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a
dezembro 2009

FAMILIA n %

LAM 165 50,6
Haarlem 35 10,7
T 28 8,6
X 24 7.4
U 15 4,6
S 1 0,3
EAI 1 0,3

Padréo Orfio 57 17,5
TOTAL 326 100
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Tabela 6: Frequéncia e proporg¢ao das familias de M. tuberculosis por distrito sanitario de residéncia. Salvador, Bahia, agosto de 2008 e dezembro de 2009**

DS 1° DS 2° DS 3°DS 4° DS 5° DS 6° DS 7° DS 8° DS 9° DS 10° DS 11° DS 12°DS TOTAL
FAMILIA | n % n % n % n % % n % % n % n % n % n % n % n %
LAM 4 241|113 79 |29 176 | 11 6,7 3,0 11 6,7 06 |4 24 |29 176 |14 85 | 38 23 6 36 | 165 100

HAARLEM |2 57 | 4 114 | 8 229 | 4 11,4 - 3 8,6 2,9 - - 4 11,4 - - 8 228 |1 29 | 35 100

T - - 2 71 5 179 | 3 10,7 71 2 71 - - - 5 179 | 1 36 | 7 25 1 36 | 28 100

u - - - - 1 6,7 2 13,3 6,7 - - 133 |1 6,6 1 6,7 1 6,7 | 6 40 - - 15 100

X - - 3 125 | 4 16,7 | 3 12,5 4,2 2 8,3 - - - 7 292 - - 2 83 |2 83 | 24 100

** Todas as familias, exceto EAl e S, visto que s6 possuem um representante cada
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Tabela 7: Freqiéncia das subfamilias de M. tuberculosis. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a
dezembro 2009

SUBFAMILIA n %

LAM9 60 22,3
LAM3 27 10,0
HAARLEM3 26 9,7
LAM6 23 8,5
LAM4 20 7.4
U 15 5,6
T1 14 5,2
Outros * 84 33,3
TOTAL 269 100

*EAI5, H1, H2, LAM1, LAM1-LAM4, LAM11_ZWE, LAM2, LAM3 e S/ICONVERGENT,
LAMS5, S, T1 (T4-CE — ANCESTOR?), T1_RUS2, T2, T2-S, T2-T3, T3, T5_MAD2,
U, X1, X1-LAM9, X2, X3
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ANEXO |



Tabela 1: Frequéncia e propor¢ao das ocupacdes exercidas pelos casos com
TB pulmonar. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

OCUPAGAO n %

Desempregado 51 18,61
Autbnomo 22 8,03
Estudante 19 6,93
Aposentado 19 6,93
Pedreiro 18 6,57
Vendedor 13 4,74
Servigos gerais 7 2,55
Empregada Doméstica 7 2,55
Ambulante 7 2,55
Dona de casa 5 1,82
Diarista 5 1,82
Comerciante 5 1,82
Vigilante 3 1,09
Motorista 3 1,09
Cozinheira 3 1,09
Cabeleleiro 3 1,09
Auxiliar de escritério 3 1,09
Auxiliar administrativo 3 1,09
Atendente 3 1,09
Ajudante de pedreiro 3 1,09
Ajudante de cozinha 3 1,09
Servente 2 0,73
Seguranga 2 0,73
Polidor 2 0,73
Pintor de automoével 2 0,73
Pintor 2 0,73
Pescador 2 0,73
Pensionista 2 0,73
Operador de telemarketing 2 0,73
Manicure 2 0,73
Entregador 2 0,73
Baba 2 0,73
Zelador 1 0,36
“Trabalha em estacionamento” 1 0,36
Técnico em telefonia 1 0,36
Técnico em radiologia 1 0,36
Técnico em eletrénica 1 0,36
Serralheiro 1 0,36
Serigrafista 1 0,36
Seguranca e office - boy 1 0,36
Representante comercial 1 0,36
Repositor de mercado 1 0,36
Promotor de vendas 1 0,36
Programador de computador 1 0,36
Professora 1 0,36
Porteiro 1 0,36
Padeiro 1 0,36
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OCUPACAO

%

n
Motociclista 1 0,36
Monitor de criangas 1 0,36
Mecéanico industrial 1 0,36
Mecanico autbnomo 1 0,36
“Maritimo” (marinheiro) 1 0,36
Lavador de carros 1 0,36
Lavadeira 1 0,36
Jardineiro 1 0,36
Guardador de carro 1 0,36
Gargonete 1 0,36
Funcionaria publica 1 0,36
Feirante 1 0,36
Costureira 1 0,36
Chaveiro 1 0,36
Capoerista e dangarino 1 0,36
Borracheiro 1 0,36
Bombeiro 1 0,36
Balconista 1 0,36
Auxiliar de servigos gerais 1 0,36
Auxiliar de pecas 1 0,36
Auxiliar de eletricista 1 0,36
Auxiliar de contabilidade 1 0,36
Assistente de atendimento 1 0,36
Artesao 1 0,36
Arrumador de cargas 1 0,36
Ajudante de restauragéo 1 0,36
Ajudante de montador 1 0,36
Ajudante de entrega 1 0,36
Ajudante de eletricista 1 0,36
Ajudante de descarga 1 0,36
Agente de higienizagao 1 0,36
“Producao” (fabrica) 1 0,36
TOTAL 274 99,68
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Tabela 2: Numero e frequéncia de casos por bairros de residéncia. Salvador,
Bahia, agosto de 2008 a dezembro 2009

BAIRRO n %

Plataforma 19 5,83
Sao Caetano** 18 5,42
Paripe 14 4,29
Fazenda Grande 12 3,68
Periperi 1 3,37
Liberdade 10 3,07
Sussuarana 10 3,07
Tancredo Neves 9 2,76
Cajazeiras 8 2,45
Eng. Velho da Federacao 7 2,15
Lobato 7 2,15
Pernambués 7 2,15
Pero Vaz 7 2,15
S&o0 Marcos 7 2,15
Uruguai 7 2,15
Engomadeira 6 1,84
Mata Escura 6 1,84
Piraja 6 1,84
Caixa D’Agua 5 1,53
IAPI 5 1,53
Narandiba 5 1,53
Rio Vermelho 5 1,53
Aguas Claras 4 1,23
Arenoso 4 1,23
Brotas 4 1,23
Cabula 4 1,23
Cosme de Farias 4 1,23
Fazenda Coutos 4 1,23
Mirantes de Periperi 4 1,23
Pau da Lima 4 1,23
Rio Sena 4 1,23
S3o Cristovao 4 1,23
Boca do Rio 3 0,92
Caminho de Areia 3 0,92
Eng. Velho de Brotas 3 0,92
Federacgao 3 0,92
Itacaranha 3 0,92
Sao Gongalo 3 0,92
Alto do Peru 2 0,61
Bairro da Paz 2 0,61
Barreiras 2 0,61
Boa Viagem 2 0,61
Boa Vista do Lobato 2 0,61
Bom Jua 2 0,61
Castelo Branco 2 0,61
Jardim Cruzeiro 2 0,61
Massaranduba 2 0,61
Mussurunga 2 0,61
Pituacgu 2 0,61
Ribeira 2 0,61
Santa Cruz 2 0,61
Saramandaia 2 0,61
Valéria 2 0,61
Vila Canaria 2 0,61
Alto da Terezinha 1 0,31
Alto do Coqueirinho 1 0,31
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BAIRRO

%

Arraial do Retiro
Barbalho

Bonfim

Calabetao

Calgada

Canabrava

CEASA

Centro

Comércio

Costa Azul

Curuzu

Don Avelar

Gamboa

llha de Maré

llha de Sao Joao
Jaqueira do Carneiro
Jardim Nova Esperanga
Largo do Tanque
Luis Anselmo

Luis Tarquinio
Mares

Nazaré

Nordeste Amaralina
Nova Brasilia
Ondina

Pau Miudo
Pelourinho

Pituba

Praia Grande

San Martin

Santa Luzia do Lobato
Santa Ménica

Sao Joao do Cabrito
Sao Tomé de Paripe
Saude

Sete de Abril

Sete Portas
Terezinha

Tororé

Vale das Pedrinhas
Vasco da Gama
Vila Laura

Vila Rui Barbosa

RS U (UL U (UL U UL U U U U U UL U U UL Ul (UL G U UL U (UL UL U U (U UL UL UL U UL W (U UL U (UL U U U UL Ul (U U U O G- O . |

0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31
0,31

*n inclui residentes em Capelinha de Sao Caetano e Boa Vista

de Sao Caetano
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Tabela 3: Numero de isolados de M. tuberculosis classificados de acordo com
os padrdes obtidos por spoligotyping e nomenclatura das subfamilias na base

SpolDB4'

SIT PADRAO SPOLIGOTYPING SUBFAMILIA n %
2 000000000000000000000000s000000s0000sassnss H2 1 0,37
3 O00000000000000000000000ssssss 000 eeeesss H3 1 0,37
4 000000000000000000000000Oeeeeeses000Oeeenenm | ANM3 e S /CONVERGENT 5 1,86
17 (LWL LT LIeL L] Inimimial L] UL wininlsl DL LAM2 9 3,35
20 EN(EEEEEEEEEEEEEERER 0 0seeeeeen 00 eeeeeEn LAMA1 8 2,97
33 LLLLLLLLImimlml LD eimimial DL miwimlel DL LT LAM3 26 9,67
34 ENEEEEEE(EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERO00sEEEEEE S 1 0,37
42 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE00ssssssen00eeeeEEn LAM9 52 19,33
47 ENESEESEESEEEEEEEEEEEEEERO 00000000 EEeEEE H1 7 2,60
50 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECR0000e e H3 23 8,55
51 ENEEEEEEEEEEEEEEEE NN EEEEEERC 0000000 T1 2 0,74
53 ENEEEEEEEENENEEEEEEEEEEEEEEEEEERC 0 eeEEEn T1 5 1,86
58 EEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEER]00eeeEEEE T5_|\/|AD2 3 1,12
59 ENNEENEEEEEEEEEREEEEOO00ss0000s0000SesEEE s LAM11 ZWE 1 0,37
60 ENEEEEEEEEEEEEEEEREEC000sssssees0000sesees LA|\;4 8 2,97
64 ENEEEEEEEEEEEEEEERERCO00OssEROess0000 EeEEEE LAM6 18 6,69
65 EEEEEEEEEENENNENENENEEEEEEEEEEEROOOOs0C0ssss T1 (T4-CE1 ANCESTOR?) 1 0,37
73 EEEEEEEEEEEN NEEEEEEEEEEEEEEREER OO0 nE T2-T3 1 0,37
91 0000000000 EEEEEEEEEEEEER00eeeeEEN X3 1 0,37
92 EER00000000eEss S EEEEEEEEEEER 00 eeeeEEN X3 5 1,86
93 EEEEEEEEEEEECEEEEEER000sesseees000seeeeen LAM5 4 1,49
95 ENEEEEEEEEEEEEEEEEERCO00Oseesees0000seseen LAMG6 4 1,49
119 ENEEEEEEEEEEEEEEN NN EEEEEEERO0eEEEEEN X1 3 1,12
130 [ T1 ([ [mmel LI ]]]] | ninmal {{]]]]] nuu=]]][n]]] LAM3 1 0,37
137 EEEEEEEEEEEEEEEEE(EEEEEEEEEEERERC000ss0000n X2 4 1,49
157 EEEEEEEEEEEN EEENEEEEEEEEEREREEROO00OR00eeE. T3 2 0,74
161 ENEEEEEEEEEEEEEERERE00Oeeeesen000 0 eeeeeEn U 2 0,74
163 EEENEEENEEEEEERERRERCOOOsEssseenO0008ee0000 LAM9 2 0,74
176 EEEEEEEEEEEE(eEEEER000seesees000sEEEEEE LAM5S 6 2,23
177 (NEEEEEEEEEEEEEEERER000sesEEEs00 EeEEEE LAM9 2 0,74
179 En(esEEEEEEnesesees000seseeeee0000ses00nn LAM2 1 0,37

238 ENENEEEEENEEN NN R EROOO0O00000eeess U 5 1,86

306 LLLLLLLLL LT L] e[eininininl Llsl ] islsissl LT T1 1 0,37
317 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCEEEEO000eesnns T2 2 0,74
335 EEEEEEEEEEEEEEEEERERCO0OssEEeRO0000 EeEEEE H3 1 0,37
373 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE(EEEEEEER 0 e T1 1 0,37
378 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC NN EEEEEEEE 00 e e T1 3 1,12
382 ENEE(EEEEEEEEEEEEEERERREER000000000EEEEEEE H1 1 0,37
388 EEENEEEEEEEEEEEERERC000sEssEER000 EeEEEE LAM9 1 0,37
392 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOO0000000Ceee0000sesesn T2 2 0,74

402 EEEEEEEEEEEEREEERRRR00000000000000000000000 U 3 1,12

435 [ Ll mim TITTI I ][] (mimimiml Il ] ] |niuminllll]]]] LAM9 1 0,37

439 EEEEEEEENNEEEEEENEEEEEENEEEERRCO00es0000n X2 5 1,86

440 [TLTTLT L] uimmlal D] 1] niumjal] 1] 1]] njnisml]{]]l]] LAM9 1 0,37

449 ENEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEE 00 e e X1 5 1,86
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SIT PADRAO SPOLIGOTYPING SUBFAMILIA n %

453 (LTIl m Il ]/m || mmunfll]]]]] T1 1 0,37
534 EEEEEEEEEEEEREEREREEO000ses000000000000000 U] 2 0,74
702 EEn000000seessss s 0000s e e EEEEEEE EAI5 1 0,37
748 EEEEEENEEENEEEEEENEEEEEEEEEEEE(e0000seees0] H3 1 0,37
784 EEEEEEEE((EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERO00sesnnn T2-S 1 0,37
828 (EEEEEEEEEEEEEEEEERE 00 eessneEn000seenn LAM4 12 4,46
834 ENEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEREE 0000 EEeEEE U 1 0,37
863 O00000000000000000000000«sss000000000000000 U 1 0,37
1103 EnmeEn000000000000sesseeeeeeeen000eeeeenn T1_RUS2 1 0,37
1166 [ LI T P T I Il [mimimml ]l ]]] T1 1 0,37
1321 SN EEEENEEEEEEEEEERE 0 esssssEn000ses e LAM1-LAM4 1 0,37
1337 EREEREERERERO 000000000 sesseeee 00 eeeeenn LAM9 1 0,37
1355 ENEEEEEEEEEEEEEEEERO000seesees0000seseen T2 1 0,37
1470 LLLLLLLELLL LI el nimimisl ] L] L] mimieial P1LLT L) X1-LAM9 1 0,37
1758 LLLLELLLLLLL LU L mimimiml ] el | nisisissl L1111} U 1 0,37
1768 LLLLELLLLLLL LU L Inl nimimial L] Inl ]| winislsl D111 LAM6 1 0,37

! Exceto os padrdes o6rfaos, nao identificados na base SpolDB4

73



Tabela 4: Numero e padrdes binarios de isolados de M. tuberculosis nao
encontrados no SpolDB4

NOME

PADRAO ORFAO

PO1
PO2
PO3
PO4
POS5
POG6
PO7
PO8
PO9
PO 10
PO 11
PO12
PO 13
PO 14
PO 15
PO 16
PO17
PO 18
PO 19
PO 20
PO 21
PO22
PO23
P O24
PO25
PO 26
PO27
PO28
P O30
P O 31
P O32
PO33
PO 34
P O35
P O 36
PO37
P O38
P O39
P O 40
P O 41
PO42

EEER[(esssnEnERERRER0000000000000000000000

EENEEEEEEEEEEEEERER0O000Oeeeeen00000 O eEEEEN

ENEEEEEEEEEEEEREREEEERO00Oeeee00000000OeeCOmmn

EEEEERER[OeeeeeeEEn0000Oeeee00ee0000 0 eEEEER

[ [ mimimim] [T I LD LTIl Im Il [ml || [mimmullll]]]]

ERRERRRRROO00000000O0000000OeeeeCOeee000 0 s eeeEEN

ERRRERRRRO0000000Oee0000OeeeeeeR000 0 eeEEER

ENENEEEENEEEEREREREEREOO0000O000O000O00O0CNEEOOeEN

ENEEEEEENEEEEEEEERR0O000OeeeeeR00000 O eEEEEN

EEEEEERRREREROO0000000000OeeeeOeee000 s eeEEEE

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERERER](Oeee0000Oeee N

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREREEO0OO0000Oee000ns

EN(EEEEEEEEEEEEEEEIEEE(eeeeeEEn0000Oe 00 e s

EEEEEEEEEEEEEN S EEEEEEEEEEEEEEERO00OR00EEEs

LI L LIl e (mm ] []|ul]] |mmmusl]]]]]]

LIl [mmmml ] [ul]][mimmelll]l]]]]

LLLLL LIl ml ]| [wmmml]]][ul]][mnnelll]l]]]]

LI mE LIl [mmmml ] [ul]][mmmelll]l]]]]

ENEEEEEREEEEEEEERER0O000OeeO0ee0000 0O eEEEEN

ENEEEEEEEEEEEEEREREERO00Oeee000ee000 0 EEEEER

ENEEEEEEEEEEEERREEEEROO00Oee000000000 EEEEER

ENEEEEEEEEEEEEEREREEO0Oeeeeeen000000O e eeeEE

LI LIl [mmmml ][] ] [u] [miumelll]l]]]]

(LIl Il iml il (mmullll]][ul |miwuel]l]]l]]]]

ENEEEEEEEEEEERERREEOO0000eeee 00000000 RCO"Es

ENEEEEEEEEEEEERREREEEO00Oeeeeeen0000Oeeen000

mimmiwl LIl mmimml ]l ]]]][mimmn]]]]]]]]

(I miml LI ]Il iml Il ]]]|[mmmulll]]]] mmus]l]l]]]]]

ENEEEEEEEEEER(eeEeER00eeeeeeEe00000O e eeEEn

[(EEEEEEEEENIEEEERER00Oeeeeeeen 000000 aeeen

ER(EEEEEEEERIeEEERER000OeeeOeeee0000Oees00nn

EEEEEEEEEEEERRRRERO0000COO0OeeeO00000 O EEEEER

[(EEEEEEEEEEEEEERERR000O00Oeeeer0000Oeeenen

O000000eeeEeEeEEEERER000Oeeeneen0000eeeenn

EEEEEEEEEREERERERCI000Oee0000Oeeeeeee000 O EEEEEN

EEEEEEEEEEEERRERO000O00eeeeee0000Oeeeemn

OemeenEEneen0eeOseee0s0e0eeee0000Oee0000=

ENEEEEEEE(EEEE NN EEEEEEEERERRER]O000Oee0000n

ENEEEEEEEEEREERERERERRORRO0000O000O0O0O00O000OOEER

ENENEEEEEEERERERERREREROO0000000O0O0O0O00O0O0O0O0O0O0COEER
ERRO000000000000000O T eeEEEEEEERER 00 eeenEN

JEE L UL U UL U U U (U U G U UL UK UL (U U U U U U U U (UL (U (U U U U U U U U G (G T (S T S T O R S I S N ST S N O N o) =
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NOME

PADRAO ORFAO

PO43
P O44
PO 45
P O 46

EEEEEEE(EEE S EEEEEEEEEEEEEEEEER[]O00OEEaEN
EN[(EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEERIROO000OeROR00

EEERERER00000Oeess000Oeessees0000Oeeemm s
ENEEEEEEEEEEEEEEEREEEOO0O0O0O00000000000O00000000

PR ]
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Tabela 5: Diversidade de padrdes por RFLP obtidos nas subfamilias de M.
tuberculosis. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

Subfamilia SIT . n n padroes PU* Clusters (n isolados nos
isolados RFLP
clusters)
LAM
BA2 (5), BA3 (1), BA5 (4), BA6
LAM9 42 52 40 34 (4(1),)5 A 3(( 1)), B A2é ()2)
LAM3 33 26 20 18 BA1(5), BA8 (2)
LAM6 64 18 16 13 BA20 (1), BA26 (2), BA19(2)
LAM4 828 12 10 8 BA3 (3), BA13 (1)
LAM2 17 9 8 7 BA18 (2)
LAM4 60 8 7 6 BA15 (2)
LAM1 20 8 8 8
LAMS 176 6 6 6
LAM3 e S/CONVERGENT 4 5 3 1 BA10 (2), BA17 (2)
LAMS 93 4 3 2 BA25 (2)
LAM6 95 4 4 4
LAM9 163 2 2 2
LAM9 177 2 2 2
LAM2 179 1 1 1
LAM11_ZWE 59 1 1 1
LAM3 130 1 1 BA1(1)
LAM9 388 1 1 1
LAM9 435 1 1 1
LAM9 440 1 1 1
LAM1-LAM4 1321 1 1 1
LAM9 1337 1 1 1
X1-LAM9 1470 1 1 1
LAM6 1768 1 1 1
HAARLEM
BA4 (4), BA9 (2), BA14 (1),
H3 50 23 18 14 @) BA1€(5()2) (1
H1 47 7 5 4 BA7(3)
H2 2 1 1 1
H3 3 1 1 1
H3 335 1 1 1
H1 382 1 1 1
H3 748 1 1 1
T
™ 53 5 5 5
T5_MAD2 58 3 2 1 BA11(2)
™ 378 3 3 3
T1 51 2 2 2
T3 157 2 2 2
T2 317 2 2 2
T2 392 2 2 2
T1 (T4-CE1 ANCESTOR?) 65 1 1 1
T2-T3 73 1 1 1
™ 306 1 1 1
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n n padrées

Subfamilia SIT isolados RFLP PU* Clusters (n isolados nos
clusters)
T 373 1 1 1
T 453 1 1 1
T2-S 784 1 1 1

T1_RUS2 1103 1 1 1
T1 1166 1 1 1
T2 1355 1 1 1
U 238 5 4 3 BA22 (2)
U 402 3 3 3
U 161 2 2 2
U 534 2 2 2
U 834 1 1 1
] 863 1 1 1
U 1758 1 1 1
X3 92 5 1
X2 439 5 1
X1 449 5 2 1 Isolados com < = 5 cépias
X2 137 4 4 1S6110
X1 119 3 1
X3 9 1 1 1

*PU — perfil Unico; cepa néao cluster
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Quadro 1: Frequéncia e proporgao de casos novos de tuberculose* notificados
por unidades de captacdo e que foram incluidos do estudo, com respectivos
distritos sanitarios. Salvador, Bahia, 2005.

UNIDADE DISTRITO NO'ﬁ?I%%?JOS |Ngf_\3%%s
DE SAUDE SANITARIO o o
(n/ %) (n/ %)
(2009 / 2010)
HEOM 4° DS Liberdade 1364 / 38,9 164 / 50,3
IBIT 6° DS Barra/Rio 374 /10,6 54/16.6
Vermelho
2° Centro Ramiro de
Azevedo 1° DS Centro Histdrico 358/10,2 8/2,5
6° Centro Rodrigo Argolo
g0 Arg 9° DS Cabula/Beiru 158/45 24/7.4
Centro Adroaldo . o
Albergaria 11° DS Suburbio 100/2,8 31/95
Ferroviario
3° Centro Prof° Bezerra
Lopes 4° DS Liberdade 147 1 4,2 2/0,6
Hospital Santo Anténio 2° DS Itapagipe 124135 357107
13° Centro Eduardo
8° DS Mussurunga 47 /1,3 1/0,3
Mamede
TOTAL 2672 /76,2 326/100

*Tuberculose pulmonar e extrapulmonar
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Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

Variavel

Cluster

(n=70)

BA1

(n=6)

BA2

(n=5)

BA3

(n=4)

BA4

(n=4)

BAS

(n=4)

Més/ano da coleta

Fev/Abr/Mai/Ago/Set/Out 2009

Ago/Set/Nov 2008 e Abr 2009

Out/Nov 2008 e Mai/Set 2009

Out/Dez 2008 e Mai/Out
2009

Fev/Mar/Abr/Ago 2009

/ 2 Salvador

Catuense

Sexo 3 Masc/ 3 Fem 3 Masc /2 Fem 1 Masc /3 Fem 2 Masc /2 Fem 3 Masc/ 1 Fem
Idade Média (variagdo) |41,3 (20 —74) 33,4 (23 -52) 48,7 (39-53) 50,5 (23 — 66) 33,2 (18-53)

. 1 Catule / 1 Jaguaquara / 1 Sto. 1 Miranga / 1 Floresta Azul / 1 Santo Amaro / 1
Naturalidade Antonio de Jesus / 1 Serra Preta | 1 Muritiba / 4 Salvador 1 Sao Sebastido do Passé / 1 | 4 Salvador

Itaparica / 2 Salvador

Bairro de Residéncia

1 Arenoso / 1 Calabetéo / 1
Narandiba / 1 Piraja / 1 Pituacu /
1 Sete Portas

2 Engomadeira / 1 S&o Gongalo / 1
Periperi / 1 Lobato

1 Paripe / 1 Plataforma / 1
Rio Sena /1 Sao Marcos

1 Aguas Claras / 1 Alto da
Terezinha / 1 Arraial do
Retiro / 1 Boca do Rio

1 Arenoso / 1 IAPI /1
Saramandaia / 1 Saude

Estado Civil

3 Solteiro / 1 Casado / 1 Viuvo /
1 “Outros” ndo especificado

5 Solteiro

2 Solteiro / 2 Casado

1 Solteiro / 1 Divorciado / 2
Viavo

1 Solteiro / 3 Casado

Escolaridade 2

2 Analfabeto /2 1°grau / 2

1 Analfabeto /2 1°grau / 1 2°grau

4 1° grau

2 Analfabeto /1 1°grau / 1

2 Analfabeto /1 1°grau /

1 Empregada Doméstica
2 Estudantes

2 Aposentados

1 N&o informado

1 Promotor de vendas
1 Autbnomo

1 Vendedor

1 Nao informado

2 Autdbnomos
1 Cozinheira
1 Desempregado

1 Porteiro

1 Pensionista

1 Aposentado

1 Desempregado

2°grau / 1 Superior Incompleto 2°grau 1 2°grau
Drogas 6 Nao 5 Nao 4 Nao 4 Nao 1 Sim / 3 Nao
Historia de contato 2 Sim / 4 Nao 3 Sim /2 Nao 2 Nao / 2 Nao sabe 2 Nao / 2 Nao sabe 1 Sim /1 Nao/ 2 Nao sabe
Baciloscopia 24/ 24+ ]2 44+ 3[4 4+ ]1 4+ 14/ 441 44+ /1 143 +++ 3/t

Desconhecido

BCG 5 Sim /1 Nao 4 Sim /1 Nao 3 Sim /1 Nao 3 Sim /1 Nao 3 Sim /1 Nao
HIV 1 Negativo / 5 Nao realizado 3 Negativo / 2 N&o realizado 2 Negativo / 2 N&o realizado |4 Nao realizado 4 Nao realizado
Raga/Cor 1 Branca / 4 Parda / 1 Preta 1 Branca / 3 Parda / 1 Preta 1 Branca / 3 Parda 1 Branca /2 Parda / 1 Preta | 2 Parda / 2 Preta
Prisao/Rua/Albergue 6 Nao se aplica 1 Rua /4 Nao se aplica 4 Nao se aplica 4 Nao se aplica ;Fﬁlé)aergue /'3 Ndo se
Ocupagéao 1 Professora

1 Vendedor

1 Vendedor ambulante
1 Servigos Gerais

1 Nao informado

" Todas as cidades mencionadas sdo do Estado da Bahia “ 1° e 2° grau incompleto ou completo
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Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

(continuacéao)

Variavel

BAG6

BA7

BAS8

BA9

BA10

Cluster (n=4) (n=23) (n=2) (n=2) (n=2)
(n=70)
Més/ano da coleta Out 2008 e Jul/Out 2009 | Mai/Abr/Set 2009 Set/2008 e Set/2009 Abr/Mai 2009 Jan/Ago 2009
Sexo 1 Masc /3 Fem 3 Fem 2 Masc 1 Masc/ 1 Fem 2 Fem
Idade Média (variagdo) 33,5 (22 - 51) 33,5 (22 - 51) 35 (27 — 43) 40 (29 — 51) 22,5 (16 - 29)
Naturalidade ' 1 ltamari / 3 Salvador 1 ltacaré / 2 Salvador 2 Salvador 1 Santo Amaro / 1 Salvador 1 Nazaré das Farinhas/ 1

Salvador

Bairro de Residéncia

1 Lobato / 1 Pau da Lima
/ 1 Pelourinho / 1
Tancredo Neves

1 Fazenda Grande / 2 Sao
Caetano

1 Boa Viagem / 1 Uruguai

1 Federagéo / 1 Sao Gongalo

do Retiro

1 Cabula /1 Cajazeiras

Estado Civil

2 Solteiro / 1 Casado / 1
Divorciado

3 Casado

2 Solteiro

1 Casado / 1 Viuvo

2 Solteiro

Escolaridade 2

2 Analfabeto / 2 1°grau

2 Analfabeto / 1 1°grau

11°grau /1 2° grau

1 2°grau / 1 “Outros” ndo

1 2°grau / 1 Analfabeto

2 Servigos Gerais
1 Estudantes
1 Vendedor Ambulante

1 Trabalha em
estacionamento
1 Dona de casa
1 Nao Informado

1 Auxiliar Administrativo
1 Autébnomo

1 Vendedor Auténomo
1 Desempregada

especificado
Drogas 4 Nao 3 Nao 2 Nao 1 Sim /1 Nao 2 Nao
Historia de contato 1 Sim / 3 Nao 2 Sim /1 Nao 2 Nao 1 Sim / 1 Nao 1 Sim / 1 N&o sabe
Baciloscopia 2++ /2 +++ 1+/1++/1+++ 2+ 1+/1+++ 1++ /1 +++
BCG 2 Sim /2 Nao 2 Sim /1 Nao 2 Sim 1 Sim /1 Nao 2 Sim
HIV fe':"ezgaégl(;/o /2 Nao 3 Nao realizado 1 Negativo / 1 Nao realizado |1 Negativo / 1 N&o realizado |2 Nao realizado
Raga/Cor 3 Parda/ 1 Preta 1 Branca / 3 Parda 2 Branca 1 Parda/ 1 Amarela 2 Parda
Prisédo/Rua/Albergue 1 Rua / 3 N&o se aplica | 3 Ndo se aplica 2 Nao se aplica 1 Prisdo / 1 N&o se aplica 2 Néo se aplica
Ocupagéo

1 Estudante
1 Dona de casa
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Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

(continuacao)

Variavel

Cluster

(n=70)

BA11

(n=2)

BA12

(n=2)

BA13

(n=2)

BA14

(n=2)

BA15

(n=2)

Més/ano da coleta

Mai/Julho 2009

Mai/Julho 2009

Out 2008 e Margo 2009

Fev/Abril 2009

Nov 2008 e Fev 2009

1 Diarista
1 Desempregada

1 Vendedora
1 Desempregado

1 Pedreiro
1 Autbnomo

1 Vigilante
1 Borracheiro

Sexo 1 Masc/1Fem 1 Masc/ 1 Fem 2 Masc 2 Masc 1 Masc /1 Fem

Idade Média (variagdo) | 39,5 (33 — 46) 24,5 (24 — 25) 54,5 (50 — 59) 52,5 (43 — 62) 32 (21 -43)

Naturalidade’ 1 Teolandia / 1 Salvador |2 Salvador 2 Salvador 1 Itapé / 1 Salvador 2 Salvador

Bairro de Residéncia ;)C_astelo Branco / 1 1 Mata Escura /1 1 Lobato / 1 Periperi 1 Nova Brasilia / 1 Paripe 1 Faz. Coutos /1

aripe Sussuarana Plataforma

Estado Civil 2 Casado 1 Solteiro / 1 Casado 1 Solteiro / 1 Casado 1 Casado / 1 Divorciado 2 Solteiro

Escolaridade’ 21°grau 2 2° grau 11° grau/2° grau 1 Analfabeto / 1 2° grau 2 2° grau

Drogas 2 Nao 2 Nao 2 Nao 2 Nao 2 Nao

Histdria de contato 2 Nao 2 Nao 2 Nao 2 Nao 1 Sim /1 Nao

Baciloscopia 1+/1++ 2+ 2 ++ 1++/1 +++ 2 ++

BCG 1 Sim /1 Nao 1 Sim /1 Nao 1 Sim /1 Nao 2 Sim 2 Sim

HIV 1 Nggatlvo /1 Néo 2 N&o realizado 2 Nao realizado 1 Negativo / 1 Nao realizado ! Nggatlvo/ 1 Néo
realizado realizado

Raga/Cor 1 Parda /1 Amarela 2 Preta 2 Parda 1 Parda/ 1 Preta 1 Parda/ 1 Preta

Prisédo/Rua/Albergue 2 Nao se aplica 2 N&o se aplica 2 Nao se aplica 2 Néo se aplica 2 Néo se aplica

Ocupagéo

1 Assistente de
Atendimento
1 Nao Informado

81



Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

(continuacao)

Variavel

BA16

BA17

BA18

BA19

(n=2)

BA20

1 Desempregada
1 Gargonete

1 Pedreiro/Pintor
1 Nao Informado

1 Motorista
1 Nao Informado

Cluster (n=2) (n=2) (n=2) ) ] ) (n=2)
** Informagdes obtidas da ficha de
notificagao do SINAN
(n=70)
Més/ano da coleta Abr/Julho 2009 Agos 2008 e Margo 2009 Maio/Setembro 2009 Dez 2008 e Jan 2009 Margo/Agosto 2009
Sexo 2 Fem 2 Masc 2 Masc 2 Masc 2 Fem
Idade Média (variagdo) |29,5 (28 — 31) 35,5 (23 — 48) 40,5 (33 —48) 34,5 (30 — 39) 30 (27 — 33)
Naturalidade " 1 Senhor do Bonfim /1 2 Salvador 1 Olindina / 1 Salvador - 2 Salvador
Salvador
. 1 Curuzu (Liberdade) / 1
Bairro de Residéncia 1 Faz. Coutos / 1 Pirajad | 2 Uruguai ’LSSSVermelho /1 Tancredo Estrada das Barreiras 1 Sussuarana / 1 Lobato
(Cabula)
Estado Civil 1 Solteiro / 1 Casado 2 Solteiro 1 Solteiro / 1 Casado - 2 Casado
Escolaridade * 11°grau/12°grau 1 Analfabeto / 1 2° grau 11°grau/12°grau 12°grau/ 1 N&oinformado |1 1°grau/12°grau
Drogas 1 Sim /1 Néo 2 Nao 2 Nao - 2 Nao
Histdria de contato 1 Sim /1 Néo 1 Sim / 1 N&o sabe 1 Sim /1 Nao 2 Néo sabe 2 Nao
Baciloscopia 2 ++ 1+/1++ 1+/1++ - 1+++/1++
BCG 2 Sim 2 Sim 1 Sim /1 Néo - 1 N&o /1 Sim
HIV 1 Nggatlvo /1 Néo 1 Nggatlvo /1 Néo 1 Negativo / 1 N&o realizado |2 N&o realizado 2 Negativo
realizado realizado
Raga/Cor 1 Parda /1 Preta 2 Parda 1 Parda/ 1 Preta 2 Parda 1 Parda/ 1 Preta
Prisédo/Rua/Albergue 2 Nao se aplica 1 Prisdo / 1 N&o se aplica |1 Rua/ 1 N&o se aplica - ;[ﬁilct:):rgue/ 1Néo se
Ocupagéo

1 Vendedora
1 Cozinheira
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Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

(continuacéao)

Variavel

BA21

BA22

BA23

BA24

BA25

1 Vendedor Auténomo
1 Autébnomo

1 Pedreiro
1 Pescador

1 Empregada Doméstica
1 Ajudante de Entrega

1 Autdbnomo
1 Nao Informado

1 Padeiro
1 Sem Informacgéao

Cluster (n=2) (n=2) (n=2) (n=2) (n=2)
(n=70)
Més/ano da coleta Agosto 2009 Out 2008 / Fev 2009 Out 2008 Margo / Abril 2009 Jan / Nov 2009
Sexo 2 Masc 2 Masc 1 Masc /1 Fem 2 Masc 2 Masc
Idade Média (variagdo) |45 (41 —49) 42 (35 -49) 26,5 (22 - 31) 31,5 (18 — 45) 31,56 (22 - 41)
Naturalidade ' 2 Salvador 1SCam§Inu /1 Sao’ 2 Salvador 1 ltabuna/ 1 Salinas 1 Salvadgr/1 Sem
ebastido do Passé informacao
. A L . . L . 1 Sdo Marcos / 1
Bairro de Residéncia 1 ltacaranha / 1 Periperi | 1 Ilha de Maré / 1 Periperi | 1 Plataforma / 1 Cajazeiras 1 Periperi / 1 Brotas Sussuarana
Estado Civil 1 Solteiro / 1 Casado 2 Solteiro 1 Solteiro / 1 Casado 1 Casado / 1 Solteiro |1 Solte|ro~/1 Sem
nformacao
Escolaridade * 21°grau 1 Analfabeto / 1 1° grau 11°grau/12°grau 1 Analfabeto / 1 1° grau 1 Analfabeto /1 1° grau
Drogas 2 Nao 2 Nao 2 Nao 2 Nao 1 Nao / 1 Sem informagao
Historia de contato 2 Nao 2 Nao 1 Sim / 1 Nao 2 Nao 1 Nao / 1 Ndo sabe
Baciloscopia 2 ++ 2 +++ 1++/ 1 +++ 2 +++ 1 ++ /1 Sem informagéo
BCG 2 Sim 2 Sim 2 Sim 2 Sim 1 Sim /1 Sem informagéao
HIV 2 Nao realizado 2 Nao realizado 1 Negativo / 1 Nao realizado | 1 Negativo / 1 N&o realizado |2 Nao realizado
Raga/Cor 2 Parda 1 Parda/ 1 Preta 2 Parda 2 Parda 1 Parda/ 1 Preta
Prisdo/Rua/Albergue 2 Néo se aplica 2 Néo se aplica 2 Néo se aplica 1 Albergue / 1 N&o se aplica 1 Nao se~apllca /1 Sem
informacao
Ocupagéo
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Quadro 2: Caracteristicas dos casos pertencentes aos clusters. Salvador, Bahia, agosto de 2008 a dezembro de 2009

(continuacao)

Variavel

BA26

BA27

Cluster (n=2) (n=2)

(n=70)
Més/ano da coleta Maio / Set 2009 Agosto 2009
Sexo 1 Masc /1 Fem 1 Masc /1 Fem
Idade Média (variagdo) |28 (25— 31) 26,5 (22 -31)

. 1 1 Nazaré das Farinhas/ 1 Salvador / 1 Sem
Naturalidade . ~
1 Salvador informacéao

Bairro de Residéncia

1 Terezinha / 1 Bom Jua

1 Plataforma / 1 Tancredo
Neves

1 Solteiro / 1 Sem

Estado Civil 2 Solteiro . ~
informacéao
Escolaridade * 1 Analfabeto /1 2° grau |2 1° grau
Drogas 2 Nao 1 Nao
Historia de contato 2 Sim 2 Nao sabe
Baciloscopia 1++/1+++ 1 ++ /1 Sem informagéo
BCG 1 Sim /1 Nao 1 Sim/ 1 Sem informagao
1 Negativo / 1 Nao 1 Negativo / 1 Nao
HIV : :
realizado realizado
Raga/Cor 1 Branca / 1 Parda 1 Parda/ 1 Preta
Prisédo/Rua/Albergue 2 Néo se aplica 1 Nao se~apllca /1 Sem
informagédo
Ocupagéao

1 Comerciante
1 Servigos Gerais

1 Desempregada
1 Sem informagao
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Repiblica Federativa do Brasil

ANEXO II: FICHA DE NOTIFICAGAO DO SINAN

SINAN
Miniztério da Sanude SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAC N
FICHA DE NOTIFICACAO / INVESTIGACAD TUBERCULOSE

TUBERCULOSE PULMOMAR: Paciente com tosse com expectoracac por trés ou mais semanas, febre, perda de peso e apetite, com
confirmagio bacteriologica por baciloscopia direta efou cultura e/ou com imagem radioldgica sugestiva de tuberculose.

TUBERCULOSE EXTRAPULMOMNAR: Paciente com evidéncias clinicas, achados laboratoriais, inclusive histopatologicos, compativeis com|
tuberculose extrapulmonar ativa, ou pacientes com pelo menos uma cultura positiva para M. tuberculosis de material proveniente de
localizagao extrapulmonar.
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& || .
3 T I
[6] Unidade de Satide (ou outra fonte notificadora) ‘ Codigo [ 7]Data do Diagndstico
( ra py pg AT TET§d
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3 | J pdanllomyy
= 1-H
= lou) Idade 4 Z52® SexoM-Mascuno || Gj":f'};?ﬂ'}fﬁﬂ gt S ] Raga/Cor ]
& 3-M26 oo £ ldade gestacional ignorada N30 6 Nao se apica 1EEnca TPrets -AmErsE |
21 1 £-Am | 24 M o-anorago J\aPada sunoigens o-ignomzo )
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RESUMO

A tuberculose (TB) € uma doenga secular, ainda hoje reconhecida
mundialmente como um sério problema de saude publica e permanece como
uma das principais causas de Obitos por doencas infecciosas. Tornou-se
possivel avancar na producdo de conhecimento a respeito da transmissdo do
Mycobacterium tuberculosis e sua permanéncia em populagdes urbanas, com a
incorporagao de meétodos de genotipagem em investigagdes epidemioldgicas.
O método de investigagdo do polimorfismo dos fragmentos de restricdo da
sequéncia 1IS6110 (RFLP /S6110) foi reconhecido como a metodologia padréao
de genotipagem para a epidemiologia da TB. Visto que Salvador, capital do
estado da Bahia, € uma metrépole com grande densidade populacional e
ocupa a terceira posigdo em relagdo ao numero de casos da doenga, o objetivo
deste estudo € descrever a epidemiologia molecular da tuberculose pulmonar
no municipio de Salvador (BA) de agosto de 2008 a dezembro de 2009. Sera
realizado um estudo transversal para analisar dados epidemiolégicos e
caracteristicas genotipicas dos isolados de M. tuberculosis provenientes
pacientes com tuberculose pulmonar do municipio. Os casos serao captados
das unidades de saude com maior demanda de atendimento, com aplicagao de
um questionario clinico sécio — demogréfico e coleta de amostras clinicas para
isolamento primario e identificacdo do M. tuberculosis. Para a confirmagao da
existéncia de similaridade entre as cepas, empregou-se a técnica do RFLP-
IS6710. O perfil genético das cepas sera analisado visualmente e com o auxilio
do programa de computacdo GelCompar Il, versdo 4.0. Dois ou mais isolados
serdao agrupados em clusters quando seus padrdes de RFLP séao
indistinguiveis, isto é, apresentarem bandas idénticas em numero e peso
molecular. Os grupos genéticos com similaridade maior ou igual a 60% seréo
considerados membros da mesma familia. Os isolados com perfis genéticos
unicos, serao considerados como nao pertencentes ao grupo genético (néo
cluster). Sera realizada analise descritiva das variaveis, bairro de residéncia,
sexo, idade, infecg¢ao por HIV, cor da pele, rendimento econbémico mensal, grau
de escolaridade, alcoolismo, tabagismo, consumo de drogas e historia de
contato dos pacientes, obtidas a partir do questionario clinico/sécio-
demografico. Se apds a genotipagem for constatada a presenca de clusters na
populacdo de estudo, sera realizada uma analise bivariada para avaliar os
fatores de risco estatisticamente significantes para a formagédo dos mesmos,
utilizando razao de prevaléncia como medida de associacéo e IC 95%.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Epidemiologia da doenca

A tuberculose (TB) € uma doenga secular, ainda hoje reconhecida
mundialmente como um sério problema de saude publica e permanece como
uma das principais causas de morte por doencgas infecciosas.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, em 2008 estimou-se 9,4
milhdes de casos de tuberculose incidentes no mundo (139 casos/100.000
habitantes). A prevaléncia mundial no mesmo ano foi de 11,1 milhdes de
casos, equivalente a 164 casos/100.000 habitantes e 1,3 milhdes de o&bitos
ocasionados pela doenga (WHO, 2009). Embora a incidéncia de TB parecer ter
estabilizado em muitos paises, o numero total de casos continua aumentando
devido ao crescimento demografico da populagdo mundial (WHO, 2009a).

Nas Ameéricas o numero de casos de TB corresponde a 3% dos
notificados mundialmente (WHO, 2009), com a existéncia de grandes
diferengas entre os paises e no interior dos mesmos, em relagdo a prevaléncia
da doenca. Naqueles com economias de mercado estabelecidas, como
Estados Unidos, a incidéncia da tuberculose foi de 5/100.000 habitantes em
2004. Nos paises menos desenvolvidos, a incidéncia foi muito mais alta, sendo
61 vezes maior no Haiti e 43 vezes maior na Bolivia, quando comparados com
Canada e Estados Unidos. (OPAS, 2007).

Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador, Haiti, Honduras, Guatemala, Guiana,
México, Nicaragua, Peru e Republica Dominicana, foram prioritarios na
implantagdo das ag¢des do programa de controle da TB, visto que estes paises
juntos alocam 80% dos casos notificados na regido das Américas (OPAS,
2007). Na América Latina, Peru e Brasil concentram 50% de todos os casos de
tuberculose (Santos, 2006).

Os desafios no controle da tuberculose, que € uma doenga curavel,
permanecem devido a dois aspectos: primeiro a proporcdo de pacientes
infectados por cepas multi-droga resistentes aumentou. Além disto, pessoas

com doenga pulmonar ativa, apresentam grande mobilidade geografica. Esta
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globalizagédo acarreta consequéncias na transmissao de doencas infecciosas e
linhagens resistentes podem surgir em qualquer local (Dye et al., 2002).

O aparecimento da Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS)
promoveu um acréscimo no numero de casos notificados de tuberculose em
pessoas soropositivas para o virus em diversos paises. O sinergismo entre TB
e AIDS é um problema de magnitude mundial e de acordo com a Organizag&o
Mundial de Saude (WHO, 2009) em 2008, 1,4 milhées de individuos no mundo,
apresentaram tuberculose e AIDS. No mesmo ano, ocorreram 0,5 milhdes de
obitos por tuberculose em pacientes HIV-positivos (28/100.000 habitantes).

Outros desafios sdo co-morbidades como a desnutricdo, alcoolismo,
silicose e diabetes, que aumentam consideravelmente a susceptibilidade a
tuberculose. O impacto da diabetes cresceu em muitas nacbées em ascensao
econbmica, tornando-se mais importante fator de risco para tuberculose que
AIDS, em paises como india e México (Comas & Gagneux, 2009).

No Brasil, a tuberculose constitui um problema prioritario de saude
publica, que afeta as populacbes mais pobres, com idade economicamente
ativa (OPAS, 2007). Em 2007, o pais apresentou 92.000 casos novos e ocupou
14° lugar em numero de casos, estando incluido entre os 22 paises com maior
ocorréncia de TB (WHO, 2009a).

No pais, a incidéncia de tuberculose permaneceu estavel nos ultimos
anos, sendo que em 2008, foram notificados 68.147 casos novos de
tuberculose (35,59/100.000 habitantes), dos quais, 56.172 foram formas
pulmonares baciliferas (29,33/100.000 habitantes) e 9.712 extrapulmonares
(5,07/100.000 habitantes). Devido as desigualdades socioecondmicas
existentes, observa-se uma variagao das taxas em diferentes regides (MS,
2009).

Segundo, Kritski & Ruffino — Netto (2000), a deteriorizagdo nas
condicbes sociais e econbmicas tem contribuido também no aumento do
numero de casos de tuberculose registrados no Brasil. Nas décadas de 80 e
90, o pais passou por mudancas na estrutura econémica e social da populacéo
que cresceu aceleradamente, com urbanizagcdo desordenada. Isto resultou na
concentracdo da pobreza, precarias condicdoes de vida e altos niveis de
morbidade e mortalidade nos grupos com pouco acesso a servigos de saude

publica adequados.
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A doencga apresenta as mais altas incidéncias nas capitais, devido a alta
densidade demografica, aos bolsées de pobreza e ao elevado risco de
infecgcdo. Deve-se também considerar que nessas cidades pela concentracao
de maior oferta de servicos de saude, existem melhores condicbes de
diagndstico e tratamento (Xavier et al, 2007).

No estado da Bahia a taxa de incidéncia de tuberculose em todas as
formas, foi de 41/100.000 habitantes em 2007, passando a 39 e 36,2/100.000
habitantes em 2008 e 2009, respectivamente.

A cidade de Salvador, BA, é considerada prioritaria no controle da TB
pelo Ministério da Saude, por ser a terceira capital do pais em numeros de
casos notificados. O municipio de Salvador, apresenta em média cerca de
2.300 casos novos de TB pulmonar e extrapulmonar por ano, com uma
incidéncia entre 87,7/100.000, 79,5 e 74,1 habitantes em 2007, 2008 e 2009,
respectivamente (SMS/SUIS-SINANNET, 2009).

A mortalidade por tuberculose no estado foi de 2,3/100.000 habitantes
no ano de 2009 e na capital decresceu com coeficiente de 4,0, 3,5 e
2,9/100.000 habitantes em 2007, 2008 e 2009 respectivamente (SMS/SUIS-
SINANNET, 2009).

1.2 Etiologia

Tuberculose é causada por bactérias gram-positivas conhecidas como
“bacilos da tuberculose” ou complexo Mycobacterium tuberculosis, que inclui
patdogenos humanos obrigatérios como Mycobacterium tuberculosis, bem como
outras micobactérias adaptadas a diversas espécies de mamiferos (Comas &
Gagneux, 2009).

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, unico da familia
Mycobacteriaceae e estdo no dominio Archea, filo Actinobacteria, subclasse
Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae
(Brenner et al, 2005). O género Mycobacterium atualmente é constituido por
148 espécies e 11 subespécies reconhecidas oficialmente (Euzéby, 2010).

M. tuberculosis forma o complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB)
juntamente com M. bovis BCG, M. bovis, M. microti, M. canetti, M. africanum,
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M. caprae e M. pinnipedii. As espécies do CMTB causam tuberculose no
homem e animais (Brosch et al, 2002; Euzéby, 2010).

Apresenta-se como um grupo de bactérias bastante relacionadas
geneticamente, o que se reflete no alto grau de conservacédo evolutiva, com
homologia nas sequéncias de acido desoxirribonucléico (DNA) de quase 100%
(Pfyffer et al, 2003).

As micobactérias apresentam diferencas quanto a morfologia das
colénias e propriedades bioquimicas. Compartilham caracteristicas, como a
presenga de acidos graxos de cadeias longas (acidos micélicos), DNA com
65,6% de conteudo de guanina e citosina e alcool-acido resisténcia quando
expostas a coloracdo pelo método de Ziehl-Neelsen (Goodfellow & Magee,
1998).

Possuem uma parede celular composta por quatro camadas com
organizacdo diferente de outros procariotos. A complexidade da parede
micobacteriana, em particular a riqueza de lipidios complexos e acidos
micdlicos de cadeia longa, explica as propriedades de resisténcia das
micobactérias aos agentes fisicos e quimicos (Rastogi et al, 2001).

Estes acidos micolicos formam uma cobertura que possibilita a
resisténcia a dessecagdo, podendo viver por periodos prolongados em
condicbes extremas, desempenham papel importante na resisténcia aos
antibidticos e contribuem para a sobrevivéncia ambiental destes
microrganismos e os protegem de algumas defesas do hospedeiro (Primm et
al,2004;Black et al, 2002).

O M. tuberculosis, apresenta- se como bacilos curvos ou retos com 0,2 a
0,7 ym de largura por 1,0 a 10 ym de comprimento e permanecem no interior
dos macrofagos em atividade metabodlica muito reduzida, sobrevivendo por
anos no organismo em estado de dorméncia metabdlica (Cole et al., 1998).
Classifica-se como microrganismo aerdbico estrito, parasita intracelular
facultativo, sem flagelos, ndo formador de esporos e toxinas. Seu tempo de
geragcdo é em torno de 18 horas, dependendo da oferta de oxigénio, pH do
meio e nutrientes. Este crescimento lento do bacilo condiciona a evolucéo

cronica da doenga (Kritski et al., 2000).
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1.3 Transmissao e patogénese

A tuberculose é transmitida através da inalacdo de aerossois contendo
M. tuberculosis emitidas na fala, espirro ou tosse de individuos baciliferos e
podem ser inaladas pelos contactantes ou depois de algum tempo de
permanéncia no ambiente, sendo mais intensa em areas urbanas ou em
populagdes fechadas. Sao eliminadas pequenas particulas de até 10 ym
(particulas de Pfliigger), que contém microparticulas, chamadas nucleo de
Wells. As particulas maiores tendem a se depositar no solo e mesmo quando
inaladas nao conseguem chegar aos alvéolos, sendo deglutidas e
expectoradas (Bloom, 1994; ATS, 2000).

Apos o ressecamento das particulas de Pflligger, as microparticulas de
Wells com até 5 ym podem conter um ou dois bacilos e permanecer em
suspensao no ar por varias horas. Quando as particulas de Wells séo inaladas
alcangam os alvéolos pulmonares, iniciando a multiplicagdo nos macrofagos e
as maiores sao depositadas no trajeto da arvore traqueobrdnquica sendo
eliminadas pelo sistema de defesa mucociliar (Bloom, 1994; ATS, 2000).

Em aproximadamente 90% dos individuos imunocompetentes, as
defesas mediadas pelas células sdo eficazes e nao permitem o
desenvolvimento da doenga (Kritski, 2000).

A quebra da cadeia epidemioldégica da doenga somente sera
proporcionada com a descoberta precoce dos doentes baciliferos entre os
sintomaticos respiratorios e outros grupos de risco, permitindo a introdugéo de
um tratamento eficaz, que além de curar o doente, reduza a capacidade de
transmissao (ATS, 2000; Trujillo & Kritski, 2001).

Os principais sintomas da TB pulmonar sao: tosse inicialmente seca que
persiste por mais de trés semanas e leva a formagcdo de uma secrecéo
purulenta; perda de apetite e conseqliente emagrecimento; além de cansaco,
febre baixa no final da tarde e sudorese noturna (Kritski, 2000).

Pode haver dois tipos de infecgdo pelo Mycobacterium tuberculosis — o
primeiro chamado de infecgdo primaria, que ocorre em individuo ndo infectado
previamente pela micobactéria. Neste caso, a infeccdo pode evoluir para
tuberculose primaria aguda, permanecer latente, manifestando-se apés muitos

anos, ou regredir para cura com a cicatrizagdo ou calcificagdo das lesdes. A
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infeccdo secundaria pode ser ocasionada por novos contagios (reinfeccao
exogena) ou pela reativacdo enddgena de focos preexistentes ocorridos
durante a infeccao primaria.

A diferenciacao entre TB causada por reativacdo e doenca resultante de
infeccdo exogena recente deve ser bem esclarecida. A doenga primaria €
frequentemente definida como uma doenga ativa que ocorre dentro de cinco
anos apos uma nova infecgdo exogena (Sutherland et al., 1982). A reativagéo
da doenga ou doenga enddgena, entdo, ocorre num periodo maior que cinco
anos apos a infecgdo exdgena.

A tuberculose pulmonar apresenta evolucao crénica e sua forma clinica
€ caracterizada principalmente pelo comprometimento dos pulmdes, podendo
atingir outros érgaos ou ocorrer de forma disseminada (Fiuza de Melo & Afiune,
1993). Uma vez no interior do macréfago, M. tuberculosis divide-se em
intervalos de 25 a 32 horas. Esta multiplicacdo bacilar provoca destruicdo de
células, liberagao de lisossomas e consequente destruicdo tecidual com reacao
inflamatoria inespecifica e formagéo de granuloma (caseum) que corresponde
a lesdo inicial da doencga ou primo-infecgdo (Chan & Kaufmann,1994).

A partir desta lesdo os bacilos atingem os linfonodos regionais, onde
ocorre dano similar ao produzido no pulméao. A evolucdo do complexo primario
para doencga ocorre por liquefacdo das lesdes ganglionares e pulmonares,
levando a formagao de cavernas tuberculosas, com a multiplicagado dos bacilos
e disseminagdo para outras areas do pulmao e por via linfo-hematogénica
podem atingir outros tecidos e 6rgaos (Fiuza de Melo e Afiune, 1993).

A multiplicagdo continuara até atingir 10 a 10* unidades bacilares num
periodo de 2 a 12 semanas. Esta concentracdo bacilar é suficiente para
desencadear uma resposta imune celular, que pode ser capaz de limitar a
proliferacdo. Neste momento, a infeccdo instalada passa a ser detectavel por
meio da prova tuberculinica. Os linfocitos T-CD** sdo responsaveis pela
formacdo do granuloma, morte bacilar ou inibicdo de sua multiplicagdo e
contencao das lesdes, producio de lisozima, necrose tecidual e disseminagao
da lesdo, Além disto, os linfécitos T-CD®" também corroboram para a limitagéo
do processo inflamatério (Chan & Kaufmann,1994).

As lesdes ganglionares e pulmonares geralmente desaparecem ou séo

calcificadas. No entanto, micobactérias viaveis podem permanecer quiescentes
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NnosS espagos caseosos e entre as areas calcificadas e originar um novo
processo infeccioso anos depois da infeccdo primaria, caracterizando uma

reativacao (Fiuza de Melo & Afiune, 1993).

14 Genoma e diferenciacao de cepas de Mycobacterium

tuberculosis

O desenvolvimento de métodos moleculares, com o sequenciamento e
anotacdo de todo o genoma do M. tuberculosis H37Rv (Cole et al.,1998) e
outras micobactérias relacionadas, apresentaram um avanco no conhecimento
permitindo melhor compreensao da tuberculose.

O genoma de M. tuberculosis é composto por 4.411.532 pares de bases
nitrogenadas, com aproximadamente 4.000 genes, com elevado conteudo de
guanina e citosina de 65,6%, refletido na composicdo dos aminoacidos das
proteinas. Apresenta 91% do genoma com capacidade codificante, sendo que
a fungcdo de 606 genes ainda € desconhecida e foram identificados 6
pseudogenes (Mostrom et al., 2002).

O sequenciamento do genoma de M. tuberculosis mostra que esta
bactéria apresenta caracteristicas unicas. Mais de 200 genes sao anotados
como codificantes para enzimas do metabolismo dos acidos graxos,
compreendendo 6% do total. Entre estes, aproximadamente 100 estédo
envolvidos com a B-oxidacdo dos acidos graxos, enquanto em E. coli apenas
50 enzimas estédo envolvidas no metabolismo dos acidos graxos (Bentley et al.,
2002). Esta caracteristica do M. tuberculosis pode estar relacionada com a sua

habilidade de proliferagdo nos tecidos do hospedeiro (Smith, 2003).

Aparentemente, a maior parte da recombinagdo génica ocorre através de
transposons, que sédo elementos inerentemente instaveis e tém o potencial de
causar muitos tipos de rearranjos tais como transposic¢des, dele¢des, inversdes
e duplicagdes. Os transposons de organizagdo mais simples sdo sequéncias
de insergdo (/S) sendo que mais de 14 tipos diferentes de IS ja foram
identificadas no genoma do M. tuberculosis (Cole et al., 1998; Mostrom et al.,
2002).
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As IS sao elementos de DNA moveis, capazes de se inserirem em
diferentes localizagdes no genoma (Goodfellow & Magee, 1998). O elemento
IS67110 é o mais abundante e melhor caracterizado, sendo que o numero de
cdpias varia entre os isolados. Foi originalmente detectada em uma cepa de M.
tuberculosis, consiste em uma sequéncia de 1355 pb contendo 28 pb idénticos,
mas com sequéncia repetida invertida em ambas as extremidades (Thierry et
al., 1990).

Diversas metodologias podem ser utilizadas para verificar polimorfismos
no DNA de M. tuberculosis. Estes métodos incluem o polimorfismo do tamanho
dos fragmentos de restrigdo (RFLP), hibridizacdo de DNA, a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e combinagdes deles (Kremer et al,1999).

Em 1993, um protocolo para a padronizacdo da técnica de “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (RFLP), baseado na sequéncia de insergéao
IS6110 foi proposto por van Embden e colaboradores. A metodologia inclui
extragdo do DNA cromossomal, digestdo com a enzima Pwull, e hibridizag&o
por Southern blotting, utilizando como sonda um fragmento de 245pb contido
no /IS6110, situado a direita do sitio de clivagem da enzima.

A técnica de RFLP, que utiliza o elemento de inser¢ao /IS67110 para
analise de polimorfismo € o método de genotipagem mais amplamente utilizado
para diferenciagcado de cepas de M. tuberculosis e tem se mostrado muito util na
realizacao de diversos tipos de estudos epidemiolédgicos (Ferrazoli et al, 2000).

Visto que, o IS6110 é encontrado no complexo M. tuberculosis em
numero variavel de cépias inseridas aleatoriamente no cromossomo € o RFLP
explora a variabilidade em numero e posicao gendmica deste elemento para
gerar padrbes especificos de cada linhagem (van Embden et al., 1993).
Embora o polimorfismo detectado por esse método seja resultante da propria
natureza movel da IS6770, a mobilizacdo desse elemento parece ser um
evento raro (Hermans et al., 1991).

A estabilidade do perfil determinado pela 1IS6770 durante a infecgao
humana também foi demonstrada pela analise de cepas isoladas de um
mesmo individuo em intervalos de oito meses até quatro anos e meio (Cave et
al., 1994). Em geral, todas as cepas isoladas de um unico paciente em
diferentes periodos apresentaram o mesmo perfil e, ocasionalmente, foram

detectadas alteragbes no tamanho ou presenga de um ou dois fragmentos.

100



Lillebaek et al. (2003), compararam o padrédo de RFLP de 203 isolados
de M. tuberculosis coletados em 1960 e 4102 isolados coletados na década de
90. Entre estes isolados, 14 padrdes de /IS671710 de 1960 foram indistinguiveis
dos padrdes dos isolados de 1990. Este estudo sugere que a taxa de troca dos
padroes de 1S67170 durante o periodo de laténcia € muito maior do que durante
a doenca ativa.

Por outro lado, as linhagens que possuem um numero pequeno de
copias de IS6110, geralmente inferior a seis, podem apresentar padroes
idénticos, mesmo nao sendo epidemiologicamente relacionadas (Goulding et
al., 2000). Também foram identificadas linhagens que ndo possuem nenhuma
copia de IS67110 em algumas regides geograficas, principalmente no sul da
Asia, tornando estas linhagens néo tipaveis pelo /IS67110-RFLP (Narayanan et
al., 2002). Dessa forma, estas linhagens requerem a utilizagdo de outro
marcador genético para a sua diferenciagao (Gillespie et al., 2000).

O RFLP-IS67710 quando utilizado em conjunto com os métodos
convencionais de investigacao epidemioldgica tem permitido grandes avangos
no conhecimento da transmissdo e patogénese da tuberculose. No entanto,
esse método € muito trabalhoso e requer grandes quantidades de DNA
purificado (aproximadamente 5-10 pg) sendo necessario partir de um
crescimento abundante da bactéria. Apds a extragdo do DNA, outras etapas
como: digestdo com enzima de restricao, eletroforese, hibridagdo e detecgao,

demandam tempo e muitos reagentes (Mostrom et al, 2002).

1.5 Aplicacao da genotipagem na epidemiologia da tuberculose

Antes da década de 90, era quase impossivel identificar linhagens
individuais de M. tuberculosis e consequentemente acompanhar a transmissao
de uma determinada linhagem numa regido e/ou instituicdo. Nas ultimas
décadas, com o desenvolvimento da genotipagem do M. tuberculosis, baseada
no reconhecimento de sequéncias ou padrdes genéticos do microrganismo,
para individualizagdo de estirpes distintas, tornou-se possivel identificar se a
micobactéria isolada a partir de diferentes pacientes representa uma fonte

comum.
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Isto €& importante, pois, o controle da tuberculose baseia-se na
efetividade do tratamento dos pacientes e contactantes de casos indices com
infeccdo latente, bem como rastreamento dos grupos com elevado risco de
infeccdo. Embora estes métodos tenham sucesso, a existéncia de regides com
altos indices de transmissdo recente indica a necessidade de estudos que
auxiliem os programas de controle.

A premissa basica de um sistema de genotipagem €& que isolados
relacionados epidemiologicamente sao derivados de expanséo clonal de um
unico precursor, logo possuem caracteristicas comuns que diferem daqueles
isolados que nao estao relacionados (Tenover et al., 1997).

Esta idéia é baseada na suposicdo de que padrdes eletroforéticos
idénticos (chamados de cluster), observados em duas ou mais pessoas em
determinada comunidade, representam casos de doenca decorrente de
infeccdo exdgena recente e que isolados com padrbes unicos (né&o cluster),
representam reativacdo da doencga (Alland et al., 1994; Small et al., 1994).

Entretanto, de acordo com Macaraig et al (2006), clusters também
podem ser formados a partir da reativacdo da doenca causada por cepas
transmitidas durante periodos epidémicos, ou seja, nem todos os casos no
cluster representam transmissédo recente e podem resultar da reativacdo de
infeccdo adquirida mais remotamente. Investigagcbes adicionais sao
necessarias para determinar se clusters de pacientes com TB s&o provenientes
de transmissao recente.

A analise de clusters ressalta diversas questdes para o controle da
tuberculose em areas urbanas, como reconhecimento de surtos, transmissao
nosocomial, o impacto do diagndstico tardio, identificagcdo de fatores de risco
para transmissao recente, rastreamento de clones de importadncia em saude
publica e avaliagdo de contaminacdo cruzada em laboratérios. Além disto, a
visualizagdo de casos em diagramas de clusters € particularmente util para
encontrar locais de transmissdo, bem como similaridades e ligagcbes entre
pacientes (Foxman & Riley, 2001, Vries et al, 2009).

A habilidade para diferenciar a propor¢ao de casos de tuberculose na
comunidade devido a infeccéo recente e reativagdo enddégena possui grandes
implicagbes na avaliagcdo dos programas de controle da doenca (Diel et

al,2002), pois algumas linhagens do M. tuberculosis podem se disseminar mais
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rapidamente, induzindo as formas de TB mais graves, com maior ocorréncia de
faléncia de tratamento ou de recidivas do que outras (Vree et al,2007) Para
reduzir a transmissdo da TB, €& importante delinear os padrdes pelos quais a
doenca se espalha na populagao

A diferenciagdo entre doenca proveniente de reativagdo ou infecgao
recente é importante em saude publica, pois uma alta incidéncia de TB devido
a infecgao recente sugere que o programa de controle da tuberculose pode néo
estar sendo adequado. Por outro lado, nhas comunidades em que a maioria dos
casos novos de TB é decorrente de reativagado da doenca reflete um programa
inadequado de controle no passado, e estas comunidades devem adequar as
estratégias a esta situagao (Riley, 2004).

A aplicagao destas técnicas em investigagdes epidemioloégicas permite a
obtencado de novas informacdes, abrindo perspectivas referentes ao estudo da
dinamica e determinantes genéticos de transmissdo, riscos de doenga,
identificacdo de cepas multiresistentes e linhas de transmissdo incomuns
(Foxman & Riley, 2001; van Embden et al, 1993).

No gerenciamento clinico, a aplicagdo da genotipagem permite a
detecgédo (Allix et al, 2004) ou exclusdo de erros laboratoriais (Loiez et al,
2006). No ambito da saude publica, permite a identificagdo de surtos e cadeias
de transmissdo (van Soolingen et al, 1991). Além disto, aspectos mais
especificos podem ser explorados, como variagées nos fenétipos bacterianos,
viruléncia e transmissibilidade.

Diversos estudos epidemiolégicos (Quadro 1), em populagbes
especificas combinados com técnicas de biologia molecular tém sugerido que
pacientes provenientes de paises onde a TB é endémica, apresentam padrbes
idénticos de RFLP que podem estar relacionados epidemiologicamente (Alland,
1994; Small, 1994). Em paises ndo endémicos, com transmissao recente de
tuberculose, a analise de clusters é util para complementar as investigacoes
epidemiologicas (Vries et al, 2009).

Daley e colaboradores (1992) verificaram em pacientes HIV positivos
que apos a genotipagem dos isolados, todos os pacientes envolvidos no surto
apresentaram padrdes similares, enquanto aqueles nao relacionados ao surto

apresentaram padrdes diferentes (Foxman & Riley, 2001).
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Vynnycky e colaboradores (2003) sugeriram que em locais ou paises
onde o risco anual para a infeccdo com o M. tuberculosis é relativamente baixo,
como nos paises desenvolvidos, o uso de RFLP baseado no IS6770 como uma
medida de doenca resultante de infecgao recente pode subestimar a proporcao
da doenga em pessoas jovens e superestimar essa propor¢ado nos pacientes
idosos.

Entretanto, em grandes centros urbanos cuja populagado apresente alta
mobilidade, a premissa que padrdes de fingerprinting do 1S6110 em cluster
representam novos casos de TB surge para sustentar e produzir observagdes

epidemiologicamente e biologicamente plausiveis.
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Quadro 1: Estudos sobre epidemiologia molecular da tuberculose realizados no

mundo
Autor, ano Local Metodologia Principais resultados
Alto grau de polimorfismo nas
Estudo Populacional cepas circulantes.
Aproximadamente 1/3 dos
Small et al Sao Francisco, Investigagao clinica e casos novos resultaram de
1994 Estados Unidos socio-demografica infecgao recente e
estabeleceu-se relagcdo entre
RFLP IS6110 0s casos apoés investigagcao
epidemiolégica
37,5% dos casos incidentes
Estudo populacional foram por transmissao
recente. Etnicidade hispanica,
Alland et al Nova lorque, Investigacgéo clinica e infecgdo por HIV, multi-droga
1994 Estados Unidos sécio-demogréfica resisténcia, idade jovem e

RFLP IS6110

residéncia em areas pobres
foram fatores de risco para
transmisséo recente

Gutierrez et
al 1998

Paris, Franca

Estudo Populacional

Investigagéo clinica e
sécio-demogréfica

RFLP IS6110
RFLP — DR

Forte associagcdo de clusters
(35,7%) com individuos
desabrigados e condigbes de
pobreza, sugerindo papel
relevante na transmissdo do
M. tuberculosis e doenga ativa

Jasmer et al
1999

S3o Francisco,
Estados Unidos

Estudo Populacional
RFLP IS6110

PGRS

Decréscimo nas taxas de TB e
casos clusters na populagao
geral e em grupos de risco
apos intensificagao de
medidas de controle da
doenga. Declinio clusters: de
10,4/100.000 em 1992 para
3,8/100.000 em 1997

van Rie et al
1999

Africg do Sul,
Africa

Estudo Populacional

Investigagéo clinica e
sécio-demogréfica

RFLP IS6110

Na maioria dos pacientes
estudados os padrdées no
RFLP de isolados obtidos
apos recidiva, foram diferentes
dos isolados da primeira
infecgdo, indicando que a
reinfeccdo exégena foi maior
causa de recorréncia de TB
pos- primaria

Diaz et al
2001

Havana, Cuba

Estudo
Populacional/Investigagao
de surto institucional

Investigagéo clinica e
sécio-demogréfica

RFLP IS6110

45% dos isolados tiveram
padrées idénticos no RFLP,
sugerindo que transmisséo
recente & um fator importante
nos casos de TB em Havana.
Presenca de clusters
relacionados com  surtos
institucionalizados
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Autor, ano Local Metodologia Principais resultados
39% dos pacientes pertencentes a
Estudo clusters e 46% destes t_ambém
populacional estabeleceram ligaches
epidemioldgicas. Pacientes
Investigagao jovens’, da raca negra, nascidos
Maconkey et St.Louis, epidemiolégica Cﬁ/gﬁ's’ usél:srlos g;:srogas ibqr:(:
al 2002 Estados Unidos freqii P
RFLP /S6110 requentemente gompgrtllhgram
cepas com padrbes idénticos.

Detecgéao de contaminagao

PTBN 12 cruzada em laboratérios e

transmissao ocupacional

Estudo

Populacional Baixo nivel de transmisséo
recente em Londres (14.4%).
Investigagao Aumento no risco da formagao de
clinica e sécio- clusters foi associado a idade
Maguire et al demografica jovem, alcoolismo, minorias
2002 étnicas, resisténcia a

Londres, Inglaterra

RFLP IS6110

Ligacdes
epidemiolégicas
entre membros de

estreptomicina. Maioria dos casos

é por reativacdo de infecgao
prévia  ou importacdo  por
imigrantes

clusters
Estudo
Pc;ggleggcsl Dos 481 pacientes avaliados, 138
prosp (29%) pertenceram a 43 clusters e
Deutekom et o .
Amsterdam, L 20% destes estavam envolvidos
al 2003 Investigacéo Lo
Holanda - Y em transmissdo recente com
clinica e socio- ligagéo epidemioldgica
demogréfica
RFLP IS6110
Estudo
Populacional Transmissao recente foi estimada
prospectivo em 20-24%. A maioria dos casos
de TB ativa foi devido a
Yeung et al Investigagao reativacdo. Fatores de risco para
2006 Hong Kong, China clinica e sécio- a formacgao de clusters foram: <40
demografica anos, residentes permanentes de
Hong Kong e com faléncia no
RFLP IS6110 tratamento
PGRS
EStUd.O Maiores taxas de reinfecgao,
. Populacional o .
Jiménez- reativagao e faléncia no
Corona et al México tratamento ocorreram entre
2006 RFLP /S6710 homens, indicando diferencas de

Spoligotyping

género no diagndstico e
tratamento da TB pulmonar
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Autor, ano Local Metodologia Principais resultados
Estudo
Populacional Reativagao de Infecgdo endogena
causa mais provavel de TB ativa.
Investigagao Reinfecgao exdégena (25%
epidemiolégica clusters). 41% dos clusters
Farnia et al Ters.Ira formados por iranianos e afegéos.
2008 ’ Teste de 38% de ftransmissdo intra-
sensibilidade aos | comunidade das estirpes Haarlem
farmacos e Beijing com alto indice de TB —
MDR. Diferentes padrbées de
RFLP IS6110 susceptibilidade no mesmo cluster
Spoligotyping
Estudo Predominancia da linhagem CAS
Populacional no norte e a estirpe EAI no sul do
pais. EAIl corresponde a uma
Investigagao linhagem bem estabelecida,
Arora et al Nova Delhi. india clinica e sécio- enquanto CAS pode ter emergido
2009 ’ demogréfica ou foi recentemente introduzida na
india e esta mais relacionada com
RFLP 1S6110 resisténcia as drogas. Ambas
associadas com  transmissao
TbD1 PCR recente
29% dos casos formaram clusters,
Rodriguez et Estudo caracterizados por eventos
al 2009 Populacional potenciais de transmissdo. 53%
Madri, Espanha _do; cluster§ en_yolvendo
' RFLP imigrantes e nativos. Facilidade na
transmissdo da B entre
Spoligotyping diferentes nacionalidades e entre
imigrantes e a populagao nativa
No Brasil, investigacbes epidemioldgicas tém sido realizadas em

diferentes regides do pais empregando o RFLP /S671710 e outros métodos de

genotipagem (Quadro 2 ).

Quadro 2: Estudos sobre a epidemiologia molecular da tuberculose realizados

no Brasil
Autor, ano Local Metodologia Principais resultados
Padroes de 1S671710 altamente
Estudo polimoérficos: 174 padroes
) o !
Rio de Janeiro Populacional diferentes e 32% dos isolados

Suffys et al
2000

(capital) — Porto
Alegre, Rio Grande
do Sul

RFLP IS6110

compartilharam mesmo padréo.
Presenca de clusters
significativamente mais alta em
isolados do Rio Grande (36.7%)
em comparagédo com as cepas do
Rio de Janeiro (22.6%)
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Autor, ano Local Metodologia Principais resultados
Estudo 32% dos pacientes com
populacional transmissdo recente. Pacientes

Ferrazoli et al
2000

Sao Paulo (capital)

RFLP IS6110

Investigagao
clinica e
epidemioldgica

com HIV aumentam o risco de
reinfeccdo exdgena ou reativagéo
endogena de TB. A proporgao de
casos de TB por reativacéo
endogena em pacientes
soropositivos € quase o dobro do
que infecgdo recente. 63% TB-
MDR em clusters

Baptista et a/
2002

Bauru, Sao Paulo

Investigacao
epidemioldgica

RFLP IS6110

42,6% de pacientes com isolados
resistentes aos farmacos. Menor
frequéncia de clusters em
pacientes com resisténcia primaria
quando comparados com isolados
obtidos de pacientes com

DRE- PCR A o .
resisténcia secundaria. Alto indice
i 2 o]
PGRS de transmisséo recente (26,3%)
Estudo
Populacional

Identificagédo da linhagem
Spoligotyping denominada “RDg;,,” , como a
- . . fonte mais significativa de
Lazarini et al Rio de Jlanelro MIRU-VNTR transmissdo recente da TB no
2007 (capital) o
municipio.Os resultados sugerem
PCR- RFLP que esta linhagem pode causar
1S6110 diferentes formas clinicas da TB
Sequenciamento
de DNA

17 pacientes pertenceram a
clusters e viveram pelo menos
uma vez juntos durante a sua
~ histéria prisional. Sete destes
Populagao f iti e
Moreira- . = institucionalizada oram _ Soropositivos para ;
Oliveira et al Campinas, Sao Transmissao cruzada de M.
2008 Paulo RFLP /S6110 tubgrculosw entre detentos
residentes nas mesmas ou em
diferentes instituicbes carcerarias.
Associagdo entre tratamento
prévio, nivel educacional e

transmissao recente
31,3% das cepas foram
agrupadas em clusters.
Malaspina et A ~ RFLP IS6110 Associagdo entre transmissao

raraquara, Sao Y~ .

al Paulo recente e habitacdo em abrigos
2008 Spoligotyping publicos. Predominancia da

familia genética T entre os
isolados
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Autor, ano

Local

Metodologia

Principais resultados

Mendes et al
2008

Rio de Janeiro
(capital)

Estudo
populacional

RFLP IS6110

Sexo feminino teve forte relagao
com cluster. A transmissao entre
comunicantes domiciliares e extra-
domiciliares esteve associada a
20% e 60% dos clusters,
respectivamente. Contato extra-
domiciliar pode ter contribuido
para a transmissdo em areas
superlotadas. 26% dos clusters
tiveram transmissao de resisténcia

Malaghini et al
2009

Parana, Curitiba

primaria e cepas multi-droga
resistentes
Estudo
populacional Somente dois isolados (3.2%)

Mixed-linker PCR
DNA fingerprinting

RFLP IS6110

formaram clusters. Predominio de
reativagcao de infecgdo latente

Deste modo, a compreensao da etiologia e da dindmica de transmissao

de uma doenca infecciosa é de fundamental importancia para direcionamento

mais preciso das medidas de controle da doenga. Para diminuir a transmissao

da tuberculose em uma comunidade € necessaria a compreensdo dos

mecanismos pelos quais a doenga se expande na populagédo (Foxman & Riley,

2001).
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2. JUSTIFICATIVA

A incorporagdo de métodos de genotipagem, tais como o RFLP /1S6710,
em investigacbes epidemiolégicas permite avangar na produgdao de
conhecimento a respeito da transmissdo do Mycobacterium tuberculosis e sua
permanéncia em populacdes urbanas.

Entretanto, ha auséncia de estudos que abordem os aspectos
relacionados a epidemiologia molecular da tuberculose, a fim de compreender
a propagacado do Mycobacterium tuberculosis e dindmica transmissdo da
doenca no municipio de Salvador (BA).

Deste modo, faz-se necessario estudar os perfis e distribuicdo das cepas
de M. tuberculosis isoladas de pacientes da cidade de Salvador (BA) a fim de
elucidar o seu papel na ocorréncia e manutencido da tuberculose no municipio
a fim de contribuir na proposi¢cdo de novas estratégias de intervengao para o
controle da doenga.

3. PERGUNTA DE INVESTIGAGAO

Considerando-se que Salvador € uma metropole de grande densidade
populacional, qual o perfil genético das cepas de Mycobacterium tuberculosis
circulantes no municipio e quais as suas implicacbes na transmissdo da

tuberculose?
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Descrever o perfil molecular isolados de Mycobacterium tuberculosis,
bem como as caracteristicas socio — demograficas dos casos de TB pulmonar

residentes no municipio de Salvador (BA) de agosto de 2008 a dezembro de
2009.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Descrever as caracteristicas sdcio — demograficas dos casos de

Tb pulmonar em Salvador

4.2.2 Caracterizar cepas de Mycobacterium tuberculosis circulantes no

municipio de Salvador (BA)
4.2.3 ldentificar associagao entre informagdes clinico-epidemiologicas

dos pacientes com tuberculose pulmonar e padroes de cepas de
Mycobacterium tuberculosis
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5. METODOLOGIA

5.1 Desenho do estudo

Sera realizado um estudo transversal para analisar dados
epidemiologicos e caracteristicas genotipicas dos isolados de M. tuberculosis
provenientes de pacientes com tuberculose pulmonar em Salvador (BA), de
agosto de 2008 a dezembro de 2009.

O presente trabalho é parte integrante do projeto intitulado “Estudo da
distribuicao espacial e padrdes de transmissdo da tuberculose em Salvador
através de técnicas moleculares e de analises de redes complexas”, em
andamento no municipio. Este estudo € desenvolvido pelo grupo de pesquisa
em Doencgas Infecciosas e Deficiéncias Nutricionais do Instituto de Saude
Coletiva da Universidade Federal da Bahia, sendo financiado pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) e com
aprovacao CEP no. 012/07.

5.2 Populagao de estudo

O municipio de Salvador, capital do estado da Bahia, ocupa uma
extensao territorial de 707 km?. Em 2008, o total de residentes no municipio foi
de 2.948.733 habitantes (IBGE, 2009).

A sua organizagao politico-administrativa compreende 18 Regides
Administrativas e 12 Distritos Sanitarios, os quais sediam 102 Unidades de
Saude. Destas, existem 38 unidades de atengcdo aos pacientes com
tuberculose em todo o municipio. Além disto, a rede hospitalar dispde de duas
unidades de referéncia para o atendimento dos casos de TB.

O Plano Municipal de Controle da Tuberculose, em Salvador, tem como
objetivo implementar medidas de controle da TB como a detecgdo de casos
novos, tratamento e cura. Inicialmente, foi listado o numero de casos de TB em
cada distrito sanitario e foram identificadas as unidades de saude que notificam
grande numero casos em cada distrito, as quais foram incluidas no estudo
(Quadro 3).
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A populagao do estudo compreende individuos atendidos nas Unidades
Basicas de Saude e Servigos de Referéncia para a doenga diagnosticados com
tuberculose pulmonar ativa, com baciloscopia e cultura positiva para
Mycobacterium tuberculosis, sem tratamento prévio, maiores de 15 anos de

idade, na cidade de Salvador entre agosto de 2008 e dezembro 2009.

Quadro 3: Frequéncia de casos de tuberculose notificados em 2005 nas
unidades selecionadas para o estudo e propor¢cdo dos casos que compuseram
a populacao de estudo por unidades de captacdo, com respectivos distritos
sanitarios

UNIDADE DISTRITO NoTEe0S oS
DE SAUDE SANITARIO o

(n/ %)
HEOM 4° DS Liberdade 1364 /38,9
IBIT 6° DS Barra/Rio Vermelho 374/10,6
2° Centro Ramiro de Azevedo 1° DS Centro Historico 358 /10,2
6° Centro Rodrigo Argolo 9° DS Cabula/Beiru 158/4,5

o . e
Adroaldo Albergaria 11° DS Suburbio Ferroviario 100/2,8

3° Centro Prof° Bezerra Lopes 4° DS Liberdade 147 /4,2
Hospital Santo Antoénio 2° DS Itapagipe 124 /3,5
13° Centro Eduardo Mamede 8° DS Mussurunga 47/1,3
TOTAL 2672 /76,2

Fonte: SMS/SUIS-SINANNET

5.3 Coleta de dados

Os instrumentos de coleta de dados foram compostos por um
questionario, com questdes relativas a aspectos clinico-epidemiolégicos dos
pacientes para a obtencao de informagdes como sexo, idade, endereco, cor da

pele (auto-referida), rendimento econémico mensal, renda familiar, grau de
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escolaridade, tabagismo, alcoolismo, consumo de drogas, histéria prévia de
contato e infecgdo por HIV (Anexo1).

Para a elaboracido do questionario, foram consultados questionarios de
diversos estudos e apo6s finalizagdo, o mesmo foi testado, corrigido e
submetido a novo teste.

As unidades de saude participantes foram informadas oficialmente
sobre o inicio da coleta e foram selecionadas equipes de campo, compostas
por técnicos de enfermagem e estudantes de graduagdo previamente
treinados. Os entrevistadores foram orientados para a correta e padronizada
aplicagao dos questionarios, de forma a garantir a fidedignidade e precisdo dos
dados coletados. Além disto, todas as wunidades do estudo foram
supervisionadas por enfermeiras e relatérios mensais foram elaborados com a
quantidade de pacientes entrevistados.

Os entrevistadores compareceram as unidades de segunda a sexta,
requisitando pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar e baciloscopia
positiva participarem da pesquisa através da entrevista e coleta da amostra
clinica. As entrevistas foram iniciadas somente apds a apresentacdo dos
objetivos do estudo, do carater sigiloso das informagdes e leitura do termo de
consentimento livre esclarecido.

Apés a coleta todos os questionarios serdo revisados e a auséncia de
dados ou possiveis inconsisténcias serdo retornadas ao entrevistador para
complementacdo da informacédo através do prontuario médico ou do proprio

entrevistado. Cada questionario recebera um cdodigo, composto de seis digitos.

5.4 Coleta das amostras clinicas

A coleta das amostras de escarro ou lavado broncoalveolar foram
obtidas por expectoracdo em local arejado. O material foi coletado em
recipiente devidamente identificado com o nome do paciente e data da coleta.

Os pacientes foram orientados a inspirar profundamente, reter o ar por
alguns instantes nos pulmdes e em seguida, tossir e escarrar o material clinico
diretamente no recipiente. Repetiu-se este procedimento duas vezes até obter-

se quantidade suficiente para a baciloscopia. O recipiente foi tampado e
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colocado em saco plastico com a tampa para cima e em seguida recomendou-
se a lavagem das maos pelos pacientes (Ministério da Saude, 2005).

As amostras com baciloscopia positiva foram devidamente
acondicionadas em isopor, protegidas da luz solar e encaminhadas ao
Laboratério Central de Saude Publica Professor Gongalo Moniz — LACEN/BA
para a realizagdo do isolamento primario e identificagdo de Mycobacterium

tuberculosis

5.5 Instrumentos de pesquisa

e Questionario padronizado

5.6 Critérios de inclusao

e Casos de tuberculose pulmonar ocorridos durante os meses de
Agosto de 2008 e Dezembro de 2009;

¢ Residentes em Salvador;

e Com idade minima de 15 anos;

e Confirmacgao do diagndstico, com baciloscopia e cultura positiva para
Mycobacterium tuberculosis;

e Sem historico de multiresisténcia (pacientes multiresistentes sao
acompanhados em servico de saude especifico com tratamento
supervisionado);

e Tenha concordado em participar da pesquisa, assinando o termo de

livre consentimento livre esclarecido;

5.7 Critérios de exclusao

Foram excluidos todos aqueles que:

e Nao concordaram em assinar o termo de consentimento livre
esclarecido e nao responderam o questionario durante a
entrevista;

e Nao confirmaram as informagdes referentes aos critérios de
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inclusao;

e NAao residentes em Salvador;

5.8 Isolamento das cepas de Mycobacterium tuberculosis

As amostras foram descontaminadas pelo método Petroff e inoculadas
em meio Lowenstein Jensen (LJ). Incubou-se em estufa a 37°C por até oito
semanas, acompanhando semanalmente o crescimento das culturas.

As colbnias de M. tuberculosis apresentam cor creme, sao rugosas,
desenvolvem-se na superficie do meio e nao alteram a cor do LJ.

Todos os isolados foram submetidos a testes de identificacdo para
Mycobacterium tuberculosis, tais como: producdo de niacina, reducdo do
nitrato, inibicdo do crescimento em presenca de acido para-nitrobenzoéico 500
ug/mL (PNB) e resisténcia a hidrazida do acido tio-feno-2-carboxilico 5 ug/mL (
Ministério da Saude,2005).

Os isolados foram congelados em 2 mL de meio Sautfon enriquecido
com 20% de glicerol a -70 °C no Laboratério Nivel de Biosseguranga 3 do
Centro de Pesquisa Gongalo Moniz / FIOCRUZ para posterior extracdo do DNA
bacteriano e genotipagem.

As aliquotas de M. tuberculosis foram descongeladas e repicadas em
meio Lowestein Jensen. Incubou-se em estufa a 37°C por até oito semanas e
as culturas com crescimento satisfatério de col6nias foram selecionadas para a

extracdo do DNA.

5.9 Caracterizagcao das cepas de M.tuberculosis pelo método de
RFLP-IS6110

Para a confirmacgado da existéncia de similaridade entre as cepas, sera
utilizada a técnica de investigagcado do polimorfismo dos fragmentos de restricao
da sequéncia I1IS6170 (RFLP) no Laboratério de Biologia Molecular/Setor de
Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, de acordo com as recomendacdes
propostas por van Embden et al (1993) e esta descrita detalhadamente no

anexo 2.
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5.10 Analise do perfil genético das cepas

O perfil genético de cada cepa de M. tuberculosis sera analisado
visualmente e com o auxilio do programa de computagcdo GelCompar Il, verséo
4.0 para “Windows” (Apllied Maths, Kortrijk, Bélgica). A analise sera realizada
com base na coépia das membranas obtidas por digitalizacdo e apds o
alinhamento dos fragmentos de DNA das preparagdes teste com os da
preparacao da cepa de referéncia M.tuberculosis 14323 (PM = 14.4, 7.2, 7.0,
44,36, 3.0,2.3, 2.0,1.8, 1.5, 1.4, 1.0 kb), aplicados nas laterais de cada gel e
na 102 posicao.

O numero de copias da 1S67710 sera determinado de acordo com o
numero de fragmentos de DNA hibridados com a respectiva sonda e
visualizados em forma de banda compacta na membrana de nailon. Para cada
banda visualizada, considera-se uma copia da IS67110.

A comparagao dos perfis genéticos, designados aleatoriamente por
letras do alfabeto seguidas ou ndo de numeros, resultara na classificagdo das
cepas em pertencentes ou ndo a um grupo genético. Dois ou mais isolados
serdo considerados pertencentes a um cluster quando seus padroes de RFLP
forem indistinguiveis, isto é, apresentarem bandas idénticas em numero e peso
molecular. Os isolados com perfis genéticos unicos, ou seja, com padrbes de
RFLP totalmente distintos dos demais isolados, serdo considerados como néo
pertencentes ao grupo genético (ndo cluster).

Para a construgdo do dendrograma, os perfis genéticos serao
comparados com base no peso molecular e no numero de cobpias de
fragmentos hibridados com a sonda I1S6770 pelo método Unweighted Pair
Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA), utilizando-se o coeficiente de
Dice, seguindo as instru¢ées do manual do Programa GelCompar I, verséo 4.0
(Apllied Maths).

Os pacientes com duplicidade de informacdes, pertencentes a clusters
com amostras processadas na mesma data e cepas que apresentarem menos

que cincos copias da sequéncia de insercao IS6110 serao excluidos do estudo.
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6. PLANO DE ANALISE

As variaveis obtidas a partir do questionario clinico/socio-demografico
sdo: local de residéncia (bairro), sexo, idade, infecgao por HIV, cor da pele
(auto-referida), rendimento econdmico mensal, grau de escolaridade,
alcoolismo, tabagismo, consumo de drogas e histéria de contato dos pacientes.
As variaveis Cluster e Nao-cluster serao definidas de acordo com o perfil das
cepas na analise molecular.

Apo6s a digitacao, sera realizada a preparagao do banco de informagdes
para avaliar a distribuicdo e caracteristicas das variaveis, validacao, analise de
consisténcia, presenga de dados perdidos e informagdes repetidas, detecgao
de erros e posterior correcio e definicdo da apresentacéo final das variaveis.

A analise descritiva sera realizada utilizando-se tabelas de frequéncias,
“‘Box plots” e histogramas, visando identificagdo da presenca de “outliers” e do
padrao de distribuicdo das variaveis. Para avaliar normalidade dos dados seréo
utilizados graficos de distribuicdo normal. As variaveis serdo apresentadas
como médias, desvio padrao frequéncias e percentis se ou continuas ou
discretas.

Os testes de qui — quadrado ou teste exato de Fischer e T de Student
serdo empregados para avaliar diferengas entre subpopulacgdes, para variaveis
categdricas e continuas, respectivamente. Os dados serdo confrontados,
criticamente, com a literatura nacional e internacional sobre o assunto.

Se apds a genotipagem for constatada a presenca de clusters na
populacdo de estudo, sera realizada uma analise bivariada para avaliar os
fatores associados para a formacdo dos mesmos, utilizando razdo de

prevaléncia como medida de associagao e intervalo de confianga de 95%.
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7. CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes foram informados sobre os objetivos do projeto e
assegurados da possibilidade de recusa. Antes da coleta dos dados, foi
solicitada a autorizagdo prévia para a realizacdo da pesquisa, através do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com as
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (Resolugdes 196/96 e 304/2000) do Ministério da Saude.

O sigilo dos dados clinico - epidemiolégicos coletados foi assegurado
através do adequado treinamento da equipe envolvida com a coleta de dados,
além do comprometimento ético dos participantes no manuseio e tratamento
destas informacdes. Deste modo, a confidencialidade das informacdes
constantes nos instrumentos de pesquisa sera garantida em todas as etapas
da investigagéo e a publicagdo dos resultados ocorrera de maneira tal, que os
sujeitos jamais serao identificados.

Todos os dados sao arquivados em local apropriado, ndo sendo
utilizados para qualquer outra finalidade, além dos objetivos propostos nesta
investigacao.

O material biolégico coletado é mantido em local adequado nos
laboratérios envolvidos no estudo e utilizados apenas para os objetivos
definidos no consentimento informado.

A participacdo dos sujeitos na pesquisa foi voluntaria e estes poderao
abster do processo de investigacdo a qualquer momento. O objetivo e os
procedimentos da pesquisa foram informados a todos os participantes, assim
como a garantia do anonimato dos sujeitos e confidencialidade dos dados em
qualquer relatério ou documento que pode ser produzido a partir dela.

As atividades desenvolvidas ao longo desta pesquisa ndo trazem risco
adicional as pessoas submetidas as investigagdes, pois os procedimentos
programados — exame clinico, coleta de escarro para baciloscopia e cultura ja
foram exaustivamente testados e consagrados para uso nas agdes de Saude
Publica. Na atualidade, estes procedimentos estdo amplamente incorporados
as agoes de saude desenvolvidas nos Programas de Controle da Tuberculose

no ambito do Sistema Unico de Saude.
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Os laboratérios envolvidos possuem condigbes de biosseguranca
adequadas, sendo que o Laboratério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/
FIOCRUZ e do Instituto Adolpho Lutz sdo de nivel 3.
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7. CRONOGRAMA

Quadro 2 : Distribuicdo das atividades do projeto nos meses/anos 2008-2010

Atividades

Agosto 2007 -
Julho 2008

Agosto-
Dezembro/ 2008

Janeiro —
Dezembro/ 2009

Janeiro —
Dezembro/ 2010

Padronizacéo dos instrumentos e
treinamento da equipe de campo

Coleta dos dados e amostras clinicas

Isolamento e identificacdo das cepas de
M. tuberculosis

Organizagao do banco de amostras e
extracao do DNA

Analise por RFLP

Compilacéo dos resultados e analise
estatistica

Revisao bibliografica e elaboragéo de
trabalho cientifico
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ANEXOS



Anexo 1: Questionario clinico-s6cio demografico

Universidade Federal da Bahia

Instituto de Satide ColetivaRua Basilio da Gama, SN, Canela - 40.110-170 Salvador- Bahia- Brasil -
Zr(071) 3283-7445
Informagées: Dra. Susan Pereira ; Enf2 Rosana Mota (8124-5982)

[l. DADOS GERAIS ] [ Namero do questionario:  /  / / /

1. Unidade de Saude: [

2. Distrito Sanitario: [ ] 4. Numero do SINAN: [

~

3. Numero do prontuario: [ ]5. Data da coleta de dados: [ /

[ Il. DADOS PESSOAIS ]

6. Nome: [

7. Apelido: [ ]3 Ilda 9. DDcimento: / / :]

10. Sexo: (1) Masculino (2) Feminino

11. Naturalidade:[ }o inicio do tratamento: / 7/ :]

13. Nome da méae: [

Ill. DADOS DO DOMICILIO

14.

Enderego:

15. Numero 16. Complemento

17. Ponto de referencia.

(Centro comercial, Hospital,

Escola, Igreja, Posto de

gasolina, Farmacia, Oficina,

etc).

16, OEF | | | | — 1 | |

19. Telefones: Celular: ‘ Fixo:

Outro: ‘

20. Setor Censitario (Preenchido pelo digitador)

22. Cédigo do Bairro (Preenchido
pelo digitador):

21. Bairro:
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IV. DADOS SOCIO-ECONOMICOS

23. Estado civil: V.23
1. Solteiro 2.Casado/ Unido estavel 3. Separado / Divorciado 4. Viivo 5. Outros

24. Grau de escolaridade V.24
'1 . Analfabeto 2. Alfabetizagdo de adultos 3. Antigo primario 4. Fundamental ou 1° grau

incompleto 5. Fundamental ou 1° grau completo 6. Ensino médio ou 2° grau incompleto

7. Ensino médio ou 2° grau completo 8. Superior incompleto 9. superior completo

10. outros

25. Situagdo do domicilio: V.25
1. Préprio. 2. Cedido. 3.Alugado. 4. Em ocupagéo

5. Sublocado. 6. Narua 7. Outro

26. Numero de moradores V.26
27. Numero de cémodos V.27
28. Relagéo do entrevistado com a pessoa responsavel pela familia V.28
1. Pessoa responsavel 2. Cénjuge, Companheiro(a) 3. Filho(a), Enteado(a)

4. Pai, M&e, Sogro(a) 5. Neto(a), Bisneto(a) 6. Irmao, Irma 7. Outro parente

8. Agregado(a) 9. Pensionista 10. Empregado(a) doméstico(a) 11. Parente do Empregado(a)
doméstico(a) 12. Individual em domicilio coletivo

29. Qual a sua ocupacéo? (99 é o codigo para informagdo nao obtida) V.29
30. Rendimento Econémico Mensal (Pessoal): V.30
$

31. Realiza outra atividade remunerada? V.31
1. Sim 2.ndo Né&o Qual

32. Renda familiar atual (renda total de todos os moradores e de outras fontes)? V.32
$

V. HABITOS DE VIDA

Tabagismo

33. Vocé fuma? (se a resposta for “sim”, realiza ate a questdo “40” e passe para a 46, se a resposta for | V.33
‘ndo” passe para questao “41”)

1. Sim 2. Nao 8. Nao deseja responder

34. H& quanto tempo fuma? V.34
1.Menos de 6 meses . 2 .Mais de 6 meses 9. Ndo se aplica

35. Quanto tempo apds acordar vocé fuma seu primeiro cigarro? V.35
1. Dentro de 5 minutos 2. Entre 6 e 30 minutos 3. Entre 31 e 60 minutos

4. Apos 60 minutos 9. Néo se aplica

36. Vocé acha dificil ndo fumar em lugares proibidos como igrejas, bibliotecas, etc? V.36
1 Sim 2. Néo 9. Néo se aplica

37. Qual o cigarro do dia que traz mais satisfacgo? V.37
1. O primeiro da manha 2. Outros 9. Néo se aplica

38. Quantos cigarros vocé fuma por dia? V.38
1. Menos de 10 2.De 11a 20 3. De 21 a 30 4. Mais de 31 9. Néo se aplica

39. Vocé fuma mais freqlientemente pela manha? V.39
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1. Sim 2. Ndo 9. N&o se aplica

40. Vocé fuma, mesmo doente, quando precisa ficar de cama a maior parte do tempo? V.40
1. Sim 2. Nao 9. N&o se aplica
41. Vocé fumou alguma vez na vida? (se a resposta for “‘ndo” passe para questéo “44”) V.41
1. Sim 2. Nao 9. N&o se aplica
42. Quantos cigarros vocé ja fumou na vida? V.42
1. Menos de 100 cigarros 2. Mais de 100 cigarros 9. Néo se aplica
43.Héa quanto tempo vocé parou de fumar? V.43
1. Menos de 6 meses 2. Mais de 6 meses 9. Nao se aplica
44. Vocé convive com alguma pessoa que fuma? (se a resposta for “ndo” passe para a questdo “46”) V.44
1. Sim 2. Néo 9. Néo se aplica
45. Onde vocé tem contato com essa pessoa? V.45
1. Casa 2. Escola 3. Trabalho 4. Outro 9. Néo se aplica
Consumo de dlcool
46. Vocé costuma beber bebida alcodlica? (se a resposta for “ndo” passe para a questéo “63”) V.46
1. Sim 2.Nao 8. Nao deseja responder
47. Com que freqliéncia vocé bebe? V.47
1. Uma vez por més 2. Somente fins de semana 3. Mais do que nos fins de semana 4 . Todos os
dias. 5. Alcodlico Anénimo. 8. Nao deseja responder 9. N&o se aplica
48. Ha quanto tempo bebe? V.48
1. Semanas 2. Meses 3. Anos 7. Né&o sabe responder 8. N&o deseja responder
9. Néo se aplica
49. Tem sentido a necessidade de diminuir ou deixar de tomar bebidas alcodlicas? 1. Sim. 2.|1V.49
Néo. 7 . Nao sabe responder 8. Néo deseja responder 9. N&o se aplica
50. Existem pessoas que lhe tem criticado pela forma de como vocé bebe? V.50
1.Sim 2.N&o 7. N&o sabe responder 8. Ndo deseja responder 9. N&o se aplica
51. Vocé se sente culpado pela forma como vocé bebe? V.51
1. Sim. 2. Ndo. 7. Néo sabe responder 8. Nao deseja responder 9. Ndo se aplica
52. Tem precisado tomar um gole de bebida alcodlica nas primeiras horas da manha para acalmar | V.52
sSeus nervos ou a ressaca do dia anterior?
1. Sim 2. Néo 7 . Nao sabe responder 8. Ndo deseja responder 9. Néo se aplica
Drogas.
53. Vocé utiliza drogas?(se a resposta for ndo, passe para questdo 57) V.53
1.Sim 2. Néo. 8. N&o deseja responder
54. Qual o tipo? V.54
1. Maconha 2. Crack 3. Cocaina 4. Heroina 5. Outro

8. Ndo deseja responder 9. Néo se aplica
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55. Qual a via de uso?

V.55

1. inalantes 2. injetdveis 3. orais 8. Ndo deseja responder 9. Ndo se aplica
V.56
56. Hd quanto tempo utiliza drogas?
1. Semanas 2. Meses 3.Anos 7.Ndo sabe informar 8. Ndo deseja responder 9. Ndo se aplica
VI. HISTORIA DE CONTATO.
V.57
57. Vocé teve contato com alguém com tuberculose? (se a resposta for “ndo” passe para a questdo “63”).
1. Sim 2. Ndo 7. Ndo sabe informar 8. Ndo deseja responder
58. Com quantas pessoas? V.58
59. Quando esta pessoa esteve doente? V.59
1. Agora esta doente 2. Ha menos de um ano 3. H& um ano ou mais
4. Ha mais de cinco anos 7. Nao sabe informar 9. Néo se aplica
60. Qual o seu grau de contato com essa pessoa com tuberculose? (se a resposta nao for “mesmo V.60
domicilio” passe para a questao “62").
1. Mesmo domicilio 2. Vizinho 3. Colega de trabalho/ escola
4. Outro 8. Nao deseja responder 9. Nao se aplica
61. A pessoa com tuberculose dormia no mesmo cémodo com vocé? V.61
1.Sim 2. Néo 9. N&o se aplica
62. Por quanto tempo essa pessoa esteve em contato com vocé? Especificar. V.62
1. Semanas 2. Meses 3. Anos 7. N&o sabe informar 9. Ndo se aplica
VII. HISTORIA CLINICA
63. Vocé ja teve tuberculose antes? (se a resposta for “ndo”, passe para questédo "66”) V.63
1. Sim 2. Ndo
64. Ha quanto tempo? 1. Semanas 2. Meses 3. Anos 7. N&o sabe informar V.64
9. Néo se aplica
65. Vocé ja realizou tratamento para Tuberculose? 1.Sim 2. Ndo 9. Néo se aplica V,65
66. Inicio dos sintomas? V.66
1. Dias 2.Semanas 3. Meses 3.Anos 8. Ndo sabe informar 9. Ndo se aplica
67.Vocé tem apresentado febre? (se a resposta for “ndo” siga para a questdo “69”) V.67
1.- Sim 2. Nao
68. Tempo de febre? Especificar. V.68
1.Dias 2. Semanas 3. Meses 9. Néo se aplica
69. Vocé tem apresentado tosse? (se a resposta for “ndo” passe para a questdo “73’) V.69
1. Sim 2. Ndo
70. A tosse é com escarro? (se a resposta for “ndo” passe para a questéo “72”) V.70
1. Sim 2. Ndo 9. N&o se aplica
71. O escarro é com sangue? V.71
1. Sim 2. Nao 9. Néo se aplica
72. Tempo de tosse? V.72

1.Dias 2. Semanas 3. Meses 4. Anos 9. Nao se aplica
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73. Tem aumento de ganglio? (se a resposta for “ndo” passe para a questao “75”)
1. Sim 2. Néo

V.73

74. Que parte do corpo refere aumento de gdnglio?
1.Axilar 2.Inguinal 3. Pescogo 4. Outros 9. Néo se aplica

V.74

75. Vocé sua além do normal a noite?
1. Sim 2.Nao

V.75

76. . Vocé esta perdendo peso?
1. Sim 2.Néo

V.76

77. Vocé tem outro sintoma?
1. Sim 2.Nao

Se a resposta for positiva, especifique:.

V.77

78- Vocé usou algum medicamento para tratar a doenga atual antes de vir a esta unidade? (se a
resposta for “ndo” passe para a questao “80”)

1. Sim 2. Nao

V.78

79. Qual o medicamento vocé usou?

1. Isoniazida 2. Rifampicina 3. Etambutol 4. Pirazinamida 5. Estreptomicina
6.Etionamida 7. Nao sabe informar 8. Outro
especifique)

V.79

80. J4 fez teste de AIDS alguma vez?

1. Sim 2. Néo 7. Nao sabe informar 8. Nao deseja responder

V.80

Vill. DADOS SOBRE O ATENDIMENTO

81. A pessoa por quem vocé foi atendido (a) é: ( em relagdo ao primeiro atendimento )

1. Médico (a) 2. Enfermeiro(a). 3. Outro. Especificar

82. Quando comegou com esta doenca, quais 0s servigos de salide que procurou? numera por ordem de procura)
10

20

30

40

50

83. Esse servigo de salide é o mesmo que procura na maioria das vezes que adoece? (se a resposta | V.83
for sim” passe para a questdo “85”)

1. Sim 2. Néo

84. Qual o servigo de satide que procura na maioria das vezes que adoece? V.84
85. Vocé recebeu visita da equipe de saude na sua casa? (se a resposta for "ndo” passe para a | V.85
questédo “88”)

1. sim 2. ndo

86. Que profissional o visitou? V.86
1. médico 2. Enfermeira 3. Agente Comunitario de saude 4. Outro 7. ndo sabe informar 9. Ndo se
aplica

87. Especifique o programa a que o profissional pertence: V.87

1. PSF 2. PACS 3. Nenhum 4. Outro 7. ndo sabe informar 9. Nao se aplica
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IX. EXAMES REALIZADOS

88. Baciloscopia Diagnéstica | V.89
12 / / ( ) 1. Negativa ( ) 2. Positiva Cruzes
22 / / ( ) 1. Negativa ( ) 2. Positiva Cruzes

89. Cultura: V.89
1. Positiva 2. Negativa 3. Nao realizada

90. Material da coleta? V.90
1. Escarro 2.0utros

91. Realizou PPD? (Se a resposta for “ ndo” passe para a questdo “93”) V.91
1. Sim 2. Nao 8. Nao sabe informar

92. Resultado do PPD? V.92
1. Positiva 2. Negativa 9. Néo se aplica mm

93.Verificar se a pessoa tem cicatriz vacinal da BCG. V.93
1. Sim 2. Ndo

94. Quantas cicatrizes? V.94
1. Uma 2. Duas 3. Nenhuma 4. Duvidoso

95. Radiografia: (se a resposta for “ndo realizou” passe para a questio “97”) V.95
1. Suspeita 2. Normal 3. Néo realizou

96. Padréo radiolégico? V.96
01. Normal 02. Infiltrado local 03. Infiltrado difuso

04. Cavidade utnica 05. Cavidade mdltipla 06. Miliar

07. Nodular 08. Adenomegalias 09. Derrame pleural

10. Outros 99. N&o realizado

97. Sorologia para HIV : (ELISA /Imunofluorescéncia ou WESTERN BLOT) V.97
1. Positiva 2. Negativa 3. Inconclusiva 4. N&o realizada

98. Forma clinica da tuberculose: V.98
1. Pulmonar 2. Extrapulmonar 3. Pulmonar + Extrapulmonar

99. Outros exames nédo especificados acima (Ex : PCR, Broncoscopia) V.99
1. Positiva 2. Negativa 9. N&o se aplica

100. Esquema de Tratamento: V.100
1. | (tratamento inicial) 2. Outro
X.PERCEPGAO /CONHECIMENTO SOBRE A DOENGA

101. Cor da pele (referida pelo paciente) V. 101
1. Branca 2. Preta 3. Amarela 4. Parda 5. Indigena

102. O entrevistado ou algum membro da familia morou : V.102
1. na rua? 2. em albergues? 3. na prisdo? 9. N.S.A.

103.Como vocé acha que se transmite (“que se pega’) tuberculose? V.103
1. Exposigao a tosse, espirros de pessoas infectadas.

2. Contato com utensilios para comer, dormir, roupas, toalhas, etc.
3. Contato com fezes ou urina de pessoas infectadas
4. Contato casual com pessoas infectadas
5. Contato sexual com pessoas infectadas
6. Outro (especificar):

104. Vocé tem preferéncia por lugares: V.104
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1. Pouco povoados 2. Muito povoados

105. A tuberculose pode ser comparada com qual das doengas abaixo: V.105
1. Pneumonia
2. Céncer
3. Resfriado comum
4. Diabetes
5. HIV/ Aids
6. Problemas cardiacos
7. Outra (especificar):
106. Vocé tem tido fome exagerada? V.106
1. Sim 2.Néo
107. Vocé tem bebido muita agua? V.107
1. Sim 2.Néo
108. Vocé tem perdido peso mesmo comendo muito? V.108
1. Sim 2.Nédo
109. Vocé tem machucados ou feridas que demoram em curar? V.109
1. Sim 2.Nédo
110. Vocé tem tido fadigas ou dores nas pernas? V.110
1. Sim 2.Nédo
111 . Vocé tem diagndstico de diabetes? V.111
1. Sim 2.Nédo
112. Ha quanto tempo foi diagnosticado? V.112
1.Dias 2. Semanas 3. Meses 4. Anos 9. Ndo se aplica
113 . Vocé esta recebendo medicamentos para diabetes? V.113
1. Sim 2.Néo
114. Quais medicamentos? V.114
1. Comprimidos 2.Insulina 3. Os dois 4. Nenhum 9. Néo se aplica
115. Se ndo recebe medicamento o que faz para se controlar? V.115
1. Homeopatia 2.Dieta 3. nada 9. ndo se aplica
116.Vocé tem algum parente com diabetes? V.116
1. Sim 2.Néo
117. Glicemia com jejum? V.117
mg/dl
118. Glicemia sem jejum? V.118
mg/dl
119. Colocar o peso do entrevistado V.119
Kg
120. Colocar a altura do entrevistado? V.120

metros

136




121. O entrevistado (ou a familia — que more no mesmo domicilio) possui:
. Radio (quantos? )

. Televisao (quantas? )

. Fogédo (quantos? )

. Geladeira (quantas? )

. Telefone fixo (quantos? )

. Telefone celular (quantos? )

7. Maquina de lavar roupa (quantas? _____ )
8. Forno de microondas (quantos? )
9. DVD (quantos? )

10.Filmadora de video (quantas? )
11.Computador (quantos? )

12.Carro (quantos? )

D O A W N
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Anexo 2: Protocolo RFLP IS6110

2.1 Extragcao do DNA cromossomal

Os isolados de M. tuberculosis que apresentaram crescimento visivel no
cultivo em meio Léwestein-Jensen (LJ), foram submetidos a extragdo do DNA,
na qual duas algadas cheias da massa bacteriana foram transferidas para tubo
de microcentrifuga com 500 uL de tampéo TE 1X [10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
pH 8,0] e em seguida incubado em banho-maria a 80°C por 30 minutos para
inativagdo de todas as células.

A lise bacteriana foi realizada através da adicdo de 70 uL de lisozima (10
mg/mL) estocada a - 20° C e incubagédo por 18-24 horas a 37°C. Apds este
periodo, adicionou-se 90 uL de solugdo de SDS 10%/ Proteinase K (10 mg/mL)
e incubou-se em banho-maria a 65°C por 15 minutos.

Em seguida, foram acrescentados 100 uL de NaCl 5M e 100 pL de
CTAB pré - aquecido a 65°C para a complexacdo de proteinas e lipideos.
Entao, a mistura foi agitada novamente e incubada em banho-maria a 65°C por
15 minutos. Nesta etapa a mistura assumiu aspecto leitoso, onde foram
pipetados 700 uL da solugédo de cloroférmio/ alcool isoamilico (24:1) seguidos
de homogeneizagao e centrifugagdo por 10 minutos a 12.000 rotagbes por
minuto (RPM).

Apos a centrifugagdo, 500 uL da fase aquosa foi transferida para um
novo microtubo esterilizado e adicionou-se 10 uL de RNAse, com posterior
incubacédo a 37°C por 1 hora. Em seguida, foram acrescentados 450 uL de
isopropanol para precipitacdo dos acidos nucléicos, a mistura foi
homogeneizada por inversao e incubada por 18-24 horas a -20°C. Em seguida,
centrifugou-se por 30 minutos a 12.000 RPM, removeu-se o sobrenadante por
inversdo e lavou-se o sedimento com 500 puL de etanol 70% previamente
resfriado a — 20 °C, para lavagem do DNA precipitado. Centrifugou-se
novamente por 30 minutos a 12.000 RPM para remover o etanol, sobrenadante

foi desprezado e o pellet secou a temperatura ambiente.
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Apos estar completamente seco o precipitado sera ressuspendido em 50
uL de tampao TE 1X. O DNA extraido foi mantido a 4°C antes da quantificagao

por 48 horas.

2.2 Quantificagao e digestao

Para determinar a concentragdo de DNA, 2 ulL das preparagdes
purificadas como descrito no anexo 2.1, foram diluidos em 198 uL de agua
destilada estéril e submetidos a leitura da absorbéancia em espectrofotémetro
especifico (GeneQuant Il, Pharmacia Biothec). Aproximadamente 5 ng de DNA
de cada preparacéo foi transferido para microtubos estéreis e adicionou-se : 5
unidades (U) da enzima de restricdo Pvu Il, 2 uL da solugdo tampéao especifica
da enzima e um volume de agua purificada estéril para completar o volume
final de 20 pL. Os tubos foram incubados em banho - maria a 37°C por quatro

horas.

2.3 Eletroforese e transferéncia para a membrana

Apods a incubagao foram acrescentados em cada tubo, 4 uL de solugao
de arraste (azul de bromofenol) e aplicados nos orificios do gel de agarose
(20X20 cm) a 1% em solugdo tampdo TAE [Tris-Base,acido acético
glacial,EDTA 2.H,0] diluida 10 vezes. Em cada gel, foi incluido o DNA da cepa
de referéncia M.tuberculosis 14323 na 10 posicdo e ambas laterais. A
separagao por eletroforese foi realizada a 30 V, durante 20 horas em
temperatura ambiente.

Os procedimentos para despurinacdo, desnaturacdo, neutralizagdo e
transferéncia dos fragmentos de DNA separados no gel de agarose para a
membrana de nailon foram realizados, utilizando-se o equipamento VacuGene
XL Vacuum Blotting System (Pharmacia Biothec), conforme instru¢cdes do
fabricante. Cada gel foi colocado sobre uma membrana de nailon positivamente
carregada, previamente tratada com agua e solugdo salina 20 vezes
supersaturada [NaCl 3M, Na-citrato 0,3M - pH 7,0]. O sistema foi estabilizado

em pressao de 50 mbar, enquanto o gel sofreu despurinagédo com HCI 0,25 M,
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por 7 min. Depois foi desnaturado com NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M por 7 min e
neutralizado com Tris 1,0 M e NaCl 1,5 M (pH 8,0), por mais 7 min. A
transferéncia foi realizada com solugédo salina 20 vezes supersaturada [NaCl
3M, Na-citrato 0,3M - pH 7,0] durante 30 min.

Para a fixagdo dos fragmentos de DNA, as membranas foram expostas a
120.000 pjoules de radiagao ultravioleta (Stratalinker UV crosslinker,modelo

1800,Stratagene, La Jolla, CA, EUA) por aproximadamente 20 segundos.

2.4 Preparo da sonda genética

2.4.1 Amplificagcao do DNA

O DNA utilizado como sonda consiste em uma sequéncia de 245 pb do
elemento de insercdo IS6770 e foi preparado pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) com a utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores, descrito
por van Embden et al (1993).

- INS1 (5" CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC)
- INS2' (6" GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA)

Procedeu-se a extracdo de DNA da cepa padrago ATCC de M.
tuberculosis que contenha o gene /S6770, conforme protocolo descrito no
anexo 2.1.

Em seguida, realizou-se de 10 reagbes de PCR utilizando os primers
INS1 e INS2 e os reagentes: solugdo tampao 10 X (Tris-HCI 10 mM — pH 8.3,
KCI 50 mM, MgCl;, 1,5 mM), MgCl, 1 mM, 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfatado (dATP, dCTP, dGTP,dTTP), 25 pmoles de
cada oligonucleotideo iniciador (INS1 e INS2), 25 pmoles dos primers Ris1 e
Ris 2, 1,0 U de Taq DNA-polimerase e agua ultrapura estéril para completar o
volume de 45 pulL.

Os 50 uL de cada reagao foram misturados em microtubo esterilizado.

Adicionou-se 50 L de acetato de sodio 3M, 1,1 mL de etanol 100% resfriado a

140



-20°C e misturou-se por inversao. A solucdo foi mantida a -20°C por 18-24
horas.

Centrifugou-se a 12.000 RPM por 30 minutos a 4°C e apds este periodo
o sobrenadante foi desprezado, o pellet lavado uma vez com etanol 70%
resfriado e submetido a outra centrifugacéo.

Apos secagem em temperatura ambiente, o sedimento foi ressuspendido
em 500 uL de tampéo TE [10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8,0] e a sonda foi

estocada a -20°C até o momento do uso.

2.4.2 Purificagao e marcagao da sonda de DNA

Para a marcagdo com digoxigenina (D1G) 11-dUTP (Genius DNA
Labelling and Detection Kit, Boehringer Mannheim), aproximadamente 1 ug da
sonda de DNA, com a concentragao determinada conforme anexo 1.2, foi
desnaturado pela fervura por 10 minutos e submetido a um resfriamento rapido
em banho de gelo com cloreto de sédio.

Em seguida foram adicionados os seguintes reagentes: 2 yl da mistura
de hexanucleotideo, 2 ul da mistura de desoxirribonucleotideo, 1 ul do reagente
contendo o fragmento Klenow da DNA Polimerase | (Genius DNA Labelling and
Detection Kit, Boehringer Mannheim) e agua ultrapura esterilizada para
completar o volume para 20 pl.

Apoés incubagédo do tubo em banho-maria a 37°C por 18hs, o DNA -
sonda foi precipitada com 2,5 pl de cloreto de litio 4M e 75 yl de etanol 100%
refrigerado e apdés homogeneizagéo, a mistura foi mantida a —20°C por 18 h. O
sedimento obtido pela centrifugagcédo a 12.000 RPM por 30 minutos, foi lavado
com etanol 70% refrigerado, mantido a temperatura ambiente para secagem,
suspenso em 50 ul de solugao tampéo Tris-EDTA mais docecil sulfato de sodio

e armazenado a —20°C.

2.4.3 Quantificagao da sonda de DNA marcada

Para a determinacdo da concentracdo da sonda de DNA marcado, as

preparacgdes obtidas como descrito no anexo 2.4.2 foram diluidas em séries
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(raz&o 10) em solugao tampéo especifica (Genius DNA Labelling and Detection
Kit, Boehringer Mannheim) e 1 pyl de cada diluicdo foi aplicado em uma
membrana de nailon positivamente carregada. Apos a fixagdo do DNA como
descrito no anexo 1.3, a membrana foi colocada em uma placa de petri
umedecida com tampdo 1 [NaCl 150 mM, Acido Maléico 100 mM pH 7.5] e
imersa em 10 ml da solucdo tampao 2 [NaCl 150 mM, Acido Maléico 100 mM
pH 7.5, solugéo bloqueadora 10%] por 5 minutos.

O anticorpo contra DIG (DIG DNA Labelling and Detection Kit,
Boehringer Mannheim) conjugado a fosfatase alcalina, diluido 1: 5.000 em
tampéao 2 foi adicionado e depois de 5 minutos, retirado com a realizagdo de
duas lavagens consecutivas da membrana com tampao 1 por 5 minutos. O
tampao 3 [Tris-base 100 mM, NaCl 100 mM pH 9.5] foi adicionado e retirado
apos dois minutos. A revelagdo da reagéo antigeno-anticorpo foi realizada pela
adicdo de 10 ml da solugao de revelagao [Tris-base 100 mM, NaCl 100 mM pH
9.5, Nitrobluetetrazoulium e X-fosfatase].

A membrana foi mantida ao abrigo da luz e examinada periodicamente
quanto ao aparecimento de cor. Apds secagem da membrana, estimou-se a

concentragdo de DNA seguindo a escala de cores fornecida pelo fabricante.

2.5 Hibridagao do DNA bacteriano com a sonda de DNA marcada

As membranas contendo os fragmentos de DNA preparadas como
descrito no anexo 1.3, foram acondicionadas em cilindros de vidro, com a face
contendo DNA voltada para cima. Depois de umidificadas com a solug¢ao salina
2 vezes supersaturada [NaCl 0,3 M, Na-citrato 0,03M - pH 7,0] as membranas
foram incubadas com 10 mL da solucéo de hibridacéo [formamida, solugao 20X
SSC, solugédo bloquedora 10%, n-Lauroiosarcosina 10% e SDS 10%] a 42°C
por 2 hora em forno de hibridagao. Apds retirar a solugao, foram acrescentados
10 mL de solugéo de hibridagdo contendo aproximadamente 15 ng de sonda
de DNA marcada previamente, desnaturada (100°C por dez minutos e
resfriamento em banho de gelo por cinco minutos). Apds hibridagao a 42°C por

um periodo de 18-20 h, as membranas foram lavadas quatro vezes.
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As duas primeiras lavagens foram realizadas com 50 mL de solugédo 2X
SSC - 0,1% SDS a temperatura ambiente por 5 minutos e as duas lavagens
com 50 mL de solugédo 0.5 X SSC - 0,1% SDS a 68°C por 15 minutos. Apds o
tratamento com 50 mL da solucdo tampao 1 [NaCl 150 mM, Acido Maléico 100
mM pH 7.5] por 5 minutos, as membranas serdo mantidas em 90 mL da
solugdo tampdo 2 [NaCl 150 mM, Acido Maléico 100 mM pH 7.5, solugdo
bloqueadora 10%] a temperatura ambiente por 30 minutos. Esta solugéo foi
substituida por 10 mL da solugéo tampao 2 contendo 2 pl do anticorpo contra
DIG conjugado a fosfatase alcalina.

Apos incubagao a temperatura ambiente por 30 minutos, as membranas
foram submetidas a duas lavagens em 50 mL de solugdo tampéao de lavagem
[NaCl 150 mM, acido maléico 100 mM pH 7.5 e Tween 20] a temperatura
ambiente por 15 minutos, retiradas do tubo de vidro e colocadas em um
recipiente de vidro contendo 20 mL de solugéo tampao 3 [Tris-base 100 mM,
NaCl 100 mM pH 9.5] com cloreto de magnésio por 4-5 minutos.

A revelagdo da reagao antigeno-anticorpo foi realizada pela adigdo de 10
mL da solucdo de revelacdo [Tris-base 100 mM, NaCl 100 mM pH 9.5,
Nitrobluetetrazoulium e X-fosfatase]. A membrana foi mantida ao abrigo da luz
e examinada periodicamente quanto ao aparecimento de cor por 30-60 minutos

A reacéo foi interrompida pela lavagem com tampao TE [10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA pH 8,0] e apods revelagdo colorimétrica, a membrana foi
armazenada a 37°C ao abrigo da luz para secagem.
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Anexo 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE SAUDE COLETIVA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Sr. (a)

Estamos lhe convidando para participar de uma pesquisa que possui como objetivos estudar a
distribuicdo de casos de tuberculose e estudar as caracteristicas relacionadas a ocorréncia e
transmissao da TB na populagdo adulta da cidade do Salvador. Para alcangar tais objetivos, se
fara uso de um formulario composto por perguntas fechadas, através de entrevista com os
participantes, contendo perguntas relacionadas com a identificacéo pessoal do participante,
presenca ou auséncia de sintomas, aspectos socio economicos e histéria de contato. Os
exames realizados no Centro de Sadde onde o senhor (a) &€ acompanhado ser&o consultados e
os resultados serdo anotados. Informamos que as informacdes coletadas servirdo Unicamente
aos fins da pesquisa e, os relatérios emitidos ou trabalhos que porventura venham a ser
divulgados ndo conterdo referéncia aos dados de identificag&o individuais. Esclarecemos que 0
Senhor (a) poderéa recusar a participagdo nesta pesquisa, sem nenhuma implicagéo quanto ao
seu acompanhamento nas Unidades de Salde onde esta pesquisa esta sendo realizada,
sendo a sua participacéo livre e voluntaria. Todas as informacgdes obtidas s&o confidenciais,
utilizando todos os principios que regem a Resolugdo do Conselho Nacional de Saude n° 196/
96. Esta pesquisa terd a orientagdo, acompanhamento e assisténcia dos Profs. Mauricio L.
Barreto e Prof® Susan Martins Pereira.
Se vocé tiver alguma divida em qualguer momento desta pesquisa deve ligar para o

telefone (71) 32637445 e falar com os responsaveis por este trabalho.

TERMO DE CONSENTIMENTO
Declaro que estou suficientemente esclarecido sobre o que esta pesquisa deseja fazer e
que consinto de forma voluntaria a fazer parte da mesma.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou representante legal

Impressao Dactiloscopica

Salvador, de de 2007.
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