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Resumo

Este estudo retrospectivo envolvendo polimorfismo de fragmento de restri¢iio e utilizando como marcador a seqiiéncia de insercdo 6770, foi
realizado para fornecer informacdes iniciais quanto a diversidade genética das cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas em favelas do
Complexo de Manguinhos, na cidade do Rio de Janeiro. Das 67 cepas isoladas, 23 (34,3%) apresentaram c/usters (total de c/usters, 10). A
transmissdo entre comunicantes domiciliares e extra-domicialiares estave associada a 20% e 60% dos c/usters, respectivamente. Ser morador
do Conjunto Habitacional Programado 2 foi associado a presenca de c/usters. Embora nio significativo, € relevante o fato de que 26% das
cepas em c/uster apresentaram resisténcia primaria. Estes achados, embora possivelmente subestimados devido a impossibilidade de analisar
todas as cepas, fornecem subsidios para a melhoria do programa local de controle da tuberculose.

Descritores: Tuberculose; Epidemiologia molecular; Mycobacterium tuberculosis/transmissdo; Polimorfismo de Fragmento de Restricdo.

Abstract

This retrospective molecular study involving restriction fragment length polymorphism, using insertion sequence 6770 as a marker, was
conducted in order to provide an initial insight into the genetic diversity of Mycobacterium tuberculosis strains isolated in the slums of the
Complexo de Manguinhos, located in the city of Rio de Janeiro, Brazil. Of the 67 strains evaluated, 23 (34.3%) were found to belong to
dusters (total clusters, 10). Household and social chains of transmission were associated with clustering, in 20% and 60%, respectively. Living
in the Conjunto Habitacional Programado 2 slum was associated with clustering. Although not significant, it is relevant that 26% of the
clustered strains presented primary resistance. These findings, although possibly underestimating the prevalence due to the failure to analyze
all strains, could help improve the local tuberculosis control program.

Keywords: Tuberculosis; Epidemiology, molecular; Mycobacterium tuberculosis/transmission; Polymorphism, Restriction Fragment Length.

A tuberculose (TB) ainda é uma doenca associada com
superpopulacdo, ma nutricdo e mas condicdes de moradia,
ocorrendo primariamente em paises em desenvolvimento.
Entretanto, enquanto houver individuos com TB ativa, a
Mycobacterium tuberculosis continuarda no mundo, ja
que, devido a sua natureza aerdgena, a transmissdo de TB
encontra poucas barreiras que inibem sua ampla dissemi-
nacdo dentro da comunidade.

O Brasil ocupa a 222 posicdo entre as taxas globais de
incidéncia da TB. A maioria (39.836) dos novos casos de
tuberculose no Brasil foram registrados na regido sudeste, e
o estado do Rio de Janeiro ¢ o segundo maior contribuinte
na regido, com uma taxa de 99/100.000 habitantes.!"”
Entretanto, em algumas comunidades de baixa renda
do Rio de Janeiro, como o Complexo de Manguinos
(CM), uma drea urbana composta por 12 favelas, a taxa
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excede os 150/100.000. De acordo com estudos
anteriores,®¥ os casos de TB nesta area se concen-
travam em duas favelas, o Conjunto Habitacional
Programado 2 (CHP2), e o Parque Carlos Chagas,
as duas comunidades mais pobres da area, de
1986 a 1994, enquanto de 2000 to 2002, a inci-
déncia naquelas favelas, apesar de ainda alta, decaiu,
e indices similares ou mais altos surgiram em outras
favelas, sugerindo que a TB continua sendo endé-
mica nesta area, tornando-a um alvo interessante
para estudos epidemioldgicos.

Localizada na Zona de Saude 3.1,% que est3
situada na zona norte da cidade do Rio de Janeiro,
o CM tem 42.100 habitantes distribuidos em apro-
Xximadamente 8.000 casa com aproximadamente
5 pessoas por casa. O Programa de Controle da
Tuberculose (PCT) nesta area é operado pelo
Centro Saude Escola Germano Silval Faria/Escola
Nacional de Satude Publica/Fundac¢io Oswaldo Cruz
(CSEGSF/ENSP/Fiocruz). O CSEGSF serve prioritaria-
mente a populacdo do CM e é integrado ao Programa
de Saude da Familia. O PTC promove a vacinagao
pelo bacilo de Calmette-Guérin e a busca passiva
de casos. No presente estudo, a tipagem molecular
retrospectiva de 67 isolados de M. tuberculosis,
baseada no polimorfismo do comprimento de frag-
mentos de restricio (RFLP, restriction fragment
length polymorphism), foi aplicada a fim de fornecer
uma imagem inicial da transmissdo nesta area.”>® As
amostras foram obtidas em um estudo anterior” e
representam 31% de todos os casos diagnosticados
entre outubro de 2000 e dezembro de 2002.

O uso de DNA fingerprinting resultou em dez
clusters, totalizando 23 (34,3%) das 67 cepas. Dentre
estas 23, o padrdo de RFLP apresentou 100% e 95%
de similaridade em, respectivamente, 16 e 7 cepas,
A maioria dos c/usters mostrou um numero de
copia da seqliéncia 6770 (S6770) variando entre 8 e
16 (média, 11), e apenas um c/uster exibiu 2 copias
da 1S6770. As idades dos pacientes variaram de
18 a 77 anos (média, 36 + 14 anos), e 65,7% eram
homens. Todos os pacientes foram testados para o
HIV, e 6% eram soropositivos.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos
pacientes analisadas pelo fator de risco (Tabelal),
de acordo com os padrdes do RFLP e dos isolados
de M. tuberculosis, mostraram que morar em
comunidades faveladas como o CHP2, a Mandela
de Pedra, o Parque Oswaldo Cruz, a Vila Turismo
e Nelson Mandela aumentou em 4 vezes a proba-
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bilidade de presenca de c/uster em comparacio a
outras comunidades (OR = 4,2; 1C95%: 0,9-20,9;
p = 0,048), apesar da maior parte dos pacientes
com cluster (11/23, 47,8%) terem sido identificados
no CHP2. Ser do sexo feminino teve forte corre-
lacdo com a presenca de c/uster (OR = 6,0; 1C95%:
1,7-21,7; p = 0,002). Apesar de nio ter havido
associacdo significativa entre a presenca de cluster
e resisténcia a drogas (OR = 3,4; 1C95%: 0,9-12,8;
p = 0,069), deve-se ter em mente que 40% dos
clusters incluiam cepas com resisténcia primaria,
totalizando 26% (6/23) dos pacientes com presenca
de cluster (Tabela 2).

A proporcdo dos casos com c/usters foi de 34,3%
ou 31,3%, dependendo se cepas com apenas 2 copias
foram incluidas ou ndo na andlise. Cepas com um
padrio genotipico de baixo bandeamento de RFLP
sdo melhores discriminados usando-se um método
de tipagem como o spo/jgotyping ou tipagem mico-
bacteriana de unidades repetitivas intercaladas,®
nenhum dos quais foi aplicado no presente estudo,
ja que apenas dois pacientes abrigavam cepas com
menos de 6 copias da S6770 e ndo tinham ligacio
epidemiologica (Tabela 2). O numero de cepas pode
ter sido subestimado devido ao pequeno tamanho
da amostra e ao periodo de estudo relativamente
curto. Entretanto, nossos achados estdo de acordo
com as propor¢des recentemente descritas para
transmissdo em paises em desenvolvimento (20%
a 380%), apesar de informacdes ligando pacientes
com presenca de c/uster ndo serem normalmente
disponiveis.®'? A presenca de poucas cepas com
presenca de baixo numero de cépias foi descrita em
estudos anteriores realizados no Brasil bem como
em outros paises. Entretanto, um estudo feito na
India mostrou ntimeros maiores.°'?)

A tuberculose clinicamente ativa predominou
em homens jovens no CM. Entretanto, houve um
numero significativo de casos de mulheres com
presenca de c/uster na presente investigacio, o que
provavelmente reflete o confinamento da mulher
na comunidade, levando a maior exposicdo e trans-
missdo. A presenca de c/uster tem sido associada
a idade, tratamento prévio e esfregacos bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) positivos, apesar
de relacdes epidemioldgicas dificilmente estabele-
cidas.'*1319 Em nosso estudo, estar infectado com
uma cepa resistente e ter um esfregaco BAAR posi-
tivo ndo se relacionaram significantemente com
a presenca de c/uster. Entretanto, os isolados de
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Tabela 1 - Dados demograficos, clinicos e microbioldgicos dos pacientes moradores do Complexo de Manguinhos, Rio
de Janeiro (2000-2002), de acordo com polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricdo em c/usterbaseado

na seqliéncia 6770.

Fator de Risco Cluster Sem (luster 0dds Ratio P
(n=23) (n = 44) (1C95%)

Comunidade 0,048
CHP2*/MP/POC/VT/NM 20 27 4,2 (0,9-20,9)
Ex-Comb/PCC/PJG/SM/VU 3 17 1,0

Sexo
Masculino 9 35 1,0
Feminino 14 9 6,0 (1,7-21,7) 0,002

Idade (anos)
<30 24 1,0
> 30 15 20 2,2 (0,1-7,3) 0,200

Tratamento anterior
Nio 18 36 1,0
Sim 8 1,2 (0,3-5,1) 0,752

Situacdo de HIV
Negativo 22 34 1,0
Positivo 1 3 0,5 (0,1-6,2) 1,000
Desconhecido 0

Baciloscopia de escarro
Negativo 4 9 1,0
Positivo 19 35 0,9 (0,2-4,4) 1,000

Resisténcia as drogas
Sensivel 14 37 1,0
Resistente 9 7 3,4 (0,9-12,8) 0,069
Primario 4 2
Adquirida 4 5
MR 3 5

CHP2: Conjunto Habitacional Programado 2; Ex-Comb: Ex-Combatente; MP: Mandela de Pedra; NM: Nelson Mandela; PCC:
Parque Carlos Chagas; POC: Parque Oswaldo Cruz; SM: Samora Machel; VT: Vila Turismo; VU: Vila Unido; e MDR: multirresisténcia.
*CHP2 foi responsavel por 11 dos 20 pacientes com presenca de c/uster.

M. tuberculosis ndo estavam disponiveis para todos
os pacientes diagnosticados no periodo. Portanto,
pode haver uma tendéncia de se subestimar a
proporcao de cepas resistentes em um dado c/uster.
Apesar do fator estar infectado com uma cepa resis-
tente ndo se correlacionar significantemente com
a presenca de c/uster, vale observar que 40% dos
clusters estavam envolvidos na transmissdo de resis-
téncia primaria, incluindo cepas multirresistentes
(MRs—Tabela 1). A transmissdo de cepas resistentes
leva a problemas relacionados ao abandono do
tratamento, refletindo o fracasso por parte do PCT
local.” Um resultado similar sobre a genotipagem
de cepas MRs foi descrito em um estudo anterior
realizado no Brasil."® Entretanto, os autores daquele
estudo descobriram que a ocorréncia de MRs estava

significativamente associada com tratamento prévio
de TB, bem como com o fracasso deste.

Um estudo epidemioldgico demonstrou que a
transmissdo doméstica estava associada com 20%
dos clusters, e que 60% destes estavam envolvidos
na cadeia social de transmissdo, a maioria com uma
ligacdo epidemiologica potencial, como demons-
trado na Tabela 1. Outros estudos relataram que
as ligacoes podia claramente ser confirmadas com
apenas um pequeno numero de casos de clusters,
ja que o contato casual ¢ dificil de ser avaliado
através da entrevista convencional aplicada em
nossa investigacdo.'® Em nosso estudo, este pode
ter sido o caso dos c/usters 11l e V, que compre-
endiam pacientes que moravam geograficamente
proximos e, portanto, possivelmente faziam parte

J Bras Pneumol. 2008;34(12):1063-1068



Mendes JM, Machado SMA, Lourenco MC, Ferreira RMC, Fonseca LS, Saad MHF

1066

“(wistydiowAjod yibua| Juswbel) uodLISAL) 0e3LIsAL Ap sojudwbely ap ojudwdwod
op ouwsylowljod : 474y ‘eRUINDIS :3S {ienon oeor anbied :Drd fowsuny BIA A ([RYIBAl BIOWES NS ‘Zni1) oplemsQ anbied :D)0d ‘BISPUBIAl UOS[IN AN ‘B1p3d 3P B[RPUB :dIA
‘¢z opeweibold [euoelqeH ojunfuo) :zdH) ‘epuinbpe epUISISA I, fouewld JUASISAL Dy f(ALM/HNIL ud)sisaunw Y f[oinquield :giAg ‘eutduwiejll t[y ‘epizeiost :HNL
feuiwo)danss :\q ‘sefoip Se [JAISUIS S f0SOUABLUL DAL ‘AIBLDILOP-BIXD [AISSOd 194 ‘OPEUWILUOD IBlRIWOP-_NXd )] ‘Opeuuyuod odnsywop :)q ‘edtbojoiwapids oeN N

wHLd
‘14¥ L0oz/oz/LL 100Z/82/L0 (W) (8€) (c0) (z€ ded)
N sebolp wa epewIA  TdHD LA SBIAR # BUIXQL ‘HNI 000z/oL/LL oooZ/Lo/ll (d) (2¥) (20) 001 (1€ "2ed) IIX
. «HNL  200T/81/50 200T/10/¥0 (W) (1¥) (96) (0€2ed)
8C 2MUIDE EP OLUL EIIGEIQ se[ane) «HNL 1002/12/50 1002/10/10 (4) (££) (11) (6773ed)
ad 2a OJuduwelel} 0 NOUOPUeqyY Dfd CdH) ~ # BSEd BWSIN wHNL  1002/20/10 000Z/10/LL (d) (s¥)  (11) 001 (8z3ed) IX
muu.:u._uma solno
soe owixud elow 3 9 juaed S €002/z1/20 zooz/lofel (W) (81)  (11) (LT "ed)
B 3934u0d ‘g uawed ep ent S L00Z/S0/11 Lo0Z/LofLL (1) (¥2)  (11) (9z2ed)
BUISOW. 4 AJUBIEJ EP BY|Y Ep S 000z/8z/c1 000Z/8z/ol  (4)  (£2) (11) (62aey)
ad 24 ebluy ‘2661 WS g At eyld  ZdHD B[OABY BUISIIA S 000z/8z/LL 000Z/LO/OL (4) (6%) (1) 001 (vzaed) X
tenbauy S z00Z/9l/zL zooz/aLjol (d) (L) (91) (81°3ed)
N loudjue g, op ojudwieles],  JADJOd  SBIABY # JJUEISI] sl £007/50/L0 700T/50/90 () (19) (Sl) G6 (£1 *ded) TIIA
G| Audned op esodss AN Looz/1z/€0 toozfoz/co (4)  (1%)  (11) (912¢ed)
2a OJuduejel} 0 nouopueqy  ZdH) ESED BUISI Wil 9661/T1/60 9661/60/60 () (0F) (1) 001 (G1 ded) IIA
€1 Auawed op oyy op S 700¢/L2/€0 T00T/60/20 () (92) (1) (v1ed)
ad ebiuly 6661 Ut g1 9A3) OYlly  TdHD LA SBISAB) # BUIXOl S Looz/zL/1L toozfeLfol  (4)  (€9) (01) 6 (€173ed) A
S 200Z/LL/¥0 ¢00T/v0/c0 (d) (99)  (60) (¢173ed)
2d teuoyBuen g1 NN N SEIINB) # BUIXOL] S 100z/12/90 Lo0z/1T/co (4)  (0€)  (60) 001 (1173ed) A
S cooz/LLfzL coog/itfor  (4) (02) (21) (0173e4)
N sefoip wo OpenIA 0dugelq NS0 SBIIAR) # Alueisiq S 700¢/12/80 ¢00Z/lT/L0 (N) (¢¥) (21) 001 (67ed) Al
e1}e|00d[e 3 seboup wa opepIp S 100Z/02/90 100Z/61/50 (4) (L2) (11) (8 ed)
ad (A1) seBoip wid SOPeBIA  Ofd TdHD  SBISAB) # BUIXOL S 100Z/60/50 L00Z/60/¥0 (N) (¥€) (11) 001 (L3ed) 1T
(‘A1) seboup wa
SOPBIA SOQUIY | 00T /0131A w2 200T/82/¥0 200Z/10/t0 (N) (22) (11) (¢ed)
ad wo oesud ep nieS  JIN TdHD  SBI9AB) # duesiq wNA 100Z/¥1/L0 1002/60/50 (IN) (€€) (21) 6 (13ed) 1
edtbojolwapidg seboup se
oedebr] eloARY Bp edyelboan JPEepPLIqISUdS OJudWeIeL)  SEWOouLS # (%)
Jp ody|, S303eA135qQ 0BIRdYLUIP|  JPEpLUIXOL] dp oeiped  Op ORIU| SOp ORIU| O0X3S dpep| ewdo) pepuUewls  L27s11)

*0L13]ISe1q 2)SIPNS OU BPEZLILIO|
‘OLI3UEB[ 3P Oy Op IPEPd ep 10U BUOZ BU BPUIL BXIR] P BALE Bwn ‘soyuinbuely 3p oxa|dwo) op g//9 epuanbas ep oeduysat 3p sojuswbhey ap oyuswdwod
op ouwsylowtjod ou sopeaseq .opso p sdgiped wod seddad welebuge anb sajuded sop sedlbojoiwaptdd 3 sedyeiSowdp ‘S SEINSLIIEIE) - T B[RUEL

J Bras Pneumol. 2008;34(12):1063-1068



Diversidade molecular de cepas de Mycobacterium tuberculosis

em uma regido de favela da cidade do Rio de Janeiro

de uma cadeia de transmissdo recente, apesar do
caso-indice nao ter sido identificado.

A recente transmissdo de cepas exibindo o
mesmo padrdo genético, com excecdo de uma a
quatro bandas, tem sido descrita, apesar da mudanca
de uma unica banda ser a mais comum.!”'® Qs
clusters 1, VI e XI apresentaram transmissdo com
cepas com padrdes um pouco diferentes, apesar da
ligacdo para pacientes no c/uster VI ter sido defi-
nida como possivel. No c/uster X1, a lligacdo foi o
domicilio para 2 pacientes (confirmados para mie
e filha) em possivelmente extra-domiciliar para o
terceiro. Apesar da ligacdo com o paciente presi-
diario no cluster 1 ndo ser claro, ja que o paciente
estava encarcerado geograficamente longe dos
outros, os pacientes pertencem a um grupo de risco
comum, e as cepas infectantes eram primariamente
resistentes. Entretanto, existe a possibilidade de
que a cepa (SMF) tenha sido importada da prisio
para a comunidade. Infelizmente, nio existem
outros estudos sobre genotipagem pelo método
RFLP envolvendo isolados de presidiarios no Rio de
Janeiro, e &, portanto, impossivel comparar padrdes.
A outra possibilidade ¢ que o paciente estava infec-
tado em laténcia antes do periodo de carceragem,
e, devido ao estresse da prisdo, a doenca tornou-se
ativa, ainda estando em desenvolvimento quando o
preso foi libertado, resultando na cepa SM® Nossos
dados, como os de outros estudos, sugerem que a
analise do c/usterbaseada apenas em cepas idénticas
pode subestimar a extensdo da transmissdo.(">2
Entretanto, também ¢ possivel que as cepas com
uma diferenca de apenas uma banda pertencam a
uma familia genotipica com uma pequena variedade
de padrdes. Uma vez que ndo recuperamos cepas
de todos os casos de TB, os padrdes obtidos repre-
sentam a situacdo em um grupo limitado; outros
pacientes que abrigam estes padrdes de bandea-
mento podem ter passado despercebidos, levando a
uma subestimacio da proporcio de c/usterem CM.

A favela maior (CHP2), com estrutura sanitaria
parcial (dgua tratada e sistema de esgoto), teve a
maior proporcdo de pacientes com presenca de
clusters. 1sto ndo surpreende, considerando-se que
as pessoas nesta comunidade populosa passam a
maior parte do tempo fora de casa, o que envolve
um contato intenso com a multiddo, facilitando
a transmissdo. Outra area no Rio de Janeiro com
caracteristicas similares (Zona de Saude 1), bem
como areas similares em outros paises, tem sido
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associada a presenca de c/uster. Entretanto, diferen-
temente do CHP2, a Zona de Satde 1 ¢ responsavel
pelos mais altos indices de infec¢do por HIV entre
os casos de TB registrados.'®' Na favela menor,
Conjunto Agricola de Higiendpolis (195 habitantes),
ndo houve registro de casos de TB durante todo o
periodo avaliado.”*” O fato do Conjunto Agricola de
Higiendpolis ser isolado das outras favelas pode ter
impedido a transmissdo.

No presente estudo, além da classica transmissdo
entre parentes, o contato fora de casa pode ter tido
um papel importante na transmissdo em uma area
superlotada. Isto tem respaldo em nossos achados
relacionados aos c/usters VI, X e XI, nos quais ao
menos um dos pacientes teve contato domiciliar ante-
rior com a TB. No entanto, as cepas naqueles casos,
com excecdo daqueles no c/uster XI, ndo estavam
disponiveis para tipagem. Os outros pacientes inclu-
idos naqueles c/usterstiveram contato com a infecgéo,
seja intenso ou casual, fora de casa.

A maioria dos c/usters era composta de apenas
dois pacientes, talvez devido a impossibilidade de
recuperar cepas de todos os pacientes, o que resultou
na perda de ligacbes com outros pacientes na
cadeia de transmissdo do CM. Outros estudos envol-
vendo todas as culturas positivas de M. tuberculosis
obtidas em um periodo maior sdo necessarios para
monitorar a evolucdo da transmissido da TB na area.
Entretanto, um dos principais problemas em traba-
Thar em comunidades de baixa renda ¢ a violéncia
urbana que freqiientemente interfere na comuni-
cacio com o servico de saude oficial.>” O presente
estudo oferece um delineamento inicial da diversi-
dade das cepas de M. tuberculosis no CM. Apesar
de a prevaléncia ter sido subestimada, ja que nem
todas as cepas dos pacientes puderam ser isoladas,
estes achados podem ajudar a melhorar as estraté-
gias do PCT local.
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