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Epidemiologia molecular e perfil de resisténcia de Mycobacterium

tuberculosis em regides de fronteira do Brasil

RESUMO

O Brasil é um dos paises com maior incidéncia de tuberculose (TB) no mundo. Areas de
fronteira favorecem a disseminacdo de Mycobacterium tuberculosis (MTB) devido a presenca
de grupos vulneraveis e constante fluxo populacional, fatores que contribuem para a
emergéncia de casos resistentes a drogas. O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo
epidemiol6gica-molecular de isolados de MTB de dois estados brasileiros em regides de
fronteira (Roraima e Mato Grosso do Sul) e identificar as variaveis associadas & transmissdo
recente da doenca. O estudo também avaliou o perfil de resisténcia a drogas antiTB e
mecanismos moleculares envolvidos. De Janeiro/2014 a Abril/2017 foram isoladas 282 cepas.
Dados epidemioldgicos foram coletados através de questionario e do Sistema de Informag&o
de Agravos e Notificacdo. Os perfis de susceptibilidade a drogas foram determinados usando
métodos fenotipicos e GeneXpert®. Cepas resistentes foram submetidas a investigacao de
mutacdes nos genes rpoB, katG, inhA, rrs, rpsL e gidB. A similaridade genética dos isolados e
a transmissdo recente foi avaliada através do RFLP-1S6110, Spoligotyping, MIRU-VNTR 24
loci e Sequenciamento Gendmico. Os resultados foram organizados em dois artigos. Em
Roraima, os isolados apresentaram alta diversidade genética com maior prevaléncia das
linhagens LAM, H e T. MIRU-VNTR e RFLP-1S6110 apresentaram taxas de transmissao de
21,3% e 30%, respectivamente. A resisténcia a drogas foi detectada em 15,1% dos isolados,
todos com resisténcia primaria. Este foi o primeiro estudo sobre a epidemiologia molecular e
o perfil de resisténcia a drogas nesse estado. Em Mato Grosso do Sul foi observada uma alta
taxa de transmissdo recente de cepas resistentes (30%), das quais 78% em novos casos -
elevada taxa de resisténcia primaria. O alcoolismo foi associado a resisténcia em cepas de
perfis gendmicos Unicos. Encarceramento foi um dos principais responsaveis pela
disseminacdo de TB resistente, onde 40% dos casos com perfis idénticos foram em
prisioneiros ou ex-prisioneiros. Presos tiveram mais chances de adquirir TB resistente que a
populacdo em geral (OR=7,05). Conclui-se que regifes de fronteira sdo importantes na
disseminacdo da TB e embora tenham caracteristicas em comum possuem particularidades,

sendo necessaria a implementacgdo de vigilancia epidemioldgica diferenciada nessas regides.

Palavras-chave: Tuberculose, resisténcia antimicrobiana, genotipagem, transmissao recente,

priséo.



Molecular epidemiology and resistance profile of Mycobacterium

tuberculosis in border regions of Brazil

ABSTRACT

Brazil is one of the countries with the highest incidence rate of tuberculosis (TB) in the world.
Border regions favor the dissemination of Mycobacterium tuberculosis (MTB) due to the
presence of high-risk groups and constant population flow, these factors favor the emergence
of TB drug-resistant cases. The objective of this study was to perform the molecular and
epidemiological characterization of MTB isolated from two Brazilian states located in border
regions (Roraima and Mato Grosso do Sul) to identify the variables associated with the
disease transmission. In addition, the study evaluated the antimicrobial resistance profile and
the molecular mechanisms involved. From January/2014 and April/2017 282 MTB strains
were isolated. The epidemiological data were collected thought a questionnaire and Sistema
de Informacgdo de Agravos e Notificagdo. Drug susceptibility profiles were performed using
phenotypic methods and GeneXpert®. Resistant strains were submitted to the investigation of
mutational events in rpoB, katG, inhA, rrs, rpsL and gidB genes. The genetic similarity of the
isolates and the recent transmission was assessed using 1S6110-RFLP, Spoligotyping, MIRU-
VNTR 24 loci and Genome Sequencing. In Roraima, the isolates presented high genetic
diversity and the most prevalent lineages were LAM, H and T. MIRU-VNTR and RFLP-
IS6110 presented transmission rates of 21.3% and 30%, respectively. Drug resistance was
detected in 15.1% isolates, all with primary resistance. This was the first study to describe the
molecular epidemiology and drug resistance profile in this state. In Mato Grosso do Sul, a
high rate of recent resistant transmission was observed (30%); in addition, 78% of TB
resistant cases were new cases - high rate of primary resistance. Alcoholism was associated
with strains drug-resistant in genomically unique profiles. Incarceration is a major contributor
to the spread of TB drug-resistant, considering that 40% of cases with identical profiles were
related to prisoners or ex-prisoners. Prisoners had more chances to acquiring TB drug-
resistant than the general population (OR=7.05). In conclusion borders regions are important
in the dissemination of TB and although have common characteristics, they also have
particularities, requiring the implementation of distinct epidemiological surveillance in these

regions.

Keywords: Tuberculosis, antimicrobial resistance, genotyping, recent transmission, prison.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pela bactéria
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Registros arqueoldgicos sugerem sua existéncia desde a
Antiguidade (Rosemberg, 1999) e seu diagndstico laboratorial foi possivel com a descoberta
de seu agente causal em 1882 (Poroca et al., 2009). Embora tenha tratamento e cura essa
patologia esta entre as 10 principais causas de morte no mundo (WHO, 2018).

Transmitida pelo ar, a propagacdo da TB esta intimamente ligada as condicGes de
vida, atingindo principalmente paises subdesenvolvidos ou populag¢fes vulneraveis em paises
desenvolvidos (Hijjar et al., 2001). Apesar de passivel de prevencédo e controle, a doenga tem
se perpetuado em vista de condigdes socioecondmicas precarias, movimentos populacionais,
baixo investimento nos programas de controle da TB, a epidemia da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), aumento da multirresisténcia, abandono de tratamento,
entre outros (Kochi, 1994).

Em 2017, aproximadamente sete milhdes de pessoas no mundo tiveram a doenca. No
mesmo ano, no Brasil foram registrados 86.858 casos e 7.000 mortes, sendo 27,1% em casos
de coinfeccdo com HIV, e apesar do pais seguir o padrdo mundial de declinio em parametros
como incidéncia e mortalidade, ha popula¢des/regides com concentracdo acima da média, 0
gue nos mantém entre os 20 paises com alta carga de TB no mundo (BRASIL, 2018; WHO,
2018).

Areas de fronteira representam lugares importantes na propagacio da TB. Os estados
de Mato Grosso do Sul (MS) e Roraima (RR) apresentam grande fluxo populacional e
concentracdo de grupos vulneraveis, tais como indigenas, imigrantes com restrito acesso ao
sistema de saude e significativa populacdo carceraria, tornando-os cenarios favoraveis a
disseminacéo da doenca (Rendon et al., 2017).

O advento da resisténcia a drogas e a dificuldade de se estabelecer programas
internacionais de controle aumentam a probabilidade de introdugédo de cepas multirresistentes
(MDR) e extensivamente resistentes (XDR) entre paises (Fitchett et al., 2011; Dara et al.,
2012). Um monitoramento aprimorado nos estados de MS e RR torna-se particularmente
importante ja que o coeficiente de incidéncia e taxa de casos resistentes e multirresistentes dos
paises vizinhos (Bolivia, Paraguai, Guiana e Venezuela) sdo expressivamente mais altos
(WHO, 2018).

As técnicas de biologia molecular como genotipagem e sequenciamento gendmico de

isolados permite a identificacdo de linhagens e combinada com dados epidemiologicos
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possibilita que seja estabelecida a conexao entre os casos de TB, auxiliando na identificacéo
de surtos, clusters e variaveis associadas a transmissdo recente (Montoro et al., 1998; De
Vries, G. et al., 2008) tornando-se uma ferramenta poderosa para monitorar tendéncias
epidemioldgicas (Ei et al., 2016). Além disso, a identificacdo de mecanismos de resisténcia a
drogas antituberculose (antiTB) através da investigacdo de mutacGes génicas contribui no
desenvolvimento de técnicas de diagnostico mais simples e rapidas e ainda geram
informac0es Uteis para o desenvolvimentos de novos farmacos (Islam et al., 2017).
Objetivando compreender a dinamica de transmissdao da TB bem como investigar a
circulacdo de cepas resistentes a drogas antiTB em dois estados da fronteira do Brasil,
realizou-se um estudo epidemioldgico-molecular com a finalidade de identificar variaveis
associadas a transmissdo recente da doenca bem como fornecer informacgdes que possam
auxiliar na escolha de novas intervencGes ou implementacdo de medidas de controle

especificas, contribuindo para a reducdo da incidéncia nesses locais.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tuberculose: agente etiologico

2.1.1 Taxonomia

O género Mycobacterium pertence a classe Actinobacteria , ordem Actinomicelates,
familia  Mycobacteriaceae, a qual recentemente recebeu uma nova classificacdo se
subdividindo em cinco géneros e respectivos clados: Mycobacterium (Tuberculosis-Simiae),
Mycolicibacterium (Fortuitum-Vaccae), Mycolicibacter (Terrae), Mycolicibacillus (Triviale)
e Mycobacteroides (Abscessus-Chelonae) (Gupta et al., 2018).

O género Mycobaterium é muito diversificado e atualmente compreende 198 espécies
e 14 subespécies validados (Parte, 2018) incluindo os patégenos humanos de maior impacto
M. leprae (causador da Hanseniase) e M. tuberculosis (principal causador da TB). A esse
género também pertencem as espécies M. bovis, que causa TB em bovinos, homem e outros
mamiferos; M. africanum, encontrado frequentemente na Africa; M. microti, patogénica para
roedores; M. caprae, causador de infeccdo em caprinos; M. pinnipedii, em ledes marinhos e
no homem e mais recentemente incluido o “M. canettii”, as quais, juntamente com M.
tuberculosis até entdo foram denominados Complexo M. tuberculosis (CMT) (Brasil, 2013;
Gupta et al., 2018).

2.1.2 Caracteristicas gerais

As micobactérias tém como caracteristicas serem bacilos finos medindo de 1 a 10 pm
de comprimento por 0,2 a 0,6 um de largura, aerébios, imdveis, que ndo formam esporos,
flagelos ou cépsulas. Tém uma parede celular rica em lipideos, como o acido micolico,
glicolipideos, policetideos e polissacarideos, o que lhes confere a propriedade de serem
alcool-acido resistentes (BAAR) e tém papel importante na viruléncia por serem
impermeéaveis a alguns medicamentos (Cole, 2002; Delogu et al., 2013).

Quando corado (coloracdo de Ziehl-Nielsen), o MTB, apresenta-se isolado ou em
pares, como bastonetes delgados, retos ou ligeiramente encurvados, de extremidades
arredondadas, e o agrupamento dos bacilos em forma de ramos alongados e tortuosos €
conhecido como corda ou fator corda (Coelho et al., 2007; Winn Jr et al., 2008) (Figura 1A).

Essas bactérias sdo parasitas intracelulares facultativos, de crescimento lento com um

ciclo de geracdo de 16 a 20 horas. Sua temperatura ideal para crescimento é 37°C e as
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colbnias tipicas de M. tuberculosis vistas em meio de cultura sélido sdo de cor creme e
rugosas (Winn Jr et al., 2008) (Figura 1B).

Figura 1. (A) Bacilos alcool-acido resistentes, corados de vermelho pela técnica de Ziehl-
Neelsen. Fonte: Manual de Baciloscopia da Tuberculose - Republica de Mogambique, 2012,
Acessado em 22/01/2019. https://www.fhi360.org. (B) Crescimento de M. tuberculosis em
meio solido de Ogawa-Kudoh. Fonte: Imagem feita pela autora — Laboratério de Pesquisa em
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Grande Dourados (LPCS — UFGD).

2.2 Tuberculose: doenca

2.2.1 Sintomas, forma clinica e transmissao

A TB é uma doengca infectocontagiosa de evolugdo crbnica que afeta principalmente o0s
pulmdes e tem como sintomas classicos tosse persistente (> 3 semanas), produtiva ou nao
(com muco e eventualmente sangue), febre vespertina, sudorese noturna e emagrecimento
(BRASIL, 2019). Além do sistema respiratério, a infeccdo pode acometer varios 6rgaos e/ou
sistemas se manifestando sob diferentes apresentacdes clinicas. De forma geral, classifica-se
em TB pulmonar ou extrapulmonar quando acomete outros locais como pleura, ganglios,
meninge, pericardio, 0ssos, rins, assim sua sintomatologia pode variar dependendo do
individuo infectado ou o 6rgdo afetado (Bethlem, 2012). Pode ainda apresentar-se de maneira
disseminada (TB miliar), quando ocorre o comprometimento extensivo dos pulmdes, figado e
medula O6ssea. CondicBes debilitantes como desnutricdo, idade avancada, estresse,
dependéncia de drogas, alcoolismo e doencas degenerativas e imunossupressoras, Sao

consideradas fatores de risco para o desenvolvimento da TB (Melo e Afiune, 1993).
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A TB é, na maioria dos casos, transmitida pelo ar, no contdgio de um individuo
infectado com TB ativa, que ao tossir, espirrar, falar ou expirar expele aerossois com bacilos
capazes de infectar outro individuo suscetivel (Shiloh, 2016). Raramente, gestantes também
podem transmitir, através da artéria umbilical (via hematdgenica) ou durante o parto quando o
liguido amnidtico é ingerido pelo recém-nascido (Gnehm et al., 2002).

A quantidade de bactérias expelida representa a extensdo da doenca, individuos que a
eliminam numa quantidade superior a 5.000/ml de escarro sdo denominados baciliferos, o que
permite a deteccdo destes micro-organismos pela baciloscopia. A doenca na forma pulmonar
representa 90% dos casos, destes 60% sdo baciliferos e realmente relevantes na transmissao.
Individuos que ndo eliminam bacilos (ndo-baciliferos) ou expelem poucas quantidades
(paucibaciliferos) sdo dificilmente identificados na baciloscopia e pouco importantes na
disseminacdo da doenca assim como as formas exclusivamente extrapulmonares ou
individuos com TB latente que ndo transmitem a infeccdo (Kim et al., 1984; BRASIL, 2011)

ApoGs exposicdo e infeccdo, cerca de 90% das pessoas elimina o bacilo através das
defesas do organismo ou permanece com infec¢do latente a qual pode reativar-se tardiamente
em condicBes favoraveis (Ahmad, 2010). Os outros 5-10% dos individuos imunologicamente
normais desenvolvem a TB durante a vida, mas 54% dos casos ativos se desenvolvem no
primeiro ano infecgéo, e 78% desenvolvem doenga ativa nos primeiros dois anos (Gordin e
Masur, 2012). Portanto, a TB pode resultar de uma infeccdo exdgena (infeccdo recente),
causada pelo contagio com um paciente bacilifero, ou de uma infeccdo enddgena (reativacao),

guando ocorre a recrudescéncia da infeccdo primaria.

2.2.2 Diagnostico

O diagnostico da TB ¢é realizado através de critérios clinico-epidemioldgicos e de
exames auxiliares e confirmatérios, como: pesquisa radioldgica, bacterioldgica,
histopatoldgica, prova tuberculinica, testes imunossoroldgicos, bioquimicos e fenotipicos,
moleculares, entre outros. Em criancas e adolescentes ha ainda um sistema de escore com
contagem de pontos que auxilia no diagnéstico (Silva Jr., 2004; BRASIL, 2019).

A radiografia de torax € um exame auxiliar muito importante, pois alteracdes
radiologicas aumentam a suspeita da doenca ao mostrar padrdes caracteristicos ou ainda
auxiliam na diferenciacdo de formas de TB de apresentacdo atipica e no diagnostico de outras
pneumopatias no paciente portador de HIV/AIDS ou de outras situa¢es de imunossupressao.

Em adultos, ¢ indispensavel o diagnostico com investigacdo do agente causal, dessa forma, o
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exame radiolégico deve ser realizado em conjunto com exame bacterioldgico (baciloscopia de
escarro) (BRASIL, 2019).

A pesquisa bacteriolégica consiste em exame microscopico direto do escarro
(baciloscopia) e cultura para micobactéria, as quais detectam a bactéria ou componentes de
sua estrutura, ou ainda o teste rdpido molecular (TRM-TB) GeneXpert® (Cepheid,
Sunnyvale, CA) disponivel em alguns municipios brasileiros, que por sua vez detecta
sequéncias especificas de acidos nucleicos (Winn Jr et al., 2008; loannidis et al., 2011).

A baciloscopia de escarro ou pesquisa do bacilo alcool-acido resistente — BAAR
(método de Ziehl-Nielsen) é o método mais utilizado no Brasil e permite detectar de 35 - 80%
dos casos baciliferos. Deve ser realizada em, no minimo, duas amostras, uma na ocasido da
primeira consulta e outra na manha seguinte ao despertar. Podem ser solicitadas amostras
adicionais quando as primeiras apresentarem resultado negativo e exista a suspeita com
indicios clinicos e radioldgicos (Silva Jr., 2004; Brodie e Schluger, 2005; BRASIL, 2019).

A cultura requer pouca quantidade de bacilos (10 a 100/mL), como resultado tem uma
maior sensibilidade variando de 80% a 93% e especificidade de 98% (Dalovisio et al., 1996;
Ceyhan et al., 2012; Garcia-Elorriaga e Del Rey-Pineda, 2015). Realizar o cultivo in vitro
pode aumentar em até 30% o diagndstico bacterioldgico de casos novos quando associado a
baciloscopia, além de permitir a identificacdo da bactéria, teste de sensibilidade a
medicamentos e genotipagem para fins epidemioldgicos. E indicada para os suspeitos de TB
pulmonar constantemente negativos na baciloscopia e diagnostico de formas extrapulmonares
como meningoencefalica, renal, pleural, 6ssea ou ganglionar. Em casos de suspeita de
infeccdo por micobactérias ndo causadoras de tuberculose (MNT), geralmente pacientes com
HIV/AIDS, deve ser realizada a tipificacdo do bacilo (Brodie e Schluger, 2005; BRASIL,
2019).

Os métodos classicos de cultura utilizam meios sélidos ou liquidos, os solidos
(Lowenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh) tem menor indice de contaminagdo e custo, mas
necessitam de um periodo para deteccdo do crescimento que varia de 15 a 30 dias se
estendendo para até 2 meses, ja 0s meios liquidos tem a vantagem de crescimento mais rapido
(5 a 13 dias). Esse método também esta indicado em casos de suspeita de resisténcia
bacteriana as drogas, seguida do teste de sensibilidade a antibioticos (BRASIL, 2019).

Para o teste de sensibilidade s&o utilizados 0 método das propor¢fes em meio sélido
(resultado apos 42 dias), e os métodos que utilizam o meio liquido (resultados ap6s cinco a 13

dias de incubagdo). Em geral, testam-se os antimicobacterianos: estreptomicina, isoniazida,
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rifampicina e etambutol. A identificacdo da espécie é feita por testes bioquimicos e
fenotipicos ou pode ser analisada por meio de técnicas moleculares (BRASIL, 2019).

O TRM-TB é um teste baseado na técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real que detecta 0 DNA dos bacilos do complexo M. tuberculosis e resisténcia a
rifampicina. A introdugdo deste teste mostrou-se uma revolugdo no diagndstico de TB sendo
um sistema totalmente automatizado com alta sensibilidade (93,8%) e especificidade (98,7%)
(Cepheid, Sunnyvale, CA), apresentando a vantagem de ser realizado por pessoal com
treinamento minimo e execucao de aproximadamente 2 horas (WHO, 2013; BRASIL, 2019).

O TRM-TB ndo deve ser utilizado para diagnostico nos casos de retratamento
(reingresso apoOs abandono e recidivas) pois também detecta bacilos mortos ou inviaveis.
Dessa forma, nesses casos, o diagndstico deve ser feito com baciloscopia e cultura, seguida do
teste de sensibilidade (TS); nesses casos e em pacientes com suspeita de faléncia ao esquema
basico o TRM-TB podera ser utilizado, mas apenas para triagem da resisténcia a rifampicina.
Em suspeitas de TB extrapulmonar, o teste pode ser utilizado nas seguintes amostras: liquor,
ganglios linfaticos e outros tecidos, entretanto o resultado negativo ndo exclui a TB visto que
para esses tipos de amostras a sensibilidade é mais baixa (BRASIL, 2019).

E importante ressaltar que independentemente do resultado da baciloscopia indica-se a
cultura com identificacdo e teste de sensibilidade nos contatos de casos de TB resistente,
pacientes com antecedentes de tratamento prévio, em imunodeprimidos, principalmente
portadores de HIV, paciente com baciloscopia positiva ao final do 2° més de tratamento,
faléncia ao tratamento antiTB, em investigacdo de populacbes com maior risco de TB
resistente (profissionais de salde, populacdo de rua, privados de liberdade, pacientes
internados em hospitais sem medidas de biosseguranca e instituicdes de longa permanéncia)

ou com dificil abordagem subsequente (indigenas) (BRASIL, 2019).

2.2.3 Tratamento

Desde que obedecidos os principios do tratamento, a TB é uma doenca curavel em
praticamente todos 0s casos novos e sem resisténcia aos farmacos antiTB. A associacao
medicamentosa apropriada, doses corretas e 0 uso por tempo adequado, somado a estratégia
de supervisdo da tomada dos medicamentos - Tratamento Diretamente Observado (TDO) séo
fundamentais para assegurar a cura do individuo e evitar a recidiva bacteriana e consequente
surgimento de resisténcia a drogas (BRASIL, 2019).

O Ministério da Saude padroniza um esquema terapéutico com varios medicamentos,

0s quais atuam de acordo com o estado metabdlico do bacilo e o tipo de lesdo na qual esta
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localizado (BRASIL, 2019). Em bacilos ativos os farmacos interferem no sistema enzimatico
ou blogueiam a sintese de algum metabolito essencial para o seu crescimento (Shehzad et al.,
2013) (Figura 2). Lesbes pulmonares cavitarias proporcionam condi¢des para crescimento
bacilar rapido (oferta de oxigénio, nutrientes e pH neutro) sendo fundamental o tratamento
regular e doses adequadas afim de evitar a selecdo de cepas resistentes e surgimento de
resisténcia adquirida. Nos granulomas (lesdes caseosas fechadas), onde a multiplicagéo dos
bacilos € lenta ou intermitente devido a baixa concentracdo de oxigénio e pH geralmente
acido, a atuacdo prolongada dos medicamentos tem atuacdo importante na eliminacdo dos

bacilos latentes ou persistentes (Coura, 2013).
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Figura 2. Mecanismos de acdo de drogas antiTB. Em azul: drogas ja em uso; em vermelho:
drogas recém-aprovadas; em preto: drogas submetidas a ensaios clinicos. Fonte: adaptado
(Olaru et al., 2015).

Além das propriedades relacionadas, a cura da doenca depende da efetividade da
terapéutica na atividade bactericida precoce, eliminando os bacilos de forma rapida e
diminuindo imediatamente a transmissibilidade; na capacidade de prevenir a emergéncia de
bacilos resistentes, por isso a importancia da associacdo de diferentes farmacos e na acgéo
esterilizante dos farmacos que devem ser capazes de extinguir todos os bacilos do organismo
do individuo, prevenindo recidivas da doenca. Assim, o Ministério da Saude preconiza um

esquema que compreende duas fases, uma fase intensiva (ou de ataque) que atende aos dois
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primeiros objetivos e uma fase de manutengdo que diminui a chance de recidiva da doenga
através da eliminacdo dos bacilos latentes ou persistentes (Coura, 2013).

A associacdo dos farmacos de primeira linha utilizada no Brasil atende a todos 0s
atributos mencionados anteriormente, sendo isoniazida, estreptomicina e rifampicina os
medicamentos com maior acdo bactericida precoce. A isoniazida e a rifampicina atuam em
nas populacdes bacilares sensiveis de qualquer localizacdo, lesdes intracavitarias, no interior
dos granulomas ou macrofagos. A estreptomicina € mais ativa no interior das cavidades onde
os bacilos multiplicam-se mais rapido. A pirazinamida age nas lesdes caseosas fechadas e
macrofagos, cujo meio é &cido. Rifampicina e pirazinamida possuem maior capacidade
esterilizante. O etambutol é bacteriostatico e em combinacdo com as demais drogas previne a
emergéncia de resisténcia bacteriana (WHO, 2006).

No Brasil, para o tratatamento da TB em adultos e adolescentes (>10 anos) nos casos
novos, recidiva e reingresso apos abandono, preconiza-se a utilizacdo do “esquema basico”
composto por rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z) e etambutol (E) no periodo de
dois meses (fase intensiva) e posteriormente rifampicina e isoniazida por quatro meses (fase
de manutencdo) com a apresentacdo farmacoldgica destes medicamentos em doses fixas
combinadas tipo 4 em 1 (RHZE) e 2 em 1 (RH) (Tabela 1). Em criangas (< 10 anos) o
esquema é composto por 3 farmacos (RHZ) na fase intensiva e 2 na fase de manutencao (RH)
com apresentacdo em doses individualizadas. O “esquema basico” € indicado para todas as
apresentacdes clinicas, pulmonares e extrapulmonares exceto a meningoencefalica e
osteoarticular nas quais a fase de manutencdo é prolongada por mais 6 meses de tratamento
com RH, totalizando 12 meses de medicagdo (2RHZE/10RH) (BRASIL, 2019).

Gestantes e lactantes também tém indicacfes para uso de medicamentos do “esquema
basico” com seguranca e especial monitoramento de possiveis efeitos adversos. Existem
também “esquemas especiais” utilizados para casos associados a hepatopatias, efeitos
colaterais maiores, HIV/AIDS e uso de imonossupressores, ou faléncia por monorresisténcia,
polirressisténcia e multirresisténcia (BRASIL, 2019).
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Tabela 1 - Esquema Basico para o tratamento da TB em adultos e adolescentes (>10 anos)

Esquema Faixas de peso Unidade/dose Duracao
RHZE 20 a 35 Kg 2 comprimidos
150/75/400/275 mg 36 a50 Kg 3 comprimidos 2 meses
(comprimidos em - (fase intensiva)
dosespfixas 51a 70 Kg 4 comprimidos
combinadas) Acima de 70 Kg 5 comprimidos
RH 20a35Kg 1 comp 300/150mg
ou 2 comp 150/75mg

36 a 50 Kg 1comp 300/150mg +
300/150 mg* ou lcomp de 150/75mg
150/75 mg ou 3 comp150/75mg
(comprimidos em 4 meses
doses fixas 51a70Kg comp 300/150mg ou (fase de manutencao)
combinadas) 4 comp 150/75mg

Acima de 70 Kg 2 comp 300/150mg +

lcomp de 150/75mg
ou 5 comp 150/75mg

Tabela 1 adaptada do Manual de Recomendages para o Controle da TB no Brasil (BRASIL, 2019)
Fonte: (RATIONAL PHARMACEUTICAL MANAGEMENT PLUS, 2005; WHO, 2003).
R-Rifampicina; H- isoniazida; Z- Pirazinamina; E- Etambutol.

*A apresentacdo 300/150mg em comprimido devera ser adotada assim que disponivel.

2.2.4 Resisténcia a drogas antiTB

Regimes terapéuticos inadequados e o abandono de tratamento estdo entre 0s
principais fatores que levam a emergéncia da resisténcia e consequentemente o
desenvolvimento de TB multirresistente (Pradipta et al., 2018). A TB multirresistente € uma
importante ameaca a saude humana aparecendo como um problema ainda mais grave, pelo
fato de que alguns paises ndo possuem uma politica eficiente sobre o uso de antibidticos
(Pezzella, 2019).

O tratamento da TB drogarresistente € um dos maiores desafios para o controle da
doenca no mundo, especialmente a que envolve resisténcia a rifampicina, isolada ou
combinada a outros farmacos, pois trata-se do medicamento mais ativo contra o bacilo da TB.
Esquemas sem a rifampicina na sua composi¢do, quer por resisténcia ou intolerancia,
requerem o uso de farmacos de segunda linha, resultam em tratamento com duracdo mais
prolongada, com maior potencial de toxicidade e de pior prognéstico (Luna, 2016; WHO,
2016).
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Assim como para os casos de TB com sensibilidade aos farmacos, o desenho de
esquema terapéutico para TB-DR deve contar com pelo menos quatro farmacos efetivos
(nunca usados anteriormente ou com elevada probabilidade que sejam sensiveis), contendo
pelo menos dois farmacos essenciais (com capacidade bactericida e esterilizante), mais dois
farmacos acompanhantes (acdo protetora aos essenciais contra a resisténcia adquirida) (Luna,
2016).

No Brasil, para o tratamento da TB drogarresistente, o Ministério da Saude opta
prioritariamente pela estratégia de esquema padronizado no sentido de facilitar o manejo dos
casos e 0 uso racional de medicamentos, mas tratamentos individualizados podem ser
utilizados em casos particulares (BRASIL, 2019).

Quanto aos niveis de resisténcia do bacilo a TB € classificada como: monorresistente
- resistente a um farmaco antiTB; polirresistente - resistente a dois ou mais farmacos (exceto
a associacdo R e I), multirresistente (TB-MDR) quando apresentam resisténcia simultanea a
rifampicina e isoniazida e resisténcia extensiva (TB-XDR — do inglés, extensively drug
resistant) quando apresenta resisténcia a rifampicina e isoniazida acrescida a resisténcia a
uma fluoroquinolona e a um injetavel de segunda linha (amicacina, canamicina ou
capreomicina) e resisténcia a rifampicina (TB-RR) identificada por meio do TRM-TB
exclusivamente (ainda sem TS, portanto, sem outras resisténcias conhecidas) (Pablos-Méndez
et al., 1998).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos pode ocorrer pela presenca de mecanismos
intrinsecos ou adquiridos. A associacdo desses mecanismos leva ao surgimento de alteracdes
genéticas que sdo expressas bioquimicamente. A resisténcia intrinseca ou natural surge
naturalmente no processo de replicacdo dos micro-organismos, na TB, esse processo é
facilitado no interior das cavidades pulmonares devido a alta oxigenacdo local. Além disso, as
micobactérias possuem uma parede celular espessa, que confere uma protecdo adicional e
impede a acdo das drogas em concentracdes inibitérias adequadas (Jelifisk et al., 2018). A
resisténcia primaria ocorre em pacientes nunca tratados para TB, ou seja, infectados por
bacilos previamente resistentes. A resisténcia adquirida ou secundaria é aquela constatada
em pacientes com TB inicialmente sensivel, que se tornam resistentes ap0s a exposicao aos
medicamentos (Pablos-Méndez et al., 1998).

As estratégias de resisténcia a antibidticos desenvolvidas pelas micobactérias
envolvem mecanismos de defesa natural como a permeabilidade da membrana (parede
espessa e bombas de efluxo), producgdo de enzimas que degradam ou inativam farmacos como

B-lactamases, aminoglicosideo acetil transferases e mecanismos geneéticos associados
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principalmente a mutacdes cromossdmicas, em particular polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP - single nucleotide polymorphisms) os quais causam alteracGes ou superexpressdo do
alvo do farmaco, interrupc¢éo da ativacdo do pré-farmaco, ativacdo da bomba de efluxo, entre
outros (Tabela 2) (Kwon et al., 1995; Zhang e Yew, 2009; Sarathy et al., 2012; Hameed et al.,
2018).

Tabela 2. Principais genes envolvidos com resisténcia a drogas de primeira linha antiTB.

Droga Mecanismo da droga Gene Frequéncia de
mutacoes (%0)

Estreptomicina Inibicéo da sintese proteica rpsL 70 -85

rrs 70-85

gidB ndo avaliado
Isoniazida Inibicdo da sintese de &cido micolico katG 60 - 95

inhA 8-43
Rifampicina Inibig&o da sintese de RNA rpoB 95-99
Etambutol Inibicdo da sintese de arabinogalactana embB 40 - 68

ubiA 9,5-455
Pirazinamida Codificacéo da pirazinamidase pncA 44 - 97

Fonte: (Hameed et al., 2018; Miotto et al., 2018; Nguyen et al., 2018).

Considerando os variados padrdes de resisténcia e fatores que favorecem a emergéncia
e disseminacdo de cepas resistentes, faz-se necessérias intervencOes para prevenir a TB
drogarresistente com a elaboracdo de estratégias que assegurem 0 uso apropriado de
antibidticos, além de investimentos na busca de novas abordagens terapéuticas e politicas

publicas para o controle e vigilancia epidemioldgica dessas infecgdes.

2.3 Tuberculose: epidemiologia

2.3.1 Panorama mundial, nacional e regional

Estima-se que um terco da populagdo mundial esteja infectada com o bacilo de Koch e
dados da OMS mostram que em 2017, aproximadamente 6,7 milhOes de pessoas
desenvolveram TB no mundo e 1,57 milh&o morreram com a doenca, dentre as quais 300.000
entre pacientes HIV-positivos (WHO, 2018). Africa e Asia sdo os continentes com maior
coeficiente de incidéncia da doenca e os paises india, Indonésia, China, Nigéria, Paquist&o e
Africa do Sul juntos representaram 60% dos casos novos de TB registrados no mundo no ano
de 2015 (BRASIL, 2017) (Figura 3).
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Figura 3. Estimativa do coeficiente de incidéncia de TB no mundo em 2017. Adaptado:
(WHO, 2018).

As Américas contribuem com 3% na carga mundial da doenca e o Brasil abriga 33%
dos casos dessa regido, seguido de Peru (14%), México (9%) e Haiti (8%). Nosso pais aparece
ainda entre os prioritarios para o enfrentamento da TB com destaque no que se refere a
coinfeccdo com HIV e, compde o BRICS junto com Russia, india, China e Africa do Sul,
bloco de nacdes em desenvolvimento que detém 50% da TB no mundo (WHO, 2016).

Em 2017, no Brasil foram registrados 86.858 casos de TB dos quais em torno de
11.000 HIV-positivos. A taxa de incidéncia foi de 44 casos de TB/100 mil habitantes e a
mortalidade de 2,4 casos/100 mil habitantes entre casos sem coinfecgdo com HIV e 0,91 entre
casos de TB + HIV (WHO, 2018). Embora esses parametros tenham apresentado declinio,
com uma queda média anual de 1,6% na incidéncia e 2,0% na mortalidade nos ultimos dez
anos, em um pais com grande dimensao territorial o risco de adoecer por TB é heterogéneo
(Figura 4), variando de 9,5/100 mil habitantes no Tocantins a 74,1/100 mil habitantes no
Amazonas (BRASIL, 2018).
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Figura 4. Coeficiente de incidéncia e oObitos por TB por unidade federada, Brasil, 2017.
Adaptado: (BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b).

Diferentes locais promovem condic¢Ges particulares para a manifestacdo de doencas.
Nesse contexto, regiGes fronteiricas tornam-se de extrema relevancia, especialmente porque
ao comparar os indices brasileiros de incidéncia e TB resistente aos de seus paises vizinhos
observa-se, no ano de 2017, taxas de casos multirresistentes/resistentes a rifampicina
(MDR/RR-TB) menores que em outros paises latino-americanos (Tabela 2) (WHO, 2018).

Tabela 3. Comparagdo de indices de TB no Brasil e seus paises fronteiricos — 2017.

Paises Incidéncia MDR/RR-TB MDR/RR-TB
casos/100mil hab. €asos NOVos tratados anteriormente

Brasil 44 1,5% 8%

Bolivia 111 2,3% 9,3%

Paraguai 44 0,9% 15%

Venezuela 42 2,3% 13%

Guiana 86 2,5% 12%

Na regido centro-oeste brasileira, Mato Grosso do Sul tem uma area de 357.145,531
kmz2, uma populacdo estimada de 2.748.023 e densidade demografica de 6,86 hab./km? (IBGE,
2018a). O estado faz fronteira com Paraguai e Bolivia e em 2017 apresentou uma incidéncia de 30,0
casos de TB/100.000 habitantes, uma mortalidade de 2,3/100.000 habitantes (BRASIL, 2018).

O estado de Roraima, situado na regido amazonica, norte do Brasil, apresenta um
territorio de 224.300,805 kmz, aproximadamente 576.568 habitantes e densidade demogréafica
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de 2,01 hab./km? (IBGE, 2018b). Faz fronteira com Guiana e Venezuela e em 2017 teve uma
incidéncia de 36,0 casos de TB/100.000 habitantes e uma mortalidade de 1.6/100.000
habitantes (BRASIL, 2018).

Esses dois estados estdo entre os 12 com maior taxa da doenca no Brasil e apresentam
coeficiente de incidéncia proximo a média do pais (33,5/100mil hab.) considerando dados
nacionais de 2017 divulgados pelo Ministério da Saide (BRASIL, 2018). Ambos também se
destacam por estarem em regido de fronteira, com grande fluxo populacional transfronteirico
e por abrigar as maiores populac@es indigenas do pais e significativa populacédo privada de
liberdade, que séo principais grupos de risco ao adoecimento por TB e apresentam condigdes

de vida propicias a propagacéao dessa infecgéo.

2.3.2 Populagdes vulneraveis

A TB esté fortemente ligada a pobreza, desnutricdo e aglomeracdo, dessa forma ha
grupos populacionais com maior vulnerabilidade, entre eles indigenas, populacéo privada de
liberdade (PPL), pessoas que vivem com HIV/AIDS e em situacdo de rua (BRASIL, 2014).
Determinantes sociais e ambientais, como analfabetismo, baixa renda, ma nutri¢cdo, doencas
associadas, uso de drogas, tabagismo, alcoolismo e condi¢bes de vida favorecem a alta
transmissibilidade e incidéncia da doenca nesses grupos (Lonnroth et al., 2009). Regides de
fronteira normalmente também concentram grupos de risco e sem acesso a cuidados rotineiros
de salde, podendo afetar o controle da TB especialmente em locais de grande fluxo
populacional, com imigrantes provenientes de grupos minoritarios e/ou oriundos de paises

com alta endemicidade da doenca (Figueroa-Munoz e Ramon-Pardo, 2008).

2.3.2.1 Populagéo privada de liberdade

No Brasil, a populagdo privada de liberdade concentra 10,5% dos registros de casos
novos de TB, apresentando um risco de adoecimento 25-28 vezes superior ao observado na
populacdo em geral, além de mostrar frequéncia significativa de formas resistentes e
multirresistentes da doenca (Macedo et al., 2017; BRASIL, 2018; BRASIL, 2019) com
tendéncia a aumento, conforme observado em um estudo em 35 unidades penais do estado de
Mato Grosso do Sul onde a taxa de resisténcia cresceu de 21,1% para 30% e de MDR-TB
aumentou de 0,3% a 1,3% em oito anos de monitoramento (Cunha et al., 2018).

O Brasil ocupa o0 3° lugar no ranking de paises com a maior quantidade de pessoas
encarceradas no mundo (719.998), vindo apds EUA (2.121.600) e China (1.649.804) (WBP,

2019). A populacao carceraria brasileira, distribuida em 1460 estabelecimentos penais, vem
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crescendo substancialmente nos ultimos anos, o que representou em 2016 um déficit de
358.663 vagas e uma taxa de ocupacédo de 197,4% (Santos, 2017; CNJ, 2018).

Mato Grosso do Sul aparece liderando a taxa de encarceramento com 834,6 presos/100
mil habitantes e uma populacdo de 22.644 presos em 45 unidades prisionais e uma taxa de
ocupacdo de 241,7%. Em contraste, o estado de Roraima tem a menor populacéo carceraria
com 2.168 pessoas presas em seis estabelecimentos penais e uma ocupacao de 195,2%, mas
uma taxa de encarceramento de 414,8 custodiados/100 mil habitantes, o que leva o estado
para 7° lugar nessa categoria (Santos, 2017; CNJ, 2018). Essas caracteristicas de
confinamento e superlotacdo, associadas a pouca ventilagdo nas celas, favorecem a
transmissdo da TB (Ferraz e Valente, 2009; Urrego et al., 2015).

Além do impacto dentro das prisGes a TB também contribui para o aumento da doenca
na sociedade como um todo. Por meio das visitas, dos funcionarios do sistema prisional, do
cumprimento da pena em regime semiaberto, dos indultos, fugas ou no retorno a liberdade ha
uma conexdo que pode levar a doenca para fora dos muros. O caminho contrério também
pode acontecer com a infeccdo contraida na comunidade iniciando uma epidemia dentro do
presidio (Ferreira Janior et al., 2013). Tal fato foi evidenciado em trabalhos realizados no
Mato Grosso do Sul com a andlise molecular de cepas isoladas da populagdo livre e
carceraria. Ficou demonstrado que o encarceramento anterior esteve fortemente associado
com TB na populagdo em geral, além da confirmacdo de mesmos genotipos circulando na
comunidade e nos individuos presos (Sacchi et al., 2015; Marques et al., 2017). Outro dado
relevante, obtido no estudo em Dourados/MS, foi a incidéncia 40 vezes maior na PPL, com
1.044 casos/100.000 habitantes contra 26/100.000 habitantes constatado na populacéo livre
(Sacchi et al., 2015).

A grande mobilidade dos presos entre unidades prisionais favorece a continua
transmissdo da TB e a vulnerabilidade dos individuos encarcerados advinda de condigdes
sociais e individuais (comorbidades, uso de drogas, alcool, tabagismo) facilitam o
adoecimento. Em um ambiente onde a salde ndo € priorizada pela administracdo carceréria,
nem pelo préprio detento, a deteccdo tardia e o tratamento irregular tornam-se comuns
favorecendo o surgimento de TB resistente e emergéncia da TB-MDR. Além disso, as
condigdes precarias de acompanhamento dentro das prisdes e o seguimento inadequado do
tratamento apos a libertacdo prejudicam o controle e a prevencdo da doenca na sociedade,
tornando-se importante o controle da doenca neste grupo durante o encarceramento e apds o

retorno a liberdade (Lemiszewska e Lhuilier, 2001; Dara et al., 2009).
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2.3.2.2 Populacéo indigena

A populagdo indigena brasileira, também considerada um grupo de risco para
desenvolver TB permanece em situacao vulneravel e com indices elevados de adoecimento e
morte por TB desde a colonizacdo europeia que além de trazer a doenca, causou mudancas
sociais, econdmicas e demogréficas catastréficas para a sobrevivéncia fisica e cultural do
indio (Costa, 1987; Campos e Pianta, 2001).

Na América do Sul, o Brasil apresenta um significativo contingente de indigenas com
817.000 pessoas que se autodeclararam indios e cerca de 305 povos, 0 que corresponde a
0,4% da populacdo total do pais. O Censo Demografico 2010 mostrou um crescimento
populacional indigena em relacdo aos censos 1991/2000, especialmente nas regiGes Norte,
Nordeste e Centro-Oeste, diferente dos nameros no Sul e Sudeste, os quais diminuiram
(IBGE, 2012).

Os estados de Roraima, do Amazonas, Mato Grosso do Sul, Acre e Mato Grosso sdo
0S que mais concentram indigenas nos pais e se destacam por estarem em regido de fronteira
com grande fluxo populacional. Mato Grosso do Sul com cerca de 73.295 indigenas abriga a
2% maior populagéo indigena do pais (3% da populagdo do estado) e Roraima em 5° lugar com
uma populacdo de 49.637 indigenas que representa 11% dos habitantes do estado - maior
percentual entre as demais unidades federativas do pais (IBGE, 2012).

Ao longo do tempo o contato entre indios e europeus limitou-os a reservas
demarcadas, o0 que levou a condicBes de vida e habitacdo precarias. Determinantes sociais
como pobreza, aglomeracdo domiciliar, oportunidades de trabalho insuficientes, preconceito
étnico e falta de acesso a educacdo e cuidados de salde, associados ao uso de alcool, tabaco e
elevados indices de desnutri¢do e parasitismo intestinal, aumentam o risco de adoecimento e
propagacdo da TB nessas populacdes (BRASIL, 2011; Croda et al., 2012; Basta e De Sousa
Viana, 2019). Aliado a esses fatores, o intenso intercambio entre as cidades e aldeias,
migracdo de indigenas que véo para areas urbanas em busca de melhores condicdes de vida e
ainda, populagdes que transitam livremente nas regides de fronteira transformam a TB em
uma doenca de dificil controle (Amarante e Costa, 2000; Staevie, 2013).

Dessa maneira, atualmente os povos indigenas apresentam coeficientes de incidéncia 6
a 10 vezes maiores aos observados na populagdo em geral (Escobar et al., 2001; Coimbra Jr e
Basta, 2007; Basta et al., 2013), alta proporcao de adoecimento entre criancas e adolescentes e
maior prevaléncia de tuberculose latente (Sousa et al., 1997; Marques e Da Cunha, 2003;
Marques et al., 2010; Rios et al., 2013; Tollefson et al., 2013).
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No estado de Roraima, a capital Boa Vista concentra 0 maior nimero de casos de TB e
uma parcela significativa de indigenas ocupando a periferia da cidade. Apesar de representar
apenas 3,07% da populacdo os indios respondem por mais de 20% dos casos da doenca
(Rodrigues, 2015). Um estudo na regido amazénica revelou um predominio ainda maior, com
51,9% de casos de TB em indigenas sendo 13,8% em criangas e adolescentes de 0 a 14 anos,
um percentual de 7,1% de abandono de tratamento, 2,8% de 6bito por TB e quase a totalidade
dos casos de TB-MDR registrados nessa populacéo (80,6%) (Belo et al., 2013).

Em estudo sobre a magnitude da TB pulmonar em Mato Grosso do Sul a populagédo
indigena foi responsavel por 22,5% dos casos e 4,1% abandonaram o tratamento, a incidéncia
(184,9/100 mil habitantes) e a mortalidade (11,1/100 mil habitantes) foram, respectivamente,
6,7 vezes e 5,2 vezes maior que na populacdo ndo indigena (Marques et al., 2014). A TB em
criancas e adolescentes com menos de 15 anos de idade atingiu uma taxa de 40% na etnia
Guarani-Kaiwa (Marques e Da Cunha, 2003) e embora a taxa de MDR-TB seja menor que
comunidade em geral, vem aumentando entre os indios nos ultimos anos, indo de 1,9% para

4,0% num periodo de nove anos (Basta et al., 2013).

2.3.2.3 Populacéo de fronteira e imigrantes

Regides de fronteiras representam grande risco na disseminacéo de casos de TB entre
paises. O grande fluxo populacional e provavelmente dificuldade de se estabelecer programas
internacionais de controle da doenca contribuem para maiores taxas de incidéncia nesses
locais (Di Perri et al., 1998; Cdc, 2002; Schneider et al., 2004; Fitchett et al., 2011; Dara et
al., 2012). Somado a isso, geralmente concentram populacGes mais vulneraveis a doenca e
com dificuldade de acesso ao sistema de satde (Bachour et al., 1991; Di Perri et al., 1998;
Minetti et al., 2010).

Estudos em regides de fronteira apontam maior ocorréncia de AIDS/HIV e elevada
incidéncia de TB nesses locais relacionada ao diagndstico tardio e dificuldade de
implementacdo do DOTS, associado a isso o fluxo migratorio eleva risco de surgimento de
cepas MDR e XDR pela introducdo de novas cepas ou tratamento irregular (Peiter, 2005;
Simpson, 2011; Silva-Sobrinho et al., 2012). No Brasil, nos Gltimos anos, a taxa de
estrangeiros vem aumentando (Martinez et al., 2012), esses imigrantes normalmente sdo de
grupos minoritarios ou ainda tornam-se mais vulneraveis apds a chegada ao se deparar com
uma realidade de diferencas culturais, fragilidades com relagdo a ilegalidade e situagcOes
precérias de trabalho e habitac&o, fatores que despontam como cenario de disseminagdo da
TB (Carballo e Nerukar, 2001; Figueroa-Munoz e Ramon-Pardo, 2008).
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Entre 1998 a 2008 um estudo realizado na capital de S&o Paulo observou que 67,5%
dos casos de TB era de nacionalidade brasileira, 30,4% boliviana e 2,1% outras. Nesse
periodo a doenca aumentou na comunidade boliviana de 15,0% para 53,0% dos casos
representando um incremento de 250% e, reducao de 43,5% em numero absoluto de casos em
brasileiros (Martinez et al., 2012).

Em Mato Grosso do Sul a resisténcia a drogas antiTB mostrou-se associada ao
tratamento prévio, morar na fronteira e ter as comorbidades alcoolismo e diabetes. Morar na
fronteira representou chance 2,1 vezes maior de desenvolver resisténcia e 1,9 vezes maior de
monorresisténcia especialmente em casos novos (monorresisténcia primaria), maior risco de
abandonar o tratamento e morrer em decorréncia da doenca (Marques et al., 2014; Marques et
al., 2017).

Considerando essas particulares, regides de fronteira requerem medidas promotoras de
acesso aos direitos sociais e de salde com intervengdes que priorizem a prevencao e controle
da TB, bem como o monitoramento da resisténcia a medicamentos. Promover a detec¢do
precoce e tratamento correto da TB, manter uma vigilancia epidemiologia avaliando a
situacdo da TB nesse locais e identificando as ocasifes em que ocorre a transmissdo oferece

informagdes que permitem maior efetividade na implantacdo de medidas contra a doenca.

2.3.3 Epidemiologia molecular

As técnicas moleculares aliadas a investigacdo epidemioldgica classica ajudam a
compreender melhor a dindmica de transmissao da TB, fornecendo medi¢es mais especificas
que facilitam atividades epidemioldgicas como a vigilancia da doenca, investigagdes de
surtos, identificacdo de padrbes de transmissdo e fatores de risco. Possibilitam a
caracterizacdo genética de linhagens e avaliacdo da disseminacdo global de estirpes,
contribuem para estudos de filogenia/taxonomia e podem ser utilizados para detectar
precocemente a multirresisténcia ou ainda determinar as alteracdes genéticas que conduzem a
resisténcia a antibidticos (Van Embden et al., 1993; Foxman e Riley, 2001; Van Der Zanden
et al., 2003; De Vries, Gerard et al., 2008).

Técnicas tém sido desenvolvidas para a diferenciacdo de isolados baseando-se no
polimorfismo genético de DNA do MTB (DNA fingerprint), o que tem permitido a distingédo
de linhagens e facilitado estudos epidemioldgicos. Quando dois ou mais isolados
compartilham o mesmo perfil ou um padrdo muito similar, infere-se que pertengcam a um
mesmo grupo ou cluster e tem elevada probabilidade de estarem epidemiologicamente

associados refletindo transmisséo recente entre os pacientes, enquanto perfis genéticos unicos
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representariam casos de reativacdo endogena da doenca (Nava-Aguilera et al., 2009; Peres et
al.,, 2018). Entre as principais técnicas moleculares utilizadas para genotipagem de
micobactérias estdo o RFLP-1S6110, MIRU-VNTR e o Spoligotyping (Ei et al., 2016).

A analise do polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo baseados na
sequéncia de insercdo 1S6110 (1S6110 - Restriction Fragment length polymorphism - RFLP)
foi desenvolvida nos anos 90, amplamente aplicada em muitos paises e é considerada padréo-
ouro. A sequéncia de insercao 1S6110 pertence a familia IS3 de elementos moveis e tem 1.355
pb de comprimento, é encontrada apenas no CMT e apresenta de 0 a 25 cOpias no genoma das
micobactérias. Diferencas no numero de copias e locais dentro do genoma sao responsaveis
pelo alto grau de polimorfismo do 1S6110, possibilitando a discriminacdo de cepas, além
disso, sua alta estabilidade permite que seja usado como marcador para comprovar ligacdes
epidemioldgicas (Thierry et al., 1990; Santos et al., 2007; Augusto et al., 2017).

Em média, metade das cepas de MTB apresentam mudanca de uma banda em seus
perfis genéticos em um periodo de 3-4 anos, periodo réapido o suficiente para que isolados sem
nenhuma relacdo epidemioldgica apresentem perfis genéticos distintos e, lento o suficiente
para que casos epidemiologicamente relacionados apresentem perfis idénticos (De Boer et al.,
1999). Embora o RFLP-1S6110 seja uma metodologia muito util na genotipagem de MTB por
ser altamente discriminatorio e reprodutivel, é uma técnica que apresenta limitacbes em
isolados com menos que 5 copias de 1S6110, requer DNA com altas concentragdes e pureza, é
trabalhoso e de alto custo, além de possuir uma metodologia de anélise que ndo facilita
comparac0es entre laboratérios (Behr et al., 1999).

Em resumo, a metodologia consiste na digestdo de DNA gendémico com a enzima de
restricdo Pvull que cliva a sequéncia 1S6110 em fragmentos, os quais sdo separados por
eletroforese em gel. Em seguida, eles sdo transferidos para uma membrana de néilon
positivamente carregada e realizada hibridizacdo com uma sonda marcada complementar a
extremidade 3' da seqliéncia 1S6110. Apo6s revelacdo colorimétrica, como resultado, sdo
visualizadas bandas em diferentes posi¢des que representam cada fragmento de 1S6110 com
diferentes comprimentos de sequéncias de DNA flanqueadoras (Figura 5). As membranas sdo
entdo digitalizadas e os padrées de RFLP analisados através de um programa computacional

que compara e determina similaridades (Ei et al., 2016).
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Figura 5. Tipagem por RFLP. (A) Genoma de MTB representando 1S6110 e locais de
clivagem da Pvull. (B) Digestdo do genoma com Pvull. (C) Fragmentos de DNA de
diferentes tamanhos. (D) Apds corrida em gel, transferéncia para membrana seguida por

hibridacéo e revelacéo, os fragmentos séo visualizados. Adaptado: (Ei et al., 2016).

Destacam-se dois métodos de tipagem molecular baseados em PCR que podem ajudar
a contornar as limitagdes associadas com o RFLP-1S6110, que sdo as metodologias baseadas
nos Clustered Regulatory Short Palindromic Repeats (CRISPR) e Variable Number of
Repeats Tandem (VNTR) (Comas et al., 2009).

Mais recentemente a tipagem baseada no numero variavel de repeticdes em tandem
(VNTRs - Variable Number of Repeats Tandem) de unidades repetitivas intercaladas de
micobactérias (MIRUs - Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) tém representado
alternativas para andlises de isolados geneticamente relacionados e propostos como 0 novo
método padrédo para analise de M. tuberculosis (Supply et al., 2006).

A técnica ndo precisa de grandes quantidades de DNA, é reprodutivel e altamente
discriminatoria. Os MIRU-VNTRs tem taxa de evolugdo ligeiramente mais lenta do que a do
IS6110-RFLP tornando um método apropriado em andlises epidemiolégicas de longo prazo
(Mazars et al., 2001) entretanto, instabilidades genéticas devido as mutagBes silenciosas
podem mudar rapidamente o perfil genético das bactérias (Augusto et al., 2017). Sua
ferramenta de andlise esta facilmente disponivel na internet (https://www.miru-vntrplus.org),
o software livre MIRU-VNTRplus permite a criacdo de arvores para analises filogenéticas e
de similaridade, facilita a comparacdo de dados interlaboratoriais e constru¢do de banco de
dados global (Weniger et al., 2010).

Os MIRUs estdo localizados principalmente em regifes intergénicas e dispersos por

todo o genoma de micobactérias do CMT em sequéncias repetitivas de 40 a 100 pb.
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Diferentes de outras sequéncias repetitivas, ndo ha sequéncias palindrémicas 6bvias, ao
contrério, sdo repeticdes diretas em série (Ei et al., 2016).

O principio da tipagem VNTR-MIRU é baseada em PCR, realizado com primers
especificos para amplificar o locus de repeticdo em tandem selecionado e revelar seu nimero
de repeticOes. A presencga e o tamanho do produto de PCR sé&o determinados por eletroforese
em gel de agarose. O tamanho do amplicon (pb) reflete o nimero de copias, o qual é calculado
de acordo com dados publicados (Cowan et al., 2002; Santos et al., 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Tipagem por MIRU-VNTR. (A) Locus MIRU-VNTR de diferentes numeros
repetitivos espalhados no genoma de MTB. (B) Tamanhos diferentes de amplicons apés PCR.
(C) Amplicons vistos ap6s eletroforese em gel com diferentes tamanhos que refletem o
namero repetitivo de cada locus VNTR. Adaptado: (Ei et al., 2016).

O Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) € realizado com base na
variabilidade do DNA na regido de repeticdo direta (DR), presentes exclusivamente em
micobactérias do CMT. O locus de DR possui repeticdes idénticas com 36 pb, intercaladas
por sequéncias espacadoras, diferentes e ndo repetitivas de DNA, de tamanho variavel, entre
35 e 41 pb, as quais, definem os perfis genéticos baseados no nUmero e presenca ou auséncia
dessas regides espacadoras (Kamerbeek et al., 1997; Brudey et al., 2006).

A metodologia dessa técnica baseia-se na amplificacdo de todo o locus DR atraves de
PCR. Os produtos de PCR sdo hibridados em uma membrana com 43 oligonucleotideos
espacadores e posteriormente revelados. Cada um dos espagadores produz uma banda escura
(indicando a presenca do espacador) ou nenhuma banda (indicando a auséncia do espagador),

gerando um padrdo com uma série de bandas para cada isolado de MTB. O padrdo &
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convertido em um sistema de codigo binéario de 43 digitos onde 1 significa presenca do
espacador e 0 significa que estd ausente. Na sequéncia, convertidos em padrdo de 15 digitos
designado octal (ou seja, base 8, com os digitos de 0 a 7), que pode recriar o padrao binario
novamente através de uma simples aplicacdo de planilha eletrénica (Figura 7) (Ei et al.,
2016).

Essa técnica tem representado uma das alternativas para andlises de isolados
geneticamente relacionados, sobretudo em casos em que a analise de 1S6110-RFLP néo é
aplicavel, por exemplo, amostras com menos de cinco copias de 1S6110. E uma técnica rapida
e menos trabalhosa, podendo ser utilizado como método secundario de genotipagem para
screenig de um grande numero de isolados (Kremer et al., 2005; Brudey et al., 2006; Santos et
al., 2007), além de possuir um Banco de Dados Internacional SITVITWEB (SpolDB4)
disponivel on-line (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) que torna
possivel fazer comparacGes de distribuicdo global com os diferentes perfis registrados no
Banco. E um método de baixo poder discriminatdrio e para estudos epidemioldgicos de alta
resolucdo deve ser idealmente usado em conjunto com um segundo método de tipagem, como
MIRU-VNTRs (Demay et al., 2012).
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Figura 7. Tipagem por Spoligotyping. (A) Representacdo do genoma de MTB com repeti¢des
diretas (DRs). (B) Padrdo da estirpe de referéncia H37Rv. (C) Padrdo tipico de MTB da
familia Beijing. (D) Representagdo do padrdo convertido em cddigo binario. (E/F) Processo
de conversdo do cadigo binario para Octal. (E) O codigo binario € dividido em 14 conjuntos
de trés digitos (espacadores de 1 a 42) mais um digito adicional (espacador 43). (F) Cada
conjunto binario de 3 digitos é convertido para o seu equivalente octal, com o digito adicional
final permanecendo como 1 ou 0. A traducdo de numeros binarios para nimeros octal é feita
da seguinte forma: 000 =0; 001 =1;010=2;011=3;100=4; 101 =5; 110=6; e 111 =7.
Adaptado: (Ei et al., 2016)
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2.4 Politicas Publicas para o controle da Tuberculose

Em 1993, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) declarou a TB como emergéncia
de salde publica global e langcou a estratégia Directly Observed Treatment Strategy (DOTS)
com a meta de atingir 85% de cura dos doentes. A partir disso, o Brasil iniciou uma série de
planos e medidas para controlar a doenga no pais e contribuir para a diminui¢do da doenga no
contexto mundial. Desde o langamento do Plano Emergencial para o Controle da TB em 1996
0 Ministério da Saude recomenda a implantacdo do tratamento supervisionado (TS-DOTS), o
qual foi formalmente oficializado em 1999 por intermédio do Programa Nacional de Controle
da TB (PNCT), além disso, a testagem para HIV em todos os doentes com TB, recomendada
desde 1997 (Hijjar et al., 2007; BRASIL, 2017a).

Nos anos subsequentes surgiram outras iniciativas e intensificacdo na luta contra a
doenca. Em 2000, todos os 189 Estados-Membros das Nac¢des Unidas assumiram como meta
para os “Objetivos de Desenvolvimento do Milénio” o combate ao HIV/AIDS, TB e outras
doencas, com o compromisso de deter, até 2015, a prevaléncia e a mortalidade relacionada a
TB. Consequentemente no Brasil, em 2003, foi lancado Plano Nacional de Mobilizacao e
Intensificacdo das Ac¢des para Eliminacdo da Hanseniase e Controle da TB em municipios
prioritarios por meio da Atencdo Basica, culminando com a inclusdo da TB na agenda de
prioridades das politicas publicas do pais (BRASIL, 2017a).

Ao longo dos anos, outras parcerias e estratégias foram criadas e implantadas. Em
2006, a OMS lancou a Estratégia Stop TB, engquanto no Brasil iniciou-se um Projeto de fundo
global, criacdo de Comites para acompanhamento das intervencfes em 11 estados, acdes de
intersetoriais para o controle da doenga e recomendacdo de tratamento antirreroviral para
todos os pacientes HIV positivos. Em 2009, o pais incluiu a droga etambutol no esquema, na
fase intensiva de tratamento. Em 2014 houve a implantacdo da Rede de Teste Répido
Molecular para diagnostico na rede publica e em 2016 estabeleceu-se a Frente Parlamentar
das Américas de luta contra a TB (BRASIL, 2017a).

Baseado na visdo de um mundo livre da TB, apresentado pela The End TB Strategy
(2015), enquadrando a luta global com questbes de direitos humanos e justica social, satde
publica, prevencdo e fundamentos clinicos do tratamento da TB, foram estabelecidas metas
de, até 2035, reduzir em 90% o coeficiente de incidéncia e em 95% o0s 6bitos comparados a
2015. Dessa forma e com vistas no Plano Regional das Américas, que da énfase nas
populacBes mais vulneraveis e grupos de risco, em 2017, o Brasil lancou o Plano Nacional
com o documento Brasil Livre da TB - Plano Nacional pelo Fim da TB como Problema de
Saude Publica (Lonnroth e Raviglione, 2016; BRASIL, 2017a).
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Para o desenvolvimento das estratégias do Plano Nacional foi necessario um
diagndstico situacional dos estados e municipios brasileiros. Utilizando indicadores
socioeconémicos, dados epidemioldgicos e operacionais da TB foram definidos dois cenérios
e oito subcenarios, representados em ordem numérica ascendente na Figura 8 de acordo com a
prioridade para reducdo da incidéncia de TB. Essa medida possibilitou contemplar as
diferencas de cada local e auxiliar na adocgdo de intervencgdes para o controle da doenca no
Brasil (BRASIL, 2017a).

Cenario 1
1 1.0
11
1.2
13

Cenario 2
/ 2.0°
/ 21
= 2.2
23

Fonte: Programa Nacional de Controle da Tuberculose.
3Subcenarios com municipios que nao apresentaram casos notificados em 2014 ou 2015.

Figura 8. Municipios brasileiros segundo prioridade para o controle da TB baseado nos
indicadores socioecondmicos, epidemioldgicos e operacionais. Adaptado: (BRASIL, 2017a).

O Plano distribui competéncias para as esferas do governo considerando as respectivas
responsabilidades estabelecidas no SUS, portanto, para 0 sucesso nas acdes, as iniciativas
politicas tornam-se altamente interdependentes, o que exige a construcdo e a integracdo de
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parcerias entre os entes politicos federados (Unido, estados, Distrito Federal e municipios).
Para contemplar os objetivos propostos até o ano de 2035, sua execucdo foi dividida em
quatro fases: 2017-2020, 2021-2025, 2026-2030 e 2031-2035, as quais serdo monitoradas e
avaliadas de forma direta e indireta e seus resultados orientardo a tomada de decisdo para as
fases subsequentes em todas as esferas (BRASIL, 2017a).

Entre os desafios do Plano Nacional no enfrentamento da doenca esta a vigilancia do
obito, da infeccdo e da TB resistente. Fortalecimento das acbes de controle da doenca nas
populacdes mais vulneraveis, melhoria nos sistemas de informacéo para fins de vigilancia e
tomada de deciséo e contribuigdo na participacdo de pesquisas para inovacgao de tecnologias
para prevencao, diagnostico e tratamento (BRASIL, 2017a).

O Plano estd pautado nos trés pilares estabelecidos pela OMS sendo o primeiro
voltado para a Prevencdo e Cuidado Integrado Centrados na Pessoa com TB; o segundo para
Politicas Arrojadas e Sistema de Apoio; e o terceiro, para Intensificacdo da Pesquisa e
Inovacao. Suas metas sdo reduzir o coeficiente de incidéncia para menos de 10 casos por 100
mil habitantes e de mortalidade por TB para menos de 1 ébito por 100 mil habitantes até o
ano de 2035 (BRASIL, 2018).

Nesse sentido, visando atender e fortalecer as acGes propostas pelo terceiro pilar, o
presente estudo vai de encontro com o Plano e suas metas, uma vez que pode trazer novas
informacdes acerca da TB, explorando as particularidades da doenca e identificando as
vulnerabilidades em que ocorre a transmissdo em regides de fronteiras, como um primeiro
passo de uma cadeia de acGes que Sd0 necessarias para conseguir controlar a doenca nessas

regides.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a caracterizagdo molecular de organismos do complexo Mycobacterium
tuberculosis isolados em dois estados de fronteira brasileiros (Mato Grosso do Sul e Roraima)
através do RFLP-1S6110, Spoligotyping e VNTR-MIRU e identificar agrupamentos
genémicos e fatores de risco associados a transmissdo recente, definindo a dinamica de

propagacao e o perfil de resisténcia da TB nessas regides.

3.2 Especificos

- Descrever os aspectos sociodemograficos e clinico-epidemioldgicos dos casos do estudo.

- Agrupar isolados de MTB com mesmo padrdo genotipico identificando possiveis surtos ou
agrupamentos gendmicos (clusters) buscando identificar vinculos epidemiolégicos.

- Identificar fatores de risco associados a transmissdo recente da TB.

- Identificar as principais linhagens de MTB circulantes.

- Identificar a circulacdo de MTB com resisténcia as drogas antiTB e suas mutagoes.

- Estimar as taxas de resisténcia as drogas antiTB.

- Definir o perfil de TB em Mato Grosso do Sul e Roraima com informacgdes que poderéo

subsidiar futuras intervengdes para prevenir e controlar a doenga nessas regides fronteirigas.
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Abstract

The border areas are special places for the spread of specific Mycobacterium
tuberculosis (MTB) genotypes among countries. These regions generally concentrate
vulnerable populations with restricted access to health care system. The northern Brazilian
Amazon has a high contingent of indigenous population and constant population movements.
Understanding the dynamics of the transmission of MTB is fundamental to propose control
measures as well as to monitor the dissemination of drug resistant isolates. We conducted a
population-based prospective study of Tuberculosis (TB) during 2015 and 2016 to evaluate
molecular characteristics of MTB isolates circulating in Roraima, state on the border of
Venezuela and Guyana. A total of 80 clinical isolates were genotyped by 1S6110-RFLP,
Spoligotyping and MIRU-VNTR (24 loci). Drug susceptibility tests were performed by
proportion method (phenotypic) and MTB/RIF genotypic assays. Isolates showing phenotypic
resistance profile were submited to PCR and sequencing. The typed isolates showed high
spoligotyping diversity (40 distinct patterns) with a high prevalence of LAM, H and the “ill-
defined” T clades. MIRU-VNTR and RFLP-1S6110 showed clustering rates of 21.3% and
30%, respectively. Drug resistance was detected in 11 (15.1%) isolates, all with primary
resistance, among these 6 (8.2%) isolates were streptomycin mono-resistant, 4 (5.4%)
isoniazid mono-resistant and 1 (1.3%) multidrug-resistant (MDR-TB). This is the first study
on the molecular epidemiology and drug resistance profile of MTB isolated from patients
resident in Roraima state. Herein, we describe a high diversity of genetic profiles circulating
in this region that may be driven by the introduction of new strain types due to large
population flow in this region. In summary our results showed that analyses of these
circulating strains can contribute to a better understanding of TB epidemiology in northern
Brazilian border and useful to establish public health policies on TB prevention.

Keywords: Tuberculosis, border, genotyping, drug resistance.
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1. Introduction

The global increase in human migrations, especially in trans-national border regions
with high proportion of vulnerable indigenous population, favors the spread of tuberculosis
(TB) between countries (Rendon et al., 2017). The Roraima state, located in the northern
region of Brazil, has approximately 576,568 inhabitants (IBGE, 2018) and in 2016 had an
incidence of 27.6 TB cases/100,000 inhabitants and a mortality of 0.8/100,000 inhabitants
(Saude, 2017). In this region, the indigenous segment represents 10% of general population
which is distributed to 35 Indigenous Territories. The Yanomami Territory is located at the
border with VVenezuela and the Macuxi/Wapichana Territory at the border of with Guiana and
Venezuela (CIR, 2018). After the National Integration Plan implemented two decades ago,
local population increased 39%, where, 30.5% migrated from Northeastern and Northern
regions (IBGE, 2018).

Among few studies conducted in Brazil to assess the dynamics of TB transmission in
border regions, there was a higher incidence of TB in the indigenous ethnicity (Belo et al.,
2013; Correia Sacchi et al., 2018), significant molecular diversity in circulating isolates
(Machado et al., 2014b), and higher resistance rates in frontier regions (Marques et al.,
2017a). The rate of multidrug/rifampicin-resistant (MDR/RR-TB) in Brazil is lower than in
other Latin American countries (1.5% in new cases and 8% in previously treated patients).
However, an enhanced monitoring of these regions is particularly relevant, considering the
resistance rates in the two countries at the northern Brazilian border are significantly higher
corresponding to 2.9% in new cases and 17% in previously treated patients (Guyana) and
2.9% and 13% in Venezuela (WHO, 2017).

The contribution of an intensified migratory flow and consequent introduction of new
M.tuberculosis (MTB) strains requires a greater investment in integrated TB control programs

in the border regions, as well as the monitoring of drug resistance and recent transmission in
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this region. In this sense, combining classical epidemiological data with molecular data
obtained from genotypic analysis can provide an additional layer of information that enables a
better understanding of local TB transmission dynamics while allowing a comparison against
macro epidemiological scenario. Presently, no genotypic data is available for this specific
region of Brazil, and molecular epidemiological data could help to identify cryptic
transmission clusters that are otherwise undetected by classical epidemiological investigation.
Moreover, being a border state, the identification of clustered M. tuberculosis clinical isolates
associated with migrants can help to identify risk factors for the dissemination of imported
cross-border strains.

Under this rationale, we conducted a cross-sectional study, consisting of a clinical-
epidemiological description of the TB cases and molecular characterization of M. tuberculosis
isolates circulating in the region to obtain a high-resolution snapshot of the TB transmission

in Roraima.

2. Material and methods
2.1 Study population and data collection

From April/2015 to September/2016, we established a surveillance network composed
of four laboratories: Casa de Saude Indigena (CASAI), Hospital Geral de Roraima (HGR),
Laboratério Regional Municipal (LRM) and Laboratério Central do Estado Roraima
(LACEN/RR) located in the city of Boa Vista, capital of Roraima. The inclusion criteria was:
pulmonary and/or pulmonary plus extrapulmonary TB cases with positive culture, plus were
included only patients with age > 13 years old that answered a standardized questionnaire and
signed a written informed consent. Patients with no culture were excluded. The variables
obtained during the interview included: birthplace, address, time duration in the actual city,

job activities in other municipality/countries, previous history of TB treatment, last TB
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treatment outcome, contact with pulmonary TB, classification of current TB case (new case or
retreatment) and family relationship (city of residence, length of residence and frequency
meeting with relatives). Complementary sociodemographic data were obtained from the
National Reporting System on Notifiable Diseases (SINAN), which included, race/skin,
education level, TB treatment outcome, vulnerable population and comorbidities (diabetes,
mental disorder, drug addiction, smoking history and alcohol abuse). All collected data were
stored and analyzed by IBM SPSS Statistics 13.0 Program. The frequency and percentages
were analyzed to all categorical variables. In accordance with the Brazilian Guidelines, HIV
testing was offered to all TB patients included in the study. This study was conducted with the
approval of the Research Ethics Committee from the National. Public Health School/Oswaldo

Cruz Foundation (number CAE 32357114.4.00005240).

2.2 Clinical samples and susceptibility testing

All sputum specimens collected in the participating laboratories were examined by
microscopy and/or GeneXpert® MTB/RIF, processed with sodium hydroxide (NaOH)
method and inoculated in Ogawa-Kudoh culture medium. Cultures were incubated at 37°C for
up to eight weeks and checked weekly for visible colony. Detection of acid-fast bacilli was
performed in the LACEN/RR with evaluation of microscopic aspects (Zheel-Neelsen staining,
bacillus size, string factor (Coelho et al., 2007), colony aspect and growth time) and p-
nitrobenzoic acid (PNB) inhibition test (Giampaglia et al., 2007). M. tuberculosis
identification ~ was  performed with the MPT64  protein  detection-based
immunochromatographic rapid test (SD Bioline Kit, Standard Diagnostics, Inc., Korea)
(Arora et al., 2015). Drug susceptibility tests (DST) were performed using proportion method
in Lowestein-Jensem medium. The concentrations tested were: streptomycin (SM) - 4.0

pg/mL, isoniazid (INH) - 0.2 pg/mL, rifampicin (RIF) - 40 pg/mL and ethambutol (E) - 2.0
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ug/mL (Brasil, 2008). lIsolates showing phenotypic resistance profile to rifampicin and

isoniazid were classified as multidrug-resistant (MDR) (Marques et al., 2017a).

2.3 Molecular detection and phylogenetic analysis

Positive cultures with confirmed M. tuberculosis complex were sent to Laboratories of
Universidade Federal da Grande Dourados - Brazil and Universidade de Lisboa — Portugal for
molecular analysis. DNA was extracted from fresh culture to investigate chromosomal
resistance mechanisms and mutational events the nucleotide sequences of rpoB, katG, inhA,
rrs, rpsL and gidB genes were analyzed by PCR and sequencing (Maningi et al., 2018).
Rifampicin resistance was re-confirmed using GeneXpert® MTB/RIF assay (Boehme et al.,
2010). The genetic relationship of MTB isolates and the recent transmission was evaluated
using 1S6110-RFLP (Van Embden et al., 1993), Spoligotyping (Kamerbeek et al., 1997) and
MIRU-VNTR typing 24 loci (Supply et al., 2000). RFLP patterns were analyzed using an
IS6110-RFLP database (RIVM-Bionumerics; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium)
and a genotypic cluster was defined as a group of two or more isolates from different patients
whose RFLP patterns were identical with respect to the number and size of bands. Spoligo
patterns were further analyzed using SITVITWEB/SpolDB4 database (Brudey et al., 2006;
Demay et al., 2012) and SPOTCLUST (Vitol et al., 2006). Twenty-four loci MIRU-VNTR
typing was performed as previously described (Supply et al., 2006) and were considered
clusters strains with 100% of similarity. The patterns were analysed using the algorithms
available within the the BioNumerics software v.7.1 (Applied Maths). Percentage similarity
between fingerprints was scored by the Dice coefficient. The unweighted pair group method,
with arithmetic mean, with a 0.5% limit tolerance, was used to construct a dendrogram (Peres

etal., 2018).
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3. Results

In the study period, 218 TB patients were notified in the SINAN, of which 176
patients presented pulmonary TB (PTB), 9 pulmonary and extrapulmonary TB (PEPTB) and
33 extrapulmonary TB (EPTB). Among the 185 PTB and PEPTB cases, 115 (62.2 %) were
culture confirmed, and among them 80 (69.6 %) were included in the epidemiological and

molecular study (Figure 1).

218 TB cases reported to the SINAN

o 176 pulmonary TB

& > i
o 9 pulmonary and extrapulmonay TB
o 33 extrapulmonary TB

33 (15.1%) cases excluded:
extrapulmonary TB

185 (84.9%) elegible cases

70 (37.8%) cases excluded (no culture):
29 negative culture

41 not performed

115 (62.2%) culture confirmed

35 (30.4%) cases excluded:
no c_uesueunalre

80 (69.6%) cases included:

molecular epidemiology study

Figure 1. Flowchart of recruitment of patients with tuberculosis. SINAN = Sistema de

Informacgéo de Agravos de Notificagdo (National Notifiable Diseases Information System)

Among the patients included in study (n = 80), the majority were male (62.5%), non-
white (81%) and age ranged between 21 and 60 years (76.3%). Most patients had an
educational level below 8 years (32.3%) and a low proportion was registered in the Social
Protection Government Programs, as Bolsa Familia Program (17.7%). Patients had a history
of smoking (24.6%), illicit drug use (20.8%) and alcoholism (20%). Most of these cases were
reported by hospitals (60%) and among indigenous, 41.7% (n=5/12) were reported by CASAI

(Table 1).
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of TB patients from the state of

Roraima — Brazil.
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Characteristics

TB patients - n (%)

Gender

male

female

Age

mean/sdt

median

age range (years)
>14to0 20

>20-40

> 40 -60

> 60

Race

white

non-white
indigenous
Schooling level
illiterate

<4 years

> 4 -8 years

>8

Government social programme
Vulnerable population:
1. Inmates

2. Homeless

3. Immigrants

Tb clinical presentation
pulmonary
pulmonary and extra pulmonary
Commorbidities

1. Smoking history
2. Drug addiction
3. Alcoholism

3. Diabetes

4. Mental disorder
5. Aids

Health care
primary health units
hospital

casai

Treatment outcome
favorable
unfavorable**

50/80 (62.5)
30/80 (37.5)

40.1/16.559
37.5

8/80 (10)
37/80 (46.3)
24/80 (30)
11/80 (13.7)

3/79 (3.8)
64/79 (81)
12/79 (15.2)

11/65 (16.9)
15/65 (23.1)
18/65 (27.7)
21/65 (32.3)
11/62 (17.7)

7/80 (8.7)
3/80 (3.7)
2/80 (2.5)

77/80 (96.3)
3/80 (3.7)

18/73 (24.6)
16/77 (20.8)
16/80 (20)
10/80 (12.5)
1/80 (1.3)
8/72 (11.1)

27/80 (33.8)
48/80 (60)
5/80 (6.2)

57/77 (74)
20/77 (26)

**Death by other causes (n=9); failure (n=2); lost of follow-up (n=10); tbdr (n=6); changed treatment (n=1).
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GeneXpert® MTB/RIF showed that 1/55 (1.8%) strain was resistant to rifampicin.
Conventional DST detected resistance to one or more drugs in 11/73 (15.1%) strains: 6
resistant to SM; 4 resistant to INH and 1 MDR-TB. Sequencing analysis of rrs, rpsL, gidB
(streptomycin resistance), showed that four strains presented a point mutation in the gidB
(C413T/A138V) whereas rrs and rpsL genes showed a WT sequence in all isolates analyzed.
Finally, no mutations in the above mentioned genes were found in two streptomycin-resistant
isolates. Analysis of katG and inhA promoter region (isoniazid resistance) genes showed that
three isolates carried a point mutation in the inhA (C-15T) gene while was detected in one
isolate a point mutation in the promoter region katG (G994C/S315T). Additionally, the MDR-
TB strain presented point mutations in the katG (G994C/S315T) and rpoB gene
(C1332T/H445Y), causing rifampicin resistance.

Next, to evaluate the genetic diversity and clonality underpinning local TB
transmission dynamics in the region, all 80 MTB isolates included in the study were typed by
IS6110-RFLP, spoligotyping and 24-loci MIRU-VNTR (Figure 2). 1S6110-RFLP analysis
showed 67 distinct profiles, which 24 isolates were grouped in 11 different genetic clusters
composed of 2 isolates (n = 10 clusters) and 4 isolates (n = 1 cluster), yielding an estimated
recent transmission rate of 30% (24/80). Spoligotyping showed a high genetic diversity with
40 distinct patters and higher frequency of SIT 64/LAM 6 (n = 16, 20.0%), SIT42/ LAM 9 (n
=7, 8.75%) and SIT50/H3 (n = 5, 6.25%). Noteworthy, uncommon profiles in Brazil were
also detected: SIT1/Beijing (n = 2, 2.5%) and SITL00/MANU 1 (n =1, 1.25%). The EAI6-
BGD1 family was represented by 3 isolates (3.75%) with sublineages SIT 129 (n=1) and SIT
1340 (n = 2). In addition were found 3 non-sit (orphan patterns) and 9 unknown profiles

(Table 2).
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253  Table 2. Genotypic characterization by Spoligotyping of Mycobacterium tuberculosis isolates

254  obtained from patients from the state of Roraima — Brazil (n = 80).

Octal Clade SIT n (%)

777777607560771 LAM6 64 16 (20)
777737607560771 LAMG6 176 2 (2.5)

777777607560731 LAM6 95 2 (2.5)

777777607760771 LAM9 42 7 (8.75)
777437607560771 LAM9 * Unknown 3 (3.75)
757777601560771 LAM9 * Unknown 3 (3.75)
777177607760771 LAM9 ORPHAN 1(1.25)
777437607560771 LAM9 * Unknown 1(1.25)
777747607600371 LAM9 * Unknown 1(1.25)
777777607700771 LAM9 * 1241 1(1.25)
577777607560731 LAM9 * Unknown 1(1.25)
677737607760711 LAM?2 179 2 (2.5)

677737607760771 LAM2 17 2 (2.5)

677777607760771 LAM1 20 2 (2.5)

677777604760771 LAM1 ORPHAN 1(1.25)
777700607760771 LAMS5 1337 1(1.25)
777737607700771 LAMS * 443 1(1.25)
777737607760771 LAMS 93 1(1.25)
776177400060771 LAMS8 * Unknown 2 (2.5)

T77777777720771 H3 50 5 (6.25)
000000007720771 H3 3 1(1.25)
T77777477720771 H3 ORPHAN 1(1.25)
777777777700771 H3 * 124 1(1.25)
777777677720671 H3 * Unknown 1(1.25)
T77777774020771 H1 47 3 (3.75)
000000004020771 H2 2 1(1.25)
T77717777760771 T1 131 1(1.25)
777777423560771 Tl 1643 1(1.25)
777763617560731 T1* Unknown 1(1.25)
777737777760731 T1* 73 1(1.25)
777737777660471 T1* Unknown 1(1.25)
777777600560731 T2 1664 1(1.25)
777777777760731 T2 52 1(1.25)
T77777777700000 T2* 237 1(1.25)
777776777760601 X2 137 2 (2.5)

700036777560771 X3 546 1(1.25)
T77775757413371 EAI6-BGD1 1340 2 (2.5)

700777747413771 EAI6-BGD1 129 1(1.25)
000000000003771 Beijing 1 2 (2.5)

T77777777773771 MANU1 100 1(1.25)

255 *Clade assignment by SPOTCLUST
256

257



258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

64

The genotypic analysis by MIRU-VNTR (24 loci) showed 69 distinct profiles
including 17 isolates (21.3%) grouped into 6 clusters, of which 3 contained INH or SM-
resistant isolates. The largest cluster (Cluster D/n = 5) was composed only of non-indigenous
patients and non-drug resistant isolates. Two clusters (Clusters C and F) were composed of 3
isolates exclusively from non-indigenous patients presenting streptomycin and isoniazid-
resistant isolates. Cluster B presented two isolates with different 1S6110-RFLP and
Spoligotyping profiles, which may occur in case of mixed bacterial populations. Two clusters
grouped isolates from indigenous patients of the Yanomami (n = 2) and Macuxi (n = 2)
ethnicity (Cluster A and E), where one of these isolates presented streptomycin resistance
(Figure 2).

Comparing clustered MTB isolates to those non clustered, no statistically significant
difference was observed with the following variables: gender, ethnicity, scholar level, length
residence in Boa Vista, previous contact with TB, HIV seropositivity and unfavorable TB
treatment (Table S1). Cluster D was the only one where evidence of possible epidemiologic
links was found with two patients living on the same street. In the remaining clusters no
epidemiological correlations were found. An interactive version of the global phylogeny, with
strains labeled by genotype, city of origin and year of isolation, is available at

https://microreact.org/project/rImSTBEMV.
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2325 LAM6 64 no indigenous
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Figure 2. Dendrogram based on MIRU-VNTR (24 loci) and presentation of the 1S6110-RFLP
and Spoligotyping profiles of Mycobacterium tuberculosis strains obtained from Roraima,

state - Brazil.

4. Discussion

In this study, the genotypic diversity and drug resistance of M. tuberculosis isolated
from a Brazilian State (Roraima) were characterized, comparing demographic, clinical and
epidemiologic characteristics of the patients. In order to investigate the transmission between
patients the RFLP technique - 1S6110 and MIRU-VNTR analysis were performed. Our results
showed that the majority of the MTB strains had unique profiles, with a recent transmission
rate lower than those described in other studies carried out in Brazil (Dantas et al., 2015b;
Machado et al., 2014b; Ribeiro et al., 2015). This might be explained by several factors
including, period of sample collection and constant migration flow (legal and illegal crossing
of the border).

The capital Boa Vista gathered the majority of the cases. Since 2000, the region has
been experiencing an increasing accessibility, leading to a high population growth, industrial
and commercial development (de Mello and Silva, 2005). People from Venezuela e Guiana
cross the borders to Brazil due to a lack of Universal Health Care and/or economic and
political crisis in their countries (Fraser and Willer, 2016). In 2017, the incidence of TB in the
state increased 8.4 TB cases/100,000 inhabitants compared to 2016. Among the TB cases
notified, 90% were from patients residents in Roraima, 3.2% from Amazonas and 6.9% from
Guiana and Venezuela (BRASIL, 2018).

The exact transmission source between individuals could not be established in the
clusters with similar genotypes, however transmission insights can be addressed, given that

most of our samples are from the same city. Even without explicitly reconstructing



310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

67

transmission events, some conclusions can be drawn, since the combination of spatial and
genotyping data suggested ongoing neighborhood transmission. In addition patient history
showed that 59% of the individuals grouped in clusters had a history of close contact with
family member or friend with tuberculosis.

Spoligotyping analysis showed that the LAM (62.5%), H (16.25%) and the “ill-
defined” T (10%) lineages presented the highest frequency in this study, similar to results
described in South American countries, including Venezuela (Abadia et al., 2009; Candia et
al., 2007; Lagos et al., 2016; Mokrousov et al., 2014). These findings are also similar to
reports of other Brazilian states, describing the predominance of the LAM (46%), T family
(18.6%) and H family (12.2%), in Minas Gerais, Belém and Parana, a Brazilian state
bordering Paraguay and Argentina (Dantas et al., 2015a; Furlaneto et al., 2013; Gomes et al.,
2012; Machado et al.,, 2014a). An interesting finding was the identification untypical
spoligotype profiles in Brazil, (EAI, Beijing and MANUL1), which are more common in the
Far and Middle East, Asia, Oceania and India (Banuls et al., 2015; Brudey et al., 2006).

Regarding the indigenous population, the most frequent patterns (SIT50/H3,
SIT64/LAMG, SITA2/LAM9 and LAM9*) were also identified in the non indigenous patients.
Surprisingly, unlike the other common spoligotypes found in indigenous communities, the
Beijing strains were identified in our study in two patients (indigenous and no indigenous)
who belonged to the same family, living in the same neighborhood. These findings supports
the introduction of new lineages in the indigenous population of this region, which may be a
result of social activities, as indigenous populations often go to urban areas (Malacarne et al.,
2018).

In contrast to previous studies (Dantas et al., 2015a; Marques et al., 2017b) we have
found a lower frequency of resistance cases, which could be related with the high rate of

favorable treatment outcomes (80.6%) observed in the Roraima state over a period of 13 years
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(Rodrigues et al., 2016). Nucleotide sequences of rpoB, katG, inhA, rrs, rpsL and gidB genes
were analyzed and compared to sequences from a susceptible M. tuberculosis strain reference
strain. All mutations identified in the isolates were described in previous studies (Kandler et
al., 2018; Lempens et al., 2018; Molodtsov et al., 2017; Wang et al., 2014). No mutations
were found in the streptomycin-resistant related-genes in two isolates, indicating that other
mechanisms were responsible for the resistance of this isolates.

In conclusion, this is the first molecular characterization of MTB clinical isolates from
Roraima State, which borders other countries (Venezuela and Guiana). Our findings highlight
a great diversity of genetic profiles, with the identification of main clades (LAM, H and T)
circulating in this region. Although the lower recent transmission rate and decreased number
of resistant isolates identified in the study, the dissemination of these strains always remains a
public health problem. Implementation of prevention and infection control measures is
extremely important especially in a region with large population flow and the molecular

analysis of the different strains circulating can contribute enormously to tuberculosis control.
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Table S1. TB patients according to clustering, using MIRU-VNTR (24-loci), evaluated in the
study period from the state of Roraima — Brazil.

Cluster Unique profile

Characteristics n=17 (%) n=63 (%) p value
Gender
Male 12 (70.6) 38 (60.3) 0.43
female 5(29.4) 25 (39.7)
Age
media/std 35.5/11.619 41.4/17.266 0.096
median 33 39
range
> from 14 to 20 years 1(5.8) 7(11.1) 0.287
> 20 - 40 years old 11 (64.7) 26 (41.3)
> 40 -60 years old 5 (29.4) 19 (30.2)
> 60 years old 0 11 (17.5)
Race
white 1(5.8) 2(3.2) 0.48
non white 12 (70.6) 52 (83.8)
indigenous 4 (23.5) 8(12.9)
Schooling level
illiterate 3(23.1) 8(15.4) 0.41
<4 years 4 (30.7) 11(21.1)
> 4 -8 years 2 (15.4) 16 (30.8)
> 8 years 4 (30.7) 17(32.7)
Vulnerable population:
1. Inmates
Yes 2 (11.7) 5(7.9) 0.99
No 15 (88.3) 58 (92.1)
2. Homeless
Yes 0 3(4.8) 0.84
No 17 (100) 60 (95.2)
3. Immigrants
Yes 0 2(3.2) 1.000
No 17 (100) 61 (96.8)
HIV
positive 2 (11.8) 6 (10.7) 0.555
negative 15 (88.2) 50 (89.3)
Birthplace (country/state)
Brazil:
Acre 1 0
Amazonas 2 6
Bahia 0 1
Ceara 0 1
Maranh&o 2 11
Minas Gerais 0 1
Para 2 9
Rondonia 0 2
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Roraima

Sergipe

Peru

Home municipality/State
Alenguer (PA)

Alto Alegre (RR)

Amajari (RR)

Barcelos (AM)

Boa Vista (RR)

Bonfim (RR)

Canta (RR)

Caracarai (RR)

Caroebe (RR)

Manaus (AM)

Mucajai (RR)

Normandia (RR)

Santa Isabel do Rio Negro (AM)
Uiramuta (RR)

Length of residence at Boa Vista
<35 years

>5al0 years

> 10 years

TB contact

Yes

No

TB disease period (contact)
<2 years

>2- 5years

> 5 years

Previous TB treatment (case)
Yes

No

Type of entrance

new case

retreatment (abandon/relapse)
transference

TB treatment outcome
favorable

unfavorable***
Spoligotyping family

LAM

H

T

X

EAI6-BGD1

Beijing

MANU1

o O

O O N O

[N
N

P OOO0OO0OOORr

2 (18.2)
0
9 (81.8)

10 (66.6)
5 (33.4)

4 (57.2)
0
3 (42.8)

5 (29.4)
12 (70.6)

11 (64.7)
5 (29.4)
1(5.9)

9 (56.3)
7 (43.7)

10 (12.5)
7 (8.75)
0

0

0

0

0

74

T

OFRPrFPNNMNEFEPERARARNOPRAFRPEDNEPE

9 (17.7) 0.98
4 (7.8)
38 (74.5)

25 (43.8) 0.19
32 (56.2)

10 (52.6) 0.53
5 (26.3)
4 (21.1)

2 (3.2) 0.37
61 (96.8)

57 (90.5) 0.06
6 (9.5)
0

48 (77.1) 0.403
13 (22.9)

40 (50)
6 (7.5)
8 (10)
3 (3.75)
3 (3.75)
2 (2.5)
1 (1.25)

***abandon (n=8); death other causes (n=5); drtb (n=6); other treatment (n=1).
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Abstract

In this prospective study we describe the molecular characteristics and risk factors associated
with recent transmission of TB drug-resistant cases isolated from Mato Grosso do Sul, a
Brazilian state bordering Bolivia and Paraguay. During January/2014 to April/2017 400
tuberculosis cases were notified. Among TB resistant cases 78% were classified as new cases,
indicating a higher rate of primary resistance. Incarceration was identified as a major
contributor to the spread of TB, especially MDR-TB. In addition, 46.1% of clustered cases
comprised patients from community and prison settings evidencing the dissemination between
these populations. In addition our findings showed that the population movements might be
related with the introduction of new strains. These informations contribute to the development

of specific control measures to prevent future outbreaks of TB drug-resistant.
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Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious disease closely related to social factors that remain
a major problem of public health and often resulting in high mortality rates. In addition
presents specific economic challenges affecting mainly low- and middle-income countries (1).
Despite the declining numbers in the global incidence it is estimated that there a 10 million
new cases of TB each year, leading to about 1.3 million deaths (2). Brazil is one of the
countries with major number of TB cases in the world (3). In 2017, the number of TB cases
was 86,858 cases, and the incidence rate was 44 per 100,000 per year, with mortality rate of
2.4 per 100,000 per year (2). This may be related to a variety of factors including delay in
diagnosis, poor contact investigation strategies and the emergence and dissemination of
resistant and multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis (4, 5).

Transmission of tuberculosis is complex, involving various environmental,
bacteriological, and host factors. In this scenario the use of molecular tools for
epidemiological monitoring of M. tuberculosis improves case detection and becomes
indispensable for the understanding of transmission routes to development of control
strategies to minimize TB expansion locally and globally (6, 7). Increasing attention on
vulnerable populations, living in border regions where tuberculosis is endemic has provided
opportunities for identifying concentrated tuberculosis epidemics and, therefore, transmission
reservoirs (8).

A particular concern that poses a significant threat to the control and treatment
management of TB is the emergence and dissemination of resistant and multidrug-resistant M.
tuberculosis strains. The high incidence of drug-resistance phenotypes contribute to
unfavorable outcomes and is directly associated with inappropriate prescriptions or treatment
nonadherence (9, 10). Determine the association between prevalent genotypes and drug

resistance profiles is a key role to prevent outbreaks and demands accurate and reproducible
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early detection combined with global efforts and public health interventions to contain this
potentially incurable disease (11).

Mato Grosso do Sul is a central-western Brazilian state presenting a unique
geographical location with 12 cities bordering Paraguay and Bolivia. This region has a great
sociocultural diversity favored by intense migratory movements (12). The resulting
population mobility increases the risk of the introduction and transmission of imported MDR
strains from patients who have not been identified by local TB-control measures (13). The
objective of the present study was to characterize TB cases in terms of epidemiological
variables, drug resistance profiles and clinical isolate genotypes. These informations are

essential to design more focused tuberculosis control strategies in areas of high endemicity.

MATERIAL AND METHODS
Study population and data collection

From January/2014 to April/2017, we enrolled in a prospective study all confirmed
diagnostic (positive culture results) of pulmonary and/or pulmonary plus extrapulmonary TB
cases. All patients answered a standardized questionnaire and signed a written informed
consent. Patients with non-tuberculous mycobacteria (NTM) or negative culture were
excluded. The variables obtained during the interview included: birthplace, address, time
duration in the actual city, job activities in other municipality/countries, previous history of
TB treatment, last TB treatment outcome, contact with pulmonary TB, classification of
current TB case (new case or retreatment) and family relationship (city of residence, length of
residence and frequency meeting with relatives). Complementary sociodemographic data
were obtained from the National Reporting System on Notifiable Diseases (SINAN), which
included, race/color, education level, TB treatment outcome, HIV status, vulnerable

population and comorbidities (diabetes, mental disorder, drug addiction, smoking history and



125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

80

alcohol abuse). This study was conducted with the approval of the Research Ethics
Committee from the Federal University of Grande Dourados (number CAE

12676613.3.1001.5160)

Clinical samples and susceptibility testing

All sputum specimens collected in the participating laboratories were examined by
microscopy or GeneXpert® MTB/RIF and processed with sodium hydroxide (NaOH) method
and inoculated in Ogawa-Kudoh culture medium. Cultures were incubated at 37°C for up to
eight weeks and checked weekly for visible colony. The microbial identification was
performed in the Laboratério Central do Mato Grosso do Sul (LACEN/MS) with evaluation
of microscopic aspects (bacillus size, string factor (14), colony aspect and growth time), p-
nitrobenzoic acid (PNB) inhibition test (15). The bacterial identification was confirmed with
the MPT64 protein detection-based immunochromatographic rapid test (SD Bioline Kit,
Standard Diagnostics, Inc., Korea) (16). Drug susceptibility tests (DST) were performed using
BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA), the drugs
tested and their respective concentration ranges were: streptomycin (SM) - 1.0 pg/mL,
isoniazid (INH) - 0.1 pg/mL, rifampicin (RIF) - 1.0 ug/mL and ethambutol (E) - 5.0
png/mL(17). Isolates showing resistance profile to rifampicin and isoniazid were classified as

multidrug-resistant (MDR) (18).

Phylogenetic analysis

The genetic relationship of MTB isolates was evaluated using 1S6110-RFLP, briefly,
the genomic mycobacterial DNA was extracted, digested and separated by gel electrophoresis
(19, 20). RFLP patterns were analyzed using an 1S6110-RFLP database (RIVM-Bionumerics;

Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) and were considered clusters groups of two or
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more strains with 95% of similarity considering the number and size of bands. Isolates
belonging to a cluster were considered to result from recent infections while isolates whose
RFLP patterns were different from any other pattern identified were considered unique
profiles. The patterns were analysed using the BioNumerics software v.7.1 (Applied Maths).
Percentage similarity between fingerprints was scored by the Dice coefficient. The
unweighted pair group method (UPGMA) with arithmetic mean was used to construct a
dendrogram. Dendrogram and cluster analyses were performed using the algorithms available

within the BioNumerics software package v.7.1 (Applied Maths) (3).

RESULTS

During the study period 400 tuberculosis cases were notified in the border region of
Mato Grosso do Sul state, and 215 were culture-positive (62%). Of those, 202 of cases
eligible for risk factor analysis (94%) and 176 were eligible for cluster analyses (87%) (Figure
1). Epidemiological investigations showed that among the patients, the majority were male
(68%), the median age was 39 years old (range from 09-80 years) and 26 (13%) were
prisoners. The majority of the patients had monthly individual income less than 100 dollars
(89%), had smoking history (57%) and reported previous contact with TB cases (53%). In our
study, the population mobility was observed, 38 patients reported international travel to

Bolivia, Paraguay, Guyana and Spain (Table 1).
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of TB patients from the state of Mato

Grosso do Sul — Brazil.

Characteristics

TB patients n (%) (n = 202)

City
Corumbé
Ladario
Ponta Poré
Gender, male
Age, mean (SD)
Race

White

Mixed

Black

Indigenous

Asian
Schooling level

Iliterate

1 -4 years

5 - 8 years

9 - 11 years
>]11years
Marital status (married)
Individual income < 100US$
Cash transfer programs
International travel
Special population
Prisioners
Ex-Prisioners
Contact with prisioner or ex-prisioner
Homeless
Immigrants
Healthcare professional
TB clinical presentation
Pulmonary
Pulmonary and extra pulmonary
Commorbidities
Diabetes
Mental disorder
Hypertension
Renal failure
Hepatic failure
Smoking history
HIV
STD
Alcoholism
Drugs use
TB history
Previous TB
History of contact with TB case
BCG vaccine
Supervised treatment

147/202 (72.8)
16/202 (7.9)
39/202 (19.3)
137/202 (67.8)
39.4 (14.9)

42/199 (21.1)
100/199 (50.3)
48/199 (24.1)
7/199 (3.5)
2/199 (1.0)

11/163 (6.7)
53/163 (32.5)
63/163 (38.7)
34/163 (20.9)
2/163 (1.2)
75/165 (45.5)
132 (89.2)
53/174 (30.5)
37/168 (22)

26/202 (12.9)
34/202 (16.8)
15/202 (7.4)
41202 (2.0)
8/176 (4.5)
1/202 (0.5)

195/202 (96.5)
7/202 (3.5)

14/186 (7.5)
2/183 (1.1)
42/169 (24.9)
39/163 (23.9)
36/163 (22.1)
105/183 (57.4)
11/202 (5.4)
45/160 (28.1)
42/182 (23.1)
42/165 (25.5)

36/201 (17.9)
86/162 (53.1)
131/164 (79.9)
59/186 (31.7)

STD - Sexually transmitted disease. BCG — Bacillus Calmett-Guérin.
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Genotyping showed that 102 (58%) isolates were grouped into 26 clusters (cluster size
ranged from two to 17 cases), and 64 (36%) isolates had unique RFLP patterns (Figure 2).
Among the cluster, 6 types included 47 strains from community and prison settings, 19 types
included 53 strains exclusively from the community, and one type included two strains
exclusively from prison settings. Confirmed or probable epidemiological links were identified
in 12 clusters (43%). The most common links were found in prisoners and ex-prisoners
(47%). Household links were identified in 12 patients (38%). Additionally, we also identified
probable links in patients living in the same residential community, neighborhood street, or
using shared public facilities, such as schools (26%) (Table 2).

The largest cluster of 17 patients (cluster 1) had 12 patients with epidemiological links
confirmed, was predominantly found in prisoners and ex-prisoners (9/14), thus most patients
grouped in this cluster reported previous contact with TB case. DST showed that all strains in
this cluster, except one were TB-resistant cases (poli-resistant and MDR-TB). Fourteen
clusters had no epidemiological links identified, however the majority of patients within each
of these clusters reported previous contact with family member or friend with tuberculosis

(Table 2).



214  Table 2. Characteristics of genomic clusters of M. tuberculosis isolated from the state of Mato Grosso do Sul state (n = 100).

Cluster Cases City Risk factor Epidemiological ~ Transmission Resistance  Travel
(n) link profile
Household (2) SRSS (1) Bolivia (3)
1 17 Corumbé TB contact (8) Yes Prisoner (4) RRSS (11)
Previous TB (4) Ex-prisoner (5) RRRS (4)
Social (same neighborhood) (3)  SSSS (1)
2 2 Corumbé - Yes Prisoner (2) RRSS (1)
RRRS (1)
3 3 Corumba TB contact (1) No Unknow SSSS (3)
Ex-prisoner (1)
4 6 Corumba TB contact (1) Yes Prisoner (4) RSSS (4) Bolivia (4)
Previous TB (2) SSSS (2)
5 2 Corumbé TB contact (2) No Unknow SSSS (2)
TB contact (1)
6 3 Ponta Pord Previous TB (1) No Unknow SRSS (3)
Ex-prisoner (1)
7 3 Corumbé TB contact (2) No Unknow SSSS (3)
Ex-prisoner (1)
8 2 Corumba TB contact (1) No Unknow SSSS (2) Paraguay (1)
9 2 Corumbé TB contact (2) No Unknow RSSS (1)
SSSS (1)
10 4 Corumba TB contact (2) No Unknow SSSS (4) Bolivia (1)
Ex-prisoner (1)
11 2 Corumba TB contact (1) No Unknow SSSS (2)
TB contact (6) Household (2) SSSS (12)
12 14 Corumba Previous TB (2) Yes Prisoner (2) NA (2) Bolivia (1)
Ex-prisoner (2) Social (same neighborhood) (2)
13 2 Corumbé - No Unknow SSSS (2)
14 3 Corumba Previous TB (1) Yes Prisoner (1) SSSS (3)
Ex-prisoner (2) Ex-prisoner (2)
15 3 Corumba TB contact (1) No Unknow SSSS (3) Paraguay (1)

Previous TB (1)

85
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216

217

218

16 Corumbé TB contact (1) No Unknow SSSS (2)
Ex-prisoner (1)
17 Corumba (2) TB contact (2) No Unknow SSSS (3) Bolivia (1)
Ponta Pord (1) Ex-prisoner (1)
18 Corumbé TB contact (2) Yes Household (2) RRSS (1) Bolivia (1)
SSSS (1)
19 Corumbé TB contact (1) Yes Household (2) SSSS (2) Bolivia (2)
20 Ponta Pord TB contact (1) No - SSRS (1)
SSSS (1)
21 Corumbé TB contact (1) Yes Social (same neighborhood) (2)  RSSS (2) Bolivia (1)
Previous TB (1) SSSS (1)
22 Corumbé TB contact (3) Yes Social (same neighborhood) (2)  SSSS (2) Bolivia (1)
23 Corumba TB contact (2) Yes Household (2) SSSS (3)
Previous TB (1)
24 Ponta Pord TB contact (1) Yes Household (2) SSSS (2) Paraguay (1)
Ex-prisoner (1)
25 Ponta Poré TB contact (2) No Unknow SSSS (5)
Previous TB (1)
26 Corumbaé (4) TB contact (2) Yes Social (same neighborhood) (2)  SSSS (8) Bolivia (2)
Ponta Pord (4) Ex-prisoner (1)
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Among TB-resistant cases (n=50), 84% of M. tuberculosis strains were streptomycin-
resistant, 64% isoniazid-resistant and 14% rifampicin-resistant. In contrast, all strains were
susceptible to ethambutol. Regarding the resistance level 50% of strains were mono-resistant,
38% poli-resistant and 12% were MDR-resistant. Drug-resistant cases (69.8%; 30/43) were
more likely to be clustered, compared to those sensitive (58.3%; 70/120) (P = 0.19).

We conducted univariate analysis to identify the factors associated with genotypic
clustering of resistant and susceptible TB cases. Among clustered profiles individual income
<100US$ (P = 0.04), immigrants (P = 0.01) and incarceration (P = 0.01) were strongly
associated with the recent transmission of TB drug-resistant. However, multivariable analysis
revealed that only incarceration (P = <0.01; OR 7.05; 95CI 1.25-39.84) was a risk factor
independently associated with recent transmission of TB drug-resistant. Regarding strains
with unique profiles, univariate analysis showed that alcoholism (P = <0.01) was associated

with TB drug-resistant (Table 3).
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Table 3.Variables associated with the transmission of TB resistance in Mato Grosso do Sul- Brazil.

Variables RFLP clustered (n=100) Unique profile (n=63)
Resistance Non-resistance P-value Resistance Non-resistance  P-value
Male 23/30 (76.7) 51/70 (72.9) 0.69 10/13 (76.9) 28/50 (56) 0.16
Marital status, married 11/23 (47.8) 22/60 (36.7) 0.35 5/12 (41.6) 23/36 (36) 0.17
Individual income < 100US$ 22/22 (100) 42/50 (84) 0.04 10/12 (83.3) 29/34 (85.2) 0.87
Cash transfer programs 12/30 (40) 18/70 (25.7) 0.15 2/13 (15.4) 11/50 (22) 0.59
Domestic overcrowding® 7/21 (33.3) 21/52 (40.4) 0.57 6/12 (50) 15/33 (45.4) 0.78
Immigrants 2/25 (8) 0 0.02 1/12 (8.3) 4/39 (23.5) 0.84
International travel 5/24 (20.8) 15/61 (24.6) 0.71 1/12 (8.3) 12/36 (33.3) 0.09
Comorbidities
Diabetes 1/30 (3.3) 3/69 (4.4) 0.77 0 6/49 (12.2) 0.26
Hypertension 4/23 (17.4) 17/58 (29.3) 0.26 3/12 (25) 12/34 (35.2) 0.64
Renal failure 5/23 (21.7) 13/59 (22) 0.97 2/12 (16.7) 11/36 (30.6) 0.34
Hepatic failure 6/23 (26.1) 18/59 (20.3) 0.57 4/12 (33.3)) 8/36 (22.2) 0.44
Smoking history 14/26 (53.8) 39/65 (60) 0.59 6/12 (50) 26/45 (57.7) 0.62
HIV 0/30 (0) 5/70 (7.1) 0.13 1/13 (7.69) 4/50 (8) 0.97
STD 4/22 (18.2) 17/59 (28.8) 0.49 3/12 (25) 14/35 (40) 0.35
Alcoholism 7/30 (23.3) 11/61 (18) 0.55 7/11 (63.6) 10/44 (22.7) <0.01
Drugs use 9/23 (39.1) 15/60 (25) 0.20 5/12 (41.6) 7/36 (19.4) 0.12
TB history
Previous TB 5/30 (16.7) 17/69 (24.6) 0.30 4/13 (30.8) 7/50 (14) 0.52
History of contact with TB 13/23 (56.5) 31/58 (53.5) 0.80 8/12 (66.7) 19/36 (52.7) 0.40
BCG vaccine 18/23 (78.3) 45/59 (76.3) 0.84 8/12 (66.6) 29/36 (80.5) 0.32
Prison
Prisioner 9/30 (30) 7/70 (10) 0.01 1/13 (7.69) 4/50 (8) 0.97
Ex-prisioner 5/30 (16.7) 12/70 (17.1) 0.95 4/13 (30.7) 8/50 (16) 0.22
Contact with prisioner or ex-prisioner 3/30 (10) 4/70(5.7) 0.44 1/13(7.7) 4/50 (8) 0.97
Supervised treatment 8/29 (27.6) 20/62 (32.3) 0.65 2/12 (16.6) 17/45 (37.7) 0.16

STD - Sexually transmitted disease. BCG — Bacillus Calmett-Guérin. *More than two individuals per room. Highlight variables with P< 0.05.
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DISCUSSION

Mato Grosso do Sul has an open border with Paraguay and Bolivia, and citizens visit
the bordering area for different purposes including tourism, work, education and to access
better health conditions. This regular interaction and constant cross-border population
movements could provide an opportunity for direct transmission (21). In our study, 22% of
the patients reported travels to other countries, evidencing the constant population mobility in
this area. The majority of patients reported travel especially to Bolivia (79%), a high burden
country for TB and with higher rates of MDR/RR-TB compared to Brazil, 11.6% and 9.5%
respectively (2).

The high coverage of the DST observed in our study thus the identification of
resistance profile of isolates from the border region of Mato Grosso do Sul state was only
possible due to the re-cultivation of isolates and subsequent performance of these tests, which
increased the test coverage rate from 27.4% to 91.6%. The Ministry of Health recommends
the implementation and performance of DST of all positive TB cultures at the time of
diagnosis; however as a result of budgetary constraints some clinical laboratories are not able
to follow all the established national guidelines.

The proportion of resistant cases attributable to recent transmission, on the basis of
molecular data, was 30%, which is higher than those described in other studies carried out in
Brazil (22, 23). There are numerous factors involved with the transmission of resistance such
as the type of infections, treatment history and demographic profile of the population. In our
study, 78% of TB resistant cases were classified as new cases, indicating a higher rate of
primary resistance, different from previous studies carried out in the same region (51.9%)
(24). Regarding the source transmission of the clustered cases, even without reconstructing all
the exactly transmission events, some conclusions can be drawn. Substantial proportion of

household contacts was identified between clustered cases. In addition links through the
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community, public facilities, and alcohol use suggested that spread to other patients was most
likely to have occurred by casual contact.

The current study highlighted that alcoholism was associated with acquisition of TB
drug-resistant in patients with genomically unique strains. This finding is much the same as
those described in previous studies where transmission of TB drug-resistant was associated
with drug or alcohol abuse (24-26). Noncompliance of the 6-month treatment regimen by
patients, leads to the emergence of drug-resistant and treatment default rates are highest
among alcohol users (26).

Molecular and epidemiological data strongly suggested that incarceration is one of the
major contributors to the spread of TB-drug resistant. From contact investigations, 47% of
clustered cases were related with prisons (prisoners and ex-prisoners), which suggested that
this setting is an important place of TB transmission. The multivariate analysis showed that
prisoners had 7.05% more chances to acquiring TB drug-resistant than the general population.
Previous studies have reported higher rates of TB cases in prisoners (27, 28). In addition a
recent study showed that this population plays a key role in the potential transmission of the
disease into community settings (29). Our study identified multiple clusters involving
prisoners and individuals of the general population, evidencing that TB can be easily
disseminated between these populations.

Genotypic clustering cases showed consistent geographic patterns, however cluster 26
consisted of eight strains isolated of individuals living in different cities. An analysis
performed in our database showed that this genotypic profile had been notified in other cities
circulating between prisoners, ex-prisoners and community residents over 10 years before the
stud period (29). Based on this finding, we hypothesize that this is a successful clone that

established itself as the dominant strain among the population in our state.
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In conclusion, our findings highlight that frequent migratory flow contribute
substantially to high rates of drug-resistance, indicating that cross-border tracing may be
necessary to monitor and prevent future spread of MDR-TB strains. In addition there is an
urgent need for effective control strategies to stop the MTB transmission chain, manly
between prisoners and community residents. A continuous surveillance program should be
implemented to monitor the TB epidemiology in prisons, as providing better TB-screening,
effective treatment strategies as well reducing overcrowding, especially in the border area to

avoid possible outbreaks of TB drug-resistant.

References

1. Harries AD, Lin Y, Kumar AMV, Satyanarayana S, Takarinda KC, Dlodlo RA, et al.
What can National TB Control Programmes in low- and middle-income countries do to end
tuberculosis by 2030? F1000Research. 2018;7:F1000 Faculty Rev-11.

2. WHO. Global Tuberculosis Report 2018. Geneva: World Health Organization 2018.

3. Peres RL, Vinhas SA, Ribeiro FKC, Palaci M, do Prado TN, Reis-Santos B, et al. Risk
factors associated with cluster size of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) of different RFLP
lineages in Brazil. BMC Infect Dis. 2018;18(1):71.

4. Brynildsrud OB, Pepperell CS, Suffys P, Grandjean L, Monteserin J, Debech N, et al.
Global expansion of Mycobacterium tuberculosis lineage 4 shaped by colonial migration and
local adaptation. Science advances. 2018;4(10):eaat5869.

5. Ribeiro FK, Pan W, Bertolde A, Vinhas SA, Peres RL, Riley L, et al. Genotypic and
Spatial Analysis of Mycobacterium tuberculosis Transmission in a High-Incidence Urban
Setting. Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious Diseases Society
of America. 2015;61(5):758-66.

6. Augusto CJ, Carvalho WDS, Almeida IN, Figueiredo LJA, Dantas NGT, Suffys PN, et
al. Comparative study of RFLP-1S6110 and MIRU-VNTR from Mycobacterium tuberculosis
isolated in the state of Minas Gerais, Brazil. Braz J Microbiol. 2018;49(3):641-6.

7. Ayabina D, Ronning JO, Alfsnes K, Debech N, Brynildsrud OB, Arnesen T, et al.
Genome-based transmission modelling separates imported tuberculosis from recent
transmission within an immigrant population. Microb Genom. 2018;4(10).

8. Heuvelings CC, de Vries SG, Grobusch MP. Tackling TB in low-incidence countries:
improving diagnosis and management in vulnerable populations. Int J Infect Dis. 2017;56:77-
80.

9. Hameed HMA, Islam MM, Chhotaray C, Wang C, Liu Y, Tan Y, et al. Molecular
Targets Related Drug Resistance Mechanisms in MDR-, XDR-, and TDR-Mycobacterium
tuberculosis Strains. Frontiers in cellular and infection microbiology. 2018;8:114-.



331
332
333

334
335
336

337
338
339

340
341

342
343
344

345
346
347

348
349
350

351
352
353
354

355
356
357

358
359
360

361
362
363

364
365
366
367

368
369
370

371
372
373
374

92

10.  Maningi NE, Daum LT, Rodriguez JD, Said HM, Peters RPH, Sekyere JO, et al.
Multi- and Extensively Drug Resistant Mycobacterium tuberculosis in South Africa: a
Molecular Analysis of Historical Isolates. J Clin Microbiol. 2018;56(5).

11. Manson AL, Cohen KA, Abeel T, Desjardins CA, Armstrong DT, Barry CE, 3rd, et al.
Genomic analysis of globally diverse Mycobacterium tuberculosis strains provides insights
into the emergence and spread of multidrug resistance. Nature genetics. 2017;49(3):395-402.

12.  Marques M, Ruffino-Netto A, Marques AMC, Andrade SMQOd, Silva BAKd, Pontes
ERJC. Magnitude da tuberculose pulmonar na populagéo fronteirica de Mato Grosso do Sul
(Brasil), Paraguai e Bolivia. Cadernos de Saude Publica. 2014;30:2631-42.

13.  Braga JU, Herrero MB, Cuellar CMd. Transmiss&o da tuberculose na triplice fronteira
entre Brasil, Paraguai e Argentina. Cadernos de saude publica. 2011;27:1271-80.

14.  Coelho AGV, Zamarioli LA, Reis CMPV, de Lima Duca BF. Avaliagdo do
crescimento em cordas na identificacdo presuntiva do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Jornal Brasileiro de Pneumologia. 2007;33(6):707-11.

15.  Giampaglia CMS, Martins MC, Chimara E, Oliveira RS, Vieira GBdO, Marsico AG,
et al. Diferenciagdo entre Mycobacterium tuberculosis e outras Micobactérias com acido p-
nitrobenzaico utilizando o sistema MGIT960 INT J TUBERC LUNG DIS. 2007;11(7):803-7.

16.  Arora J, Kumar G, Verma AK, Bhalla M, Sarin R, Myneedu VP. Utility of MPT64
Antigen Detection for Rapid Confirmation of Mycobacterium tuberculosis Complex. Journal
of global infectious diseases. 2015;7(2):66-9.

17.  Gallo JF, Pinhata JMW, Saraceni CP, de Oliveira RS. Evaluation of the BACTEC
MGIT 960 system and the resazurin microtiter assay for susceptibility testing of
Mycobacterium tuberculosis to second-line drugs. Journal of microbiological methods.
2017;139:168-71.

18. WHO. The WHO/IUATLD Global Project on Anti-tuberculosis Drug Resistance
Surveillance. Antituberculosis drug resistance in the world Genebra: World Health
Organization, 2008 Contract No.: Report no. 4.

19.  Gonzalo-Asensio J, Pérez I, Aguild N, Uranga S, Pico A, Lampreave C, et al. New
insights into the transposition mechanisms of 1S6110 and its dynamic distribution between
Mycobacterium tuberculosis Complex lineages. PLOS Genetics. 2018;14(4):e1007282.

20.  van Embden JD, Cave MD, Crawford JT, Dale JW, Eisenach KD, Gicquel B, et al.
Strain identification of Mycobacterium tuberculosis by DNA fingerprinting:
recommendations for a standardized methodology. J Clin Microbiol. 1993;31(2):406-9.

21.  Marques M, Cunha EA, Santos ACB, Leite CQF, Souza Filho AF, Andrade SM.
Circulating Genotypes and Drug Resistance Profiles of Mycobacterium tuberculosis in
Brazilian Counties Bordering Paraguay and Bolivia. World Journal of Biochemistry and
Molecular Biology. 2018;3(2):55-65.

22. Dantas NGT, Suffys PN, Carvalho WdS, Gomes HM, de Almeida IN, de Assis LJ, et
al. Genetic diversity and molecular epidemiology of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis in Minas Gerais State, Brazil. BMC infectious diseases. 2015;15:306-.

23.  Reis AJ, David SM, Nunes LS, Valim AR, Possuelo LG. Recent transmission of drug-
resistant Mycobacterium tuberculosis in a prison population in southern Brazil. Jornal
brasileiro de pneumologia : publicacao oficial da Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisilogia. 2016;42(4):286-9.



375
376
377

378
379
380
381

382
383
384

385
386
387

388
389
390
391

392
393
394

395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405

93

24.  Marques M, Cunha EAT, Evangelista MdSN, Basta PC, Marques AMC, Croda J, et al.
Resisténcia as drogas antituberculose na fronteira do Brasil com Paraguai e Bolivia. Revista
Panamericana de Salud Publica. 2017;41:e9.

25. Duraisamy K, Mrithyunjayan S, Ghosh S, Nair SA, Balakrishnan S, Subramoniapillai
J, et al. Does Alcohol consumption during multidrug-resistant tuberculosis treatment affect
outcome?. A population-based study in Kerala, India. Annals of the American Thoracic
Society. 2014;11(5):712-8.

26. Imtiaz S, Shield KD, Roerecke M, Samokhvalov AV, Lénnroth K, Rehm J. Alcohol
consumption as a risk factor for tuberculosis: meta-analyses and burden of disease. European
Respiratory Journal. 2017;50(1):1700216.

27.  Bourdillon PM, Gongalves CCM, Pelissari DM, Arakaki-Sanchez D, Ko Al, Croda J,
et al. Increase in Tuberculosis Cases among Prisoners, Brazil, 2009-2014(1). Emerging
infectious diseases. 2017;23(3):496-9.

28.  Cunha EAT, Marques M, Evangelista MdSN, Pompilio MA, Yassuda RTS, Souza
ASd. A diagnosis of pulmonary tuberculosis and drug resistance among inmates in Mato
Grosso do Sul, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 2018;51:324-
30.

29.  Sacchi FPC, Renata MP, Mariana BT, Vera S, Lucilaine F, Mariana GC, et al. Prisons
as Reservoir for Community Transmission of Tuberculosis, Brazil. Emerging Infectious
Disease journal. 2015;21(3):452.



City Year ID SIRE Cluster
1S6110 RFLP 1S6110 RFLP
8.8..8 g r.r 8 8.5 38 %
BEEERIN Corumba 2015 2 RRSS
WEIREI | Corumba 2015 37 RRSS
(1] 11 Corumba 2014 126 RRSS
[T TN Corumba 2014 13 RRRS
[T Corumba 2014 39 RRSS
N Corumba 2014 85 RRSS
RN Corumba 2014 9 RRSS
\ \ \ \ \ \ Corumba 2014 9 RRSS
NEEEIN] Corumba 2014 73 RRSS 1
\ \ \ \ \ H Corumba 2014 184 RRRS
LTI Corumba 2014 93 RRSS
LTI Corumba 2014 75 RRSS
R Corumba 2016 164 RRSS
| [ LI Corumba 2016 119 SSSS
\ R Corumba 2016 8 RRRS
\ \ \ \ H Corumba 2016 135 SRSS
| I| Il Corumba 2016 112 RRRS
] L || Corumbé 2014 180 RRSS
—— | | Corumba 2015 4 RRRS
] \ Corumba 2014 63 RRSS 2
\ \ Corumba 2016 34 RRRS
] Il Ponta Porda 2014 183 SRSS
\ [ 1] T Corumba 2014 131
l—: \ [ Corumba 2016 137 SsSS
M ’_'§,—‘ \ T Corumba 2015 5 SSSS
\ [T Corumba 2014 57 SSSS 3
| Ll Corumba 2014 50 SSSS
<|—||§ \ N Corumba 2014 47 SSSS
| | 11 | | Corumba 2014 19 RRSS
\ [ ] [| Corumba 2017 62 SSSS
| [T I I Ponta Pora 2016 91 SSSS
\ XL Il Corumba 2016 71 RRSS
\ kb~ Corumba 2015 41 SSSS
\ \ \ \ [ \ Ponta Pora 2016 38 SSSS
\ \ \ \ \ Corumba 2014 79 RRSS
- | ||l [ Corumba 2014 96 SSSS
[T ]l Ponta Pord 2016 194 SSSS
| | | Corumba 2015 156 SSSS
\ \ [ Corumba 2016 123 RSSS
\ [ \ Corumba 2015 33 RSSS
\ | ] | Corumba 2016 68 RSSS 4
\ \ Corumba 2015 48 RSSS
\ \ \ Ladario 2016 111 SSSS
,_| |:‘ | | Corumba 2016 20 SSSS
«|  E— I [ ] | Corumba 2016 32 SsSS
| Ponta Pord 2014 49 RSSS
| ] | Corumba 2014 151 SSSS 5
| | | | Ponta Poré 2014 26 SSSS
[ 1 | | Ponta Pord 2014 162 SSSS
— | Corumba 2014 31 SSSS
\ \ Corumba 2017 101 SSSS
Corumba 2015 83 SSSS
\ | Corumba 2014 159 SSSS
\ \ Corumba 2014 27 SSSS
—‘ | | \ Corumba 2016 118 SSSS
| | | Corumba 2014 12 SRSS
Mo Ponta Pord 2015 182 SRSS
r‘j HH ||| || \ \ \ Ponta Pora 2015 89 SRSS 6
I Ponta Pord 2014 81 SRSS
|—|  E— TR Corumba 2017 181 SsSS
\ \ H\ | \ \ \ Corumba 2016 147 SSSS
|— (N e A PontaPord 2014 176 SSSS
(] I Corumba 2014 116 SSSS
[N [] Ponta Pord 2014 74 SSSS
,_,—: M Il | PontaPora 2016 35 ssss
, o M Corumba 2015 61 SSSS

94



{ ‘ ‘ H ‘ H ‘ ‘ Ponta Pora 2016 35 SSSS
W I Corumba 2015 61 SS5S
N 4‘:{ [N Corumba 2015 92 ssss 7
| Corumba 2017 40 ssss
[T Corumba 2014 113 SSss
ﬁ [ [EHET™ Ladario 2015 36 sSSS 8
L —‘: [ 1 Ladario 2014 193 SSSS
(. Corumba 2015 6 ssss
(I PontaPord 2014 70 ssss
E [ T \ Corumba 2014 169 ssss
[ ] Il Corumba 2014 2 SsSS
{ IR Corumba 2017 188 SSSS
1 Corumba 2017 95 RSSS 9
. T 1T T \ Corumba 2017 134 SSSS
(| | Corumba 2015 186 ssss
4' I || Corumbé 2016 165 ssss 10
( ([ || Corumba 2015 174 ssss
— Mmoot Corumba 2015 109 SSSS
LR | Corumba 2014 140 ssss
M1l Corumba 2016 177 RSSS
| ] | Corumba 2015 100 ssss
I Corumba 2016 157 ssss
L'—{ T i Corumba 2016 105 SSSS
NI | 1 Corumba 2016 127 SSSS 11
e ‘ [ l | | | ‘ Corumba 2014 168 RRSS
| I | Corumba 2014 11 SSSS
E || I I I || | || | Corumba 2016 107
[T T S Corumba 2016 158 ssss
| | I Corumba 2014 142 ssss
[ | HETE: 1 Corumba 2014 114  sSSS
[ I ) Corumba 2015 76
1 1 Ladario 2017 206 SSSS
0TI Corumba 2017 185 ssss 12
* ‘ L] ] ‘ Corumba 2015 14 SSss
| 11 Corumba 2015 115 ssss
{ il | Corumba 2016 179 SSSS
[l | Corumba 2015 45 SSSS
{ [ | Corumba 2015 102 ssSs
| | | Corumba 2014 64 ssss
— \ Corumba 2016 66 SSSS
\—{ I ! Corumba 2016 103 SSSS 13
[ | | Corumba 2015 53 SSSS
T 4‘:{ [ Il | | ] Corumba 2014 16 ssss 14
[ T Corumba 2014 143 Ssss
— et 1 Corumba 2015 99 sSSS
L ] [ Corumba 2016 78 ssss
] L e Corumba 2015 146 ssss
N (1T Coumbs 205 17 SSSS
| IR PontaPord 2015 125 SSSS
TN ] Corumba 2015 121 SSSS
ﬁ (11| | | Corumba 2014 138 SSSS 15
]I | | Corumba 2016 77 SsSS
L Il \ \ Ponta Pora 2015 46 SSSS
I 1 PontaPora 2015 82 ssss
e M |l Corumba 2016 22 ssss
COCLE O Corumba 2016 72 SsSS
L TR Corumba 2016 23 ssss 16
U Ll Corumba 2014 130 Ssss
Yl \ PontaPora 2014 30 SSSS
T 4' |- | Corumbé 2015 59 ssss 17
| | | Corumba 2016 161 SSSS
(M| | Corumba 2015 120 ssss 18
— [ | Corumba 2015 172 RRSS
S I Corumba 2015 154  SSSS 19
— W1 | Corumba 2016 178 SSss
|| PontaPora 2015 141 SSSS
1 (L] ‘\ } PontaPora 2014 117 SSRS 20
— (LTI Corumba 2014 86 RSSS

95



96

\—{ N o | | ruia rula cuLo 141 EEESY
I ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Ponta Pora 2014 117 SSRS
— (11 Corumba 2014 86 RSSS
‘ | ” | “ Corumba 2015 148 RSSS
4‘_4:{ [ 1T T Corumba 2015 104 RSSS
— ' Hl | [ “ Corumba 2015 51 RSSS 21
1] Corumbé 2016 139 ssss
] - 1 || |‘| ” ” | Corumba 2015 29 RSSS
—— 1L L1 | Corumba 2017 124 Ssss
L] [T ) Corumba 2017 167 SSSS 22
il Comis 201 129 ssss
E T T Coumba 2014 &7 ssss
] T Coumba 2015 52 RSSS
I 0TI Corumba 2016 108 SSSS
(YA Coumbs 2014 132 SSSS
N1 Il Corumba 2015 175 Ssss
T PontaPora 2017 15 SsSS
11 PontaPora 2014 44 SSSS
1 T Coumbs 2006 7 ssss
T Coumba 2015 10 SSSS
— RN — PontaPora 2016 58 ssss
L L Corumba 2016 43 ssss
L THTE Ladario 2016 190 SSSs
4' P LI | Coumba 2015 155  SSSS 23
u I T Ladério 2016 55 ssss
\ [ T1TTT ] Ponta Pora 2014 3 5SS 24
— LU PomaPors 204 24 SSSS
L TR Corumba 2015 65 SsSS
IIl I Ponta Pora 2014 133 SSSS
N H ‘ ” | ’ Ponta Pora 2014 173 SSSS
] [ PontaPora 2016 166 SSSS 25
r‘: ‘ ‘ H ‘ ‘ Ponta Pora 2016 153 SSSS
| [ | PontaPora 2016 60 $SSS
—— | LD Ponta Pora 2015 97 SSSS
M Corumba 2017 160 SsSs
W 1 Corumba 2015 17 ssss
(I Commba 2015 21 SSSS
W 1 PontaPora 2015 106 ssss 26
H H‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Ponta Pora 2015 90 SSSS
I | | PontaPora 2015 54 ssss
4‘: (I PontaPora 2015 122 ssss
Il |l| 1 | | Corumbéa 2015 18 SSSS
[ 1] | PontaPora 2014 110 Ssss
‘ H ‘ ‘ Ponta Pora 2014 56 SSSS

Figure 2. Dendrogram based on 1S6110-RFLP profiles of Mycobacterium tuberculosis strains

obtained from patients residing in the state of Mato Grosso do Sul - Brazil.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo indicam que varios fatores podem estar
relacionados com a dindmica da transmisséo da TB em regides de fronteira, dentre eles status
sociodemograficos, fluxo populacional e presenca de grupos de alto risco. Foi realizada a
primeira caracterizacdo molecular de isolados clinicos de MTB do Estado de Roraima, que
faz fronteira com Venezuela e Guiana. Grande diversidade genética foi identificada
circulando nesta regido, sugerindo que o constante movimento populacional ¢ um fator
importante na transmissao do bacilo da TB. Neste estudo, ainda realizamos a descricdo de
uma alta taxa de transmisséo recente de MTB resistente a antimicrobianos isolados em Mato
Grosso do Sul (fronteira com Paraguai e Bolivia). Os resultados destacaram uma forte
associacdo entre aquisicdo de TB droga-resistente com alcoolismo e principalmente
encarceramento. Uma grande proporcdo dos casos de TB com perfis genéticos idénticos
foram relacionados com prisGes (prisioneiros e ex-prisioneiros), enfatizando que a
implementacdo de medidas de prevencdo e controle de infeccdo é extremamente importante
para interromper a disseminagdo de MTB, principalmente entre prisioneiros e moradores da
comunidade. Em conclusdo, foi possivel observar diferentes cenarios no que diz respeito a
dindmica de transmissdo de TB nas regides de fronteira, enquanto em Roraima foi observada
uma alta diversidade genética entre os isolados de MTB e baixa taxa de resisténcia a drogas
antiTB, em Mato Grosso do Sul foi identificada uma alta taxa de resisténcia e transmissao
recente de MDR-TB. Esses achados demonstram que embora essas regifes apresentem
caracteristicas em comum elas exibem particularidades que refletem na circulacdo e
disseminacdo da doenca, tornando assim importante uma vigilancia epidemioldgica continua

com medidas de controle especificas.
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Abstract. We conducted a population-based study of tuberculosis (TB) from 2009 to 2015 in an indigenous com-
m.ntyofBrazsLtholargeammocantry to investigate risk factors associated with recent TB transmission. The clinical
isolates of tuberculosis were genotyped by IS6710-RFLP (restriction fragment length polymorphism) and
spoligotyping analysis. Among 67 isolates typed by RFLP, 69% fell into fifteen clusters, and 91% of TB cases with shared
I1S6110-RFLP pattern were diagnosed within 2 years of another case in the cluster. Individual risk factors associated with
genetic clustering were domestic (odds ratio [OR]: 6.10; 95% confidence interval [Cl}: 1.50-24.88) and low
social class (OR: 3.72; 95% CI: 1.00-13.98). Most reported contacts (76%) were identified within the household of the
index TB case, but most of the genetic clustering of M. tuberculosis occurred outside of household (79%). Expanded
contacts investigation and prophylaxis outside of household should be considered as a priority for TB control programs in

this population.

INTRODUCTION

Despite an effective national program for the diagnosis and
treatment of tuberculesis (TB) in Brazil, TB remains a leading
cause of morbidity and mortality in indigenous populations. ™
Recent studies have reported a high prevalence of latent TB>>
and an incidence of active TB that is several fold higher in
h\diger'aouspopu.ﬂaﬂmsnﬁrazimadmlhmmmal
average.* Similar disparities have been reported among in-
digenous populations throughout the world.

Despite these consistent findings of increased TBrisk, there
is limited understanding of transmission pattems within in-
digenous communities. in particular, the epidemiociogical
drivers of TB, including individual and spatial risk within in-
digenous communities, have not been well characterized.
Recent studies from high-burden, non-indigenous commu-
nities have suggested that most of the transmission occurs
outside of households, but the geographic scale of trans-
mission is poorly understood. This may have important im-
plications for contact investigations. To address this knowledge
gap, we conducted a population-based study. incorporating
data from contact investigations and genotypic data, to in-
vestigate recent TB transmission in the largest indigenous
community of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

We identified and recruited all indigenous TB patients re-
siding in the Jaguapiru and Borord reservations who were
reported to the National Notffiable Diseases Information
Systemn (SINAN) for a TB diagnosis from September 2009 to
August 2015. Brazil mandates reporting of all diagnosed TB
cases, and reporting rates are believed to be high.

We administered a questionnaire to all patients conceming

* Address comespondence to Jullo Croda, Faculdade de Ciéncias da
Salde, Universidade Federal da Grande Dourados, Rodovia Dourados,
Itaim Km 12, Dourados, Mato Grosso do Sul 79804-970, Brazdl. E-mait
juliocroda@gmall.com
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social mixing behaviors. An index of domestic overcrowding
was determined by dividing the number of individuals who
were living in the househoid by the number of rooms, and
domestic overcrowding was considering when there were
gorized according to the classifications set forth by the Bra-
ziian Association of Research Institutes, which adopted the
ulation was grouped according to the number of
10-point intervals (class D or E) that fell below the median.5 We
asked participants to identify their close contacts, defined as
persons who had shared indoor airspace with a person with
pulmonary TB for at least 15 hours per week for one or more
weeks, during a high-risk infectious period defined as the date
of cough onset untii 2 weeks after the intiation of appropriate
anti-TB therapy.® Data on contacts data, tuberculin skin test
(TST) results, and is were collected from the
clinical records using the forms used by the Indigenous Health
Secretary according to the organization’s instructions.

We obtained Mycobacterium tuberculosis clinical isolates
from cultures and genotyped them by using IS6110-RFLP
(restriction fragment length polymorphism) and spoligotyping
analysis.”® RFLP pattemns were analyzed using an IS6110-
RFLP database (RIVM-Bionumerics. Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium). A genotypic cluster was defined as
a group of two or more isolates from different patients whose
RFLP patterns were identical with respect to the number and
size of bands. The “Spoligo-intemational-Type" identified
were classified into spoligotype families and subfamilies with
the help of the SpolDB4 database® We then performed
bivariable logistic regression to identify significant risk factors
for clustering, including demographic and clinical character-
istics, as well as known TB contacts.

RESULTS

Atotal of 138 indigenous TB cases were reported to SINAN
between September 2009 and August 2015 (Figure 1). Of
these, 84% compileted treatment, 2% failed, 12% died, and
2% transferred to other municipalities. During the study
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Prisons as Reservoir for Community
Transmission of Tuberculosis, Brazil
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Jazon R, Andrews, Julio Croda

We conducted a population-based study of tuberculosis
(TB} cases in Dourados, Brazil, to assess the relationship
between incarceration and TB in the general population. In-
carceration was associated with TB in am urban population;
4% of Mycobacfenum fuberculoziz strains were related to
strains from persons in prisons. TB control in prisons is crti-
cal for reducing disease prevalence.

razil has the fowrth largest incarcerated population in

the world and a tuberculosis (TH) incidence that 15 20
fimes higher among prisoners than ameng the general pop-
ulation (I, 7). It kas been hypothesized that pnsons serve as
institwtional amplifiers for TB. wherein poorly controlled
fransmission among mearcerated persons 15 a drver of TB
in the broader population (3.4). However, few data show
for inkages betwesn prizon and commmmity epidemes of
TB. To address thas 1ssue, we conducted 2 population-based
study of TB cases in Dowrados, 2 mednim-size city In west—
central Braml and wsed case—control and molacular meth-
ods to assess the relahonship between incarceration and TB
in the general populahion

The Study

Dourades kas a population of 177,160 persons, of which
1,500 are mmates of 2 prison for men We 1dentified and re-
cruited TB patents reported to the Sistema de Informacio
de Agravos de MNotthcagio Natonal (Wotfiable Dhseases
Information System) and whe resided in Dourades dunng
Tune 2009—arch 201 3. We then conducted a case—control
study m which 2 control persons without a2 TB diagnosis
ware identifed and matched for each TB case-patient ac-
cordmg to age group and place of residence.

We performed condihional logishe regression to identi-
fy sigmificant (p=-0.05) nsk factors for active TB. Vanables
Author affiliations: Federal University of Grande Dourados,
Dourados, Brazil (F.P.C. Sacchi, R.M. Praca, M.E. Tatara,

M.G. Croda, J. Croda); Adolfo Lutz Institute, S30 Paula, Brazil

(W Simonsen, L. Ferrazoli); Oswaldo Cruz Foundation, Rio de
Janairo, Brazil (PIN. Suffys); Yale University School of Public
Health, Mew Haven, Connecticut, USA (8.1, Ko); Stanford University
School of Medicine, Stanford, California, USA (J_R. Andrews)
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were inchuded in 2 multrvanable model 1f they reached a
significance level of p=00.20 i unrvanate analysis. M-
cobacterim tuberculosiz 1solates were typed by 156110
restnction fragment length polymorphizm (RFLF) anzaby-
sis (). RFLP patterns were analyzed by using an [S6110
EFLP datzbaze (RIVM-Biomumerics; Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium). A cluster was defined as a
group of =2 1solates obtaned from different patients for
whach the RFLP patterns were identical with respect to the
pumber and size of bands.

A total of 240 TB cases were reported, of which 60
(25%) and 180 (75%) were in prisoners and community
residents, respectively (Fizure 1). The anmal mecidencs
of TB m the prisoner population was =4 tumes lugher
than m the commumity population (1044 cases/100,000
persons [95% CI 797-1,344 case=/100,000 persons] vs.
26 cases/ 100,000 persons [93% CI 23-31 cases/100,000
persons]). All 60 prisoners had pulmonary TB and it was
confumed bactenclogically for 54 (90%:) persons. Among
130 persons with TB cases in the commmunity population,
133 (74%) had pulmonary T, 34 {19%:) had extrapul-
monary TB, and 13 (7%) had both forms; 107 (59%) of
the TB cases were confirmed bacteriologically. Durmg
the study, 49 (82%%) prisoners with TB completed treat-
ment, 2 (3%) were not cured, 3 (5%) died, and & {10%)
were transferred to other prisons. Prisomers with cases
were Incarcerated for an averaze duration of 26 months
before diagnosis.

We recrurted 6] pasons with TB and 122 controls
from the commumty to evaluate nsk factors for TB ac-
quisition (Figure 1), Multrvanabls analysis showed that
male sex (adjusted odds ratio [AOR] 6.6, 5% CI 24—
18.1), monthly meome <100 US dollars (A0E 3.4, 95%
CI 1.1-10.8), alcohol use (AOE 11.5, 95% CI 2.0-67.00,
known history of contact with 2 TB patient (A0F 5.6, 33%
CI 142200, and pnor incarceration (A0R 245, 95% CI
2.4-254 6) were independent 1sk factors for TS (Table). A
total of 23% (14/61) of the commmmty cases were In per-
sons previcusly mearcerated in the Dourados Prison.

We genotyped 97 (86%) of 113 strains 1solated from
persons with culhwe-positive M mbsreulosic mfection, of
which 59 and 33 were 1solated from commumty persons
and prison patients, respectively (Figure 1). Of these, 79
(81%) 150lates were grouped mto 17 clusters, and 18 150-
lates had umque RFLP patterns. Among the 17 cluster
types, 10 types included 65 stains from commumity and
prison settings, & types mecluded 12 strains exclusively
fromy the commumity seting, and 1 type inchoded 2 strams
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