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RESUMO

Introducdo. A genotipagem de isolados de Mycobacterium tuberculosis permite o
estudo da dindmica da transmissdo da tuberculose (TB), enquanto técnicas de
geoprocessamento permitem a realizacdo concomitante da analise espacial dos
dados clinicos e epidemiol6gicos. No presente estudo, dados genotipicos e analise
especial foram combinados para caracterizar a transmissao da TB em Vitoria — ES —
Brasil e identificar areas e fatores de risco associados a transmissdo recente da
doenca. Material e Métodos. No periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2007,
503 isolados foram genotipados pelos métodos de analise de polimorfismo de
fragmentos de DNA (RFLP) e Spoligotyping. A analise espacial incluiu a estimativa
de densidade de Kernel, a analise por funcdo K e uma analise de distancias pelo
teste t- Student. Os isolados de M. tuberculosis que apresentaram perfis genotipicos
idénticos foram agrupados em clusters e considerados parte de uma cadeia de
transmissdo recente (casos). Resultados. Dos 503 isolados, 242 (48%) foram
categorizados em 70 diferentes clusters pertencentes a 12 familias de RFLP. A
taxa de transmisséo recente foi de 34.2%. O mapa de densidade de Kernel indicou 3
areas de maior concentracdo de casos. A analise por funcdo K mostrou que tanto
clusters quanto familias de RFLP tendem a se agrupar no espaco. A andlise de
distancias pelo t-Student confirmou esses resultados, além de mostrar que isolados
com perfis genotipicos Unicos (controles) tendem a se distribuir de forma aleatéria no
espaco. Um modelo logit com efeito randémico de vizinhancga foi utilizado para
analises univariadas e multivariada dos fatores de risco associados. Quando as
probabilidades preditivas calculadas para cada bairro foram mapeadas, foi possivel a
identificacdo dos bairros onde é maior o risco de transmissdo recente da TB.
Conclusdes. A clusterizacdo tanto espacial quanto genotipica dos isolados de M.
tuberculosis revelou a ocorréncia de transmissao recente da TB, causada por um
namero relativamente pequeno de genotipos, em areas bem definidas. Esses dados
auxiliam no planejamento mais direcionado de estratégias para controle da doenca,
como, por exemplo, por meio de uma investigacdo mais rigorosa e orientada dos
contatos, levando-se em consideragéao o territério.

Palavras-chave: Tuberculose, Epidemiologia Molecular, Analise Espacial
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ABSTRACT

Background. Genotyping Mycobacterium tuberculosis isolates allows study of
dynamics of tuberculosis (TB) transmission, while geoprocessing allows concomitant
spatial analysis of clinical and epidemiological data. In the present study, genotyping
data and spatial analysis were combined to characterize TB transmission in Vitoria-
ES-Brazil to identify distinct neighborhoods and risk factors associated with recent TB
transmission. Methods. From 2003 to 2007, 503 isolates were genotyped by 1S6110
restriction fragment length polymorphism (RFLP) and spoligotyping. The spatial
analysis included Kernel density estimation (KDE), k-function analysis on predicted
estimates from a random-effects logit model and a t-test distance analysis. M.
tuberculosis isolates belonging to identical RFLP patterns (clusters) were considered
to represent recent TB infection (cases). Results. Of 503 genotyped isolates, 242
(48%) were categorized into 70 distinct clusters belonging to 12 RFLP families. The
overall proportion of recent transmission was 34.2%. Kernel density maps indicated
three areas of most intense concentration of cases. K-function analysis of the largest
RFLP clusters and families showed that both co-localized in space. The distance
analysis confirmed these results and also showed that unique-pattern strains
(controls) randomly distributed in space. A logit model with random neighborhood
effects was used to evaluate univariate and multivariate associations. When the
predicted probabilities for each neighborhood were mapped, they identified the
neighborhoods with high risk for recent transmission. Conclusions. Spatial and
genotypic clustering of M. tuberculosis isolates revealed ongoing active transmission
of TB caused by a small subset of strains in a subset of neighborhoods of the city.
Such information provides an opportunity to target TB transmission control, such as

through rigorous and more focused contact investigation programs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

1.1.1 Aspectos Epidemioldgicos

Considerada por muitos como uma “doenga roméantica” relacionada ao estilo de vida
boémio de artistas e intelectuais do passado, a Tuberculose (TB) ainda representa
um grave problema de saude publica mundial, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Apesar de ja existirem recursos tecnolégicos capazes de
promover seu controle, ainda ndo ha perspectiva de eliminacdo desta doenca a curto
prazo, a ndo ser que novas vacinas e/ou medicamentos sejam desenvolvidos. Além
disso, a associagdo da tuberculose com a infeccdo pelo HIV, a emergéncia e
propagacado de cepas resistentes aos farmacos e a deterioracdo dos sistemas de
salde publica, representam desafios adicionais em escala mundial (NGUYEN et al.,
2004).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que um terco da populacdo mundial
esteja infectada pelo Mycobacterium tuberculosis, agente causador da TB. Em 2012,
estimou-se a ocorréncia de 8,6 milhdes de casos novos desta doenca e um total de
aproximadamente 1,3 milh6es de mortes, incluindo 350.000 pacientes infectados pelo
HIV (WHO, 2014). Entre os anos de 2002 e 2012, uma média de 75 mil casos novos
foram notificados no Brasil, 0 que corresponde a um coeficiente de incidéncia de
aproximadamente 46 novos c¢asos/100.000 habitantes/ano. Esses indicadores
colocam o Brasil entre os 22 paises priorizados pela OMS que concentram 80% dos
casos de TB no mundo (WHO, 2014). Entretanto, apesar da diminuicdo no numero de
casos da doenca observada em todo o mundo, estima-se que a meta proposta pela
OMS, de reduzir em 50% as taxas de prevaléncia e mortalidade da TB até o ano de
2015, nédo sera atingida (WHO, 2014).

Neste mesmo periodo, foram notificados no Espirito Santo uma média de 1285
casos novos, com uma incidéncia de 38 casos/100.000 habitantes/ano (BRASIL —
boletim epidemiolégico, 2012). O Espirito Santo € constituido por 78 municipios e

sua populacdo € de aproximadamente 3.500.000 habitantes. Dos sete municipios
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que compdem a regido metropolitana da Grande Vitéria, o municipio de Vitoria,
capital do Estado, € o menor deles com uma populacdo de aproximadamente
330.000 habitantes. Neste municipio, a taxa de incidéncia foi de aproximadamente
51 casos/100.000 habitantes, acima das médias nacional e da Regido Sudeste, que
foram de 41 e 42,6 casos/100.000 habitantes, respectivamente (Sala de Situacéo
em Saude, MS).

Neste cenério epidemiolégico, a co-infeccdo M. tuberculosis/Virus da
imunodeficiéncia adquirida (Mtb/HIV) ocupa lugar de destaque, sendo descrita por
muitos como o “dueto amaldigoado”, devido ao seu grande impacto econémico e
social (SHARMA et al., 2005). Nos pacientes co-infectados por Mtb/HIV, o risco de
desenvolver a tuberculose apos a infeccdo priméaria € extremamente alto (HAVLIR;
BARNES, 1999; LIBERATO et al.,, 2004), podendo ainda ocorrer a reativacdo de
uma infecgéo latente (NUNN et al., 2005).

Além destes indicadores expressivos e de suas implicacdes para a humanidade,
existe também uma crescente preocupacdo com o fendbmeno de resisténcia do M.
tuberculosis a drogas anti-tuberculose (CHAULET et al., 1996; PABLO-MENDES et
al., 1998). Este fenbmeno é, em grande parte, justificado pela irregularidade ou
abandono do tratamento, além do alto custo e escassez de drogas alternativas
eficientes contra estes microrganismos; e responsavel por diminuir, de forma
acentuada, a probabilidade de cura dos doentes acometidos pelos mesmos. Como
resultado, estes pacientes transmitem o bacilo por um periodo de tempo mais

prolongado.

1.1.2 Etiologia e transmissé&o da infecgéo

O termo “tuberculose” foi possivelmente utilizado pela primeira vez por Shonlein em
1839 (GRANGE, 1996). Esta denominacdo tornou obsoletos os termos “Tisica” ou
“Consumpgao”, antes utilizados em alusao a exuberante caquexia caracteristica dos
estagios mais avancados desta enfermidade. Um dos mais significativos e
completos estudos sobre a tuberculose foi realizado pelo cientista alemdo Robert
Koch. Em 1882, Koch apresentou a comunidade cientifica o isolamento e forma de

cultivo, a partir de trabéculos macerados, do Mycobacterium tuberculosis,
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identificado como o agente etioldgico da doenca, e que ficou mais conhecido como
bacilo de Koch. Por sua contribui¢cdo cientifica, Koch recebeu o prémio Nobel de
Medicina em 1905. O bacilo de Hansen, descoberto alguns anos antes, e o bacilo
da tuberculose foram as primeiras espécies incluidas no género Mycobacterium,
descrito, taxonomicamente, por Lehmann e Neumman em 1896 (LEHMANN;
NEUMMAN, 1896; apud GRANGE, 1996).

O género Mycobacterium compreende pequenos microrganismos em forma de
bastdo, com dimensdes de 0,2-0,7 x 1,0-10 um, que ndo possuem flagelos, nao
formam esporos e ndo possuem capsula. Estes microrganismos diferem dos demais
géneros bacterianos em uma série de aspectos, muitos dos quais relacionados a
composicao de sua parede celular, formada por uma grande quantidade e variedade
de lipideos. Estima-se que, aproximadamente, 60% do peso seco sejam devidos a
acidos graxos tais como acidos micolicos e ceras, o que lhe confere resisténcia
peculiar ao alcool-acido, evidenciada pela técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen, e
resisténcia a alcalis, acidos, antissépticos e a um amplo espectro de antibiéticos
(WAYNE; KUBICA, 1986).

Apesar da abundancia de espécies existentes (aproximadamente 169 espécies e 13
sub-espécies descritas no género Mycobacterium (EUZEBY, 2014), apenas algumas
representantes se adaptaram a algum tipo de hospedeiro ou se tornaram
patogénicas para animais e humanos. Dentre as que merecem destaque, esta o M.
tuberculosis que, sem hospedeiros intermediarios, reservatorios no meio ambiente
ou vetores, encontrou no homem o0 seu reservatorio natural e mantenedor da
espécie (WOLINSKY, 1979).

Mycobacterium tuberculosis € um bacilo aerébio estrito, considerado intracelular
facultativo por sua capacidade de multiplicar e sobreviver no interior de células
fagocitarias. Seu tempo de geracdo € longo, de aproximadamente 18 horas, em
temperaturas proximas a 37°C. Isso explica a predilecdo desta bactéria pelos
pulmbes (devido a tensdo de O2 existente neste orgdos), e a demora na sua
deteccdo em meios de cultura e na acdo eficiente das drogas utilizadas no

tratamento.
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Os individuos portadores da tuberculose pulmonar séo classificados como baciliferos
e ndo-baciliferos. Os individuos baciliferos sdo assim denominados por eliminarem
bacilos huma quantidade superior a 5.000/ml de escarro, o que permite a deteccéo
destes microrganismos pela baciloscopia. Os individuos denominados n&o-
baciliferos, ou paucibaciliferos, eliminam menores quantidades de bacilos no
escarro, resultando na ndo detecgdo dos mesmos pela baciloscopia. E importante
ressaltar ainda, que a frequéncia deste fenbmeno é inversamente proporcional a
extensdo da doenca e a presenca de cavidades (KIM et al., 1984; PALACI et al.,
2007).

A principal fonte de infeccdo humana é o individuo portador da forma pulmonar
bacilifera da tuberculose, ou seja, aquele que elimina bacilos no escarro. Ao falar,
tossir ou espirrar, esse individuo lanca no ar goticulas contaminadas de tamanhos
variados que podem ser inaladas pelos seus contactantes. Apenas as goticulas com
didmetro de 2 a 10 um contendo poucos bacilos (nucleos de Wells) conseguem
alcancar os bronquiolos e alvéolos pulmonares onde iniciam sua multiplicacdo. As
goticulas maiores sdo depositadas no trajeto bifurcado da arvore traqueobrbénquica
e eliminadas pelo mecanismo de defesa mucociliar, sendo deglutidas, inativadas
pelo suco gastrico e eliminadas pelas fezes (TARANTINO; LEITAO DE OLIVEIRA,
1990).

Pacientes paucibaciliferos, mesmo que tenham resultado positivo a cultura, séo
muito menos eficientes como fontes de transmissédo, embora isso possa ocorrer. As
formas exclusivamente extrapulmonares ndo transmitem a doenca. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

Do ponto de vista epidemiolégico, os individuos de uma populacdo podem ser
classificados em diferentes categorias, segundo suas relacbes com o agente causal
e 0 ambiente, e em funcdo dos mecanismos patogenéticos da doenca. Estima-se
que cerca de 10% das pessoas que adquirem a infeccdo e ndo recebem a terapia
preventiva irdo desenvolver a doenca; nos 90% restantes, a infeccdo permanecera
latente ou sera eliminada pelas defesas do organismo. O risco € maior nos primeiros
dois anos apos a infec¢éo, periodo em que a manifestacdo da doenca € observada
em 50% dos casos (BLOOM, 1994). Por outro lado, os bacilos podem permanecer

vivos no interior dos granulomas durante toda a vida do individuo, reativando-se
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diante de condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento (LEITE; TELAROLLI
JUNIOR, 1997). Portanto, a tuberculose pode resultar de uma infeccdo exdgena
(infeccdo recente), causada pelo contagio com um paciente bacilifero, ou de uma
infeccdo enddgena (reativacdo), quando ocorre a recrudescéncia da infeccao

primaria.

1.1.3 Caracteristicas gerais da doenca

A tuberculose € uma sindrome infecciosa de curso crbénico, que acomete com maior
frequéncia os pulmdes e apresenta como principais sinais e sintomas: tosse,
expectoracdo por mais de 3 semanas, febre baixa e emagrecimento. O quadro
clinico da tuberculose pulmonar pode incluir ainda outras manifestacdes
respiratérias como dispnéia, dor toracica e hemoptise. Esta doenca também pode
comprometer sitios extrapulmonares. Nesse caso, 0s principais sitios de
implantacédo sdo aqueles com maior suprimento sanguineo e, portanto, de oxigénio,
como o cortex renal, o cortex cerebral, as extremidades de crescimento dos 0Ss0s
longos, as vértebras e adrenais. Na tuberculose disseminada ou miliar, ocorre o
comprometimento extensivo dos pulmdes, figado e medula 6ssea. Algumas
condicbes debilitantes (desnutricdo, idade avancada, estresse), a dependéncia
guimica (drogas e alcoolismo), além de doencas degenerativas e
imunossupressoras, sdo consideradas fatores intrinsecos ao organismo que
constituem riscos para o desenvolvimento de ambos os tipos de tuberculose
(FIUZA DE MELO; AFIUNE, 1993).

1.2 Diagnd@stico

O diagnastico da tuberculose tem como base um conjunto de evidéncias clinicas e
epidemiologicas, seguido da confirmacdo bacteriolégica. Os exames utilizados na
investigacdo diagndstica da TB podem ser presuntivos ou confirmatorios. Do
primeiro grupo fazem parte os exames radiograficos, bioquimicos, citologicos,
histopatolégicos e imunolégicos. O segundo grupo consiste dos exames
bacteriol6gicos (baciloscopia e cultura), que detectam a bactéria ou componentes
de sua estrutura, e dos testes moleculares, que detectam sequéncias especificas

de acidos nucléicos por intermédio de técnicas de biologia molecular.
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Nos paises em desenvolvimento, a baciloscopia € o método diagnostico
bacteriologico mais empregado nos servicos de saude em funcdo de sua
simplicidade, rapidez e baixo custo. A técnica de Ziehl-Neelsen é a mais utilizada e
recomendada pela OMS devido a sua ampla aplicabilidade. Este exame apresenta
boa especificidade em &reas de alta taxa de prevaléncia, porém sua sensibilidade é
limitada, pois a presenca de bacilos s6 € detectada se estes estiverem em grande
namero (5.000 — 10.000/ml) na amostra examinada (HOBBY et al, 1973). Como
consequéncia, apenas 34 — 80% dos casos de tuberculose s&o diagnosticados por
este método, considerado bastante sensivel para a deteccdo de pacientes com
doenca cavitaria, porém pouco sensivel para o diagndstico de pacientes
paucibaciliferos (BRODIE; SCHLUGER, 2005).

Um processo considerado fundamental e bastante eficaz no diagndstico da
tuberculose é o cultivo in vitro de micobactérias. Em geral, a sensibilidade da
cultura é de 80-85%, com especificidade de aproximadamente 98% (MORGAN et
al., 1983; ICHIYAMA et al., 1993). Este método é capaz de detectar um pequeno
namero de bacilos (10 - 100/ml) na amostra examinada (YEAGER et al., 1967),
além de permitir a identificacdo da micobactéria isolada. Um estudo realizado na
regido da Grande Vitéria, mostrou um aumento de 23,4% no diagndéstico
bacteriol6gico de casos novos da doenca, desde que a cultura pelo método Ogawa-
Kudoh foi introduzida nos laboratérios das prefeituras como técnica de rotina
complementar ao uso da baciloscopia (dados nao publicados).

Os testes moleculares para o diagndstico da TB baseiam-se na amplificacdo e
deteccdo de sequéncias especificas do DNA de micobactérias em espécimes
clinicos e fornecem resultados em um periodo de 24-48 horas. Na pratica clinica,
estes testes permitem uma confirmagdo mais rapida da TB em 50-60% dos casos
com resultado de baciloscopia negativa e cultura positiva. No entanto, a
interpretacdo dos resultados obtidos por estas técnicas deve ser feita de forma
cuidadosa, sendo importante destacar que sua utilizacdo néo se aplica a casos de
controle de tratamento, nem tampouco substitui a realizacéo da cultura (RIBEIRO et
al., 2004).
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1.3 Tuberculose e Saude Publica

Diagnosticar e tratar correta e prontamente os casos de TB pulmonar sdo medidas
fundamentais para o controle da TB. Esforcos devem ser realizados para que a
doenca seja diagnosticada precocemente e o0 paciente inicie o tratamento adequado,
de forma que a cadeia de transmisséo do bacilo seja interrompida. Nesse contexto, a
atuacdo do Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) compreende
estratégias que visam modificar a situacdo epidemiolégica por meio da reducdo da
morbidade e mortalidade, além de atenuar o sofrimento humano causado pela
doenca, mediante o uso adequado dos conhecimentos técnicos e cientificos e dos

recursos disponiveis e mobilizaveis.

Uma das estratégias adotadas pelo PNCT €& a busca passiva de casos novos
centrada no exame baciloscopico do escarro dos pacientes sintomaticos
respiratorios que procuram espontaneamente as unidades de saude (Manual de
Recomendacgbes para o Controle da Tuberculose no Brasil, 2010). Nas Ultimas
décadas, o MS recomendou que também se fizesse a busca ativa dos contatos
(pessoas que convivam regularmente, em um mesmo ambiente, com um paciente

diagnosticado com TB), principalmente a nivel domiciliar.

No entanto, a transmissao domiciliar, apesar de fazer sentido epidemioldgico, parece
contribuir em menor escala como fonte de infec¢cdo e doenca no nimero de casos
notificados da doenca. Em um estudo realizado na Bahia para busca de contatos
domiciliares de pacientes baciliferos que apresentavam tuberculose foi encontrado
apenas 1.1% de contatos domiciliares com a doenca (MOTA et al.,, 2003). Na
Ameérica Latina o Unico estudo realizado sobre o assunto mostrou que, no Peru a
transmissao domiciliar era importante até a faixa etaria de 5 anos e que acima desta
idade a transmissdo ocorria na comunidade e ndo no domicilio (MADICO et al.,
1995). Classen e colaboradores (1999) sugeriram que em areas de alta incidéncia
de TB, contatos extradomiciliares tem um papel importante na transmissao da TB.

Além disso, a busca convencional pelos contatos ndo é capaz de identificar a

transmissdo ocorrida durante contatos breves e casuais entre individuos (FOK et al.,
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2008). Um estudo utilizando técnicas de biologia molecular realizado por Sebek
(2000) mostrou que a transmissdo ocorre, na maior parte dos casos, a partir do
contato do caso indice com outros individuos durante um periodo muito curto de
tempo e, dessa forma, dificil de ser detectado através da investigacdo tradicional.
Small e colaboradores (1994), em um estudo realizado em S&o Francisco, relataram
que a busca convencional foi responsavel pela identificacdo de apenas 10% dos
contatos de casos notificados. Estes dados indicam que o controle da doenca que,
atualmente, passa necessariamente pela busca de contactantes de casos indices,

deve ser rediscutido a luz destas informagdes.

Uma alternativa seria focar na busca ativa dos casos indices e seus contatos tendo-
se como parametro um sistema de vigilancia territorial e ndo domiciliar. Isto seria
possivel, atualmente, devido aos avancos nas areas de geoprocessamento e
biologia molecular, ferramentas fundamentais para este tipo de abordagem, e que

comecam a ser utilizadas com maior frequéncia em paises desenvolvidos.

1.4. Biologia Molecular como Ferramenta em Estudos Epidemiolégicos

A epidemiologia molecular utiliza concomitantemente técnicas de biologia molecular,
gue caracterizam o contetdo nucleotidico de um isolado, e a epidemiologia classica,
que estuda a distribuicdo e os fatores determinantes da doenca nas populacdes
humanas (FOXMAN; RILEY, 2001).

Nos ultimos anos, estudos populacionais de epidemiologia molecular tem sido
realizados com o objetivo de se caracterizar os padrées de transmissédo da TB e a
diversidade de cepas que circulam em diferentes regides, identificar surtos em
populacdes especificas e fatores de risco associados a transmissdo recente da
doenca (FOK et al., 2008; NGUYEN et al., 2004).

Foram os avancos nas técnicas de biologia molecular que possibilitaram estudos
mais aprofundados sobre a transmisséo da TB, antes baseados apenas na busca
convencional pelos contatos e em outros dados epidemiolégicos. Um grande
namero de marcadores genéticos com diferentes niveis de discriminacao,

estabilidade e reprodutibilidade, foi identificado nas Ultimas décadas
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(DROBNIEWSKI et al., 1994; SAUNDERS, 1995; KREMER et al., 1999). Estes
marcadores permitem determinar se dois ou mais pacientes com TB ativa estéo
infectados por cepas que possuem perfis genéticos idénticos, que serdo agrupados
em clusters, ou perfis genéticos diferentes entre si, denominados padrées Unicos
(PU).

A utilizacdo da epidemiologia molecular em estudos de transmissédo se baseia no
fato de que cepas derivadas recentemente de um mesmo ancestral vao apresentar o
mesmo perfil genotipico (Van SOOLINGEN, 2001). Dessa forma, acredita-se que
individuos que apresentam isolados de M. tuberculosis pertencentes a um mesmo
cluster estdo, na maioria das vezes, envolvidos em uma cadeia de transmissao
recente da doenca, enquanto pacientes infectados por padrdes Unicos de cepas,
representariam casos de reativacdo endogena da TB (NAVA-AGUILERA et al.,
2009).

E fundamental ressaltar que estudos de transmissdo consistentes devem
minimamente considerar alguns aspectos importantes: regido geografica claramente
definida, duracdo do estudo (no minimo 2-4 anos), coleta criteriosa e completa dos
dados da populacéo estudada (se possivel, de todos os casos notificados no periodo
do estudo), andlise dos fatores de risco associados a transmissao recente e escolha
da técnica molecular a ser utilizada (FOK et al., 2008; HOUBEN; GLYNN, 2009).

Diversos estudos de transmissao avaliaram a proporcdo de casos de TB atribuidos
a transmissao recente. Esta proporcao variou de 30-50% dos casos em locais como
Holanda, Dinamarca e Nova lorque (Van SOOLINGEN et al.,, 1999; GENG et al.,
1999; ALLAND et al., 1994; BISHAI et al., 1998), a apenas 16-19% dos casos na
Noruega, S&o Francisco e Alabama (Van SOOLINGEN, 2001; JASMER et al., 1999;
KIMERLING et al., 1998). Outros estudos avaliaram a incidéncia de casos
agrupados em clusters em uma populacdo (JASMER et al., 1999; MURRAY;
NARDELL, 2002). Em Sao Francisco, por exemplo, a diminuicdo na taxa de
incidéncia de casos em clusters de 10,4/100.000 habitantes em 1991 para 3,8 casos
/100.000 habitantes em 1997, mostrou haver uma tendéncia clara a reducdo da
transmissao recente neste periodo (JASMER et al.,, 1999). Taxas de transmissao

recente entre diferentes grupos étnicos ou entre grupos de imigrantes em
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determinados paises também podem ser estabelecidas (HEATH et al.,, 1998;
BORGDOREFF et al., 1998). No Brasil, poucos estudos consistentes foram realizados
avaliando a dinamica da transmissdo da doenca. Em Sao Paulo, foram realizados
estudos para se determinar a incidéncia, os fatores de risco e o0s padrdes de
transmissao da TB multiresistente (TELLES et al., 2005) assim como para se estudar
0 padrao de transmissédo da doenca em pacientes infectados e nao-infectados pelo
HIV (FERRAZOLI et al., 2000).

Desde o inicio dos anos 90, o RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
tem sido o método mais amplamente utilizado em estudos de epidemiologia
molecular da tuberculose (HOUBEN; GLYNN, 2009). Esta técnica se baseia na
deteccdo da sequéncia de insercdao 6110 (IS6110) (McADAM et al., 1990). A
distribuicdo desta sequéncia de insercao, em geral, € aleatdria ao longo do genoma
e 0 numero de copias da 1S6110 é espécie- e cepa-dependente, podendo variar de
clones raros, que nao possuem nenhuma insercdo (van SOOLINGEN et al., 1993),
aqueles que possuem até 26 cépias, sendo que a maior parte dos isolados de M.
tuberculosis possui entre 8 e 15 copias (KANDUMA et al., 2003).

A técnica de RFLP é altamente discriminatéria e reprodutivel (van SOOLINGEN et
al., 2001) e a 1S6110 ¢é estavel o suficiente para distinguir isolados
epidemiologicamente relacionados daqueles que ndo apresentam relacao
epidemiologica aparente. Um estudo realizado por de Boer et al. (1999) mostrou
gue, em média, metade das cepas de M. tuberculosis apresentam mudanca de uma
banda em seus perfis genéticos em um periodo de 3-4 anos. Este periodo é
considerado rapido o suficiente para que isolados de pacientes sem nenhuma
relacdo epidemioldgica apresentem perfis genéticos distintos e, por outro lado, lento
o suficiente para que isolados de casos epidemiologicamente relacionados

apresentem perfis genéticos idénticos.

Entretanto, apesar de ser o método mais utilizado em todo o mundo, a anélise de
perfis genéticos com menos de 5 cépias do 1S6110 ndo € considerada
suficientemente discriminatoria. Nestes casos, 0s isolados devem ser testados por
um método de tipagem molecular adicional, que combinado ao RFLP eleve a

capacidade discriminatoria desta analise.
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Uma das técnicas moleculares mais utilizadas em combina¢cdo com o RFLP para a
andlise de isolados com menos de 5 coépias do 1S6110 é o Spoligotyping (Spacer
Oligonucleotide Typing) (BAUER et al, 1999; SUFFYS et al., 2000; van
SOOLINGEN, 2001). Apesar de apresentar menor poder de discriminacdo que o
RFLP quando utilizada isoladamente - uma vez que linhagens com diferencas no
perfil do marcador genético RFLP-IS6110 podem exibir perfis idénticos de
spoligotyping (DIAZ et al., 1998) - esta € uma técnica simples, rapida e reprodutivel,
que também pode ser utilizada como método de tipagem do complexo M.

tuberculosis.

O Spoligotyping se baseia na amplificacdo da regido DR (Direct Repeat), pela PCR,
e subsequente hibridizacdo diferencial dos produtos amplificados com
oligunucleotideos, complementares as regiées espacadoras variaveis localizadas
entre as DRs. Estes nucleotideos sdo imobilizados em uma membrana de nylon,
onde 43 dessas sequéncias espacadoras sdo previamente sensibilizadas. O
polimorfismo dessa regido, nas diferentes amostras, € provavelmente produto de
uma recombinacdo homodloga do DR distante ou adjacente, assim como as

mudancas causadas pela localizacdo da 1S6110.

Os spoligotipos comuns a mais de um isolado sé&o designados como Shared Types
(ST) e a eles é atribuido um numero “Shared International Type“ (SIT), de acordo
com o banco de dados internacional SpolDB4 (SOLA et al., 2001). Este banco de
dados contém uma andlise filogenética e a distribuicdo global de spoligotipos
identificados no mundo inteiro classificados em familias e subfamilias, sendo as
principais: a Central-Asian (CAS), East-African-Indian (EAI), Haarlem (H), Latin-
American and Mediterranean (LAM), familia S, familia X (que apresenta poucas
copias de 1S6110) e familia T (BRUDEY et al., 2006). Isso torna possivel a
comparacao entre os padrdes de spoligotipos encontrados em diferentes regides e,

consequentemente, um melhor entendimento da dindmica de distribuicdo da doenca.

Estudos mostram existir relagdo entre determinadas familias e caracteristicas
clinico-epidemiolégicas da doenca. Um exemplo seria a familia Beijing, associada a

formas mais graves de TB e a uma maior taxa de recidiva/falha terapéutica (GLYNN
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et al., 2002; LAN et al.,, 2003). As familias Beijing/W e Haarlem também foram
associadas a resisténcia a drogas anti-TB (EU, 2006; MARAIS et al., 2006).

A familia LAM é a linhagem mais prevalente no mundo inteiro, sendo responsavel

por aproximadamente 15% dos casos de tuberculose.

1.5 Geoprocessamento e Analise Espacial

O desenvolvimento e a recente popularizacdo da tecnologia de informatica tornou
possivel o armazenamento e a representacdo de informacdes geograficas em
ambiente computacional, abrindo espaco para o surgimento do Geoprocessamento.
Segundo Rodrigues (1993), o Geoprocessamento € um conjunto de tecnologias de
coleta, tratamento, manipulacdo e apresentacdo de informacdes espaciais, voltado
para um objetivo especifico.

As principais ferramentas computacionais para o Geoprocessamento, chamadas
Sistemas de Informacdo Geografica (SIG), permitem a realizacdo de andlises
complexas ao integrar dados de diversas fontes e criar bancos de dados
georeferenciados, além de tornarem possivel a automatizacdo da producdo de

materiais cartograficos.

Sao inimeras as areas que se beneficiam das técnicas de geoprocessamento. Elas
tém em comum o interesse por entes de expressdo espacial, sua localizacdo ou
distribuicdo, ou ainda a distribuicdo espacial de seus atributos. Sua aplicacdo em
saude publica tem sido fundamental no estudo de uma grande variedade de
doencas infecciosas. Um estudo em Bangladesh identificou fatores de risco
espaciais para a infeccdo por colera como, por exemplo, a proximidade a fontes de
agua (ALl et al., 2002). Os SIG também podem ser utilizados para conduzir analises
espaciais e temporais para deteccdo de clusters de casos como descrito por
Kulldorff e Nagarwalla (1995).

A utilizagdo dos SIG tem sido importante no estudo da distribuicdo dos casos de

by

tuberculose e na identificacdo de fatores de risco associados a infecgcdo ou
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transmissdo desta doenca. Os fatores de risco avaliados incluem tanto aspectos
clinico/demogréficos quanto espaciais.

Em Baltimore, apds uma analise molecular e geografica dos casos de TB, observou-
se que as residéncias de individuos que apresentavam isolados com perfis
moleculares idénticos estavam espacialmente agregadas em &reas associadas a um
nivel sécio-econdmico baixo e altas taxas de crime e violéncia (BISHAI et al., 1998).
Em Cape Town, na Africa do Sul, uma andlise espacial mostrou que a grande
maioria dos casos de TB notificados, estavam distribuidos ao redor de bares locais
(MUNCH et al., 2003). Estes dados sugerem que estes bares séo locais importantes
de transmissdo da doenca, talvez por representarem areas que funcionam como
ponto de encontro de individuos que apresentam maior risco de infeccdo por TB
devido ao seu estilo de vida. Entretanto, este estudo ndo envolveu a andlise
molecular dos isolados de M. tuberculosis e, portanto, ndo foi possivel determinar se
estes representavam realmente casos de transmissdo recente. Em um estudo
espacial realizado em Vitoria (MACIEL et al., 2010), foram identificadas areas com
altas taxas de incidéncia de TB. Observou-se haver associagéo entre estes locais e
o status socioecondmico dos pacientes. Por outro lado, nem todas as areas que
apresentaram alta incidéncia da doenca correspondiam a é&reas de pobreza,
sugerindo que outros fatores devem estar associados a transmissdo. Entretanto,
este estudo também ndo envolveu a analise dos perfis moleculares dos isolados, o

gue poderia ter auxiliado na resposta a estas questdes.

1.6 Justificativa

A identificacdo dos padrBes genotipicos das cepas de M. tuberculosis de uma
determinada populacdo e sua distribuicAo podem ser utilizadas como base em
estudos de epidemiologia molecular incluindo estudos de transmisséo, identificacao
de surtos, discriminag&o entre recidiva e reinfec¢ao, contaminacgao intralaboratorial,

entre outros.

Diversos estudos populacionais de epidemiologia molecular vém sendo conduzidos
com 0 objetivo de se estimar as taxas de transmissdo recente e reativagao

endogena da TB, além de identificar e caracterizar os padrbes de transmissao
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recente em diferentes regides e fatores de risco a ela associados. Como descrito
anteriormente, estes estudos se baseiam fundamentalmente nas comparacdes entre
os perfis genéticos de isolados de TB de diferentes pacientes. Perfis agrupados em
clusters sugerem o envolvimento destes pacientes em cadeias de transmissao
recente, enquanto padrdes Unicos indicam reativacdo enddgena (van SOOLINGEN,
2001; NAVA-AGUILERA et al., 2009).

Apesar de 80% dos casos de TB notificados no mundo estarem concentrados em
apenas 22 paises, recentes artigos de revisdo e meta-anélise mostram que a grande
maioria destes estudos tem sido realizada em paises desenvolvidos, onde a
incidéncia da TB é baixa, fator que influencia os padrdes de transmissédo da doenca
nestes locais (HOUBEN; GLYNN, 2009; FOK et al.,2008; NAVA-AGUILERA et al.,
2009). E, portanto, de fundamental importancia que estes estudos sejam realizados
em paises ou distritos com alta incidéncia de TB, onde a dinAmica da transmisséo e
os fatores de risco a ela associados provavelmente apresentam padrées bem

distintos daqueles observados em areas de baixa incidéncia.

Nesse sentido, o municipio de Vitéria, por estar localizado em uma &rea
geograficamente bem delimitada, possuir um Banco de Dados Georreferenciado, e
representar um local de alta incidéncia de TB, relne as caracteristicas adequadas

para a realizacdo de um estudo sobre a dinAmica da transmisséo desta doenca.

O Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doencgas Infecciosas da
Universidade Federal do Espirito Santo (NDI/UFES), é referéncia na realizacdo de
ensaios clinicos diagnosticos e terapéuticos em TB. Foi pioneiro na criacdo de uma
rede de laboratérios vinculados a diferentes estancias (municipal, estadual e federal)
e a implementar a cultura universal de escarro para o diagnostico da tuberculose,
além de disponibilizar um banco de dados laboratorial de TB com mais de 200.000
pacientes cadastrados, facilitando o acesso a informacdes clinicas e epidemiolégicas
destes pacientes. Um estudo multicéntrico de avaliagdo do encurtamento do
tratamento anti-TB (JOHNSON et al., 2009) realizado neste laboratorio mostrou que,
apenas 10% dos pacientes avaliados nesse site relataram contato prévio com caso
suspeito de tuberculose (dados nao publicados). Estes resultados confirmam a

suspeita de que, na grande maioria das vezes, a transmissdo ocorre fora do
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domicilio, como consequéncia de contatos breves e casuais entre estes individuos e
seus casos indices. Estes dados evidenciam a limitagdo do PCT que utiliza, como
uma das estratégias de controle da TB, apenas a busca pelos contatos de pacientes

gue procuram espontaneamente o0 servi¢co de saude.

Os resultados do presente estudo poderiam ser utilizados pela coordenagcao do
Programa de Tuberculose do Municipio como uma ferramenta na tomada de
decisbes acerca do planejamento de estratégias de controle e prevencdo da doenca
de forma mais efetiva. Esta medida foi adotada pelos Estados Unidos, onde o PCT
foi reavaliado com base nos resultados obtidos por Golub e colaboradores (2001) em
seu estudo sobre a dindmica da transmissdo da doenca (SCHURCH; Van
SOOLINGEN, 2012).

Caso nossas expectativas sejam confirmadas, este modelo podera ser validado em
regides metropolitanas com caracteristicas semelhantes as de Vitoria, para entao ser
discutido no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS). Isto significa dizer que
esses dados poderdo confirmar a estratégia de busca de contatos atualmente
vigente ou modifica-la, expandindo a busca por contatos para além dos domicilios.
Outra aplicacdo importante desta estratégia seria a sua utilizagcdo no controle da
transmissao de cepas multi-droga resistente do M. tuberculosis. Diante do exposto,
acreditamos que nossos resultados irdo servir de subsidio ao aperfeicoamento da
Politica Nacional de Saude, no que diz respeito ao Modelo de Atencdo, na
apropriacao/incorporacéo dos resultados pelos servicos de controle da tuberculose,
na melhoria da Gestdo, Organizacdo e Qualidade dos Servicos, na reducdo da
morbi-mortalidade relacionada a tuberculose e na incorporacdo de tecnologias e

novos processos de atencéo para o controle da tuberculose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a dindmica da transmissdo de Mycobacterium tuberculosis no municipio de
Vitéria — ES — Brasil, no periodo de 2003 a 2007, a partir da analise de dados

genotipicos e espaciais.

2.2. Objetivos especificos

1) Caracterizar o perfil genotipico das cepas de M. tuberculosis circulantes no
municipio de Vitéria-ES, no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2007, com
base em diferentes métodos de andlise molecular;

2) Determinar a taxa de transmissao recente e reativacdo enddégena na populagéo
de pacientes arrolados no estudo;

3) Identificar as areas de maior ocorréncia de transmissao recente da TB com base
em analises espaciais;

4) Identificar os fatores de risco associados a transmissao recente da TB com base

em analises estatisticas e espaciais.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi caracterizado como um estudo de caso-controle espacial e foi
conduzido no Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doencas Infecciosas
(NDI) da Universidade Federal do Espirito Santo. Este laboratério realiza Ensaios
Clinicos e todas as suas atividades sdo conduzidas obedecendo as normas de Boas

Préticas Clinicas e Laboratoriais.

3.1 Caracterizacdo da amostra

De acordo com dados obtidos do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacédo
(SINAN), no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2007, um total de 836 casos
de tuberculose foram notificados no municipio de Vitéria, capital do estado do

Espirito Santo, Brasil.

Deste total de casos, 302 (36,1%) pacientes foram excluidos por: (i) terem sido
notificados com base apenas na clinica compativel com TB, (ii) apresentarem
resultados de cultura negativos e/ou (iii) ndo residirem no municipio de Vitéria. Uma
vez que para a realizacdo do estudo seriam realizadas analises moleculares dos
isolados de M. tuberculosis, foram selecionados os 534 (63,8%) pacientes restantes,
que apresentavam resultados de cultura positivos para micobactérias e residiam no
municipio de Vitoria. Destes, quatorze isolados foram excluidos da analise por terem
sido notificados em mais de um ano do estudo e apresentarem o mesmo perfil
genético nos isolados analisados, fato que exclui a possibilidade de reinfecgéo.
Outros 17 pacientes foram excluidos da analise devido ao ndo crescimento ou
contaminagao das culturas de seus isolados em meio solido, perfazendo um total de
503 pacientes analisados ao final deste estudo. A média de idade dos pacientes foi

de 38,2 anos (1-88 anos) e 356 (70.7%) pacientes eram do sexo masculino.
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836 casos de tuberculose notificados no municipio
de Vitéria : 2003-2007

\ 302 pacientes: (i) diagndstico exclusivamente

clinico, (ii) cultura negativa ou (iii) residéncia em
outro municipio

v

534 pacientes com cultura positiva e residentes em
Vitéria

\ 14 pacientes duplamente notificados com isolados
geneticamente idénticos

\ 17 isolados: ndo houve crescimento em cultura

v

| 503 pacientes incluidos no estudo |

Figura 1 — Fluxograma dos pacientes incluidos na populacao de estudo

3.2. Identificacdo dos isolados de culturas positivas

Todas as cepas selecionadas para este estudo foram identificadas como M.
tuberculosis com base nas caracteristicas fenotipicas das colénias (rugosas, cremes
e opacas), na sensibilidade ao p-nitro-a-acetilamino-B-hidroxipropiofenona (NAP)
e/lou ao &cido p-nitrobenzdico (500ug/ml) e na resisténcia a hidrazida do acido
tiofeno-2-carboxilico (2ug/ml) (KENT; KUBICA, 1995; COLLINS et al., 1997).

3.3. Subcultivo das cepas

No Laboratorio de Micobacteriologia do NDI, todas as cepas, ja identificadas, sé&o
armazenadas em meio liquido 7H9/glicerol 10%, a uma temperatura de
aproximadamente —70 °C. As cepas selecionadas para a analise molecular foram
descongeladas a temperatura ambiente, subcultivadas em dois frascos contendo
meio de Ogawa e incubadas em estufa a 37°C. Apos o crescimento das colonias, um
dos frascos foi utilizado para posterior recongelamento da cepa, enquanto o outro foi

utilizado para proceder a extragdo do DNA.
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3.4. Técnicas de Tipagem molecular:

3.4.1. Restriction Fragment Lengh Polymorphism — RFLP-1S6110

Para todos os isolados do estudo, foi utilizada a técnica de RFLP para andlise do
polimorfismo dos fragmentos de DNA gerados apds digestdo com enzimas de
restricdo. Esta técnica foi realizada de acordo com o método descrito por Van
Embden e colaboradores (1993).

3.4.1.1. Extracéo e purificagdo do DNA bacteriano

Uma porcdo das coldnias dos isolados de M. tuberculosis foi transferida para
microtubos contendo 400 ul de tampédo TE 1X e incubada a 80°C por 20 minutos.
Foram adicionados 50 pl da solugéo de lisozima e os tubos incubados a 37°C por 2
horas. Adicionou-se 75 pl da solugédo de proteinase K/SDS 10% a cada tubo, e
estes foram incubados a 65°C por 10 minutos. Foram adicionados aos tubos 100 ul
de NaCl 5M e 100 ul da solugdo CTAB/NaCl, e estes foram incubados a 65°C por
10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 750 pl de cloroférmio/élcool
isoamilico (24:1), e as preparacbes foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos. A fase superior foi transferida para microtubos esterilizados e adicionados
450 ul de isopropanol. Apos precipitacdo do DNA a -20°C por aproximadamente 18
horas, os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 500 pl de etanol 70% por centrifugacdo a
12.000 rpm por 5 minutos. ApOs lavagem, o sobrenadante foi descartado e a
secagem realizada a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em 25 ul de

solugéo tampao TE, refrigerado por 2 horas e, em seguida, armazenado a -20°C.

3.4.1.2. Quantificacao e digestao

Para determinar a concentracdo de DNA, 1 ul das amostras foi diluido em 99 ul de
agua esterilizada e submetido a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
especifico (NanoDrop 1000, Nanodrop Technologies). Para clivagem do DNA,

aproximadamente 3 ug das mesmas foram transferidas para microtubos contendo 5
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unidades (U) da enzima de restricdo Pvu Il (Invitrogen), 2 ul da solugdo tampao
especifica (NaCl 50 mM, Tris-HCI 10mM, MgCl, 10 mM, DTT 1mM, pH 7,9) e um
volume de agua purificada esterilizada para um volume final de 20 ul. Os tubos

foram incubados a 37°C por uma hora.

3.4.1.3. Separacgéo e transferéncia para membrana

A separacao por eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,0% (20 X 20 cm) a
50 volts durante um periodo de aproximadamente 14 horas. O DNA foi depurinado
submergindo-se o gel em solugéo de HCI 0,25 M durante 10 minutos e, em seguida,
lavando-o em &gua destilada. O DNA foi desnaturado pelo tratamento com solugéo
de NaOH 0,4 M por 20 minutos e o gel foi lavado em agua destilada. As etapas de
desnaturacao e lavagem foram repetidas. Finalmente, foi feita a transferéncia dos
fragmentos de DNA separados no gel de agarose para uma membrana de nailon
Hybond N* (Amersham), por aproximadamente 1 hora, a vacuo, utilizando-se o

aparelho Vacuum Blotter (Bio-Rad).

3.4.1.4. Preparo e marcacao da sonda de DNA

O DNA utilizado para preparo da sonda consiste em uma seqiiéncia de 245 pb do
elemento de insercdo 1S6110 e foi preparado pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com a utilizagao dos iniciadores: INS1 (5 CGT GAG GGC ATC GAG GTG
GC) e INS2 (5 GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA) como descrito por Van Embden
e colaboradores (1993). Ap6s o preparo, a sonda foi marcada com peroxidase de

acordo com as recomendacées do kit ECL™ RPN 3000 (Amersham).

3.4.1.5. Hibridag&o do DNA bacteriano com a sonda de DNA marcada

As membranas contendo os fragmentos de DNA foram colocadas em tubos de vidro
especificos, pré-hibridadas por uma hora a 42°C e, em seguida, foram adicionados
10 ml de tampéo de hibridacdo contendo 10 ng da sonda de DNA marcada e
previamente desnaturada. Apoés hibridagéo a 42°C por 16-18 horas, as membranas

foram lavadas quatro vezes. As duas primeiras lavagens foram realizadas com
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SSC/DSS previamente aquecido a 55°C, por 10 minutos e as demais lavagens
foram realizadas com SSC 2X a temperatura ambiente por 5 minutos.

3.4.1.6. Deteccao

Um volume de 3 ml do reagente de deteccao 1 foram misturados ao mesmo volume
do reagente de deteccédo 2, ambos fornecidos pelo kit. A membrana foi banhada
com esta solucdo de deteccdo por 1 minuto. Posteriormente, retirou-se 0 excesso
de liqguido da membrana em papel de filtro, e esta foi colocada no cassete, com a
face contendo DNA voltada para cima. Sobre a membrana, foi colocado um filme
de Rx (Biomax ML-Kodak) e o cassete foi fechado por 1 minuto. Em seguida, o
filme foi imerso por 1 minuto em solucéo reveladora e lavado em agua corrente.
ApoGs a lavagem, o filme foi imerso por 1 minuto em solugdo fixadora e lavado

novamente. Todos estes procedimentos foram realizados em uma sala escura.

3.4.1.7. Andlise do perfil genotipico dos isolados

As auto-radiografias foram escaneadas para um computador e analisadas pelo
software BioNumerics, version 4.5-2005 (Applied Maths — Bélgica). Os isolados que
apresentaram perfis moleculares idénticos foram agrupados em clusters. Os clusters
cujos padrdes de RFLP apresentavam similaridade maior que 80% entre si foram
considerados como pertencentes a uma mesma “familia” de RFLP. Aqueles que
apresentaram perfis distintos foram classificados como padrdes unicos (PU). Os
isolados que apresentaram perfis com menos de 5 cépias do 1S6110, foram
identificados como clusters ou PUs apenas apds a realizacdo da técnica de

Spoligotyping para confirmacéo dos resultados.

3.4.2. Andlise da regiao “Direct Repeat” (DR) - (Spoligotyping — Spacer
Oligonucleotide Typing):

Esta técnica sera utilizada para analisar o polimorfismo resultante da amplificacédo da
regido DR de todos os isolados do estudo, como descrito por Kamerbeek e
colaboradores (1997).
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3.4.2.1 Amplificagdo da regiao DR:

Além dos isolados de M. tuberculosis dos pacientes, foram utilizados 20 ng de DNA
das cepas M. tuberculosis H37 Rv e M. bovis BCG como controle do experimento.

Foi realizada uma PCR utilizando 20 pmol dos iniciadores DRa 5 CCG AGA GGG
GAC GGA AAC 3’ — biotinilado e DRb 5 GGT TTT GGG TCT GAC GAC 3’, 0,2mM
de cada dNTP, 1,5 mM MgCI; , perfazendo um volume total de 60ul.

O programa de amplificacdo consistiu de desnaturacao inicial do DNA a 96°C por 3
minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1

minuto e extensao a 72°C por 30 segundos e um ciclo final de 72°C por 5 minutos.

3.4.2.2. Hibridizagdo com a membrana e revelagéao:

Trinta microlitros do produto da PCR foram diluidos em 150 pL de 2x SSPE/0,1%
SDS, desnaturados a 99°C por 10 minutos e, em seguida, colocados em banho de

gelo.

Esta suspensdao foi aplicada ao “miniblotter” (MN45, Isogen, Holanda), onde
previamente foi montada uma membrana (Isogen, Holanda) contendo as 43
sequéncias correspondentes aos espacadores conhecidos da regido DR do M.
tuberculosis. A hibridacdo da membrana foi realizada a 60°C por 60 minutos. Em
seguida, a membrana foi lavada duas vezes com 2x SSPE/0,1%SDS e incubada

com um conjugado estreptavidina-peroxidase a 42°C por 45 - 60 minutos.

A membrana foi lavada duas vezes com 2x SSPE/0,5% SDS a 42°C por 10 minutos,
seguida por mais 2 lavagens com 2x SSPE a temperatura ambiente. Posteriormente,
foi tratada com volumes iguais de reagente de deteccdo 1 (peroxidase) e reagente
de deteccdo 2 (luminol) (Kit ECL) e sobreposta por um Hyperfim ECL por um
periodo de 2 horas. Este filme foi revelado como descrito em 3.5.1.7.
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3.4.2.3. Anédlise dos resultados:

Apos a revelacao, os sinais obtidos com os 43 espacadores para cada isolado foram
transformados em formato binario (0 = falta de sinal e 1 = presenca de sinal).
Spoligotipos comuns a mais de um isolado foram designados Shared Type (ST) e foi
atribuido a cada um deles, um numero “Shared International Type” (SIT) de acordo
com a base de dados internacional SpolDB4 (BRUDEY ET AL., 2006) atualizada
(DEMAY et al., 2012) - SITVITWEB - disponivel em <http://www.pasteur-
guadalupe.fr:8081/SITVIT _ONLINE/>. Dessa forma, o0s spoligotipos foram

agrupados em familias e subfamilias. Os spoligotipos ndo relatados no SpolDB4
foram denominados “orphans” e o banco de dados Spotclust (VITOL et al. 2006) foi
utiizado para verificar a porcentagem de similaridade destes com as

familias/subfamilias j& descritas.

A taxa de transmissao recente foi estimada utilizando-se o “método n-1”, segundo a
férmula (T(c) - n(c))/T(a), onde T(c) € o numero total de isolados agrupados em
clusters, n(c) é o numero de clusters, e T(a) € o numero total de isolados. (NAVA-
AGUILERA et al., 2009).

3.5. Construcéo da Base de Dados

A base de dados pretende relacionar bancos com informacfes demogréaficas,

socioeconbmicas, clinicas, bacteriolégicas e moleculares.

Os dados clinicos e demograficos foram obtidos da ficha de Notificacdo do SINAN e
do censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no ano
2000. As variaveis individuais analisadas foram: sexo, faixa etéaria, raca/cor,
escolaridade, raio X de térax, forma clinica da TB, infeccdo por HIV e resultado da
baciloscopia. As variaveis socioeconéminas obtidas a partir dos dados do censo
foram agrupadas por bairro e incluiram: nimero de domicilios com renda mensal
superior a 10 salarios minimos, nimero de domicilios com renda mensal inferior a 10
salarios minimos, renda mensal do responsavel pelo domicilio, nimero de

responsaveis por domicilios com renda mensal de até meio salario minimo, niamero
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de domicilios proprios, nimero de domicilios com banheiro e esgotamento sanitario
via rede geral de esgoto, niumero de domicilios com energia elétrica, nimero de
pessoas alfabetizadas por residencia, area urbanizada de cidade, indice de
Qualidade Urbana (IQU) e densidade populacional.

3.6 Analise Espacial

Os dados genotipicos foram utilizados para a realizacdo da analise espacial que
teve como objetivo identificar se o0s clusters genotipicos (casos) também se
organizavam como clusters ou conglomerados espaciais e quais os fatores de risco

estariam associados a transmissao recente nessas areas.
3.6.1 Distribuicédo espacial dos casos e controles

Os locais de residéncia dos pacientes foram verificados e georeferenciados
utilizando-se como ferramenta o programa Google Earth para obtencdo das
coordenadas latitude e longitude. Utilizando-se a malha digital do municipio de
Vitéria fornecida pela Secretaria Municipal da Fazenda (SEMFA) e os dados
georeferenciados, foi possivel construir um mapa de pontos que permite a

visualizacao da distribuicdo espacial dos casos e controles.
3.6.2 Estimativa de densidade de Kernel (Kernel Density Estimation - KDE)

A KDE é uma técnica estatistica, de interpolacdo, ndo paramétrica, em que uma
distribuicdo de pontos é transformada em uma superficie de densidade para a
identificacdo visual de areas que apresentam uma concentracdo de eventos,
indicando aglomeragio em uma distribuicéo espacial. E uma funcdo que realiza uma
contagem de todos os pontos dentro de uma regido de influéncia, ponderando-os
pela distdncia de cada um a localizagdo de interesse (Camara et al., 2002). Sua

férmula geral em um espaco bi-dimensional é:
1

A(s) =T, k(%)

e L
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onde 4 é a densidade na localizacdo =, » é o raio de influéncia que define a
vizinhanca do ponto a ser interpolado, n € o nimero de eventos, k é 0o peso de um

ponto i a uma distancia d;, de uma localizacao s.

Muitas vezes, ocorre a sobreposicao de varios eventos ha mesma localizacdo. Este
fenbmeno ndo é percebido ao se visualizar um mapa de pontos, mas é levado em
consideracdo no mapa de Kernel para célculo da densidade de ocorréncia. Por esse
motivo, uma KDE Gaussiana foi utilizada nesse estudo para determinar quais as

areas de maior concentracdo de isolados em cluster (transmisséo recente).

3.6.3 Funcéo K de Ripley

A funcéo K, K(t) é dada pela férmula
Kt)=A ]E[.-""»"n[ﬂL

onde Ny (t) € o numero de eventos distante menos de t de um evento arbitrario. Esta

funcdo é mais comumente estimada utilizando-se a correcdo do efeito de borda

proposta por Ripley (Diggle 2003).

Para a funcdo K de Ripley, a hipotese nula é de Completa Aleatoriedade Espacial
(CAE), para funcao univariada (BATISTA, 1994). Para este estudo, a CAE foi testada
através de envelopes de confianca construidos através 1.000 simulacbes
Montecarlo, produzindo envelopes de confianca de 95%. A andlise da CAE é feita de
forma gréfica para facilitar a visualizacdo dos desvios em relacdo a hipétese nula
(RIPLEY, 1979). Se os valores observados estiverem dentro dos envelopes
construidos, o padrdo espacial é aleatorio e, para valores fora dos envelopes,
rejeita-se a hipotese nula. Se os valores forem positivos, o padrao € agregado, e se

forem negativos, o padréo € regular.

A analise por funcdo K de Ripley foi utilizada para avaliar a ocorréncia de
agrupamento (clusterizagéo) espacial. Devido ao maior impacto causado na cadeia

de transmissdo da doenca, foram escolhidos, inicialmente, os cinco maiores clusters
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para a realizacdo desta analise. Posteriormente, a clusterizacdo espacial das

respectivas familias de RFLP também foi avaliada por esta metodologia.

3.6.4 Anélise da média das distancias entre pontos pelo Teste t-Student.

O Teste t-Student foi utilizado para o célculo da média das distancias entre pontos
(representando o local de residéncia de cada paciente), para avaliagao da ocorréncia
de clusterizacdo espacial. Para esta analise, foi calculado um centréide (centro
geométrico de uma &rea) para os pontos de cada cluster e, posteriormente, as
distancias do local de residéncia de cada integrante da respectiva familia de RFLP

foram medidas (em metros) em relacdo a esse centroide.

Uma segunda analise foi realizada, comparando-se a média das distancias entre os
locais de residéncia dos pacientes pertencentes a cada uma das familias de RFLP
com a média das distancias entre os locais de residéncia dos pacientes
pertencentes ao grupo controle.

3.6.5 Andlise estatistica espacial — Modelo logit

Os pacientes incluidos no estudo foram divididos em dois grupos: pacientes com
isolados de M. tuberculosis pertencentes a um mesmo cluster foram definidos como
casos, enquanto pacientes infectados por padrdes Unicos de isolados foram

definidos como controles.

As analises estatisticas univariada e multivariada utilizadas para avaliacdo dos
fatores de risco associados a transmissao recente (pertencer a um cluster) foram
realizadas por intermédio de um Modelo logit com efeito randémico de vizinhanca.
Apenas as variaveis que foram significativamente associadas a transmissao recente
(p < 0.05) pela analise univariada foram incluidas na analise multivariada. A escolha
do modelo estatistico envolveu a inclusdo de todas essas variaveis, seguida da
remocao sequencial daquelas que nao contribuiram para o ajuste do mesmo. O
efeito randémico para cada vizinhanca foi a variavel de saida (output) definida para
cada bairro, sendo que valores positivos do estimador log-odds (logit) indicam maior

chance de pertencer a um cluster. Os valores do estimador log-odds foram
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convertidos em um valor de probabilidade preditiva por meio da formula prob = 1/

(1+exp(-RE)) e esse valor foi mapeado.

Para realizacdo das andlises estatisticas foi utilizada a versao 3.0.2 do software R

(The R Foundation for Statistical Computing).

3.7 Considerac@es Eticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
da Saude da UFES — Brasil sob o numero 121/06.
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise do perfil genotipico dos isolados de M. tuberculosis

ApoOs a andlise molecular dos perfis genéticos dos isolados obtidos através da
realizacdo da técnica de RFLP, observou-se que, dos 503 pacientes incluidos no
estudo, 242 (48,1%) foram agrupados em 70 diferentes clusters por possuirem
isolados com um padrdo genético idéntico ao de, pelo menos, um outro paciente do
estudo. Foram identificadas 12 “familias”, sendo que 4 delas (familias 1, 6, 14 e 19)
incluem 133 isolados, representando 54,9% dos isolados em cluster e 26,4% de

todos os isolados do estudo (Figura 2).

O tamanho dos clusters identificados variou de 2 a 17 isolados. A maioria dos
clusters (52,9%) possui apenas dois isolados cada, 41,4% correspondem a clusters
médios (contendo 3 — 8 isolados cada) e 5,7% a grandes clusters (contendo 9 ou
mais isolados cada) (Figura 3). Do total de isolados, 14,71% (74/503) foram
agrupados em pequenos clusters, 75,34% (118/503) em clusters médios e 9,94%
(50/503) nos maiores clusters (Figura 4), ou seja, apesar de existirem em maior
namero, as cadeias de transmissdo envolvendo apenas 2 individuos contribuem em

menor escala para 0 processo de transmisséao recente.

Os 261 (51,9%) pacientes restantes foram denominados PU por apresentarem
isolados com padrBes genéticos Unicos. Entretanto, € importante ressaltar que
56,3% destes isolados apresentaram perfis de RFLP muito semelhantes ao perfil de
pelo menos um dos clusters identificados no estudo (similaridade superior a 80%) e
pertenciam a mesma familia de spoligotyping dos mesmos. Por esse motivo, foram

agrupados na respectiva familia de RFLP para fins de analise.

Com base nos perfis genotipicos avaliados, foi possivel estimar a taxa de
transmissao recente no municipio de Vitoria em 34,2% ([242-70]/503) utilizando-se o
“‘método n-1". A analise desses perfis também permitiu determinar a proporcao de

transmissao intradomiciliar em 5,7% (29/503).
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Figura 3 — Caracterizacdo dos clusters de acordo com seu tamanho (numero de
individuos em cada cluster)
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Figura 4 — Porcentagem de individuos distribuidos em clusters pequenos, médios e
grandes

Dos 503 isolados incluidos no estudo, 495 foram analisados pela técnica de
Spoligotyping. Destes, 424 (85,6%) foram enquadrados nos perfis jA descritos pelo
banco internacional SpolDB4 e distribuidos em 73 spoligotipos (SITs): 62 perfis
compativeis com SITs preexistentes e 11 perfis com SITs de familias desconhecidas
denominadas “Unknown”. Os 71 isolados restantes (14,4%) foram identificados
como “orphan”. Nestes casos, o banco de dados Spotclust foi utilizado para verificar
a porcentagem de similaridade dos perfis observados com os perfis de

familias/subfamilias j&4 descritas no SpolDB4 (Tabela 1).

Os isolados analisados foram distribuidos nas seguintes linhagens: Beijing (n = 1,
0.2%), EAI (n = 1, 0.2%), Haarlem (n = 37, 7.5%), LAM (n = 285, 57.6%), S (n = 8,
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1.6%), T (n = 71, 14.3%), X (n = 12, 2.4%), X1-T5 (n = 2, 0.4%), T5_MAD2 (n = 2,
0.4%), T4-CEU1 (n = 6, 1.2%), e “unknown” (n = 35, 7.1%).

A familia LAM foi a mais frequente entre as amostras analisadas, seguida das
familias T e H, respectivamente (Tabela 1). Sete SITs acomodaram 44% (217/495)
de todos os isolados analisados: SIT42/LAM9 (n = 60), SIT17/LAM2 (n = 45),
SIT33/LAM3 (n = 42), SIT20/LAM1 (n = 24), SIT53/T1 (n = 20), SIT167/T1 (n = 12)
and SIT47/H1 (n = 14).

Para andlise dos isolados classificados como orphan, foi utilizado o banco Spotclust
para verificar a porcentagem de similaridade dos perfis observados com
familias/subfamilias ja descritas. Os perfis foram entéo distribuidos, de acordo com a
similaridade mostrada na Tabela 2, em 6 provaveis familias e 10 subfamilias (LAM1,
LAM3, LAM8, LAM9, T1, T2, EAI1, S, H1 e Family33). Neste caso, a familia T foi a
mais frequente, representando 17 (42,5%) dos isolados, seguida da familia LAM com
15 (37,5%) isolados.
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Tabela 1 — Spoligotipos dos isolados que apresentaram perfis ja descritos pelo banco internacional SpolDB4

Perfil binario

Octal

SIT

Familia

N isolados

Analise Spotclust

EEEEE NN SN, ]

3771

1

Beijing

1

AN NN NN OO NNNENEE | 677777607760771 20 LAM1 24
mmmm L e e 2342 LAM1 1
= . L e e 2572 LAM1 1
L . | . e ] 2542 LAM1 1
AN NN  EEEEEEE NN OO NN | 677737607760711 | 179 LAM2 1
AN NN EEEEEEE O NEEEEEEE OO NNNONEN | 677737607760731 | 194 LAM2 2
EN NN EEEEEEE O NEEEEEER OO N NNENEE | 677737607760771 17 LAM2 45
EEEE O EE NN EEEEEEN AN OO NN NNEE | 746177607760771 | 2388 LAM3 1
ENEEE R RN NEEEEEEE OO I NNEENEE | 766177607760771 | 2646 LAM3 2
ENEEEEEE NN O AR OO NN NNEE | 776177607760771 33 LAM3 40
L e e A e 2514 LAM4 1
U EEEEE AN OO NN NEN | 377777607760731 | 828 LAM4 2
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN OO NNe000 | 777777607760700 | 163 LAM4 2
ANEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NN OO NNNONEE | 777777607760731 60 LAM4 8
ANEEEEEEEEEE OO AR OO N NNNNEN | 777700607760771 | 1337 LAM5 2
ENEEEEEEEEEN  NEEEER_ O EEEEEEEE O NNENENEE | 777717607760771 | 216 LAMS5 3
ENEEEEEEEEEN EEEEEER_ O NEEEEEEE_ O NNEENEE | 777737607760771 93 LAMS 13
AN NN O NN RO NNNENEN | 677777607560771 | 1755 LAMG 1
ANEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NN NN OO NNNONEE | 777777607560731 95 LAM6 2
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN EEE OO NNNENEE | 777777607560771 64 LAM6 15
ENEEEEEEEEEN  EEEEEER_ U NN NN OO NNENENEE | 777737607560771 | 176 LAM6 3
AN NN O NN NN OO NN NNEE | 763777607560771 | 1610 LAMG 1
NN AN O NNeNNeN | 377777607760771 | 177 LAM9 11
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NEEN_OEEOOO0 I NNENENEE | 777777607540771 | 1758 LAM9 1
ENEEEEEEEEEEEEEEEEER L NEEEER_ 0000 NNNENER | 777777607700771 | 1241 LAM9 1
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NN OO NN NN | 777777607760751 | 1154 LAM9 1
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NEEEEEEE O NNNNNEE | 777777607760771 42 LAM9 57
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Tabela 1 — Spoligotipos dos isolados que apresentaram perfis j& descritos pelo banco internacional SpolDB4 (continuagéo)

Perfil binario

Octal

SIT

Familia

N isolados

Andlise Spotclust

om L e e

577777607760771

866

LAM9

1

L m e e ]

677777607760731

1321

Ambiguous LAM1 LAM4

EEEEEEEEEEE AN . e ]

000000007760771

4

Ambiguous LAM1 LAM4

| [ [ | iy [ 0 [ [ [ L [ L T L [ [ T (T T O

747777600000000

2449

Ambiguous LAM5 LAM4

L L L L e

T77777777700371

2025

T

L L e ]

TI7777747760771

1580

T

| || | Eeee | Eeew L e ]

741703777760771

1284

T1

L . e

777777600760771

1144

T1

L e . e

777777601560771

306

T1

L L e ]

TT7777777460771

1905

T1

RIN|lRrIN[RPr|Rr|N R,

L L e ]

TT7777777660771

167

T1

L L L e

TT7777777760771

53

T1

L W e e

773777607760771

492

T1

L e e ]

TT7777437760771

1051

T1

L WL e ]

767777777760771

1122

T1

L m L e

757777777760731

153

T2

L L L e ]

777737777760731

73

Ambiguous T3 T2

ENEEEEEE | IS EEEEE O NN

776377777760771

34

S

L L A e

777775774020771

571

H1

L L L e e

TT7777774020771

47

H1

L m L AR e

757777774020771

382

H1

ENEEEEEEEEEE NN e W ]|

4020771

H2

ENEEEEEEEEEEEE NN, N e ]

000000007720771

H3

L L L L e

TT7777777520771

746

H3

L L e ]

TT7777777720771

50

H3

ANEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEEEEE R O .

T77737777720771

36

H3

ANEEEEEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEE NN

T77776777760771

119

X1

L L W R

777776777760601

137

X2
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Tabela 1 — Spoligotipos dos isolados que apresentaram perfis j& descritos pelo banco internacional SpolDB4 (continuagéo)

Perfil binario Octal SIT Familia N isolados Andlise Spotclust

HEEEOOOO000 IR EEEEEEEEEEEEEE O NN NNEE | 700076777760771 92 X3 1

I D T O T O A A Y Y0000 | 777776770000000 | 450 Ambiguous X1 T5 2
ANNEEEEEEEEE EEEEEE BN EEEEEEEEE OO NNNNENE | 777737557760771 | 1227 T5_MAD?2 1
ANEEEEEEEEEEEEEEEEN BN _ EEEEEEEEE O NNNNEEE | 777777557760771 58 T5-MAD2 1
ANEEEEEEEEEEEEEEEE NN DEEEEEEE OO NN | 777777347760471 39 T4-CEU1 6
HEEEEO0O0000000000000000 e N EEEE OO NEeCEEE | 740000007760731 | 1491 U (T3) 7 probabilidade = 0.99972157860
AN OO RN OOOOOOEeCO e | 777777207600331 | 2535 U (LAM9) 1 probabilidade = 0.99877749198
I T T Y IO e | 777777400060771 | 2066 U (LAMS) 2 probabilidade = 0.99994467857
I D T T T A/ YA 00000 | 777777770000000 46 U (Family34) 1 probabilidade = 0.99999510489
ANEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RN 0000000030 | 777777777700000 237 U (T2) 10 probabilidade = 0.99997382391
ANEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO NN | 777777777700771 124 U (H3) 5 probabilidade = 0.77243562856
AOAOO000000000000000J 0 e EEEEE O NENNEEEE | 000000007760771 4 U (Family36) 1 probabilidade = 0.999999998613
I D T T O A Y 0000 | 777777600000000 | 402 U (Family34) 1 probabilidade = 0.972016516493
EEEEEEEEEEEEEEEE NN . | | e ] ] 1202 U 2

I D T I OO . 2110 U 3

L m [ W WEEE ] N e ] ] 2525 U 1

ANEEN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO NNNEEEE | 767777777760771 | 1122 T1 1

U = Unknown
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Tabela 2 — Spoligotipos n&o identificados pelo banco internacional SpolDB4 (orphans)

Perfil binario Octal SIT N isolados Andlise Spotclust
(T T T A ) 7777607760731 | Orphan 2 LAML1 — probabilidade = 0.688545852832283
AN NN R NNNNNEE | 277777607760771 | Orphan 2 LAML1 — probabilidade = 0.662535574866542
EEEEEEEN NN RO NN EEEN OO O NENNNEE | 776174607760771 | Orphan 1 LAM3 — probabilidade = 0.995932099816554
AN EEEEEEEN EEEEEEEE O OOEROO00000000J NENEN | 677677606000171 | Orphan 1 LAMS — probabilidade = 0.993232342617365
AR NN 00000000000 NN | 757777600000331 | Orphan 2 LAMS - probabilidade = 0.99943979567009
BN O RO OO EOO)NEEE | 577777607560471 | Orphan 1 LAM9 — probabilidade = 0.99986286198791
AN  EEEEEEEEEEEEEEEE OO EERO OO0 O NEENEEE | 737777601560771 | Orphan 2 LAMO9 — probabilidade = 0.992673037845704
AN  EEEEEEEEEEEEEEE OO OO NEENO NN | 757777601560711 | Orphan 1 LAMO9 - probabilidade = 0.992631285835824
I NN NN RO NN | 757777607560771 | Orphan 2 LAMO9 - probabilidade = 0.999862869363912
ENEEEEEEEEEN  EEEEEEE OO EEOROEERO OO NEENEEE | 777737606560771 | Orphan 1 LAMO9 — probabilidade = 0.999899066973839
EEEEEEEEEEEEN _EEEER NN OO EEONEEE | 777747607760671 | Orphan 1 LAMO9 — probabilidade = 0.999739977142833
EEEEEEEEEEEEEEEEEEER ) NEEEEEEE O OOONOONEEE | 777777607760471 | Orphan 1 LAMO9 - probabilidade = 0.999739977142833
EEEEOO NN NN e OO NN | 741703777360771 | Orphan 5 T1 — probabilidade = 0.999989444686008
AR EEEEEEEEEEEEN_ NN EEN OO ) NEENEEE | 763777677560771 | Orphan 1 T1 — probabilidade = 0.999888355339892
EEEEEEEEEEEN EEEEEER NN _ EEEE_OEEN OO NEENEEE | 777737667560771 | Orphan 1 T1 - probabilidade = 0.999888341323507
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEN_ BN _ EEEE_ EEE_ O NNEENEE | 777777667560771 | Orphan 1 T1 - probabilidade = 0.999888342266347
AEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE O NN | 777777777760661 | Orphan 1 T1 — probabilidade = 0.999934433804264
AN NN O3 | 770777777700000 | Orphan 1 T2 — probabilidade = 0.999973607602304
ENEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEEEEEE O O000000000a0 | 777677777700000 | Orphan 5 T2 — probabilidade = 0.999973823912893
ENEEEEEEEEEEEEE R OO OO0 OOEO00000000000a0 | 777777604100000 | Orphan 2 T2 — probabilidade = 0.953279322886846
AN OO RO 000000000000 | 777737607400000 | Orphan 3 EAIL — probabilidade = 0.994856308917271
AN OO OO0 000000000003 | 777777607000000 | Orphan 1 EAI1 — probabilidade = 0.999861311717061
ENEEEEEN [ EEEEEEEEEEEEEE_ EEEEEE_ OO0 NENONEE | 776377773740731 | Orphan 1 S — probabilidade = 0.810540985233088
EEEEEwmw (||| ]| EEEEEE wee. | 1777774020771 | Orphan 1 H1 — probabilidade = 0.999963694196914
QOO0 IR GO0 0NN OEO O NEENNEE | 41007000144771 | Orphan 2 Family33 — probabilidade = 0.480616355419254
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4.2. Analise Espacial

O mapa de densidade de Kernel mostra trés areas bem definidas (cor branca) nas
regides central, oeste e sudoeste, onde existe uma maior concentracao de casos de
transmissao recente da TB (Figura 5a). Essas regides apresentam em comum,
fatores de risco para o desenvolvimento da TB como: baixa renda, favelas e grandes
aglomeracdes. Quando este mapa foi comparado ao mapa da raz&o entre as taxas
bayesianas empiricas de casos e controles, observou-se uma grande concordancia
na identificacdo das areas onde o risco de transmissdo recente da TB é maior
(Figura 5b).

(b) Level of reason:
0-05
0.5-0.99
0.99 - 1.01

(a) Density level:
White is high; Green is low

1.01-3
>3

EE0OE®

Figure 5 — (a) Mapa de Kernel dos isolados em clusters (casos) e (b) raz&o entre as

taxas bayesianas empiricas de casos e controles

A figura 6 mostra os resultados obtidos apds a analise por funcéo K realizada para
0s cinco maiores clusters identificados no estudo (ES14, ES140, Eslb, ES19h and
ES8). O eixo-x representa as distancias entre 0s pontos e 0 eixo-y representa o valor
de K. Os resultados evidenciam a existéncia de uma correlacdo espacial positiva
(clusterizacdo) para todos os clusters avaliados, uma vez que os valores da fungédo K
localizam-se fora dos envelopes de confianca, rejeitando-se a hipdtese nula de
aleatoriedade espacial.
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Figure 6 - Andlise por funcdo K dos cinco maiores clusters identificados no estudo:
(@) ES19h, (b) ES14, (c) Esl4do, (d) ES1b e (e) ES8. As linhas pontilhadas
representam o envelope de confianca de 95% de Completa Aleatoriedade Espacial,

enquanto a linha soélida representa os valores obtidos.

Uma andlise por funcdo K também foi realizada para avaliar se os isolados das
respectivas familias de RFLP destes clusters (ES14, ES1, ES19 e ES8) também
apresentavam um padrdo de clusterizacdo espacial. Foram também incluidos, nesta
analise, todos os PUs que apresentaram perfis de RFLP muito semelhantes ao perfil
de pelo menos um dos clusters identificados no estudo (ou seja, similaridade
superior a 80%). Os resultados desta analise também sugerem a existéncia de uma
correlacdo espacial positiva (clusterizacdo) para todas as familias de RFLP

analisadas (Figure 7).
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Figura 7: Analise por funcéo K das familias de RFLP: (a) ES19, (b) ES14, (c) Esl e
(d) ES8. As linhas pontilhadas representam o envelope de confianca de 95% de
Completa Aleatoriedade Espacial, enquanto a linha solida representa os valores
obtidos.

A analise da média das distancias entre pontos utilizando Teste t-Student mostrou
ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre as médias das distancias dos
isolados em clusters e as médias das distancias dos isolados das respectivas
familias de RFLP em relacdo ao centrdide, exceto para o cluster ES19h e familia
ES19. Porém, ao se comparar a média das distancias entre o0s isolados
pertencentes ao grupo controle e a média das distancias entre os casos de uma
mesma familia de RFLP, observa-se diferenca estatisticamente significativa. Esses
resultados sugerem que os isolados agrupados em clusters e suas respectivas
familias tendem a se agrupar no espaco, enquanto os isolados do grupo controle,

nao parecem seguir o mesmo padrao de distribuicdo espacial (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacdo da distancia média entre pontos, calculada por teste t-

Student, para isolados agrupados em clusters, familias de RFLP e grupo controle.

Distancia média entre isolados em clusters e em suas respectivas
familias de RFLP em relacdo ao centrbide

Distacia média
Grupos comparados p valor (em metros)
Cluster Familia RFLP

Cluster ES14 e familia ES14 0,74 2325 2410
Cluster ES1b e familia ES1 0,75 2485 2425
Cluster ES19h e familia 0,00 1878 3214
ES19

Cluster ES8 e familia ES8 0,66 1243 1478
Cluster ES140 e familia 0,23 2165 2726
ES14

Distancia média entre isolados de cada familia de RFLP e entre isolados
do grupo controle

Distacia média

Grupos comparados p valor (em metros)
Familia RFLP Controle

Familia ES14 e grupo 0,00 3242 3566
controle

Familia ES1 e grupo controle | 0,00 3225 3566
Familia ES19 e grupo 0,00 4326 3566
controle

Familia ES8 e grupo controle | 0,00 2249 3566

Foi utilizado um Modelo logit para analise univariada e multivariada dos fatores de
risco associados a transmissao recente da TB. Apds a andlise univariada foram
identificadas como variaveis significativas: idade, raca, raio-X de torax, baciloscopia
positiva, IQU, densidade populacional, nimero de domicilios com banheiro e
esgotamento sanitario via rede geral de esgoto e nimero de pessoas alfabetizadas
por residéncia (p < 0.05) (Tabelas 4 e 5).

55



Tabela 4 — Andlise estatistica univariada das variaveis individuais

L Estimador Erro
Variaveis : ~ p-valor
(valores logit) | padréo
(diferenca do 0) (diferenca do
grupo)

Idade (anos)*

0-9 -0,1335 0,8207 0,8709 0,0348
10-19 0,6372 0,3372 0,0595

20-34 0,07096 0,1844 0,7006

35-49 0,0106 0,1893 0,9554

=50 -0,542 0,2249 0,0164

Sexo

Feminino -0,2166 0,1983 0,2754 0,2241
Masculino 0,04173 0,1425 0,7697

Raca’

Negra 0,4525 0,2375 0,0574 0,0177
Branca -0,3877 0,2021 0,0558
Amarela, indigena 001798 | 0,1616 0,9115

ou miscigenada

Raio-X de térax

Normal -1,3761 0,6768 0,0426 0,0392
Suspeita de TB 0,02599 0,283 0,8396

Forma da TB®

Extrapulmonar -0,3885 0,347 0,2635 0,1013
Pulmonar 0,04004 0,1318 0,7614

Pulmonar/ 10,8586 | 0,483 0,0762

Extrapulmonar

HIV

Negativo 0,05308 0,1531 0,7291 0,2236
Positivo -0,3551 0,3252 0,2756

Baciloscopia

Negativa -0,4194 0,2444 0,087 0,0375
Positiva 0,116 0,139 0,4044

' 10-19 vs. 35-49, p-valor=0,0888; 10-19 vs. 50+, p=0,0027; 20-34 vs. 50+, p=0,023; 35-49 vs. 50+,

=0,0407

Negra vs. Branca, p=0,0045; Black vs. Amarela/miscigenada, p=0,0752
® Pulmonar vs. Pulmonar + Extrapulmonar, p=0,0656
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Tabela 5 — Andlise estatistica univariada das variaveis socioecondmicas.

Estimador
Variaveis (valores Err(3 p-valor
logit) padréo
(difference from (group
0) difference)
# domicilios renda mensal > 10 salarios minimos
0 0,0712 0,1674 0,6709 0,1884
1-2 -0,4003 0,2348 0,0889
11-20 -0,2882 0,4822 0,5503
3-5 0,3277 0,3477 0,3464
6-10 0,3416 0,3316 0,3035
>20 -0,5485 0,4544 0,228
# domicilios renda mensal < 10 salarios minimos
0 -0,00969 0,1528 0,9495 0,9741
1-2 0,02629 0,2221 0,9058
11-20 -0,1569 0,8557 0,8546
3-5 -0,1747 0,3571 0,625
6-10 -0,2574 0,5258 0,6247
Area urbanizada
0 -0,01591 0,2898 0,9563 0,9821
1-2 -14,822 1116,89 0,9894
11-20 0,2282 0,327 0,4856
3-5 -0,1189 0,8206 0,8849
6-10 -0,06354 0,5843 0,9134
>20 -0,05333 0,1437 0,7108
Renda mensal do responsavel pelo domicilio
300-599 -0.1138 0.1755 0,5171 0,1073
600-999 -0.1007 0.175 0,5655
<300 0.1338 0.3769 0,7229
>=1000 1.0197 0.4613 0,0276
# responsaveis/domicilio com renda mensal < 1 salario minimo
0 0.3947 0.6573 0,5485 0,65
1-2 0.1898 0.3379 0,5745
11-20 -0.02708 0.2231 0,9035
3-5 -0,00672 0,2667 0,9799
6-10 -0,3351 0,2274 0,1414
>20 0,1061 0,2212 0,6318
# domicilios com banheiro/esgotamento sanitario via rede geral de esgoto
0 0,003219 0,1364 0,9812 0,1342
1 -0,762 0,4011 0,0581
>=2 0,2168 0,382 0,5707
# domicilios com 0,00128
eletricidade 1 0,001784 4 0,1654 0,1654
# domicilios 0,04677 | 0,06093 |  0,4431 0,4431
propriost
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Tabela 5 — Analise estatistica univariada das variaveis socioecondmicas

(continuacao).

QU 1 | 08198 [ 02727 | 00028 | 0,0028
Densidade populacional

<50 hab/ha 0,1055 0,2418 0,6628 0,2475
51-100 hab/ha 0,1945 0,2117 0,3588

101-200 hab/ha -0,2273 0,2484 0,3605

>201 hab/ha -0,4548 0,2966 0,1259

# pessoas alfabetizadas por residenciat

15-19 0,005961 0,00478 0,213 0,213
20-24 0,008886 0,00482 0,0664 0,0664
25-29 0,007732 0,00397 0,0527 0,0527
30-34 0,007803 0,00494 0,1151 0,1151
60-64 0,006751 0,00556 0,2257 0,2257
65-69 0,008232 0,00388 0,0347 0,0347
** Todas as outras faixas etarias apresentaram p > 0.4

20-34 0,003072 0,00160 0,0569 0,0569
60-69 0,004296 0,00236 0,0695 0,0695

T As estimativas apresentadas na tabela ndo sdo médias dos minimos quadrados, mas estimadores
beta retirados diretamente do modelo. Eles ainda séo considerados valores logit, mas a interpretacéo
€ para uma variavel com’tinua e ndo categorica; por exemplo, o0 aumento de uma unidade no IQU
reduz o log-odds de pertencer a um cluster em 0,29, um aumento de 2 unidades, reduz em 0,58.

Apenas essas variaveis foram incluidas no Modelo logit para realizacdo da analise
mutivariada. A escolha do modelo envolveu a inclusdo de todas essas variaveis,
seguida da remocdo sequencial daquelas que nao contribuiram para o ajuste do
mesmo. O modelo final identificou trés varidveis principais associadas a transmissao
recente: idade (faixa etéria entre 10-19 anos e 20-34 anos), baciloscopia positiva e
IQU baixo. O efeito randémico para cada vizinhanca foi a variavel de saida (output)
definida para cada bairro, sendo que valores positivos do estimador log-odds (logit)
indicam maior chance de pertencer a um cluster (Tabela 6). Os valores do estimador
log-odds foram convertidos em um valor de probabilidade preditiva por meio da
formula prob = 1/ (1+exp(-RE)) e esse valor foi mapeado (Figura 8).
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Tabela 6 — Analise estatistica multivariada das variaveis significativas

Efeito Estimador Erro p-valor
(valores padréo
logit)
Intercepto 0,3665 0,7842 0,6419
ldade 0-9 1,0895 1,4587 0,4556
10-19 1,3761 0,4426 0,002
20-34 0,7828 0,2973 0,0089
35-49 0,385 0,2933 0,1902
Sexo Feminino -0,3667 0,2422 0,131
Raca Negra 0,3676 0,2756 0,1832
Branca -0,2658 0,259 0,3055
Baciloscopia Negativa -0,5483 0,2713 0,044
IQU -0,6886 0,2882 0,0174
# pessoas alfabetizadas/domicilio 0,01394 |0,001721 0,4185
(20-34 anos)
# domicilios com -0,01367 0,05358 0,7988
banheiro/esgotamento sanitério
via rede geral de esgoto

Likely to be clustered
B <045
B 045-05
0 05-05
B 05-055
m 055

Figure 8 — Valores das probabilidades preditivas de transmisséo recente da
tuberculose calculados para cada bairro.



5. DISCUSSAO

A proporcdo de casos novos de TB devido a transmissdo recente, em uma
determinada comunidade, € o reflexo da eficacia do trabalho realizado pelo PCT
naquela comunidade. Altas taxas de transmisséo recente da doenca indicam que o
PCT esta agindo de forma inadequada (WHO, 2014; TESSEMA et al., 2013).

No presente estudo, uma alta proporgéo de isolados com perfis genotipicos de RFLP
agrupados em cluster foi observada (48%). Utilizando-se o “método n-17, a
proporcao estimada de transmisséo recente em Vitéria foi de 34%. Um estudo de
metandlise (HOUBEN; GLYNN, 2009) descreveu uma grande variacdo nas
proporcdes de clusterizacdo encontradas entre 46 estudos analisados, de 6% a
86%, enquanto Fok e colaboradores (2008) descreveram proporcdes de transmissao
recente que variaram de 4% a 60% - com uma propor¢cao média de 28% - entre 35
estudos analisados. Entretanto, a maior parte destes estudos foi realizada em locais
de baixa incidéncia de TB e nao foi avaliada a distribuicdo espacial dos genotipos de
M. tuberculosis com o objetivo de identificar &reas que apresentassem altas taxas

de transmisséo recente da doenca.

Apés a analise por spoligotyping, foi observada a predominancia da familia LAM,
responsavel por agrupar 57,6% dos isolados. Esta porcentagem é bastante superior
a descrita em outros locais na América do Sul (45%) por Ritacco e colaboradores
(2011) assim como em S&o Paulo, Brazil (44,7%) por Martins e colaboradores
(2013). Também foi maior do que a media descrita por Gomes et al. (2011) para 11
estados brasileiros (46%). Das 12 sublinhagens ja identificadas para a familia LAM
(BRUDEY ET AL., 2006), oito foram observadas em nosso estudo, enquanto todas

as sublinhagens das familias T e H ja descritas, foram observadas.

Uma grande proporcao dos isolados agrupados em clusters (55%) pertenciam a
apenas 4 grandes familias de RFLP. Além disso, 56% dos isolados classificados
como PUs possuiam perfis genotipicos de RFLP muito semelhantes (similaridade
superior a 80%) a pelo menos um dos perfis genotipicos dos isolados em clusters e
pertenciam a mesma familia de spoligotyping do mesmo. Embora, muitas vezes,

facam parte de uma cadeia de transmisséo recente, alguns isolados podem ser
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classificados como PUs no caso de seu perfil genotipico ter sofrido alguma mudanca
ao longo do tempo (McNABB et al., 2004). Alguns estudos mostram que a meia-vida
de um genotipo de RFLP pode variar dentro de um periodo de 3 a 10 anos, em
algumas situacdes (deBOER et al., 1999; WARREN et al., 2002). Considerando que
nenhuma relacdo epidemiolégica envolvendo esses isolados péde ser detectada,
esses resultados sugerem que a alta incidéncia de TB nessa regido pode estar
sendo fortemente influenciada por um numero relativamente pequeno de genotipos
que circulam ativamente. Sabe-se que em areas de maior incidéncia de TB, os
perfis genotipicos de RFLP sao geralmente menos variaveis do que aqueles
observados em areas de baixa incidéncia da doenca (van SOOLINGEN; HERMANS,
1995). O mesmo foi observado em Sao Paulo por Ferrazoli e colaboradores (2000).
Por esse motivo, no presente estudo, a andlise espacial também incluiu as familias

de RFLP e ndo apenas os isolados agrupados em clusters.

A andlise de Kernel mostrou claramente 3 areas com a maior propor¢ao de pessoas
cujos isolados estavam agrupados em clusters e estas areas também apresentaram
maior razdo entre as taxas bayesianas empiricas de casos e controles, 0 que
confirma que estes sédo os locais de maior risco de transmisséo recente da TB. Da
mesma maneira, a analise por funcdo K mostrou que tanto os clusters quanto as
familias de RFLP tendem a se agrupar geograficamente enquanto os isolados

pertencentes ao grupo controle apresentam uma distribuicéo aleatéria.

A analise das distancias entre pontos permitiu determinar que uma distancia média
de aproximadamente 2000 metros separa 0s pacientes de um mesmo cluster,
sugerindo que, apesar da transmissao da TB ndo ocorrer na maioria das vezes a
nivel domiciliar, ela ocorre numa area mais abrangente, porém ainda delimitada. Um
estudo realizado em Western Cape, mostrou que a TB néo € transmitida
primariamente no domicilio (CLASSEN et al., 1999), a exemplo do que ocorreu no

nosso estudo, cujo indice de transmisséao intradomiciliar foi de apenas 5,7%.

No presente estudo, um modelo logit com efeito randémico de vizinhanga foi
utilizado para se avaliar os fatores de risco associados a transmissdo recente da
TB. As variaveis idade, baciloscopia positiva e IQU baixo foram identificadas como

0s principais fatores de risco associados a transmissao recente da TB em Vitéria.
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Em conjunto, nossos dados demonstram que a transmissdo da TB em um ambiente
urbano é determinada pelo espacgo. O presente estudo mostra que um caso de TB
nao tende apenas a formar aglomerados espaciais, como descrito anteriormente por
Maciel e colaboradores (2010), mas que alguns genotipos de M. tuberculosis tendem
a se clusterizar mesmo apds se controlar fatores individuais e socioecondmicos
conhecidos que podem influenciar a transmissao. Isso poderia significar que existe
uma maior probabilidade da TB ser transmitida dentro de areas de pobreza e de
maior densidade populacional espacialmente definidas, com condi¢cdes sanitarias e
de habitacdo precarias, onde existe um maior contato humano entre as pessoas que
as habitam. A segunda explicacdo poderia ser a de que a clusterizacao espacial seja
uma representacao de relagdes sociais. Geralmente, as pessoas fazem parte de
uma rede social existente nos arredores dos seus locais de residéncia, a qual se
comporta de maneira fluida ao longo de uma area urbana. E provavel que essa rede
seja rompida por barreiras econbmicas e raciais quando um individuo se move
através de um cenario urbano (por exemplo, pessoas que vivem em bairros mais
pobres provavelmente interagem e participam de atividades semelhantes, mas
guando um individuo se muda deste local para outro, que mesmo vizinho, oferece
melhor qualidade de vida, os lagos entre domicilios ricos e pobres tendem a se
romper). Dessa forma, uma vez que um determinado genotipo de M. tuberculosis
invade uma rede social, € mais provavel que haja a propagacao daquele genotipo, e
dos isolados que compbem sua respectiva familia, do que a propagacdo de
linhagens externas. Devido a clusterizacdo espacial e aos limites desta rede social, a
transmissdo deste genotipo é auto-limitante, ou seja, existe uma baixa probabilidade
de se propagar para diferentes partes da cidade dependendo de caracteristicas
especificas do individuo infectado (utilizacdo de transporte publico, situacéo

profissional, etc).

Alguns estudos ja sugeriram que a reducdo da transmissdo da TB deva se basear
em acdes territoriais e ndo apenas na identificacdo de contatos (SMALL et al., 1994;
BARNES et al., 1997). Nossos dados fornecem uma ferramenta valiosa para a
estruturacdo de um sistema de vigilancia com base territorial. A identificacdo de
areas de risco para a transmissdo recente da TB pode também auxiliar o PCT no

planejamento de intervencgdes especificas para estas areas.
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Uma das limitacbes do nosso estudo foi a realizacdo da andlise espacial
considerando apenas o local de residéncia do paciente no momento do diagnéstico.
A transmisséo pode ocorrer em locais de trabalho, estabelecimentos publicos ou em
qualquer outro ambiente, os quais ndo pudemos identificar. Além disso, apesar de
pacientes com resultado de cultura negativo para o M. tuberculosis raramente
transmitirem o bacilo, a auséncia de dados de genotipagem para esses individuos
significa que a transmissdo da TB para 0s mesmos ndo pode ser avaliada, o que
pode levar a uma subestimacdo da taxa de ransmissao recente nessa populacéo
(deVRIES et al., 2008). Por outro lado, como 96.8% dos isolados de pacientes com
resultado de cultura positivo foram genotipados, acreditamos que nossos resultados
refletem os padrdes atuais de transmisséo da TB na cidade de Vitéria

Como pontos fortes do presente estudo, podemos ressaltar a sua duracdo (5 anos
completos) e a alta porcentagem de genotipagem de isolados (96,8%) provenientes
de pacientes que residiam em uma area de estudo bem definida. Como apontado
anteriormente por alguns autores, a taxa de clusterizacdo depende da duragdo do
estudo, e aumenta na medida em que se aumenta a duracdo do mesmo, atingindo
um plateau apdés um periodo de aproximadamente 4 anos (JASMER et al., 1999;
vanSOOLINGEN et al., 1999; GLYNN et al., 2005), enquanto amostras de tamanho
reduzido e areas de estudo mal definidas podem resultar em proporcdes de
clusterizacéo subestimadas (HOUBEN; GLYNN, 2009).
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6. CONCLUSOES

A partir da analise de dados genotipicos e espaciais, foi possivel caracterizar o perfil
genotipico das cepas de M. tuberculosis circulantes no municipio de Vitoria-ES, no
periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2007. Foram identidficados 70 clusters

pertencentes a 12 familias de RFLP.

A taxa de transmisséo recente na populacéo de pacientes arrolados no estudo foi de
34%.

Com base nas analises espaciais foi possivel identificar trés areas de maior
ocorréncia de transmissao recente da TB no municipio de Vitéria: central, oeste e

sudoeste.

Os principaais fatores de risco associados a transmisséo recente identificados no
estudo foram: idade (faixa etaria entre 10-19 anos e 20-34 anos), baciloscopia

positiva e IQU baixo.

As estratégias utilizadas pelo PCT na busca de novos casos de TB se baseiam,
quase que exclusivamente, na identificacdo de pacientes sintomaticos que procuram
0S servicos de atencao primaria em saude e rastreamento dos contatos domiciliares
dos casos confirmados. Nossos resultados sugerem a implementacao de estratégias
inovadoras para o controle e prevencao da doenca, como a busca de casos novos e
o rastreamento de contatos que tenham como base o territorio. Além disso, deve-se
analisar as redes sociais estabelecidas em diferentes locais para se determinar
quais os tipos de contatos/relacdes sociais podem levar a ocorréncia dos padrées de

transmissao observados em areas urbanas.

Nesse contexto, a associacao entre geoprocessamento e técnicas de genotipagem
torna-se uma importante ferramenta a ser utilizada pelo PCT no melhoramento das
acOes de controle e prevencdo da doenca, especialmente em paises de alta
incidéncia da doenca.
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