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PREFACIO

O livro “AGENTES INFECCIOSOS E PARASITARIOS DE IMPORTANCIA
NA AMAZONIA BRASILEIRA: ATUALIZACOES EM ASPECTOS CLINICOS,
EPIDEMIOLOGICOS E MOLECULARES” apresenta em uma sequéncia de capitulos
com atualiza¢cOes em agravos de fundamental importancia em saude publica, incluindo
estudos sobre doengas tropicais virais, bacterianas, protozooses e parasitoses.

A obra traz novas perspectivas sobre as complexas relagbes entre os aspectos
clinicos, epidemiolégicos, moleculares e de saide na Amazonia brasileira, apresentando
pontos fascinantes e necessarios para novas discussdes nas evidéncias cientificas da area,
considerando que as doengas infectoparasitarias apresentam um papel fundamental para
a saude publica da popula¢do, particularmente nas regides tropicais e subtropicais da
Amazonia. Além disso, destaca-se a importancia da relagdo destes agravos as precarias
condi¢bes socioecondmicas e acesso a boas condi¢des higienicossanitdrias pela populagio.

O livro apresenta um formato cientifico com novos enfoques preparados por
especialistas na drea de epidemiologia clinica e molecular, diagnéstico em biologia
molecular, investiga¢des dos fatores relacionados a viruléncia e patogenicidade destes
agentes, assim como resisténcia microbiana aos antibidticos, diagndstico laboratorial e
tratamento. Esta obra ¢ fruto do grande esforgo e dedicagdo das pesquisas desenvolvidas
pelos autores e colaboradores de cada capitulo em elaborar este projeto de disseminagéo
de conhecimento e da pesquisa brasileira. O presente livro busca somar conhecimentos e
permitir uma visdo critica e contextualizada; além de inspirar os leitores a contribuirem

com pesquisas para a promogio de saide e bem estar social.

Prof. Dra. Eliseth Costa Oliveira de Matos

Profa. Adjunto I. Departamento de Patologia. Escola de Enfermagem.
Universidade do Estado do Pard (UEPA), Belém, Para, Brasil.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenga infectocontagiosa causada por patdgenos
obrigatérios pertencentes ao classico grupo Complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) que compreende nove linhagens (L1 - L9) filogenéticas adaptadas aos seres
humanos (Mycobaterium tuberculosis e Mycobacterium africanum) (NGABONZIZA et
al., 2020) e membros adaptados aos animais selvagens e domésticos (BRITES et al.,
2018).

Os dados mais recentes da Organiza¢do Mundial da Saide (OMS) apontam
a TB como uma das dez principais causas de ébito no mundo e a principal causa
de 6bito por um unico agente infeccioso, ultrapassando a infec¢do pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana/Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS).
Neste cenario mundial, os pafses do grupo BRICS (Brasil, Russia, [ndia, China e Africa
do Sul) sdo responsaveis por 47% de todos os casos de TB no mundo em 2020. Além
do que, o Brasil faz parte dos 30 paises com maior carga de TB no mundo, responsaveis

por 86% dos casos de TB global (WHO, 2020).

No Brasil, em 2019, foram diagnosticados 73.864 casos novos de TB,
correspondendo a 35,0/100mil habitantes como taxa de incidéncia. Ao comparar a
incidéncia de 2019 com a de 2010, observa-se uma queda de 2,5, porém nos anos
anteriores (2017 e 2018 houve um leve aumento de incidéncia) (Brasil, 2020).

Dentre os estados brasileiros, Para, Amazonas, Roraima, Acre e Rio de Janeiro
tiveram as maiores incidéncias de TB, com taxa acima de 51 casos/100 mil habitantes,

Agentes infecciosos e parasitdrios de importdncia na Amazonia brasileira:



maior que a média nacional (Brasil, 2020). A figura 1 ilustra a média de incidéncia da
TB entre os anos de 2015 e 2019 nos estados brasileiros por 100 mil habitantes, em
que o Pard apresenta a quinta maior média de incidéncia (46,28), atras dos estados do
Amazonas (74,62), Rio de Janeiro (66,38), Pernambuco (48,84) e Acre (47,4) (Brasil,
2020; SINAN/SVS/MS, 2020).

Figura 1 - Incidéncia média de Tuberculose nos estados brasileiros, entre 2015 e 2019.

[ At 30/100mil hab.
] 51 50/100mil hab.
I ;! 75/100md hab.

Fonte: Elaborado pelos autores, a partir de dados SINAN/SVS/MS, 2020.

Quanto ao nimero de dbitos, refletindo a gravidade da doenga, em 2018, a taxa
no Brasil foi 2,2 ébitos/100 mil habitantes, com queda de 0,36 comparada ao ano de
2009. Amazonas, Rio de Janeiro, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Pard, Maranhio,
Rio Grande do Norte, Ceara e Acre apresentaram coeficiente de mortalidade por TB
préximo ou superior ao coeficiente do pais. O estado do Pard apresentou o coeficiente
de mortalidade de 2,5/100mil habitante, acima da média nacional (Brasil, 2020).

Em relagdo ao desfecho dos tratamentos de TB, predomina a cura (71,9%) entre
0s casos novos com confirmagio laboratorial no Brasil, seguido de abandono (11,6%),
obitos (5,6%) e transferéncia (5,3%) (Brasil, 2020).

Atualizagdes em aspectos clinicos, epidemiologicos e moleculares
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Com o propésito de eliminar a TB até 2030, a OMS lancou o programa 7he
End TB Strategy (A Estratégia Para o Fim da TB) que possui metas sustentadas em trés
pilares: cuidados e prevencio integrados e centrados no paciente; politicas ousadas
e sistemas de apoio e suporte aos afetados pela TB; intensifica¢do da inovagdo e da
pesquisa. Estes retinem intervengdes favoraveis para garantir que todas as pessoas com
TB tenham acesso equanime ao diagnéstico, tratamento e a prevencdo, sem gastos
excessivos ou declinio da situagdo social (WHO, 2013a; Barreira, 2018).

A OMS, em dezembro de 2010, recomendou o Teste Rapido Molecular (TRM)
Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA), automatizado, baseado na amplificagdo
de 4cido nucleico, na plataforma GeneXpert para detec¢do simultdnea de TB e
resisténcia a rifampicina (RIF) (WHO, 2013a, 2014a), para o cumprimento da meta
de detecgdo rapida e precoce da TB estabelecida no primeiro pilar do programa. No
entanto, somente em maio de 2014, o Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA)
foi incorporado pelo Ministério da Saude (MS) no Sistema Unico de Sadde (SUS) para
diagnéstico de TB (Brasil, 2015), o qual fo1 substituido pelo atual Xpert-Ultra® MTB/
RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA) em 2019 por possuir maior sensibilidade na detec¢do
da TB sendo comparével a cultura liquida, considerada padréo ouro na detecgdo do

bacilo da TB (Brasil, 2019)

O AGENTE ETIOLOGICO

Segundo a classifica¢io taxonoémica tradicional o género Mycobacterium divide-
se em trés grupos: o Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), causador da TB;
Micobactérias nio associadas a tuberculose (MNT), causador das micobacterioses; e o
grupo do Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis causadores da hanseniase
(Tortoli et al., 2019).

Recentemente, utilizando a filogenémica, Gupta et al. (2018) reclassificaram
o género Mycobacterium dividindo-o em cinco novos géneros. Devido a premissa
taxondmica reivindicada por Tortoli et al. (2019), neste capitulo utilizaremos a

classificagdo tradicional considerando todos os grupos como micobactérias.

Os membros do CMTB, outrora espécies diferentes, atualmente foram também
reclassificados como sendo apenas uma tnica espécie com variedades diferentes
(ecotipos) que possuem padrdes de adaptacio quanto ao hospedeiro (Riojas et al.,
2018).

Tanto o Mycobacterium tuberculosts sensu stricto (MTB) quanto o Mycobacterium
africanum séo adaptados aos seres humanos e juntos podem ainda ser classificados em
nove linhagens (L1-L9) filogenéticas (Coscolla & Gagneux, 2014; Brites & Gagneux,

Agentes infecciosos e parasitdrios de importdncia na Amazonia brasileira:



2015; Coscollaetal.,2020; Ngabonziza et al., 2020). Os demais membros sio adaptados
aos animais, podendo causar TB zoonética no homem: Mycobacterium bovis (Karlson
& Lessel, 1970), Mycobacterium caprae (Aranaz et al, 2003), Mycobacterium microti
(Reed, 1957), Mycobacterium mungi (Alexander et al., 2010), Mycobacterium pinnipedsi
(Cousins et al., 2003), Mycobacterium orygis (van Ingen et al., 2012) e Mycobacterium
suricattae (Parsons et al., 2013). Dentre os membros do CMTB, 0o MTB é o responsavel
pela maior carga da TB humana, distribuido globalmente.

O bacilo MTB ¢é morfologicamente fino, reto, ligeiramente curvo (Figura
1A) ou em forma de clavas com dimensdes de 0,2um a 0,6pm de largura e 1ym a
10pm de comprimento (Wildner et al., 2011; Santos, 2015). E um bacilo imével,
nfo esporulado, sem cépsula, aerébio com parede rica em lipidios (dcidos micdlicos e
arabinogalactano) o que lhe caracteriza como um bacilo dlcool- 4cido resistente (BAAR)
com baixa permeabilidade para efetividade da maioria dos antibidticos facilitando a
sua sobrevida nos macréfagos. (Oliveira et al., 2016; Brasil, 2020).

Especula-se que a patogenicidade bacilar do agente da TB esta relacionada
a composi¢do quimica de sua parede celular, um desses componentes ¢ o dimicolato
de trealose, um lipidio tdxico, responsavel pelo efeito “fator corda” caracteristico de
membros do CMTB (Figura 1B), porém ndo hd evidéncias definitivas, encontrado
também em algumas outras espécies micobacterianas patogénicas e ndo patogénicas
(Opromolla & Baptista, 2000; Coelho & Marques, 2006; Yun et al., 2009).

Figura 2 - Morfologia dos bacilos-dlcool-dcidos resistentes e fator corda.

A % -
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Morfologia do Complexo Mycobacterium tuberculosis: (A) bacilos dlcool-acidos-
resistentes; (B) fator corda.

Fonte: Laboratdrio de Tuberculose e outras Micobacterioses do Instituto Evandro
Chagas, 2021.
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Outro componente indicativo de patogenicidade sido os sulfolipideos, que em
culturas de macréfagos foram encontrados inibindo a fun¢io microbicida normal pela
inibi¢do da fusdo do fagossoma-lisossoma. E, finalmente, os micosideos que seriam
responsaveis pela formacio da “zona elétron transparentes” (ETZ) ou cdpsula que
protegeria a bactéria contra propriedades microbicidas dos macréfagos dos hospedeiros
(Opromolla & Baptista, 2000).

O MTB é um patdgeno obrigatdrio, sem reservatério ambiental, que se propaga
essencialmente pelo ar quando uma pessoa infectada tosse, espirra, fala ou cospe,
exalando goticulas contendo os bacilos e projetando-os no ar, podendo ser inalados

por outro individuo (Brasil, 2020).

Dessa forma é dado o inicio do ciclo infeccioso que poderd, ou nio, evoluir
para a doenca (TB ativa) dependendo da resposta imunolégica do hospedeiro.
Ap6s a inalagdo, os bacilos migram para os alvéolos pulmonares, e fagocitados pelos
macréfagos, de forma geral, sdo contidos pela resposta imune do hospedeiro. Isso leva
a formacio de granuloma e, eventualmente, a lesdes calcificadas causando a TB latente
(Figura 1). (Baiiuls et al., 2015; Donoghue, 2016; Koch & Mizrahi, 2018).

Apbs a infecgdo e a evolugdo para a forma de TB ativa, quer seja na forma
pulmonar ou na forma extrapulmonar (quando acomete outros érgéos), o individuo
inicia o tratamento baseado no perfil de susceptibilidade antimicrobiana da cepa
infectante. Quando o desfecho é favoravel (cura), porém ocorre um novo episédio de TB
no futuro, ha duas possibilidades: recidiva/recorréncia ou reinfec¢fo. Tal diferenciagdo
somente ¢ possivel por meio de testes de genotipagem ao comparar regides do genoma

bacteriano obtidos a partir da primeira amostra, confrontando com a segunda.

Agentes infecciosos e parasitdrios de importancia na Amazénia brasileira:



Figura 3 - Ciclo patogénico da infec¢do por membros do Complexo MTB.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.

O DIAGNOSTICO DA TUBERCULOSE

A busca ativa de sintomadtico respiratério é uma excelente estratégia para o
controle da TB, pois permite que as formas pulmonares sejam detectadas precocemente
(Brasil, 2020). Para que seja feito um diagndstico precoce, o manejo de paciente

sugestivo de TB ¢é realizado conforme descrito na Figura 4.

Atualizagdes em aspectos clinicos, epidemiologicos e moleculares
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Figura 4 - Manejo clinico para o diagndstico de TB na atengéo primaria.

Quadro clinico sugestivo de TB
(Tosse seca por 3 semanas ou maiz e'ou febre vespertina, perda de peso
ou dispneia, sudorese notuma ou hemoptize)

SolicitagZo de baciloscopia do escarro (2 amostras) ou *TRM-TB (1
amostra) + cultura + *TS + “RX de torax

I

I 1
j L . TRM-TB e/ou baciloscopia positives T S ———

| Baciloscopia ou TRM-TB negativos | <lon cultura positiva }—{ Detecgdo de resisténcia por TRM-TB |

i icar T] ifi
, Dla_gm_stlc?.r _3, notificar B Resisténeiz a Resisténcia 4 rifampicina ndo
(SINAN) e iniciar fratamento nifampicina detectada detectada

] izar outro N - !
SIM Nio ’—‘—l [Realizar outro TRM-TB Realizar cultura + TS

(Avaliar RX de trax e cultura o = cultura + TS o
+ TS de escarra) Oferecer *TR. pnz_ HIV, Sifils e B . RHZE (2meses) + Encaminar parz Tniciar mt?me}'z:%c para TB
hepaites virss RH (4 meses) ETDO referéncia tercidria com

RX compativel - Iniciar EB & i
aguardar cultura ‘ ‘ Exclur TB |

“TRM-TB: teste rdpido molecular para tuberculose; "T'S: teste de sensibilidade; ‘Rx:
raio-x; “SINAN: sistema de informagdes de agravos de notifica¢des; “TR: teste répido;
fEB -

Esquema bésico: R- rifampicina; H - isoniazida; P - pirazinamida; E - etambutol;
¢I'DO: tratamento diretamente observado.

Fonte: adaptado de Brasil, 2011; 2019; Dive, 2019.

O diagnéstico da TB é baseado na clinica, sendo os sintomas mais comuns
a identificagdo de tosse seca prolongada, febre, emagrecimento (Brasil, 2020). Os
métodos mais utilizados no diagnéstico laboratorial da TB, séo: o exame microscépico

direto (baciloscopia), cultura, teste de susceptibilidade aos antimicrobianos e TRM.

Baciloscopia

Técnica para a pesquisa direta de BAAR que permite descobrir as fontes
mais importantes de infec¢fio — pacientes baciliferos. A técnica é de execugio rapida,
facil, de baixo custo, geralmente utiliza a coloragio de Ziehl Neelsen (ZN) e permite
estimar o niimero de bacilos presentes na amostra clinica, favorecendo a alta cobertura
diagnéstica (Wildner et al., 2011).

Por se tratar de um método simples e assegurado, pode ser feito por todo
laboratério publico de saude e pelos laboratérios privados tecnicamente habilitados.
Deve-se solicitar sempre a baciloscopia para: (a) pacientes adultos que procurem
o servi¢o de saide apresentando tosse e expectoragdo por trés semanas ou mais; (b)
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pacientes que apresentem altera¢Ses pulmonares na radiografia de térax; (c) contatos
de casos de tuberculose pulmonar baciliferos que apresentem queixas respiratdrias
(Brasil, 2002).

Na baciloscopia direta a amostra é fixada em uma lamina e submetida a acio
da fucsina a quente, todas as estruturas absorvem o corante nessa etapa. Na sequéncia,
a lamina é submetida a acdo do dlcool-dcido, que descora todas as estruturas celulares,
exceto os BAAR. Para facilitar a visualizagdo microscopica, faz-se uma coloragéo de
fundo com azul de metileno (Figura 5) (Brasil, 2008).

Figura 5 - Etapas da coloragdo de Ziehl-Neelsen

1. Fixar o esfregaco pelo 2. Cobrir a ldmina com 3. Descorar com alcool-
calor. fucsina fenicada. acido.
- \. — \
-

@’ \v "'A‘:_ Agua
— ® -

a
5.Lamina pronta. 4. Contracorar com azul de
metileno.

2

6. Visualizar no
microscopio .

Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.

Além da baixa sensibilidade ser a desvantagem, sendo necessario pelo menos
5.000 bacilos por mL de amostra para obter o resultado positivo, diversos fatores
como tipo de amostra, espessura do esfregaco, extensdo da descoloragio, treinamento
e experiéncia técnica do examinador podem influenciar no resultado da baciloscopia
direta (Ramachandran & Paramasivan, 2003). A baciloscopia direta é utilizada também

na supervisdo auxiliar do tratamento (Ganguly et al., 2002).

Atualizagdes em aspectos clinicos, epidemiologicos e moleculares

17



18

Cultura

A cultura permite a multiplicagdo e o isolamento dos bacilos a partir da
semeadura da amostra clinica, mesmo de pacientes paucibacilares (os que nio
apresentam expectoragdo e/ou que tém baciloscopia negativa), em meios de culturas
especificos para micobactérias e é considerado método de diagnéstico padrio de
referéncia pelo MS para confirmacio de casos suspeitos de TB (ANVISA, 2011).

A cultura exige até oito semanas para o diagndstico definitivo, devido ao lento
crescimento do MTB (Brasil, 2020). Quando realizada no escarro, pode aumentar em
até 30% o diagndstico bacteriolégico de TB pulmonar em pacientes que apresentaram
baciloscopia negativa (Brasil, 2020).

Além de indicada aos suspeitos de TB que apresentaram baciloscopia direta
negativa, também ¢ indicada nos casos suspeitos de resisténcia bacteriana as drogas
como RIF, isoniazida (INH), estreptomicina (SM), etambutol (EMB) e pirazinamida
(PZA), seguida do teste de susceptibilidade antimicrobiana (TSA) (Brasil, 2017).

Os meios de cultura podem ser sélidos e/ou liquidos, como mostra o quadro 2.
Os mais utilizados sdo os meios sélidos a base de ovo, Léwenstein-Jensen (LJ) e Ogawa-
Kudoh (OK), que tém a vantagem de serem de baixo custo e indice de contaminagéo
(Brasil, 2020). A morfologia das colénias varia nos meios sélidos, podendo ser lisa ou

rugosa, pigmentada ou néo pigmentada (Wildner et al., 2011).

Quadro 1 - Meios de culturas utilizados para diagnéstico de TB e o tempo de cresci-

mento de cada meio.

Tipos de Meio de cultura clesl:?;feﬁio
Meio liquido
Mycobacteria Growth Indicator Tube - MGIT 5 a 42 dias
Caldo middlebrook 7H9 2 a 3 semanas
Meio solido
Lowenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh 14 a 60 dias
Agar middlebrook 7H10 2 a 3 semanas
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Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana

E utilizado na verificacdo de resisténcia as drogas do esquema de tratamento
da TB. Os farmacos testados no TSA séo as drogas de primeira linha: RIF, INH, SM,
EMB e PZA. No Brasil para os casos de TB-MDR ou monorresisténcia a INH sdo
testados farmacos de segunda linha: fluoroquinolonas (levofloxacina e moxifloxacina)
e as injetdveis (amicacina e capreomicina) (Brasil, 2019). Veja abaixo no quadro 3 os
métodos disponiveis para o TSA:

Quadro 2 - Métodos para testes de susceptibilidade antimicrobiana.

Métodos/Farmacos Mei(t)u(:; S ;fg:g:cgz
Método das Proporgdes/1? linha solido até 42 dias
Método da Nitratase/1? linha solido 7 a 14 dias
Concentragao Inibitoéria Minima/1* e 2 * linhas liquido 7 a 14 dias
Meétodo Automatizado MGIT/1? e 2 * linhas liquido 5a 13 dias

Teste Rdpido Molecular (TRM)

A partir de 2008, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) endossou
formalmente o uso de TRM para detecgio de mutagOes associadas a resisténcia, estes
representam um diagnostico rdpido e econémico para detecgdo de casos, podendo ser
ensaios de sonda em linha (sigla do inglés Line Probe Assay - LPA) ou o ensaio Xpert
MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA) (Cirillo et al., 2017).

O Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA), é um teste de amplificacio
de 4cidos nucléicos por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, que
pode fornecer resultados em menos de 2 horas, sem necessidade de tratamento
da amostra (WHO, 2014a) tanto para RIF e INH Genolype®MTBDRplus (Hain
Lifescience GmbH, Nehren, Germany) quanto para as drogas de segunda linha
Genolype®MTBDRsl (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany). Os ensaios LPA
sdo baseados na amplificacdo de alvos de regifo especifica do genoma do MTB seguida
da hibridizagdo destes produtos amplificados na fita (Cirillo et al., 2017).

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular é uma importante abordagem para monitorar

doencas infecciosas, a partir da associagdo entre a epidemiologia cldssica e biologia
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molecular, facilitando a detec¢éio da distribuicdo da doenga a partir da informagio
genética do parasita e das informag¢des demograficas, clinicas e epidemioldgicas do
hospedeiro (Oudghiri et al., 2018).

No Brasil a epidemiologia molecular da TB é realizada em institui¢des para fins
de pesquisa. Embora tais técnicas estejam presentes em Laboratérios de Referéncia
Regional para Micobactérias e no Laboratdrio de Referéncia Nacional, ainda ndo sdo
utilizadas como medidas para auxilio na vigilancia da TB (droga susceptivel, droga
resistente ou multidroga-resistente), devido ao grau de complexidade associado ao
elevado custo.

Neste contexto, a vigilancia molecular da TB utiliza os seguintes métodos: (i)
sequenciamento completo do genoma (SCG) em paises como a Inglaterra e Espanha-
técnica de referéncia que auxilia na investigagdo de surtos e na determinagdo de
variantes de sequéncia conhecidas envolvidas na resisténcia antimicrobiana (Cabibbe
et al., 2018; Oudghiri et al., 2018; Nikolayevskyy et al., 2019); (ii) Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit-Variable Number of Tandem Repeats (MIRU-VNTR) - padrio
de referéncia dentre as técnicas de genotipagem e sua associagdo ao (iii) Spoligotyping
que diferencia os membros do CMTB por perfis genéticos especificos (espoligotipos).

Spoligotyping e MIRU-VINTR

A genotipagem por Spoligotyping e (MIRU-VNTR), revolucionaram a
compreensdo da epidemiologia da TB (Mendes, 2010; De Miranda et al., 2011). A
figura 6 mostra essas duas técnicas moleculares utilizadas para identificacfio de espécies
do CMTB. Em combinagéo, Spoligotyping e MIRU-VNTR, consiste em uma abordagem
adequada para estudar epidemiologia, filogenia e adaptabilidade do CMTB de acordo
com cada genétipo (Franco, 2016). Dessa forma, mostraram-se em diversos paises um
excelente instrumento no estudo das relagdes de clonalidade e dispersdo entre cepas de
uma determinada populacio e os grupos populacionais sob maior risco, principalmente
onde a ligacio epidemioldgica ndo é identificada com o tragado convencional de
contatos (Furlaneto et al., 2007).
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Figura 6 -Métodos de genotipagem spoligotyping e MIRU-VNTR utilizados na epide-

miologia molecular da tuberculose.

Genotipagem do
CMTB

Métodos de genotipagem do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), o
circulo azul representa o genoma de uma espécie do CMTB; a regifo de ranhuras
vermelhas representa o /ocus DR, alvo da amplificagdo de até 43 espagadores na técnica
de Spoligotyping; os retangulos verde, roxo, amarelo e cinza representam algumas
regides de repeti¢do em tandem do genoma (VNTRs), alvos da amplifica¢do na técnica
MIRU-VNTR, os circulos pontilhados em cinza representam a amplificagio pelo
sequenciamento completo do genoma (SCG).

Fonte: Elaborado pelos autores, 2021.

O Spoligotyping baseia-se no polimorfismo de DNA do Jocus de repeticdo
direta (direct repeat - DR) do CMTB, determina a presenca ou auséncia dos espacadores
especificos entre as sequéncias DR (figura 6) (Mendes, 2010; De Miranda et al., 2011).
O Spoligotyping é uma “técnica de hibridizagdo da linha reversa em blot” que envolve
duas etapas. A primeira etapa é a amplificacdo 7z vitro do DNA na regido DR e a
segunda ¢ a hibridizacdo dos produtos da amplificagdo para saber o(s) espacador (es)
amplificado(s) e assim fazer a diferenciagio das cepas do CMTB pela visualizacio da
presenca das sequéncias espacadoras ou pelo numero e identidade do(s) espagador (es)
(Takiff et al., 2017).

O MIRU-VNTR foi proposto por Supply et al. (1997), e poucos anos depois,
Supply et al. (2000), ao usar o Basic Local Alignment Search Toll (BLAST) para mapear
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MIRU- 41 loci no genoma de 31 cepas diferentes do MTB H37RV identificaram que
desses, 12 sio polimdrficos e, portanto, se qualificam como VNTRs loci.

Baseado em estudos anteriores, Mazars et al. (2001), propuseram o método de
genotipagem de alta resolugio por amplificacio de DNA e andlise dos 12 VNTR /oci
de Supply et al. (2000). Utilizada por Mazars et al. (2001) para estabelecer os perfis
de 72 isolados diferentes de MTB, o método foi considerado excelente, fornecendo
resultados compativeis a técnica “padrdo de referéncia” na época, /S6110-RFLP,
para eventos epidemioldgicos chave como transmissdo ou recidiva, permitindo uma
comparagdo confidvel de resultados entre os laboratérios, resultando na construgéo e
andlise de bancos de dados globais via internet para estudos epidemioldgicos e genético
populacional em larga escala.

O sistema MIRU-VNTR 12 locz apresentou um poder discriminatério limitado,
sendo melhor que o /S6770- RFLP quando as cepas do CMTB tinham ntimeros de
copias de IS6110 baixo, para as quais 0 /S6170-RFLP ¢ pouco eficaz. Observagdo feita
durante a discriminacéo de cepas da familia Beijin do M. tuberculosis (Mazars et al.,
2001; Ei et al., 2016).

Por conta das limita¢des do MIRU-VNTR 12 Joci, criou-se um subconjunto
discriminatério de 15 loci para estudos epidemiolégicos que servem como ferramentas
de tipagem molecular de primeira linha, melhorando de forma significativa e confiavel
os resultados de estudos epidemioldgicos, e o conjunto MIRU-VNTR 24 /oc: voltado
para estudos filogenéticos (Supply et al., 2006).

Sequenciamento Gendmico

Desde o sucesso do SCG na identificagédo do genoma inteiro do MTB em 1998
é crescente a busca por essa técnica. A OMS e a Organiza¢do Mundial da Sadide Animal
(OIE) chegaram a emitir padrdes técnicos para patégenos indicando abordagens
baseadas em SCG em diagndsticos, orientagdo de tratamento e estudos epidemioldgicos
(Woodman et al., 2019; Guimaraes & Zimpel, 2020).

O SCG usa o sequenciamento em larga escala na montagem de genomas
de isolados clinicos e por vezes fornecer informacdes epidemioldgicas completas
(Galagan, 2014), principalmente em grandes surtos de TB. E uma ferramenta eficiente
no rastreio da dindmica da transmissdo da TB em popula¢ées humanas sem recurso

prévio a dados epidemiolégicos (Oudghiri et al., 2018).

Em determinadas populagdes, o SCG esta sendo utilizado na vigilancia da
transmissdo da TB, assim como na previsio de resisténcia as drogas anti-TB de primeira
e segunda linha (Cabibbe et al., 2018).
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Novas técnicas e tecnologia baseadas em SCG levaram a notaveis melhorias
na precisio, velocidade de processamento e analise de amostras, juntamente com
redugdes significativas de custo. Consequentemente, estudos filogenéticos revelaram
que a diversidade do MTB, parte do CMTB, ¢ muito maior do que originalmente se
entendia (Woodman et al., 2019).
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FIBROSE CISTICA

Conceito

Afibrose cistica (FC) é uma doenca genética autossdémica recessiva, decorrente
da mutacio no gene da regido7q31, constituido de 27 exons, que codifica um canal
transmembrana que conduz cloro, chamado de CFTR (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), que regula o transporte do &nion na superficie celular das
glandulas exdcrinas. A auséncia ou disfungdo, quantitativa e/ou qualitativa, desta
proteina, causa um influxo compensatério do sédio para o meio intracelular para
manter a eletro neutralidade e consequente, influxo de agua, desidratagéio extracelular
e produgio de muco espesso, podendo levar a quadro de obstru¢do nas vias aéreas,
pancreas, ductos biliares, canais deferentes e altera¢des de eletrélitos no suor (Figura 1)
(ELBORN, 2016; MARSON et al,, 2015; MOCELIN et al.,, 2017).

Figura 1: Fisiopatologia da doenga pulmonar
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Fonte: Adaptado de LOPES-PACHECO (2016).

Historico

A referéncia mais antiga da existéncia da FC esta no folclore aleméo, com
relatos datados da Idade Média, que diziam “que aquela crianca, que quando beijada
na testa tiver gosto salgado, ela é enfeiticada, e logo morrera”. No século XVI, houve o
primeiro texto médico que relacionava a pele salgada e lesdo no pancreas com morte
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precoce em bebés “enfeiticados”. Em 1595, foi realizada a primeira autépsia detalhada
de uma crianga de 11 anos, por Pieter Pauw, na qual descreveu que o pancreas estava
estranhamente inchado. Outras descri¢des de achados clinicos caracteristicos de FC
foram surgindo, como o sabor salgado de bebés, por Alonso e Ruyzes de Fonseca
(1606) e a esteatorreia, em meados do século XVI. Em 1838, Nils Von Rosenstein,
realizou autdpsia em um feto de 7 meses de gestacdo e descreveu o primeiro caso
de ileo meconial. Em 1888, Samuel Gee, relatou alteracbes digestivas, como baixa
estatura, distensdo abdominal e episédios de diarreia com fezes fedorentas e volumosas.
Landsteiner, em 1905, associou {leo meconial com altera¢des pancredticas (NAVARRO,
2015; FARROW, 2015; MIRTAJANI et al., 2017).

No século XX, surgiram as associa¢des da doen¢a pulmonar com a diarreia
e esteatorreia. Em 1936, Guido Fanconi dissociou da doenga celiaca e denominou
como fibrose cistica com bronquiectasias, a associagdo da insuficiéncia pancredtica e a
doenga pulmonar cronica em criangas. O termo “fibrose cistica do pancreas” surgiu em
1938, usado por Dorothy Andersen. J& Sydney Farber, em 1945, introduziu o termo
“mucoviscidose”, frente a produgdo do muco espesso. Em 1946, Andersen e Hodges
relataram a origem genética da doenga como uma mutagdo autossdmica recessiva.
Neste mesmo ano, Andersen e Sant’Agnese empregaram pela primeira vez penicilina,
como terapia inalatdria para tratar as infec¢des respiratérias. Este ultimo, em seguida
descreveu as anormalidades no suor dos pacientes e que era um marcador da doenca.
Mais tarde sua técnica de andlise do suor foi aprimorada por Gibson e Cooke,
tornando-se o teste padrio ouro para o diagnéstico da fibrose cistica (NAVARRO,
2015; FARROW, 2015; MIRTAJANTI et al.,2017).

O watamento multidisciplinar iniciou em 1957, quando a pediatra
LeRoy Matthews instituiu um programa de prevengdo de infec¢des pulmonares e a
fisioterapeuta Barbara Doyle comecou a aplicar a fisioterapia respiratdria para mobilizar
as secre¢Oes bronquicas. Em seguida os cuidados nutricionais foram implantados
por Douglas Crozyer, com dietas ricas em gorduras saturadas e suplementos de
enzimas pancreaticas orais. Estas terapias levaram ao ganho de peso, crescimento na
estatura e maior sobrevida. Na década de 80 houve grandes avancos no diagndstico
com a possibilidade da dosagem da tripsina através da triagem neonatal, publicado
por Jeannette Crossley, e a introdu¢do do protocolo de tratamento e erradicagdo
da infecciio por Pseudomonas aeruginosa com uso de nebuliza¢des com antibidticos
e administragdo intravenosa. Com o avan¢o no conhecimento genético, em 1989,
Collins, Tsui e Riordan descobriram a primeira e mais frequente mutagdo da fibrose
cistica, a ‘F508del’. Na década de 90, a terapia inalatdria se expandiu com a introdugéo
da tobramicina e DNase humana recombinante (alfadornase) e o uso de azitromicina
oral. Posteriormente, foi introduzida a solugdo salina hiperténica nas nebuliza¢oes

(NAVARRO, 2015).
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Genética e Classes de CFTR

Atualmente, com a aprovacdo e ampliagdo do uso dos medicamentos
moduladores da CFTR, é necessario conhecer o perfil genético dos pacientes para
adequada elei¢do da terapia. Aproximadamente 2000 mutagdes ja foram identificadas,
muitas ocasionam sintomas pulmonares e gastrointestinais no primeiro ano de vida,
mas as manifesta¢des clinicas sdo varidveis até mesmo na presenca da mesma mutagio.
As muta¢des que ganham mais atencio sdo N1303K, G542X, 1717-G>A, R553X,
W1282X, G551D,621+IG>T, AI507, R560 e F508del (delecdo de um residuo de
fenilalanina na posigdo 508), esta tltima é a de maior prevaléncia mundial e a maior
parte das mutagbes tem prevaléncia muito baixa (Figura 2) (SILVA FILHO et al., 2013;
MARSON et al., 2015; MIRTAJANTI et al., 2017).

Aproximadamente 15% das altera¢des genéticas néo estdo relacionadas com
doenca. As muta¢des da CFTR estéo divididas em seis classes, conforme seu prejuizo na
funcio da proteina, o que facilita a abordagem, pois aponta os processos moleculares e
celulares da tradugéo génica e o processamento de proteinas e tem relagdo com a clinica.
As mutag0es de classe I, I e III sdo relacionadas a perda da funcio residual da CFTR,
o0 que acarreta, em média, um fendtipo grave. Ja os pacientes com mutagOes da classe
IV, V e VI apresentam funcio residual e um quadro pulmonar leve e sdo suficientes
pancredticos (ELBORN, 2016).

Figura 2: Classes de mutacio da CFTR
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Fonte: Adaptado de LOPES-PACHECO (2016).
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A classe I engloba as mutacbes que afetam a biossintese da proteina CFTR e
acarreta producdo de uma proteina pouco estavel ou truncada decorrente de um cédon
de terminagdo prematura e sdo degradadas pelo reticulo endoplasmatico (RE). Na
classe II hd o processamento anormal da CFTR a qual fica retida no RE, sem serem
glicolisadas no Complexo de Golgi, que leva a degradacio antes de alcancar seu sitio
funcional na membrana celular. A classe III é caracterizada pela proteina alcancgar a
membrana, mas ndo hd a ativa¢io adequada do canal de CI'. Na classe IV ha a redugéo
da conduténcia do CI, apesar de haver correta traducio, processamento, transporte
e insercdo da proteina na membrana apical. Na classe V hd produgio de proteinas
normais, mas em niveis reduzidos em consequéncia a uma desregula¢do da transcrigéo,
com maturagdo ineficiente da proteina. A classe VI apresenta muta¢des que reduzem
a estabilidade da CFTR. A severidade da doenca resulta do gendtipo da CFTR e de
outros fatores genéticos e ambientais, que resultam num quadro clinico heterogéneo e
multisistémico (LOPES-PACHECO, 2016; BURGENER; MOSS, 2018).

Epidemiologia

A FC afeta cerca de 70.000 pessoas em todo o mundo, principalmente a
populagédo branca descendente de caucasianos europeus (1:2.000 a 1:3.000), caindo
a relagdo em afrodescendentes 1: 17.000. Na América do Norte, nos Estados Unidos,
sdo cerca de 30.000 casos, e devido seu grande predominio populacional ser branca,
ocorre 1:2.900 nascidos vivos. Na América Latina, varia de 1:3.500 - 8.500, visto que a
populagéo é bastante heterogénea. Paises como Uruguai e Argentina, cerca de 90% tem
origem Caucaséide, enquanto paises como o México, Colémbia e Chile apresentam
entre 57% a 87% de sua populag¢do mesti¢a (mistura de Caucaséide com Amerindios).
No Brasil a incidéncia de FC em Santa Catarina é 1:6.000, no Parand 1: 8.000 e em
Minas Gerais de 1: 10.000 nascidos vivos, porém, com estimativas varidveis entre
estudos (NEBES et al., 2016; MIRTAJANI et al., 2017; MALHOTRA; HAYES JR;
WOZNIAK, 2019).
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Figura 3: Incidéncia da Fibrose Cistica no mundo, WHO
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Fonte: Adaptado de MIRTAJANI ez al. (2017).

A FC era inicialmente considerada uma doenca fatal na infincia, mas com
o diagndstico precoce, pela triagem neonatal e a confirmacdo pelo teste do suor, o
reconhecimento de formas brandas e os avangos no seu manejo, com a introdugéo
de centros de referéncia para tratamento especializado com equipe multidisciplinar,
e o acesso a terapias didrias com mucoliticos e fisioterapia, antibioticoterapia e
vigilancia nutricional, a sobrevivéncia tem aumentado (MACKENZIE et al,, 2014;
CASTELLANI & ASSAEL, 2016).

Segundo estudos baseados no Registro de Pacientes da Fundagfio Americana
de FC, a mortalidade diminuiu 1,8% ao ano entre 2000 e 2012 e caso esta taxa se
mantenha, os nascidos com FC em 2010, tem expectativa de vida de 50 anos. Nos
Estados Unidos, em 2018, havia 30.775 pacientes diagnosticados, dos quais 54,8%
desta populagdo tinham 18 anos ou mais, e a média de idade era de 19,8 anos (CRULL
etal.,, 2016; CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2018).

Na Europa, conforme dados do Registro de Pacientes da Sociedade Europeia
de FC (2017), existia 48.204 casos, com 51,3% de pacientes com idade de 18 anos ou
mais, e idade média de 20,8 anos (EUROPEAN CYSTIC FIBROSIS SOCIETY, 2017).
No Brasil, os dados do relatério do Registro Brasileiro de Estudos em FC (2017),
mostram que de um total de 5.128 pacientes registrados, 28,9% estavam com 18 anos
ou mais. A média de idade era de 14,58 (+11,94) e vem crescendo a cada ano. Destes,
3,4% dos pacientes foram atendidos no Centro de FC do estado do Pard, desde 2009,
incluindo ébitos, abandonos e transferéncias (REBRAFC, 2017).
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Vale ressaltar que o aumento da expectativa de vida propicia a ocorréncia da
colonizag¢do pulmonar por uma larga variedade de patégenos, necessitando de multiplos
tratamentos com antibiéticos, podendo surgir cepas resistentes (SCHAFFER, 2015).
Os registros de pacientes, nos diversos paises, sdo importantes por mostrar dados de
aspectos demograficos, de diagndstico e tratamento, direcionando a¢des de politicas de
saude conforme as realidades e necessidades nacionais e regionais. Além de propiciar
aos profissionais de saide dos centros de referéncia um melhor acompanhamento
clinico de seus pacientes.

Alteragdes pulmonares

Apesar dos pulmdes ao nascimento serem normais em sua estrutura, os
pacientes desenvolvem, na sua maioria, uma doencga respiratdria progressiva, com
infec¢bes de repeti¢do e cronicas, resultando em retengdo de muco, inflamacio
local, bronquiectasia, obstru¢io das pequenas vias aéreas, com progressivo prejuizo
respiratério e funcional e, posterior, insuficiéncia respiratéria. Portanto, a doenga
pulmonar cronica continua sendo a principal responsavel pela alta morbidade e

mortalidade na FC (CRULL et al., 2016; ELBORN, 2016; SILVA FILHO et al., 2013).

As altera¢bes pulmonares se iniciam pela prépria mutagdo genética da
proteina CFTR, que resulta num volume liquido aumentado, desidratado e espesso
na superficie das vias aéreas (ASL), o que prejudica a depuragdo mucociliar do trato
respiratério. Este mecanismo facilita que as bactérias inaladas residam na ASL alterada e
causem a infec¢do aguda com resposta inflamatéria vigorosa, com acimulo de citocinas
inflamatdrias e prejuizo na resposta do sistema imune do hospedeiro. A estimula¢io
imunoldgica continua e/ou a incapacidade do hospedeiro de controlar a inflamagdo
leva a inflamagdo cronica pulmonar (GELLATLY & HANCOCK, 2013; BLOHMKE
etal.,, 2012).

H4 evidéncias que a prépria mutagdo da CFTR influencia a capacidade do
hospedeiro de regulacio da funciio de defesa com menor eficiéncia no reconhecimento,
internaliza¢do (endocitose) e morte bacteriana, além de menor expressdo de citocinas
que promovem a resposta imune inata e da producio de proteinas enddgenas anti-
inflamatérias. Pacientes assintomaticos e com boa fun¢io pulmonar ja apresentam
concentra¢Oes elevadas de citocinas pro-inflamatérias, neutréfilos, peroxidases e
oxidantes livres no lavado bronquico. Tais achados sugerem que a desregulacio
inflamatdria é inerente a CFTR (ROSSI et al., 2019).

A doenga pulmonar tem distribui¢do regional heterogénea de bronquiectasia,
dano tecidual e inflamacdo. Imagens radiolégicas e estudos histopatolégicos mostram
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predominio de dilata¢des bréonquicas e enfisema nos lobos superiores dos pulmées,
comparado aos lobos inferiores. Os fatores anatomicos, imunes e do microrganismo
para que isso ocorra sido pobremente conhecidos (MALHOTRA; HAYES JR;
WOZNIAK, 2019).

A infecgdo e coloniza¢do do trato respiratério por patégenos, como
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, P. aeruginosa, Complexo Burkholderia
cepacia e Stenotrophomonas maltophilia, dentre outros, sdo frequentes nesta populagéo.
A prevaléncia desses patdgenos varia com a idade, em que as infec¢bes por S. aureus
em geral ocorrem nos primeiros meses de vida, enquanto as infec¢des por P, aeruginosa
tendem a aparecer mais tardiamente. O espectro de patégenos isolados do pulmio
de pacientes com FC tem aumentado com a inclusdo de bactérias Gram-negativas,
micobactérias atipicas, fungos e virus (SILVA FILHO et al,, 2013; SCHAFFER, 2015).

Desta forma, o exame bacterioldgico para germes inespecificos deve ser
realizado no minimo de 3 em 3 meses, e pesquisa anual de micobactérias e fungos, o que
¢ de grande importancia no seguimento destes pacientes, pois auxilia no diagndstico
e manejo precoces das infec¢Ges respiratérias, determinando os microrganismos que
infectam e colonizam os pulmdes e seu tratamento adequado. Tal controle gera impacto
na qualidade de vida, sobrevida e mantém as perspectivas para o transplante pulmonar.
Além de direcionar medidas de controle de infec¢do entre pacientes e entre eles e o
meio ambiente ou aparelhos de terapia respiratéria (LUTZ et al., 2011; ATHANAZIO
etal.,, 2017).

Pseudomonas aeruginosa

P aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa aerébica, ndo fermentadora,
ndo esporulada, pertencente a familia Pseudomonadaceae, observada como bacilos
isolados, aos pares ou em curtas cadeias e é mével devido a presenca de flagelo polar.
E encontrada frequentemente no solo e na gua, pode persistir em baixas densidades,
em 4° a 42°C e infectar plantas e mamiferos. Isolados de P. aeruginosa podem ser
identificados em meios de cultura pela morfologia de suas colonias e produgio de
pigmentos, principalmente a pioverdina e piocianina, e menos frequente a piorrubina
e piomelanina. Nas rea¢des bioquimicas pode ser observado resposta positiva para
arginina hidrolase, indofenoloxidagéo da glicose e utiliza¢do de citrato (MANDELL,
2009; TUMMLER et al., 2014; RODRIGUES et al., 2018).

O genoma de referéncia de P, aeruginosa é da cepa PAO1, isolada hd 50 anos,
constituido por 6,3 mega pares de base (Mb), com grande diversidade genética e
funcional. Cerca de 150 genes codificam proteinas da membrana externa capazes de
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exportar fatores de adesdo, motilidade, antibiéticos e viruléncia e outros 300 genes
envolvidos na absor¢fo de nutrientes. A capacidade de sobreviver em varios nichos
¢ decorrente ao tamanho do genoma, o alto percentual de genes reguladores e a
capacidade de expansdo em ambientes nutricionalmente restritos. O pangenoma desta
bactéria é constituido por 3 tipos de genes: nucleo do genoma, que compreende os
genes identificados em todos os isolados; flexiveis, estdo presente em mais de uma
cepa, mas nio em todas, em geral inseridos em bloco e agrupados em loci e codificam
propriedades de adaptagdo ao ambiente; e genes Unicos, presente em uma Unica cepa
(FRESCHI et al., 2018b; BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019).

E um microrganismo de grande relevancia clinica e epidemiolégica, visto que
¢ comumente encontrada nas infec¢ées relacionadas aos cuidados de satdde do trato
urindrio, respiratdrio e sitios cirdrgicos, principalmente de pacientes hospitalizados
ou imunocomprometidos. Esta bactéria apresenta grande capacidade de adaptagio,
resisténcia a antimicrobianos e secrecdo de fatores viruléncia que favorecem a sua
persisténcia e sobrevivéncia no meio natural e artificial de alta pressdo seletiva,
como os hospitais. As infec¢des com P, aeruginosa multidroga resistente (MDR) sdo
associadas com hospitaliza¢des mais longas, maiores custos hospitalares e aumento das
taxas de morbidade e mortalidade (MADIGAN et al., 2016; MARTINS et al., 2013;
GELLATLY & HANCOCK, 2013; HASSUNA, MANDOUR, MOHAMED, 2020).

Estudos moleculares das cepas das infec¢des iniciais apontam que oOs
pacientes com FC, sdo portadores de cepas ndo clonais, ou seja, isolados tnicos. O
compartilhamento de cepas entre pacientes ¢ significativamente mais observado
em pessoas de maior idade, provavelmente decorrente de repetidas exposi¢des. A
ocorréncia de transmissdo ocorre, a partir do contato intimo, prolongado e fechado
(PARKINS; SOMAYAJI; WATERS, 2018; OKUR et al., 2019). O modo de transmisséo
se da pela exposicdo direta e indireta a secre¢des respiratdrias e goticula de transmisséo.
P, aeruginosa coloniza a orofaringe do individuo e atinge o trato respiratdrio inferior
por microaspiragdo. Sua persisténcia neste habitat atipico, é um paradigma como
uma bactéria ambiental consegue conquistar, adaptar-se e persistir no ambiente
pulmonar e ainda evadir-se dos mecanismos de defesa e quimioterdpicos em um
hospedeiro suscetivel. A colonizag¢do das vias aéreas do paciente com FC, o hospedeiro
¢ imunocompetente em termos de resposta humoral e celular, mas apresenta clearance
das vias aéreas prejudicada, o que favorece a microevolugdo genética e fenotipica
da bactéria (CRAMER; WIEHLMANN; TUMMLER, 2010; MARQUES, 2011;
SCHAFFER, 2015)

No entanto, no curso natural dadoenca pulmonarhd o aparecimento de infec¢des
intermitentes por P, aeruginosa com diferentes cepas com fenétipos ndo mucéides, e se

néo houver a erradicagdo na fase aguda, ocorre a infec¢do cronica ou a colonizagéo
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por P, aeruginosa mucdide, consequente a hiperproducio do polissacarideo alginato.
Mais de 50% dos pacientes portario clones de cepas adquiridas inicialmente, mesmo
apds 20 anos de colonizados. A infec¢fio cronica é uma forma rara de persisténcia de
um microrganismo por décadas no hospedeiro, sem disseminar para outro érgéo. Sua
permanéncia é produto da multidroga resisténcia e da patogenicidade multifatorial de
P, aeruginosa, que depende da regulacdo de genes de viruléncia e expressdo de fatores,
como: adesinas, exotoxinas, proteases e pigmentos (JABALAMELI et al., 2012;
SENTURK et al., 2012; TUMMLER et al., 2014).

Pacientes cronicamente infectados por P aeruginosa podem apresentar
populagdo mista de forma mucéide e ndo mucdide, sem diferengas na sua distribuicio
regional nos pulmées. No entanto, as colénias com morfologia mucéide ou mista,
demonstram maiores concentra¢des de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p,
TNF-a e IL-8, quando comparados a culturas negativas para P, aeruginosa de LBA
ou contendo a forma nio mucdide. Estudos publicados demonstram que os danos
pulmonares na FC estdo relacionados a maiores concentra¢des de neutréfilos e seus
derivados (MALHOTRA et al,, 2018; MALHOTRA; HAYES JR; WOZNIAK, 2019).

Uma vez estabelecida nas vias aéreas do paciente, a bactéria sofre mudangas
adaptativas como perda da motilidade pela desregulacdo da expressdo do flagelo, de
outros fatores de viruléncia e super-produgéo de exopolissacarideo, como o alginato,
o qual confere o status mucdide e maior resisténcia a terapia antibiética. A infe¢do
cronica, inicialmente é monoclonal antes de sofrer mudancas adaptativas, a qual acelera
o declinio da fun¢éo pulmonar e pior prognéstico (BLANCHARD; WATERS, 2019).

Resisténcia antimicrobiana

Na infec¢do por cepas ndo mucéide o sucesso da terapia antimicrobiana
precoce ¢ bem relatado. Com a instalagéo de cepas mucéides ou na infec¢éo crénica, o
tratamento de infecgdes causadas por P, aeruginosa tem se tornado mais dificil devido
ao avanco da resisténcia a multiplas classes de antibiéticos, incluindo f3-lactdmicos,
carbapenémicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e polimixinas (FERREIRA
et al., 2015; JACOME et al,, 2012). Devido sua capacidade de inibi¢do da agéo de
drogas antibacterianas através de mecanismos de resisténcia intrinseca, adaptativa e
adquirida, esta espécie compde a lista de prioridade critica da Organiza¢do Mundial
de Satde (OMS) como um patégeno critico para estudos e desenvolvimento de novos
antibidticos, principalmente, devido sua resisténcia a carbapenémicos (TACCONELLI
etal., 2017).

P, aeruginosa é intrinsicamente resistente a varios antibidticos como penicilina,
ampicilina, cefalosporinas de 12 e 22 geragdo, sulfametoxazol- trimetropima e

Agentes infecciosos e parasitdrios de importdncia na Amazonia brasileira:



clorafenicol. Seu tratamento é composto por drogas que ¢ usualmente sensivel
como aminoglicosideos, penicilinas semi-sintéticas como piperacilina e ticarcilina,
cefalosporinas de 32 e 42 geracdes, ceftazidima, cefepime, carbapenémicos
e fluorquinolonas. Nas exacerbacdes pulmonares dos pacientes com FC a
farmacocinética dos antibidticos é alterada e as doses sdo ajustadas, sendo indicado dois
ou mais antibiéticos, em geral um f3-lactdmico e um aminoglicosideo (LUTZ, 2010;
ATHANAZIO et al., 2017).

A resisténcia intrinseca é constituida pela baixa permeabilidade da membrana
externa, expressdo de bombas de efluxo, que expulsam o antibidtico para forada célulae
producio de enzimas que inativam antibidticos, como {3-lactamases. Sio caracteristicas
inatas que reduzem a eficicia do antibidtico através de propriedades estruturais e
funcionais (BLAIR et al., 2015).

Os antibidticos devem ser capazes de penetrar na membrana celular de P
aeruginosa para atingir alvos intracelulares. A baixa permeabilidade da membrana
externa da bactéria é devida sua membrana citoplasmatica ser constituida de bicamada
fosfolipidica simétrica e uma membrana externa assimétrica com uma face interna
fosfolipidica e uma camada externa lipopolissacarideo, incorporada com porinas que
formam canais de proteinas para captag¢do de diferentes nutrientes e para a estabilidade
do envelope. Firmacos hidrofilicos (B-lactdmicos) utilizam as porinas para entrar na
célula, ja os hidrofébicos (macrolideos) se difundem através da bicamada lipidica

(CHEVALIER et al., 2017).

Em P aeruginosa a proteina OprF é a porina ndo-especifica predominante,
responsavel pela captagdo nio especifica de fons e nutrientes, incluindo sacarideos,
mas possui baixa eficiéncia para difusdo de antibidticos. A auséncia desta proteina
leva ao aumento da formacdo de biofilme. A porina especifica OprD contém sitios
de ligacdo a antibidticos carbapenémicos e sua auséncia aumenta a resisténcia a esta
classe. A superexpressdo da porina OprH tem sido associada a aumento da resisténcia a
polimixina B e gentamicina (CHEVALIER et al., 2017; PANG et al., 2019).

O mecanismo de hiper-expressio de bomba de efluxo estd presente na bactéria
antes da era de antibidticos e é responsavel pela extrusio de compostos téxicos do
meio intracelular, através de bombeamento ativo dependente de energia. O sistema de
efluxo da familia de Resisténcia Nodulag¢do Divisdo (RND) é predominante e 4 deles
desempenham papel chave na resisténcia da P. aeruginosa. A expressio de MexAB-
OprM confere uma suscetibilidade basal baixa a quase todos B -lactdmicos (exceto
imipenem) e fluorquinolonas; MexCD-OprlJ ¢ capaz de bombear B-lactimicos. MexEF-
OprN bombeia quinolonas, e MexXY-OprM expele aminiglicosideos (BOTELHO;
GROSSO; PEIXE, 2019; PANG et al., 2019).
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A expressdo de enzimas que inativam os antibiéticos é um dos principais
mecanismos intrinsecos de resisténcia. A producio de B-lactamases é codificada nos
cromossomos ou plasmideos e o gene induzivel AmpC, codifica uma B-lactamases
enzima hidrolitica que age catalisando a hidrélise do anel B-lactimico, formando um
derivado sem agfo terapéutica, como penicilinas e cefalosporinas. Algumas cepas de
P, aeruginosa produzem B-lactamases das classes A, C e D que hidrolisam B-lactdmico
através serina sitio ativa e da classe B que sdo metaloenzimas (MBL) que requerem
fons zinco para hidrolisar. Algumas cepas podem produzir B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) que conferem alto grau de resisténcia a maioria dos B-lactdmicos
(penicilinas, cefalosporinas e aztreonam) (SILVA, 2015; PANG et al., 2019)

Em relagéo a resisténcia a aminoglicosideos, em P, aeruginosa ¢ multifatorial, na
qual a modifica¢do enzimadtica de grupos de amino e glicosideo na estrutura molecular
do aminoglicosideo tem papel predominante. Trés tipos de enzimas modificadoras
de aminoglicosideos foram descritas, as quais sdo responsaveis pela inativacdo de
diversos antibidticos que compdes esta classe: a fosfotransferase (ex: neomicina),
acetiltransferase (ex: gentamicina, tobramicina) nucleotideotransferase (gentamicina,
amicacina e tobramicina) (PANG et al., 2019).

A resisténcia adquirida é responsavel pela maioria das cepas MDR. Fen6menos
de transferéncia horizontal de genes de resisténcia transportados em plasmidios,
transposons, profagos ou integrons, via conjugacdo ou transformacdo e transducdo
podem reforcar a resisténcia intrinseca em P. aeruginosa. As mutagdes em diferentes
loci cromossomais também podem ocorrer e levar a desregulacdo de um mecanismo
de resisténcia preexistente, como mutag¢Oes que alteram o alvo do antibiético , como
mutag¢donagirase DNA que reduzaafinidade deligagéo destaenzimaa fluoroquinolonas,
conferindo resisténcia, ou a muta¢do em genes, COmo 7ex.Z, responsaveis em suprimir a
expressdo de mexXY,queleve asuperexpressdo dabomba de efluxo MexXY, acarretando
resisténcia a aminoglicosideos e outros antibidticos que miram ribossomos. Mutag¢des
espontdneas podem afetar a expressdo e fun¢io de porinas especificas, reduzindo a
permeabilidade da membrana bacteriana e aumentando a resisténcia (FERNANDEZ;
HANCOCK, 2012; GELLATLY; HANCOCK, 2013; OLIVER et al,, 2015).

O mecanismo adaptativo aumenta a capacidade da bactéria de resistir ao ataque
do antibidtico por alteragdo transitdria no gene e/ou expressdo de proteinas em resposta
aos estimulos do ambiente e pode ser reversivel quando ndo houver mais estimulo.
Um bom exemplo inclui a formacéo de biofilme na superficie das células epiteliais do
pulméo, pela producdo de DNA, proteinas e exopolissacarideos. O biofilme limita o
acesso de antibidticos as bactérias, protege da resposta imune do hospedeiro e hd a
geracdo de células menos sensiveis, o que resulta na persisténcia da infec¢do, como
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ocorre na FC (TAYLOR et al., 2014; SANDOVAL-MOTTA; ALDANA, 2016).

Além disso, pode ocorrer a combinagdo dos mecanismos de resisténcia
intrinsecos (bomba de efluxo, impermeabilidade da membrana externa, B-lactamases),
adquiridos (mutagio, transferénciahorizontal) ou adaptativos (altera¢des de membrana),
acarretando a somente algumas classes de antibidticos mostrarem-se efetivos para

o manejo dessas infec¢Oes, com destaque para os carbapenémicos e polimixinas

(GELLATLY & HANCOCK, 2013; HONG et al., 2015; CASELLAS, 2011).

Fatores associados a viruléncia

Além dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana em P, aeruginosa, existem
os fatores de viruléncia que contribuem para sua patogenicidade multifatorial, que
estdo relacionados as suas aderéncias, como flagelo e pili tipo 4, e toxinas secretada
pelos 2 principais sistemas de secre¢do da bactéria. O Sistema de Secre¢éo do Tipo 2
(SST?2) secreta a exotoxina A (exoA), protease alcalina (AprA), protease tipo IV, elastase
A e B (LasA e LasB), fosfolipase H. As exoenzimas S, T, Y e U (ExoS, Exol, ExoY e
ExoU) sdo secretadas pelo Sistema de Secreg¢do do tipo III (SST3). A superexpressdo
do exopolissacarideo alginato favorece a habilidade de formagdo da forma mucéide
e a formagdo do biofilme, conferindo mais resisténcia antimicrobiana (FAZELI &
MOMTAZ, 2014; LEE & JONES, 2018; HASSUNA, MANDOUR, MOHAMED,
2020).

O SST3 ¢ um sistema utilizado por muitas bactérias Gram-negativas que
injeta toxinas diretamente na célula do hospedeiro. O ExsA ¢ o maior regulador da
expressdo génica do SST3, o qual possui regulon com cerca de 40 genes codificadores
de funges regulatdrias, o maquinario de translocagdo e secrecdo, efetores e chaperonas
efetoras especificas. Os genes estdo organizados em 5 operons e agrupados no genoma.
Os genes codificam efetores e as respectivas chaperonas estdo dispersos ao longo do
cromossoma (McMACKIN et al., 2019).

A presenca de genétipos e expressdo no SST3 esta associada com o aumento
da mortalidade em pacientes ndo fibrose cistica infectados em sitios diversos, quando
hd mais de uma das proteinas secretadas, com destaque a ExoS, ExoU e PcrV. A
translocagdo das proteinas efetoras da bactéria (ExoY, ExoT, ExoS e ExoU) para a célula
do hospedeiro ocorre por um apéndice tipo agulha através de um poro na membrana
da célula hospedeira. Estas exotoxinas sdo codificadas pelos genes, exoY, exoT, exoS e
exoU, respectivamente, e suas toxinas sdo expressas de forma variavel nas diferentes
cepas e isolados de P, aeruginosa (RODRIGUES et al., 2018).

A maioria das cepas de P aeruginosa apresenta o virulotipo invasivo -
ex0S*/exoU, enquanto, o virulotipo citotéxico — exoS~/exoU* é de menor prevaléncia.
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A presenca concomitante de ambos os genes exoS e exoU ainda é considerado um
fenémeno raro (RODRIGUES et al., 2020; HORNA et al., 2019; SAWA et al., 2020).
Os genes exoT e exoY estdo presentes em quase todas as cepas, e suas toxinas tém menor
papel na viruléncia, pois ensaios iz vivo e in vitro demonstraram pouca toxicidade,
por isso seus efeitos na patogénese precisam ser melhor investigados (GELLATLY &

HANCOCK, 2013; HORNA et al,, 2019; RODRIGUES et al., 2018).

ExoS ¢é uma enzima bifuncional e possui dois dominios terminais ativos, a
porgdo N-terminal ativadora de GTPase (GAP) e uma porg¢do C-terminal com atividade
de ADP-ribosiltransferase (ADPRT), as quais destroem a organizagio do citoesqueleto
de actina. A ultima tem maior papel patogénico, pois sua atividade induz o aumento
da permeabilidade através da juncdo célula-célula facilitando a invasio bacteriana, e
¢ ativada pela proteina eucariética fator de ativagdo de ExoS (FAS), além de possuir
propriedades anti-fagociticas necessarias para o estabelecimento da infecgdo aguda
pulmonar em pacientes com pneumonia por P, aeruginosa (HARMER et al., 2012;
SAWA et al.,, 2014). ExdT' tem funcio semelhante, mas com atividade de ADPRT
deficiente comparado com ExoS, e possuem proteinas alvos diferentes, mas também
evita a internaliza¢do da P, aeruginosa por células imunoldgicas e impede o processo de
cicatrizagdo (CHATTERJEE et al,, 2016).

O ExoU ¢ uma fosfolipase, marcadora de viruléncia em infecgdo aguda e é
associada ao fenétipo citotdxico, 100 vezes mais potente que o ExoS, podendo causar
a morte celular de forma répida, em células hospedeiras eucariotas, com perda da
integridade da membrana plasmatica, levando a necrose, em sitios ndo FC. (GELLATLY
&HANCOCK, 2013; KIPNIS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2018). O gene exoU foi
observado, primeiramente, na cepa PA103, diante da presenca da secrecdo da proteina
74-kDa, regulada por exsA, um ativador transcripcional do SST3 em P, aeruginosa,
denominada como ExoU. Posteriormente, foi identificado na cepa PA14 duas ilhas de
patogenicidade de P. aeruginosa, PAPI-1 e PAPI-2, neste tltimo, se encontra o exoU,
provavelmente, devido a uma transferéncia de gene via horizontal. Andlises sugerem
que houve a transposi¢fio em um plasmideo transmissivel seguido de transferéncia para
outras cepas e posterior integra¢do dentro do gene RNAt, no qual adquiriu sequéncias
de inser¢do, sofreu supressdes e rearranjos (ENGEL; BALACHANDRAN, 2009;
HARMER et al,, 2012; SAWA et al., 2014; SAWA et al., 2020).

ExoY ¢ uma adenilato ciclase dependente do fator do hospedeiro, que aumenta
a concentra¢do do mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc) no citosol
celular. O aumento dessa concentragdo causa formagio de fendas entre microvasos do
endotélio pulmonar, e consequentemente, maior permeabilidade tecidual, podendo
acarretar complicagdes clinicas. A atividade adenil-ciclase do ExoY requer um fator
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celular eucaridtico desconhecido para a sua ativagdo (KIPNIS et al., 2006; SAWA, et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2018).

Outro fator de viruléncia que tem papel relevante em pacientes com fibrose
cistica estd a capacidade de adesdo de P, aeruginosa ao tecido pulmonar. Algumas cepas
de P. aeruginosa podem sofrer uma transformacdo de uma forma nio mucdide, na
infec¢do inicial, para a forma mucéide com o avanco da doenga. Na forma mucéide,
as cepas sofrem uma mudanca fenotipica, caracterizada pela superprodugio de um
exopolissacarideo, denominado alginato, com codificagéo relacionada aos genes algU e
algD (CHEN et al., 2005; RODRIGUES et al., 2018; LLOYD et al., 2019).

O alginato é responsavel pela aderéncia a superficie epitelial do pulmio,
protege a bactéria contra a resposta imune do hospedeiro, liberagio de espécies
reativas de oxigénio, reducdo da quimiotaxia polimorfonuclear e inibi¢do de fatores
do sistema complemento. Além disso, permite o desenvolvimento de biofilmes que
reduzem a agdo de antibidticos, com a formagdo de micro coldnias, associada a maior
dificuldade ou quase impossibilidade de erradica¢io do patégeno, desencadeando uma
grande resposta inflamatéria (MARTINS et al., 2013; SILVA FILHO et al., 2013;
CHATTERIJEE et al,, 2016). Esta superprodugéo de alginato estd frequentemente
associada a um pior progndstico do paciente. A forma mucéide resulta da perda da
regulacdo do fator AlgU, pela mutacdo no fator anti-sigma mucA. A proteina MucA
junto com MucB da P, aeruginosa, sequestram o AlgU para a membrana citoplasmatica.
A perda da funcio mucA resulta em AlgU livre para interagir com o nicleo de RNA
polimerase e transcricdo direta de seus genes alvo, entre eles os genes de biossintese
de alginato localizados no operon algD e o préprio operon algU, acarretando niveis
elevados de AlgU e produgéo de alginato. Em isolados clinicos de FC, a mutagéo mais
frequente, é a mutagdo mucA22, que altera o MucA. Estudos anteriores mostraram
um aumento no SST3, diminui¢do na produgio de flagelos e desregula¢do no quorum
sensing dependente de C4-HSL em biofilmes associados a mutagdo mucA (RYALL et
al., 2014).

A forma mucéide favorece a permanéncia da bactéria no pulméo e a infecgio
cronica estd relacionada com a deterioragio acelerada da funcfio pulmonar, do estado
nutricional e até a desnutri¢do, com aumento da mortalidade. Logo, o cuidado
padrédo ¢é tentar erradicar precocemente as aquisicdes desta bactéria, com uso de
antibioticoterapia agressiva, para prevenir a deterioracdo a longo prazo. No entanto,
em 10-40% dos pacientes se observa falha no tratamento (DASSIOS et al,, 2014;
WATERS, 2014).

Assim, a persisténcia de P, aeruginosa no pulmio do fibrocistico ocorre em
decorréncia da: (I) liberagio de exoprodutos que protegem a bactéria da resposta imune
do hospedeiro; (II) resisténcia antibidtica devido a pobre permeabilidade da membrana
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externa, deficiéncia da eficicia de multiplas drogas e a liberagdo de B lactamases;
(III) mudanga fenotipica, frente a sua grande flexibilidade genética e metabdlica,
apresentando um grande nimero de eventos de mutagio dentro do genoma, como a
conversédo para o fendtipo mucéide e formagéo de biofilme; 4) repressdo da expressio
de flagelos (imunoestimuladores) evitando o reconhecimento imune. Esta repressio
genética deve ser em resposta as mutagdes ocorridas e que resultam em permanente
adaptacio (DAVIES, 2002; GOMEZ & PRINCE, 2007; RODRIGUES et al., 2018).

Tratamento

A adogédo de um tratamento antimicrobiano agressivo na primeira detec¢do
de infeccdo por P aeruginosa é primordial para melhora dos resultados clinicos e
deve estar associado com medidas de controle de infec¢do. No caso da FC, inclui os
equipamentos de terapia respiratdria e o meio ambiente, para redugdo dos riscos de
reinfec¢do, morbidade, mortalidade e custos do tratamento. Além disso o padrio de
resisténcia antimicrobiana hospitalar e nos Centros de Referéncia deve ser avaliado
continuamente para ajustes quando necessario (MATOS et al., 2016; CONCEICAO et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2020; SILVA FILHO et al., 2013).

Segundo as Diretrizes Brasileiras de Diagnéstico e Tratamento da Fibrose
cistica (2017), o tratamento da erradicagdo de P. aeruginosa na infecgdo respiratoria
inicial tem por finalidade eliminar o agente e postergar a infec¢do cronica. A
terapéutica mais utilizada pelos centros de referéncia é o uso de tobramicina inalatdria,
300mg, duas vezes ao dia, por 28 dias. O uso de coletismetato de sédio (1.000.000 a
2.000.000 UI) duas vezes ao dia, associado a ciprofloxacina oral por 2-3 semanas é
uma alternativa, com resultados consistentes. A terapia inalatéria pode se estender por
2-3 meses. Em alguns casos pode ser indicado a via endovenosa por 2 semanas, sempre
seguida da antibioticoterapia inalatdria. O sucesso da erradicagéio é quando as culturas
subsequentes sdo negativas por 1 ano ao término do tratamento, além da melhora
clinica significativa (ATHANAZIO et al., 2017; CASTELLANI, C. et al., 2018).

Na infec¢io cronica uma das estratégias principais de supressdo de P, aeruginosa
é a terapia com antibidticos inalatérios que promovem uma melhora da funcio
pulmonar, reduzem a frequéncia das exacerbagOes respiratérias e melhoram a qualidade
de vida dos pacientes cronicamente infectados por este microrganismo (SILVA FILHO
etal., 2013).

A tobramicina, coletismetato de sédio e aztreonam inalatérios se destacam,
com uso em meses alternados por 28 dias, para evitar a resisténcia bacteriana. A
tobramicina é o mais empregado e estudado, sendo indicado em pacientes a partir dos
6 anos. Em casos graves pode ser indicado uso continuo ou alternar antimicrobianos.
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E recomendado a desobstrugio brénquica por fisioterapia prévia a inalagio com
antibidticos para maior deposi¢io do mesmo (ATHANAZIO et al.,, 2017).

A infec¢io cronica é seguida de exacerbag¢bes pulmonares agudas que levam a
maior dano e perda progressiva da fun¢fio pulmonar e que exigem terapia antibidtica
adicional, a nivel hospitalar ou em domicilio. E caracterizada por uma mudanga em 2
dos seguintes 7 itens: mudanca no volume do escarro; aumento da tosse; aumento do
mal-estar, fadiga ou letargia; anorexia ou perda de peso; diminuigdo do VEF, em 10%
ou mais; altera¢des radiolégicas novas; aumento da dispneia. Outros escores utilizados
sdo Cystic Fibrosis Clinical Score ou de Ramsey, com 11 sinais e sintomas (SILVA
FILHO etal,, 2013; ASSOBRAFIR, 2019).

A terapia utilizada para o tratamento das exacerbacdes é a administracio
intravenosa da combinagdo de drogas com mecanismos de acdo distintos, a fim
de minimizar o risco de resisténcia aos antimicrobianos. Assim, o recomendado € a
associa¢do de um aminoglicosideo e um beta-lactamico, em geral por 10 dias (SILVA

FILHO et al., 2013).

A azitromicina é recomendada para a melhora da fun¢éo pulmonar e redugido
das exacerbacBes pulmonares em pacientes acima de 5 anos de idade, colonizados
por P. aeruginosa ou nos ndo colonizados, mas com exacerbagdes frequentes. Com
posologia de 3x/semana, por 6 meses e avaliar a resposta. A a¢do do macrolideo na
FC ¢é a reducio da viruléncia da P, aeruginosa, diminui¢do da aderéncia bacteriana ao
epitélio respiratério, redugdo da motilidade bacteriana e interferéncia na produgdo
de biofilme. J4 no hospedeiro, tem acfo imunomoduladora com a interferéncia na
producio da elastase por neutréfilos, inibi¢do da produgio de citocinas inflamatérias
pelos macréfagos alveolares e diminui¢do na formagio de muco (SILVA FILHO et al,,
2013; ATHANAZIO etal., 2017; CASTELLANI et al., 2018).

Os avangos no tratamento nos tltimos anos minimizam os efeitos deletérios
nos pulmées e aumentam a sobrevida e qualidade de vida destes pacientes. As
terapias didrias, incluindo a fisioterapia respiratdria, numerosas medica¢bes orais e
inalatdrias (mucoliticos, broncodilatadores e/ou antibiéticos), suplemento nutricional
e vitaminas determinam um gasto de tempo complexo, que pode dificultar a aderéncia
e negligenciar o seguimento das medidas de limpeza de nebulizadores, que podem ser
fonte de reinfecg¢des por microrganismos. Em média sdo gastos 108 min/dia nestas

terapias, onde as nebuliza¢ées correspondem a 41 min deste total (SILVA FILHO et al.,
2013; BODNAR et al., 2016; HOHENWATER, 2016).

O desenvo