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RESUMO

A Tuberculose (TB) continua sendo a principal doencga infecciosa a atingir mais de 10
milhdes de pessoas por ano, ameac¢ando a salude global, e a principal coinfeccdo que acomete
os pacientes HIV/AIDS. Em 2021, o Amazonas registrou 2.728 novos casos de TB, destes 339
possuiam coinfec¢do TB/HIV. Manaus, a Capital do estado, registrou 1.999 novos casos, e
incidéncia de 90,1 casos/100.000 mil habitantes, superior a média nacional. O
Sequenciamento do Genoma Completo (WGS) é uma ferramenta poderosa para o
fornecimento de informac¢des do genoma do Mycobacterium tuberculosis (Mtb), capazes de
detectar variantes da sequéncia gendmica para identificar fenétipos de resisténcia aos
farmacos para TB, identificar as linhagens das cepas e reconhecer cepas geneticamente
relacionadas para fins de monitoramento epidemiolégico. O objetivo desse estudo foi
caracterizar os genotipos do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) isolados de
amostras clinicas provenientes de pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), utilizando trés ferramentas molecurares distintas:
MIRU-VNTR 24 loci, Spoligotyping e WGS. Foram analisados 68 isolados com predominancia
da Linhagem 4 (97,05%) e Linhagem 1 em dois isolados. As sublinhagens predominantes
foram LAM (50%), Haarlem (19,11%) e X (11,76%). As mutacdes rpoB Ser450Leu e katG
Ser315Thr, foram as mais frequentes entre os isolados resistentes a RIF e INH. Este € o
primeiro estudo no Amazonas envolvendo trés técnicas moleculares distintas, dentre elas o
WGS. Este estudo demonstra que 0s genotipos circulantes na Amazbnia brasileira séo
semelhantes aos circulantes nas demais regides do Brasil, mas destacam a maior frequéncia
da linhagem X em relagcdo a outras regides do pais. Estes achados ressaltam a importancia
da vigilancia epidemioldgica constante dos isolados circulantes para melhor compreenséo da
dindmica de transmissao, relacdo das linhagens com gendétipos de resisténcia e coinfec¢ao
com o HIV e a necessidade de aplicacdo das técnicas de epidemiologia molecular da TB como
ferramenta para vigilancia epidemiolégica.

PalavrasChaves: Tuberculose, WGS, Amazobnia.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains the leading infectious disease to reach more than 10 million people
a year, threatening global health, and the main co-infection that affects HIV/AIDS patients. In
2021 Amazonas recorded 2.728 new tb cases, of which 339 had TB/HIV co-infection. Manaus,
the state capital, recorded 1.999 new cases, and incidence of 90.1 cases/100,000 inhabitants,
higher than the national average. Complete Genome Sequencing (WGS) is a powerful tool for
providing genome information from Mycobacterium tuberculosis (Mtb), capable of detecting
genomic sequence variants to identify phenotypes of resistance to TB drugs, identify strain
lines and recognize genetically related strains for etpidemiolo%ical monitoring purposes. The
aim of this study was to characterize the genotypes of the Mycobacterium tuberculosis complex
(CMTB) isolated from clinical samples from patients treated at the Fundacdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), using three distinct soft tools: MIRU-VNTR 24
loci, Spoligotyping and WGS. We analyzed 68 isolates with predominance of Lineage 4
(97.05%) and Lineage 1 in two isolates. The predominant underscores were LAM (50%),
Haarlem (19.11%) and X (11.76%). The rpoB Ser450Leu and katG Ser315Thr mutations were
the most frequent among RIF and INH resistant isolates. This is the first study in the Amazon
involving three distinct molecular techniques, among them WGS. This study demonstrates that
the genotypes circulating in the Brazilian Amazon are similar to those circulating in other
regions of Brazil, but highlight the higher frequency of lineage X in relation to other regions of
the country. These findings highlight the importance of constant epidemiological surveillance
of circulating isolates to better understand transmission dynamics, relationship of strains with
resistance genotypes and co-infection with HIV and the need to apply molecular epidemiology
techniques of TB as a tool for epidemiological surveillance.

Keywords: Tuberculosis, WGS, Amazonia.



RESUMO LEIGO

A Tuberculose (TB) € uma doenca contagiosa que pode afetar os pulmdes e qualquer
outra parte do corpo. Manaus € a capital brasileira em destague por ter muitos casos da
doenca. O estudo tem como objetivo descrever as caracteristicas moleculares da TB,
destacando detalhes importantes da familia de micobactéria que mais afeta as pessoas e o
perfil de sensibilidade dessas familias, através de trés técnicas moleculares distintas: o MIRU-
VNTR 24 loci, Spoligotyping e Sequenciamento Completo do Genoma. Como resultado,
obtivemos que a familia LAM foi a mais frequente dentre os 68 individuos estudados, seguidas
das familias Haarlem e X. A maioria dos individuos eram do sexo masculino, tinham teste de
HIV positivo. Dentre os sessenta e oito isolados de micobateria que foram realizados o
Squenciamento Completo do Genoma, 57 foram sensiveis aos farmacos de primeira linha
usados no tratamento da TB, 2 resistentes a Estreptomicina, 4 resistentes a Isoniazida (INH),
2 resistente a Rifampicina (RIF) e trés MDR. As mutag6es rpoB Ser450Leu e katG Ser315Thr,
foram as mais frequentes entre os isolados resistentes a RIF e INH, respectivamente. Também
identificamos um isolado fenotipicamente sensiveis ao farmaco com a mutacdo rpoB
lle491Phe e outros dois isolados sensiveis apresentando alteracdo C>T na posi¢do -15 do
promotor inhA/fabG1. O estudo teve como limitagdo o nimero de cepas recuperadas por se
tratar de um estudo retrospectivo e o ndo sequenciamento de todas as cepas por material
insuficiente, prejudicando a andlise de transmisséo recente entre os individuos. Este estudo
demonstra que as familias de micobactérias circulantes na Amazodnia brasileira sdo
semelhantes aos das demais regibes do Brasil, mas destaca-se a maior frequéncia da
linhagem X em relacdo a outras regifes do pais. Estes achados ressaltam a importancia da
vigilancia epidemioldgica constante dos isolados circulantes para melhor compreensao da
dindmica de transmissao, relacdo das linhagens com gendtipos de resisténcia e coinfec¢ao
com o HIV e a necessidade de aplicacdo das técnicas de epidemiologia molecular da TB como
ferramenta para vigilancia epidemiolégica.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tuberculose

A Tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que se mantem ao longo de 70 mil anos
infectando milhdes de pessoas mundialmente (1) . A doenca pode afetar qualquer
pessoa e em qualquer lugar, porém afeta mais homens que mulheres, e ainda é
estigmatizada por ser considerada a doenca da pobreza, marginalizagéo e da
vulnerabilidade (2).

As micobactérias sédo bacilos ndo capsulados, ndo esporulados, imoveis,
comum comprimento de 2 a 5 um, sensiveis ao calor e a luz solar, e resistentes
ao frio. Apresentam parede celular, que é quimicamente complexa, sendo
composta  principalmente por trés macromoléculas: peptidoglicano,
arabinogalactano e acido micolico (3).

O Mtb &€ membro do Complexo M. tuberculosis (CMTB), que inclui
Mycobaterium. bovis, Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium. africanum,
Mycobacterium. canetti, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium mungi e Mycobacterium caprae (4). Estas espécies possuem
99,9%de similaridade em nivel de Acido Desoxirribonucleico (DNA) e sequéncias
idénticas de Acido Ribonucleico Ribossdmico (rRNA) 16S, mas apresentam
diferencas fenotipicas, genotipicas e consequentemente da capacidade de
viruléncia patogenicidade (5).

A transmissao do Mtb ocorre de pessoa para pessoa através da inalacdo
de particulas contendo bacilos expelidos pela tosse, fala ou espirro do doente
com a forma ativa da doenca, considerados principal fonte de infeccdo Somente
as particulas muito finas, contendo de 1 a 3 bacilos, alcangam os pulmdes, onde
geralmente sdo fagocitadas por macréfagos nos alvéolos (6). Os macréfagos de
pessoas saudaveis tornam-se ativados pela presenca dos bacilos, formando o
tubérculo, que geralmente é neutralizado e cicatrizado, podendo caracterizar-se
como Infeccdo Latente por Tuberculose (ILTB). Se o sistema imune do individuo
estiver comprometida, o tubérculo se rompe e libera bacilos, tornando-o doente
(7-9).

A reativacdo da TB comumente ocorre entre os dois primeiros anos apos



ainfeccdo primaria. Paciente que vivem com o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) néo tratada possuem vinte vezes mais chances de reativacdo da doenca
por conta do decréscimo de células T CD4+ (10,11).

Apesar de o Mtb ter preferéncia pelo tecido pulmonar que € rico em
oxigénio, a infeccdo pode se espalhar através de vasos linfaticos e circulagédo
sanguinea para outros locais do corpo como pleura, meninges, 0Ssos, sistema

geniturinario, peritbnio ou pele, também chamada de TB extrapulmonar (12).

1.2. Epidemiologia da doenca

A TB continua sendo a principal doenca infecciosa a atingir mais de 10
milhdes de pessoas por ano, ameacando a saude global, apesar do niumero de
mortes pela doenca ter diminuido entre os anos 2000 e 2017 (13).

O Brasil encontra-se entre os 30 paises com maior carga da doenga no
mundo. Este grupo corresponde a cerca de 90% dos casos de TB no mundo (2).

Em 2020, observou-se uma queda acentuada da incidéncia, podendo estar
correlacionado ao momento de pandemia causada pela Covid19. Entre os anos
de 2011 e 2016 ja havia sido registrado uma diminuicdo no niumero de casos da
doenca. Porém, entre os anos de 2017 e 2019 o numero de casos voltou a
aumentar em comparagdo com 0s anos anteriores (14).

Em 2021, o Brasil notificou 66.271 novos casos de TB. O Amazonas
registrou 3.065 novos casos da doenca. Manaus, a capital do estado, registrou
2.223 novos casos, com uma incidéncia de 100,2 casos/100.000 habitantes,
superior a média nacional. Do total de casos novos registrados ca capital, 339

individuos eram coinfectados TB/HIV (15).
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Figura 1 — Coeficiente de incidéncia de tuberculose por Unidade Federada (MS, 2022).
1.3. Diagnostico laboratorial da TB

A TB pulmonar é diagnosticada principalmente por meio de baciloscopia e
cultura, a partir de histéria clinica e achados radiol6gicos. A baciloscopia é um
esfregaco contendo a amostra clinica corada pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN)
e observada em microscopio de campo claro. E um método bastante utilizado em
paises em desenvolvimento por ser de baixo custo, porém possui baixa
sensibilidade em relagdo a cultura. A baciloscopia negativa ndo exclui a
possibilidade de um caso de TB (16).

Figura 2- Bacilos Alcool-Acido resistentes visualizados sob coloracéo de ZN (Melo, H.F, 20019).

Estima-se que o numero de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)
necessarios para compor uma um esfregaco de escarro com resultado positivo
tem sido de aproximadamente entre 5000 e 10000 por mL, conforme

demonstrado no Quadro 1. A sensibilidade da baciloscopia pode ser melhorada



através da realizacdode mais de uma amostra por paciente (17).

Numero de bacilos Concentracao estimada de Probabilidade de um
observados bacilos por mL de escarro resultado positivo
0 em 100 ou mais campos Menos do que 1000 Menos do que 10%
1-2 em 300 campos 5000 — 10000 50%
1-9 em 100 campos Aproximadamente 30000 80%
1-9 em 10 campos Aproximadamente 50000 90%
1-9 por campo Aproximadamente 100000 96,2%

Quadro 1 — Numero de BAAR observados nas baciloscopias, concentragbes de bacilos cultivAveis nos
escarrose probabilidade de resultados positivos (Adaptado: Manual de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose
MS, 2022).

A cultura utiliza os métodos classicos de semeadura da amostra em meios
decultura sélidos a base de ovos, Loéwenstein-Jensen (LJ) e Ogawa-Kudoh (OK)
gue permite o crescimento in vitro e o isolamento do Mtb. Apesar de produzir
resultado tardiamente (em até 8 semanas) é considerada método padréo para o
diagnostico de TB por ser um método sensivel e especifico, comparada a

baciloscopia (6,17).

Figura 3 — Culturas de OK positivas (Melo, H. F., 2019).

A cultura liquida Mycobacteria Growth Indicator (MGIT) consiste em uma
metodologia automatizada por meio do sistema BD BACTEC™ MGIT™ 960, que
contém um caldo modificado de Middlebrook 7H9 em conjunto com um sensor de
oxigénio a base de extincdo de fluorescéncia para detectar o crescimento de

micobactérias. A medida que as micobactérias crescem e consomem 0 0xigénio



presente, o indicador fluoresce quando submetido a luz ultravioleta (18). Em
relacdo a cultura sélida, o sistema possui uma sensibilidade superior, além da
diminuicdo do tempo de retorno e do atraso da realizacdo do teste de
sensibilidade (TS). Uma das principais desvantagens é a maior taxa de
contaminacdo, principalmente com Micobactérias ndo Tuberculosas (MNT), e
contaminagcdo cruzada durante a inoculacdo da cultura, podendo haver o
transporte de bacilos positivos para amostras negativas (19).

No BACTEC™ MGIT™ 960 é realizado, também, o TS aos farmacos de
primeira linha Estreptomicina (SM), Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF),
Etambutol (EBM) e Piramizamida (PZA), utilizadas no tratamento da TB,
liberando resultados entre 4 e 19 dias (20) (Figura 4).
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Figura 4- Teste de Sensibilidade a Estreptomicica (S), Isoniazida (1), Rifampicina (R) e Etambutol (E). Aimagem
mostra resisténcia a Estreptomicina (Melo, H. F., 2019).

Além do kit para deteccao de resisténcia a drogas de primeira linha, ha
disponivel, também, o kit GenoType MTBDRsI, que detecta drogas de segunda
linha incluindo fluoquinolonas e drogas injetaveis, como Canamicina,
Capreomicina, Amicacina e Estreptomicina. O resultado final do teste designa o
paciente para o melhor tratamento a ser realizado (21,22).

Em 2014, foi implantado na rede do Sistema Unico de Saude (SUS) o
Teste R4pido Molecular para Tuberculose (TRM-TB) automatizado, que utiliza o
sistema Xpert® MTB/RIF para detectar simultaneamente o Mtb e resisténcia a

rifampicina. Em 2017, o teste recebeu uma nova versao Xpert® MTB/RIF Ultra,



na qual diminuiu o limite de deteccéo de 131 UFC/mL para 16 UFC/mL, podendo
detectar duas insercdes presentes no CMTB: IS6110 e 1S1081. Além disso,
diminuiu o tempo total de execug¢éo do ensaio arteriormente de 120 minutos para
77 minutos, quando o teste for positivo. Apesar de ser um equipamento eficiente
e rapido no diagnostico da doenca, a baciloscopia e acultura ainda sao
consideradas as principais ferramentas para a detec¢cdo da doenca em cidades
gue ndo possuem a tecnologia (17,23).

Outra forma eficaz de detectar de forma rapida a resisténcia a RIF e INH
é utilizando o kit GenoType MTBDRplus, que identifica as mutacdes mais
significativas dos genes rpoB, katG e inhA, que estdo relacionados a
multirresisténcia. O método pode ser utilizado direto da amostra pulmonar ou do

material de cultura, obtendo resultado em até 5 horas (24,25).

1.4. Técnicas de genotipagem do Mtb

O primeiro sequenciamento do genoma completo do Mtb foi realizado em
1905, quando foi isolada a cepa M. tuberculosis H37Rv, que codifica em seu
genoma 4,4 megabase (Mb) cerca de 4 mil proteinas previstas e 50 moléculas de
RNA, tornando-a referéncia por manter seu fator de viruléncia total ao longo
dosanos (26).

Em 1969, Bates e Mitchinson foram os primeiros a mostrar a diferenca nos
tipos de cepas do Mth., assim como sua origem geografica, por meio de uma
técnica usando fago. A tipagem por fago também proporcionou evidenciar a
contribuicdo da reinfeccdo em casos de TB recidiva (27).

A partir da década de 1990, a genotipagem do CMTB utilizando PCR ou
metodologias alternativas comecaram a ser realizadas a fim de auxiliar em
estudos de saude publica, além de explorar a evolugéo do patégeno e sua relacéo
com o hospedeiro (28).

O uso de técnicas moleculares tem sido util para a investigacao
epidemioldgica, pois € um meio de entender os mecanismos que influenciam a
dindmica de transmisséo e investigacao de fatores de risco a comunidade. Além
disso, a identificacdo de linhagens possibilita a investigacao de propriedades

biolégicas, como viruléncia e patogenia (29).



Os estudos por meio de métodos moleculares aplicados a TB, pressupdem
gque pacientes com cepas agrupadas genotipicamente estdo ligados
epidemiologicamente e representam transmissdes recentes. Os marcadores
genéticos precisam ser suficientemente polimorficos para distinguir as estirpes
ndo relacionadas e estaveis o suficiente para identificar isolados das mesmas

cepas (30).

A tipagem de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
(Restriction Fragment Length Polymorphism) foi considerada o método padréo
durante a década de 90. E uma técnica na qual o DNA bacteriano é clivado por
uma enzima de restricdo, e os fragmentos de restricAo sdo separados em
eletroforeseem gel. Uma sonda de DNA marcada é aplicada a membrana em um
ensaio de hibridizacdo, complementar a sequéncias repetitivas de interesse. Uma
sonda frequentemente aplicada contém uma sequéncia especifica da 1S6110,
que é um elemento repetitivo de sequéncia de insercdo movel de 1,35 kb (31). E
um meétodo trabalhoso que requer semanas até o crescimento do isolado e para
extracdo do DNA. Além disso, sofre problemas de reprodutibilidade por fornecer
discriminacéo insuficiente entre os isolados com numero baixo de coOpias de
IS6110 (32).

O método Spoligotyping foi descrito pela primeira vez em 1993 e é
baseado no polimorfismo de DNA presente em uma regido particular do
cromossomo chamada de "Repeticdo Direta" (Direct Repeat), que esta

exclusivamente presente no CMTB (33).

H37Rv
BCG

Figura 5 - Estrutura do locus DR no genoma de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG P3. Os retangulos
verdes representam a DR de 36 bp (Kamerbeek J, et. al., 1997).

A associacdo de Spoligotyping e analise do numero variavel de
repeticdesem tandem (Variable Number of Tandem Repeats), usando unidades
repetitivas intercaladas de micobactérias (Mycobacterial Intersperced Repetitive
Units), possui alto poder discriminatério e direcionamento para compreender

melhor a distribuicdo da TB e a dindmica de transmissao na populacéo (34).



O genoma do Mtb é formado por minissatélites composto por uma
sequéncia de 40-100 pb que se repetem em tandem. A técnica MIRU-VNTR é
baseada no produto da amplificacdo por PCR de multiplos loci usando primers
especificos flanqueadores de cada locus de repeticdo e na determinacdo dos
tamanhos dos amplicons (32,35,36). As andlises dos produtos de Reacgdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) séao feitas utilizando sequenciador de DNA, que
avaliam oito gruposde trés loci simultaneamente. Para cada Multiplex, um
iniciador por par de oligonucleotideos € marcado com um corante fluorescente
especifico (37).0 método é vantajoso em relacdo as outras técnicas por ser de
facil execucao e andlise, além da rapidez, sendo possivel comparar os resultados
com laboratérios do mundo inteiro por meio de base de dados (38).

A Inglaterra foi o primeiro pais a fazer diagnoéstico de TB em larga escala
utilizando o Sequenciamento do Genoma Completo (Whole Genome Sequencing
- WGS), proporcionando a identificacdo de resisténcia aos farmacos,
proporcionado a dispensacdo dos medicamentos especificos para o tratamento
eficaz da TB, acarretando na diminuicdo da cadeia de transmisséo de TB e TB
resistente (39).

O WGS ¢é uma ferramenta eficaz para o fornecimento de informacg6es do
genoma do Mtb, capazes de detectar variantes da sequéncia gendmica para
identificar fendtipos de resisténcia aos farmacos para TB, identificar as
linhagensdas cepas e reconhecer cepas geneticamente relacionadas para a

guebra de cadeiade transmisséao (40).

1.5. Linhagens predominantes no Brasil

Os estudos moleculares voltados para a TB ainda s&o poucos no Brasil.
As regides Sul e Sudeste estdo no topo de publicacdes utilizando ferramentas
moleculares para descrever 0s genétipos circulantes (41).

Em 2011 foi realizado um grande estudo em 11 estados brasileiros,
atravésde Spoligotyping, no qual evidenciou as linhagens mais predominantes no
pais: LAM, T, Haarlem e X. Além disso, foram encontrados genétipos especificos
de outras regides podendo estar ligadas ao fluxo de migracéo entre América do

Norte, Europa de paises africanos e asiaticos, incluindo viagens comerciais e



familiares entre Brasil, América do Norte e Europa (42).

No Rio Grande do Sul, os portadores de TB carregam uma insercao
incomum de 12 nucleotideos no gene rpoB, levando ao aumento de casos de
resisténcia a RIF(43). Além disso, ha em circulagdo de cepas TB-MDR em
clusters gendémicos constituidos por particularmente de perfis monorresistente e
polirresistente (44).

O Rio de Janeiro, que € uma das capitais brasileiras com maior incidéncia
da doenca, possui caracteristicas semelhantes ao do resto do Brasil (45). Em
2007, uma sublinhagem de Mtb. foi descoberta apo6s 30% das cepas nao
amplificarem na Regido de diferenca (RD), podendo ser causadas exclusdes,
insercdes, inversdes e duplicacdes, e passou-se a chamar de RDR® (46).

Em Minas Gerais, identificou-se a frequéncia da sublinhagem RDR©
atravésda predominéncia da linhagem LAM e LAM9, considerados progenitores
da RDR°, Além disso, associaram esta sublinhagem a casos de TB-MDR (47).

A Linhagem 1 (Easter-African-Indian (EAI)) € pouco comum no Brasil,
porém ja foi relatada no Norte, Nordeste, Sul e Sudeste do pais (48). Dentre todas
as regides encontradas, a maior frequéncia é no estado do Para, possivelmente
devido a transmisséo durante o trafico de escravos da regido de Mocambique-
Malawi parao Norte do Brasil (49).

Em Roraima, evidenciou-se que as linhagens predominantes sédo LAM,
Haarlem e uma linhagem mal definida T, semelhante a paises da América do Sul,

incluindo Venezuela (50).

1.6. Tratamento

O tratamento da doenca recomendado pela OMS é de no minimo seis
meses para a realizacdo da antibioticoterapia, incluindo trés ou quatro farmaco
(7). Os farmacos antiTB interferem no sistema enzimatico do bacilo ou bloqueiam
a sintese de algum metabdlito imprescindivel para seu crescimento. Os
medicamentos com maior acdo bactericida precoce sao: INH, SM e RIF. Os
medicamentos com maior poder esterilizante sdo: RIF e PZA. O EMB é
bacteriostatico e é estrategicamente associado aos medicamentos mais potentes

para prevenir a emergéncia de bacilos resistentes (18).
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ESQUEMA FAIXAS DE PESO UNIDADE/DOSE DURACAO
RHZE 20 a35Kg 2 comprimidos
150/75/400/275 mg 36 a 50 Kg 3 comprimidos 2 meses

(comprimidos
em doses fixas
combinadas)

51a 70 Kg 4 comprimidos (fase intensiva)

Acima de 70 Kg 5 comprimidos

1 comp 300/150 mg ou

20:a35Kg 2 comp 150/75 mg
RH
) 1 comp 300/150 mg + 1 comp de 150/75 mg
300/150 mg’ 36 a 50 Kg 4 meses
ou 150/75 mg ou 3 comp 150/75 mg e i
(comprimidps 512 70 K 2 comp 300/150 mg ou manutencao)
em doses fixas g 4 comp 150/75 mg

combinadas)
2 comp 300/150 mg + 1 comp de 150/75

Acima;de70. kg mg ou 5 comp 150/75 mg

Fonte: (RATIONAL PHARMACEUTICAL MANAGEMENT PLUS, 2005; WHO, 2003). Adaptado de BRASIL, 2011.
R - Rifampicina; H - isoniazida; Z - Pirazinamina; E - Etambutol.
‘A apresentacao 300/150 mg em comprimido devera ser adotada assim que disponivel.
Figura 6 - Esquema Basico para o tratamento da TB em adultos e adolescentes (= 10 anos) (MS, 2018).

Fatores como a terapia de droga Unica, ma adesdo ao tratamento e
diagnéstico incorreto podem levar o Mtb a adquirir resisténcia (51). A resisténcia
a INH e RIF, conhecida como TB multidroga resistente (TB-MDR), reduz a
possibilidade de cura, tornando o tratamento prolongado e mais caro, dificultando
a escolha da quimioprofilaxia de comunicantes (52).

Os tipos de resisténcia a farmacos anti-TB séo classificados em:
monorresisténcia (quando ha resisténcia a INH ou RIF); polirresisténcia:
resisténciaa dois ou mais farmacos, exceto INH e RIF; TB-MDR: resisténcia aos
dois principais farmacos importantes no tratamento da TB, INH e RIF; resisténcia
extensiva (TB- XDR): é caracterizada pela resisténcia a INH e RIF, acrescido de
uma fluoquinolona (qualquer delas) e aos injetaveis de segunda linha (amicacina,
canamicina e capreomicina); e por fim, a resisténcia a RIF (TB RR): quando a
resisténcia a RIF é identificada, exclusivamente, por meio do TRM-TB (53).

Segundo o Plano Nacional de pelo fim da Tuberculose como problema de
Saude Publica, até 2035 a meta é diminuir a incidéncia para menos de 10 casos
por 100 mil habitantes, e mortalidade para menos de 1 oObito por 100 mil
habitantes, através de estratégias que visam diminuir o tempo de diagnadstico,
oferecendo tratamento adequado aos doentes e intensificar as acdes de
prevencgao (54).

A cidade de Manaus é uma das capitais com maior incidéncia de TB do
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pais. O sequenciamento do genoma dos isolados circulantes é importante para
identificar as possiveis ligacdes epidemioldgicas entre os casos da doenca e
identificar as linhagens e sublinhagens predominantes na regido Amazonica, e
auxiliar na compreensao da dinamica de transmissao da doencga, e a relagdo com

capacidade de resisténcia e formas graves da TB.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar as linhagens e sublinhagens do complexo Mycobacterium

tuberculosis provenientes de isolados de pacientes atendidos na Fundacéao de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD).

2.2. Especificos

Identificar as linhagens e sublinhagens mais prevalentes na
regidoAmazonica;

Comparar as linhagens e sublinhagens mais prevalentes na
regidoAmazonica com o restante do Brasil;

Descrever as frequéncias de mutagdes envolvidas na resisténcia
afarmacos de primeira linha.
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3. PRODUTO DE DISSERTACAO

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DA TUBERCULOSE
EMPACIENTES ATENDIDOS EM UM CENTRO DE
REFERENCIA

NA AMAZONIA BRASILEIRA

Hilda Ferreira de Melo; Ana Carolina Oliveira; Lida Jouca Assis Figueiredo; Richard
Stener Salvato; Maria Lucia Rossetti; Elis Regina Dalla Costa; Afranio Kritski; Marco
Schito; Jaquelane Silva; Rossicleia Lins Monte; Silvana Spindola; Isabela Neves de
Almeida; Marcelo Cordeiro dos Santos.

INTRODUCAO

A TB continua sendo a principal doenca infecciosa a atingir mais de 10
milhdes de pessoas por ano, ameagando a saude global (1). O Brasil encontra—se
entre 0os 49 paises com maior carga da doenca no mundo e enquadra-se no
grupode paises com maior caga de TB e coinfeccdo TB/HIV (2). Em 2021, o pais
notificou 66.271 novos casos de TB. O Amazonas registrou 3.065 novos casos
da doenca, destes 339 tinham coinfecgcéo TB/HIV. Manaus, a capital do estado,
registrou 2.223 novos casos, com uma incidéncia de 100,2 casos/100.000
habitantes, superior a média nacional (3).

O uso de técnicas moleculares tem sido (til para a investigacao
epidemioldgica, pois € um meio de entender os mecanismos que influenciam a
dindmica de transmisséao e investigacao de fatores de risco a comunidade. Além
disso, a identificacdo de linhagens possibilita a investigacdo de propriedades
biol6gicas, como viruléncia e patogenia (4).

O WGS é uma ferramenta eficaz para o fornecimento de informacdes do
genoma do M.tb, capazes de detectar variantes da sequéncia gendmica para
identificar fenétipos de resisténcia aos farmacos para TB, identificar as
linhagensdas cepas e reconhecer cepas geneticamente relacionadas para a
guebra de cadeiade transmisséo (5).

Os estudos moleculares voltados para a TB ainda sao poucos no Brasil.

As regides Sul e Sudeste estdo no topo de publicacdes utilizando ferramentas
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moleculares para descrever 0s genotipos circulantes (6).

A cidade de Manaus € uma das capitais com maior incidéncia de TB do
pais. O sequenciamento do genoma dos isolados circulantes é importante para
identificar as possiveis ligacdes epidemioldgicas entre os casos da doenca e
identificar as linhagens e sublinhagens predominantes na regido Amazonica, e
auxiliar na compreenséao da dinamica de transmisséo da doenca, e a relacdo com

capacidade de resisténcia e formas graves da TB.

MATERAL E METODO

Pacientes e isolados bacterianos

Foram incluidos 108 isolados por conveniéncia de pacientes que foram
atendidos na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) no periodo de Janeiro de 2013 Dezembro de 2016, que obtiveram sucesso

no teste de viabilidade através de repique em meio solido.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir das culturas identificadas como pertencentes
ao CMTB utilizando Brometo de cetiltrimetilaménio/Cloreto de Saodio
(CTAB/NaCI) (7).

MIRU-VNTR

O MIRU-VNTR foi realizado com colaboragdo do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, localizado em Porto Alegre — RS, de
acordo com Beer et al. (8) . O tamanho dos fragmentos foi verificado em um
analisador de sequéncia deDNA ABI 3130x| (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA), posteriormente a determinacdo do numero de cépias em cada locus foi
realizada por meio de atribuicdo automatizada implementada no software
Genemapper 3.2.1 (Applied Biosystems, California, EUA). Locus indefinido ou

nao amplificado, foram verificadosduas vezes em géis de agarose e comparados
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com uma tabela de referéncia descrita por Supply et al., (9). A identificacdo de
linhagem de isolados de Mtb foi realizada por anélise de melhor correspondéncia
no banco de dados MIRU- VNTRplus.

Spoligotyping

O Spoligotyping foi realizado na Universidade Feredal do Rio de Janeiro
(UFRJ) utilizando a técnica de microesferas Beamedex (Beamedex SAS, Orsay,
Franca) no sistema Luminex-Bioplex-BioRad 200 (Luminex Corporation, Austin,
TX, EUA) de acordo com o protocolo descrito por Kamerbeek J et. al. (10).
Linhagens e tipo internacional de Spoligotype (SIT) foram determinados por
comparacao com padrdes disponiveis no banco de dados SITVIT2 (www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT2) e padrées desconhecidos foram verificados em

SpotClustdatabase (http://tbinsight.rpi.edu/ run_spotclust.html) (10).

Sequenciamento do Genoma Completo (WGS)

O WGS foi realizado no Clinical Path Institute, utilizou-se
aproximadamente um micrograma de DNA por amostra foi fragmentado usando
um sonicador Q800R2 (QSonica, Newtown, CT, EUA), com 0s seguintes
parametros: sonicagdo de 3 minutos com pulso de 15 segundos ligado, pulso
desligado de 15 segundos e amplitude de 20%. O DNA fragmentado foi
selecionado por tamanho para atingir 600-650 pb por separacao de fragmentos
usando as contas AgencourtAMPure XP (Beckman Coulter, Cédigo A63882). O
NEBNext® Ultra ™ || DNA Library Prep Kit para Illumina (New England BioLabs,
Caodigo E7645L) foi usado para preparacfesde biblioteca de DNA. Adaptadores
e oligos de indice de 8 pb adquiridos da IDT® (Integrated DNA Technologies, San
Diego, CA) com base em Weber KP, De S, Kozarewa |, Turner DJ, Babu MM, et
al. (2010), foram utilizados no lugar daqueles fornecidos no kit de preparacao
NEB em uma abordagem de indexacao dupla. O sequenciamento de extremidade
emparelhada (2 x 150 pb) foi realizado em uma maquina lllumina NextSeq
usando um kit de saida média ou alta saida 300 ciclos v2 (lllumina, Cédigo FC-
404-2003 ou Codigo FC-404-2004), usando lllumina® padrao procedimento (11).


http://tbinsight.rpi.edu/
http://tbinsight.rpi.edu/
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RESULTADOS

Caracteristicas da populacéo do estudo

Foram incluidos 108 pacientes sendo 75,9% do sexo masculino e 24,07%
do sexo feminino. Em relacao a faixa etaria, 59,3% se encontravam entre 26 e 45
anos. A TB pulmonar foi mais frequente acometendo 78,7% e 75,9% eram co-
infectados por HIV. A maioria dos individuos (78,7%) era de casos novos de TB.

Em relacdo aos perfis de sensibilidade, 4,6% dos pacientes foram
infectados com cepas TB-MDR, 5,6% apresentaram monorresisténcia, sendo 3
a Rifampicina (50%), 2 a Isoniazida (33,3%) e a Estreptomicina (16,7%).A
resisténcia simultaneamente a estreptomicina e etambutol esteve presente em
um dnico individuo.

Os dois principais desfechos entre os individuos foram cura 33,4% e Obito
em 26,8%. Com a descentralizacdo do tratamento de TB, inUmeros pacientes
foram diagnosticados na FMT-HVD, que é referéncia no tratamento de paciente
com TB/HIV, porém foram transferidos para outra unidade para dar continuidade
por ndo estarem coinfectados. As demais caracteristicas estdo descritas na
Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas da populagdo com tuberculose dos pacientes atendidos na FMT-HVD
(2013-2016)(n=108)

Caracteristicas n %
Género
Masculino 82 75,93%
Feminino 26 24,07%
Idade
<18 5 4,63%
18-25 22 20,37%
26-45 64 59,26%
=46 17 15,74%
Perfil de
sensibilidade
Sensivel 96 88,89%
Monoresistente 6 5,56%
Poliresistente 1 0,93%
Multidroga resistente 5 4,63%
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Desfecho
Cura 36 33,34 %
Falha de tratamento 1 0,93%
Obito 29 26,85%
Abandono 9 8,33%
Nao iniciou 3 2 78%
tratamento
Transferld_o para o5 23.15%
outra unidade
De outra_unldade 3 2.78%
hospitalar
N&ao avaliado 2 1,85%
HIV
Sim 82 75,93%
Nao 21 19,44%
Nao avaliado 5 4,63%
Tipo de TB
Pulmonar 85 78,70%
Extrapulmonar 23 21,30%
TB prévia
Sim 11 10,19%
Nao 85 78,70%
N&o avaliado 12 11,11%

Frequéncia das familias e linhagens mais prevalentes na regido Amazdnica

Apoés avaliacdo do perfil genotipico dos 108 DNA de M.tb por meio das
técnicas MIRU-VNTR e Spoligotyping, 25,9% apresentaram resultados
divergentes na classificacdo das familias e linhagens.

Em relagcéo aos resultados discordantes entre MIRU-VNTR, Spoligotyping
e WGS, foram encontradas 14,7% por meio do MIRU-VNTR; 2,9% pelo
Spoligotyping e 2,9% entre MIRU-VNTR e Spoligotyping, no qual o WGS foi
discordante das duas técnicas.

Dos 80 isolados concordantes, 52 foram submetidos a WGS e tiveram
100% de concordéncia entre as técnicas MIRU-VNTR e Spoligotyping.

Entre os 80 isolados (47,1%) que apresentaram resultados convergentes
entre Spoligotyping e MIRU-VNTR foi observado a predominancia da familia LAM
(52/80) e da linhagem LAM6 (27/52), seguido da familia Haarlem (16/80) e da
linhagem H3 (12/16), familia X com todos os isolados da linhagem X2 (6/80),
familia EAI com todos os isolados da linhagem EAI5 (5/80) e um isolado
caracterizado como Bovis da linhagem BOV_1 (Gréfico 1).
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Figura 1: Resultados convergentes entre MIRU-VNTR 24 loci e Spoligotyping (N=80).

X e Bovis

= 1

EAI

Haarlem

LAM

No total, encontramos 44 padrdes distintos de Spoligotyping
compreendendo35 SITs diferentes. Os mais frequentes foram: SIT95/LAM 6
(9,3%), SIT137/X 2
(8,4%), SIT64/LAM 6 e SIT42/LAM 9 (7,5%).

Tabela 2 - Perfil genotipico dos isolados de M.tb predominantes da Regido Amazobnica do
Brasil,através de MIRU-VNTR 24 loci e Spoligotyping (n = 80)

Caracteristicas clinicas e perfis de resisténcias das linhagens
predominantes da regido amazénica do Brasil

Em 80 DNA de isolados de Mtb, foram identificadas com maior frequéncia
as linhagens LAM 6 em 20, LAM 9 em 9, H3 em 6, X2 em 4 e EAI5 em 3. Foram
predominantemente relacionadas aos pacientes com TB pulmonar e sensiveisaos
farmacos. A TB extrapulmonar estava presente em 18,7% dos individuos e a mais
prevalente foi linfonodo cervical em 5% das amostra, onde a linhagem H3 (2/5) foi
a mais frequente.

A cura foi o principal desfecho observado em 28 pacientes, seguido de

Obito por TB em 20. A linhagem LAM 6 se destacou entre esses dois desfechos,
sendo, em 13 e 9, respectivamente.

Entre 60 pacientes, a infeccdo por HIV estava presente em 75% dos
individuos: LAM 6 em 20, LAM 9 em 9, H3 em 8, X2 em 5 e EAI5 em 4. Neste
grupo de pacienttes, os desfechos de cura e obito foram em 25 e em 20 foram
predominantes, além de que a maioria (n=50) ocorreu em amostras
sensiveis'vdos so perfil de resisténcia principal ter sido sensivel.

Whole Genome Sequence
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WGS foi realizado em sessenta e oito isolados de M.tb , foi utilizando o
método SNPtyping baseado no cédigo de barras SNP proposto por Coll et al.
(2015) para classificar isolados M.th. 97,1% estiveram pertencentes a Linhagem
4 e dois isolados a Linhagem 1. Em relacéo as sublinhagens, 50% dos isolados
M.tbforam classificados como sublinhagem LAM, 19,1% como Haarlem e 11,8%

como sublinhagem X.

Houve 15 resultados discordantes entre MIRU-VNTR e Spoligotyping que

foram solucionados por WGS (tabela 2).

Destaca-se quatro

linhagens

identificadas como Haarlem por meio do MIRU-VNTR e que foram concordantes

entre Spoligotyping e WGS.

Tabela 2 — Resultados discordantes entre MIRU-VNTR 24 loci e Spoligotyping solucionados

atravésde WGS.

Namero de Familia Linhagem SIT
Isolados
3 LAM LAM 1 20
4 LAM LAM 2 17
1 LAM LAM 2 1661
1 LAM LAM 3 33
1 LAM LAM 4 828
1 LAM LAM 4 1895
10 LAM LAM 6 95
6 LAM LAM 6 176
8 LAM LAM 6 64
2 LAM LAM 6 Orphan or New
1 LAM LAM 6 1355
1 LAM LAM 6 1768
1 LAM LAM 8 Spotclust
8 LAM LAM 9 42
1 LAM LAM 9 1933
1 LAM LAM 9 Orphan or New
2 LAM LAM 9 Spotclust
5 EAI EAI 5 924
1 Haarlem H1 47
1 Haarlem H1 62
2 Haarlem H2 2
1 Haarlem H3 3
6 Haarlem H3 50
2 Haarlem H3 512
1 Haarlem H3 631
2 Haarlem H3 741
1 Bovis Bovi_1 482
6 X X2 137
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X3 92 Haarlem Euro-American (X-type)
ATYPIC 2669 Haarlem Euro-American

T3 37 Cameroon Euro-American
unknown 2508 Cameroon Euro-American (LAM)

T1 Orphan or New X Euro-American

Tl 51 Cameroon Euro-American (mainly T)

Tl 2517 X Euro-American (X-type)

T1 51 Ugandal Euro-American (mainly T)

Tl Orphan or New X Euro-American

X3 92 Haarlem Euro-American

Perfil genotipico do M.tb
mutacdesrelacionadas da resisténcia

resistente por

WGS - principais

Dentre os sessenta e oito isolados de Mtb que foram realizados o WGS, 57
foram sensiveis aos farmacos de primeira linha, 2 resistentes a Estreptomicina, 4
resistentes a Isoniazida, 2 resistente a Rifampicina e trés MDR. As mutagfes rpoB
Ser450Leu e katG Ser315Thr, foram as mais frequentes entre os isolados
resistentes a RIF e INH, respectivamente. Também identificamos um isolado
fenotipicamente sensiveis ao farmaco com a mutacéo rpoB Ile491Phe e outros
dois isolados sensiveis apresentando alteracdo C>T na posicao -15 do promotor

inhA/fabG1.



Tabela 3 - Analise de Mutag6es relacionadas a resisténcia aos farmacos por meio do WGS.

ID RESULTADOS DE TSA CARACTERISTICAS LINHAGEM MUTACOES
CLINICAS
DESFECHO
RIF INH EBM STR HIV CLINICO RIF INH EBM STR

. Transferido para rpoB katG
1 R R S S Néo outra unidade LAM Ser450Leu  Ser315Thr
12 S S S R Sim Falha LAM
17 S S S s Sim  ransferido para LAM rs_r.888g>a

outra unidade

= Transferido para rpoB katG embB gid

28 R R R R Nao outra unidade X Ser450Leu  Ser315Thr Met306lle 351 351del
De outra
36 S S S S NI* unidade LAM rrs_r.888g>a
hospitalar

. fabG1

62 S R S S Sim Cura Haarlem 50T
katG embB
* *%

65 S R S S NI NI LAM Ser315Thr Met306lle

. Transferido para rpoB
80 R S S S Sim outra unidade Haarlem Ser450Leu

. Transferido para rpoB katG
100 R R S R Sim outra unidade X Leud452Pro Ser315Thr

. fabG1
104 S S S S Sim Morte LAM 15C>T

. fabG1
106 S S S S Sim Cura LAM 15C>T

. rpoB
114 S S S S Sim Morte LAM lle491Phe

*NI: Nao informado.
RIF — Rifampicia ; INH — Isoniazida; EBM — Etambutol; STR — Estreptomicina.



DISCUSSAO

O Amazonas € o estado brasileiro com maior incidéncia de TB do Brasil (3)
e este é o primeiro estudo no estado envolvendo trés técnicas moleculares
distintas, dentre elas o WGS, e um numero consideravel de isolados de M. tb,
descrevendo os gendtipos em pacientes atendidos na FMT-AM.

A linhagem LAM, predominante no estudo, € comum de ser encontrada na
Ameérica Latina, apresenta varias sublinhagens, e € uma das linhagens mais
transmitida em todo o mundo (12).

Neste estudo, as linhagens predominantes foram LAM, Haarlem e X. Estes
dados sdo semelhantes a outros estudo realizados no Brasil, em destaque outros
estudos realizados em outras regides da Amazénia brasileira, como o estudo
realizado no estado de Roraima, no qual possui diversidade entre os gendtipos,
destacando-se as linhagens LAM, seguida de Haarlem e “ill-defined” T(13). No
estado do Parg, também predominamas linhagens LAM, seguida da T e Haarlem.
Porém, h&d uma frequéncia de linhagens EAI que pode estar fortemente ligada ao
processo de migracéo de individuos da Africa para este estado brasileiro (14).

Entre os paises da Amaz6nia Internacional, as linhagens LAM, Haarlem e T
prevalecem entre Peru, Colbmbia, Guiana Francesa, Bolivia e Venezuela (15).
Dentre eles, o Peru é o pais com maior incidéncia de TB-MDR e monorresisténcia
a Rifampicina, com taxas de 9,5/100.000 habitantes (16). No Equador, ha
predominancia da linhagem LAM, Haarlem e S, com cepas sensiveis as quatro
principais farmacos de primeira linha (53,6%) e TB-MDR em 24,5% de 320 isolados
estudados (17).

Num estudo realizado entre 11 estados das cinco regides distintas do Brasil,
incluindo 37 isolados de Mtb do Amazonas, foi identificada a predominancia das
linhagens LAM, T e Haarlem e uma baixa frequéncia da linhagem X (18). J& em
nosso estudo, a linhagem T foi minoria entre os isolados e a linhagem X foi a terceira
mais prevalente.

Em Santa Catarina, um dos estados da Regido Sul do Brasil, num estudo
realizado com 151 isolados, obserou-se a predominancia das linhagens LAM, “ill-
defined” T e Haarlem. Foram encontrados 38 SITs diferentes, semelhante ao nosso
estudo, porém com predominancia dos SIT 216/LAM 5, SIT 42/LAM 9, SIT 17/LAM
2 e SIT 64/LAM 6 (19).

Na regido Sudeste, o Rio de Janeiro € segundo estado com maior
incidéncia de TB do pais (3), os SIT predominantes reportados SIT18/X2, SIT37/T3,
SIT156/Unknown, SIT370/T 1, SIT1163/T 3, SIT746/Unknown, SIT176/LAM,
SIT534/LAM, SIT770/LAM 9 e SIT1106/LAM 4 em um estudo realizado com 1024
isolados (18). Em Minas Gerais, um dos estados brasileiros com baixa incidéncia
de TB (3), a linhagem LAM foi predominante entre os 104 isolados de Mtb
estudados, com prevaléncia da sublinhagem LAM 9/SIT42, seguida de T1 (SIT 53)
e H3 (SIT 50) (20). Apesar disso, ha dados de que no estado ja circula a
sublinhagem RDR®, que esta diretamente ligada a TB-MDR (21).

A terceira regido com maior incidéncia da doenca é a Nordeste (3). Num
estudo realizado entre a capital Salvador-Bahia e o pais europeu Portugal
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evidenciou-se LAM (60%), Haarlem (10%) e X (6%) as linhagens mais frequentes,
semelhante aos achados do nosso estudo (22).

Em nosso estudo observamos que o perfil de sensibilidade entre os 69
individuos foram predominantemente sensivel 61(88,4%) com apenas 3 (4,3%)
MDR-TB, diferentemente da Regido Sul do Brasil, na qual foi relatado uma
insercao incomum de 12 nucleotideos no gene rpoB, principalmente entre detentos,
potencializando a transmissédo dessa cepa entre a comunidade, com isolados
identificados entres os anos 2011 e 2014 (23). Em Santa Catarina, foram
encontradas monorresiténcia a Isoniazida (6/151), Rifampicina (3/151),
Estreptomicina (2/151), Etionamida (1/151) e Piramizamida (1/151). Apenas um
isolado de Mtb MDR foi identificado. As mutagdes Ser315Tr (katG) e Ser450Leu
(rpoB) foram mais frequentes, similar a outros resutdos. Na Regido Sul do Brasil,
na cidade de Porto Alegre foi descrita uma frequéncia maior de isolados TB-MDR,
associadas a mutacBes nos genes rpoB, katG e inhA, predominante o0 sexo
masculino, com idade entre 26 e 45 anos. Em relacéo as familias circulantes, LAM
e Haarlem sdo predominantes (24).

Entre os paises Angola, Mocambique, Portugal, Brasil e Guiné-Bissau,
membros da Comunidade de Paises que falam a Lingua Portuguesa, a linhagem
LAM é predominante, seguida de T (25).

Em um estudo semelhante ao nosso realizado em Botswana (Africa), a
maioria dos individuos era de coinfectados com TB/HIV, possuia um perfil de
sensibilidade sensivel aos quatro principais farmacos utilizados no tratamento da
doenca, porém as linhagens predominantes foram LAM, S, T e X (26).

Sendo a TB a principal coinfec¢cdo em individuos com HIV, em nosso estudo
observamos uma proporcdo elevada de coinfeccdo TB/HIV, diferentemente da
caracteristica populacional do estado de Roraima, no qual apenas 8/72 (11,1%)
dos individuos eram infectados por HIV (13). O Brasil estd em primeiro lugar entre
0s paises da América do Sul em relacdo TB/HIV, seguido de México e Haiti (16).
Em um estudo epidemioldgico retrospectivo que avaliou 2161 pacientes com TB-
MDR e/ou RIF resistente foi observado que a infeccdo por HIV aumenta o risco de
resisténcia a RIF durante o tratamento de primeira linha da TB em até cinco vezes.
Nesse mesmo estudo, as linhagens de Mtb predominantes foram as Linhagens 2,
4, 3 e 1, respectivamente (27). Portanto,o individuo com imunodeficiéncia causada
por HIV pode ser infectado com qualquer linhagem de TB ja que M.tb é um patégeno
em constante interacdo com o sistema imunoldgico do hospedeiro (28).

Em relagéo a desfecho clinico, em nosso estudo foi observado que a maioria
dospacientes evoluiram para cura (33,3%) ou 6bito (26,9%). O Rio de Janeiro é o
estado com maior numero de casos de TB, depois do Amazonas, e o primeiro com
desfecho 6bito do pais, com incidéncia de 4,4 por 100.000 habitantes, superando a
taxa nacional (3). Em um estudo realizado na regido metrépolitana de Séo Paulo, a
cura foi de 53,8% e Obito em 22,5% dos 6.092 individuos com coinfecc¢édo TB/HIV,
no periodo de 2007 e 2015 (29). Recentemente, num estudo avaliou-se o0s
desfechos de tratamento de TB em 915 individuos, distribuidos entre as regifes
norte, nordeste e sudeste do Brasil, entre os anos de 2015-2019, e observou-se
gue 79% obtiveram sucesso no tratamento, 118 perda do follow-up, 44 tiveram falha
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no tratamento e o Obito acometeu 26 pacientes (30). Em nosso estudo o desfecho
favoravel a cura foi elevado, apesar da maioria dos individuos serem coinfectados
com TB/HIV.

O WGS foi importante para solucionar as discordancias entre as linhagens
determinadas por MIRU-VNTR e Spoligotyping, por ser uma técnica de maior
acuracia na deteccédo de genes especifico, como por exemplo 0s genes resisténcia
aos farmacos usados no tratamento da TB (31).

Além disso, € uma ferramenta que pode trazer beneficios no auxilio do
diagnoéstico da TB (32), ja que € capaz de identificar surtos com alta resolucéo
(33). Porém é uma técnica com custo elevado para a implantacdo numa rotina
laboratorial (34).

Por se tratar de uma pesquisa retrospectiva, nem todos os isolados foram
submetidos ao WGS por ter material insuficiente, prejudicando a analise mais
profunda de clusters. Apesar disso, a expectativa é que esses resultados
contribuam para estudos futuros, a fim de auxiliar para que a TB saia da lista de
problema de Saude Publica.

Este estudo demonstra que os gendtipos circulantes na Amazoénia brasileira
sdo semelhantes aos circulantes nas demais regifes do Brasil, mas destacam a
maior frequéncia da linhagem X em relagéo a outras regides do pais. Estes achados
ressaltam a importancia da vigilancia epidemiolégica constante dos isolados
circulantes para melhor compreensédo da dindmica de transmisséao, relacdo das
linhagens com gendtipos de resisténcia e coinfeccdo com o HIV e a necessidade
de aplicacao das técnicas de epidemiologia molecular da TB como ferramenta para
vigilancia epidemioldgica.
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4. LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Por se tratar de uma pesquisa retrospectiva, nem todos os isolados foram
submetidos ao WGS por ter material insuficiente, prejudicando a analise mais
profunda de clusters. Apesar disso, a expectativa é que esses resultados
contribuam para estudosfuturos, a fim de contribuir para que a TB saia da lista de
problema de Saude Publica.

Espera-se que apos a defesa de mestrado, o produto desta dissertacao seja
corrigido com o objetivo de publicacdo na revista cientifica Memadrias do Instituto

Oswaldo Cruz.

5. CONCLUSAO

Apesar do pouco numero de isolados sequenciados, foi possivel perceber
que o Amazonas possui genaétipos circulantes semelhantes aos de diversas regides
do Brasil. Porém, nota-se que a terceira linhagem mais comum nesta neste estudo
foi a Linhagem X, demonstrando que pode haver uma particularidade da
transmissao desse gendtipo na Amazoénia.

Em relacdo as mutacfes descritas, ndo foram encontradas nenhum perfil
anico da regido e o perfil de sensibilidade sensivel predominou entre os individuos.

Por fim, a integracdo de ferramentas moleculares no diagnéstico da TB é
importante para que a vigilancia da doenca seja mais eficaz, contribuindo para a

guebra de transmissao.
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1. OBJETIVO

Padronizar os procedimentos para o preparo e criopreservagao de espécimes respiratorios.

2. ALCANCE
Bioquimicos, técnicos e estagiarios do laboratdrio de Tuberculose da FMT-HVD envolvidos na

atividade.

3. DEFINIGAO DE SIGLAS

CBS — Cabine de Seguranga Bioldgica

°C — Graus Celsius

DTT- Dithiothreitol

EPI — Equipamento de Protecdo Individual

FLAB — Formulario do Laboratério

FMT-HVD - Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
N/A — Nao se Aplica

POP — Procedimento Operacional Padrao

UV - Luz Ultravioleta

4. RESPONSABILIDADES

A responsabilidade pela realizacdo da técnica e registros dos resultados € dos colaboradores
executores do procedimento, treinados, capacitados e autorizados pela geréncia de Tuberculose.

O responsavel técnico responde pelos procedimentos escolhidos, pela validagdo dos mesmos
e assegura a competéncia técnica dos executores.

Os documentos devem permanecer arquivados, sendo proibida a reproducao total ou parcial



deste sem autorizacdo da chefia do laboratorio.

5. DESCRIGAO DAS ATIVIDADES

5.1. Fundamento do Método
A criopreservacdao de materiais bioldgicos in natura permite a conservacdo de materiais
bioldgicos sem a perda de suas propriedades a longo prazo. O tratamento das amostras respiratorias

com o DTT promove a reducao da viscosidade do escarro, permitindo a liquefacdo da amostra e sua

distribuicdo em aliquotas para serem armazenadas a baixas temperaturas.

5.2. Materiais e Equipamentos

5.2.1 Materiais:

Tabela 1: Materiais necessarios para criopreservacdo de UMA amostra

Material Quantidade Finalidade
Alcool 70% 1 L|mApar_ os tubos e para desengordurar
as laminas
Se for amostra do estudo, vai precisar
Criotubo estéril 1% de no max. 5 criotubos e de etiquetas
do estudo.
Envelope grau (pequeno) 1 Descartar do material contaminado
Estar_wte para tubos de 3 Apoiar os tubos
ensaio
Gaze pequena 7,5 x 7,5 5 Limpar tubos, etc.
Hipoclorito 4% 1 Zromover a desinfecgao em caso de
erramamento
Forrar o campo de trabalho no interior
Papel absorvente 6 da CBS
Pincel permanente 1 Registrar cod., nimeros nos tubos
Pipeta sorologica de 1 ou 1 Transferéncia de material
2mL
Transferéncia de material (Somente se
Pipeta soroldgica de 5mL 1 for criopreservar amostras do projeto
Report)
Vasilha plastica 2 organizar material limpo e sujo

5.2.2 Reagentes:

Tabela 1: Reagentes necessarios para criopreservagao de UMA amostra




Reagentes Quantidade Finalidade

DTT -  Dithiothreitol

(Sigma, 43815) 1 Tratamento da amostra
Tampao PBS pH 7,4 1 Solubilizar o DTT (po)

5.2.3 Equipamentos:

e Agitador tipo Vortex
e Agitador tipo shaker
e CBS

e Refrigerador

e Pipetador automatico

e Crondmetro

5.3. Estabilidade
N/A

5.4. Critérios de Rejeicdo
e Amostras de diagndstico com volume inferior a 3mL
e Amostra identificada de maneira errada;
e Amostra ndo identificada;
e Amostra sem requisicao/mapa de trabalho;
e Amostra em recipiente inadequado;
e Amostra com volume transbordado ou vazado;

e Amostra com aspecto inadequado (restos alimentares, liquefeita).

5.5. Agao em Caso de Acidente

A conduta a ser adotada dependera do tipo de ocorréncia. Se houver contato dos olhos ou
pele com algum dos reagentes, lavar o local com agua abundante (em temperatura ambiente) por
no minimo 15 minutos. Caso haja derramamento de material bioldgico na area de trabalho, cologue
hipoclorito de sodio a 4% sobre o liquido derramado, cubra com papel toalha e ligue a ldampada UV
por 30 min. Evacue a area. Passado esse tempo, retorne ao ambiente limpando a area como habitual

e libere a area de trabalho. Comunicar imediatamente o supervisor ou chefia do laboratério.

5.6. Biosseguranga



E obrigatorio o uso de EPI (mdscara N95, luvas, avental, propé, gorro). Este procedimento

deve ser realizado em uma CSB, classe II B2 em laboratério nivel 2.

5.7. Procedimentos gerais

5.7.1 Antes de iniciar a criopreservagao:

a)

b)

d)

e)

Verificar quais amostras deverao ser criopreservadas. Todas as amostras do projeto RePORT
deverdo ser criopreservadas nas 24h que se sucedem a coleta.
Preparo solucdo de DTT 0,1%:
Pesar 0,01g de p6 de DTT.
Dissolver em 10mL de tampao PBS pH7.4, previamente aliquotado em tubo cénico de
15mL, e homogeneizar a solugao.
Identifique o tubo e coloque a data de preparo. Armazenar sob refrigeracao de 2 a
80C . Utilizar a solugdao em até 48h.
Na bancada, com o auxilio de um pincel permanente, identificar o criotubo com o nimero da
requisicao de exame e a data do procedimento. No caso de amostras do projeto RePORT as
etiquetas que identificam os criotubos sao exclusivas do estudo, nao marca-los com pincel.
Localizar as etiquetas (4 aliquotas) de acordo com o PID e o més da visita de estudo.
Preparar a CBS-02 com os materiais necessarios para realizacao do procedimento.
Retirar a amostra do refrigerador e colocar sobre a bancada previamente limpa com alcool
70%. A amostra e a solucdo de DTT 0,1% devem estar a temperatura ambiente no momento
do procedimento.
ATENCAO: Caso a amostra ainda ndo tenha sido processada (isto &, realizada cultura) deve-
se transferir para um tubo coOnico estéril o volume necessario para realizacdo da
criopreservacio e devolver, O MAIS RAPIDO POSSIVEL, o pote da amostra para o
refrigerador. Antes, porém, com o auxilio de um pincel, escrever no pote da amostra “crio
ok”, sinalizando para equipe que ja foi retirado a aliquota para criopreservacdo do material.

Realizar procedimento de transferéncia na CSB.

5.7.2. Tratamento do material bioldgico:

a)

b)

Filtrar a solugdo de DTT 0,1% (ver orientacao de preparo no item 5.7.1) com membrana
filtrante (0,22um) acoplada a uma seringa 3 ou 5mL: Puxar o conteldo a ser filtrado com a
seringa, acoplar o filtro a seringa e filtrar a solugdo, transferindo-a para um criotubo de 2mL.
Com o auxilio de uma pipeta soroldgica estéril de 1 ou 2mL, medir o volume de amostra a
ser tratado. Desprezar a pipeta. Usando uma nova pipeta acrescente o volume de DTT

apropriado. P.ex.: Se o volume de amostra é de 2mL a quantidade apropriada da solucdo de



c)
d)

e)

DTT é 200uL. Dessa forma a concentracdo final de DTT no material sera de 0,01%. A solugao
de DTT pode ser adicionada no proprio pote da amostra.

Homogeneizar a amostra em agitador tipo vortex (20 segundos).

A seguir submeter a amostra a agitacdo automatica (shaker) a 60 rpm (20 min).

Apds esse tempo, com o auxilio de uma pipeta soroldgica estéril de 2 ou de 5mL, transferir
500uL da amostra tratada para o criotubo. Caso a amostra seja do projeto Report, fazer no
minimo 2 aliquotas para visita basal e no maximo 5. Amostras de acompanhamento de

tratamento podem ser ou ndo criopreservadas, vai depender do volume total recebido.

ATENGCAO: OS PROCEDIMENTOS DESCRITOS NOS ITENS ACIMA (LETRAS A,B, C,D,E) SO

PODERAO SER REALIZADOS DENTRO DA CSB.

9)

h)

),

Fora da CSB, selar as tampas com parafilm e organizar a (s) aliquota(s) em criobox. Comece
a guardar as aliquotas a partir da primeira célula localizada no canto superior esquerdo
colocando as amostras na posicao 1 da primeira fileira horizontal, organizando-as da
esquerda para direita (zigue-zague) até a Ultima posicdo. Passar uma liga para evitar que a
caixa se abra durante o transporte.

No caso de amostras do projeto Report as aliquotas deverao ser organizadas em caixas
proprias do estudo. Essas caixas deverao ser identificadas com duas etiquetas (verdes) em
dois lados (paredes) opostos da caixa e uma etiqueta (verde) no centro da superficie exterior
da tampa da caixa (observar caixa espelho disponivel no laboratdrio). Em caso de duvidas,
consultar o Manual do Laboratério do Projeto para informagbes quanto a organizagao das
aliquotas dentro de cada caixa.

Transportar as aliquotas em caixa apropriada com gelo até o freezer -80°C.

No caso de amostras do projeto Report as caixas contendo as aliquotas serdo armazenadas
no freezer -80°C, localizado no Lab. Multidisciplinar até o momento do transporte para o
biorrepositorio.

Realizar o registro da atividade no mapa de trabalho proprio do estudo, no caso das amostras

do projeto.

5.8. Controle de Qualidade:

5.8.1 Controle de qualidade interno

N/A

5.8.2 Controle de qualidade externo

N/A



6. FORMULARIOS
Formulario de Controle da Producdo de Tampao pH=7.4 (FLAB0O5)
Formulario de Controle da Producdo de DDT 0,1% (FLAB043)

7.ANEXOS
N/A
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1. OBJETIVO

Inativar cepas de do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) através de termobloco.

2. ALCANCE
Bioguimicos, técnicos e estagiarios do laboratdrio de Tuberculose da FMT-HVD envolvidos na

atividade.

3. DEFINICKO DE SIGLAS
CBS — Cabine de Seguranca Bioldgica

cMTB — Complexo Mycobacterium tuberculosis

mL — mililitro
N/A — Nao se Aplica
ML — microlito

4. RESPONSABILIDADES

A responsabilidade pela realizagdo da técnica e registros dos resultados é dos colaboradores
executores do procedimento, treinados, capacitados e autorizados pela geréncia de Tuberculose.

O responsavel técnico responde pelos procedimentos escolhidos, pela validagdo dos mesmos
e assegura a competéncia técnica dos executores.

Os documentos devem permanecer arquivados, sendo proibida a reproducao total ou parcial
deste sem autorizacdo da chefia do laboratorio.
5. DESCRICRO DAS ATIVIDADES



5.1. Fundamento do Método
E importante realizar a inativacio de cepas do cMTB para o manejo mais seguro do

microorganismo, afim de diminuir o risco de contamig
5.2. Materiais e Equipamentos

5.2.1 Materiais:
e Pipeta automatica 1 mL;
e Pipeta automatica 500 pL;
e Ponteiras 1mL;

e Ependorff com tampa e resistente ao calor.

5.2.2 Reagentes:

e Agua ultrapura esterilizada do tipo Milli-Q.
5.2.3 Equipamentos:

e CBS;

e Termobloco.

5.3. Estabilidade
N/A

5.4. Acao em Caso de Acidente

A conduta a ser adotada dependerd do tipo de ocorréncia. Se houver contato com os olhos
ou pele com algum dos reagentes, lavar o local com agua abundante (em temperatura ambiente)
por no minimo 15 minutos. Caso haja derramamento de material bioldgico na area de trabalho,
colocar hipoclorito de sdédio a 4% sobre o liquido derramado, cubra com papel toalha e ligue a
ldmpada UV por 30 min. Evacue a area. Passado esse tempo, retorne ao ambiente limpando a area
como habitual e libere a area de trabalho. Comunicar imediatamente o supervisor ou chefia do

laboratorio.

5.5. Biosseguranga
E obrigatdrio o uso de EPI (mascara N95, luvas, avental, gorro). Este procedimento deve ser

realizado em uma CSB, classe II B2 em laboratério nivel 3.



5.7. Procedimentos gerais

1- Retirar uma alga cheia do crescimento bacteriano em meio sdlido e colocar em um ependorff
contendo 500 (I de 4gua ultrapura esterilizada;

2- Se for utilizar cultura em meio liquido, transferir 1,5 ml da cultura em um ependorff esterilizado,
centrifugar a 12.000 x g por 5 minutos e ressuspender o sedimento em 100 (1 de dgua purificada
do tipo Milli-Q esterilizada;

3- Aquecer por 20 minutos a 99°C em termobloco localizado dentro da CSB.

4- Congelar a -20°C. No momento de uso, descongelar, centrifugar brevemente e usar 5 (I do

sobrenadante.

6. ANEXOS
N/A

7. REFERENCIAS
1. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigildncia em Salde. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e
outras Micobactérias. 12 Edicao — 2008. Brasilia, DF 2008.
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7. OBIETIVO

Extrair DNA cromossomial de cepas de micobactérias.

8. ALCANCE
Bioguimicos, técnicos e estagiarios do laboratdrio de Tuberculose da FMT-HVD envolvidos na

atividade.

9. DEFINIGAO DE SIGLAS
CBS — Cabine de Seguranga Bioldgica
Cmtb — Complexo Mycobacterium tuberculosis
MI — mililitro
N/A — Nao se Aplica

M| — microlito

4. RESPONSABILIDADES

A responsabilidade pela realizagao da técnica e registros dos resultados é dos colaboradores
executores do procedimento, treinados, capacitados e autorizados pela geréncia de Tuberculose.

O responsavel técnico responde pelos procedimentos escolhidos, pela validagdo dos mesmos
e assegura a competéncia técnica dos executores.

Os documentos devem permanecer arquivados, sendo proibida a reproducao total ou parcial

deste sem autorizacao da chefia do laboratorio.

10. DESCRIGCAO DAS ATIVIDADES

5.2. Materiais e Equipamentos



5.2.1 Materiais:
Enperndorff;

e Pipeta automatica 1MI;
e Pipeta automatica 10 pL;
e Estante de apoio para ependorff

e Abridor de tampa de ependorff.

5.2.2 Reagentes:
e Solugdo TE 1X;
e Proteinase K;
e SDS 10%;
e NaCl 5M;
e CTAB/NaCl

e Cloroférmio;

e Etanol absoluto gelado.

5.2.3 Equipamentos:

e CBS;

e Termobloco;
e Freezer;

o \ortex;

e Termobloco;

5.3. Estabilidade
N/A

5.4. Acao em Caso de Acidente

A conduta a ser adotada dependera do tipo de ocorréncia. Se houver contato com os olhos
ou pele com algum dos reagentes, lavar o local com agua abundante (em temperatura ambiente)
por no minimo 15 minutos. Caso haja derramamento de material bioldgico na area de trabalho,
colocar hipoclorito de soédio a 4% sobre o liquido derramado, cubra com papel toalha e ligue a
ldmpada UV por 30 min. Evacue a area. Passado esse tempo, retorne ao ambiente limpando a area

como habitual e libere a area de trabalho. Comunicar imediatamente o supervisor ou chefia do

laboratorio.

I



5.5. Biosseguranga
E obrigatdrio o uso de EPI (mascara N95, luvas, avental, gorro). Este procedimento deve ser
realizado em uma CSB, classe II B2 em laboratério nivel 3.

5.7. Procedimentos gerais

ANTES DE COMECAR:
Ligar o banho a 37°C

Colocar o Etanol Absoluto no Freezer

1- Em um ependorff de 2MlI, pipetar 567 pL de TE 1x;

1-  Adicionar ao ependorff o maximo de colonias possivel;

2- Adicionar 3 pL de Proteinase K (10mg/MI) e 30 uL de SDS 10%. Vortexar bem e por pelo
menos 1 minuto (Passo muito importante!);

3- Incubar em banho seco por 1 hora a 37°C (aqui a solucdo se torna clara, viscosa e ocorre a
inativacdao da cepa);

4- Retirar os tubos do banho e ajustar a temperatura para 65°C

5- Adicionar 100 pL de NaCl 5M e 80 pL de CTAB/NaCl e vortexar bem;

6- Incubar por 10 minutos a 65°C;

7- Pipetar 750 uL de Cloroférmio, vortexar bem e centrifugar por 5 minutos em velocidade
maxima;

8- Transferir o sobrenadante para um ependorff de 1,5M| (cuidado para nao deslocar a

pelicula que divide o sobrenadante da sujeira):

9- _Adicionar 450 pL de etanol absoluto GELADO e mexer o tubo para precipitar o DNA (Aqui
é possivel enxergar o DNA);

10- Centrifugar por 5 minutos em velocidade maxima;

11- Descartar o sobrenadante e dar leves batidinhas em um papel absorvente para retirar o
maximo possivel do etanol. Depois disso, deixar os tubos virados apoiado no papel para que
mais etanol seja absorvido;

12- Secar por 10 minutos a 70°C com a tampa do tubo aberta.

13- Ressuspender o DNA em 100 pL de 4gua ultra pura caso o pellet esteja visivel. Se o pellet
nao estiver visivel, ressuspender em 50 pL;

14- Incubar por 10 minutos a 70°C. Depois, quantificar.

Observacao: se usar o termobloco para inativacdao de DNA, é necessaria a realizacdo dos
passos 6 ao 15 da extracao por CTAB/NaCl para a obtencdo de um DNA mais puro e livre

de interferéncias.



6. ANEXOS
N/A

7. REFERENCIAS

1. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Salde. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e
outras Micobactérias. 12 Edigdo — 2008. Brasilia, DF 2008.

2. Embden JANDAVAN, Cave MD, Crawford JT, Dale JW, Eisenach KD, Gicquel B, et al.

Strain Identification of Mycobacterium

tuberculosis

by DNA Fingerprinting:

Recommendations for a Standardized Methodology. Clin Microbiol. 1993;31(2):406-9.
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1. OBJETIVO

Padronizar a técnica de genotipagem do cMTB no laboratorio.

2. ALCANCE

Bioquimicos, técnicos e estagiarios do laboratdrio de Tuberculose da FMT-HVD envolvidos na

atividade.

3. DEFINIGAO DE SIGLAS
CBS — Cabine de Seguranca Bioldgica

cMTB — Complexo Mycobacterium tuberculosis

mL — mililitro

N/A — Nao se Aplica

ML — microlito

4. RESPONSABILIDADES

A responsabilidade pela realizagao da técnica e registros dos resultados é dos colaboradores

executores do procedimento, treinados, capacitados e autorizados pela geréncia de Tuberculose.

O responsavel técnico responde pelos procedimentos escolhidos, pela validacao dos mesmos

e assegura a competéncia técnica dos executores.

Os documentos devem permanecer arquivados, sendo proibida a reproducao total ou parcial

deste sem autorizacdo da chefia do laboratorio.

5. DESCRIGAO DAS ATIVIDADES

5.2. Materiais e Equipamentos




5.2.1 Materiais:
Enperndorff;

e Pipeta automatica 1mL;
e Pipeta automatica 10 pL;
e Estante de apoio para ependorff

e Abridor de tampa de ependorff.

5.2.2 Reagentes:
e Solugdo TE 1X;
e Proteinase K;
e SDS 10%;
e NaCl 5M;
e CTAB/NaCl

e Cloroférmio;

e Etanol absoluto gelado.

5.2.3 Equipamentos:

e CBS;

e Termobloco;
e Freezer;

o \ortex;

e Termobloco;

5.3. Estabilidade
N/A

5.4. Acao em Caso de Acidente

A conduta a ser adotada dependera do tipo de ocorréncia. Se houver contato com os olhos
ou pele com algum dos reagentes, lavar o local com agua abundante (em temperatura ambiente)
por no minimo 15 minutos. Caso haja derramamento de material bioldgico na area de trabalho,
colocar hipoclorito de soédio a 4% sobre o liquido derramado, cubra com papel toalha e ligue a
ldmpada UV por 30 min. Evacue a area. Passado esse tempo, retorne ao ambiente limpando a area

como habitual e libere a area de trabalho. Comunicar imediatamente o supervisor ou chefia do

laboratorio.

I



5.5. Biosseguranga
E obrigatdrio o uso de EPI (mascara N95, luvas, avental, gorro). Este procedimento deve ser
realizado em uma CSB, classe II B2 em laboratério nivel 3.

5.7. Procedimentos gerais

5.7.1. Preparacao Mix PCR-MIRU

Nesta etapa deve-se preparar solucdo suficiente para 12 amostras, seguindo a distribuicao dos

primers para a obtengdo de um volume final de 18 pl por amostra:



Mix 1 2 3 4 5 6 7 8
MIRU 4 MIRU 10 VNTR 42 VNTR 47 QUB-11b MIRU 2 MIRU 20 VNTR 46
Loci: MIRU 26 MIRU 16 VNTR 43 VNTR 52 1955 MIRU 23 MIRU 24 VNTR 48
MIRU 40 MIRU 31 ETR-A VNTR 53 QUB-26 MIRU 39 MIRU 27 VNTR 49
Master Mix 10 10 i 10 pl 10 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Prime 1 0,4 ul 0,4 pl 0,4 i 0,4 pl 0,4 0,4 0,4 pl 0,4 pl
Prime 1 M 0,4 ul 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl
Prime 2 0,4 ul 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl
Prime 2 M 0,4 ul 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl 0,4 pl
Prime 3 0,4 ul 0,4 pl 0,4 ul 0,4 pl 0,4 ul 0,4 0,4 pl 0,4 pl
Prime 3 M 0,4 ul 0,4 pl 0,4 ul 0,4 pl 0,4 ul 0,4 0,4 pl 0,4 pl
Agua 56 ul 5,6 ul 5,6 5,6 ul 5,6 5,6 5,6 ul 5,6 ul




Apds a distribuicao de todos os primers nas estripes, adicionar 2 ul da amostra e levar ao amplificador. Estas etapas devem ocorrer com bastante

cuidado e atengdo para que nao haja contaminagao dos primers.

Exemplo de como deve ser feita a distribuicdo de MIX e DNA:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

MIX | 18pl | 18yl | 18pl | 18ul | 18pl | 18yl | 18yl | 18pl | 18yl | 18pl | 18yl 18 i

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul

2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2

DNA




5.7.2. Desnaturacao

Depois que as amostras sairem do amplificador pipetar 180 pl de MQ para diluir o DNA e se

livrar de impurezas.

Preparar um mix de Formamida e LIZ nos seguintes volumes para cada amostra:

Formamida ‘ 8,5 ul
LIZ ‘ 0,5 ul
1- Distribuir 9 pl desse mix e 1 pl de DNA nos pogos;

2- Colocar a septa com o cuidado de ndo tocar na parte interior;

3- Dar spin e levar ao amplificador por 5 minutos a 95°C;

4- Apds esse tempo, deve-se colocar a placa imediatamente no PCR cooler, previamente
congelado. Deve-se verificar com antecedéncia se a placa esta realmente congelada para

que as fitas ndo voltem a se juntarem.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

M. Liz 9 ul 9 ul 9 ul 9 ul 9 ul 9 ul ol 9 ul 9 ul 9 ul ol 9 ul
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1ul
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1ul
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1l

DNA 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1ul
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1l
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1yl 1l
1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1ul 1yl 1ul
1yl 1yl 1yl 1yl 1l 1l 1l 1l 1l 1l 1l 5 u




5.7.3. Sequenciamento

Apds todos os passos acima, levar as amostras ao sequenciador e analisar os resultados

posteriormente.

Todos os processos devem ser realizados com bastante cuidado e atengao para que nao haja

nenhum tipo de interferéncia nos futuros resultados.

Nunca se esqueca de dar spin nas amostras para que elas possam ocupar o fundo do tubo,

para facilitar na corrida do amplificador e sequenciador, e também para diminuir aerossois e

possiveis contaminagées.

6. ANEXOS
N/A

7. REFERENCIAS

1. Supply P, Allix C, Lesjean S, Cardoso-Oelemann M, Risch-Gerdes S, Willery E, Savine E, de Haas
P, van Deutekom H, Roring S, Bifani P, Kurepina N, Kreiswirth B, Sola C, Rastogi N, Vatin V,
Gutierrez MC, Fauville M, Niemann S, Skuce R, Kremer K, Locht C, van Soolingen D. Proposal for
standardization of optimized mycobacterial interspersed repetitive unit-variable-number tandem
repeat typing of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. 2006 Dec;44(12):4498-510. doi:

10.1128/ICM.01392-06. Epub 2006 Sep 27. PMID: 17005759; PMCID: PMC1698431.
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