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BANDEIRA, Manuel, 1967.



RESUMO

No Brasil, séo registrados por ano cerca de 71c@86s novos de tuberculose (TB), com um
coeficiente de incidéncia de 36,7 casos/100 miithates e 4.600 oObitos, classificando o pais
em 16° lugar entre os 22 paises com 80% da cardaetgga no mundo. Em Minas Gerais no
ano de 2007 foram identificados 4.810 casos noeo§RIcom coeficiente de incidéncia de
25 casos/100 mil habitantes e 276 Obitos. Nesterimenconhecer as caracteristicas
epidemioldgicas da doenca e a diversidade gendtisasolados clinicos dd. tuberculosis
pode ser util na informacéo sobre a origem e asmn&gsao de cepas circulantes. Técnicas
moleculares dgenotipagem do DNA dM. tuberculosigem sido amplamente aplicada para
a investigacdo das relagbes epidemioldgicas emescde tuberculose desde a década de
1990, como o Polimorfismo de Comprimento de Fradosede Restricdo (RFLP-IS6110 —
Restriction Fragment LengtRolymorfism) que revolucionou os estudos sobramstnissao
de M. tuberculosise 0 Numero Variavel de Repeticbes em Sequéncinidades Repetitivas
Intercaladas de Micobactérias (VNTR-MIRWariable Number Tandem Repeat -
Mycobaterial Interspersed Repetitiignits). Os prinicipais objetivos desse estudo foram:
Genotipar cepas dd. tuberculosissoladas de pacientes diagnosticados como casos de

TB e avaliar a sua variabilidade genética; anabsaerfil de casos de TB em Minas Gerais de
acordo com caracteristicas sociodemograficas,cel$ne laboratoriais; comparar o grau de
similaridade entre as cepasMetuberculosiaitilizando as técnicas RFLP e MIRU; avaliar os
dados clinico-demograficos entre pacientes comscefmaM. tuberculosisresistentes ou
sensiveis aos farmacos considerados como casos mowo perfil molecular dos bacilos.
Avaliar a presenca de vinculo epidemiolégico nososade cepas d®l. tuberculosis
caracterizadas comduster Os métodos para atingir esses objetivos e ostades foram
apresentados em dois artigos originais resumidesgair. Artigo Original 1: Analisar o
perfil da TB em Minas Gerais/Brasil, segundo aac®risticas sociodemograficas, clinicas,
laboratoriais, comorbidades e mortalidade, duranfeeriodo de 2002 a 2009. Trata-se de
estudo epidemioldgico, descritivo, com levantamet¢o dados dos casos notificados no
Sistema de Informacdo de Agravos de NotificacAdABl) e Sistema de Informacgao de
Mortalidade (SIM), no periodo de 2000 a 2009. Foratificados 47.285 casos de TB nesses
anos, com média de incidéncia 22,3/100 mil hal@sg maior frequiéncia foi na faixa etaria
de 20 a 49 anos (62,4%), sexo masculino (67,0%gixalescolaridade (18,5%). Os casos
novos representaram 84,3%, a recidiva 5,7%, ressgrapdés abandono 5,7% e Tratamento

Supervisionado Diretamente Observado (DOTS) 21f88tam registrados percentuais 66,2;



11,2; 0,2; e 12,9 de cura, abandono do tratamérBomultirresistente e a mortalidade
respectivamente. Os exames de baciloscopia e @uli@o foram solicitados em 26,1% e
87,1% dos casos, respectivamente. O radiogramarabe fioi realizado em 90,5%. A forma
pulmonar teve maior proporcao (83,9%). Em relacGocamorbidades foi observado o
alcoolismo em 15,0% dos casos notificados, o \Weugmunodeficiéncia Humana em 8,4% e
o Diabetes mellitugm 3,7%. A incidéncia de casos novos, o abandonmrtalidade por TB
sao elevados, as comorbidades séo relevantesxame® bacteriologicos ndo séo realizados
adequadamente para o diagnostico da TB. E neamsséri trabalho multiprofissional,
ampliacdo da estratégia DOTS e conhecimento dabdistio da doenca no estado com
melhoria e associa¢cédo dos bancos de dados do SIMAN, para se ter melhor controle da
TB em Minas GeraisArtigo Original 2 : A genotipagem de DNA ddl. tuberculosistem
sido amplamente aplicada para a investigacao dasdes epidemioldgicas entre casos de
TB, em varios paises desde de que técnicas dgetipalo DNA foram desenvolvidos na
década de 1990 tais como o polimorfismo de comprimée fragmentos de restricdo (RFLP-
IS6110 —Restriction Fragment Length Polymorfism o nimero variavel de repeticbes em
sequéncia — Unidadespetitivas intercaladas de micobactérias com 22 cus (MIRU-
VNTR —Variable Number Tandem Repeat — Mycobacterial sftersed Repetitive UnjtsA
aplicacdo desses métodos tem avancado significaivi@ o0 conhecimento sobre a
transmissao e/ou propriedades patogénicas impestalats micobactérias e fornece novas e
poderosas ferramentas para combater e protegeaamencas causadas por esses patdgenos.
Este estudo objetivou genotipar as cepas Me tuberculosisisoladas de pacientes
diagnosticados como casos novos de tuberculose ieasNEerais e comparar 0s resultados
das técnicas de RFLP-IS6110 e MIRU-VNTR Idzi. Trata-se de estudo transversal
retrospectivo com analise de cepadwduberculosissoladas de casos novos de TB no ano
de 2007 em Minas Gerais, utilizando-se as técnicakeculares RFLP-IS6110 e MIRU-
VNTR para analisar o poder discriminatério, conéoaas, similaridade e formacao de
cluster entre essas técnica€epas com padrdo de RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR com
similaridade superior 85% foram considerados danmadamilia.Das amostras, 32,3% foram
similares pelo RFLP-1S6110 e 50,9% pelo MIRU-VNT®Rnivel de discriminacdo dos dois
métodos nao diferiram substancialmente: RFLP-1S6&30ltou em 191 padrdes distintos em
comparagao com 176 no MIRU-VNTR. A concordanciabglp definida como isolados de
perfis Unicos ou identicamente distribuidos em gsupor ambos os métodos, foi de 87,7%%
(179/204), sendo considerados 171 como perfis arecd isolados ermluster. Dos restantes
25 casos, 2,5%% (5/204) casos foram agrupados sypemeRFLP-1S6110 e 9,8% (20/204)



apenas por MIRU-VNTR. A taxa ddusterdo RFLP-IS6110 também foi menor que a do
MIRU-VNTR, sendo 3,2% e 4,3% respectivamente. Ag&b epidemioldgica entre as cepas
agrupadas foi confirmada em quatro pacientes (3I@@RFLP-IS6110 em comparacdo com
14% no MIRU-VNTR.Concluimos que poucos isolados foram semelha@t&s=LP-1S6110

mostrou-se altamente discriminatorio podendo sadausem Minas Gerais. A comparagao
entre as duas técnicas mostrou poder discrimimatiiRFLP-1S6110 ligeiramente superior

ao MIRU-VNTR e teve maior relacao epidemiologicamgo o<lustersforam analisados.

Palavras - chave:Epidemiologia Molecular, tuberculose, RFLP-IS61I¥0RU-VNTR.



ABSTRACT

In Brazil, are registered for year about 71.000 neNverculosis cases, with incidence
coefficient of 36.7 cases/100mil inhabitants ar@D@.deaths, being the country in 16° place
between 22 countries with 80% of load of the disgasthe world. In Minas Gerais in 2007
year were identified 4.810 new tuberculosis caséh wan incidence coefficient of 25
cases/100mil inhabitants and 276 deaths. At thesescknow about disease epidemiological
characteristics and the genetic diversitylyfcobacterium tuberculosinical isolates can be
useful for information about circulating strainggim and transmission. Molecular techniques
of DNA M. tuberculosis genotyping has been very used fudeeniologic relations
investigation between tuberculosis cases since H@@ade, afRkestriction Fragment Length
Polymorfism - RFLP-IS6110, thatevolutionized the studies about M. tuberculosis
transmission and theé/ariable Number Tandem Repeat — Mycobaterial |persed
Repetitive Units — MIRU-VNTR. The main objectives of this study were: Genotype
Mycobacterium tuberculosistrains isolated of patients diagnosed as new T&sand
evaluate the genetic variability of these straisalyze the profile of TB cases in Minas
Gerais according with sociodemographic, clinicatl daboratorial characteristics. Compare
the similarity degredetweenM. tuberculosisstrains using RFLPIS6110 and MIRU-VNTR
techniques. Evaluate clinical-demographics datavéen patients witiv. tuberculosisstrains
resistant or sensitivie relation at drugs considered as new cases anthahillus molecular
profile. Evaluate presence of epidemiological bandcases ofM. tuberculosisstrains
characterized as clust@ihe methods for have these objectives and thetsesere submitted
in two original articles resumed as follo@riginal Article 1: Analyze the tuberculosis (TB)
profile in Minas Gerais/Brazil, according sociodegraphic, clinical, laboratorial,
comorbidities and mortality characteristics durthg 2002 to 2009 periodpidemiological,
descriptive study, with lifting of data of notifiethses in Information System of Notifiable
Diseases (SINAN) and System of Mortality Informati&IM), in 2000 to 2009 period. It was
notified 47.285 TB cases in the years studied, withaverage of incidence 22,3 /100 mil
inhabitants. The biggest frequency was from agg0ab 49 years (62,4%), male (67,0%) and
low schooling (18,5%). The new cases representé@¥8), the relapse (5,7%), reentry after
abandonment (5,7%) e DOTS (21,8%). The cure wa2¥ep treatment abandon (11,2%),
TB multirresistance (0,2%) and mortality of (12,9%he baciloscopy exams and culture
were requested in 26,1% and 87,1% of the casegectgely. The chest radiogram was
performed in 90,5%. The pulmonary form had higharidence (83,9%). In relation of

comorbidities were observed the alcoholism in (¥9,0of notified cases, the Human



Immunodeficiency Virus in (8,4%) and Diabetes medl in (3,7%). The new cases
incidence, the abandonment, the TB mortality agh hithe comorbidities are relevant and the
bacteriological exams are not accordingly perforni@d TB diagnostic. It is necessary a
multiprofessional study, treatment magnificatioredily observed (DOTS) and knowledge of
the disease distribution in state with improvemantl association with data bank SIM e
SINAN, to have better TB control in Minas Gerdisiginal Article 2 : The genotyping oi.
tuberculosishas being broadly applied for epidemiological tielas investigation between
tuberculosis cases, in many countries since thaf Ding techniques werdevelopedin
1990 decade as the Restriction Fragment Length PolymorfismRFLP-1S6110 and the
Variable Number Tandem Repeat — Mycobacterial stersed Repetitive Units MIRU-
VNTR withl2 and 24 locus. The application of thesethods has highly advanced the
knowledge about the transmission and/or importathggenic properties of mycobacterial
and provides new and powerful tools to combat anndept against diseases caused for this
pathogens. This study has as objective genoypéuberculosisstrains isolatedf patients
diagnosed as new TB cases in Minas Gerais and centipa RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR
12 loci techniques results. It is a retrospectiv@ngversal study with analyses bf.
tuberculosisstrains isolated from new TB cases in 2007 in Mi@&sais, using molecular
techniques RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR to analyze timailarity, the discriminatory power,
concordances and clustErmation between these techniques. Strains withARIS6110 e
MIRU-VNTR profile with similarity superior to 85% &re considered of the same family.
From samples, 32,3% were similar IRFLP-IS6110 and 50,9% by MIRU-VNTR. The
discriminatory levels of the two methods don't difsubstantially: RFLP-1S6110 resulted in
191 distinct profiles in comparison with 176 by MUR/NTR. The global concordance,
defined as isolates of unique profiles or identcdistributed in groups for both methods,
was 87,7% (179/204), being considefiéd. as unique profiles and 8 isolates in clustesm
remaining 25 cases, 2,5%(5/204) cases were groopgd by RFLP-1S6110 and 9,8%
(20/204) only by MIRU-VNTR The RFLP-IS6110 clustexx was also smaller than the
MIRU-VNTR, being 3,2% and 4,3% respectively. Thédemiological relation between the
groupedstrains were confirmed in 4 patients (31%) in REEB110 in comparison with 14%
in MIRU-VNTR We concluded that few isolates werengar. The RFLP-1S6110 showed
highly discriminatory being to be used in Minas &@er The comparisons betwee
techniques showed the RFLP-1S6110 discriminatorygrdightly superior to MIRU

and have higher epidemiological relation when tsters were analyzed.

Keywords: Molecular Epidemiology, tuberculosis, RFLP-IS61MRU-VNTR.
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1 CONSIDERAGOES INICIAIS

Uma doenca que acompanha a humanidade, assimdena $iistoria da tuberculose (TB).
Existem indicios de TB 6ssea em esqueletos do deeriwolitico (9000 a 3000 a.C.)
encontrados na Alemanha e também em mumias do AlEgjto. Descricdes sobre as
manifestacbes da doenca existem desde a Antigyigadicularmente entre os gregos. A
responsabilidade pela morte de milhares de pediseakeu o titulo no século XVIII de Peste
Branca.

Mesmo com o avanc¢o da ciéncia e o passar dos temp@sé nos dias atuais considerada
como a doenca infectocontagiosa que causa o mameno de 6bito em adultos no mundo.
Estima-se que 1/3 da populacdo mundial estejatadacpelo bacilo e que a cada ano faz
adoecer 9 milhdes de pessoas e matar 1,4 milh@eBrasil, ocorrem cerca de 71.000 novos
casos da doencga e 4.600 ébitos por ano, classificarpais em 16° lugar entre os 22 paises
com 80% da carga de TB no muAdBigura -1).

==

&

°  Estimated new
TB cases (all forms)

y per 100 000 population LI
T o '
[ 25-49

I s50-149

B 150-299 %
=300 5 &
[ Noestimate

[ Not applicable

Figura — 1 Estimativa de Incidéncia de TB no Muedo2011.
Fonte: Global Tuberculosis Report; 2012 — WHO

1 - Museu digital da tuberculose [home Page orirttegnet]. Sdo Paulo: Sociedade Paulista de Pnegiaok
Tisiologia. [updated 2011 Jan 23; cited 2011 Agp Abailable from: <httpwww.sppt.org.br>.

2 - World Health Organization. Global TuberculdBisport WHO, 2012;1:3-24.
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Foram notificados em Minas Gerais (MG) no ano d@72@.810 casos novos de TB com
coeficiente de incidéncia de 25 casos/100 mil habkas. O coeficiente de mortalidade por TB
foi de 1,4 /100 mil habitantes. O percentual dea@mntre os casos novos foi de 56% e o de
abandono de tratamento de 7,2%. Em moradores aeHB®izonte no mesmo ano, foram
notificados 828 casos novos com uma taxa de incidé&te 34/100 mil habitantes e 38 6bitos
por TB com taxa de mortalidade de 1,6/100 mil fzadtés. Cerca de 50% dos casos ainda séo
descobertos em hospitais, servicos de urgénciabellatarios de referéncia. A taxa de cura
obtida em 2007 foi de 62,9% e a de abandono danteito de 13,9%. Em 2012 foram
identificados em MG 3.643 casos novos com mortdédde 0,8/100 mil habitantes e 203
(5,57%) casos de abandono de tratanfento

Nos ultimos anos, o Ministério da Saude tem sergafio para controlar a TB no Brasil,
tendo trés bases importantes: diagnosticar pelooméi®% dos casos esperados; tratar
corretamente 100% dos casos diagnosticados e pei@amenos 85% dos mesmos; além de
manter o abandono de tratamento em percentuaiglecaos aceitaveis de até 8%

A ocorréncia de micobactérias multirresistente MBR) e micobactérias extensivamente
resistente (TB-XDR) séo resultantes do uso inadimaes medicamentos e de sua elevada
transmissdo em locais fechados (hospitais, prisisas para pessoas idosas ou albergues
para indigentes), onde usualmente ndo ha cuidadeguados de biosseguranca e maior
chance de transmissdo. Tao importante quantoanteaitto e a descoberta de novos casos é o
estudo epidemiolégico da cadeia de transmissaoBdgqu€ pode ser realizado com técnicas
de biologia molecular, nos diferentes cenariosadge epidemiologicos: na comunidade ou

em ambientes fechados, como hospitais, prisddseegaies.

3 - Brasil. Ministério da Salde. SINANWEB. Dispogiivem: <http:www.sinanweb.gov.bp. Acesso em: 13
abril. 2013.

4 - Brasil. Ministério da Saude. Uma Proposta degracédo -MS/SVS Ensino Servigo2002; 5: 17-66.
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Com o objetivo de verificar a semelhanca entreegge responsaveis pela infec¢ao ldor
tuberculosise estudar a cadeia de transmissdo, as técnicascuteoks tiveram grande
desenvolvimento apds o0 sequenciamento completo esmnga da cepa de referéncia e
patogénicaVl. tuberculosisH37RV. O M. tuberculosisapresenta em torno de 4,5 milhdes de
pares de base (pb), contém cerca de 4.000 gertes) @lto contéudo de guanina (G) e
citosina (C), aproximadamente 65,6%0 genoma ddVl. tuberculosisé expressivamente
homogéneo em todo o mundo tendo poucas substitugifaciosas nos nucleotideos. Estas
substituicbes encontradas no genoma sao resposispEei mutacdes que resultam em
resisténcia aos farmacos

No ComplexaM. tuberculosisem razao da proximidade genética das subesgécias grau
de polimorfismo do DNA associado ao DNA repetitfi@R) como: Sequéncias de Insercao
(IS) e sequéncias curtas DR. Embasados nestas ne@pi&e repeticbes, métodos de
genotipagem foram desenvolvidos para mostrar al pertepas dd/. tuberculosisa rota da
transmissdo da doenca, e a similaridade entrel@sltss de uma populacao especifica.

Os mais frequentes métodos de genotipagem utikzad@studo da epidemiologia da TB séo
o polimorfismo do comprimento de fragmentos derigi Restriction Fragment Lenght
RFLP), nimeros variaveis de repeticbes em sequéiaréable numbers of tandem repeats —
VNTR) - Unidades Repetitivas Intercaladas de Micobactgigcobacterial Interspersed
Repetitive Units- MIRU) eSpace oligonucleotide typir{§poligotyping.

5 - COLE, S. T.; Comparative mycobacterial genom@enomics 1998, 1:567-571.

6 - THIERRY, D.; BRISSON-NOEL, A.; VICENT-LEVY-FREBULT, V.; NGUYEN, S.; GUESDON, J.;
GICQUEL, B. Characterization ofdycobacterium tuberculosissertion sequence, 1S6110, and Its Application
in DiagnosisJournal Clinical Microbiology. 1990;28(12): 2668-2673.

7 — SREEVATSAN, S.; PAN, X.; STOCKBAUER, K.E. Rasted structural gene polymorphism in the
Mycobacterium tuberculosisomplex indicates evolutionary recent global disisation. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the USA997; 94: 9869-9874.
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O RFLP utiliza locais repetitivos no gett86110, um elemento genético de 1.355 pares de
base que esta, exclusivamente, presente nas espdoiecomplexo Mycobacterium
tuberculosis que normalmente possuem de 0 a 25 cOpias que @sisentes e integradas em
varios sitios cromossdémicos db tuberculosis A localizagédo, assim como a quantidade de
cOpias dessa insercao presente no cromossomaoynvanarmemente de cepa para cepa, mas
s&o relativamente estaveis dentro da mesmd&.cepa

Este método € baseado na digestdo do DNA por umia&nle restricdo, gerando fragmentos
de comprimentos diferentes, que sdo analisados etrdegagarose, transferidos para uma
membrana e hibridizados com sonda de DNA para aeéiel das bandas. Inicialmente
considerado como padrdo ouro possui alto poderisigirdinagdo, porém € uma técnica
demorada que necessita de treinamento técnico aitamespecializado, tendo ainda
dificuldade na padronizacéo entre laboratoriosagxdopoder discriminatorio para cepas com
menos de seis copias de 1S6110

Em 1997 foram identificados 4bci de repeticdes variaveis em sequéncias (VNTR) e os
denominaram de Unidades de Repeticdo Intercaladdicebactérias (MIRU) (Figura - 2).
Um estudo a nivel gendmico, em isolados nao relacios de origem geografica diferentes,
revelou que 12 dos 4bci de MIRU presentes nigl. tuberculosisH37Rv correspondiam as
regides VNTR tipo minisatélite do genoma humdnBstes 12oci contem nimero variavel
de copias que vao de 51 a 77 pb, sendo que a nad@ssesoci sempre consistem na
adicdo ou delecdo sequencial de unidades de tasahaticos. Assim, para cattecus o
namero de unidades variaveis pode ser calculadoindedo tamanho dos fragmentos

amplificados com iniciadores que pareiam e anelam as regiées de DNA flanqueaddtas

8 — MOSTROM, P.; GORDON, M.; RIDELL, M.; RASTOGI,.Methods used in the molecular epidemiology
of tuberculosisClinical Microbiology Infect . 2002; 8(11): 694-704.

9 - COWAN, L.S.; DIEM, L.; MONSON, T.; WAND, P.; THPORADO, D.; OEMIG, T.V.; CRAWFORD,
J.T. Evalution fo a Two-Step Approach for Large{8c®rospective Genotyping bycobacterium tuberculosis
Isolates in the United Statekournal of Clinical Microbiology . 2005; 43(2): 688-695.

10 - SUPPLY, P.; MAGDALENA, J.; HIMPENS, S.; LOCHT. Identification of novel intergenic repetitive
units in a mycobacterial two-component system apevtolecular Microbiolog. 1997; 28(5): 991-1103.

11 - MAZARS, E.; LESJEAN, S.; BANULS, A.; GILBERTM.; VINCENT, V.; GICQUEL, B,;
TIBAYREBNC, M,; LOCHT, C.; SUPPLY, P. High-resoloti minisatellite based typing as a portable apgroac
to global analysis ofMycobacterium tuberculosisnolecular epidemiology. rBceedings of the National
Academy of Sciences2001; 98(4):1901-1906.
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Figura — 2 Genoma com distribuicdo dos MIRUS.
Fonte: Supplet al.; 2000.

O método MIRU-VNTR tem se mostrado aplicavel emu@ss de genotipagem

e

epidemiologia molecular dbl. tuberculosisTem poder de discriminacdo similar ao RFLP-

1IS6110. E rapido, reprodutivel e de facil compavaefitre laboratorios, o que permite

analisar a confiabilidade dos dados podendo aiedaeslizado de forma automatizada com

24 loci. A escolha de utilizagdo do numeroldei esta diretamente relacionada ao objetivo de

trabalho, sendo considerado o maior poder discatario para o MIRU-VNTR com 2lbci e

o menor para 0 MIRU-VNTR com 1aci*?.

12 - SUPPLY, P.; LESJEAN, S.; SAVINE, E.; KREMER,;ISOOLINGEN, D.; LOCHT, C. Automated high-

throughput genotyping for study os global epideogyl of Mycobacterium tuberculosis based on mycabyadt
interspersed repetitive unitdournal of Clinical Microbiology . 2001; 30(10): 3563-3571.
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Em 1993 a descoberta da natureza polimérfica detiRéps Diretas (DR) no genoma kllo
tuberculosis possibilitou o desenvolvimento da técnica $fsoligotyping®'* Esta técnica
baseou-se na amplificacdo da regido DR por PCRysteqor hibridizacao diferencial dos
produtos amplificados com oligonucleotideos complaetares as regidbes espacadoras
variaveis localizadas entre as DRs, imobilizadosuem membrana de nylon, onde 43 dessas
sequéncias espagadoras sao previamente sens#mliZas spoligotipos comuns a mais de um
isolado sdo designados corBbared Type¢ST) aos quais € atribuido um nime&hared
International Typé (SIT), de acordo com o banco de dados internatiS8polDB4, os SITs
s&o entdo agrupados em familias e subfartilias

Apesar de ter poder discriminatério menor do qirRFaP e o MIRU, dSpoligotypingem se
mostrado como ferramenta 0til na identificacdo dehalgens, e avaliacdo genética
principalmente em situacées em que o DNA esteganahte fragmentado, ja que fragmentos
de 55 a 60 pb sdo suficientes para obter resultpdsitivos®. Outros fatores como
simplicidade da técnica, alta reprodutibilidadesuitado padronizado de forma binaria e

disponibilidade de banco de dados tém possibilitadmr aplicacdo dessa técnica.

13 - GROENEN, P.M.; BUNSCHOTEN, A.E.; VAN SOOLINGE®.; VAN EMBDEN, J.D. Nature of DNA
polymorphism in the direct repeatisterof Mycobacterium tuberculosigpplication for strain differentiation by
a novel typing methodVolecular Microbiology . 1993; 10(5): 1057-1065.

14 - KAMERBEEK, J.; SCHOULS, L.; KOLK, A.; VAN AGTRVELD, M.; D VAN SOOLINGEN; KUIPER,
S.; BUNSCHOTEN, A.; MOLHUIZEN, H.; SHAW, R.; GOYALM.; VAN EMBDEN, J. Simultaneous
detection and strain differentiation of Mycobaateni tuberculosis for diagnostis and epidemiologgurnal
Clinical Microbiology . 1997; 35(4): 907.

15 — SOLA, C.; FERDINAND, S.; MAMMINA, C.; NASTASIA.; RASTOGI, N. Genetic Diversity of
Mycobacterium tuberculosis Sicily Based on Spoligotyping and Variable Nwenlof Tandem DNA Repeats
and Comparison with a Spoligotyping Database fqrubadion-Based Analysisiournal Clinical Microbiology .
2001; 39: 1559-1565.

16 - DONOGHUE, H.; SPIGELMAN, M.; GREENBLATT, C.L.LEV-MAOR, G.; BAR-GAL, G.K;
MATHESON, C.; VERNON, K.; NERLICH, A.G.; ZINK, A.RTuberculosis: from prehistory to Robert Koch,
as revealed by ancient DNAancet Infect Disease2004; 4: p.584-592.
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Em estudos comparativos entre varias técnicas es alliferentes no DNA Kremeet
al.(1999)"" e Supplyet al(2001)?, avaliaram a reprodutibilidade e o poder discratonio de

varios métodos de genotipagem como descrito nad dbe

Tabela 1 — Reprodutibilidade e nimeros obtidos utilizando diferentes métodos para diferenciar 90
cepas de M. tuberculosis

Reprodutibilidade Numero de

Método Usado  DNA alvo Referéncia (%) Tipos Obtidos
RFLP Pvul)  1S6110 (1\{9%2)500"”93” 100 84
RFLP Au)  DRlocus %%g)soo“”ge” 100 48
RFLP Alul) PGRS %%g)soo“”ge” 100 70
'\P"gsd""”ker 1S6110 (Haas 1993) 100 81

. . (Kamerbeek
Spoligotyping DR locus 1097) 94 61
DRE-PCR IS6110 / PGRE (Friedman 1995) 58 63
: i (Frothingham
VNTR Typing ETRs A-E 1998) 97 56
MIRU - VNTR  MIRU 12loci  (Supply 2001) 100 78

Kremeret al.; 1999 e Supplet al..; 2001

17 — KREMER, K.; VAN SOOLINGEN, D.; FROTHIGHAM, Ret al.. Comparison of methods based on
different molecular epidemiological markers for ityp of Mycobacterium tuberculosi€omplex strains:
interlaboratory study of discriminatory power argprodutibility. Journal Clinical Microbiology . 1999; 37:
2607-2618.
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Recentemente duas novas técnicas foram descritas gaavaliagdo de agrupamentos
genéticos: a genotipagem por polimorfismos de basé&a ou Single Nucleotide
Polymorphism(SNP}2°e a genotipagem mediante o polimorfismo de seqagmtimpridas
ou Large Sequence PolymorphigirtSPYF%%* Os LSP acontecem com maior frequéncia em
regibes genbmicas onde h& tendéncia de eventoss#ecdo e delecdo, podendo ser
responsaveis pela variedade genéticMntuberculosié’.

Todas estas técnicas tém sido amplamente utilizaal@smaior compreenséao da distribuicéo
e transmissdo da TBo mundo. Com a demonstracao alester ou ndo pelas técnicas de
genotipagem os investimentos poderdo ser direcosnpdra a busca de TB em locais com
agrupamentos proximos ou para populagfes de riscdesenvolver a doenca. No caso de
deteccdo de cepas com padrdo genético semelharfeecéio exdgena), podera haver
investimento maior na descoberta de casos naquedédom a identificacdo do Sintomatico
Respiratorio (SR). Em locais com cepas de perfisrelites como acontece na reativacao
enddgena, o tratamento da infecgéo latenteMpauberculosis(ILTB) sera a melhor opgao
para impedir a reativacdo da doenca. Nestes casow@stimentos devem ser direcionados
na identificacdo da ILTB em grupos com alto riseodésenvolver a TB. Conhecer a rota de
transmissao, as linhagens predominantes com maianemor viruléncia e se a infeccao foi

recente ou ndo, sao, portanto, informacdes vitaia @ efetivacdo de agcdes no controle da TB.

18 - FILLIOL, I.; SOLA, C.; LEGRAND, E.; RASTOGI, NGenotypic diversity oMycobacterium tuberculosis
in the Guiana-Antilles regiomBulletin de la Societe de Pathologie Exotiquel990; 92(5): 292-298.

19 - GUTACKER, M.M.; MATHEMA, B.; SOINI, H.; SHASSKINA, E.; KREISWIRTH, B.N.; GRAVISS,
E.A.; MUSSER, JA.M. Single-Nucleotide Polymorphi@ased Population Genetic AnalysisMycobacterium
tuberculosisStrains from 4 Geographic Sit&he Journal of Infectious Disease2006; 193: p.121-128.

20 - MOSTOWY, S.; COUSINS, D.; BRINKMAN, J.; ARANAZA.; BEHR, M.A. Genomic Deletions Suggest
a Phylogney for theMycobacterium tuberculosi€omplex. The Journal of Infectious Diseases2002; 186:
p.74-80.

21 - TSOLAKI, A.G.; GAGNEUX, S.; PYM, A.S.; LA SALMNIERE, Y.O.L.G.; KREISWITH, B.N.; VAN
SOOLINGEN, D.; SMALL, P.M. Genomic Deletions Cldgsthe Beijing/W Strains as a Distinct Genetic
Lineage ofMycobacterium tuberculosigournal of Clinical Microbiology . 2005; 43(7): 3185.

22 - ALLAND, D.; LACHER, D.W.; HAZBON, M.H.; MOTIWALA, A.S.; QI, W.; FLEISHAMANN, R.D;
WHITTAM, T.S. Role of Large Sequence Polymorphisth$Ps) in Generating Genomic Diversity among
Clinical Isolates ofMycobacterium tuberculosiand the Utility of LSPs in Phylogenetic Analysiournal
Clinical Microbiology . 2007, 45(1): 39.
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2 OBJETIVOS

Genotipar cepas dilycobacterium tuberculosisoladas de pacientes diagnosticados como

casos novos de TB e avaliar a variabilidade geméiéssas cepas em Minas Gerais.

2.1 Objetivos Especificos

Analisar o perfil de casos de TB em Minas Gerais at®rdo com caracteristicas

sociodemogréficas, clinicas e laboratoriais.

Avaliar a similaridade entre os isoladosMietuberculosis

Comparar o grau de concordancia e o poder disaidrio entre as técnicas RFLP-1S6110 e
MIRU-VNTR.

Avaliar a presenca de vinculo epidemiolégico nososade cepas dMl. tuberculosis

caracterizadas conuwuster
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3 DETALHAMENTO DA METODOLOGIA

3.1 Cenério do estudo e populacéo

Trata-sede estudo transversal retrospectivo com aplicagddédnicas moleculares para
avaliacdo da epidemiologia da TB referente aosscaswos notificados em 20 municipios de
MG: Belo Horizonte, Betim, Cataguases, Contagemro@s Fabriciano, Governador
Valadares, Ibirité, Ipatina, Itajuba, Juiz de Fdavipntes Claros, Nova Lima, Paracatu, Pocos
de Caldas, Santa Luzia, Sdo Jodo Del Rei, Seteakagoés Coracdes, Uberaba e Varginha
durante o ano de 2007. Estes municipios representegrca de 40% dos casos novos de TB
no estado de MG e foram selecionados de formadaigat randomizados pelo Ministério da
Saude (MS) e Organizacdo Panamericada de SaudeSjQpa#a a realizacao do Il Inquérito

Nacional de Resisténcia aos farmacos para o tratarda TB (Figura 3).

Figura — 3 Distribuicdo geografica dos municipinalsados.
Fonte: Sinanweb 2013

Para participar do estudo foram selecionados p@senaiores de 18 anos e com sintomas de
tosse e expectoracdo por trés semanas, sem trataprénio para TB ou com alteragbes
radiologicas pulmonares. Foram coletadas duas samsose escarro de cada paciente e
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encaminhadas para o Laboratério de Diagndstico ambdctérias da Fundacdo Ezequiel
Dias (FUNED), considerado Laboratorio Central dédg@aPublica do estado de Minas Gerais
(LACEN-MG).

3.2 Critérios de Inclusao

Todas as culturas positivas em meio Lowensteinedeiiis]) paraM. tuberculosisdo ano

2007 referente a cada um dos municipios partiogsashd Il Inquérito.

3.3 Critérios de Exclusao

Culturas positivas para micobactérias ndo tubeseu(WINT).
Crescimento bacteriano insuficiente ou inexistepi@s repique em meio LJ.

DNA insuficiente para realizacéo da técnica de REINIRU.

3.4 Isolamento Bacteriano

As amostras clinicas foram processadas no Labaratérmicobactéria da FUNED seguindo
a rotina laboratoriél A baciloscopia de escarro foi realizada com pesqdireta de Bacilos
Alcool Acido Resistentes (BAAR) com coloracdo pefétodo de Ziehl-Neelsen (ZN). O
processo de descontaminacgdo para a realizacadtdeadoi o método de Petroff utilizando
meio de cultura LJ e incubag&o em estufas com textyva de 35°C.

A ldentificacdo da espécie bacteriana foi realizagan provas bioquimicas: &acido
paranitrobenzoéico (PNB), Hidrazida do acido tiof@ioarboxilico (TCH) e Niacina. O Teste
de Sensibilidade (TS) aos farmacos de primeiralipdra o tratamento da TB Isoniazida (H),
Rifampicina (R), Estreptomicina (S) e Etambutol,(E)i realizado simultaneamente a
identificacdo da espécie, onde foi realizado o detas propor¢cdes indireto como descrito
por Canetti, Rist e Grosset, tendo a primeiradaittom 28 dias e resultado final com 42 dias
de incubaco.

23 - Brasil. Ministério da Saude. Secretaria deilfliigia Epidemioldgica. Manual Nacional de Vigiléanc
Laboratorial da Tuberculose e outras MicobactéBaasilia, DF; 2008, p. 323-365.
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Todos os isolados apos a identificacdo e TS foemsuspendidas em agua e armazenadas em
criotubos em freezer a - 20° C.

Para os testes de biologia molecular foi realizagmque em LJ das cepas armazenadas e
incubacdo por 30 dias a 35°C, ap0s esse prazo @sramforam analisadas em relacdo ao
crescimento bacteriano para extragdo do DNA.

As suspensOes bacterianas foram neutralizadasgo@cianento 80° C por 30 minutos na
Fundacado Ezequiel Dias (FUNED) e enviadas ao Lafwoade Micobactérias da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas G€t#dVIG) para extracdo do DNA e em
seguida encaminhado ao Laborat6rio de Biologia Mdéx — Departamento de Farmacia
Social / Faculdade de Farmécia da UFMG onde foraatizadas as técnicas de RFLP e
MIRU.

3.5 Extracdo do DNA

Para a extragcdo do DNA foram retiradas duas algaal@sescimento micobacteriano do LJ e
transferidos para urappendorfcontendo 500L de tampé&o TE. A inativacdo bacteriana foi
realizada por aquecimento por 30 minutos a 80°Chiam block. Em seguida foi adicionado
70uL da solucdo de lisozima 10mg/mL e o material faubado a 37°C por lhora e 30
minutos. Apds este procedimento foi adicionad@l9@a mistura (140QuL SDS 10% +
400uL de proteinase K) e incubado a 65°C por 15 minutos

Foram adicionados 10Q de NaCl 5M com 100L de CTAB previamente aquecidos e o tubo
de reacdo foi homogeneizados no vértex até se abtarmistura branca leitosa e incubado
em heat block a 65°C por 15 minutos. Em seguida foram adicioradOQL de
cloroférmio/alcool-isoamil (24:1), homogeneizad@entrifugado a 12.000 rpm 4°C por 20
minutos. Aproximadamente 600D da fase aquosa foram transferidas paraeppendorf,
onde foram adicionados 10de RNase e incubado por 1 hora a 37°C. Em segulid&onou-

se 45QL de isopropanol, misturado por inversdo e incubpdo no minimo 2 horas ou
overnighta -20°C.

Apoés esse periodo o material foi centrifugado &2 rpm por 30 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante por inversdo. O sedimento foi lavado $00uL de etanol 70% previamente
resfriado. Centrifugado novamente, sendo o etaegprdzado por inversdo. Os tubos foram
deixados para secar por quatro horas e posteritensghicionado 50 de tampéo TE e

estocado a -20°C.
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3.6 Verificacdo da presenca de DNA extraido

As amostras de DNA foram processadas no LaboratiériBiologia Molecular da Farmacia

Social — Faculdade de Farmacia / UFMG, onde fgpamado um Gel de Agarose a 1% (80
mL TBE 1x + 0,8g Agarose), adicionado 5 mL da amsgo&im cada canaleta e realizada
corrida a 120 Volts por 45 minutos para verificeegenca de bandas. Os DNA foram ainda

dosados em espectrofotdmetro utilizando-gé #a cada amostra (Figura 4).

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose a I%oaperfil de extragcdo do DNA.
Corrida com 120V por 1 hora - Canaleta 1 brancoaledas 2, 4 e 6 com DNA extraido.

3.7 Preparacgao da Sonda 1S6110

Para a marcacédo da sonda foi realizado o procesguficacdo do DNA realizando 10
reacoes de PCR utilizando os primédS1 (5° CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC) e
INS2 (5" GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA). Em seguida juntsa os 5(L de cada
reacao (x 10 = volume total 5Q0) em um tubo de Eppendorf esterilizado.

Foi adicionar 50L (0,1 volume) de acetato de sodio 3M e 1,1mL (Rimes) de etanol PA
resfriado a -20°C, sendo misturado por inversa@aetino a -20°C por 18-24 horas. ApGs este
periodo o material foi centrifugado a 12.000 rpmt B6 minutos a 4°C e desprezado o
sobrenadante lavando-se o sedimento com etanolr@®ftado previamente. O material foi
centrifugado novamente com 12.000 rpm por 30 msatd°C e desprezado o sobrenadante
deixando o sedimento secar a temperatura ambiinfeo( centrifugar no Concentrator Plus
a 60°C por 30 min. Apos este processo 0 mateliaé$suspendido em 5@Q de tampédo TE
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e distribuido em aliquotas de quatro tubos (fbO+ 150 uL + 150 uL + 50 pL), sendo
estoquado a -20°C até o momento de uso.

3.8 Programa da PCR

Foi utilizada uma programacdo em termociclador @%C por 10 minutos e em seguida
trinta ciclos com as temperaturas: 94°C por 30rsdgs; 60°C por 30 segundos e 72°C por um
minuto, finalizando a 72°C por 10 minutos e 4°@itdmente.

3.9 Marcacao da Sonda 1S6110

Foi utilizado uma aliquota de 150 do DNA sonda e colocado no termociclador com
programacao para sonda (99°C por 10 minutos). &gt periodo o material foi esfriado
rapidamente em um banho de gelo, mantendo o DNdasoa gelo e adicionadqP (x 10 =
volume total 2QuL) da mistura do hexanucleotideo (vial 5), maisL2(x 10 = volume total
20 uL) da mistura do dNTP (vial 6),ul (x 10 = volume total 1QuL) da enzima Klenow
(vial 7) e centrifugado brevemente incubando emhBaviaria a 37°C por 18-24 horas.

Apos este periodo o material foi retirado e acmresc® 2ul (x 10 = volume total 2@L) da
solucéo de EDTA 0,2M. Foi realizada uma precipttagé DNA sonda com 2% (x 10 =
volume total 25uL) de cloreto de litio 4M e {8 (x 10 = volume total 75@L) de etanol
100% PA resfriado a -20°C. Homogeneizado e deiga@®°Covernight(18 a 20 horas).

Na sequéncia o material foi centrifugado com 124@0por 30 minutos a 4°C, lavando o
sedimento com 1QQ (x 10 = volume total 10Q4.) de etanol 70% frio.Centrifugado
novamente com 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C,rdeago o sobrenadante e deixado o
sedimento secar a temperatura ambiente (4h) oufagar no Concentrator Plus a 60°C por
30 min. O material foi suspenso novamente emubO& 10 = volume total 500) de
tampéo TE/SDS 0,1% e colocado em geladeira (2 8@ 20 horas, aliquotando para 10
tubos com 5QiL (cada 5QuL podendo revelar até 4 géis).

3.10 Analise RFLP-1S6110

Apoés a extracdo do DNA gendmico foi realizada @rigg® por enzim@vul utilizando-se

aproximadamente 5ug de DNA da amostra e adgua sss@® para um volume final de
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18uL. A esta solucao foi adicionada uma mistura denemzontendo LL Enzima PVU Il +
2uL Tampéo 10x. ApOos a homogeneizacédo foi realizasia wentrifugacdo e o material
colocado em banho-maria por 4 horas a 37°C. A ogfagénterrompida com a adigdo de:éd

de solugao de arraste e centrifugado rapidamente.

Foi preparado um gel a 1% em tampao TBE 1x cormeotflg de agarose - Ultra Pura em
100 mL de tampéo TBE 1x concentrado). O volumd tidasolucdo DNA/Enzima (2pL)

foi aplicado em cada canaleta do gel, sendo &¥,182 reservadas para a cepa conkfole
tuberculosis(14.323) e as outras canaletas contendo as aswoBbarealizada uma corrida
por 20 horasdvernigh) a 32V. Em seguida o gel foi visualizado em tramshador sob luz

ultravioleta e fotografado (Figura 6).

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 123 14 15 16 17 18

Figura — 5 Eletroforese em gel de agarose a 1%od&la do DNA deM. tuberculosisapds
enzima de restricdo. Corrida a 32V por 16h. Caasldt, 9 e 18 com cepa padrib
tuberculosis(Mt14323). Canatelas: 2 a 8 e 11 a 17 amostras de DidAamostra 16 nao foi
visualizada restricéo.

Para realizar a transferéncia o gel foi cortadadaptado ao tamanho da membrana. Em
seguida foi colocado em um recipiente e lavado sofcdo HCI 0,25M por 7 minutos
(despurinagao). Todo o liquido foi desprezado eiadou-se solucdo de desnaturacao por 7
minutos desprezando-se novamente a solucédo. Endaefgu adicionada uma solucdo de
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Neutralizacdo por 7 minutos. Apds este procedimargolucdo foi desprezada e adicionou-se
a solucdo saturada de cloreto de sédio (SSC) 2@xtu30 minutos.

A membrana foi colocada em um recipiente com solugi20x SSC, apos dois minutos de
exposicao a membrana foi colocada sobre o gel @ramdela foi adicionado papel de filtro e
um peso, ficando em repouso por 18 a 24 horas.

A hibridacao foi realizada com uma solucao de 20atduotado em dois tubos de 10 mL. A
membrana foi colocada em uma garrafa do forno Hadaicdo com 10 mL de solucédo de
hibridacdo por 1 hora a 42°C. Em seguida a soltgidoocada por solucao de hibridacéo 10
mL mais sonda marcada e a membrana ficaram no pand8 horas a 42°C.

Apobs este periodo a membrana foi lavada por duassveom 20 mL de SSC 2x/SDS 0,1%
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em sadanvdda mais duas vezes com 20 mL de
SSC 0,5x/SDS 0,1% durante 15 minutos a 68°C e nasbente lavados com 20 mL de
tampao de lavagem por 5 minutos a temperatura atebi& membrana ficou exposta a uma
solugéo tampéao por 30 minutos a temperatura angbi&m seguida esta solugdo tampéao foi
substituida por outra solucdo (10 mL) copl Za anti-digoxigenina AP (anti-DIG-AP) da
Roché& e incubada por 30 minutos a temperatura ambiente.

Apbs este periodo a membrana foi lavada por dusssveom 20 mL do tampao de lavagem
por 15 minutos cada. Em seguida foi colocada emagipiente contendo tampéo com MgCl
por 5 minutos. Esta solugéo foi desprezada e adhaise uma solucdo reveladora contendo
40 mL de Tampéao + Mggl+ 90uL NBT + 70uL BICP (para cada membrana). Incubada em
ambiente escuro. O Processo foi interrompido a@a 24 horas desprezando a solucéo e
adicionando Tampao TE pH 8.0 suficiente para unmexdec membrana. Em seguida a
membrana foi retirada e deixada para secar a tatopar ambiente e fotografada no

transluminador com luz branca (Figura 7).
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Figura — 6 RFLP dé/. tuberculosissm membrana apoés revelacdo. Canaletas 1, 9 end8 co
M. tuberculosigMt14323). Canatelas: 2 a 8 e 11 a 17 com DNA de aasta canaleta 16
nao ocorreu revelagéao.

Os resultados das membranas foram digitalizadoslesados pelo softwaioNumerics/.1
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Foinstruido um dendrograma Gnico com
todas as andlises e um dendrograma especificogsaisolados de cada municipio para
mostrar o grau de similaridade dos isolados pelmdeéde grupo de par de média aritmética
nao ponderaddJnweighted pair group method of arithmetic averagg PGMA) e o indice
deDice com 1,0% de tolerancia e 1,5% de otimizacdo. Coomirole interno das reacdes foi
utilizada uma cepa padrao We tuberculosigVit14.323, sendo disposta em cada gel na 12, 92
e 182 canaletas.

Cepas com padrdo de RFLP-1IS6110 com similaridagergu 85% foram considerados
infeccéo recente @dustercom 100% de similaridade.

Alguns autores relatam em seus estudos que na@daecente o perfil de similaridade no

dendrograma deve ser superior a 888

24 - BORGDORFF, M.W.; VAN DE HOF, S.; KALISVAART, NKREMER, K.; VAN SOOLINGEN, D.
Influence of Sampling orlusteing and Associations With Risk Factors in the Malac Epidemiology of
TuberculosisAmerican Journal of Epidemiology. 2011; 174(2): 243-251.

25 - FOK, A.; NUMATA, Y.; SCHULZER, M.; FITZGERALDM.J. Risk factors foclusteing of tuberculosis
cases: a systematic review of population-based cutzle epidemiology studiesinternational Journal
Tuberculosis Lung Disease2008 May; 12(5): 480-492.
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3.11 Analise do MIRU-VNTR

A padronizagao do MIRU-VNTR utilizada nesse trabditi baseada em 1@ci utilizando-se
meétodo manual. Cadacusfoi amplificado separadamente com técnica de PGRprodutos
foram separados por eletroforese em gel de agdssseom 120V e 2h de corrida. Como
controle foi utilizado a cepa H37Rv (Supply, 200%3.informac¢des do MIRU-VNTR foram
lancadas no digitalizados e analisados pelo soft®eNumerics7.1 (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica) para a construcao do dgmndnoa e avaliacdo da diversidade alélica
de caddoci.

A extracado do DNA das cepas hb tuberculosisseguiu 0 mesmo protocolo utilizado para o
RFLP. Primers: MIRU2, MIRU4, MIRU10, MIRU16, MIRU20, MIRU23, MIRZ4,
MIRU26, MIRU27, MIRU31, MIRU10, MIRU40. Todos os DNdas cepas de cada paciente
foram amplificado por todos os MIRU. Utilizando-eenarcador de massa molecular de 100
a 1000 pb e como controle positivo a cepa padrad3d®v.

Para cada reacédo foi calculado os volumes necessdara elaboracdo do MIX da PCR
utilizando-se as soluc¢des nas seguintes concessagffer 10x, MgGl 50uM, dNTP 25
uM, primers INS1 25pmol e INS2 25pmol, agua para etar o volume e por ultimo
colocar a Taq 5U, sendo o volume final de cadade&buL. A cada solugao de MIX foi
adicionada pL de solucdo de DNA diluido 1:100. ApGs este provedto o material foi
colocado no termociclador com as condi¢des de éinggéo especifica para cada MIRU. No
final da reacdo as amostras foram separadas pofetese em gel de agarose a 2% durante
por 2 horas e 30 minutos a 110V. ApoGs este periodel foi fotografado sob luz UV no
transluminador. Foi realizada, posteriormente aid@ede peso molecular para cada amostra
e comparada com a tabela de repeticdo de cada MiRiendo-se valores numéricos para

cada amostra (Figura 8).
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Figura — 7 Eletroforese de gel de agarose a 1% \pswalizacdo de resultado do MIRU 23
Corrida por 2h a 120V. Canaleta 1: Marcador conpbOCanaletas de 2 a 12 com resultado
para MIRU 23.

3.12 Fatores associados a ocorréncia de cepas em  clusters

Foram analisados os dados dos questionarios codevegio, municipio e nome da méae para

avaliacao de relacao epidemiologica entre as cepapadas eroluster.

3.13 Calculo amostral para estudos de genotipagemd o M. tuberculosis

Foi usada neste estudo descritivo uma amostragermndeniéncia. Sendo considerada para o
calculo amostral a populacdo em MG com 19.719.28habitantes, total de casos de TB
5.782 com taxa de prevaléncia de 29,3 por 100 atithntes e 4.792 casos novos de TB com

taxa de incidéncia de 24,3 por 100 mil habitardadps referentes ao ano de 2007.
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Tabela 2 — Tamanho amostral para a frequéncia eanpopulacéo para estudo descritivo

Sample Size for Frequency in a Population

Population size(for finite population correction factor or fpc)(V): 19500000
Hyvpothesized % frequency of outcome factorin the population (»): 25%+/-5
Confidence limits as % of 100(absolute +/- %)(d): 5%
Design effect (for cluster surveys-DEFF): 1

~~

Sample Size(72) for Various Confidence Levels

Confidencel evel(%) Sample Size

95% 289

80% 124

90% 203

97% 354

99% 498

99 9% 813
99.99% 1136

Equation

Sample size n = [DEFF*Np(1-p))/ [(d*/Z*1_o2*(N-1)+p*(1-p)]

Results from OpenEpi, Version 2, open source calculator-SSPropor

file:///C:/Program%20Files/OpenEpi/SampleSize/SSPropor.htm
Source file last modified on 11/09/2007 21:52:00

3.14 Comparacgéao entre RFLP-6110 e MIRU-VNTR

O poder discriminatério descrito por Hunter & Gas(@9883° foi utilizado para determinar
se 0 método de tipagem molecular foi capaz dendisiti duas amostras selecionadas
randomicamente de uma populacdo. Para esse caloulosada a formula disponivel no

endereco eletronico_http://insilico.ehu.es/minildéiscriminatory _power/, que se baseia no

namero total de isolados avaliados por determimaéimdo de tipagem molecular. O valor de
D, que é o indice do poder discriminatério e podeav de 0 a 1, onde 0 significa que todos
os isolados de determinada populacdo possuem iti@osicos, ao passo que D igual a 1
indica que o método de tipagem foi capaz de distingada isolado de uma determinada
populacdo de todos os demais. A taxachlstersfoi calculada de acordo com a equacéo
descrita por Bidovec-Stojkoviet al. (2011}, onde T = (g— c) / n, em que é o nlimero
total de amostras agrupadas, ¢ € o niumero de agempas encontrados e n é o numero total
de casos na amostra.

Todas as varidveis foram analisadas pelo métoduaj@or¢cdo binomial com Pontuacéo de
Wilson corrigida para o tamanho amostral, calculaelo software OpenEpi verséo 3.0.
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3.15 Consideracgoes Eticas

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica daversidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) sob o numero ETIC 216-08.
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4 NOTA EXPLICATIVA

Seguindo as orientacdes do Programa de Pdés-Graddac&iéncias Aplicadas a Saude do
Adulto da Faculdade de Medicina da Universidade efdd de Minas Gerais
(PrPGCASA/UFMG) na tese de doutorado deve conterawiigo aceito em uma revista
indexada (artigo - I) e outro a ser submetidodartt 11).

Apresentamos para esta defesa:

Artigo - | respondendo ao primeiro objetivo especifico ifddo: “Caracteristicas da
tuberculose no Estado de Minas Gerais: avaliacdd002 a 2009” Publicado no Jornal
Brasileiro de Pneumologia- ISSN 1806-3713 — 2013: 39(3): 357-364 - Qualis B&or de
Impacto = 1,391.

Artigo — Il respondendo aos demais objetivos especificosiladib: “ Estudo Comparativo
de 1S6110 Restriction Length Polymorphism e Variable Numberaidem Repeat —
Mycobaterial Interspersed Repetitive Unitde Mycobacterium tuberculosigsolados no
estado de Minas Gerais, Brasil a ser submetido na revidC Infectious DiseaseQualis
Al, Fator de Impacto em 3,030.
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5 ARTIGO 1

Artigo Original

Caracteristicas da tuberculose no estado de
Minas Gerais entre 2002 ¢ 2009*

Characteristic: of tuberculosis in the state of
Minas Gerai:, Brazil: 2002-2009

Claudio Jos¢ Augusto, Winia da Silva Carvalho, Alan Douglas Gongalves,
Maria das Gracas Braga Ceccato, Silvana Spindola de Miranda

Resumo

Objettve: Aralizar o perfll de cazo: de tuberculose no estado de Mina: Ceral: eatre 2002 ¢ 2009, tegundo
caracteristica: soclodemogrificas, clinica: e laboratortalt:, a::ir como presengs de comorbidades e mortalidade.
Métodes: Eitudo epldeniclogico descritive com levantarente de dada: dos casos votficado: mo Stiterna de
Informagio de Agrava: de Nottficaglo e Stiterna de Informagio de Mortalidade eatre 2002 ¢ 2009. Resuitades:
Foramy notficades 47.285 caze: de taberculose no: ana: estudados, com media de tacidéactr 22,3/100.000
habrtantes. O: tndividuo: com tubercalose eram predomizanterente da faba etarfa de 20-29 avo: (62,4%),
do texs maicalino (67,0) ¢ tabam babxa escolaridade (18,50). Cazos meves, de rectdhva e de retrataments
repreieatirary, Teipectivarsente, $3,700, 5,704 ¢ 5,70 do total de cazei. Az proporgbe: de cura, abandens do
tratameente e tabercalose mlthresiitente foramy, respectivarvente, 73,10, 11,2% ¢ 0,2%, exguinto ¢ coeficlente
de mortaltdade fo1 12,90, O tratameerto diretamvente obiervade (TDO) fol administrado eme 27,00 dos cason A
Dactloscopls ¢ 2 cultara de escarro tomente forare realizada: em 73.9% e 12,990 do: caies, respectivamente. A
radiagrafia de terax fol realizada ery 90,5% do: caze:. A forma pulmonar prevaleces (£3,9%). A comorbidade
cors akoolizmo, tnfeccio pelo HIV e disbete: melliza: for 1dentificads e 17,22, 8,300 ¢ 3,89 dos cazos,
rezpectivareente. Conclusbes: No periodo extudade, o namers de caze: movos, de abandono e de ebita: For
elevado, 31 comorbidade: foram relevante:, e o3 exame: basico: nio foram realizade: adequadamente para o
dlagroitico da taberculoze. Sto veceisirio: o trabalho multiprefusionsl, amplagie da estrategls TDO, mater
conheciments ds dutribuigia da tuberculoze em Miza: Cerat: ¢ melbortas vo: bance: de dado: para que bajn
s nelhor controle da doenca no estado.

Descriteres: Tuberculoze/epideniolagia; Tubercaloie/mortalidade; Suteras de mformagle.

Abstract

Objective: To analyze the profile of tuberculosts cazes reparted between 2002 and 2009 Ir the itate of Mina:
Geralz, Brazil, according to soctedemeographic, clinical and laboratory charactertstics, a3 well 21 to comorbidities
and mortaligy. Methods: This was 2 deicriptive, epldeniological study based on data abtalned from the Brazihan
Case Reghitry Databaie and the Sraztitan Mortakty Databaze for the 2002-2009 perfed. Resuits: There were
47,286 reported caze: of taberculoziz, corresponding ta 2 mean tacidence of 22.3/100.000 popslation. The
tndniduak dlaguosed with tubercalosls were predominantiy in the 20- to 495-year age bracket and male (62.5%
a3d 67.0%, respectively). Indnduals with 2 low level of education accounted for 13.50 of the caze:. New
cazes, cates of recurrence, and cazes of retreatrent accounted for 31.7%, 5.7%, 5.7%, respectively. The rate:
of care and trestment norconpliance were 66.2% and 11.200, respecthvely; maitidrag-resitant tabercalost was
tdeatified 1n 0.29 of the cazes; and the mortality rate was 12.9%. The directly chierved treatnent, short-coune
(DOTS) strategy was applied 1n 21.300 of the cazes. Sputam imear microicopy and calture were performed In
ornly 73.9% and 12.9% of the cazes, respectively. Chest X-ray: were performed 1n 90.500 of the cazes. Pulmanary
taberculosts was the predominant forme (In 83.9%). Camorbidity with alcobolizra, HIV Iafection, and dlabete:
ruelbta: were Menttfled In 17.2%, 8.3%, and 1.10, respecthely. Conclusions: During the stady period, the naniken
of vew cases, caze: of treatment noncompllance, and deaths were high, comorbiditie: were common, and there
wis 3 fatlare to performe adequately basic tests for the dlagnozt of taberculosts. Multidizctplinary approaches,
expinded uie of the DOTS itrategy, better knowledge of the dutribation of tubercalest:, and improveneat: In
the datadaze: are needed v order ta achieve better control of the dizease 1n the state of Mina: Cenali.

Keywords: Tubercaloitzjepidenniolagy: Tuberculosts/mortality: information 5ystems.

* Trabalhe reabizade vo Universidede Poderal de Minas Corais, Bele Rorzants (MC) Prasil

Endoroee pors comaapand@ocio: Shvans Spindale dc Monndo. Facalinde dc Modicing, 10 ander, Departamcnts dc Oivics Médios,
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Introdugio

Me:mo com o avamgo da medicina, a
tuberculose continua considerada como a doenga
infectocontagioss que causs © meior numero
de obito: ere sdslto: no mando. Estima-ie que
um tergo de popslegio mundiel estejs infecteds
pele bacilo e gue, » cede ano, esze fage sdoecer
sproximadammente 5.2 milhde: de pessons, causando
obito: em 1.7 meilkde:s. Em 2009 no Bra:il, foram
notificado: 71.626 novo: cezo: e cerce de £.200
obito:, o que classifice o pais ere 19* luger entre
o: 22 paize: onde ze extima que ccormam $00¢
do total de cazo: de tuberculoze mo mundo.'?

No: uitimo: anos, © Ministério de Seude do
Brazil tems incentivado o controle da tuberculose,
wtiizando 23 reete: recormendadas pels Orgavizacio
Mundial de Sende (OMS): diagnosticer pelo meno:
700¢ do: cazo: esperados; tratar corretamente
100 do: ceso: disgrosticados: curar pelo meno:
8508 do: me:mo:; ¢ manter o abandono de
tratarzento ery percentusic considersdo: sceitaveis
(até 508). Entre o: estado: brasileiro:, Minaz
Ceraiz ocupa o 5' lugar em relagio a0 numere
de cezo: de tuberculoze notificedo: mo Brazil.'”

O e:tedo de Mina: Gersiz € uma daz 27
unidade: federativa: do Brasil e poszwi urma
extenzio territorial de 526.522,29 km®. Com
uma populagio de 19.595.309 habitante:, € o
segendo e:tado meiz popsulozo do Brazil, com
urea denzidade populacional de 32,73 habitantes/
km® e 853 municipics. O: municipio: mineiro:
reprezentam 51,500 do: exiitente: na regiio
Sudeste e 15,500 do: existente: no Brazil. O estado
e:ts :ubdividido em 28 Geréacia: Regionai: de
Seude, poiiuindo stuslmente 25 municipio:
prioritario: para © controle da tuberculoze. Mina:
Gersiz sinde poizuwi 3.553 Equipe: de Saude de
Familia, que atender 829 municipios.”™

Alguma: doemge: podem favorecer o
iurgimento das tuberculoze. Entre 2: comorbidade:
relacionada: ¢ e:za enfermidade, podem zer
citada:z coreo a: tré: principaiz a infecgio pele
HIV, o alcoclizmo e o diabete: mellitu: (DM).
O perfil epidemiclogico da tuberculoze tem
sido a2lterado no decorrver do: amo: pelo HIV. A
coinfectio tuberculoze/HIV vern ocazionando sm
sumento de mortalidede, siterando s rezizténcia
20: medicarsento: antitubercsloze e o rizco de
tenimizzio devido 20 sbandono do tratemento.* ¥

Estudo: apontare gue o DM pode favorecer o
desenvolvimento da tuberculoze e ser responsavel
por meiz de 100% do: cezo: de doenge devido
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8 imunoszupreszdo, aiiim como gwe o rizco de
adoecireento por taberculoze € cerca de tré: veze:
regior no: pacientes com DM do gque naguele: tem
2 doenga.”Y Justifica-ze, a:sim, 2 necessidade de
se sumenter o: esforgo: pars identificer e tratar
o: diabético: com Afycobectenivrn tobercolosis
latente ante: gue ¢ doence pasie a faze ativa.”V
O alcoolizmo também e:ts a:zociado com
a tuberculoze pulmonar, demonitrando um
maior rizco de adoecimnento e dificuidade no
tratarsento.”"

Diante do contexto sprezentedo, conhecer
a3 caracten:ticas relacionadas @ tuberculoze
poders conmtribuir pare © desenvolvimento de
nova: estratégie:, vizando o controle deiza doenge
segundo a: mets: preconizedes de OMS. Azzim,
© objetive do preiente estudo foi analizar o
perfil de tuberculoie no estado de Mina: Cersiz
segundo a: caracteristica: sociodemografica:,
clivica: e laboratoriais, asiim como a presenga de
comorbidedes ¢ s taxe de mortelidede, durente
o periodo entre 2002 e 2009.

Métodos

EBitudo epidemiclogico deicritivo, com
leventermento de dado: dos ce:zo: notificedo:
ers relagio a0 municipio de residéncia no Sisterma
de Informagio de Agrave: de Notificagio [SINAN)
do Ministério da Saude entre o: amo: de 2002
2 2009 mo e:tado de Mina: Cerriz. O prezente
estudo foi aprovado pelo Cornité de Etica da
Universidade Federal de Mina: Gersiz z0b o
mameero ETIC 216-08.

Foram incluido: todo: o3 cazo: notificedo:
mo periodo, e forare excluido: 341 ceso: devido
¢ informacoe: incormplete: efou ignoradaz, taiz
como idede, iexo, municipio de residéncis e
tratareento amterior.

A incidéncia, definida core baze no: cazo: de
tsberculoze notificado: mo SINAN, foi calculede
stilizendo-ze 2 taxs média de cez0: novo: de
tuberceloze pels reédia da estimmathva da populagio.

Foram analizade: caracteriztices
sociodemogrefice: [zexo, idede e ezcolaridade),
chinice: (forrea da doenge, Spo de entrada e meotivo
de encerrarrento) e laboratoriziz (bacilozcopia,
czlturs de eicerro, radiografis de torax e prova
taberculinica [PT]). 2::im como 2 prezence de
corsorbidade: (infecgio pelo HIV, DM e alcochizmoe).
A referéncia utilizads para o: re:sitado: da PT
foi 3 zeguinte: nio reator, enduragio de 02 &
mm; reator fraco, enduragio de 54 S rmm: e
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reator forte, enduragio = 10 rem."" poiz eszaz
inforrmagoe: estio aszime descritas mo SINAN.

O: dedo: zobre a populagic (por 1.000
peszoa:) foram obtido: do Instituto Brasileire
de Geografis e Estatiztice, segundo estimativa:
e o cenzo de 2010.%

Em relagico a: ceractenstice: climicas,
forare avaliade: a forma da doencga (pslmonar,
extrepuimonar e s:zociegio de: forma:), tipe
de entrade [cezo: novo:, recidiva, reingrezzo
spo: ebandono e tram:feréncia) e situagio de
encerramento (cara, abandono de tratarmento,
tran:zferéncie, mudange de disgnostico, tuberculoze
multidrog reziztant [MDER, meultirreziztente] e
obito). O: dado: de mortelidede foram obtido:
pelo Sisterma de Informagio de Mortalidade (SIM)

As informacdes obtide: forare organizeades en
um banco de dado:, utilizando-ie o TabWin 3.5,
disporibilizedo pelo Departervento de Informeatice
do Miniztério da Saude, e, para viabilizar a:
antlizes, forare utifizado: o3 programa: estetistico:
Statizticel Package for the Social Sciences, veriio
16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA), e OpenBpi,
veriio 2.3. Realizou-ie srua avalize descritiva daz
informagdes obtides desie banco de dedos, que
incluiu a descrigio da populagio, distribuigde:
de frequéncie: e medide: estatiztice: de:
carscteniztice: selecionada:. O: intervalo: foram
celcsleado: vzendo intervalo: de confiange pars
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proporgoe: binomiaiz pelo método bazerdo no
intervalo de e:core de Wilion."'¥

Resultados

Durante o periodo ensfizado, foram notificedo:
47.285 cezo: de tuberculoze. A taxs média de
incidéncia foi de 22,3/100 reil habitante: (Figura 1).

A maioria dos cezo: de tuberculosze foi
obzervade ne feixe eterie de 20-49 anoz, o gue
correzponde & 29.526 cezo: (62,40), zeguida
por paciente: acirea de 65 amo: (5.356 ceszos;
11.3%). O zexo masculine foi mai: frequente
[31.690 cazo:; 67,00¢; Tabels 1).

0 nivel de escolaridade core maior incidéncia
foi o de enzino fundarsental Il incompleto (9.222
cazos; 18,50), seguido por ensino fundarvental |
incorepleto, com 2.267 cezo: [16,5%; Tabels 1).

Em relagio so tipo de entrada, 19.581
eramm cazo: movos (83.70e), 2.686 eram cezo:
de recidive (5,70), 2.697 erare cezo: de reingresso
apo: ebandono (5,70), 1.980 eram cezo: de
tranzferéncie (4,2%¢), € nic hevie informmagde:
a respeito de 341 cezo: (0,70h; Figara 2).

O tratarsento diretamente cbiervado (TDO)
foi declarado em 10.317 cazo: (21,3).

A bacilozcopis na primeirs srvostre dos cesos
notificado: foi positiva e 53,80¢ do: cazoz e,
em 26,10%, nio foi solicitado esze procedimento.

Mcéa lrcdincis
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208431,0
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Figera 1 = Diztribuicle espacial da média de incidéncia de taderculose e Miva: Ceraiz por muvnicipios,
2002-2009. Foute: SINAN-MG; aceszo e 05-03-2011.
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Do: paciente: que reslizerare & culture, eiza foi
positiva em 2.743 (66,7Ch), zendo que 31.227
(£7,1%) vio realizarare e::e exame. A radiografa
de torax foi realizada em £2.343 (89,50) do:
cezo: notificado:, sendo que 38.495 (21,408 do

Tabela 1 - Frequéncia de taberculoze de acordo
core faixa etaria, 1ex0 e escolaridade, Mina: Ceniiz,
2002-2008.
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total de cezo:) foram comzidersdo: como cease:
svipeito: de tubercslose. A PT nio foi realizade
ere 37.042 cazo: (78,3%). Em relagio 20 nzmero
totel de cezo:, o: resuitedo: de PT foram o:
seguintes: mdo reator, ere 5.408; reator fraco,
ere 1,90%; e reator forte, em 11,60a (Tabels 2).

Az forme: palmoner, extrapulmonar e ¢ :30
sisocisgio, respectivarsente, foram encontrade:
ere 39.669 cazo: (£3,9%), 3.509 (18,00¢) e 1.973
(4,20¢). No: paciente: core a forma pulmonar
de doence, doz 41.642 ressitado: de primeira e
segunda baciloscopia: de escarro, 33.505 (20,5%)
foram positivos, confirmando o diagnostico de
forrma pulmonar, sendo que, para o: reenores que
15 anos, exza propercio foi de 6,900 (379/6.929).
A msior freguéncis entre a: cormorbidede: foi
© slcoclizrmo, em £.112 cezo: (17,20); zeguide
pels infecgio pelo HIV, ern 3.915 (8,30h) e DM,
em 1.786 (3,2). Ainda e relagio @ forma
pulmonar da doenge e:zociade 2 prezengs de
comorbidede:, foram obiervade: proporgde:
de 15,000, 4,500 e 3,200, respectivamente, para
alcoolizmo, infecgio pelo HIV e DM.

Ere relagio 2 situsgio de encerramento pelo
SINAN, & curs ocomeu ere 34,611 ceso: (73,10),
seguida por abandono do tratamento, em 5.311
cazos (11,20¢); tram:feréncia, em 2.558 (5,40);
mudangs de diagnostico, em 1.334 (2,80n);
tuberculoze MDE, emn 79 (0,200); ¢ zery informacio/
ignorado, em 2.715 (5,70%; Pigure 3). Foram
regiztrade: 677 morte:, com am coeficiente de
meortalidade de 3,500 (677/19.220.578).

O nursero de cbito: por tuberculoze, com
baze mo: dedo: do SIM, foi de 2.488, tendo

— 210 BOVO

- = - Recié™a

Telagreiie
Aptiadantane

= K10 32D

— = Transfertach

Variaveis r Ca 1IC950
Faixa etaria, anos
<1 266 06 05-07
-3 156 07 04-02
5-3 420 0% 0210
10-12 549 1.2 1,13
15-1% 1055 &2  42-45
20-12 12757 290 287-185s
25-4§ 15769 224 229-112
50-€2 £757 185 13.2-119
£5-7% a6 S 1882
=80 1020 23 2-18
Sexe
Mascsline D650 670 65-67s
Fenvivine 15.595 3220 326-21s
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Ara¥ibete 4097 87 1319
Basine fandamvental 20102 425 42,1-2)0
imcersplete/connplete
Exzing médio s.25& 11,0 Wi-na
incorsplete/complete
Basine 1uperier 1706 36 2312
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Figura 2 = Perfil da tuberculose referente a0 tipo de entrada, Minas Gerais, 2002-2009. Fonte: SINAN-MG;
acezzo erm 05-03-2011. Numnero de cazo: em excala logaritmica {log10).
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Tabela 2 = Frequéncia na realizaclo de exame: do:
cazo: diaguosticado: corw tuberculoze, Mina: Geraiz,

b{1]

coreo cauiz a taberculoze palmonaer, em 2.215
obito: (89,000); taberculoze miliar, e 143 (5,80);

2002-1009.

tuberculoze mo sistersa merveo:o central, em 58
(2,3%); e tuberculoze em outro: orgio:, em 72
(2,9%). O coeficiente de mortalidede foi 12,90
(2.428/19.220.573).

Discussio

Aincidéncia reédia (definida com baze somente
mo: ceso: notificedo:) mo estado pars o periodo
snafizado foi de 22,3/100.000 habitente:, o que
coloca Mira: Geraiz ern 24* lugar »a cassificagio
entre o: estado: brazileires,"¥ incluzive ja
slcangendo o indice preconizado como mete de
desenvolvirmento do milénio, de umae incidéncie
de 25,6 cazo: por 100.000 habitantes ate 201519
Porére, a0 enalizarmo: & distribuigio de doence
entre 0: municipios, obierva-ie uma realidade
diferente, poiz 92 municipios sprezentarars umas
incidéncia igual ov superior a reédia nacional de
32,3/100.000 hebitante:. Izzo demonstra gque,
ers Mina: Ceraiz, a priorizagio nio deve somente
ser restrite 23 regides reetropolitane: sinalizeade:
pelo programe de controle de tuberculoze, s
vez gue alta: taxas de incidéncia sd0 encontradas
em municipio:s menores.

No presente estado, s tuberculoze predominon
ne popslegio economicarnente ative (20-29 snos)
e ers idozos acires de 65 anos, principsimente en
horeen:, na proporgio 2:1, com baba eicolaridade,
© que e:ts em concordincie core rezuitado: de
owtro: estudos.t'¥®

— Abavdere

Exames: ® B 1CS50
1* baciloscopia de escamre
Poizive 15261 538 s5la-sa)
Negative 9.497 201 197-02
Nio reslzado 12,323 261 25.7-268
Igrorado/brance < - -
2 baciloscopia de ezcarmo
Poizive €077 273 26.7-17.9
Negutive 3236 185 130-150
Nio reslzade 12,93 581 57.5-s00
Igrorado/brance 25029 - -
Cakars de escame
Poizive 274 58 56-60
Negative 1370 29 27-)0
Em andamvente 1540 & 19-2)
Nio resizado 41227 872 8369-175
Igrorado/brance < - -
Radiografia de torax
Supeno 38495 8112 D026
Neomal 38 70 6872
Ostra pateloghn 6 1.2 -
Nio reslzado 445) 935 92512
Igrorado/brance 419 - -
Preva tabercalinics
Nio reater lss1 55 53-57
Reator frace 90 19 8-
Reator forte 5405 1.8 622
Nio realzado 37.0a2 506 120.2-109%
Igrorado/brance 130 - -
Fante: UNAN-MC; scciso om 150620110
10,0
0.0
“e
00
0.0 T T T T
092 003 100 1088 2006

007 1001 nn

Figura 3 « Perfil da tuderculoze referente 20 tipo de excermamments [cura ¢ abandono). Mina: Geraiz, 2002-
2009. Founte: SINAN-MG; sce:zo em 05-02-2011.
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Em relagio so tipo de entrada, o: cezo:
novo: reprezenterarn 33,70, e de acordo com
o obzervado (Figsra 2), praticamente todo: o:
tipo: de entrada e mantiverame estebilizedos
darante o: oito anos do estudo, cabendo ressalter
que a incidéncie calculads esta diminuindo
principsimente pelo surmento de populecio,
umas vez que © numero sbioluto de cezo: nove:
®io teve uma reducio expresziva no decorrer do:
ano:. Pars smuae efetive redugio do: cesos noves,
€ meceszario o deienvolvimento de um processo
que identifique ares: com diferentes necessidade:
e egdes, nes quais © programa de controle da
tuberculoze ira imvestir ma buice de paciente:
sintormaticos respiretorio: ¢ ma identificagio de
popslagio de rizco pars @ tuberculose latente.
Ao e identificar e tratar corretamente eize:
ce8:03, ocorrera ume real redugio do nurrero
de cazo: move:.

No reingre:zo spo: o sbandono do tratamento,
obzervareo: srea notificegio de zommente 5,700;
porérs, o ebandono do tretamento durante o
periodo estudado foi de 11,200, lz:0 mostre que
o: paciente: que sbandonarare mio retorseram
pare e move tratarwento. Urea agio de baice
ativa deszes cazo: deve ser realizada dentro da
Equipe: de Saude da Familia.

O Programa Naciomal de Controle da
Tubercsloze, conzoante 2 recommendagio da OMS,
estabelecen parimvetro: de curs pars @ tubercaloze
palmonar de 2508 ¢ de abandono de até 5007 De
acordo com o3 resuitado: obiervado: e evolugio
da tuberculose e Mina: Genaiz (Figura 3), pouce
tern zido alcancado com relagio 2 cura (66,20) &
10 sbendono (11,8%), o que reforgs ¢ necessidede
da inplementagio e ampliagio do TDO, que teve
um baixo percentual de cobertura.!'”

Foi obzervedo que sproximadamente J00¢
do: paciente: nio realizarare 2 baciloicopis, ©
gque mostra a baixa solicitagio desie exame pelo:
profizzionsiz de zeude. Sendo ¢ becilozcopis
ure exame de facil execugio ¢ baixo cuito,
que € meceszario para @ cobertara de paciente:
simtormatico: respiratorio:, percebe-ie 2 ineficiéncia
da: agde: no controle da tuberculoze, j2 gue s
forma pulmonar teve meior frequéncia (84¢),
como mostrado ers outro: estados.'” Meiro pana
©: paciente: que reslizaram o exame, obierva-ie
urea positividade inferior (53,8%) 20 valor nacional
v0 ano de 2009 (65%), reforcando 2 necessidade
de implantagio de um controle de quealidade
no: laboratoric: em Mina: Geraiz.™
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0: rezuitado: mostrare que a maioria dos
paciente: nio resfizon cultars de escarro (£7,208).
Apezar de 3 cultura de escarro ser ure exame reais
complexo, de maior cuito, core termpo muior de
reslizegio e reenor sce:iso, ele € de fandamental
importincia para s avalisgio de cazo: de
tubercsloze pulmonar com baciloicopia megativa. A
culturs permite nio 10 o disgnostico ma: tersbem
¢ identificecio de: meicobactéries e ¢ determinagio
de resistémcia #: droge:, principalmente pars
o3 peciente: core comorbidade:, entre ela:, o
slccolizmo, ¢ infectio pelo HIV e o DM. B de
fandamental importincia conkecer o perfil de
resisténcie de: cepa: que circularm erm Mina: Gersiz
devido 30 alto abandono [11,9), principalmente
pere indicar o tratarsento adequado. "M A
Baixs incidéncia de tuberculoze MDR (0,20s)
poderia estar subestimada, uma vez que 0 exame
de culturs e o teste de zensibilidede nio forare
realizado: em uma grande parte do: caze:.

A radiegrafia de torax, que ¢ urva femarvents de
grande importincia ne inveitigagio de tuberculose
pulmoner e ne identificagic de sprezentacde:
atipice: mo: paciente: imanosssprimides, foi o
procedimento reais realizado (90,50¢). Oz achades
sugestivos sdo indizpensaveis pars a solicitagio do
exame bacteriologico (bacilozcopia € culture),"™
© que nio foi obiervado meize levantamento,
poi: soreente 73,90% realizarare & baciloicopis e
12,900, » culture. Destacernos sinde que o falte
de realizagio da cultura, além de vio possibilitar
s identificagio correts da e:pécie bacteriane,
tampouce indice sue resizténcie a: droge: pare
a definigio do tratamento.

N2 populagio erx estudo, @ PT foi solicitads em
20,600 e parece ter sido utifizads como parimsetro
de diagnostico, jo que o: examees bacteriologico:
nio foram :olicitado:.

A mesior prevaléncis de comorbidade:, como
alcoolizmo, infecgio pelo HIV e DM, moztra 2
neceszidade de am acompanbamento por uma
equipe de muitiprofiszionsiz devido 8 possidilidede
de urr agravamento da: doemga:, slére de agdes,
como o TDO, »a: wnidade: bazice: de saude pana
evitar © abandomo. 7MY

A forrea pulmonmar da doenge teve maior
frequéncis do gue & forree extrapulmoner quando
relacionads » toda: 2: comorbidade: avaliada:
[slcookizreo, HIV e DM). Dezse: paciente:, 80,400
tiverare rezulitado: pozitives me: dus: amostra:
de ezcerro [bacilozcopin), © que mrostre sma boe
senzibilidede do exemme. Jo pare o: paciente:
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core idede inferior & 15 emoz, & positividede
da bacilozcopie foi de epenas 6,800 do: cezo:
peimonere:, © que pode estar relacionado ¢ lesdes
abacilifera: e @ dificuldade de expectoragio.”

De scordo core o: dedo: do SIM e do SINAN,
houve urma grande diferenga em relagio @
mortalidade (12,90 vi. 3,5%), 0 gue mostra uma
grande diferenca eatre o: sisternas, justificando 2
necessidade de a¢des que permuitamn dizponibilizar
o: dedo: de forrea compativel e atualizada em
ume mesres pletaforme de maneirs estomatics.
A mortalidade € uma da: principaiz forma: de
svalisgio do prograrua de controle da tubercaloze
e @ reets extipulada pela OMS € que ex:a deve
ser inferior & 5Q¢ até 2015. Azzim, estratégia:
devern er desenvolvides o fim de pozsibiliter
umae intersgio entre programa: de notificegio,
com o cruzemento de dado:, possibilitande o
vio de informmagoe: mai: fidedigna:.

Atzalmente, método: epidemiologice: pare
avaliar a distribuigio do M. twberco/oziz em
ures cormunidade tém :ido wtilizado:, como
a: técmice: de biologis molecular restriction
fragreent lengeh polyrworphizrd’*'" & mycobacterial
interspersed repetitive yxits!""'" gue pousidilitar
s svalisgio de infecgio recente (busce ative)
ou tardia (buica em popslagio de rizco), 2:zim
como spoligoping, que avalia @ diztribuigio
de: familiaz da micobactéria. “M'¥ Aszime, o2
investimento: podem ser rraiz bem direcionsdo:
ne buice de cezo: sintomaticos respiratorios ou
de individuo: cors corvorbidades que necessitam
de tratamento preventivo da infecgio latente.

Urea da: Firitagdes do estudo foi 2 uthizagio
de dedo: zecumdario:, que podem afetar a
qualidade do: resultadoz.'""

Ere conclumzio, no periodo estudedo, © namero
de cazo: novos:, de sbandono e de obito: por
tuberculose foram elevedos, a: comorbidede:
foram relevantes:, e o: exame: basico: nio forare
reafizado: adeguadarvente para o diagnostico da
tubercaloze no eitado de Mina: Ceraiz. Azzim,
:i0 necessario: ury trabalho comjanto envelvende
profizsionaiz de saude, gestores, 3 sociedade civil
e jeu: segreento: orgemizeado: me luta contra
a taberculoze; a arwplizgio da estrategia TDO:
© gerenciamento da comorbidade tuberculoze/
HIV e de tabercaloze MDE; o conkecimento de
distribuigcio da doenge mo estado, com a melhoria
e 8 sszociacio do: dedo: mo SIM e no SINAN; e
a realizagio de estudo: epidemiologico: e do:
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perfiz: moleculare: do becilo pers um melhor
controle da taberculoze em Mina: Cersiz.
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6 ARTIGO 2
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Resumo

Introducao

A genotipagem de DNA ddviycobacterium tuberculosigM. tuberculosiy tem sido
amplamente aplicada para a investigacdo das ralagpalemioldgicas entre casos de
tuberculose em varios paises desde que técnidgsadem do DNA foram desenvolvidas na
década de 1990 como o polimorfismo de comprimeetdragmentos de restricdo (RFLP-
IS6110 —Restriction Fragment Length Polymorfis@ o nimero variavel de repeticbes em
sequéncia — Unidadespetitivas intercaladas de micobactérias com 22 cus (MIRU-
VNTR —Variable Number Tandem Repeat — Mycobacterial fpersed Repetitive UnjtsA
aplicacdo desses métodos tem permitido o avang@mmizecimento sobre a transmissédo e/ou
propriedades patogénicas importantes das micomctér fornece novos e poderosos
instrumentos para combater e proteger contra deecgasadas por esses patdégenos. Este
estudo objetivou genotipar as cepasMietuberculosidgsoladas de pacientes diagnosticados
como casos novos de TB em Minas Gerais e compaiarilaridade, poder discriminatorio e
concordancia doslustersdos resultados das técnicas de RFLP-1S6110 e MIRUR 12

loci.
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Métodos

Trata-se de estudo transversal retrospectivo catisarde cepas dd. tuberculosissoladas
de casos novos de TB no ano de 2007 em Minas Getdizando as técnicas moleculares
RFLP-IS6110 e MIRU-VNTR para analisar o indice uheilaridade, o poder discriminatorio,

concordancias e formagéao clasterentre elas.

Resultados

Das 204 amostras avaliadas, 32,3% foram similaeks RFLP-1IS6110 e 50,9% pelo MIRU-
VNTR. O nivel de discriminacdo dos dois métodos ddere substancialmente: RFLP-
IS6110 resultou em 191 padrdes distintos em com@araom 176 no MIRU-VNTR. A
concordancia global, definida como isolados deipéniicos ou identicamente distribuidos
em grupos por ambos os meétodos, foi de 87,7% (04%/Zendo considerados 171 como
perfis Unicos e 8 isolados aestustere o coeficient&appa0,76. Dos restantes 25 casos, 2,5%
(5/204) casos foram agrupados apenas por RFLP-056B18% (20/204) apenas por MIRU-
VNTR.

A taxa declusterdo RFLP-IS6110 foi menor que a do MIRU-VNTR, sergja% e 4,3%
respectivamente. A relagdo epidemioldgica entreegms agrupadas foi confirmada em 4
pacientes (31%) no RFLP-IS6110 em comparacao c8mrmiMIRU-VNTR.

Conclusbes

Concluimos que poucos isolados foram semelha@t€¥-LP-IS6110 mostrou-se altamente
discriminatorio podendo ser usado em Minas Geraisomparagdo entre as duas técnicas
mostrou um poder discriminatorio do RFLP-IS611@iligmente superior ao MIRU-VNTR e

teve maior relacao epidemiologica quandelastersforam analisados.

Palavras-Chave Mycobacterium tuberculosi®RFLP-1S6110, MIRU-VNTR
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6.1 Introducéo

No Brasil, sdo registrados por ano cerca de 71c880s novos de tuberculose (TB), com um
coeficiente de incidéncia de 36,7 casos/100 miithates e 4.600 Obitos, classificando o pais
em 16° lugar entre os 22 paises com 80% da cardgaettgga no mundo [1]. Em Minas Gerais
(MG) no ano de 2007 foram identificados 4.810 casogos de TB com coeficiente de
incidéncia de 25 casos/100 mil habitantes e 27®®bD percentual de cura encontrado entre
0s casos novos foi de 56%, o abandono de tratan’e?% e a proporcédo de Tuberculose
Multidroga Resistente (TBMDR) primario foi de 1,8%[ Neste cenario tdo importante
quanto o tratamento e a descoberta de casos noeosestigacdo sobre a diversidade
genética de isolados clinicos &b tuberculosisque pode ser util na informacédo sobre a
origem e a transmissao de cepas circulantes.

A genotipagem de DNAM. tuberculosistem sido amplamente aplicada para a investigacao
das relagBes epidemioldgicas entre casos de TB&imsvpaises desde de que técnicas de
tipagem do DNA foram desenvolvidos na década deO[B9g. O polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP-IS621Bestriction Fragment Length
Polymorfism) revolucionou os estudos sobre a trassan deM. tuberculosis A analise dos
padrbes de banda do RFLP-IS6110 requer aplicac&oftiearede alto custo, profissionais
especializados, e constitui-se me meétodo trabalfpsA sua vantagem, entretanto a
estabilidade genética[6]. O numero variavel de tigpes em sequéncia — Unidades
Repetitivas Intercaladas de Micobactérias (VNTR-MIRariable Number Tandem Repeat —
Mycobaterial Interspersed Repetitiiégnits) 12 e 24locus foi favoravelmenteavaliado e
proposto como o0 novo padréo ouro para a analidé. deberculosif’]. Suas vantagens estao
relacionadas a necessidade de pequena quantiddaldAleuma vez que a técnica se baseia
na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com mpeticidade e simplicidade. Sua
desvantagenesta relacionada a instabilidade genética devidoutacdes silenciosas que
podem alterar rapidamente o perfil genético daénaf8,9]. A aplicacdo de métodos de
tipagem molecular tem avancado significativamerdeconhecimento sobre a transmisséo
e/lou propriedades patogénicas das micobactériasneck novas e poderosas ferramentas
para combater e proteger contra a doenca Pd}anto, mm Minas Gerais (MG), o estudo de
métodos moleculares ainda é pouco explorado e SliEag¢fo torna-se necessaria para o
conhecimento do perfil genético, rota de transmissalisseminacdo da tuberculose nessa
regido. Este estudo tem como objetivos genotipatepas deM. tuberculosisisoladas de

pacientes diagnosticados como casos novos de TBM&ne comparar comparar a
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similaridade, poder discriminatério e concordandias clusters dos resultados entre as
técnicas de RFLP-IS6110 e MIRU-VNTR [i.

6.2 Métodos

A Coorte

No Brasil durante o ano de 2007 realizou-se o tjuérito Nacional de Resisténcia aos
Farmacos, tendo sido em MG selecionados e sortemdémma randéminca 20 municipios
com populacédo superior a 25.000 habitantes com d&i$0 casos novos de TB por ano,
sendo incluida o municipio de Belo Horizonte cdpida estado. Apds a selecdo dos
municipios participantes foi elaborado um protoatdobusca de sintomatico respiratorio em
Unidades Basicas de Saude (UBS).

Nesse mesmo ano foram obtiddg1l culturas positivas referentes aos pacientes com
diagnostico de caso novo de TB. Foram excluidd® 481471) dos casos por contaminacao
ou por ser Micobactéria ndo tuberculosa. Foi pessixtrair o DNA de 427 amostras, sendo
que dessas 70,5% (301/427) tiveram o resultado téelsica de RFLP-1S6110 e 47,7%
(204/427) com resultado completo pelo MIRU-VNTR.sis para o estudo comparativo
entre as técnicas foram incluid®84 isolados para tipagem por RFLP-IS6110[3] e MMRU
VNTR [7].

A Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED), que é o labomatéentral de saude publica do estado
de MG, referéncia estadual para o diagnostico &boal de todos os casos de TB;
disponibilizando exames de cultura, teste de siidsitte (TS) aos farmacos e identificacao
associadas as técnicas de biologia molecular. Asandolecular deste estudo foi realizada
no laboratério de Biologia Molecular do Departanoedé Farmacia Social da Faculdade de

Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerd&d@).

Coleta dos dados

Os dados foram coletados nas Unidades Basicas(e $dBS) e Unidade Hospitalar, ndo

houve interferéncia na rotina do atendimento e @emmamento dos pacientes. Os
profissionais destas unidades de saude foram d@sngara o preenchimento do questionario
sécio-demografico (nome, sexo, idade, enderecojaipim). A ficha de notificacdo de casos

de TB do Sistema de Informacgéao de Agravos de Nagfo (SINAN) para a verificagao de

vinculo epidemioldgico foi também analisada.
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Técnica de RFLP-1S6110 1S6110

Para a realizacdo do RFLP-1S6110 foi utilizado 3jelLenzimaPvul na proporcédo de 1:2
(enzima e tampéo) para a restricdo do DNA gendntico.cada gel foram utilizados trés
controles da cepdl. tuberculosis(Mt 14.323) distribuidas nas 12, 92 e 182 carmleta
transferéncia para membrana ocorreu de forma mafiuaembrana foi colocada em contato
com o gel por 24 horas. Apés a transferéncia a mamabpassou por processo de revelacédo
colorimétrica com solucdo de fosfataseNiroblue tetrazolina sendo entdo fotografada.
Foram considerados constustercepas com 100% de similaridade e como infec¢cagesa
(infeccdo recente) quando os resultados do RFLBRIG6oram superiores a 80% de
similaridade[11,12].

Técnica deMIRU-VNTR 12 loci

Trata-se de método de tipagem baseado em PCRrijué atnumero variavel de repeticdes
em sequéncia paraci de cada MIRU, avaliando o polimorfismo &é. tuberculosis A
padronizacdo foi baseada em 1@ci[7]. Para monitorar e garantir a qualidade e
reprodutibilidade, uma amostra negativa e o DNAMduberculosiH37Rv foram utilizados
como controle interno negativo e positivo, respactiente, da reagédo de PCR. Dez amostras
foram duplicadas e colocadas para controle da$esak diversidade alélicahj que analisa

a variacdo dos diferentes alelos encontrados pa&asmmlocus dentro das amostras foi
classificada como: altamente discriminarite(,6), moderadamente discriminante (8,8 >

0,6) e pouco discriminante pata0,3)".

Andlise estatistica

A versdo 7.1 do software BioNumerics (Applied MatBint-Martens-Latem, Bélgicdbi
utilizada para a analise molecular dos resultagospadgempara técnicas de RFLP-IS6110 e
MIRU, sendo construido um dendrograma com todamnalises para cada técnica a fim de
mostrar o grau de similaridade dos isolados pelmdaoéde grupo de par de média aritmética
nao ponderaddJnweighted pair group method of arithmetic averagg PGMA) e o indice
deDice com 1,5% de tolerancia e 1,0% de otimizacao[3].

Padroes de RFLP-1S6110 foram registrados com fatiagr digitalizadas, e resultados de
tipagem do MIRU 12oci com caracteres em tabela[7].

A significancia estatistica foi medida para a prgao de relacbes epidemioldgicas
confirmada ou sem confirmacéo de isolados que fagmpados em RFLP-IS6110 e MIRU-
VNTR em comparacgéo com o subgrupo de isolados adogopor RFLP-1S6110 mas n&o por
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MIRU-VNTR. A andlise de regresséao logistica foilila para modelar a probabilidade de
encontrar uma ligacdo epidemiologica se o isolagoumado por RFLP-1S6110 foi
confirmado ou ndo por MIRU-VNTR calculando o vatterp de acordo com o Qui-quadrado
de Mantel-Haenszel @dss RatiorfOR) Exato de Fischer com Intervalo de ConfianGa (e
95%. A relagéo entre a situagédo epidemiologicaMiRU-VNTR dentro do mesmoluster

foi ajustado para o tamanho dtuster Todas as variaveis foram analisadas pelo software
OpenEpi versao 3.0.

O poder discriminatorio descrito por Hunter & Gast@l988)[14] foi utilizado para
determinar se 0 método de tipagem molecular foiazage distinguir duas amostras
selecionadas randomicamente de uma populacéo.eBsgacélculo, foi utilizada a formula

disponivel no endereco eletrénico http://insilibmes/ mini_tools/ discriminatory _power/,

gue se baseia no numero total de isolados avalolosm determinado método de tipagem
molecular. O valor de D, que é o indice do podserianinatério, pode variar de 0 a 1, onde 0
significa que todos os isolados de uma determipaqalacdo possuem tipos idénticos e 1
indicar que o método de tipagem foi capaz de djstincada isolado de uma determinada
populacdo de todos os demais. A taxachlstersfoi calculada de acordo com a equacao
descrita por Bidovec-Stojkoviet al. (2011)[15], onde T = @+ ¢) / n, em quedE 0 himero

total de amostras agrupadas, ¢ € o nimero de agempas encontrados e n é o namero total

de casos na amostra.

Agrupamento com base em RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR

Para a comparacdo dos dois métodos de genotipagem fanalisadas as diferencas na
distribuicdo de cluster, a correlacdo com os resultados de agrupamentogagad
epidemiologica.

A concordancia no agrupamento de casos entre gsnuetiodos de tipagem foi calculado a
partir de: (I) composicoes de fragmentacédo e idéstiperfis de RFLP-IS6110 e MIRU-
VNTR; e (ll) concordancia na rotulagem como uwiuster ou perfil Gnico, de forma
independente da composicao do agrupamento.

Para comparacfes de desvio padrao dos isoladegragamentos por RFLP-1S6110 foram

considerados como padréo de referéncia.
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6.3 Resultados

Das 204 culturas que foram submetidas a andlisgedetipagem pelas técnicas de RFLP-
IS6110, foi observada uma variacdo de 1 a 18 camatS6110, sendo que 107 (52,4%)
apresentaram de 10 a 14 copias, 77 (37,7%) corf 6apias, 11 (5,3%) tiveram menos de
seis copias, sete (3,6%) com 15 a 17 coépias e(d@&&scom 18 copias. Foram identificados
sete isolados TBMDR primario e todos tiveram del® @dpias do 1S6110. As amostras com
menos de seis copias ndo foram agrupadaduster.

De acordo com os dendrogramas foi observado que(82704) isolados no RFLP-1S6110 e
50,9% (104/204) isolados do MIRU-VNTR tiveram sianitlade igual ou superior a 85%.

Um total de seis (2,9%) dos isolados, foram indsido banco de dados e indicados com um
“espaco vazio” e tratados como um alegpecifico do padrdo devido a ndo amplificacéo.

Os MIRUs 26 e 40 tiveram um alto poder discriminatéom 9 alelos cada e os MIRUs 20 e

24 com menor poder discriminatorio com dois alelda (Tabela 1).

Tabela 1 — Diversidade alélica de cémtause o poder discriminatério

Locus Divgrsidade Numero de Alelos : Poder .
Alélica (h) Discriminatorio

MIRU 10 0,72 6 Alto
MIRU 16 0,74 7 Alto
MIRU 23 0,65 7 Alto
MIRU 26 0,72 9 Alto
MIRU 27 0,7 5 Alto
MIRU 40 0,64 9 Alto
MIRU 2 0,3 5 Moderado
MIRU 31 0,43 6 Moderado
MIRU 39 0,39 4 Moderado
MIRU 4 0,36 7 Moderado
MIRU 20 0,26 2 Baixo
MIRU 24 0,29 2 Baixo

Poder discriminatério: Altoht-0,6), Moderado (05h<0,6) e Alto f<0,3)

Comparacédo de RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR

A concordancia entre as duas técnicas de genotipégeale 87,7% (179/204), definido por 8
isolados nogluster e 171 isolados com perfil Unico em ambos os nost@dpelo coeficiente
de Kappa houve concordancia de 0,76. Das 25 amostras testar2,5% (5/204) foram
agrupados apenas por RFLP-IS6110 e 9,8% (20/2@haspmor MIRU-VNTR. Doslusters

25% (3/12) foram concordantes.
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No total de 204 genotipos foram encontrados 19fisp@nicos para RFLP-1S6110 e 176 para
0 MIRU-VNTR. Nesse conjunto de dados, 6,4% (13/2@&rtenciam a 5clustes
identificados por RFLP-1S6110 e 13,7% (28/204) thodados pertenciam a X2ustes do
MIRU-VNTR.

A distribuicdo dos tamanhos de fragmentacdo na Haseduas técnicas de tipagem séo
altamente semelhantes para os agrupamentos comutr@satro isolados, ja para 0s grupos
formados por dois isolados houve grande diferengaidd a maior proporgao de
agrupamentos apresentadas pelo MIRU_VNTR (Figura 1)
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0

2 3 4
Numero de isolados em cada de Clusters

Figura 1 — Distribuicdo de combinacdesctiestersobtidos pelas técnicas RFLP-1S6110 e MIRU-
VNTR.

Foi observado que o RFLP-1S6110 discriminou maissokdos bacterianos que o MIRU-
VNTR 12 loci, agrupando apenas 6,4% das amostras em compa@pad3,7% do MIRU.

A taxa declusterdo RFLP-1S6110 também foi menor que a do MIRUdeeB,2% e 4,3%
respectivamente ndo houve diferenca estatistica gmrtaxas delustersentre as técnicas
(p>0,005). O poder discriminatério foi calculado pasatécnicas de acordo com a tabela 2.
Dos clustersidentificados pelas técnicas dois foram idéntieos ambas, sendo @usters

formados pelo RFLP-1S6110 e tiveram relacao epidiEmica.
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Tabela 2 — Perfis encontrados e poder discrimiatéomparando: RFLP-IS6110 versus
MIRU

. Total de e Perfis Poder
Método Perfis Perfis Unicos Agrupados  Discriminatorio

RFLP-1S6110 204 191 13 0,9994

MIRU-VNTR 12 204 176 28 0,9990

loci

Composicéo declusterpara RFLP-1IS6110 e MIRU-VNTR.

Dentre os cincelustess do RFLP-1S6110 relacionados a 13 cepas, 608ugders, incluindo
um total de 7 isolados) exibiram tamanho e composidénticos doslustersdo MIRU-
VNTR, sendo uma amostra pertencente a um clusteRRbP-IS6110 que né&o teve
correpondéncia nos resultados obtidos no MIRU-VNTR.

A relagcdo epidemiologica entre as cepas agrupamlasohfirmada em quatro pacientes,
representando 31% (4/13) no RFLP-1S6110 comparada 4% (4/28) do MIRU-VNTR,
uma diferenca significativgpE 0,002) (Figura 2).
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g 60 - Epidemioldgica
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S a0 - Epidemioldgica
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0 T f

RFLP MIRU-VNTR

Figura 2 — Distribuicdo de cepas Mle tuberculosisnosclustersde RFLP-1IS6110 e MIRU-
VNTR com e sem relacdo epidemiologica.
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6.4 Discussao

Esse € o primeiro estudo de genotipagerMdéeuberculosisempregando técnicas de RFLP-
IS6110 e MIRU-VNTR, em Minas Gerais, estado coreguada maior populacao do Brasil e
com regides em que a incidéncia de TB pode cheddbgoor 100 mil habitante# esta
variacdo de incidéncia de TB somam-se a extensétotiel, a quantidade de municipios
(853) e as variacdes das condi¢cbes socio-econbiparasampliar o desafio de controle da
doenca torna essencial o conhecimento da variab#idgenética e as condi¢cdes de sua
transmissdo da no estado.

A alta variabilidade do numero de copias pelo RFE€:10, bem como a estabilidade com o
tempo, proporciona a essa técnica de tipagem msftito Util para o diagnéstico
epidemiolégico [45], mas pode falhar quando cejoeld. tuberculosidém padrdes idénticos
com isolados com baixo numero de copias do IS6E4S€e baixo nimero de cépias € um dos
principais fatores que limitam a ampla aplicacastaléécnica em paises da Asia como india e
China e Tailandia [16,17,35,36,37,38]. Porém, nesnaestudo isso ndo foi relevante, devido
ao baixo percentual (5,3%) de isolados com meno$ a@®pias do 1S6110. Resultados
semelhantes foram descritos em S&o Paulo, Goiasd®iJaneiro e Rio Grande do Sul
[29,33,41,42].

Nossos resultados mostraram que o numero de cdpid§6110 variou de 8 a 15 nos
isolados TBMDR. Em estudo realizado ptiHENG et al. (2014) foi observado que baixo
namero de 1S6110 dmepasndo-Beijing eranTBMDR. Neste estudo isso néo foi confirmado,
pois a familia dos isolados néo foi estudaisim a genotipagem sistematica pode além de
proporcionar analise da cadeia de transmisséoli@uma prevencdo, propagacado de cepas
MDR e melhorar a gestdo dos programas para o ¢erdeo TB[30]. Estudos estdo sendo
desenvolvido com o objetivo de inferir uma potehiiglicacdo em realagcdo ao niamero de
copias do 1S6110 com mecanismos de resisténcidaamscos, viruléncia e eficiéncia na
transmissao [34,41,51,52,53].

A maior proporcao de isolados com indice de simdidéate abaixo de 85% reflete o tipo de
amostras coletadas naquele ano (casos novos). stahos realizados no Brasil os autores
relataram indice de similaridade acima de 85%, asin@ando transmisséo recente. Porém,
nesses estudos foram incluidos amostragem de \&riss [REF] 33,41,42

Os MIRUs 26 e 40 foram os mais polimérficos comenalelos cada. Essa diversidade alélica
mostrou-se de acordo com dados encontrados naa-r@hgna e outros estudos no Brasil

[7,34,33]. Ao contrario os MIRUs 20 e 24, que pessubaixo poder discriminatorio e
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variagcdo de apenas dois alelos indicando baixagestativa nas diferentes familias, ou seja,
pouco poder de diferenciacdo entre as estirpesndsso trabalho foi observado baixo poder
discriminatorio do MIRU 24 (0,29) e MIRU 20 (0,26pmo descrito por SUPPL¥t al.
(2006), e ZHENGet al. (2014) [16,18,34], consequentemente a ndo udizalesses MIRUs
nao interfere na analise do resultado final.

Emboraos resultados aqui apresentados tenham mostrasl@adier discriminatério para
ambas as técnicas RFLP-IS6110 e MIRU-VNTR com valaito préximo de um [14], foi
detecta um nivel ligeiramente superior do poder riofisoatorio RFLP-IS6110 em
comparagao com MIRU-VNTR, devido ao fato de nzhissters terem sido identificados pelo
MIRU-VNTR e mais perfis Unicos detectados no RFBEB410. Esses resultados estdo de
acordo com estudos realizados por Allis-Begatal, 2008 [22] na Bélgica e em alguns
paises como Alemanha, Eslovenia e Brasil [21, 3B, 3

BEER et al. em 2013 fizeram na Holanda um estudo comparaitoe RFLP-1S6110 e
MIRU-VNTR com 24locuscom isolados em um periodo de 5 anos [40], elegraram que,
embora o nivel de discriminacdo nado tivesse diferesubstancialmente entre os dois
meétodos, a concordancia global, definida como dgEainicos ou identicamente distribuidos
em grupos foi de 78,5% . Dos casos restantes, f2fdram agrupados pelo MIRU-VNTR,
apenas 7,7% por RFLP-1S6110 e 1,8% revelaram pmofigpletamente diferentes pelas duas
técnicas. Nosso estudo mostrou resultados semethaatn uma concordanciarge87,7%,
agrupamento apenas pelo MIRU-VNTR de 9,8% e peloPR6-110 de 2,5%.

Em relacéo aoslusters,houve uma concordania de 25%ndo que dos isolados agrupados
por ambas as técnicas 50% (4/8), tiveram relacpeemioldgicas confirmadas. A analise
separada da técnica do RFLP-IS6110 apresentodoetggdemioldgica em 60% dokisters
formados e no MIRU-VNTR, a maioria dos agrupamefwosiados (75%) nao teve relacdes
epidemioldgicas[24]. Estes resultados sugerem quando ocluster foi identificado pelo
RFLP-IS6110 houve maior relagdo epidemioldgicau® apm o MIRU-VNTR.

Observam-se como vantagens do RFLP-IS6110: a kdsale genética do 1S6110 que pode
ser por periodos de até quatro anos e maior vageidntre as relacdes epidemioldgicas nos
agrupamentos obtidos. Porém a quantidade de micolzsc e a qualidade da cultura
necessdarias para a realizagdo do RFLP-IS6110 sa@sidecados fatores limitantes, ao
contrario do MIRU-VNTR que é mais instavel e neitaste menor quantidade de DNA.
Embora as técnicas moleculares de genotipagemneetaluido muito no decorrer dos anos,
cada marcador genético revela apenas pequenadgaiti&rmacdo gendmica, e dependendo

do marcador, diferentes estirpes exibirdo genotigagom perfis idénticos, sendo a analise
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de toda a sequéncia do genoma a forma mais pg@isaa comparacdo das estirpes. Outro
problema amplamente reconhecido € a ocorrénciafdecbes multiplas (mistas) que podem
também dificultar os estudos moleculares sobraresinissdo da doenca e descoberta do caso
indice [43]. Assim, justifica-se a utilizacdo de isnale uma técnica para estudo da
epidemiologia molecular. Outro método que pode dementar as andlises de genotipagem é
o Spoligotyping[25,26,34], porém nao foi realizado neste estudo.

Concluiu-se que poucos isolados foram semelha@téd-LP-1S6110 mostrou-se altamente
discriminatorio podendo ser usado em Minas GeRisomparacao entre as duas técnicas
mostrou um poder discriminatorio do RFLP-IS611@iligmente superior ao MIRU-VNTR e
com maior relacao epidemiologica quandelostersforam analisados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de RFLP-IS6110 apesar de ser bem trafmlteve boa reprodutibilidade em nosso
laboratorio podendo ser considerado com fator wthdor o software para interpretacdo dos
resultados devido ao custo. J& o MIRU-VNTR apesaser mais rapido e necessitar de
pequena quantidade de DNA, mostrou dificuldadeathgnizacdo do MIRU 20 e 24 que em
varios momentos ndo apresentaram amplificacfe® seabssarias varias repeticoes.

Houve a necessidade de acréscimo do DimetilsulfofdMSO) a 10% na quantidade de 5uL
por reacdo, para evitar a formacdo de bandas iciispe na Reacdo em Cadeia da
Polimerase.

Varios trabalhos mostram a perspectiva de otimzagiMIRU-VNTR a fim de melhorar o
poder discriminatério com menor quantidade de resciiilizando somente alguns MIRUs e
ETRs com maior grau de discriminacao.

Para andlise mais completa serd necessério a irapdanda técnica dgpoligotypingpara
melhorar avaliagdo das linhagens das cepas citeslam cada regiéo.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar as técnicas moleculares de RFLP-IS6110RUM/NTR na rotina laboratorial do
Servigco de Doencas Bacterianas e Fungicas/Diagooda Micobactérias da FUNED, para
ampliar o conhecimento da diversidade genética adgmas circulantes no estado e sua

transmissao, contribuindo para o programa de clendia TB estadual.
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10 APENDICE

10.1 Apéndice A - Representatividade das amostras
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10.2 Apéndice — B Dendrograma RFLP-1S6110 / Todos 0 s municipios
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.
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10.3 Apéndice — C Dendrograma MIRU-VNTR

Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.
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10.4 Apéndice — D Dendrograma RFLP
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice,
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10.5 Apéndice — E Dendrograma RFLP-1S6110 — Betim
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

BETIM 137  5337/07 - 5338/07
BETIM 140 4702/07

BETIM 122  3946/07

BETIM 139  3214/07 - 3269/07
BETIM 120 5391/07

BETIM 142  0957/07 - 0958/07
BETIM 116  5579/07

BETIM 117  4155/07

BETIM 126  3599/07 - 3600/07
BETIM 115  2994/07

BETIM 121  5417/07

BETIM 127  3021/07 - 3022/07
BETIM 141  4058/07 - 4059/07
BETIM 128  2521/07 - 2522/07
BETIM 143  5051/07

BETIM 129 2915/07 - 2916/07
BETIM 131  3419/07

BETIM 119  5361/07 - 5362/07
BETIM 124  4153/07 - 4154/07
BETIM 132  1322/07 - 323/07

082 974

16

76

83

#Z




80

10.6 Apéndice — F Dendrograma RFLP-1S6110 — Catagua zes
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

OCATAGUAZ...145 1087107 - 1086/07
OCATAGUAZ.. 147 3716107 - 3717107

OCATAGUAZ... 148 3243007 - 3244/07




10.7 Apéndice — G Dendrograma RFLP-IS6110 — Contage m

Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

RFLP
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¢ CONTAGEM
¢ CONTAGEM
¢ CONTAGEM

156
167
155
165
158
173
162
151
154
175
149
164
160
163
174
161
1
183
166

3937007
1078/07 -
2499007 -
4080107 -
5025007

334507

3567/07 -
3504107

1435/07

1528/07 -
0724007 -
424307 -
397907 -
359307 -
0899/07 -
3867/07 -
0725007

1811107 -
3420007 -

1079/07
250007
4081/07

359507

1529/07
0741107
4244/07
3980/07
2634/07
0900/07
3868/07

181207
3421107
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10.8 Apéndice — H Dendrograma RFLP-1S6110 — Coronel

Fabriciano

Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

RFLP

¢ CORONEL FABRICIANO 183
¢ CORONEL FABRICIANO 188
¢ CORONEL FABRICIANO 184
¢ CORONEL FABRICIANO 186
¢ CORONEL FABRICIANO178
¢ CORONEL FABRICIANO 180
¢ CORONEL FABRICIANO 182

1914/07 - 1915107
2425107 - 2426107
4411107 - 4424107
1881/07 - 1882107
2121107 - 2278107
2280/07 - 2281/07
3758/07
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10.9 Apéndice — | Dendrograma RFLP-1S6110 — Governa dor Valadares
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

¢ GOVERNADOR VALADA... 203 0694107

¢ GOVERNADOR VALADA... 209 1097/07 - 1098/07
¢ GOVERNADOR VALADA... 199 0503007

¢ GOVERNADOR VALADA... 210 0610107

¢ GOVERNADOR VALADA... 201 106407

¢ GOVERNADOR VALADA... 206 0761/07 - 076207
¢ GOVERNADOR VALADA... 208 0S04/07 - 1731107
¢ GOVERNADOR VALADA... 190 0692 - 069307

¢ GOVERNADOR VALADA... 205  2036/07 - 2036/09
¢ GOVERNADOR VALADA... 19 1609/07 - 161007
¢ GOVERNADOR VALADA... 202 0499/07 - 0500107
¢ GOVERNADOR VALADA... 198 2196107




10.10 Apéndice — J Dendrograma RFLP-IS6110 — Ibirit &

Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP
8% 3 3 8
¢ BIRITE 211
Iy ¢ [BIRITE 217
¢ IBIRITE 220
(] ,
¢ BIRITE 214
(1Y)

0 BIRITE 216
0 BIRITE 215

0399/07 - 0400/07
3794107 - 3795007
5330007
2026/07 - 2027/07
379307
203007
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10.11 Apéndice — K Dendrograma RFLP-1S6110 — Ipatin ga
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

20
)
-
=
—100

® [PATINGA 225 (037507 - 0376107
¢ [PATINGA 246 536707
¢ [PATINGA 230 3877107
¢ [PATINGA 232 0655007
¢ [PATINGA 243 3580/07 - 358107
¢ [PATINGA 226 0190007
® [PATINGA 244 479007 - 479107
¢ [PATINGA 227 291307 - 2914/07
¢ [PATINGA 222 4284/07 - 4285107
¢ [PATINGA 231 1554007
¢ [PATINGA 221 4289/07 - 4290107
¢ [PATINGA 234 5094/07 - 5095107
¢ [PATINGA 237 099707
® [PATINGA 242 4287107 - 4288107
¢ [PATINGA 235 443707
® [PATINGA 224 1665/07 - 1666/07
O [PATINGA 239 5292007
¢ [PATINGA 233 5022/07 - 5023107
¢ [PATINGA 228 037407
¢ [PATINGA 241  2909/07 - 2910007
¢ [PATINGA 238 2439/07 - 2440107
¢ [PATINGA 223 536807
O [PATINGA 247 2588/07 - 2589/07
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10.12 Apéndice — L Dendrograma RFLP-1S6110 — Itajub &
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP
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10.13 Apéndice — M Dendrograma RFLP-1S6110 — Juizd e Fora
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

RFLP

Q8

E

® JUIZ DE FORA
¢ JUIZ DE FORA
¢ JUIZ DE FORA
¢ JUIZ DE FORA
¢ JUIZ DE FORA
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® JUIZ DE FORA
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¢ JUIZ DE FORA
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® JUIZ DE FORA
¢ JUIZ DE FORA
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267
269
285
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262
217

292
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261
218
273
266
268
280
2N
279
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289
205
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2745007

2135007

5233107

1007/07 - 1008/07
1151/07 - 1152107
444207

0774107 - 0775107
551207

1148/07

2747107 - 2748107
1153/07 - 1154107
3988/07 - 3989/07
1282/07 - 1283107
4858107

3881/07

1149/07 1150/07
4925107

3200/07

0769/07 - 0931/07
5226107 - 5227107
0772007 - 0773107
3986/07

0140/07 - 0213/07
0212/07

1770007 - 1771107
2907107

4440/07 - 4441007



10.14 Apéndice — N Dendrograma RFLP-1S6110 — Montes
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

80
—100

) 7

pE2

—d
l:l

® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
~ @ MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...
® MONTES CLAR...

Claros

319
327
312
328

305

303
297
307

318
316
325
310
321
323
304
309

3698/07 - 3699/07
4510/07 - 4511/07
1693/07 - 1694/07
3306/07 - 3307/07
25937 - 2594/07
4780107

1460/07 - 1461/07
1990/07 - 2140/07
0088/07 - 0089/07
0644/07 - 0645/07
3700/07 - 3701/07
5274107 - 5275107
5104/07 - 5105/07
4258107 - 4259/07
5276/07 - 5277107
1989/07

0293/07 - 0294/07
0290/07 - 0289/07
1991/07 - 2141/07
293207

325/#1 5276/07 - 5277107

208
329
N7
324
302

1458/07 - 1459/07
5439/07 - 5440/07
3747107
5418/07 - 5419/07
5101/07
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10.15 Apéndice — O Dendrograma RFLP-1S6110 — Nova L ima
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

[ 40
60
80

ONOVA LIMA331 3240007 - 3241107
ONOVALIMA333 0416/07 - 0417/07
oNOVA LIMA334 4060/07 - 4061/07

080




10.16 Apéndice — P Dendrograma RFLP-1S6110 — Nova L ima
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

RFLP

¢ POGOS DE CALDAS 343
¢ POGOS DE CALDAS 351
9 POCOS DE CALDAS 346
¢ POCOS DE CALDAS 344
9 POGOS DE CALDAS 350
¢ POGOS DE CALDAS 345
¢ POGOS DE CALDAS 348
¢ POGOS DE CALDAS 349
¢ POGOS DE CALDAS 339
¢ POGOS DE CALDAS 342
¢ POGOS DE CALDAS 340

90

0519/07 - 0520107
3584/07 - 3585/07
1251107 - 1252007
1342007

6376/07 - 5317107
0487/07 - 0488/07
2823/07 - 2824107
4759/07 - 4760/07
5113/07 - 5114107
3847107

3840/07 - 3841/07
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10.17 Apéndice — Q Dendrograma RFLP-IS6110 — Santa Luzia
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP
WA R

| OSANTALUZIA 353 4237107

O SANTALUZIA 356 5386/07

O SANTA LUZIA 357 5387/07

0 SANTA LUZIA 355 5288107 - 5327/07
O SANTALUZIA 354 4913107 - 4914107

—_— —100

—a 100

o
P




10.17 Apéndice — R Dendrograma RFLP-1S6110 — S&o Jo &o Del Rei
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

20

40
G0
80

)85

@ SAQ JOAO DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI
® SAQ JOAO DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI
¢ SAO JOAOQ DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI
¢ SAO JOAO DEL REI

363
368
361
360
366
369
365
367

5572107
1576/07
1911/07
4206/07
421007
0614/07
5410107
4213107

360/#1 4206/07
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- 5573107
- 1577107

-4207107

- 0658/07
-5411-5.
-4214/07
- 4207107



10.18 Apéndice — S Dendrograma RFLP-IS6110 — Sete L agoas
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP

RFLP

0 §.3 § 8 8

0%

O SETELAGOAS 380 5412007 - 413007

O SETELAGOAS 382  5963/07 - 5564/07

—

O SETELAGOAS 373 1284/07 - 1285007
O SETELAGOAS 375 192107 - 1922007
O SETELAGOAS 381 5961/07 - 5562007

93



94

10.19 Apéndice — T Dendrograma RFLP-IS6110 — Trés C oracdes
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

8
LSO T

¢ TRES CORACOES 392 4217107 - 4278107
¢ TRES CORACOES 399 507507
¢ TRES CORACOES401 4664/07
¢ TRES CORACOES 393 1108/07
¢ TRES CORAGOES 336 2407/07 - 2408/07
¢ TRES CORACOES 395 4666/07
¢ TRES CORACOES 398 466507
¢ TRES CORACOES 391 4050/07 - 4051/07
¢ TRES CORACOES400 1216/07 - 1422007
¢ TRES CORACOES 389 5369/07 - 5370107
¢ TRES CORACOES 394 353507
o TRES CORACOES 397 2560107
¢ TRES CORACOES 390 0367/07

" [
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10.20 Apéndice — U Dendrograma RFLP-1S6110 — Uberab a
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP

¢ UBERABA 402 4592/07 - 4593/07
¢ UBERABA 405 4757107
¢ UBERABA 409 3387/07 - 3388/07
¢ UBERABA 406 5137/07
® UBERABA 407 3148/07 - 3149/07
¢ UBERABA 404 5135/07
¢ UBERABA 410 5490107

QH_F




10.21 Apéndice — U Dendrograma RFLP-1S6110 — Uberab a
Todas as amostras com UPGMA-Tree, Dice, Optimiza¢a¥ Tolerancia de 1,0%.

RFLP RFLP
§ F. .8 8 3
¢ VARGINHA 413
! ¢ VARGINHA 420
. ¢ VARGINHA 422
¢ VARGINHA 416
—6 ¢ VARGINHA 419
{ ¢ VARGINHA 423
78 4%

¢ VARGINHA 418
Ui ¢ VARGINHA 411

¢ VARGINHA 417
¢ VARGINHA 421

96

3109/07
4249/07
4250/07
0945/07
1109/07
0346/07
3256/07
4251/07
4248/07
0343/07



11 ANEXOS

Anexo A — Aprovacdo no Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0416.0.203.000-10
Interessado(a): Profa. Silvana Spindola de Miranda

Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de outubro de 2010, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo
molecular epidemiolégica de cepas do Mycobacterium tuberculosis
provenientes de Minas Gerais, utilizando-se das
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) e Variable-
Number Tandem Repeats of Mycobacterial Interspersed Repetitive
Unit (MIRU-VNTR)" bem como o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

O relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

=

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG

Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepiprpq.ufmg.br
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Anexo B — Ata de Aprovacéao da Defesa

' A UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS U F m G
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO =

ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO
CLAUDIO JOSE AUGUSTO

Realizou-se. no dia 09 de maio de 2014, as 14:00 horas, Sala 022, andar térreo da Faculdade de
Medicina. da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de tese, intitulada AVALIAGAO
MOLECULAR EPIDEMIOLOGICA DE CEPAS DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
PROVENIENTES DE MINAS GERAIS, UTILIZANDO-SE DAS TECNICAS RESTRICTION
FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP) E VARIABLE-NUMBER TANDEM REPEATS
OF MYCOBACTERIAL INTERSPERSED REPETITIVE UNIT (MIRU-VNTR), apresentada por
CLAUDIO JOSE AUGUSTO, numero de registro 2010859583, graduado no curso de FARMACIA,
como requisito parcial para a obtengéo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE
DO ADULTO, A seguinte Comissac Examinadora: Prof’. Silvana Spindola de Miranda -
Orientadora (UFMG), Prof*. \Wania da Silva Carvalho - Coorientadora (UFMG), Prof. Gifone Aguiar
Rocha (UFMG), Prof. Enio Roberto Pietra Pedroso (UFMG), Prof. Afranio Lineu Kritski (UFRJ),
Prof Mara Luiza Bazzo (UFSC).

A Comisséo considerou a tese:
(\(Aprovaua
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada pelos membros
da Comisséo.
Belo Horizonte, 09 de maio de 2014.

Prof*. Silvana Spindola de Miranda ( Dodtora )

fa 3
USo watn Jix w0 APy VIV IS

Prof*. Wania da Silva Carvalho ( Doutora )
S o
Prof/, neAdlar Rocha ( Doutor )

A % &‘\,'\1 ' C"’T\ I
‘é%% Prof. Enio RoﬁenooPle‘ﬁa Pedroso ( Doutor )
-, i 5./
-~ )%3% Préf. io Lineu Kritski ( Doutor )
%y .
gé%’% (¥ " D
- 583 ' 2‘0% SO CA P 2., X2
30 % “Maria Luiza Bazzo | Doutora )
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Anexo C — Folha de Aprovacao da Defesa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO

FOLHA DE APROVACAO

AVALIAGAO MOLECULAR EPIDEMIOLOGICA DE CEPAS DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS PROVENIENTES DE MINAS GERAIS, UTILIZANDO-SE DAS TECNICAS
RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP) E VARIABLE-NUMBER
TANDEM REPEATS OF MYCOBACTERIAL INTERSPERSED REPETITIVE UNIT (MIRU-
VNTR)

CLAUDIO JOSE AUGUSTO

Tese submetida & Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagio em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito para
obtengdo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, érea de
concentragio CIENCIAS CLINICAS.

Aprovada em 09 de maio de 2014, pela banca constituida pelos membros:

£ Dissoan J,_. NOALAL SR Ak AR
Prof. Silvana Spindola de Miranda - Orientadora

UFMG
A (L A&y ¢ 1‘.' ¢ dolvte (HUAEIAL -
Prof. Wania da Silva Carvalho - Coorientadora
LUFMG
pm Aguiar Ro"cé
UFMG
t AT 'r 7’\,

Prof. Enio Roberto Pictra Fedroso

P )‘L'(Ll/\ — ) 4 "L...)ﬂi\.,
.~ Prof. Mana\L_uljz;{Blzz) j L el
UFSC

Belo Horizonte, 9 de maio de 2014,



Anexo D — Desenho das sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores dos 12 loci de MIRU estudados

100

Locusde Seqiéncia do oligonucleotideos Temperatiira de
MIRU 9 9 Hibridizag&o

02 2F TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT 60°C
2R TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

04 4F GCGCGAGAGCCCGAACTGC —
4R GCGCAGCAGAAACGTCAGC

10 10F GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC E50C
10R GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

16 16F TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA —
16R CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

20 20F TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG —
20R GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

3 23F CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG E50C
23R AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

24 24F CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT 5000
24R GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA

26 26R TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 50°C
26F CATAGGCGACCAGGCGAATAG

27 27F TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA E50C
27R GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

31 31F ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA —
31R GTGCCGACGTGGTCTTGAT

39 39F CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC E50C
39R CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

40 40F GGGTTGCTGGATGACAACGTGT —

40R GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA




