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RESUMO |

No Brasil e no mundo, com o aumento dos custos da atencdo a salde houve a
necessidade de avaliar os métodos de diagnostico da tuberculose (TB) atuais a serem
implantadas no Sistema Unico de Sadde. O objetivo desse estudo foi avaliar o custo
médio e por atividade do diagndstico laboratorial da TB por meio de técnicas
convencionais e do teste molecular Kit Detect TB®LabTest, em um Hospital Geral de
alta complexidade da rede publica de satde. O estudo do custo foi realizado por meio de
dados primarios, coletados no Laboratdrio de Pesquisa em Micobactérias da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (LPM/FM/UFMG) e no
Laboratério de Biologia Molecular e Saude Puablica (LBMSP) da Faculdade de
Farmécia da UFMG, no ano de 2013 por duas metodologias: custo médio e custo por
atividade (ABC), sendo esta uma metodologia inovadora para o servi¢co de saude. Os
resultados do custo médio e ABC foram de R$ 23,50/R$ 13,13 para baciloscopia
centrifugada corado por Ziehl-Neelsen (ZN) e Auramina (AU); R$ 17,38/R$9,72 para
baciloscopia direta corada por ZN, R$64,09/R$ 38,62 para Cultura em meio sélido
Loweinstein- Jensen (LJ), e R$270,84/R$171,91 para o Kit Detect TB®LabTest. O
calculo do ABC deve ser usado na tomada de decisdes pelos gestores por ser o melhor
método para avaliacdo dos custos das técnicas convencionais e moleculares, pois
fornecer o valor real dos testes. Portanto, é preciso calcular o ABC, e ndo o custo médio,

em varios cenarios antes de incorporar novas tecnologias nas instituicdes de saude.



RESUMO II

Nas ultimas décadas a sublinhagem do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
RDR® foi descrita como o genétipo predominante no Rio de Janeiro, sendo associada a
familia Latino - Americana — Mediterranea (LAM) e a tuberculose multidroga resistente
(TB-MDR). O objetivo deste estudo foi investigar a frequéncia de cepas do M.
tuberculosis RDR® no estado de Minas Gerais e sua relagdo com a tuberculose
resistente. Foram selecionados, por conveniéncia, 223 isolados do M. tuberculosis
sensiveis e 104 isolados TB-MDR. Os isolados sdo provenientes de amostras
pulmonares de pacientes diagnosticados no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de
2011. O DNA extraido desses isolados foi analisado por meio do Spoligotyping; PCR-
RFLP fbpCl%/Ag85C103; PCR Multiplex RDRX° e PCR- Multiplex RD174. Foram
excluidos 92 isolados (41 resistentes e 51 sensiveis) por que ndao amplificaram na PCR.
O padrdo RDR foi identificado em 51,91% (122/235) (1.C 0,45 — 0,58) dos isolados,
seguido de 100/235 (42,5%) padrdo selvagem e 13/235 (5,53%) padrdo misto. Dos 63
M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) e 81/172 (47,1%) sensiveis apresentaram
padrdo RDR® (p = 0,001) e o marcador RD174 foi mais frequente nas sensiveis (p =
0,001). A sublinhagem RDR foi mais frequente na TB-MDR, nos isolados sensiveis 0
marcador RD174 predominou, a familia LAM e a linhagem LAM9 foram as mais
identificadas. Novos estudos para avaliar a viruléncia e transmissdo da TB devem ser
realizados no Brasil, assim como novos estudos para acompanhar a evolucdo genética

do M. tuberculosis.



ABSTRACT I

Background: At a global level, with the increase in healthcare costs, there is a need to
assess the economic impact of the incorporation of new technologies in different health
disorders in different countries. There is scarce information regarding costs incurred
with the use of current or new diagnostic tests for tuberculosis or from the vantage point
of their incorporation within the healthcare systems of high-burden countries.

The present study aimed to assess the mean cost and the activity based cost of the
laboratory diagnosis for tuberculosis by means of conventional techniques and from the
Detect TB®LabTest molecular test kit in a general high-complexity hospital of the
public health system in Brazil. Methods: Cost analysis was performed by means of
primary data, collected in the Mycobacteria and Molecular Biology Laboratory in 2013.
Results: The mean cost and activity based cost were, respectively, U$10.06/U$5.61 for
centrifuged bacilloscopy by Ziehl Neelsen and Auramine; U$7.42/U$4.15 for direct
bacilloscopy by Ziehl Neelsen; U$27.38/U$16.50 for culture in a Loweinstein-Jensen
solid medium; and U$115.74/U$73.46 for the Detect TB®LabTest Kit. Conclusions:
The calculation of the ABC should be used in making decisions by administrators to be
the best method of assessing the costs of conventional techniques and molecular method
for providing the real value of the tests. So it is need to calculate the ABC, and not of
the mean cost, in various scenarios before incorporating new technologies in health

institutions.
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ABSTRACT Il

In the last decades the sublineage of Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
RDR° was described as the predominant genotype in Rio de Janeiro, being associated
with Latin American-Mediterranean family (LAM) and multidrug-resistant tuberculosis
(MDR-TB). The objective of this study was to investigate the frequency of M.
tuberculosis RDR strains in the State of Minas Gerais and its relationship with resistant
tuberculosis. For convenience, 223 susceptible M. tuberculosis isolates and 104 MDR-
TB isolates were selected. The isolates from sputum samples of patients diagnosed from
January 2007 to December 2011. DNA extracted was analyzed by Spoligotyping; PCR-
RFLP fbpC103 / Ag85C103; PCR Multiplex RDR® and PCR-Multiplex RD174. The
RDR® pattern was identified in 51.91% (122/235) (I.C. 0.45 - 0.58) of the isolates,
followed wild-type 100/235 (42.5%) and 13/235 (5.53%) mixed pattern. 92 isolates (41
resistant and 51 sensitive) were excluded because they did not amplify in the PCR. Of
the 63 M. tuberculosis resistant 41/63 (65.1%) and 81/172 (47.1%) sensitive had RDR°
pattern (p = 0.001) and the RD174 marker was more frequent in the sensitive (p =
0.001). The RDR sublineage was more frequent in MDR-TB, in the sensitive isolates
the RD174 marker predominated, the LAM family and the LAM9 lineage were the most
identified. New studies to evaluate the virulence and transmission of TB should be

carried out in Brazil, as well as monitoring the genetic evolution of M. tuberculosis.
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1.0 CONSIDERACOES INICIAIS

1.1.1 Estudo do Custo do diagnostico laboratorial da tuberculose

A tuberculose (TB) continua sendo das doencas transmissiveis a que mais mata no mundo.
Em 2015 a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), estimou que 10.4 milhdes pessoas
desenvolveram tuberculose, dentre esses 480.000 eram casos de TB multidroga resistente
(TBMDR; resiténcia do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) a pelo menos
isoniazida e rifampicina) e 1.2 milhdes (12%) eram HIV-positivos (WHO, 2016).

Em 2015, foram notificados 75.526 casos de TB no Brasil, sendo 63.189 casos novos,
12.337 casos de retratamento (16,3%) e dentre esses 1.027 TBMDR. O coeficiente de
incidéncia de TB no pais atualmente é de 38,7/100 mil habitantes, em Minas Gerais de
15,1/100 mil habitantes e em Belo Horizonte de 21,3/100 mil habitantes (BRASIL, 2016).
Um fator determinante para o surgimento de novos casos € o tempo durante o qual o
paciente portador de TB pulmonar mantém a cadeia de transmissibilidade. Em 2015, a
proporcéo de realizacdo de cultura de escarro nos casos novos de tuberculose pulmonar foi
de 23,1% (WHO, 2015; MS 2016).

Assim, o desenvolvimento e principalmente a implantacdo de testes diagndsticos de
qualidade, rapidos, sensiveis e custo efetivos associados a critérios clinicos, epidemioldgicos
e radioldgicos sdo estratégias eficazes para o controle da TB (Dye et al., 2002; Nagdev et
al., 2010; BRASIL, 2010).

Nesse contexto a OMS endossou 0 uso de métodos moleculares para deteccdo da TB e TB
resistente, como alternativa para o diagnostico mais rapido da doenca (Shah et al., 2013).
Estes métodos apresentam alta especificidade, embora alguns demonstrem uma
sensibilidade variavel especialmente em pacientes com baciloscopia negativa. A maior
vantagem destes métodos é que eles podem fornecer resultados bem mais rapidos que a
cultura, e a grande desvantagem é que sdo caros e complexos para uso na rotina em
contextos de recursos limitados (Steingart et al.,2015).

Os métodos moleculares comerciais mais utilizados para a deteccdo da TB e TB resistente
sdo 0 GenoType®MTBDRplus (Biomeuriéx) e o Xpert MTB/RIF® (Cepheid), esse ultimo,
foi implementado no Sistema Unico de Sadde do Brasil (SUS) por recomendacio do
Ministério da Satde. Além da implementacdo do Xpert MTB/RIF®, foi desenvolvido no
Brasil 0 Kit Detect TB® LabTest®, que trata-se de um método molecular que detecta o

produto amplificado por hibridizagdo em placa por meio de uma reagdo colorimeétrica com a



17

finalidade do diagndstico molecular do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB)
diretamente de amostras respiratorias (BRASIL, 2011; Michelon et al., 2011; Schimd et al.,
2014). Apesar do desenvolvimento dos testes moleculares séo escassos 0s dados acerca de
tais custos, e os programas de controle da TB exigem tomadas de decisdes baseadas em
algoritmos de diagnoésticos que devem considerar os custos laboratoriais, associados ao
tratamento clinico e a prevaléncia local da TB (Steingart et al.,2015). As andlises
econbmicas na area da saude encontram-se em cenario de muitas premissas, pois
informacdes necessarias para a construcao dessas analises ndo estdo facilmente disponiveis o
que leva a necessidade permanente da utilizacdo de modelos econdmicos. Os gestores dos
sistemas de salde enfrentam desafios constantes devido ao crescimento tecnoldgico e o
aumento proporcional que este crescimento causa nos gastos de saude. Neste contexto a
economia da salde esta cada vez mais incorporada nos processos de tomadas de decisdo
pelos gestores (Laranjeira & Petramale, 2009).

No ambito do diagndstico laboratorial da TB, mesmo com o desenvolvimento dos métodos
moleculares e implementacio do Xpert MTB/RIF®, a maioria dos laboratorios no Brasil esta
estruturada para realizar somente baciloscopia e cultura para micobactérias, portanto, torna-
se necessario realizar estudos de custos para mensurar 0s custos reais dos testes diagnésticos
no SUS, ressaltando o Kit Detect TB® por ser o inico método molecular nacional (BRASIL,
2010; Michelon et al., 2011).
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1.1.2 Estudo de Genotipagem do Mycobacterium tuberculosis

O estudo da epidemiologia molecular do M. tuberculosis é importante demanda da saude
global (WHO, 2010).

Um paradigma da biologia evolutiva do CMTB postula que a diversidade genética e
bioldgica em suas espécies e sublinhagens decorrem principalmente de alteracfes genémicas
brutas, tais como: delecOes, insercdes, inversdes e duplicacdes, as quais sdo conhecidas
como regides de l6cus diferentes (RD) (Lazzarini et al., 2007).

As estirpes do Complexo MTB partilham altas semelhangas gendmicas, porém o
desenvolimento de varios métodos de genotipagem lancaram uma nova Vvisdo sobre a
biologia do patdgeno e suas diversidades genéticas, sugerindo inclusive que a tendéncia para
adquirir resisténcia os farmacos pode ser influenciado pela origem genética da estirpe
(Bifani et al., 2002; Yeboah-Manu et al., 2011). Essas diversidades genéticas refletem em
uma biodiversidade entre os bacilos da TB no que diz respeito a filogenia, viruléncia,
transmissibilidade, mecanismos de reativacdo da doenca assim como o grau de re-infeccao
exogena resisténcia a farmacos e capacidade de induzir respostas imunoldgicas (Gibson et
al., 2008; Yeboah-Manu et al., 2011). Alguns métodos moleculares que tém sido
empregados para a genotipagem do CMBT tais como: Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Spoligotyping (que detecta a variabilidade do lécus), Variable
Number Tandem Repeats (VNTR) e Large Sequence Polymorphism (LSP) (Van Embden et
al., 1993; Supply et al., 2006; Sola et al., 2003). Esses métodos sdo capazes de revelar
diferencas nas distribuicGes geograficas e preferéncia hospedeira aparente de linhagens
filogenéticas distintas do CMBT (Vasconcelos et al., 2014; Yeboah-Manu et al., 2011).
Dentre as linhagens do M. tuberculosis a familia LAM (Latino - Americana — Mediterranea)
é apontada como a de maior prevaléncia, sendo contabilizados 15% da carga global de TB.
Foi descrito no Rio de Janeiro, um clone originado de um ancestral comum desta familia,
proveniente da linhagem LAM9 e denominado M. tuberculosis RDR. Nesse mesmo estudo
foi sugerido o potencial desse genotipo de causar TB primaria progressiva com evolucao
para um fendétipo de multirresisténcia (Lazzarini et al., 2007).

O conhecimento da filogenética das cepas responsaveis por estas infec¢des, a investigacdo a
frequéncia do isolamento do M. tuberculosis RDR® e sua relagdo com fendtipos e genétipos
de perfis de resisténcia aos farmacos de primeira linha sdo importantes para o tratamento da

tuberculose e para o conhecimento da epidemiologia molecular da TB.
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Dentro da perspectiva da salde publica, estudos de genotipagem do M. tuberculosis
contribuem efetivamente para o entendimento da TB com repercurssdes sobre caracteristicas
clinicas de gendtipos predominantes ou emergentes, suas associacdes epidemioldgicas com
focos da doenca, vias de transmisséo e resisténcia a farmacos, no Brasil e em muitas partes

do mundo (David et al., 2012; Lazzarini et al., 2007).
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1.2 JUSTIFICATIVA

1.2.1 Estudo do Custo do diagnéstico laboratorial da tuberculose

O diagndstico laboratorial da TB é imprescindivel para estabelecer e monitorar o
tratamento correto, aléem de romper a cadeia de transmissdo da doenca. A introducdo dos
métodos moleculares na rotina pode ser uma ferramenta importante para aumentar a
acuracia do diagnostico. Portanto a realizacdo de um estudo do custo laboratorial das
metodologias micobacteriologicas e moleculares é de extrema importancia para avaliar o
real impacto econémico da manutencdo de um laboratério de nivel de biosseguranca 3

(B3) devidamente estruturado, para realizar ambas metodologias.

A realizacdo do estudo de custo do diagndstico por meio de diferentes metodologias
proporciona um resultado fidedigno dos custos das tecnologias avaliadas por abranger

diferentes pardmetros em um mesmo estudo.
1.2.2 Estudo de Genotipagem do M. tuberculosis

A identificacdo filogenética das cepas do M. tuberculosis é de fundamental importancia
para compreender aspectos relacionados a prevaléncia da infeccdo em determinada
populacdo, mecanismos de viruléncia, transmissibilidade, aquisicdo de resisténcia a

farmacos, e capacidade de gerar ou inibir respostas imunoldgicas.

A investigacdo da frequéncia do isolamento do M. tuberculosis RDR° em Minas Gerais é
relevante para conhecer o perfil genotipico das cepas isoladas no estado sua associacdo
com formas graves da TB.
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20 OBJETIVO DO ESTUDO DO CUSTO DO DIAGNOSTICO
LABORATORIAL DA TUBERCULOSE

2.0.1 Objetivo Geral

Analisar o custo do diagndstico laboratorial da tuberculose pulmonar

2.0.2 Objetivos especificos

Realizar:

estudo do custo médio e por atividade das metodologias micobacterioldgicas e
moleculares realizadas na rotina do Laboratério de Pesquisa em Micobactérias da
Faculdade de Medicina da UFMG — LPM/FM/UFMG.

estudo do custo do diagndstico laboratorial ao associar duas ou mais metodologias por

amostra.

2.1 OBJETIVO DO ESTUDO DE GENOTIPAGEM DO M. TUBERCULOSIS

2.1.1 Objetivo geral

Investigar a frequéncia de cepas do M. tuberculosis da sublinhagem RDR em Minas

Gerais

2.1.2 Obijetivos especificos
Avaliar a frequéncia:

das cepas da sublinhagem RDR® dentre as cepas resistentes e sensiveis por meio do
PCR multiplex e RD174.

da familia LAM.



22

3.0 METODOLOGIA

3.1 Metodologia do Estudo do Custo do diagnostico laboratorial da TB

3.1.1 Delineamento

A andlise de custos foi baseada na rotina de funcionamento LPM/FM/UFMG e do
Laboratério de Biologia Molecular e Saude Puablica (LBMSP) da Faculdade de
Farmécia (FAFAR) da UFMG. Foram coletados dados referentes aos componentes de
custo das metodologias realizadas nos laboratorios durante 2013.

3.1.2 Rotina de Funcionamento do LPM/FM/UFMG

Neste laboratorio existem dois fluxos de trabalho para a baciloscopia: 1) baciloscopia
direta pelo Ziehl Neelsen (ZN) em amostras respiratorias provenientes dos setores de
pronto atendimento e enfermarias do Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG) para
liberacdo do resultado em até 4 horas. 2) baciloscopia centrifugada para a realizacdo da
coloragdo pelo método de ZN e fluorescéncia Auramina “O” (AU) de todas as demais
amostras que chegam do Complexo Hospitalar (ambulatérios), inclusive das amostras
em que foram realizadas a baciloscopia direta.

A cultura é realizada em meio sélido Loweinstein- Jensen (LJ), utilizando quatro tubos,
sendo: dois tubos sem farmacos e um contendo Acido Paranitrobenzoico (PNB) e um
contendo Acido 2-tiofenocarboxilico (TCH). As amostras sdo descontaminadas pelo
método N -Acetyl L-Cisteina (NALC). (WHO, 2009).

Para o célculo dos custos do Kit Detect TB® foi considerado somente as amostras
respiratorias devido a recomendacdo do fabricante (LABTEST, 2012), além de todas as
condigdes do LPM/FM/UFMG e do Laboratdrio de Biologia Molecular e Satde Publica
da Faculdade de Farmécia da UFMG.

3.1.3 Casuistica

Foram analisadas em 2013, 1482 amostras pulmonares e extrapulmonares, provenientes
de 817 pacientes, no LPM/FM/UFMG, constituidas por 712 escarros, 70 Lavados
Bronco Alveolares (BAL), 362 liquores, 48 urinas, e o restante das amostras dividas
entre demais secrecdes e liquidos corporais, sangue e material de bidpsia. Foram

realizadas por més em média: 100 baciloscopias, 91 culturas e 40 testes moleculares.
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3.1.4 Coleta de dados gerais do LPM/FM/UFMG e LBMSP

Para a construcdo da cadeia de custos foram coletados os seguintes dados em relacéo a
infra estrutura e recursos humanos:

Valor do contrato anual de manutencéo do Laboratério NB3 e da conta mensal de luz,
de &gua e telefone dos prédios.

Valor do contrato mensal da empresa de seguranca e de limpeza.

O consumo de energia, &gua e telefone, assim como a demanda referente aos servigos de
limpeza e segurancga foi de 0,20% sob o valor total desses itens. Essa porcentagem de
0,20% corresponde ao consumo médio do laboratério em relagdo ao consumo total do
prédio referente a esses servicos. Estes valores foram incorporados aos calculos de custo

em cada metodologia.

Coleta de informacbes gerais e dos Componentes de Custo das Metodologias
Laboratoriais
Para a construgéo da cadeia de custos das metodologias avaliadas foram coletados dados
especificos de cada metodologia referentes aos: valores de compra dos equipamentos e
materiais de consumo permanente, insumos e salario dos recursos humanos. Para todos
esses itens foram consideradas todas as etapas de realizacdo de cada técnica incluindo as
fases pré analitica (registro e armazenamento das amostras recebidas) e pds analitica
(liberag&o de resultados e armazenamento de dados).
Para a realizacdo dos céalculos de custo dos reagentes o valor total foi dividido
considerando o volume de cada reagente utilizado, dos materiais unitarios, pela
quantidade utilizada para a realizacdo de um teste. No caso dos equipamentos de
protecdo individual (EPI) em relacdo ao nimero de vezes utilizados na rotina.
Foram coletados também para cada metodologia as seguintes informacg6es: numero de
exames realizados mensalmente, tempo médio para realizacdo de um exame, nimero de
técnicos, bioquimicos, agentes administrativos envolvidos nas atividades e sua
respectiva dedicacdo média por exame em relacdo a carga horaria total de trabalho.
Itens avaliados por exame:

e Baciloscopia direta corada por ZN:
Equipamentos e materiais de consumo permanente: microscopio binocular, cabine de

seguranga bioldgica, bico de Bunsen, cronbmetro, bancada com agua corrente, suporte
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para corar laminas, frascos de vidro 200mL, pinga anatdmica, haste de metal, estante
para tubos para secar laminas, funil de vidro para filtrar corantes, balcdo, geladeira de
armazenamento, no break, freezer -20°C, caixa porta lamina, higienizador para méaos,
cestas de lixo, telefone e computador.

Recursos Humanos: Técnico de Laboratorio, Agente administrativo, funcionérios de
seguranca e limpeza.

Insumos: a) reagentes em litros: alcool a 70%, fenol a 5%, fucsina fenicada a 0,3%,
solucdo descorante de alcool &cido a 3%, azul de metileno a 0,3% e 6leo de imerséo.

b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, laminas de vidro, caixa de papelao
para descarte de material, saco plastico autoclavavel, fita adesiva, lapis, caneta
esferografica, fosforo, gaze. c) equipamentos de protecdo individual: mascara N95

NIOSHI, avental descartavel e luvas.

e Baciloscopia centrifugada corada por ZN e AU
Equipamentos e materiais de consumo permanente: microscopio binocular, Microscopio
de fluorescéncia, centrifuga refrigerada, cabine de seguranca bioldgica, bico de Bunsen,
cronébmetro, bancada com agua corrente, suporte para corar laminas, frascos de vidro
200mL, pinga anatomica, haste de metal, estante para tubos para secar laminas, estante
pra tubos Falcon, funil de vidro pra filtrar corantes, balcdo, geladeira de
armazenamento, agitador (vortéx), no break, freezer -20°C, caixa porta lamina,
higienizador para maos, cestas de lixo, telefone e computador.
Recursos Humanos: Bioquimico, Técnico de Laboratério, Agente administrativo, e
funcionarios da seguranca e limpeza.
Insumos: a) reagentes em litros: alcool a 70%, fenol a 5%, fucsina fenicada a 0,3%,
solucdo descorante de alcool &cido a 3%, azul de metileno a 0,3%, 6leo de imersao,
solucdo de auramina “O”, solucdo descorante de alcool &cido a 1%, solucdo de
permanganato de potassio, solucdo NaOH a 4%, solucédo neutralizante de NALC.
b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, laminas de vidro, caixa de papeldo
para descarte de material, pipetas de Pasteur, tubo Falcon 50mL, saco plastico
autoclavavel, fita adesiva, lapis, caneta esferografica, fosforo, gaze. ¢) equipamentos de
protecdo individual: mascara N95 NIOSHI , avental descartavel e luvas.
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e Cultura em meio solido de LJ
Equipamentos e materiais de consumo permanente: estufa bacteriolégica & 37°C,
centrifuga refrigerada, cabine de seguranca biologica, cronémetro, frascos de vidro
200mL para descarte de material, estante para tubos de ensaio, bandeja de polipropileno
pra incubacdo dos meios semeados, agitador (vortéx), estante para tubos de Falcon,
balcdo, pia, geladeira de armazenamento, no break, freezer -20°C, higienizador para
méos, cestas de lixo, telefone e computador.
Recursos Humanos: Bioquimico, Técnico de Laboratorio, Agente administrativo,
funcionarios da seguranca e limpeza.
Insumos: a) reagentes em litros: alcool & 70%, fenol & 5%, solu¢do NaOH a 4%, solucédo
neutralizante de NALC, meio sélido LJ, meio sélido LJ + PNB, meio s6lido LJ + TCH.
b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, caixa de papeldo para descarte de
material, pipetas de Pasteur, tubo Falcon 50mL, saco plastico autoclavavel, lapis, caneta
esferogréfica, gaze. c) equipamentos de protecdo individual: méascara N95 NIOSHI,
avental descartavel e luvas.

e Kit Detect TB®
Equipamentos e materiais de consumo permanente: microcentrifuga, cabine de
seguranca bioldgica, cronémetro, agitador (vortéx), purificador de agua MiliQ,
espectrofotdmetro, forno de hibridacdo, termociclador, termobloco, pipeta multicanal,
pipetas automaticas de 2uL,20 pL,200 pL e 1000 pL, frascos de vidro de 200mL para
descarte de material, balcdo, pia, geladeira de armazenamento, no break, freezer -20°C,
higienizador para maos, cestas de lixo, telefone e computador.
Recursos Humanos: Bioguimico, Agente administrativo, funcionarios da seguranca e
limpeza.
Insumos: a) reagentes em litros: alcool a 70%, solugdo de hipoclorito a 1%, Kit Detect
TB®Labtest®
b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, caixa de papeldo para descarte de
material, microtubos de 200 pL, microtubos de 2000 pL , ponteiras com filtro de 20 L,
200 pL e 1000 pL c) equipamentos de protecdo individual: mascara N95 NIOSHI,

avental descartavel e luvas.
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3.1.5 Anélise do Custo Médio e Custo por Atividade (ABC)

Os custos do diagnostico laboratorial da TB (baciloscopia e cultura) foram avaliados
baseados em duas metodologias: custo médio e ABC.

O Custo médio é calculado por meio do custo total dividido pela quantidade produzida
em determinado periodo (BRASIL,2006) e nesse estudo foi considerando a quantidade
de exames realizados por més no LPM/FM/UFMG.

O ABC é calculado considerando uma atividade como o denominador para o calculo do
custo unitéario da atividade, em vez da quantidade real consumida. Esse procedimento é
utilizado com o objetivo de evitar flutuagdes no célculo do custo unitario da atividade
em funcdo da variacdo da quantidade real processada. O principio basico deste sistema é
tornar direto o maior nimero possivel de custos proporcionais e ndo-proporcionais, por
meio de direcionadores de custos (Khoury et al., 2000).

As formulas utilizadas para construcdo da cadeia de calculo dos custos estdo
exemplificadas da Figura 1.

Figura 1 — Formula do Custo Médio e ABC

Custo médio Custo por atividade

S (piqidi) 3 Pqg.ct
> 2 fae

o4

P; _valor dos recursos utilizados

q; - quantidade dos recursos utilizados
d;_ dedicacao média do recursos utilizado
A = namero total de atividades

¢ = fator de conversao em tempo

t = duracao da atividade



27

3.2 Metodologia do Estudo de Genotipagem do M. tuberculosis

3.2.1 Delineamento

Estudo descritivo da avaliacdo genética do M. tuberculosis resistente e sensivel em

cepas do estado de Minas Gerais e investigacio da frequéncia linhagem RDR.
3.2.2 Casuistica

Desenho do estudo

Foram selecionadas por conveniéncia, 104 M. tuberculosis resistentes e 223 sensiveis,
provenientes de amostras pulmonares do Laboratério Central de Saide Publica do
Estado de Minas Gerais (LACEN-MG) - Instituto Octavio Magalhdes - Fundagdo
Ezequiel Dias (FUNED), no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2011.

3.2.3 Critérios de Inclusao

Cepas do Mycobacterium tuberculosis estocadas a -70°C no LPM/FM/UFMG no
periodo de 2007 a 2013, provenientes de pacientes do estado de MG.

3.2.4 Critérios de Excluséo

Micobactéria Ndo Tuberculosa (MNT).
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3.2.5 Isolamento Micobacteriano

As cepas estocadas provenientes de amostras clinicas pulmonares foram previamente
processadas, identificadas e testadas quanto a sensibilidade aos farmacos de primeira
linha para o tratamento da TB: estreptomicina (S), isoniazida (I), rifampicina (R) e
etambutol (E) por meio do método BACTEC® MGIT 960® (Siddigi & Riisch-Gerdes,
2006).

3.2.6 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foram retiradas duas alcadas do crescimento micobacteriano
em Lowenstein Jensein (LJ) e transferidos para um microtubo contendo 515 pL de
tampdo Tris-acido etilenodiaminotetracético (TE). A inativacdo bacteriana foi realizada
por aquecimento por 30 minutos a 80°C em termobloco. Em seguida foi adicionado
64uL da suspensdo de lisozima 10 mg/mL e o material foi incubado a 37°C por uma
hora. Apds este procedimento foi adicionado 97uL da solugdo (1400 pL Duodecil
Sulfato de Sédio - SDS a 10% e 400 pL de proteinase K) e incubado a 65°C por 10
minutos. Foram adicionados 128 pL de NaCl 5M com 128 pL de brometo
cetiltrimetilaménio (CTAB) previamente aquecidos e o tubo de reacdo foi
homogeneizados no vortex até se obter uma mistura branca leitosa e incubado em
termobloco a 65°C por 10 minutos. Em seguida foram adicionados 1030 pL de
cloroférmio/alcool-isoamil (24:1), homogeneizado e centrifugado a 12.000 rotacGes por
minuto (rpm) a 4°C por 8 minutos. Aproximadamente 600uL da fase aquosa foram
transferidos para um microtubo limpo e em seguida adicionou-se 0,6 do volume de
isopropanol padrdo analitico (P.A), misturado por inversdo e incubado por 12 horas a -
20°C. Apds esse periodo o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado deixando 20 pL aproximadamente no pellet. O sedimento
foi lavado novamente com 1000 pL de etanol 70% previamente resfriado. Centrifugado
por 5 minutos e repetindo o mesmo procedimento para descartar o etanol 70%. Apds
este procedimento os tubos foram centrifugados novamente por um minuto e invertidos
em papel absorvente para descarte do restante do sobrenadante. Apds esse
procedimento, foram centrifugados por 5 minutos a 65°C no concentrador a vacuo
eppendorf®. Foram adicionados aproximadamente 60-100 pL de tamp&o TE, de acordo

com o tamanho o pellet visivel. Apds a adi¢cdo do TE os DNA foram armazenados por
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24 horas em geladeira (2-8°C) e posteriormente armazenados a -20°C (Dantas et al.,
2015).

3.2.7 Verificacdo da presenca de DNA extraido

As amostras de DNA foram processadas no LBMSP/UFMG, onde foi preparado um gel
de agarose a 1% em TBE, adicionado 5 pL de DNA extraido em cada canaleta e
realizada corrida a 120 Volts por 45 minutos para verificar presenca de bandas. Os

DNA foram também dosados em espectrofotdmetro utilizando-se 1 uL de cada amostra.

3.2.8 PCR Multiplex RDR®

A deteccdo do perfil RDR foi realizada por meio do seguinte protocolo do PCR
multiplex. Para a mistura de PCR foi utilizado, 20 pmol/uL de cada iniciador:
BridgeRDR°F 5" CAC TCC GGC TGC CAA TCT CGT C 3"; BridgeRDR°R 5" CAC
CGC CAC GCT GAA TGA GAC CA 37; IS1561F 5" GAC CTG ACG CCG CTG ACA
C 3 elIS161R 5 CAC CTA CAC CGC TTC CTG CC 3" em um volume final de 50 pl
contendo 2mM MgCly, 0,2 mM dNTP, 1U Tag DNA polimerase (Phoneutra®), 1X

buffer, 10% Dimetilsulféxido (DMSO)e 10 ng de DNA. As amplificacbes foram
realizadas com o seguinte ciclo: 5 min a 95 °C seguido de 45 ciclos de 1 min 4 95°C, 1
min & 60°C, 4 min & 72°C e uma extensdao final a 72 °C por 10 min em termociclador
Veriti 96 WellThermocycler (AppliedBiosystems®). Os produtos amplificados foram
analisados em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1X corados com brometo de etidio
(1 ng/mL), observando a presenga ou auséncia de fragmentos de 1175 e/ou 530 pares de
base (pb). O padrdo RDR apresenta o fragmento de 1175pb, e o padrio selvagem o
fragmento de 530 pb, e em caso de aparecimento de ambos os fragmentos trata-se de um

padréo misto (Lazzarini et al., 2007).
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3.2.9 PCR-RFLP fbpC!%/Ag85C103

O polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) fbpC®® ou Ag85C103 foi descrito como
marcador especifico para a linhagem LAM por Gibson et al., 2008. A PCR foi adaptada
e descrita por Vasconcelos et al., 2014. Para a amplificacdo foram utilizados 40
pmol/uL de cada um dos iniciadores, fbpC103 F: 5 CTG GCC GTT GCT CTG CGA
GGG CTGATA CCA 3 e fbpC103 R: 5’-CGA TCT CGC GCT GCG GCC ACG ACA
TT-3 em reagOes contendo: 2 mM MgCI2, 0,2mM dNTPs, 1U Tag DNA polimerase
(Phoneutra®), buffer 1X, 10% DMSO e 10 ng de DNA, em um volume final de 50 pL.
As amplificacBes foram realizadas nas seguintes condicdes: desnaturacdo inicial de
5min a 95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4 min 72°C e extensao
final de 10 min 72°C em termociclador Vereti 96 WellThermocycler
(AppliedBiosystems®). Os produtos amplificados (519 bp) foram analisados em gel de
Agarose 2% em TBE 1X e corados com brometo de etidio (1 pg/mL), 15uL do produto
amplificado foram submetidos a digestdo enzimatica com 1U da enzima de restricdo
Mnll a 37°C por 4 horas (New EnglandBioLabs Inc. USA) seguindo as recomendagdes
do fabricante. A enzima Mnll apresentas trés fragmentos no produto amplificado:
365pb, 96 pb e 48 pb. A presenca do SNP (G309A) resulta na perda de um dos trés
sitios de restricdo, 0 que permite a deteccdo da variante mutante. Apos a digestdo
enzimatica 15 pL da reacdo foi submetida a eletroforese em gel de Agarose 3% (TBE
1X) e corados com brometo de etidio (1 pg/mL). Os tamanhos dos fragmentos foram
estimados comparando com marcadores moleculares de 50 pares de base (pb) e 100 pb
(Fermentas®). A variante mutante (LAM) foi caracterizada pela presenca de duas
bandas de 461 pb e 48 pb e o selvagem por bandas (Ndo LAM) de 365 pb, 96 pb e 48

pb.
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3.2.10 PCR- Multiplex RD174

Para a amplificacdo foram utilizados 40 pmol/pL de cada um dos 3 iniciadores a seguir:
RD174 F: 5’AGC TGC TCC GGCTCG CGG TCC TCG TTG TC ‘3, RD174Fi: 5’-
GCC TAT CCG CGG ACG GCA TCCATT GTG A-‘3 e RD174 R: 5°-ATC GCA GCG
GTG AAC GTT TCG ACG GCA TCT-‘3 em uma reacao contendo: 2 mM MgCl2, 0,2
mM dNTPs, 1U Tag DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de DNA, em um
volume final de 50 pL. As amplificacdes foram realizadas com as seguintes condigoes:
Desnaturacéo inicial de 5 min. a 95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C,
4 min 72°C e extensdo final de 10 min 72°C em termociclador Vereti 96 Thermal
Cycler (Applied Biosystems®). Os produtos da PCR foram submetidos & eletroforese
em gel de agarose (2%) e coloracdo do DNA com brometo de etidio (1pug/mL). Para
determinac¢do dos fragmentos amplificados pela PCR, 5uL do produto da PCR foi
submetido a eletroforese em gel de Agarose 2% (TBE 1X) e corados com brometo de
etidio (1 pg/mL). Os tamanhos dos fragmentos foram estimados comparando com
marcadores moleculares de 50 pares de base (pb) e 100pb (Fermentas®). Os isolados
que apresentam a regido RD174 intacta, apresentam fragmentos de 300 pb e os que
possuem a delecdo apresentam fragmentos de 500pb (Gibson et al., 2008; Vasconcelos
etal., 2014).

3.2.11 Spoligotyping

O Spoligotyping foi realizado por meio da técnica da hibridizacdo em microesferas
(beads) desenvolvida no Laboratério de Infeccdo, Genética e Patdgenos emergentes do
Instituto de Genética e Microbiologia da Universidade Paris Sud, Franca e descrito por
Zhang et al. 2010. Para as amplificacGes foram utilizados 10 pmol/uL de cada iniciador:
Dra 5°CCG AGA GGG GC GGA AAC 3'e DRb 5GGT TTT GGG TCT GAC GAC
3’sendo este marcado com biotina na extremidade 5" em uma reagédo contendo: 2 mM
MgCI2, 0,2 mM dNTPs, 1U Tagq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de
DNA, em um volume final de 50uL. As amplificacdes foram realizadas com as
seguintes condigdes: Desnaturacéo inicial de 3 min. a 96°C seguido por 30 ciclos de 1
min 96°C, 1 min 55°C, 1 min 72°C e extensdo final de 10 min 72°C em termociclador
Vereti 96 Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Apés amplificacio SuL do DNA

amplificado é adicionado a solugdo de hibridizagdo (1,55 pL de microesferas
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Beamedex® + 31,5uL de TMAC 1,5X) submetidos ao termociclador com desnaturagéo
a 95°C por 10 min e hibridizacdo a 52°C por 20 mim. Apés a hibridizacdo a microplaca
foi centrifugada a 4000 rpm/4°C por 7 minutos. Apos centrifugacgéo retira-se 40 uL do
sobrenadante e ressuspende em 40 uL de TE. Adiciona-se entdo 25 pL da solugdo de
Estreptvidina-R-Ficoeritrina 1mg/uL (Invitrogen®) e analisados por meio do sistema
Luminex®Bioplex®BioRad®. Parte das analises do Spoligotyping foram previamente

realizados na tese da Dra. Nayanne Gama Teixeira Dantas (Dantas, 2015).

3.2.12 Anélise dos dados

Os célculos foram realizados por meio dos programas STATA versdo 12 Copyrigth
1985-2015 StataCorpLPCUSA, e pelo site livre SITIVITwebsite http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/.
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3.3 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob o
parecer 122.941 (CAAE 06611912.8.0000.5149) como parte do projeto intitulado
“Avaliacdo da Concentracdo inibitéria minima (MIC) de cepas do Mycobacterium
tuberculosis sensiveis e resistentes isoladas em Minas Gerais” sendo autorizado a

utilizacdo das cepas para estudo genético.
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4.0 NOTA EXPLICATIVA

Seguindo as orientacdes do Programa de Pos-Graduacdo em Infectologia e Medicina
Tropical os resultados e discussdes serdo apresentados em formato de artigo. Como pré-
requisito para a defesa da tese de doutorado esta deve conter pelo menos um artigo
submetido e um artigo a ser submetido para revista indexada pelo Journal Citation
Reports (JCR) e classificada no WebQualis Periddicos da area Medicina Il como Al ou
A2.

O Artigo referente ao estudo do custo do diagndstico da tuberculose foi aceito para
publicacdo na revista Frontiers in Microbiology (Fator de impacto em 2016 de 4.165 e
classificada como Qualis A2/ Medicina Il) entitulado: Evaluation of the mean cost and
activity based cost in the diagnosis of pulmonary tuberculosis in the laboratory routine
of a High-Complexity Hospital in Brazil.

O Artigo 2 referente ao estudo da genotipagem do M. tuberculosis sera submetido a
revista Tuberculosis (Fator de impacto em 2016 de 3.394 e classificada como Qualis
A2/ Medicina 1) entitulado: Mycobacterium tuberculosis RDR® na tuberculose
resistente em Minas Gerais, Brasil.
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High-Complexity Hospital in Brazil
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At a global level, with the increase in healthcare costs, there is a need to assess the
economic impact of the incorporation of new technologies in different health disorders
in different countries. There is scarce information regarding costs incumed with the
use of cumrent or new diagnostic tests for tuberculosis or from the vantage point of
their incorporation within the healthcare systems of high-burden countries. The present
study aimed to assess the mean cost and the activity based cost of the laboratory
diagnosis for tuberculosis by means of conventional technigues and from the Detect
TBeLabTest molecular test kit in a general high-complexity hospital of the public health
systemn in Brazil. Cost analysis was performed by means of primary data, collected
in the Mycobacteria and Molecular Biology Laboratory in 2013, The mean cost and
activity based cost were, respectively, US10.06/U$5.61 for centrifuged bacilloscopy
by Ziehl Meslsen (ZM) and Auraming (AU); UST.42/U84.15 for direct bacilloscopy
by ZN; U$27.38/U%16.50 for culture in a Loweinstein-Jensen solid medium; and
UE115.74/U$73.46 for the Detect TBeLabTest Kit. The calculation of the ABC should
be used in making decisions by administrators to be the best method of assessing
the costs of conventional techniques and molecular method for providing the real value
of the tests. So it is need to calculate the ABC, and not of the mean cost, in various
scanarios before incorporating new technologies in health institutions.

Keywords: tuberculosis, health system, cost analysis, mycobacteria, technology

INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) remains as one of the central problems of world public health. In 2015, in Brazil,
some 71,221 new cases were notified, with 73% confirmed by laboratory diagnosis (bacilloscopy
or culture), and 71% presented treatment success (WHO, 2016). The diagnosis of TB by means of
high-quality mycobacteriological exams associated with clinical/epidemiological and radiological
criteria represent efficient strategies to TB control (BRLASIL, 2010). However, these conventional
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methods present some disadvantages, such as low sensitivity and
specificity, as in the case of the bacilloscopy and chest X-ray (The
International Journal of Tuberculosis, and Lung Disease [1IJTLD],
2012).

The culture, considered the “gold standard”, has limitations,
which are inherently linked to the time needed to obtain the
results and the need for a robust infrastructure in the laboratory,
which is limited to reference centers (Gholoobi et al, 2014).
Molecular diagnosis is reported to have higher sensitivity than
bacilloscopy and faster than cultures (Almeida et al., 2015). As of
2008, the World Health Organization (WHO) endorsed the use
of molecular methods to detect TB and drug-resistant TB as an
alternative to a faster diagnosis of TB (WHO, 2008).

These methods present a high specificity, though lower
sensitivity in patients with negative bacilloscopy results. The
most commercial molecular methods used to detect TB and
drug-resistant TE are the GenoType® MTBDRplus (Biomeuriéx)
and the Xpert MTB/RIF® (Cepheid). One major advantage of
these methods is that these can provide results more quickly
than the culture, yet the greatest disadvantage is that they are
too expensive and too complex for routine use in contexts
with limited resources (Steingart et al. 2015). In Brazil, the
Xpert MTB/RIF® was introduced into the public system by
recommendation from the Ministry of Health in 2014. A new
kit developed in Brazil (Detect TB®LabTestKit, MG, Brazil) has
been wsed for the molecular diagnoses of the Mycobacterium
tuberculosis Complex (MTBC) (BRASIL, 2011; Michelon et al,,
2011; Schimd et al, 2014).

Mevertheless, in high-burden countries, data concerning the
costs incurred with the use of diagnostic tests for TB are scarce
in routine conditions, and the TB control programs require
decision-making based on algorithms of diagnoses that consider
the laboratory costs, as well as those related to clinical treatment
and the local prevalence of TB (Shah et al., 2013). At the global
level, with the increase in healthcare costs, there is a growing need
toassess TB diagnostic methods, both current methods and those
planned for future implementation in different countries (Silva,
2003; BRASIL, 2011).

While there are large numbers of studies on accuracy of TB
diagnostic tests, there are few studies that are focused on cost.
Study conducted in Thailand demonstrated that the costs by Ziehl
Meelsen (ZN) and Auramine (AU) were very close. In Zambia
compared the values of the culture by different techniques in
liquid and solid media found few variations. In South Africa,
the cost of molecular method (Xpert MTB/RIF®) was similar to
conventional automated liquid culture-based methods and the
GenoType® MTBDRplus was higher (Mueller et al., 2008 Sohn
et al, 2009a,b; Shah et al., 2013).

Within the methodologies used to calculate the costs of
health services, activity based costing (ABC) is appropriate for
complex organizations, in which the products consume resources
in a highly heterogeneous manner, such as occurs in hospitals.
The benefits of ABC are many, especially because it improves
managerial decisions; facilitates the determination of relevant
costs; allows for the identification of actions geared toward the
reduction of overhead costs; provides a greater precision in
product costs; determines the costs of services/products offers

support in the negotiation of contracts; provides support in the
increase in revenue, helping customers to understand the cost
reductions as consequence of the use of their products and
services; gives support for benchmarking; and determines the
remainder of shared services (BRASIL, 2006).

A study was recently conducted in Brazil aimed at supplying
subsidies for managers to identify the main cost guidelines and
possible gains in efficiency and effectiveness when adopting the
XpertMTB/RIE using the ABC asa cost methodology to pinpoint
the advantage of being able to observe a significant quantity of
tests, thus making it possible to identify 2 standard cost and
conduct a detailed inventory of the cost items {Pinto et al., 2015).

In the Brazilian context, considering that the majority of
reference laboratories are structured to conduct bacilloscopies
and cultures to detect mycobacteria, it thus becomes necessary to
measure the real costs of both these technologies and the Detect
TB® kit, the only national molecular method (BRASIL, 2010;
Michelon et al, 2011).

Therefore, the present study aimed to assess the mean cost and
ABC of the laboratory diagnosis of TB by means of conventional
techniques and the Detect TB2LabTest molecular test kit in a
high-complexity general hospital from the public health system.

MATERIALS AND METHODS

Design and Study Site

This study’s cost analysis was performed by means of primary
data collected in the Research Laboratory in Mycobacteria (RLM)
of the Federal University of Minas Gerais (FUMG) School
of Medicine (3M), as well as in the Molecular Biology and
Public Health Laboratory (MBPH) of the FUMG School of
Pharmacy (SP), from January to December 2013. At RLM, TB
laboratory diagnoses are conducted on patients who receive
medical care at the hospital complex of the Clinical Hospital
(CHYFUMG, a public and general university hospital that
conducts educational, research, and medical care activities.
CH/FUMG is a reference hospital in the municipal and state
health system concerning medical care provided to patients
with mid- and high-complexity pathologies, and consists of
one hospital unit and seven outpatient care centers (UFMG,
2015).

Study’s Cost Analysis

The costs of TB laboratory diagnoses (bacilloscopy and culture)
were evaluated based on two methodologies: by mean cost and by
activity. Mean Cost is calculated through the total cost divided by
the quantity produced over a determined period of time {BRASIL,
2006), which, in this study, considered the quantity of exams
conducted per month.

The ABC is cakulated considering an activity as the
denominator for the calculation of the unit cost per activity,
rather than the real consumed quantity. The aim of this
procedure i to avoid fluctuations in the calculation of the
activity's unit cost based on the variation of the real processed
quantity. The basic principle of this system is to make the largest
possible number of proportional and non-proportional costs
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more direct, through cost guidelines, as illustrated in Figure 1
(Khoury and Ancelevicz, 2000).

To calculate both costs (mean/ABC), this study verified the
values of all cost components of the assessed diagnostic methods,
such as: infrastructure, equipment, inputs, personal protective
equipment (PPE), human resources, and the maintenance of
binsafety laboratories (B3), according to the daily routine
at RIM/SM/FUMG in 2013 These data were collected by
consulting the purchasing, human resources, and maintenance
sectors after prior institutional authorization and study approval
by the Ethics Committee (CAAE -11821913.6.000.5257, CAAE -
0223.2412.7.1001.5149, DEPE/CH, protocol number 139/12).

Diagnostic Tests of Tuberculosis
Laboratory Routine

The RIM/SM/FUMG counts on two work flows to perform
a bacilloscopy: (1) direct bacilloscopy by ZN in samples from
emergency rooms and wards at the FUMG Clinical Hospital for
the release of exam results in up to four hours; (2) centrifuged
bacilloscopy to execute staining by means of the ZN method and
fluorescent (AU) of all of the other samples that arrive from the
Hospital Complex (out-patient care), including the samples in
which the direct bacilloscopy was performed.

The culture is performed in a Loweinstein-Jensen (L]) solid
medium, using four tubes —two tubes without drugs and two
with p-Nitrobenzoic acid (PNE) and 2-thyophenecarboxylic acid
(TCH). The samples are decontaminated by the N-Acetyl L-
Cysteine (NALC) method (WHO, 2009). Monthly, the RLM
conducts an average of 100 bascilloscopies and 21 respiratory
sample cultures, such as sputum, bronchoalveolar lavage, and
endotracheal aspirates, as well as of extra-pulmonary samples,
such as cerebrospinal fluid, urine, biopsies, among others.

To calculate the costs of the Detect TB® kit, only the
respiratory samples were considered, following both the
manufacturers recommendations (Labtest, 2012) and all
of the conditions established by RIM/SM/FUMG and
MBPH/SP/FUMG. The number of samples included in the
calculation for the Detect TB® kit was only one per patient. All

costs were expressed in US, using an exchange rate of US$ | = RS
2,34 in 2013 according Brazilian Central Bank.

RESULTS

The Cost of Infrastructure

The results of the mean cost of the RLM/SM/FUMG
infrastructure are shown in Table 1; these items did not
influence the ARC of the verified methods. It can be obsarved
that security is the item that most influenced the mean cost.

The Cost of Diagnostic Tests of
Tuberculosis Laboratory Routine

The main items that influenced the mean costs and ABC of the
bacilloscopy. culture, and Detect TB® kit are shown in Tables 2-4,
where one can observe an individual difference in the mean cost
of the equipment and a similarity of ABC for inputs. The unit
value of the disposable apron observed in Tables 2 and 3 is higher
than the other inputs, but did not affect the increase in mean cost
and ABC. The mean cost and ABC of the assessed technologies
are shown in Table 4; the cost components of each exam are
listed in Table 5. The Detect TB® kit presented the highest
cost, followed by the culture and the centrifuged and direct
bacilloscopies. Among the cost components, in all of the assessed
methods, the inputs were what most influenced the increase in the
final value of each test followed by human resources, equipment
and permanent materials (Table 6).

TABLE 1 | Cost of Infrastructure of Research Laboratory in Mycobacteria
and Molecular Biclogy and Public Health Laboratory, FUMG.

Item Total monthly value Mean cost
Talaphone U8 377.35 Ug 0.45
Elecinicity US 201.02 ugosa
Witer LS 400.85 us o.a0
Security U§ 3,571.52 Usv.14
Maintenanca of B3 LS 83017 us1.ve

Indirect costs

FIGURE 1 | Cost flow in the activity based costing systems. *Actiity — performing one disgnostic test (beciloscopy, cubiure, or Detect TE).

Dhirect costs
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TABLE 2 | Solid culture on Loweinsten—Jensen — main cost elements.

Equipment ‘Quantity of laboratories. Unit value Mean cost Activity based cost
Fefigeraied centrifuge 1 % 558803 o038 Usoos
Biclogical Safety Cabinet 2 L 38,461.53 U 5.52 US 0.28
Pedrigerator 2 s 512,82 - -

Freazer -20°C. 1 U$ 7eo.23 - _
Bacteriokgical incubstor 3 L 184572 - Usoos
Inputs Quantity per exam Unit valus Mean cost Activity based cost
Polypropylens centrifuge tubas 1 U 0.1 U oss Uso.s1
Disposshle apron (unit) 1# U 7.0 U 145 U$1.33

Tube with LJ madium 2 U 188 153 Us .87

Tube with L mediurm with TGH 1 Lt 1.8 Lt 1.88 U% 1.88

Tube with LJ-PHNE medium 1 U188 U 188 Us1.88

*1 par day of work: L, Lowaistein-Jensan; TCH, 2-thyophenscarbaxylic acid: NG, p-hirobanzoic acid. Mean Cost iz calculsted through the fotal cost divided by the
quantity procucsd over & detarmined peniod of time (BRASL, 2006). ABC i celoulsfed considening an sctivity 55 the denominafor for the calouistion of the unit cost per
activity, rather than the real consumed quentiy (Khoury and Ancelevicz, 2000 Exchange rate of USE 1 — RS 2,54 in 2013 according Braziian Cantral Bank.

TAELE 3 | Cost of the main equipment and inputs for bacilloscopy.

Equipment ‘Quantity of laboratories. Unit value Mean cost Activity based cost
Tast stand with running water 1 L 2,554.10 - U$o.m
Binocular microscope 1 U 1,227.35 - -

Lad microscops 1 L 24, 738.88 L 1.02 Usoas
Redrigerated centrifugs 1 U B.558.03 - uUso.os
Bidogical Safety Cabinet 2 L 38 451 53 320 Uso.2s
Pedrigerator 2 s 512,82 - -

Freezar -20°C 1 L 7em.23 - -

Inputs ‘Quantity per sxam Unit valus Mean cost Activity based cost
(Glass dides for micrscopy 2 L 062 L 1.24 Ug1.24
Polypropylene centrifuge fubas 1 U ost o5t Usos1
Disposable apron {nit) 1 (g1 U 133 U 1.33

*1 par day of work. Mean Cost 5 calouiated tfrough the fofal cost divided by the quentily produced over 3 defermined panid of time [BRASIL, 2006). ABC B calculsted
considering an actiily as the denominstor for the calcwlation of the unit cost per sctivily; rather than the real consumed guantity (Khoury end Ancalsvicz, 2000). Bxchange
rate of USE 1 = A% 2,34 in 2013 sccording Braziisn Cantral Bank.

TAELE 4 | Main laboratory issued with impact on Detect TB? test costs.

Equipment ‘Quantity of laboratories. Unit value Mean cost Activity based cost
Bidogical Safety Cabinet 2 L 38 451 53 & 801 USa.ss

WD Wiater Purfier 2 U 7.692.50 L 180 US0.88

Hisa Scanner 1 LE11,538.45 & 119 uUso.es
Hybridization Incubator 1 L5 5,769.23 Boss Uso.as
Thermocycler 1 LE10,256.41 UE 1.08 Us0.58
Inputs Quantity per exam Unit walue Mean cost Activity based cost
Diatect TBS KT - U 2.288.74 S 31.80 U 31.80
Disposshle apron (unit) 1 U 7.0 133 U$1.33
Mogzles with fiter (26 par exam) 26 Usoos s zss Usz.ss
Mcotubes 4 - - Uso.0s
Disposshle glovas 1 8 oos - Uso.

*1 par day of work. Mean Cost 5 calouisted tfrough the fofal cost divided by the quentily produced over a defermined paniod of time L, 2006). ABC & calculsted

considering an actialy as the denominstor for the calcwlation of the unit cost per sctivily; rather than the real consumed guantity (Khoury end Ancalsvicz, 2000). Exchange
rate of USE 1 = AE 2,34 in 2015 sccording Branlian Candral Bank.
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TABLE 5 | M=an and activity based cost from the Ressarch Laboratory in Mycobacteria and Molecular Biology and Public Health Laboratory, FUMG.

Method Number of samples/maonth Mean cost Activity based cost
Centrifuged Baciloscopy (ZM and ALY 100 U§ 10,08 US5.61
Centriluged Baciloscopy (AL) 100 U§a.zs USas8s
Centriluged Baciloscopy (ZN) 100 Us a2 Ugar2

Direct Baclkoscopy M) 100 U§ 742 Ug21s

Cuttura in LJ Sclid Medium 81 U§ 2738 US 18,50

Detact TB® 40 U$ 115.74 US 73.46

* Performed whan request for baciloscopy =2 urgent. 2N, Zahl Nealsan, AL, Auramine 0. ABC i calcwted conesidering an sctivily as the denominator for the calculsfion
of the unit cost par activiy, rather than the real consumed quantity (FKhoury and Ancalewicz, 2000).

Exchange rate of LIS 1 = RS 2,54 in 2013 eccording Braziian Central Bank.

TABLE 6 | Cost components of activity based cost for each diagnostic test.

Inputs per test Equipment and permanent materials ~ Human resources Total
Detect TBS U 35,45 (55%) VS 782 (1% 1§ 28.35 [34%) US 73.46
Solid Medium Cutture US 11.40 (7E%) UE 062 [4%) US3.18 (18%) U 16.50
Baciloscopy by Fourescence (AL L 3.08 (B4%) U8 0550 {10%) LIS 1.26 [26%) US 485
Canirifuged Baciloscopy [ZM) U8 3.10 (B5%) LB 0.35 (8% UE 1.26 (26%) Ugar2
Direct Baclloscopy [ZM] U 2.56 (62%) LS 0.30 (7% US1.28 (31%) U215
Canriuged Baciloscopy (ZN and ALY U 3.84 (B9%) LS 0.50 (3% US 1.26 (22%) US 561

ZN, Dehl Nogisen; ALL Aweming 0. ABC i calculafed conzitening an sctivily g2 the cenominator for the caleuistion of the unit cost pr actinity, rather than the reel

consumed quantity (Khoury and Ancelsvicz, 2000).
Exchange rate of LIS 1 = RS 2,54 in 2013 eccording Braziian Central Bank.

DISCUSSION

The mean cost was higher than the ABC in the diagnosis of
pulmonary tuberculosis in the laboratory routine of a High-
Complexity Hospital in Brazil. The results of the mean cost and
ABC found in this study were of utmost importance for the re-
structuring of laboratory activities, since, faced with these results,
the routine of performing one slide stained with ZN and one with
AU in centrifuged bacilloscopy was changed to only one slide
stained with AU

The impact that this result caused in the laboratory’s routine
showed the substantial advantage of having used the ABC as
the methodology, as well as the importance of conducting
cost studies based on data that has been duly computed and
not merely estimated based on other studies or the price of
the Unique Health System in Brazil. These data can serve
as a parameter for other public laboratories in Brazil that
perform the same TB diagnostic methods, in addition to
affirming that the correct count of the costs incurred in public
services is an important instrument for social control and
the assessment of the efficiency of services rendered (Martins,
2003).

The Detect TB® kit was the method that presented the highest
costs. Nonetheless, it cannot be inferred whether or not the
implementation of this would in fact be more costly, given
that the sensitivity and specificity described by Michelon et al.
12011}, showed from 75 to 100% and 98 to 100%, respectively,
as compared to the bacilloscopy and culture, and presents the
advantage of a shorter waiting time for the release of the result as
compared to the culture. This fact reinforces the need for a cost

study on the effectiveness of this test in low-prevalence locations,
such as that carried out in the present work.

The values found for the Detect TB® kit are similar to
other studies where molecular tests are assessed together with
conventional techniques (Shah et al, 2013). The value of the
Detect TR® kit (U$73.46) found in our study is less than the value
of the Xpert MTB/RIF® molecular method (U$ 503.05, value of
the cartridge) when not subsidized by the health system (BRASIL,
201% FIND, 2013).

As regards, the bacilloscopy, it could be observed that there is
no need to perform two methods of staining, since the costs are
approximate and the AU technique is quick and sensitive, and
does not expose the technicians to toxic vapors released when
heating ZN (BRASIL, 2010). Despite the lower cost of staining
by ZN without centrifugation, this method is less sensitive than
centrifugation (WHO, 2002). The values of bacilloscopy found in
the present study differ from the values cited in a similar study
carried out in South Africa, where the ABC of the bacilloscopy
stained with AU presented the value of U$3.40 and with ZN
of U$2.25. Nevertheless, the values from the present study are
near those found in different scenarios in Brazil, where the
ABC of both staining methods was US4.86 and for the mean
cost was US 6.05 (BRASIL, 2013; Shah et al, 2013). The costs
of bacilloscopy in Thailand by ZN and AU were US$1.16 and
US31.03 respectively. In Zambia compared the values of the
culture by means of different techniques in liquid and solid media
found a variation between US$28 and $32. However, these studies
did not evaluate the mean cost and ABC. (Sohn et al., 2009a,b).

In the case of the culture, costs identified in the present study
(U$ 16.50) were similar to other studies carried out in Brazil and
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Africa, with a variation from U$ 12.35 to US 28.00 (Mueller et al,,
2008; Chihota et al., 2010; BRASIL, 2013).

The results of the ABC of the bacilloscopy and culture
found in this study and those reported in national literature
(BRASIL, 2013) are higher than the Brazilian Unified Health
System’s pay (US 179 for bacilloscopy and US 229 for
cultures), which alerts to the fact that these values do not
reflect the real cost. This divergence confirms the relevance
of the assessment of ABC, as the horizontal view of this
parameter made it possible to reach an analysis that was
not restricted to profit. This view is based on the planning,
performing and aid in strategic decision-making, as well as
in the changes in processes, the elimination of waste, and
the drafting of estimates based on the executed activities,
thus increasing the efficiency of public services (Martins, 2003;
Alonso, 2008).

In some countries of Asia and America the health system is
private or public-private. In this context, the cost studies are
important to improve the ability of management and financing
of TR control programs (WHO, 2016).

The limitation of this study, rely on the fact that the
individual costs of the patients were not inferred, such
as: transport, outcome, among others, which are important
variahles for future studies on cost effectiveness and the
implementation of an algorithm in laboratory diagnoses and
strategies for the TB control. In addition, this study was
carried out with local data from an NB3 laboratory geared
exclusively towards the diagnosis of TB and other mycobacteria
from high-complexity hospitals and from Molecular Biclogy
laborataries.
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Resumo

Nas ultimas décadas a sublinhagem do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
RDR® foi descrita como o genétipo predominante no Rio de Janeiro, sendo associada a
familia Latino - Americana — Mediterranea (LAM) e a tuberculose multidroga resistente
(TB-MDR). O objetivo deste estudo foi investigar a frequéncia de cepas do M.
tuberculosis RDR® no estado de Minas Gerais e sua relagdo com a tuberculose
resistente. Foram selecionados, por conveniéncia, 223 isolados do M. tuberculosis
sensiveis e 104 isolados TB-MDR. Os isolados sdo provenientes de amostras
pulmonares de pacientes diagnosticados no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de
2011. O DNA extraido desses isolados foi analisado por meio do Spoligotyping; PCR-
RFLP fbpCl%/Ag85C103; PCR Multiplex RDR° e PCR- Multiplex RD174. Foram
excluidos 92 isolados (41 resistentes e 51 sensiveis) por que ndao amplificaram na PCR.
O padrdo RDR foi identificado em 51,91% (122/235) (1.C 0,45 — 0,58) dos isolados,
seguido de 100/235 (42,5%) padrdo selvagem e 13/235 (5,53%) padrdo misto. Dos 63
M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) e 81/172 (47,1%) sensiveis apresentaram
padrdo RDR® (p = 0,001) e o marcador RD174 foi mais frequente nas sensiveis (p =
0,001). A sublinhagem RDR foi mais frequente na TB-MDR, nos isolados sensiveis 0
marcador RD174 predominou, a familia LAM e a linhagem LAM9 foram as mais
identificadas. Novos estudos para avaliar a viruléncia e transmissdo da TB devem ser
realizados no Brasil, assim como novos estudos para acompanhar a evolucdo genética

do M. tuberculosis.

Palavras-Chave: Tuberculose Multidroga Resistente, Mycobacterium tuberculosis,

Epidemiologia Molecular
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Introducéo

A epidemia de tuberculose (TB) apresenta-se maior do que a estimada nos ultimos anos.
No ano de 2015, foram notificados 10,4 milhGes de novos casos de TB em todo o
mundo, sendo, 480 000 novos casos de tuberculose multidroga resistente (TB-MDR) e
mais 100 000 casos resistentes a rifampicina (TB-RR) que também foram recentemente
elegiveis para o tratamento da TB-MDR®.

O Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) é o patdbgeno humano que mais tem
sofrido evolucdo clonal originando linhagens divergentes que estdo associadas a regioes
geogréaficas especificas e possivelmente com populagbes étnicas humanas distintas?.
Essas linhagens tém demonstrado diferencas bioldgicas em relacdo a
transmissibilidade®.

A Familia LAM (Latino Americana — Mediterranea) € responsavel por
aproximadamente 15% da carga global de TB e esta presente em 46% dos isolados que
foram analisados por meio de técnicas de genotipagem no Brasil®. Mais especificamente
a linhagem LAMY representa 10,2% dos isolados de M. tuberculosis no continente
Americano®.

Em 2007, Lazzarini et al, descreveram o M. tuberculosis RDR® como uma sublinhagem
derivado da familia LAM. Acredita-se que este gendtipo teve origem a partir de um
progenitor LAMO9 e posteriormente se expandiu com perdas sucessivas de espacadores
sendo atualmente relacionado principalmente as sublinhagens: LAM1, LAM2 e em
menor propor¢do LAM4, LAM5 e LAMG®.

O M. tuberculosis RDR° é geneticamente caracterizado pela a delecdo de 26.3 kb que
resultou na perda e modificacdo de 10 genes, incluindo dois genes PPE (Proline-
glutamic Acid Proteins) que codificam proteinas especificas que desempenham papel
importante na resposta imune®. Essa sublinhagem tem sido associada com niveis mais
elevados de transmisséo, gravidade da doenca, assim como tem sido relacionada a TB-
MDR e isolada em diversos locais no Brasil e em outros paises’2,

As analises moleculares, baseadas em marcadores genéticos especificos, permitem a
rapida identificacdo de diferentes niveis de espécies e sublinhagens, sendo uma
ferramenta importante para o estudo da evolugéo e transmissdo do M. tuberculosis®. O

marcador utilizado para a caracterizagdo da familia LAM é o SNP (Single Nucleotide
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Polymorphism) Ag85C103/ fbpC!® considerado importante alternativa devido a sua alta
especificidade, assim como o “Region of Difference” RD174, conhecido como um co-
marcador para LAM e RDR e por estar relacionado a sublinhagens com maior grau de
transmissibilidade’38°. O objetivo desse estudo foi avaliar a frequéncia do isolamento
do M. tuberculosis RDR° no estado de Minas Gerais e sua relagdo com a TB-MDR
utilizando marcadores moleculares especificos para a familia LAM e para a

sublinhagem RDR®,

Materiais e Métodos

Desenho do estudo

Foram selecionadas, por conveniéncia, 223 isolados do M. tuberculosis sensiveis e 104
isolados TB-MDR. Os isolados foram provenientes de amostras pulmonares dos
pacientes diagnosticados no periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2011. A
identificagdo do M. tuberculosis foi realizada por meio dos testes fenotipicos' e o teste
de sensibilidade no sistema BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton Dickinson®) conforme
instrugdes do fabricante!!, no Laboratdrio Central de Satide Publica do Estado de Minas
Gerais (LACEN-MG) do Instituto Octavio Magalhdes da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED).

Extracdo de DNA

O DNA gendmico do M. tuberculosis foi extraido de coldnias subcultivadas em meio
solido Lowenstein-Jensen utilizando 10 % Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB)
conforme descrito por Dantas et al. 2015'2. O DNA extraido foi utilizado para as
técnicas descritas abaixo. Os experimentos foram realizados em duplicata com excecao

do Spoligotyping.
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PCR Multiplex RDR®

A deteccio do perfil RDR® foi realizada por meio de PCR multiplex, utilizado 20
pmol/uL de cada iniciador: BridgeRDR°F, BridgeRDR°R, 1S1561F e IS161R em um
volume final de 50 pl contendo 2 mM MgCI2, 0,2 mM dNTP, 1U Tag DNA polimerase
(Phoneutra®), 1X buffer, 10% DMSO e 10 ng de DNA. As amplificagdes foram
realizadas com o seguinte ciclo: 5 min 95 C seguido de 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min
60°C, 4 min 72°C e uma extensdo final de 10 min 72°C em termociclador Veriti 96
WellThermocycler (AppliedBiosystems®). Os produtos amplificados foram analisados
em gel de agarose 1,5%, observando a presenca ou auséncia de fragmentos de 1175 e/ou
530 pb. O padrdo RDR apresenta o fragmento de 1175 pb, e o padrdo selvagem
fragmento de 530 pb, e em caso de aparecimento de ambos os fragmentos trata-se de um

padrdo misto® "8,

PCR- Multiplex RD174

Para a amplificagdo foram utilizados 40 pmol/uL de cada um dos tres iniciadores a
sequir: RD174 F, RD174Fi e RD174 R em uma reacdo contendo: 2 mM MgCI2, 0,2
mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de DNA, em um
volume final de 50 pL. As amplificagdes foram realizadas com as seguintes condig¢des:
desnaturacdo inicial de 5 min 95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4
min 72°C e extensdo final de 10 min 72°C em termociclador Veriti 96
WellThermocycler (AppliedBiosystems®). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% e coloracdo do DNA com brometo de etidio
(1pg/mL). Para determinacao dos fragmentos amplificados pela PCR, Syl do produto
da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. Os isolados que apresentam

a regido RD174 intacta possuem fragmentos de 300 pb e os com dele¢io 500pb’#.

Spoligotyping

O Spoligotyping foi realizado por meio da técnica em microesferas Beamedex® no
sistema Luminex Bioplex BioRad 200®, desenvolvida no Institut de Genétique et
Microbiologie Université Paris-Sud, seguindo o protocolo descrito por Zhang et al.
2010%.
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PCR-RFLP fopC®¥/Ag85C103

O SNP fbpC!® ou Ag85C103 foi descrito como marcador especifico para a linhagem
LAM por Gibson et al., 2008. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi adaptada e
descrita por Vasconcelos et al., 2014. Para a amplificagdo foram utilizados 40 pmol/pL
de cada um dos iniciadores, fopC103 F e fopC'% R em reagdes contendo: 2 mM MgCI2,
0,2mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X, 10%
Dimetilsulfoxido (DMSO) e 10 ng de DNA, em um volume final de 50 pL. As
amplificacdes foram realizadas nas seguintes condic¢des: desnaturacdo inicial por 5min
95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4 min 72°C e extenséo final de
10 min 72°C em termociclador Veriti 96 WellThermocycler (AppliedBiosystems®). Os
produtos amplificados (519 pb) foram analisados em gel de Agarose 2% em TBE 1X e
corados com Brometo de Etidio (1 pg/mL), 15uL do produto amplificado foram
submetidos a digestdo enzimatica com 1U da enzima de restricdo Mnll a 37°C por 4
horas (New EnglandBioLabs Inc. USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A
enzima Mnll apresenta trés fragmentos de restricdo no produto amplificado: 365 pb, 96
pb e 48 pb. A presenca do SNP (G309A) (LAM) resulta na perda de um dos trés sitios
de restricdo”®, o que foi verificado em gel de Agarose 3% (TBE 1X) e comparando

amplicons com marcadores moleculares de 50pb e 100pb (Fermentas®)’#.

Anélises Estatisticas
Os calculos foram realizados pelos programas STATA 12 Copyrigth 1985-2015
StataCorpLP®USA.

Analise filogenética
As analises foram realizadas pelo site livre SITVITwebsite http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/.
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Resultados

Dos 327 M. tuberculosis selecionados 92 foram excluidos (41 resistentes e 51 sensiveis)

por que ndo amplificaram na PCR, restando 235 isolados M. tuberculosis.

Identificacéo e avaliagdo do M. tuberculosis RDR™

Dos 235 M. tuberculosis 51,91% (122/235) (I.C 0.45 — 0.58) foram identificadas como
RDR°, 100/235 (42,5%) selvagens e 13/235 (5,53%) padréo misto.

Dos 63 M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) apresentaram padrdo RDR e dos 172
sensiveis 81/172 (47,1%) apresentaram padrdo RDR°. Essa diferenca foi significativa (p
=0.001).

Dos 122 M. tuberculosis RDR™ 116/122 (95,1%) foram identificados como LAM e o
restante como selvagens (n=6) por meio do SNP Ag85C103. Essa relacdo foi
signficativa (p = 0.000).

Ap6s analise pelo Spoligotyping das linhagens do M. tuberculosis RDR foi encontrado
a seguinte distribuicdo: 33 LAM9 (27%), 28 LAML1 (23%), 22 LAM2 (18%), 7 LAM4
(6%), 7 LAM5 (6%), 4 LAM11 (3,3%), 3 LAM3 (2,5%) e 1 LAM6 (0,8%). O demais
isolados RDR pertenciam as linhagens T1 4% (n=5), H3 0,8% (n=1), Haarlem 0,8%
(n=1), X2 0,8% (n=1) e 9 (7%) foram classificadas como “Unknow”.

Os padr@es encontrados e sua relacdo com as respectivas linhagens estdo demonstrados

na tabela 1.

Identificacédo do padrdo RD174

Das 235 M. tuberculosis o padrdo RD174 foi identificado em 41,7% (98/235), 47,2%
(111/235) como selvagem e 11,1% (26/235) misto. Dos 98 que apresentaram o RD174,
93 (94,9%) foram identificados como RDR (p = 0.000) (Tabela 1). Das 98 RD174,
70/98 (71.43%) eram sensiveis e 28 (28.57%) resistentes (p=0.001).



Tabela 1. Perfil genotipico do M. tuberculosis RDR"
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Linhagem SIT Octal RD174 SNPAG85C103 MDR Sensivel
LAM 9 42 777777607760771 + LAM 9 11
EEEEEEEEEEEEEEEEEEERCOC00EEEEEERCO00SE e
+- LAM 2 5
: LAM 0 1
LAM 9 177 377777607760771 + LAM 3
Oesssssssssssssssss000CsesnsesnCO0anannnn
LAM 9 2070 777777637760771 +- LAM 1 0
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEC OO SEsEREERCO0 e EsaEs
LAM 1 20 677777607760771 + LAM 7 11
EsCEsssEsssssssssssssC 00 essseeenCO0 e e ennn
+- LAM 4 0
LAM 1 753 477777607760771 +/- LAM 1 0
mla T T T T T wimm e LT T T T i latala LT T T - LAM 1 0
LAM 1 2536 676777607760771 + LAM 0 2
EsCEsssssssssssssss0000sssssnsn0000nsennns
LAM 1 2522 677777607760740 + LAM 0 2
T T lwim[m L LTI T mlmm(n ! T T alulu]
LAM? 17 677737607760771 + LAM 2 16
T T T P alu Tl TT T alutalal TTT TN
+ NAO-LAM 0
LAM?2 1694 277737607760771 LAM 0
OsOsssssssssOsssssssO000ssssesesO000eaennEs
LAM3 1491 740000007760731 + LAM 1 0
mEN0000000000000000000 sessssesCO000sesOes
LAM3 33 776177607760771 ) LAM 0 1
EEEEEEEsOOOsssssssssO000ssssssesO0Csanns
LAM3 ORPHAN 772177607760771 + LAM 0 1
LTt ta T ata T T T ata wt LTI alalalul T T T T
LAMS 216 777717607760771 + LAM 1 1
EEEEEEEEEEERCOesssEsO000ssssesa000enanan
LAM5 93 777737607760771 + LAM 1 0
EEEEEEEEEEEsEEssEEsCO00ssssssssOO0CesesEES +/- LAM 1
LAM5 1693 737737607760771 + LAM 0 1
e T T  alwimm LTI T T Taluialul LTI TR
LAM5 440 777607607760771 +/- LAM 0 1

EEEEEEEEEEEO00OsssssO0000sessssss 00 eeeeEes ‘
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LAMS ORPHAN 777017607760771

+/- LAM
sEssEEsEsOO000ssssss0000sesseneaO0Oeenenns
LAM4 60 777777607760731 + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEERCO0CeE R e O0 e nCnn
LAMA 1530 777777607760711 + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEsCO00ssssssenO00sesC0es
LAMA4 ORPHAN 777777607740031 + LAM
EEEEEEEEEsEEEEEsEEssCO00sssssss0000000008s
LAM6 ORPHAN 757777607560771 + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEREE 000000 e eeeEEN ;
LAM 11 - 59 777777606060771
ZWE + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEsOO00ss0000ss0000s e nn
LAM 11 - ORPHAN 777177606060771
ZWE + LAM
IIIIIIIIIDDIIIIIIIIIDDDDIIDDDDIIDDDDIIIIIII;
X2 137 777776777760601 + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEESEEsEEEsEREsEEsCOO0se00008
T1 53 777777777760771 + LAM
NEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCOCCEEEEEE - NAO-LAM
T1 51 777777777760700 ) NAO-LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCO00sRR0000
T1 1905 TT7777777460771 + LAM
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREERC ] (en000 e eeeEEN ;
H3 49 777777777720731 i NAO-LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCECCCCsssess
H3 50 T77777777720771 + LAM
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECCC00sseEEEE |
UNKNOW 1241 777777607700771 i LAM
EEEEEEEEEEEEEsEssssC000ssssss000000se e ns
UNKNOW 2110 777777607000771 + NAO-LAM
EEEEEEEEEEsEEssEEsssCO00sss00000000 s e ens
UNKNOW ORPHAN 677677606000171 + LAM
EsCesssssssssssssssO000es00000000000 00 e es
UNKNOW  UNKNOW 777777600000031 ¥ LAM
EEEEEEEEEEEEEEEREREREEOO0O00O00O0O0O00O0O0O0O0O0O00000 ==
UNKNOW  UNKNOW 677777607700371 + MISTA
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ENEEEEEEEEEEEEEREER 00000000 e eEeEEEn

UNKNOW  UNKNOW 740001607760771 N L AM 0
ERERO000000000000sss0000eesessss 0 eeeass s
UNKNOW  UNKNOW 177700607760771 + LAM 0
OO0emeeeeeRen000000Oss000 0 eeeeeEER000eeeeEEE

7T7777607740431 0

+

UNKNOW  UNKNOW NAO-LAM

ENEEEEEEEEEEEREREERECO0Oeeeeeen00000Oe00Oees

Legenda: + : Padrdo RD174 - : Selvagem +/- : Padrdo Misto (amplificou a sequéncia

selvagem e RD174).
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Classificacao das Linhagens por Spoligotyping
A classificacdo das linhagens dos 172 M. tuberculosis sensiveis e dos 63 MDR estao
demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Classificagéo das Linhagens do M. tuberculosis em Minas Gerais

M. tuberculosis

Linhagens Sensivel n=172 (%) MDR n=63 (%)
LAM 9 34 (19,7) 18 (28,5)
LAM 1 20 (11,6) 13 (20,6)
LAM 2 18 (10,5) 4 (6,3)
LAM 3 12 (6,9) 2 (3,7)
LAM 4 6 (3,5) 2 (3,7)
LAM 5 5 (2,9) 3 (47)
LAM 6 2 (12 e

LAM 11-ZWE 4 (23) -
T1 16 (9,3) 9 (14,2)

T2 2(1,2) 2 (3,7)

T3 2(1,2) -
T4-CEU 21,2 -
T5-Madrid2 p2 (7)) T
T3/T2 ) J—
H1l 4(2,3) 1(1,5)

H2 2(1,2) e

H3 10 (5,8) 1(1,5)
Haarlem p2 (7)) T
X2 9(5.2) 2(3,7)

ORPHAN 423 0 -
Unknow 18 (10,5) 7(11,1)
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Identificacdo do SNP Ag85C103 e comparagdo com o Spoligotyping

Dos 235 M. tuberculosis identificados pelo SNP Ag85C103, 74,4% (175/235) foram
classificados como LAM, 23% (54/235) como N&o-LAM e 2,5% (6/235) padrdo misto.
Das 175 LAM identificadas pelo SNP Ag85C103, 136 também foram identificadas pelo
Spoligotyping, e os 39 restantes como “Unknow” (n=20), T1 (n=12), X2 (n=2), H3
(n=2) e HARLEEM (n=1).

Das 54 ndo LAM o Spoligotyping identificou como LAM1 (n=2), LAM2 (n=1) e LAM9
(n=1). Dos seis identificados como padrdo misto no SNP Ag85C103 apenas um foi
classificado como LAM9 pelo Spoligotyping.

O SNP Ag85C103 detectou maior quantidade de LAM do que o Spoligotyping e essa
diferenca foi significativa (p = 0.000). Quando comparado a frequéncia de LAM
detectada pelo Ag85C103 entre o M. tuberculosis sensiveis e resistentes ndo houve
diferenca estatistica (p = 0.309 Qui-quadrado e p = 0.428 Fisher’s).
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Discussao

A predominancia das RDR° entre as MDR em relagdo as sensiveis demonstra que esse
gendtipo esta associado com a TB resistente. Em 2007, Lazzarini et al, sugeriram que o
RDR® originou de um progenitor comum pois a delecdo do 1S1561 foi também
encontrada em outros paises, além de sua capacidade de TB primaria progressiva
evoluir para um fendtipo multirresistente®. Os resultados obtidos nesse estudo sé&o
semelhantes aos dados obtidos em Porto Alegre onde o RDR foi encontrado em 56 dos
115 MDR, sendo causador da metade dos casos resistentes*. Em estudo realizado em
Portugal, a frequéncia de RDR® foi de 60% entre os isolados MDR?, e nos Estados
Unidos e na Espanha apesar da frequéncia de RDR® nas MDR néo ter sido maior que
nas sensiveis, este também foi identificado entre cepas MDR e monoresistentes a
isoniazida?™®

Nos estudos realizados na Espanha e nos Estados Unidos o RDR foi encontrado em
maior proporgdo em pacientes hispanicos. Lazzarini et al 2008 ao analisarem isolados
de vérias partes do Brasil sugeriram que a sublinhagem RDR® LAM pode causar doenca
mais severa (lesdes pulmonares cavitarias) e provavelmente contribui para a transmissao
da TB em certas populagdes étnicas 14°. O RDR° pode ter alguma vantagem bioldgica
em relacdo a outros gendtipos, devido a delecdo de dois genes PPE (PPES5 e PPES6) e
minimizar o reconhecimento imunoldgico do hospedeiro, levando a uma maior
viruléncia e/ou transmissibilidade®!4.

No nosso estudo a delecdo do RD174 do M. tuberculosis foi predominante entre os
isolados sensiveis em comparagdo aos MDR mostrando possivel relacdo desse marcador
com a alta transmissibilidade desses isolados, como também descrito por outros autores
79 Em um estudo que avaliou os RD em contatos de TB demonstrou o RD174 como
segundo marcador mais frequente, sugerindo maior transmissdo. O primeiro marcador
foi 0 RD702, porém estava relacionado a transmissdo do M. africanum®.

Nesse trabalho, apesar do RD174 ter sido identificado na maior parte dos RDR®
(76,2%), ele ndo pode ser considerado um marcador absoluto para essa sublinhagem,
pois pode superestimar a frequéncia de RDR como descrito por outro autor’. Ao
contrario dos resultados observados por Gibson et al 2008, que considerou o0 RD174

como um marcador absoluto para o RDR, isso pode ser devido a selecio de amostras.
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A alta frequéncia de RDR° na populacio desse estudo pode ser devido a predominio da
familia LAM e da linhagem LAM9 pois sdo os progenitores comuns dessa sublinhagem
3|6,7,8.

Como demonstrado nesse estudo o Spoligotyping ndo é uma boa ferramenta para
diferenciar as familias Euro Americanas, em populacdes que predominam as familias
LAM, He T "*& A dificuldade em diferenciar essas familias se deve ao fato do grande
namero de copias 1S6110 dessas linhagens produzirem muitas variagdes nos l6cus DR
(Direct Repeat) o que origina varios perfis ndo identificados por essa técnica (presenca
de Unknown) ou com grande grau de homoplasia entre os espacadores que definem
diferentes familias **. Nesse contexto 0 SNP Ag85C103 se destaca como um marcador
especifico para identificacdo da real frequéncia da familia LAM em uma populagdo 2.
Algumas limitagBes podem ser observadas: os dados clinicos dos pacientes ndo foram
relacionados com o gendtipo RDR°: ndo foi realizado o Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP 1S6110 para identificacdo de clusters e avaliacdo da transmissao
como o RD174; os isolados com resultados divergentes entre o SNP Ag85C103 e o
Spoligotyping ndo foram sequenciados.

No estado de Minas Gerais a sublinhagem RDR foi mais frequente na TB-MDR, nos
isolados sensiveis 0 marcador RD174 predominou, a familia LAM e a linhagem LAM9
foram as mais identificadas. Novos estudos para avaliar a viruléncia e transmisséo da
TB devem ser realizados no Brasil, assim como vigiar a evolucdo genética do M.

tuberculosis.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo do custo do diagnostico laboratorial da TB € importante para compreender a
dindmica de manutencdo da rotina laboratorial assim como da incorporacdo de novas
tecnologias. Vale ressaltar a necessidade de utilizar metodologias que permitem
resultados fidedignos com a realidade de cada local, como o custo ABC, para melhora a
gestédo de recursos no SUS.

A investigacdo do M. tuberculosis RDR° no estado de Minas Gerais demonstrou que
essa sublinhagem é a mais frequente no estado e que tem relacdo aos casos de TB-
MDR. Os resultados obtidos destacam a necessidade da constante realizacdo de estudos

de epidemiologia molecular para o conhecimento TB.
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6.1 PERSPECTIVAS
6.1.2 Estudo do Custo do diagnostico laboratorial da TB

Utilizar as cadeias de custo para calcular o custo médio e ABC de novas metodologias
como o Xpert®MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, USA), o Genotype®MTBDRplus (Hain
LifeScienc, Nehren, Germany) e o Kit SIRE Nitratase® PlastLabor que poderdo ser
implementadas no pais. Além da avaliacdo do impacto clinico dessas metodologias
(estudo de custo-efetividade).

6.1.3 Estudo da Genotipagem do M. tuberculosis

Sequenciar cepas do M. tuberculosis que apresentaram divergéncias entre os resultados
do PCR-RFLP fbpC103/Ag85C103, Spoligotyping e PCR RDR®,

Comparar os resultados do RD174, RFLP-1S6110 e MIRU-VNTR e verificar a presenca
desse RD na formacéo de clusters, relacionar com transmisséo recente ou tardia e com

dados clinicos.
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8.0 ANEXOS

8.1 Anexo A — Folha de Aprovagdo no Comité de Etica — Estudo de Custo

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

Projeto: CAAE -11821913.5.0000.5257

Interessado(a): Prof. Afranio Lineu Kritski
Faculdade de Medicina - UFRJ ((FM/UFRJ))

DECISAQ

O Comité de Ztica em Pesquisa da UFMG - COEP zprovou, no
dia 25 de abril de 2013, o projeto de pesquisa irtitulado "Avaliagao de
novo teste diagnostico para Tuberculose em diferentes regides
do Brasii" bem coma ¢ "ermc ce Consentimento Livre e Esclarecido.

O ralet6rio final cu parcial devera sar ercaminhado ao COEP um

ano apos o nicio do proje:o.

hell, «

'V\'U«L QQ,J,'

Profa:Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG
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8.2 Anexo B — Folha de Aprovagéo no Comité de Etica — Estudo de Genotipagem

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

Projeto: CAAE - 06611912.8.0000.5149

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 19 de outubro de 2012, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagédo
da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de cepas do
Mycobacterium tuberculosis sensiveis e resistentes isoladas em
Minas Gerais" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Améral

~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: coep@prpq.ufimg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UF 1
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E ,n G
MEDICINA TROPICAL =]
FOLHA DE APROVACAO

"Analise do custo do diagnéstico laboratorial da tuberculose pulmonar e
investigagdo do Mycobacterium tuberculosis da sublinhagem RDRio no estado
de Minas Gerais"

ISABELA NEVES DE ALMEIDA

Tese submetida 2 Banca Examinadora designada pelo Colegiado como requisito para obteng¢do
do grau de Doutor em Ciéncias da Satde, pelo Programa de Pos-Graduagdo em CIENCIAS

DA SAUDE - INFECTOLOGIA E MEDICINA TROPICAL.

Aprovada em 23 de margo de 2017, pela banca constituida pelos membros:

S oo JUe8SR B2 i)

Profa. Silvana Spindola de Miranda - Orientadora
UFMG

Uh UACL c(([t “Len (:Cw»ul L\,O
Profa. Wania da Silva Carvalho - Coorientadora
UFMG

1
17
na Alyates

Proff. Juliar
UFMG

Instituto Adolfo Lutz

Hcm/bk Lg Liall, 5
Dr. Harrison Magdinier Gomes

Fundagdo Oswaldo Cruz

Belo Horizonte, 23 de margo de 2017.



