
Isabela Neves de Almeida 

 

 

 

 

 

 

Análise do custo do diagnóstico laboratorial da tuberculose pulmonar e investigação do 

Mycobacterium tuberculosis da sublinhagem RDRio no estado de Minas Gerais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Universidade Federal de Minas Gerais  

Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical e Infectologia  

Belo Horizonte – MG 2017 



1 

 

Isabela Neves de Almeida 

 

 

 

 

ANÁLISE DO CUSTO DO DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA TUBERCULOSE 

PULMONAR E INVESTIGAÇÃO DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DA 

SUBLINHAGEM RDRIO NO ESTADO DE MINAS GERAIS 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós 

Graduação em Infectologia e 

Medicina Tropical, como requisito 

para a obtenção do título de Doutora 

em Ciências da Saúde: Infectologia e 

Medicina Tropical.  

 

 

 

Orientadora: Profª. Silvana Spíndola de Miranda  

Co-orientadora: Profª. Wânia da Silva Carvalho  

 

 

 

 

Belo Horizonte 2017 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Reitor 

Jaime Arturo Ramirez 

 

Vice Reitora 

Sandra Regina Goulart Almeida 

 

Pró Reitor de Pós Graduação 

Humberto Stumpf 

 

Pró Reitor de Pesquisa 

Adelina Martha dos Reis 

 

FACULDADE DE MEDICINA 

 

Diretor 

Tarcizo Afonso Nunes 

 

PROGRAMA DE PÓS GRADUAÇÃO EM INFECTOLOGIA E MEDICINA 

TROPICAL 

 

Coordenador 

Eduardo Antônio Ferraz Coelho 

 

Sub – Coordenador 

Antônio Luiz Pinho Ribeiro 

 

Colegiado 

 

Daniel Vitor de Vasconcelos Santos 

Vandack Alencar Nobre Jr. 

Antônio Luiz Pinheiro Ribeiro 

Denise Utsch Gonçalves  

Eduardo Antônio Ferraz Coelho 

Unai Tupinambás  

Pollyana Anício Magalhães Gontijo 

 

 

 



4 

 

 

 

Aos meus amados pais, Ercílio e Mêrces, por 

todo amor e pelo apoio incondicional nas minhas 

escolhas profissionais, hoje e sempre. 

A Silvana e a Wânia por todo trabalho 

desenvolvido e pela amizade construída ao longo 

desses anos de trabalho.   

A Cecília pela luz e alegria que trouxe a 

minha vida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

AGRADECIMENTOS 

Às Professoras Silvana Spíndola de Miranda e Wânia da Silva Carvalho por todas as 

oportunidades, ensinamentos, apoio, amizade e por terem me ajudado a tornar uma 

profissional humanizada e dedicada ao controle e busca pela erradicação da tuberculose.  

Ao Professor Afrânio Kritski, a professora Claúdia Vater, Suely Alves e a toda equipe 

do Centro de Pesquisa em Tuberculose da Universidade Federal do Rio de Janeiro, pela 

ajuda e colaboração no estudo de custo.  

Ao pesquisador Philip Suffys do Laboratório de Biologia Molecular Aplicada á 

Micobactérias do Instituto Oswaldo Cruz, pelas oportunidades abertas e colaboração. 

À pesquisadora Sidra Vasconcelos por todo apoio, colaboração, ajuda, parceria e 

amizade que construímos ao longo do desenvolvimento do estudo de genotipagem.  

Aos amigos do Grupo de Pesquisa em Micobactérias, em especial à Lida, Cláudio, 

Nayanne e Valéria pelo companheirismo, força, cooperação e amizade. 

Aos amigos do Laboratório de Pesquisa em Micobactérias da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal de Minas Gerais pelo apoio e colaboração. E a Vera Lúcia por 

toda paciência e carinho ao longo desses anos. 

À coordenação e aos professores do Centro de Pós-Graduação da Faculdade de 

Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, em especial para os membros do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical, 

pelos ensinamentos e apoio na realização deste projeto. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (Capes), Fundação  

de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (Fapemig) e ao Centro Nacional de Pesquisa 

(CNpq) pelo apoio financeiro a este projeto. 

Aos meus amigos e familiares pela motivação para seguir os meus sonhos. 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“E isso não é coisa de outro mundo, é o que dá 

sentido à vida. É o que faz com que ela não seja nem 

curta, nem longa demais, mas que seja intensa, 

verdadeira, pura enquanto durar. Feliz aquele que 

transfere o que sabe e aprende o que ensina." 

 

Cora Coralina 

 

 

 

 

 

 



7 

 

RESUMO I 

No Brasil e no mundo, com o aumento dos custos da atenção à saúde houve a 

necessidade de avaliar os métodos de diagnóstico da tuberculose (TB) atuais a serem 

implantadas no Sistema Único de Saúde. O objetivo desse estudo foi avaliar o custo 

médio e por atividade do diagnóstico 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 pública de saúde. O estudo do custo foi realizado por meio de 

dados primários, coletados no Laboratório de Pesquisa em Micobactérias da Faculdade 

de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (LPM/FM/UFMG) e no 

Laboratório de Biologia Molecular e Saúde Pública (LBMSP) da Faculdade de 

Farmácia da UFMG, no ano de 2013 por duas metodologias: custo médio e custo por 

atividade (ABC), sendo esta uma metodologia inovadora para o serviço de saúde. 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 sólido 

Loweinstein- Jensen (LJ), e R$270,84/R$171,91 para o Kit Detect TB®LabTest. O 

cálculo do ABC deve ser usado na tomada de decisões pelos gestores por ser o melhor 

método para avaliação dos custos das técnicas convencionais e moleculares, pois 

fornecer o valor real dos testes. Portanto, é preciso calcular o ABC, e não o custo médio, 

em vários cenários antes de incorporar novas tecnologias nas instituições de saúde. 
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RESUMO II  

Nas últimas décadas a sublinhagem do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

RDRio foi descrita como o genótipo predominante no Rio de Janeiro, sendo associada a 

família Latino - Americana – Mediterrânea (LAM) e a tuberculose multidroga resistente 

(TB-MDR). O objetivo deste estudo foi investigar a frequência de cepas do M. 

tuberculosis RDRio no estado de Minas Gerais e sua relação com a tuberculose 

resistente. Foram selecionados, por conveniência, 223 isolados do M. tuberculosis 

sensíveis e 104 isolados TB-MDR. Os isolados são provenientes de amostras 

pulmonares de pacientes diagnosticados no período de janeiro de 2007 a dezembro de 

2011. O DNA extraído desses isolados foi analisado por meio do Spoligotyping; PCR-

RFLP fbpC103/Ag85C103; PCR Multiplex RDRio e PCR- Multiplex RD174. Foram 

excluídos 92 isolados (41 resistentes e 51 sensíveis) por que não amplificaram na PCR. 

O padrão RDRio foi identificado em 51,91% (122/235) (I.C 0,45 – 0,58) dos isolados, 

seguido de 100/235 (42,5%) padrão selvagem e 13/235 (5,53%) padrão misto. Dos 63 

M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) e 81/172 (47,1%) sensíveis apresentaram 

padrão RDRio (p = 0,001) e o marcador RD174 foi mais frequente nas sensíveis (p = 

0,001). A sublinhagem RDRio foi mais frequente na TB-MDR, nos isolados sensíveis o 

marcador RD174 predominou, a família LAM e a linhagem LAM9 foram as mais 

identificadas. Novos estudos para avaliar a virulência e transmissão da TB devem ser 

realizados no Brasil, assim como novos estudos para acompanhar a evolução genética 

do M. tuberculosis.  
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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 II 

In the last decades the sublineage of Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

RDRio 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 RDRio 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 RDRio and PCR-Multiplex RD174. The 

RDRio 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 RDRio 

pattern (p = 0.001) and the RD174 marker was more frequent in the sensitive (p = 

0.001). The RDRio 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 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

1.1.1 Estudo do Custo do diagnóstico laboratorial da tuberculose 

A tuberculose (TB) continua sendo das doenças transmissíveis a que mais mata no mundo. 

Em 2015 a Organização Mundial de Saúde (OMS), estimou que 10.4 milhões pessoas 

desenvolveram tuberculose, dentre esses 480.000 eram casos de TB multidroga resistente 

(TBMDR; resitência do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) a pelo menos 

isoniazida e rifampicina) e 1.2 milhões (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 

incidência de TB no país 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 é o tempo durante o qual o 

paciente portador de TB pulmonar mantém a cadeia de transmissibilidade. Em 2015, a 

proporção de realização de cultura de escarro nos casos novos de tuberculose pulmonar foi 

de 23,1% (WHO, 2015; MS 2016).  

Assim, o desenvolvimento e principalmente a implantação de testes diagnósticos de 

qualidade, rápidos, sensíveis e custo efetivos associados a critérios clínicos, epidemiológicos 

e radiológicos são estratégias eficazes para o controle da TB (Dye et al., 2002; Nagdev et 

al., 2010; BRASIL, 2010).  

Nesse contexto a OMS endossou o uso de métodos moleculares para detecção da TB e TB 

resistente, como alternativa para o diagnóstico mais rápido da doença (Shah et al., 2013). 

Estes métodos apresentam alta especificidade, embora alguns demonstrem uma 

sensibilidade variável especialmente em pacientes com baciloscopia negativa. A maior 

vantagem destes métodos é que eles podem fornecer resultados bem mais rápidos que a 

cultura, e a grande desvantagem é que são caros e complexos para uso na rotina em 

contextos de recursos limitados (Steingart et al.,2015). 

Os métodos moleculares comerciais mais utilizados para a detecção da TB e TB resistente 

são o GenoType®MTBDRplus (Biomeuriéx) e o Xpert MTB/RIF® (Cepheid), esse último, 

foi implementado no Sistema Único de Saúde do Brasil (SUS) por recomendação do 

Ministério da Saúde. Além da implementação do Xpert MTB/RIF®, foi desenvolvido no 

Brasil o Kit Detect TB® LabTest©, que trata-se de um método molecular que detecta o 

produto amplificado por hibridização em placa por meio de uma reação colorimétrica com a 
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finalidade do diagnóstico molecular do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) 

diretamente de amostras respiratórias (BRASIL, 2011; Michelon et al., 2011;  Schimd et al., 

2014).  Apesar do desenvolvimento dos testes moleculares são escassos os dados acerca de 

tais custos, e os programas de controle da TB exigem tomadas de decisões baseadas em 

algoritmos de diagnósticos que devem considerar os custos laboratoriais, associados ao 

tratamento clínico e a prevalência local da TB (Steingart et al.,2015). As análises 

econômicas na área da saúde encontram-se em cenário de muitas premissas, pois 

informações necessárias para a construção dessas análises não estão facilmente disponíveis o 

que leva a necessidade permanente da utilização de modelos econômicos. Os gestores dos 

sistemas de saúde enfrentam desafios constantes devido ao crescimento tecnológico e o 

aumento proporcional que este crescimento causa nos gastos de saúde. Neste contexto a 

economia da saúde está cada vez mais incorporada nos processos de tomadas de decisão 

pelos gestores (Laranjeira & Petramale, 2009). 

No âmbito do diagnóstico laboratorial da TB, mesmo com o desenvolvimento dos métodos 

moleculares e implementação do Xpert MTB/RIF®, a maioria dos laboratórios no Brasil está 

estruturada para realizar somente baciloscopia e cultura para micobactérias, portanto, torna-

se necessário realizar estudos de custos para mensurar os custos reais dos testes diagnósticos 

no SUS, ressaltando o Kit Detect TB® por ser o único 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 saúde 

global (WHO, 2010).  

Um paradigma da biologia evolutiva do CMTB postula que a diversidade genética e 

biológica em suas espécies e sublinhagens decorrem principalmente de alterações genômicas 

brutas, tais como: deleções, inserções, inversões e duplicações, as quais são conhecidas 

como regiões de lócus diferentes (RD) (Lazzarini et al., 2007).  

As estirpes do Complexo MTB partilham altas semelhanças genômicas, porém o 

desenvolimento de vários métodos de genotipagem lançaram uma nova visão sobre a 

biologia do patógeno e suas diversidades genéticas, sugerindo inclusive que a tendência para 

adquirir resistência os fármacos 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 à filogenia, virulência, 

transmissibilidade, mecanismos de reativação da doença assim como o grau de re-infecção 

exógena resistência a fármacos e capacidade de induzir respostas imunológicas (Gibson et 

al., 2008; Yeboah-Manu et al., 2011). Alguns métodos moleculares que têm sido 

empregados para a genotipagem do CMBT tais como: Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP), Spoligotyping (que detecta a variabilidade do lócus), 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 são capazes de revelar 

diferenças nas distribuições geográficas e preferência hospedeira aparente de linhagens 

filogenéticas distintas do CMBT (Vasconcelos et al., 2014; Yeboah-Manu et al., 2011).   

Dentre as linhagens do M. tuberculosis a família LAM (Latino - Americana – Mediterrânea) 

é apontada como a de maior prevalência, sendo contabilizados 15% da carga global de TB. 

Foi descrito no Rio de Janeiro, um clone originado de um ancestral comum desta família, 

proveniente da linhagem LAM9 e denominado M. tuberculosis RDRio. Nesse mesmo estudo 

foi sugerido o potencial desse genótipo de causar TB primária progressiva com evolução 

para um fenótipo de multirresistência (Lazzarini et al., 2007). 

O conhecimento da filogenética das cepas responsáveis por estas infecções, a investigação a 

frequência do isolamento do M. tuberculosis RDRio e sua relação com fenótipos e genótipos 

de perfis de resistência aos fármacos de primeira linha são importantes para o tratamento da 

tuberculose e para o conhecimento da epidemiologia molecular da TB. 
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Dentro da perspectiva da saúde pública, estudos de genotipagem do M. tuberculosis 

contribuem efetivamente para o entendimento da TB com repercurssões sobre características 

clínicas de genótipos predominantes ou emergentes, suas associações epidemiológicas com 

focos da doença, vias de transmissão e resistência a fármacos, 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 diagnóstico laboratorial da tuberculose 

O diagnóstico laboratorial da TB é imprescindível para estabelecer e monitorar o 

tratamento correto, além de romper a cadeia de transmissão da doença. A introdução dos 

métodos moleculares na rotina pode ser uma ferramenta importante para aumentar a 

acurácia do diagnóstico. Portanto a realização de um estudo do custo laboratorial das 

metodologias micobacteriológicas e moleculares é de extrema importância para avaliar o 

real impacto econômico da manutenção de um laboratório de nível de biossegurança 3 

(B3) devidamente estruturado, para realizar ambas metodologias.  

A realização do estudo de custo do diagnóstico por meio de diferentes metodologias 

proporciona um resultado fidedigno dos custos das tecnologias avaliadas por abranger 

diferentes parâmetros em um mesmo estudo.      

1.2.2 Estudo de Genotipagem do M. tuberculosis 

A identificação filogenética das cepas do M. tuberculosis é de fundamental importância 

para compreender aspectos relacionados á prevalência da infecção em determinada 

população, mecanismos de virulência, transmissibilidade, aquisição de resistência a 

fármacos, e capacidade de gerar ou inibir respostas imunológicas. 

A investigação da frequência do isolamento do M. tuberculosis RDRio em Minas Gerais é 

relevante para conhecer o perfil genotípico das cepas isoladas no estado sua associação 

com formas graves da TB.  
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2.0 OBJETIVO DO ESTUDO DO CUSTO DO DIAGNÓSTICO 

LABORATORIAL DA TUBERCULOSE 

2.0.1 Objetivo Geral  

 

Analisar o custo do diagnóstico laboratorial da tuberculose pulmonar  

2.0.2 Objetivos específicos  

 

Realizar: 

estudo do custo médio e por atividade das metodologias micobacteriológicas e 

moleculares realizadas na rotina do Laboratório de Pesquisa em Micobactérias da 

Faculdade de Medicina da UFMG – LPM/FM/UFMG.  

estudo do custo do diagnóstico 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 frequência de cepas do M. tuberculosis da sublinhagem RDRio em Minas 

Gerais 

2.1.2 Objetivos específicos  

Avaliar a frequência: 

das cepas da sublinhagem RDRio dentre as cepas resistentes e sensíveis por meio do 

PCR multiplex e RD174.  

da família LAM.  
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3.0 METODOLOGIA  

3.1 Metodologia do Estudo do Custo do diagnóstico laboratorial da TB 

3.1.1 Delineamento 

A análise de custos foi baseada na rotina de funcionamento LPM/FM/UFMG e do 

Laboratório de Biologia Molecular e Saúde Pública (LBMSP) da Faculdade de 

Farmácia (FAFAR) da UFMG. Foram coletados dados referentes aos componentes de 

custo das metodologias realizadas nos laboratórios durante 2013.  

3.1.2 Rotina de Funcionamento do LPM/FM/UFMG 

Neste laboratório existem dois fluxos de trabalho para a baciloscopia: 1) baciloscopia 

direta pelo Ziehl Neelsen (ZN) em amostras respiratórias provenientes dos setores de 

pronto atendimento e enfermarias do Hospital das Clínicas da UFMG (HC/UFMG) para 

liberação do resultado em até 4 horas. 2) baciloscopia centrifugada para a realização da 

coloração pelo método de ZN e fluorescência Auramina “O” (AU) de todas as demais 

amostras que chegam do Complexo Hospitalar (ambulatórios), inclusive das amostras 

em que foram realizadas a baciloscopia direta.  

A cultura é realizada em meio sólido Loweinstein- Jensen (LJ), utilizando quatro tubos, 

sendo: dois tubos sem fármacos e um contendo Ácido Paranitrobenzóico (PNB) e um 

contendo Ácido 2-tiofenocarboxílico (TCH). As amostras são descontaminadas pelo 

método N -Acetyl L-Cisteína (NALC). (WHO, 2009). 

Para o cálculo dos custos do Kit Detect TB® foi considerado somente as amostras 

respiratórias devido a recomendação do fabricante (LABTEST, 2012), além de todas as 

condições do LPM/FM/UFMG e do Laboratório de Biologia Molecular e Saúde Pública 

da Faculdade de Farmácia da UFMG. 

3.1.3 Casuística 

Foram analisadas em 2013, 1482 amostras pulmonares e extrapulmonares, provenientes 

de 817 pacientes, no LPM/FM/UFMG, constituídas por 712 escarros, 70 Lavados 

Bronco Alveolares (BAL), 362 líquores, 48 urinas, e o restante das amostras dividas 

entre demais secreções e líquidos corporais, sangue e material de biópsia. Foram 

realizadas por mês 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 construção da cadeia de custos foram coletados os seguintes dados em relação a 

infra estrutura e recursos humanos:  

Valor do contrato anual de manutenção do Laboratório NB3 e da conta mensal de luz, 

de água e telefone dos prédios.  

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

O consumo de energia, água e telefone, assim como a demanda referente aos serviços de 

limpeza e segurança foi de 0,20% sob o valor total desses itens. Essa porcentagem de 

0,20% corresponde ao consumo médio do laboratório em relação ao consumo total do 

prédio referente a esses serviços. Estes valores foram incorporados aos cálculos de custo 

em cada metodologia.  

 

Coleta de informações gerais e dos Componentes de Custo das Metodologias 

Laboratoriais 

Para a construção da cadeia de custos das metodologias avaliadas foram coletados dados 

específicos de cada metodologia referentes aos: valores de compra dos equipamentos e 

materiais de consumo permanente, insumos e salário dos recursos humanos. Para todos 

esses itens foram consideradas todas as etapas de realização de cada técnica incluindo as 

fases pré analítica (registro e armazenamento das amostras recebidas) e pós analítica 

(liberação de resultados e armazenamento de dados).  

Para a realização dos cálculos de custo dos reagentes o valor total foi dividido 

considerando o volume de cada reagente utilizado, dos materiais unitários, pela 

quantidade utilizada para a realização de um teste. No caso dos equipamentos de 

proteção individual (EPI) em relação ao número de vezes utilizados na rotina.  

Foram coletados também para cada metodologia as seguintes informações: número de  

exames realizados mensalmente, tempo médio para realização de um exame, número de  

técnicos, bioquímicos, agentes administrativos envolvidos nas atividades e sua 

respectiva dedicação média por exame em relação a carga horária total de trabalho. 

Itens avaliados por exame:  

 Baciloscopia direta corada por ZN:  

Equipamentos e materiais de consumo permanente: microscópio binocular, cabine de 

segurança biológica, bico de Bunsen, cronômetro, bancada com água corrente, suporte 
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para corar lâminas, frascos de vidro 200mL, pinça anatômica, haste de metal, estante 

para tubos para secar lâminas, funil de vidro para filtrar corantes, balcão, geladeira de 

armazenamento, no break, freezer -20ºC, caixa porta lâmina, higienizador para mãos, 

cestas de lixo, telefone e computador.  

Recursos Humanos: Técnico de Laboratório, Agente administrativo, funcionários de 

segurança e limpeza. 

Insumos: a) reagentes em litros: álcool à 70%, fenol à 5%, fucsina fenicada a 0,3%, 

solução descorante de álcool ácido à 3%, azul de metileno a 0,3% e óleo de imersão.  

b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, lâminas de vidro, caixa de papelão 

para descarte de material, saco plástico autoclavável, fita adesiva, lápis, caneta 

esferográfica, fósforo, gaze. c) equipamentos de proteção individual: máscara N95 

NIOSHI, avental descartável e luvas.   

 

 Baciloscopia centrifugada corada por ZN e AU  

Equipamentos e materiais de consumo permanente: microscópio binocular, Microscópio 

de fluorescência, centrífuga refrigerada, cabine de segurança biológica, bico de Bunsen, 

cronômetro, bancada com água corrente, suporte para corar lâminas, frascos de vidro 

200mL, pinça anatômica, haste de metal, estante para tubos para secar lâminas, estante 

pra tubos Falcon, funil de vidro pra filtrar corantes, balcão, geladeira de 

armazenamento, agitador (vortéx), no break, freezer -20ºC, caixa porta lâmina, 

higienizador para mãos, cestas de lixo, telefone e computador.  

Recursos Humanos: Bioquímico, Técnico de Laboratório, Agente administrativo, e 

funcionários da segurança e limpeza. 

Insumos: a) reagentes em litros: álcool à 70%, fenol à 5%, fucsina fenicada a 0,3%, 

solução descorante de álcool ácido à 3%, azul de metileno a 0,3%, óleo de imersão, 

solução de auramina “O”, solução descorante de álcool ácido à 1%, solução de 

permanganato de potássio, solução NaOH a 4%, solução neutralizante de NALC. 

b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, lâminas de vidro, caixa de papelão 

para descarte de material, pipetas de Pasteur, tubo Falcon 50mL, saco plástico 

autoclavável, fita adesiva, lápis, caneta esferográfica, fósforo, gaze. c) equipamentos de 

proteção individual: máscara N95 NIOSHI , avental descartável e luvas.   
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 Cultura em meio sólido de LJ  

Equipamentos e materiais de consumo permanente: estufa bacteriológica à 37ºC, 

centrífuga refrigerada, cabine de segurança biológica, cronômetro, frascos de vidro 

200mL para descarte de material, estante para tubos de ensaio, bandeja de polipropileno 

pra incubação dos meios semeados, agitador (vortéx), estante para tubos de Falcon, 

balcão, pia, geladeira de armazenamento, no break, freezer -20ºC, higienizador para 

mãos, cestas de lixo, telefone e computador.  

Recursos Humanos: Bioquímico, Técnico de Laboratório, Agente administrativo, 

funcionários da segurança e limpeza. 

Insumos: a) reagentes em litros: álcool à 70%, fenol à 5%, solução NaOH a 4%, solução 

neutralizante de NALC, meio sólido LJ, meio sólido LJ + PNB, meio sólido LJ + TCH.   

b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, caixa de papelão para descarte de 

material, pipetas de Pasteur, tubo Falcon 50mL, saco plástico autoclavável, lápis, caneta 

esferográfica, gaze. c) equipamentos de proteção individual: máscara N95 NIOSHI, 

avental descartável e luvas.  

 Kit Detect TB® 

Equipamentos e materiais de consumo permanente: microcentrífuga, cabine de 

segurança biológica, cronômetro, agitador (vortéx), purificador de água MiliQ, 

espectrofotômetro, forno de hibridação, termociclador, termobloco, pipeta multicanal, 

pipetas automáticas de 2µL,20 µL,200 µL e 1000 µL, frascos de vidro de 200mL para 

descarte de material, balcão, pia, geladeira de armazenamento, no break, freezer -20ºC, 

higienizador para mãos, cestas de lixo, telefone e computador.  

Recursos Humanos: Bioquímico, Agente administrativo, funcionários da segurança e 

limpeza. 

Insumos: a) reagentes em litros: álcool à 70%, solução de hipoclorito a 1%, Kit Detect 

TB®Labtest©  

b) materiais em unidade: rolo de papel absorvente, caixa de papelão para descarte de 

material, microtubos de 200 µL, microtubos de 2000 µL , ponteiras com filtro de 20 µL, 

200 µL e 1000 µL c) equipamentos de proteção individual: máscara N95 NIOSHI, 

avental descartável e luvas.   
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3.1.5 Análise do Custo Médio e Custo por Atividade (ABC)  

Os custos do diagnóstico 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 período (BRASIL,2006) e nesse estudo foi considerando a quantidade 

de exames realizados por mês no LPM/FM/UFMG.  

O ABC é calculado considerando uma atividade como o denominador para o cálculo do 

custo unitário da atividade, em vez da quantidade real consumida. Esse procedimento é 

utilizado com o objetivo de evitar flutuações no cálculo do custo unitário da atividade 

em função da variação da quantidade real processada. O princípio básico deste sistema é 

tornar direto o maior número possível de custos proporcionais e não-proporcionais, por 

meio de direcionadores de custos (Khoury et al., 2000).  

As fórmulas utilizadas para construção da cadeia de cálculo dos custos estão 

exemplificadas da Figura 1.  

Figura 1 – Fórmula do Custo Médio e ABC  
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3.2 Metodologia do Estudo de Genotipagem do M. tuberculosis 

3.2.1 Delineamento 

Estudo descritivo da avaliação genética do M. tuberculosis resistente e sensível em 

cepas do estado de Minas Gerais e investigação da frequência linhagem RDRio.  

3.2.2 Casuística  

Desenho do estudo  

Foram selecionadas por conveniência, 104 M. tuberculosis resistentes e 223 sensíveis, 

provenientes de amostras pulmonares do Laboratório Central de Saúde Pública do 

Estado de Minas Gerais (LACEN-MG) – Instituto Octávio Magalhães - Fundação 

Ezequiel Dias (FUNED), no período de janeiro de 2007 a dezembro de 2011.  

3.2.3 Critérios de Inclusão  

Cepas do Mycobacterium tuberculosis estocadas a -70ºC no LPM/FM/UFMG no 

período de 2007 a 2013, provenientes de pacientes do estado de MG. 

3.2.4 Critérios de Exclusão 

Micobactéria Não Tuberculosa (MNT). 
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3.2.5 Isolamento Micobacteriano 

As cepas estocadas provenientes de amostras clínicas pulmonares foram previamente 

processadas, identificadas e testadas quanto a sensibilidade aos fármacos de primeira 

linha para o tratamento da TB: estreptomicina (S), isoniazida (I), rifampicina (R) e 

etambutol (E) por meio do método BACTEC® MGIT 960® (Siddiqi & Rüsch-Gerdes, 

2006). 

3.2.6 Extração de DNA  

Para a extração do DNA foram retiradas duas alçadas do crescimento micobacteriano 

em Lowenstein Jensein (LJ) e transferidos para um microtubo contendo 515 µL de 

tampão Tris-ácido etilenodiaminotetracético (TE). A inativação bacteriana foi realizada 

por aquecimento por 30 minutos a 80ºC em termobloco. Em seguida foi adicionado 

64µL da suspensão de lisozima 10 mg/mL e o material foi incubado a 37ºC por uma 

hora. Após este procedimento foi adicionado 97µL da solução (1400 µL Duodecil 

Sulfato de Sódio - SDS a 10% e 400 µL de proteinase K) e incubado a 65ºC por 10 

minutos. Foram adicionados 128 µL de NaCl 5M com 128 µL de brometo 

cetiltrimetilamônio (CTAB) previamente aquecidos e o tubo de reação foi 

homogeneizados no vórtex até se obter uma mistura branca leitosa e incubado em 

termobloco a 65ºC por 10 minutos. Em seguida foram adicionados 1030 µL de 

clorofórmio/álcool-isoamil (24:1), homogeneizado e centrifugado a 12.000 rotações por 

minuto (rpm) a 4ºC por 8 minutos. Aproximadamente 600µL da fase aquosa foram 

transferidos para um microtubo limpo e em seguida adicionou-se 0,6 do volume de 

isopropanol padrão analítico (P.A), misturado por inversão e incubado por 12 horas a -

20ºC. Após esse período o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado deixando 20 µL aproximadamente no pellet. O sedimento 

foi lavado novamente com 1000 µL de etanol 70% previamente resfriado. Centrifugado 

por 5 minutos e repetindo o mesmo procedimento para descartar o etanol 70%. Após 

este procedimento os tubos foram centrifugados novamente por um minuto e invertidos 

em papel absorvente para descarte do restante do sobrenadante. Após esse 

procedimento, foram centrifugados por 5 minutos a 65ºC no concentrador a vácuo 

eppendorf®. Foram adicionados aproximadamente 60-100 µL de tampão TE, de acordo 

com o tamanho o pellet visível. Após a adição do TE os DNA foram armazenados por 
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24 horas em geladeira (2-8ºC) e posteriormente armazenados a -20ºC (Dantas et al., 

2015).  

 

3.2.7 Verificação da presença de DNA extraído  

As amostras de DNA foram processadas no LBMSP/UFMG, onde foi preparado um gel 

de agarose a 1% em TBE, adicionado 5 µL de DNA extraído em cada canaleta e 

realizada corrida a 120 Volts por 45 minutos para verificar presença de bandas. Os 

DNA foram também dosados em espectrofotômetro utilizando-se 1 µL de cada amostra. 

 

3.2.8 PCR Multiplex RDRio 

 

A detecção do perfil RDRio foi realizada por meio do seguinte protocolo do PCR  

multiplex. Para a mistura de PCR foi utilizado, 20 pmol/µL de cada iniciador: 

BridgeRDRioF 5´ CAC TCC GGC TGC CAA TCT CGT C 3´; BridgeRDRioR 5´ CAC 

CGC CAC GCT GAA TGA GAC CA 3´; IS1561F 5´ GAC CTG ACG CCG CTG ACA 

C 3´ e IS161R 5´ CAC CTA CAC CGC TTC CTG CC 3´ em um volume final de 50 µl 

contendo 2mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), 1X  

buffer, 10% Dimetilsulfóxido (DMSO) e 10 ng de DNA. As amplificações foram 

realizadas com o seguinte ciclo: 5 min a 95 °C seguido de 45 ciclos de 1 min á 95°C, 1 

min  á 60°C, 4 min á 72°C e uma extensão final á 72 °C por 10 min  em termociclador 

Veriti 96 WellThermocycler (AppliedBiosystems©). Os produtos amplificados foram 

analisados em gel de agarose 1,5% em tampão TBE 1X corados com brometo de etídio 

(1 μg/mL), observando a presença ou ausência de fragmentos de 1175 e/ou 530 pares de 

base (pb). O padrão RDRio apresenta o fragmento de 1175pb, e o padrão selvagem o 

fragmento de 530 pb, e em caso de aparecimento de ambos os fragmentos trata-se de um 

padrão misto (Lazzarini et al., 2007). 
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3.2.9 PCR-RFLP fbpC103/Ag85C103 

 

O polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) fbpC103 ou Ag85C103 foi descrito como 

marcador específico para a linhagem LAM por Gibson et al., 2008. A PCR foi adaptada 

e descrita por Vasconcelos et al., 2014. Para a amplificação foram utilizados 40 

pmol/µL 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 reações contendo: 2 mM MgCl2, 0,2mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase 

(Phoneutra®), buffer 1X, 10% DMSO e 10 ng de DNA, em um volume final de 50 μL. 

As amplificações foram realizadas nas seguintes condições: desnaturação inicial de 

5min a 95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4 min 72°C e extensão 

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 etídio (1 μg/mL), 15µL do produto 

amplificado foram submetidos à digestão enzimática com 1U da enzima de restrição 

MnlI a 37°C por 4 horas (New EnglandBioLabs Inc. USA) seguindo as recomendações 

do fabricante. A enzima MnlI apresentas três fragmentos no produto amplificado: 

365pb, 96 pb e 48 pb. A presença do SNP (G309A) resulta na perda de um dos três 

sítios de restrição, o que permite a detecção da variante mutante. Após a digestão 

enzimática 15 μL da reação foi submetida à eletroforese em gel de Agarose 3% (TBE 

1X) e corados com brometo de etídio (1 μg/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 presença de duas 

bandas de 461 pb e 48 pb e o selvagem por bandas (Não LAM) de 365 pb, 96 pb e 48 

pb. 
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3.2.10 PCR- Multiplex RD174 

Para a amplificação foram utilizados 40 pmol/µL 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 reação contendo: 2 mM MgCl2, 0,2 

mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de DNA, em um 

volume final de 50 μL. As amplificações foram realizadas com as seguintes condições: 

Desnaturação 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 extensão final de 10 min 72°C em termociclador Vereti 96 Thermal 

Cycler (Applied Biosystems©). Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose (2%) e coloração do DNA com brometo de etídio (1μg/mL). Para 

determinação dos fragmentos amplificados pela PCR, 5μL do produto da PCR foi 

submetido à eletroforese em gel de Agarose 2% (TBE 1X) e corados com brometo de 

etídio (1 μg/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 região RD174 intacta, apresentam fragmentos de 300 pb e os que 

possuem a deleção apresentam fragmentos de 500pb (Gibson et al., 2008; Vasconcelos 

et al., 2014). 

3.2.11 Spoligotyping  

O Spoligotyping foi realizado por meio da técnica da hibridização em microesferas 

(beads) desenvolvida no Laboratório de Infecção, Genética e Patógenos emergentes do 

Instituto de Genética e Microbiologia da Universidade Paris Sud, França e descrito por 

Zhang et al. 2010. Para as amplificações foram utilizados 10 pmol/µL de cada iniciador: 

Dra 5´CCG AGA GGG GC GGA AAC 3´e DRb 5´GGT TTT GGG TCT GAC GAC 

3´sendo este marcado com biotina na extremidade 5´ em uma reação contendo: 2 mM 

MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de 

DNA, em um volume final de 50μL. As amplificações foram realizadas com as 

seguintes condições: Desnaturação 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 extensão final de 10 min 72°C em termociclador 

Vereti 96 Thermal Cycler (Applied Biosystems©). Após amplificação 5μL do DNA 

amplificado é adicionado a solução de hibridização (1,55 μL de microesferas 
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Beamedex® + 31,5μL de TMAC 1,5X) submetidos ao termociclador com desnaturação 

a 95ºC por 10 min e hibridização a 52ºC por 20 mim. Após a hibridização a microplaca 

foi centrifugada a 4000 rpm/4ºC por 7 minutos. Após centrifugação retira-se 40 μL do 

sobrenadante e ressuspende em 40 μL de TE. Adiciona-se então 25 μL da solução de 

Estreptvidina-R-Ficoeritrina 1mg/μL (Invitrogen®) e analisados por meio do sistema 

Luminex®Bioplex®BioRad©. Parte das análises do Spoligotyping foram previamente 

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

 

3.2.12 Análise dos dados  

Os cálculos foram realizados por meio dos programas STATA versão 12 Copyrigth 

1985-2015 StataCorpLP©USA, 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 Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG sob o 

parecer 122.941 (CAAE 06611912.8.0000.5149) como parte do projeto intitulado 

“Avaliação da Concentração inibitória mínima (MIC) de cepas do Mycobacterium 

tuberculosis sensíveis e resistentes isoladas em Minas Gerais” sendo autorizado a 

utilização das cepas para estudo genético. 
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4.0 NOTA EXPLICATIVA 

Seguindo as orientações do Programa de Pós-Graduação em Infectologia e Medicina 

Tropical os resultados e discussões serão 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 Periódicos da área Medicina II como A1 ou 

A2.  

O Artigo referente ao estudo do custo do diagnóstico da tuberculose foi aceito para 

publicação na revista Frontiers in Microbiology (Fator de impacto em 2016 de 4.165 e 

classificada como Qualis A2/ Medicina II) 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 será submetido a 

revista Tuberculosis (Fator de impacto em 2016 de 3.394 e classificada como Qualis 

A2/ Medicina II) entitulado: Mycobacterium tuberculosis RDRio na tuberculose 

resistente em Minas Gerais, Brasil. 
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Resumo 

Nas últimas décadas a sublinhagem do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

RDRio foi descrita como o genótipo predominante no Rio de Janeiro, sendo associada a 

família Latino - Americana – Mediterrânea (LAM) e a tuberculose multidroga resistente 

(TB-MDR). O objetivo deste estudo foi investigar a frequência de cepas do M. 

tuberculosis RDRio no estado de Minas Gerais e sua relação com a tuberculose 

resistente. Foram selecionados, por conveniência, 223 isolados do M. tuberculosis 

sensíveis e 104 isolados TB-MDR. Os isolados são provenientes de amostras 

pulmonares de pacientes diagnosticados no período de janeiro de 2007 a dezembro de 

2011. O DNA extraído desses isolados foi analisado por meio do Spoligotyping; PCR-

RFLP fbpC103/Ag85C103; PCR Multiplex RDRio e PCR- Multiplex RD174. Foram 

excluídos 92 isolados (41 resistentes e 51 sensíveis) por que não amplificaram na PCR. 

O padrão RDRio foi identificado em 51,91% (122/235) (I.C 0,45 – 0,58) dos isolados, 

seguido de 100/235 (42,5%) padrão selvagem e 13/235 (5,53%) padrão misto. Dos 63 

M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) e 81/172 (47,1%) sensíveis apresentaram 

padrão RDRio (p = 0,001) e o marcador RD174 foi mais frequente nas sensíveis (p = 

0,001). A sublinhagem RDRio foi mais frequente na TB-MDR, nos isolados sensíveis o 

marcador RD174 predominou, a família LAM e a linhagem LAM9 foram as mais 

identificadas. Novos estudos para avaliar a virulência e transmissão da TB devem ser 

realizados no Brasil, assim como novos estudos para acompanhar a evolução genética 

do M. tuberculosis.  

 

Palavras-Chave: Tuberculose Multidroga Resistente, Mycobacterium tuberculosis, 

Epidemiologia Molecular  
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Introdução 

A epidemia de tuberculose (TB) apresenta-se maior do que a estimada nos últimos anos. 

No ano de 2015, foram notificados 10,4 milhões 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 

elegíveis para o tratamento da TB-MDR1. 

O Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) é o patógeno humano que mais tem 

sofrido evolução clonal originando linhagens divergentes que estão associadas a regiões 

geográficas específicas e possivelmente com populações étnicas humanas distintas2. 

Essas linhagens têm demonstrado diferenças biológicas em relação a 

transmissibilidade3.  

A Família LAM (Latino Americana – Mediterrânea) é responsável por 

aproximadamente 15% da carga global de TB e está presente em 46% dos isolados que 

foram analisados por meio de técnicas de genotipagem no Brasil4. Mais especificamente 

a linhagem LAM9 representa 10,2% dos isolados de M. tuberculosis no continente 

Americano5.   

Em 2007, Lazzarini et al, descreveram o M. tuberculosis RDRio como uma sublinhagem 

derivado da família LAM. Acredita-se que este genótipo teve origem a partir de um 

progenitor LAM9 e posteriormente se expandiu com perdas sucessivas de espaçadores 

sendo atualmente relacionado principalmente as sublinhagens: LAM1, LAM2 e em 

menor proporção LAM4, LAM5 e LAM66,7.  

O M. tuberculosis RDRio é geneticamente caracterizado pela a deleção de 26.3 kb que 

resultou na perda e modificação de 10 genes, incluindo dois genes PPE (Proline-

glutamic Acid Proteins) que codificam proteínas especificas que desempenham papel 

importante na resposta imune5. Essa sublinhagem tem sido associada com níveis mais 

elevados de transmissão, gravidade da doença, assim como tem sido relacionada a TB-

MDR e isolada em diversos locais no Brasil e em outros países7,2,3.  

As análises moleculares, baseadas em marcadores genéticos específicos, permitem a 

rápida identificação de diferentes níveis de espécies e sublinhagens, sendo uma 

ferramenta importante para o estudo da evolução e transmissão do M. tuberculosis8. O 

marcador utilizado para a caracterização da família LAM é o SNP (Single Nucleotide 
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Polymorphism) Ag85C103/ fbpC103 considerado importante alternativa devido a sua alta 

especificidade, assim como o “Region of Difference” RD174, conhecido como um co-

marcador para LAM e RDRio e por estar relacionado a sublinhagens com maior grau de 

transmissibilidade7,3,8,9. O objetivo desse estudo foi avaliar a frequência do isolamento 

do M. tuberculosis RDRio no estado de Minas Gerais e sua relação com a TB-MDR 

utilizando marcadores moleculares específicos para a família LAM e para a 

sublinhagem RDRio.  

 

Materiais e Métodos 

  

Desenho do estudo  

Foram selecionadas, por conveniência, 223 isolados do M. tuberculosis  sensíveis e 104 

isolados TB-MDR. Os isolados foram provenientes de amostras pulmonares dos 

pacientes diagnosticados no período de janeiro de 2007 a dezembro de 2011. A 

identificação do M. tuberculosis foi realizada por meio dos testes fenotípicos10 e o teste 

de sensibilidade no sistema BACTECTM MGITTM 960 (Becton Dickinson®) conforme 

instruções do fabricante11, no Laboratório Central de Saúde Pública do Estado de Minas 

Gerais (LACEN-MG) do Instituto Octávio Magalhães da Fundação Ezequiel Dias 

(FUNED). 

 

Extração de DNA  

O DNA genômico do M. tuberculosis foi extraído de colônias subcultivadas em meio 

sólido Lowenstein-Jensen utilizando 10 % Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB) 

conforme descrito por Dantas et al. 201512. O DNA extraído foi utilizado para as 

técnicas descritas abaixo. Os experimentos foram realizados em duplicata com exceção 

do Spoligotyping.   
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PCR Multiplex RDRio  

A detecção do perfil RDRio foi realizada por meio de PCR multiplex, utilizado 20 

pmol/µL de cada iniciador: BridgeRDRioF, BridgeRDRioR, IS1561F e IS161R em um 

volume final de 50 µl contendo 2 mM MgCl2, 0,2 mM dNTP, 1U Taq DNA polimerase 

(Phoneutra®), 1X buffer, 10% DMSO e 10 ng de DNA. As amplificações 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 extensão 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 presença ou ausência de fragmentos de 1175 e/ou 

530 pb. O padrão RDRio apresenta o fragmento de 1175 pb, e o padrão selvagem 

fragmento de 530 pb, e em caso de aparecimento de ambos os fragmentos trata-se de um 

padrão misto6,7,8. 

 

PCR- Multiplex RD174 

Para a amplificação foram utilizados 40 pmol/µL de cada um dos tres iniciadores a 

seguir: RD174 F, RD174Fi e RD174 R em uma reação contendo: 2 mM MgCl2, 0,2 

mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X e 10 ng de DNA, em um 

volume final de 50 μL. As amplificações foram realizadas com as seguintes condições: 

desnaturação inicial de 5 min 95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4 

min 72°C e extensão 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 coloração do DNA com brometo de etídio 

(1μg/mL). Para determinação dos fragmentos amplificados pela PCR, 5μL do produto 

da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. Os isolados que apresentam 

a região RD174 intacta possuem fragmentos de 300 pb e os com deleção 500pb7,8. 

 

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. 

201013.  
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PCR-RFLP fbpC103/Ag85C103 

O SNP fbpC103 ou Ag85C103 foi descrito como marcador específico para a linhagem 

LAM por Gibson et al., 2008. A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foi adaptada e 

descrita por Vasconcelos et al., 2014. Para a amplificação foram utilizados 40 pmol/µL 

de cada um dos iniciadores, fbpC103 F e fbpC103 R em reações contendo: 2 mM MgCl2, 

0,2mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase (Phoneutra®), buffer 1X, 10% 

Dimetilsulfóxido (DMSO) e 10 ng de DNA, em um volume final de 50 μL. As 

amplificações foram realizadas nas seguintes condições: desnaturação inicial por 5min 

95°C seguido por 45 ciclos de 1 min 95°C, 1 min 60°C, 4 min 72°C e extensão 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 Etídio (1 μg/mL), 15µL do produto amplificado foram 

submetidos à digestão enzimática com 1U da enzima de restrição MnlI a 37°C por 4 

horas (New EnglandBioLabs Inc. USA) seguindo as recomendações do fabricante. A 

enzima MnlI apresenta três fragmentos de restrição no produto amplificado: 365 pb, 96 

pb e 48 pb. A presença do SNP (G309A) (LAM) resulta na perda de um dos três sítios 

de restrição7,8, o que foi verificado em gel de Agarose 3% (TBE 1X) e comparando 

amplicons com marcadores moleculares de 50pb e 100pb (Fermentas®)7,8.  

 

Análises Estatísticas 

Os cálculos foram realizados pelos programas STATA 12 Copyrigth 1985-2015 

StataCorpLP©USA. 

 

Análise filogenética 

As análises 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 excluídos (41 resistentes e 51 sensíveis) 

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

 

Identificação e avaliação do M. tuberculosis RDRio 

Dos 235 M. tuberculosis 51,91% (122/235) (I.C 0.45 – 0.58) foram identificadas como 

RDRio, 100/235 (42,5%) selvagens e 13/235 (5,53%) padrão misto.  

Dos 63 M. tuberculosis resistentes 41/63 (65.1%) apresentaram padrão RDRio e dos 172 

sensíveis 81/172 (47,1%) apresentaram padrão RDRio. Essa diferença foi significativa (p 

= 0.001). 

Dos 122 M. tuberculosis RDRio 116/122 (95,1%) foram identificados como LAM e o 

restante como selvagens (n=6) por meio do SNP Ag85C103. Essa relação foi 

signficativa (p = 0.000). 

Após análise pelo Spoligotyping das linhagens do M. tuberculosis RDRio foi encontrado 

a seguinte distribuição: 33 LAM9 (27%), 28 LAM1 (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 RDRio 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 padrões encontrados e sua relação com as respectivas linhagens estão demonstrados 

na tabela 1. 

 

Identificação do padrão RD174  

Das 235 M. tuberculosis o padrão 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 RDRio (p = 0.000) (Tabela 1). Das 98 RD174, 

70/98 (71.43%) eram sensíveis e 28 (28.57%) resistentes (p=0.001).  
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Linhagem SIT Octal 
RD174 SNPAG85C103 

MDR Sensível  

LAM 9 
42 777777607760771 

+ LAM 
9 

11 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

 
  

+/- LAM 
2 

5 

 
  

- LAM 
0 

1 

LAM 9 
177 377777607760771 

+ LAM 
1 

3 

onnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM 9 
2070 777777637760771 

+/- LAM 
1 

0 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM 1  
20 677777607760771 

+ LAM 
7 

11 

nnonnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

 
  

+/- LAM 
4 

0 

LAM 1 
753 477777607760771 

+/- LAM 
1 

0 

noonnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn  - LAM 
1 

0 

LAM 1 
2536 676777607760771 

+ LAM 
0 

2 

nnonnnnnonnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM 1 
2522 677777607760740 

+ LAM 
0 

2 

nnonnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnooo    
 

 

LAM2 
17 677737607760771 

+ LAM 
2 

16 

nnonnnnnnnnnonnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

   + NÃO-LAM 0 1 

LAM2 1694 277737607760771 + LAM 0 1 

ononnnnnnnnnonnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM3 
1491 740000007760731 

+ LAM 
1 

0 

nnnnoooooooooooooooooooonnnnnnnnoooonnnonnn   
 

 

LAM3 
33 776177607760771 

- LAM 
0 

1 

nnnnnnnnooonnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM3 
ORPHAN 772177607760771 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnonooonnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM5 
216 777717607760771 

+ LAM 
1 

1 

nnnnnnnnnnnnoonnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM5 
93 777737607760771 

+ LAM 
1 

0 

nnnnnnnnnnnnonnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn  +/- LAM 
0 

1 

LAM5 
1693 737737607760771 

+ LAM 
0 

1 

nnnonnnnnnnnonnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM5 
440 777607607760771 

+/- LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnoooonnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

Tabela 1. Perfil genotípico do M. tuberculosis RDRio  



50 

 

LAM5 
ORPHAN 777017607760771 

+/- LAM 
1 

0 

nnnnnnnnnooooonnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM4 
60 777777607760731 

+ LAM 
1 

2 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnonnn    
 

 

LAM4 
1530 777777607760711 

+ LAM 
1 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnnoooonnnoonn    
 

 

LAM4 
ORPHAN 777777607740031 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnooooooooonnn    
 

 

 

LAM6 

 

ORPHAN 

 

757777607560771 

 

+ 

 

LAM 

 

0 

 

1 

nnnnonnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnonnnoooonnnnnnn    
 

 

LAM 11 -

ZWE 

59 777777606060771 

+ LAM 

0 

3 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnoooonnoooonnnnnnn    
 

 

LAM 11 -

ZWE 

ORPHAN 777177606060771 

+ LAM 

0 

1 

nnnnnnnnnoonnnnnnnnnoooonnoooonnoooonnnnnnn    
 

 

X2 
137 777776777760601 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnonnnnnnnnnnnnnnoooonnoooon    
 

 

T1 
53 777777777760771 

+ LAM 
0 

2 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnn  - NÃO-LAM 
1 

0 

T1 
51 777777777760700 

- NÃO-LAM 
1 

0 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnoooo    
 

 

T1 
1905 777777777460771 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoonnoooonnnnnnn    
 

 

H3 
49 777777777720731 

- NÃO-LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnonoooonnnonnn    
 

 

H3 
50 777777777720771 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnonoooonnnnnnn    
 

 

UNKNOW 
1241 777777607700771 

- LAM 
1 

0 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnoooooonnnnnnn    
 

 

UNKNOW 
2110 777777607000771 

+ NÃO-LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnooooooooonnnnnnn    
 

 

UNKNOW 
ORPHAN 677677606000171 

+ LAM 
2 

0 

nnonnnnnnnnonnnnnnnnoooonnoooooooooooonnnnn  
  

 
 

UNKNOW UNKNOW 
777777600000031 

+ LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooooooooooooooooooonnn    
 

 

UNKNOW UNKNOW 
677777607700371 

+ MISTA 
0 

1 
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Legenda: + : Padrão RD174 - : Selvagem +/- : Padrão Misto (amplificou a sequência 

selvagem e RD174).  

nnonnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnooooooonnnnnn    
 

 

UNKNOW UNKNOW 
740001607760771 

+ LAM 
0 

1 

nnnnooooooooooooonnnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

UNKNOW UNKNOW 
177700607760771 

+ LAM 
0 

1 

oonnnnnnnnnnoooooonnoooonnnnnnnnoooonnnnnnn    
 

 

UNKNOW UNKNOW 
777777607740431 

+ NÃO-LAM 
0 

1 

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnoooonnnnnnnooooonooonnn    
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Classificação das Linhagens por Spoligotyping 

A classificação das linhagens dos 172 M. tuberculosis sensíveis e dos 63 MDR estão 

demonstrados na Tabela 2. 

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

 M. tuberculosis 

Linhagens  Sensível 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   (4,7) 

LAM 6 2  (1,2) --------- 

LAM 11-ZWE 4  (2,3) --------- 

T1 16 (9,3) 9 (14,2) 

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

T3 2 (1,2) --------- 

T4-CEU 2 (1,2) --------- 

T5-Madrid2 2 (1,2) --------- 

T3/T2 1 (1,6) --------- 

H1 4 (2,3) 1 (1,5) 

H2 2 (1,2) --------- 

H3 10 (5,8) 1 (1,5) 

Haarlem 2 (1,2) --------- 

X2 9 (5,2) 2 (3,7) 

ORPHAN 4 (2,3) --------- 

Unknow 18 (10,5) 7 (11,1) 
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Identificação do SNP Ag85C103 e comparação com o Spoligotyping 

Dos 235 M. tuberculosis identificados pelo SNP Ag85C103, 74,4% (175/235) foram 

classificados como LAM, 23% (54/235) como Não-LAM e 2,5% (6/235) padrão 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 não LAM o Spoligotyping identificou como LAM1 (n=2), LAM2 (n=1) e LAM9 

(n=1). Dos seis identificados como padrão 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 

diferença foi significativa (p = 0.000). Quando comparado a frequência de LAM 

detectada pelo Ag85C103 entre o M. tuberculosis sensíveis e resistentes não houve 

diferença estatística (p = 0.309 Qui-quadrado e p = 0.428 Fisher´s).  
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Discussão 

 

A predominância das RDRio entre as MDR em relação as sensíveis demonstra que esse 

genótipo está associado com a TB resistente. Em 2007, Lazzarini et al, sugeriram que o 

RDRio originou de um progenitor comum pois a deleção do IS1561 foi também 

encontrada em outros países, além de sua capacidade de TB primária progressiva 

evoluir para um fenótipo multirresistente6. Os resultados obtidos nesse estudo são 

semelhantes aos dados obtidos em Porto Alegre onde o RDRio foi encontrado em 56 dos 

115 MDR, sendo causador da metade dos casos resistentes14. Em estudo realizado em 

Portugal, a frequência de RDRio foi de 60% entre os isolados MDR3, e nos Estados 

Unidos e na Espanha apesar da frequência de RDRio nas MDR não ter sido maior que 

nas sensíveis, este também foi identificado entre cepas MDR e monoresistentes a 

isoniazida2,15.  

Nos estudos realizados na Espanha e nos Estados Unidos o RDRio foi encontrado em 

maior proporção em pacientes hispânicos. Lazzarini et al 2008 ao analisarem isolados 

de várias partes do Brasil sugeriram que a sublinhagem RDRio LAM pode causar doença 

mais severa (lesões pulmonares cavitárias) e provavelmente contribui para a transmissão 

da TB em certas populações étnicas 6,14,15. O RDRio pode ter alguma vantagem biológica 

em relação a outros genótipos, devido a deleção de dois genes PPE (PPE55 e PPE56) e 

minimizar o reconhecimento imunológico do hospedeiro, levando a uma maior 

virulência e/ou transmissibilidade9,14.  

No nosso estudo a deleção do RD174 do M. tuberculosis foi predominante entre os 

isolados sensíveis em comparação aos MDR mostrando possível relação desse marcador 

com a alta transmissibilidade desses isolados, como também descrito por outros autores 

7,9. Em um estudo que avaliou os RD em contatos de TB demonstrou o RD174 como 

segundo marcador mais frequente, sugerindo maior transmissão. O primeiro marcador 

foi o RD702, porém estava relacionado a transmissão do M. africanum9. 

Nesse trabalho, apesar do RD174 ter sido identificado na maior parte dos RDRio 

(76,2%), ele não pode ser considerado um marcador absoluto para essa sublinhagem, 

pois pode superestimar a frequência de RDRio como descrito por outro autor7. Ao 

contrário dos resultados observados por Gibson et al 2008, que considerou o RD174 

como um marcador absoluto para o RDRio, isso pode ser devido a seleção de amostras. 

 



55 

 

 

A alta frequência de RDRio na população desse estudo pode ser devido a predomínio da 

família LAM e da linhagem LAM9 pois são os progenitores comuns dessa sublinhagem 

3,6,7,8.  

Como demonstrado nesse estudo o Spoligotyping não é uma boa ferramenta para 

diferenciar as famílias Euro Americanas, em populações que predominam as famílias 

LAM, H e T 7,4,8,. A dificuldade em diferenciar essas famílias se deve ao fato do grande 

número de cópias IS6110 dessas linhagens produzirem muitas variações nos lócus DR 

(Direct Repeat) o que origina vários perfis não identificados por essa técnica (presença 

de Unknown) ou com grande grau de homoplasia entre os espaçadores que definem 

diferentes famílias 13. Nesse contexto o SNP Ag85C103 se destaca como um marcador 

específico para identificação da real frequência da família LAM em uma população 2,8. 

Algumas limitações podem ser observadas: os dados clínicos dos pacientes não foram 

relacionados com o genótipo RDRio; não foi realizado o Restriction Fragment Length 

Polymorphism - RFLP IS6110 para identificação de clusters e avaliação da transmissão 

como o RD174; os isolados com resultados divergentes entre o SNP Ag85C103 e o 

Spoligotyping não foram sequenciados.  

No estado de Minas Gerais a sublinhagem RDRio foi mais frequente na TB-MDR, nos 

isolados sensíveis o marcador RD174 predominou, a família LAM e a linhagem LAM9 

foram as mais identificadas. Novos estudos para avaliar a virulência e transmissão da 

TB devem ser realizados no Brasil, assim como vigiar a evolução genética do M. 

tuberculosis. 
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5.0 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O estudo do custo do diagnóstico laboratorial da TB é importante para compreender a 

dinâmica de manutenção da rotina laboratorial assim como da incorporação 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 

gestão de recursos no SUS.  

A investigação do M. tuberculosis RDRio no estado de Minas Gerais demonstrou que 

essa sublinhagem é a mais frequente no estado e que tem relação aos casos de TB-

MDR. Os resultados obtidos destacam a necessidade da constante realização de estudos 

de epidemiologia molecular para o conhecimento TB.  
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6.1 PERSPECTIVAS  

6.1.2 Estudo do Custo do diagnóstico 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 poderão ser 

implementadas no país. Além da avaliação do impacto clínico dessas metodologias 

(estudo de custo-efetividade). 

6.1.3 Estudo da Genotipagem do M. tuberculosis 

Sequenciar cepas do M. tuberculosis que apresentaram divergências entre os resultados 

do PCR-RFLP fbpC103/Ag85C103, Spoligotyping e PCR RDRio.  

Comparar os resultados do RD174, RFLP-IS6110 e MIRU-VNTR e verificar a presença 

desse RD na formação de clusters, relacionar com transmissão recente ou tardia e com 

dados clínicos. 
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8.0 ANEXOS 

8.1 Anexo A – Folha de Aprovação no Comitê de Ética – Estudo de Custo  
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8.2 Anexo B – Folha de Aprovação no Comitê de Ética – Estudo de Genotipagem 
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8.3 Anexo C – Folha de Aprovação da Defesa  

 

 

 

 


