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“Se o bacilo da tuberculose pudesse falar,
contaria a  histéria da  humanidade.”
— Inspirado em Robert Koch



VIANA, Wesley Roberth Lima. GENOTIPAGEM DE CEPAS DE Mycobacterium
tuberculosis E AVALIAGAO QUANTO A PRESENGA DA LINHAGEM BEIJING EM
ISOLADOS EM MANAUS - AM. 2025. 65 paginas. Dissertagdo apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagdo em Microbiologia, da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito para a obtencéo do titulo de Mestre, Londrina.

RESUMO

A tuberculose permanece como um grave problema de saude publica na regido
amazodnica, sendo marcada por elevados indices de incidéncia e desafios estruturais
para seu controle. A compreensao da diversidade genética de Mycobacterium
tuberculosis é fundamental para apoiar estratégias de vigilancia epidemiolégica e
controle da doenga. Este estudo teve como principal objetivo caracterizar
geneticamente 40 isolados clinicos provenientes da regido amazbnica por meio da
técnica de MIRU-VNTR 12 Joci e PCR especifica para deteccéo da familia Beijing. A
analise revelou a formacéao de trés clusters, sendo dois da sublinhagem Haarlem e outro
da sublinhagem EAI resultando numa taxa de agrupamento de 0,09. Além dessas
sublinhagens ja mencionadas, outras identificadas foram LAM e X. Nenhum isolado
foi identificado como pertencente a linhagem Beijing, nem pela metodologia de MIRU-
VNTR 12 loci assim como nao foi encontrado nos sistemas de deteccio utilizando
reacoes de triagem pela técnica de PCR Este trabalho contribui com dados inéditos
sobre a diversidade genética do M. tuberculosis na Amazdnia e refor¢ga a importancia
da vigilancia molecular para aprimorar as estratégias de controle da tuberculose na
regido.

Palavras-chave: Tuberculose. Epidemiologia molecular. Mycobacterium tuberculosis.
MIRU- VNTR. Linhagem Beijing.



VIANA, Wesley Roberth Lima. Genotyping of Mycobacterium tuberculosis strains
and evaluation of the presence of the Beijing lineage in isolates from Manaus,
Amazonas, Brazil.2025. 65 paginas. Dissertagao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacgao em Microbiologia, da Universidade Estadual de Londrina, como requisito
para a obtencgao do titulo de Mestre, Londrina.

ABSTRACT

Tuberculosis remains a serious public health problem in the Amazon region, marked
by high incidence rates and structural challenges to its control. Understanding the
genetic diversity of Mycobacterium tuberculosis is fundamental to supporting
epidemiological surveillance and disease control strategies. This study aimed to
genetically characterize 40 clinical isolates from the Amazon region using the MIRU-
VNTR 12-locus technique and specific PCR for the detection of the Beijing family. The
analysis revealed the formation of three clusters, two from the Haarlem sublineage and
one from the EAI sublineage, resulting in a clustering rate of 0.09. In addition to the
sublineages already mentioned, others identified were LAM and X. No isolate was
identified as belonging to the Beijing lineage, neither by the MIRU-VNTR 12 Joci
methodology nor was it found in detection systems using screening reactions by the
PCR technique. This work contributes with unprecedented data on the genetic diversity
of M. tuberculosis in the Amazon and reinforces the importance of molecular
surveillance to improve tuberculosis control strategies in the region.

Key-words: Tuberculosis. Molecular epidemiology. Mycobacterium tuberculosis.
MIRU- VNTR. Beijing lineage.
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1.INTRODUGAO

A tuberculose (TB) € uma doenga infectocontagiosa, com alto impacto no
mundo, pois mesmo com os avangos cientificos disponiveis, ela ainda é considerada
uma das principais causas de morte entre a doengas infecciosas (Fontes, 2024).
Dados mais recentes indicam que, em 2023, foram registrados 10,8 milhdes de novos
casos, e estima se que 1,25 milhdo de individuos morreram devido a TB (WHO, 2024).
A Organizagdo mundial da saude (OMS) visa eliminar a TB até 2035, e para atingir
essa meta, foram selecionados trés pilares, que sao: prevengao e o cuidado integrado
ao individuo doente, considerar a TB como um componente social, e o ultimo, que
enfatiza a necessidade de intensificar a pesquisa e a inovagdo do conhecimento,

sendo este ultimo, um dos objetivos desse trabalho

No Brasil, a TB apresenta alta incidéncia, com taxas que superam 30 casos
por 100 mil habitantes. Importante relacionar que essas variagbes ocorrem baseadas
em desigualdades sociais e regionais (Ministério da Saude, 2023). Muitos
especialistas afirmam que a TB é uma doenca que é estritamente ligada as
desigualdades sociais. Paiva et al., (2023) afirma que a compreensao da TB como
uma doenca relacionada a determinagao da possibilidade social amplia as estratégias
para seu enfrentamento. Conforme o boletim epidemioldgico (2025), o estado que
deteve maior coeficiente de incidéncia foi o Amazonas (94.7 casos por 100 mil
habitantes), e isso €& explicado por varios fatores, dentre eles estruturais,
socioeconémicos e geograficos, que favorecem a persisténcia da transmissao
(Ministério da Saude. 2025).

Para melhor compreensao dessas caracteristicas e também monitoramento
deste cenario epidemiologico, a partir da década de 90 comegaram a se introduzir
métodos de genotipagem do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTb) criando
assim estudos de epidemiologia molecular da TB, Estes estudos tinham diversos
objetivos, dentre eles conhecer melhor a estrutura populacional genética de
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), compreender padrées de transmissdo. Para isso
se utilizam algumas técnicas genotipicas, com destaque para as técnicas de 1S6110-
RFLP, Spoligotyping, MIRU-VNTR e, mais recentemente, analise do genoma
completo através de WGS. Além de identificar a espécie do CMtb infectante, esses
métodos também classificam isolados de Mtb a nivel de linhagem e sublinhagem

(também conhecidas como familia) que possibilitam a identificacdo de grupos com
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gendtipos n&o idénticos (clusters ou conjuntos) (Coscolla & Gagneux, 2014; Merker et
al., 2015). Uma destas linhagem 2 (L2), contendo a familia Beijing esta
frequentemente associada a maior virulencia e uma alta taxa de mutagao, e,

consequentemente, alta resisténcia antimicobacteriana (Ford et al., 2013).

Diante deste cenario, e pela escassez de dados a respeito dos gendtipos
circulantes no estrado do Amazonas, este trabalho tem como objetivos principais
analisar os dados epidemiologicos de pacientes com TB e avaliagdo da estrutura
populacional genética das Mtbs circulantes na regido amazdnica utilizando a técnica
de MIRU-VNTR. Além disto, buscamos possiveis relagdes entre gendtipos ou isolados
agrupados e caracteristicas dos isolados e pacientes. Utilizamos também sistemas
para detecgéo e diferenciacdo da familia Beijing (conjunto de reag¢des de triagem) para
deteccao da presenca ou auséncia desta familia e analisar sua frequéncia. Essas
contribui¢des buscam identificar quais linhagens de Mtb ocorrem na regiao amazénica

para o enfrentamento da TB em nossa regiao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE EM ASPECTO MUNDIAL

A TB é uma doencga infectocontagiosa, considerada de alta importéncia
epidemioldgica, sendo ela uma das principais causas de morte entre as doengas
infecciosas. Apesar de sua prevengao e cura serem possiveis, a TB continua
amplamente disseminada, contribuindo significativamente para os indices globais de
morbidade e mortalidade (Fontes, 2024).

Em paises de baixa e média renda, a baciloscopia de escarro continua sendo
a abordagem diagnostica predominante, exibindo uma taxa de detecgéo que varia de
50% a 60% para casos positivos. Essa restricdo, juntamente com a prevaléncia da
coinfecgao TB/HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), dificulta a¢gdes associadas

ao manejo da doencga (Zhang et al., 2024).

Dados mais recentes indicam que, em 2023, foram registrados 10,8 milhdes
de novos casos de TB globalmente, com uma incidéncia de 134 por 100.000
habitantes, além de 1,25 milhdo de 6bitos conforme o "Global Tuberculosis Report
2024" (WHO, 2024). Em 2023, a maioria das pessoas que adquiriram TB estavam
na regido do Sudeste Asiatico (45%). Oito paises representam 2/3 do numero global
de casos estimados de TB em 2023. Os paises com maior incidéncia em todo o
mundo foram: india (26%), Indonésa (10%), China (6,8%), Filipinas (6,8%),
Paquistéo (6,3%), Nigéria (4,6%), Bangladesh (3,5%), e Republica Democratica do
Congo (3,1%) conforme demonstrado na Figura 1. (WHO, 2024).
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Figura 1 - Numero estimado de casos incidentes de TB em 2023, para paises com pelo menos 100 000
casos incidentes
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Fonte: Adaptado de WHO (2024).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE NO BRASIL

Em 2024, no Brasil foram notificados 84.308 novos casos e registrado
coeficiente de incidéncia de 39,7 casos por 100 mil habitantes. Em 2023, foram
notificados 6025 ébitos por TB. No contexto nacional, existe um predominio de altas
incidéncias de casos na regidao norte com destaque para o estado do Amazonas

conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Coeficiente de incidéncia de tuberculose (casos por 100 mil habitantes) por Unidade da
Federacgao. Brasil, 2024a.
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Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2025.

Conforme o boletim epidemiolégico de 2025, do Ministério da Saude e da
Fundacédo de Vigilancia em Saude, dados epidemiolégicos registrados nos anos de
2013 a 2024, representa o coeficiente de incidéncia (casos por 100 mil habitantes) e

casos novos (prevaléncia) no Brasil, conforme demonstra a Figura 3.

Figura 3 - Coeficiente de incidéncia (casos por 100 mil habitantes) e niUmeros de casos novos de
tuberculose. Brasil, 2013 a 2024
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da Saude; Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.

Avaliando o contexto de 2013 a 2024, foi observado um aumento geral nos
ultimos anos, com quedas nos anos de 2020 e 2021 no numero de casos
correspondendo ao ano de diagnostico (Ministério da Saude, 2025). Neste periodo
pandémico, houve queda nas notificagcbes de casos de TB, assim como na taxa de
cura e nos niveis de adesao ao tratamento, caracterizando assim a subnotificagao de

casos da doenga (Conceigao et al., 2024).

Uma projecao recente feita por Silva & Galvao para o ano 2030 indicam um
aumento para 124.245 casos de TB, reforcando a necessidade de agdes sistematicas
e equitativas para combater a TB. Esse aumento é considerado uma questao
multifatorial, que inclui desde a crise econémica, além de cortes em programas sociais
que diminuem a assisténcia social promovidas por um modelo neoliberal de saude

pelo governo (Doniec, Dall’Alba, King ., 2018).

Para combater esse aumento s&o necessarias algumas medidas como
melhoria do acesso aos servicos de saude, especificamente no que consiste esse
acesso a populagbes mais vulneraveis, além de grupos especificos como povos
indigenas e pessoas privadas de liberdade. E necessario o aprimoramento de anélises

por regides, estados e municipios (Silva & Galvao., 2024).

2.3 EPIDEMIOLOGIA DA TUBERCULOSE NO ESTADO DO AMAZONAS

Em 2025, houve até o momento, 3.074 casos novos de TB, conforme dados
da Fundacgao de Vigilancia em Saude (FVS), assim como 179 6bitos. Os perfis mais
acometidos na categoria de casos novos foram homens na faixa etaria entre 20 a 39
anos (29.2%). Além disso, a capital Manaus apresenta maior taxa de incidéncia 106,0
por 100.000 habitantes, seguida dos municipios de Barcelos (103,5) e Manacapuru
(94,6) Esses numeros revelam disparidades na carga da doenca entre diferentes
regides do estado, indicando a necessidade de estratégias regionais direcionadas para

controle e prevengao (FVS, 2025).
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Figura 4 - Taxa de incidéncia em tuberculose por 100 mil habitantes, conforme os dados da Fundagao de
Vigilancia em Saude do Amazonas.
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Fonte: Adaptado de FVS, 2025.

No que se refere as formas clinicas da doenca, em 2025, a forma pulmonar
predominou com 85,3% dos casos, seguida pela forma extrapulmonar (10,9%) e pela
combinacao pulmonar+extrapulmonar (3,8%). A testagem para coinfecgdo TB/HIV
detectou 450 casos positivos em todo o estado, ressaltando o impacto significativo
da coinfeccdo na morbimortalidade associada a TB. Embora os esforcos para
controle da TB no Amazonas tenham mostrado avangos, os indices elevados de
incidéncia e mortalidade reforgam a importancia de abordar os determinantes sociais
da saude, como acesso ao diagnostico precoce, condigdes de vida e educacgao. Além
disso, a vigilancia epidemioldgica deve ser aprimorada, utilizando abordagens
inovadoras e integradas que considerem as especificidades das populagdes mais
vulneraveis do estado (FVS, 2025).
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2.4 AGENTE ETIOLOGICO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

O bacilo Mycobacterium tuberculosis causador TB, foi isolado e cultivado pela
primeira vez em 1882 por Robert Koch. A Figura 5 apresenta a observagao do
patéogeno da TB através da técnica de coloragéo de tecidos realizada pelo Dr. Koch,

apresentando o patégeno infectando tecidos pulmonares (Sravanthi et al., 2024).

Figura 5: llustracdo do agente etiolégico da tuberculose de Robert Koch, 1882, retratando o bacilo
da TB em tecidos pulmonares infectados.

Fonte: Adaptado de Sravanthi et al., 2024.

O género Mpycobacterium abriga mais de 200 espécies, dentre elas
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), Micobactérias Nao Causadoras de tuberculose
(MNT) (Turenne, 2019). e Mycobacterium leprae e lepromatosis (Deps e Colin, 2026).
A maioria dos membros sdo saprofitas de vida livre, com algumas caracteristicas
taxonbémicas comuns como, por exemplo, a alcool-acido resisténcia, quando coradas
pela técnica de Ziehl-Neelsen, que sdo coradas devido a presenga de acidos micdlicos
da parede celular e acido desoxirribonucleico (DNA) com alto teor de Guanina e
Citosina (G + C) (Malaspina, 2009). Em nivel de descricdo morfoldgica, as
micobactérias sao classificadas como bacilos (Figura 6) aerdbicos obrigatérios,

apresentam parede celular rica em lipideos (Warner et al., 2025).
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Figura 6: Micrografia Eletronica de Varredura. Bactéria M.tuberculosis em forma de bastonete. Instituto
Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas.
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Fonte: Adaptado de Jilani, 2025

Além da Mtb o Complexo Mycobaterium tuberculosis (CMtb) abrange outras
espécies, entre elas: M. africanum, M. bovis, M. bovis - BCG, M. caprae, M. Microti e
M. pinnipedii (Brasil 2008), recentemente, foram incluidas as espécies M. mungi
(causa TB em mamifero da familia Herpestidae) e M. orygis (causa TB em animais da
familia Bovidae e em humanos na Africa e sul da Asia) (Bespiatykh, 2021). Os
membros do CMtb sdo micobactérias estreitamente relacionadas, com
homogeneidade em nivel de DNA. Porém, variam em patogenicidade, distribuicao
geografica, caracteristicas fisiolégicas (como morfologia de colbnia, perfis de
resisténcia a antibidticos), epidemiologia e preferéncia do hospedeiro (Huard et al.,
2003; Ueyama et al., 2014; Simner et al., 2016).

2.5 GENOMA DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
Para melhor compreensao da composi¢ao genética, em 1998, Cole et al.
caracterizaram detalhadamente o gendtipo de uma cepa de Mtb denominada H37Rv
através do sequenciamento do genoma completo. O mesmo & composto por
4.411.529 pares de base (pb) e contém cerca de 4.000 genes e com alto conteudo de
guanina e citosina (65,6%). Além disso, 0 genoma possui algumas particularidades

que estdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Mapa circular do cromossomo M. tuberculosis Cepa de Referéncia H37Rv.
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Fonte: Adaptado de Cole et al., 1998. O ponto O indica a origefn de replicagao, o primeiro anel do exterior
denota as posi¢cdes dos genes de RNA estaveis tRNAs sdo azuis, outros sdo rosa e aregiao de repeticao
direta (cubo rosa); o terceiro anel representa o DNA repetitivo (sequéncias de insergao, laranja;). O
centro representa o conteudo de G + C, com <65% de G + C em amarelo e >65% de G + C em vermelho.
(Cole et al., 1998).
2.6 DIVERSIDADE GENETICA E DISTRIBUIGAO GEOGRAFICA

As bactérias que formam o CMTb possuem 99% de similaridade de sequéncia
de nucleotideos (Gagneux, 2018). Apesar dessas pequenas diferencas, elas séo
classificadas em linhagens, que possuem particularidades em relagao a distribuicao
ao redor do mundo (Figura 8) e que diferem quanto a transmissibilidade,
patogenicidade, resisténcia antimicrobiana, viruléncia e preferéncia de hospedeiro
(Napier et al. 2020). Algumas sao endémicas em lugares especificos, sugerindo
mecanismos evolutivos (coevolugdo) com populagdes humanas (Brites e Gagneux,
2015). A partir de estudos genéticos, os cientistas definiram que ha dez grandes
linhagens globais de CMtb (Goig et al., 2025).
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Figura 8: Filogeografia global do CMTb adaptado a humanos.

. Eastern Europe

gstern

-

Micronesia

Central 5 T 5 £,
America ] Southern  “Wg- o
: Asia Bz 4
|‘ -
T

Eastern Africa

1 M2
Hiz Hi4

= = South Africa Australia

and New Zealand
HL7 HLs

L9 HL0

Fonte: Adaptado de Goig et al., 2025
Legenda: Os graficos de pizza referem-se a propor¢do das diferentes linhagens do CMTb nas
respectivas regides geograficas do mundo,

2.7 FAMILIA BEIJING

A familia Beijing foi inicialmente identificada a partir da técnica de
Spoligotyping na China (Van Soolingen, 1995). Porém, durante a década de 90,
ocorreram nos EUA surtos de TB multidroga-resistente (TB-MDR), causada por uma
cepa identificada na época como W (também reconhecida por IS6110-RFLP). Esta
cepa foi entdo associada a familia Beijing por conta do padrdao de RFLP 1S6110
(Kremer et al., 2004). O [S67110 é um elemento de insercdo encontrado
exclusivamente dentro dos membros do CMtb, e em decorréncia disso, tornou-se um
importante marcador molecular que auxilia no diagnéstico na identificacéo de espécies
(Coros, 2008).

Posteriormente, utilizando um marcador especifico para a familia Beijing
conhecido como regiao NTF, que podem conter insergbes 1S6110 (Plikaytis et al.,
1994; Bifani et al., 2002), verificou-se que cepas Beijing sdo diferenciadas em 3
subfamilias a partir da presenga ou auséncia dessa regiao (Mokrusov et al., 2005). A
cepa W Beijing apresenta duas inser¢des de IS6110 (Kurepina et al., 1998). As cepas
da familia Beijing ancestral apresentam regido NTF intacta (sem insergéo 1S6110) e a
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familia Beijing moderna apresenta uma insergéo de 1S6110 na regido NTF (Mokrusov
et al., 20006).

A familia Beijing pertence a linhagem L2 e representa uma grande ameaca a
saude publica pois demonstra alta viruléncia, associac¢ao frequente a resisténcia de
multiplas drogas podendo causar tuberculose drogarresistente (TB-DR) e tuberculose
extensivamente resiste (TB-XDR), e elevada transmissibilidade (alta taxa de
mutacdo). Além disso, estudos epidemioldgicos relatam que a classificagao precisa
dos isolados representam um desafio para a compreender a estrutura filogenética
complexa dessa familia (Atavliyeva; Auganova e Tarlykov, 2024).

Em um estudo realizado na Georgia, analisaram a populagéo de 183 isolados
de CMTb. A familia mais predominante encontrada foi Beijing (26%) e os resultados
demonstraram que a TB multirresistente (TB-MDR) foi quase completamente restrita
as cepas da familia Beijing e que as taxas mais elevadas entre pacientes com TB-
MDR previamente tratados apontaram para um maior potencial da familia Beijing de
escapar da terapia e desenvolver TB-MDR (Niemann et al., 2010). No trabalho de Ford
et al., 2013, cepas de Mtb Beijing (L2) adquiriram resisténcia medicamentosa a
rifampicina e isoniazida in vitro de forma mais rapida que cepas da linhagem L4. Essa
aquisicao rapida de resisténcia esta relacionada com uma maior taxa de mutagao.

Por fim, um trabalho de revisdo sistematica buscou compreender a
associagao entre a familia Beijing e os resultados desfavoraveis ao tratamento
concluiram que a familia Beijing esta associada a um risco aumentado de desfechos
desfavoraveis incluindo falha terapéutica e recidiva (Liu et al., 2020). Essa familia
causa preocupagao para as autoridades de saude e é necessario avaliar e aprimorar

estratégias para seu monitoramento. (Couvin e Rastogi 2015).

2.8 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

A epidemiologia molecular consiste na aplicagcdo da biologia molecular em
estudos epidemioldgicos, de preferéncia aplicaveis em grande numero de amostras e
idealmente diretamente em amostras clinicas (Haghdoost 2008). No contexto de
doencas infecciosas, pode fornecer resultados sobre caracteristicas tais como a
causa, patogénese, circulagao, transmissao e prevengao da enfermidade (Eybpoosh
et al., 2017). Para auxiliar nessas questdes, € necessario compreender a distribuicdo
de agrupamentos moleculares (que podem ser variantes, cepas, sorotipos)
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denominados clusters. Para avaliar a relagcado epidemiologicas entre os isolados, séo
utilizados programas ou softwares que geram dendrogramas de similaridade

baseados em suas homologias genéticas (Carroll et al., 2014) (Figura 9).

Figura 9: Representagéo esquematica de um dendrograma
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Fonte: Adaptado de Carroll et al., 2014

Legenda: O dendrograma é um tipo de arvore filogenética que representa a histéria evolutiva entre os
organismos estudados com base nas suas caracteristicas genéticas. A figura mostra um exemplo
hipotético e a distancia genética entre os isolados e um progenitor especifico.

Varias técnicas moleculares podem ser utilizadas para a detecgcao de cepas
de MTB e de linhagens especificas do CMTb (Figura 10). A primeira a surgir foi a
técnica de tipagem de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricao
(RFLP) sem hibridagéo, baseada na visualizagdo do numero de copias e localizagao
no genoma da sequéncia de insergéao 1S6110, método que foi o método padrao ouro

para genotipagem de CMTb (Van Embden et al., 1993).

Nesta técnica, é necessario o uso de uma enzima de restricdo para fazer a
clivagem do DNA, seguida de uma eletroforese em agarose, transferéncia para um
filtro de nylon e hibridizagdo com um fragmento especifico da /IS67710 e visualizagao.
Esta técnica permitiu a construcdo de bancos de gendtipos permitindo comparagao
Inter laboratorial e desenvolvimento de software para comparagcdo semiautomatica.
Algumas desvantagens desse método sdo: necessidade de obter DNA de alta
quantidade e qualidade, mao de obra de nivel elevada para reprodugado entre os

laboratérios (Coscolla e Gagneux, 2014).
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Figura 10: Representacdo esquematica de diferentes tipos de marcadores de M. tuberculosis € métodos
de tipagem.
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Fonte: Adaptado de Atavliyeva; Auganova e Tarlykov' 2024.

Na técnica de Spoligotyping, a regidao de DR (Direct Repeat) é amplificada e
hibridizada com oligonucleotideos complementares as regides espagadoras variaveis
entre as DRs, que ficam imobilizadas em uma membrana de nylon. A diferenciagcao
entre as cepas se da pela presencga diferenciada de espagadores. Essa técnica mostra-
se mais eficiente em cepas com baixo numero de coépias de IS671710, € mais simples,
rapida, porém tem seu poder de diferenciagao reduzido em cepas com alto niumero de
copias se comparado ao RFLP (PANDOLFI, 2006).

2.9MIRU-VNTR 12 Loci

Existem técnicas baseada em minissatélites com numeros variaveis de
repeticdes em sequéncia (variable numbers of tandem repeats - VNTRS), que consiste
numa PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) com os iniciadores especificos,
seguidos de uma eletroforese. Esta metodologia apresenta excelentes resultados na
tipagem de M. tuberculosis, por ser reprodutivel. Um exemplo € a técnica baseada na
caracterizacao de MIRUs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit. Os MIRU’s se

caracterizam com sequéncias repetitivas que variam entre 40-100pb distribuidas em
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41 locus do genoma de H37Rv (SUPPLY et al., 2000). Na primeira versdo desta
técnica, foram analisados 12 loci (MIRUO2, MIRU0O4, MIRU10, MIRU16, MIRUZ20,
MIRU23, MIRU24, MIRU26, MIRU27, MIRU31, MIRU39 e MIRU40). O MIRU-VNTR
permite a comparagao e o rastreamento geografico de numero elevado de cepas de
Mtb (PANDOLFI, 2006). Na Figura 11 & descrito o funcionamento dessa técnica.

Em 2001, houve automatizagdo do método MIRU-VNTR 12 loci (Supply et al.,
2001). Se faz necessario avaliar o tamanho do amplicon, pois ele € convertido em
coédigo numérico onde cada digito representa um numero de copias em um locus
especifico segundo uma tabela especifica (Supply et al., 2001). Os autores também

comentam sobre o método ser 100% reprodutivel.

Figura 11: Principio da genotipagem por MIRU-VNTR.
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Fonte: Adaptado de Ei et al., 2016

Legenda: ( A) Os loci MIRU-VNTR de diferentes nimeros repetitivos espalhados no genoma de M.
tuberculosis sao amplificados por primers especificos para cada locus. ( B ) Diferentes tamanhos de
amplicons ap6s PCR. ( C ) Os amplicons podem ser vistos apos eletroforese em gel com diferentes
tamanhos que refletem o niumero repetitivo de cada locus VNTR.

Segundo o trabalho de Pitondo-Silva et al., 2013 a combinacdo de
Spoligotyping e método MIRU-VNTR fornecem um maior nivel de discriminacao e,
portanto, essa combinacao é a ferramenta de genotipagem mais util para ser aplicada
a isolados de Mtb. Também se foi criado uma plataforma denominada MIRU-VNTR
plus contendo genotipos definidos por 12-, 15- e 24 MIRUs e Spoligotyping (Supply et
al., 2001). Esta plataforma se encontra num servidor web (https://www.miru-
vntrplus.org/MIRU/) que também dispde de caracteristicas das cepas de Mtb e
informagdes epidemioldgicas. A MIRU-VNTR plus também contém analises de
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) além de ser possivel realizar analises


http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/)
http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/)

29

filogenéticas baseadas na comparagdo de linhagens e familias de referéncias

depositadas, assim como é possivel também a comparagao de espécies.

Essas comparagdes podem ser feitas por apenas 1 método de genotipagem
(como neste trabalho), ou ainda, pela combinagdo de varios métodos. (Weniger T et
al., 2010; Allix-Béguec C et al.,, 2008). Dentre elas: busca por similaridade de
linhagens, criagado de dendrogramas nos modelos UPGMA (Método de Agrupamento
por Pares nao Ponderado com Média Aritmética) e NJ (método de jungao de vizinhos),

arvores de abrangéncia minima e etc. (Weniger T et al., 2010).

2.10 PCR MULTIPLEX

Além dessas metodologias, foram sendo desenvolvidos novos métodos de
detecgdo. Dentre essas novas abordagens, destacam-se as reacbes de triagem
baseadas em PCR, que sdo conjuntos de iniciadores direcionadas a marcadores
gendmicos dessa linhagem, como por exemplo a regido NTF e o gene Rv097c (Wada

et al., 2009; Warren et al., 2004), que serdo abordados nesse trabalho.

Outro trabalho que demonstra aplicabilidade na diferenciacdo de cepas
Beijing e Nao Beijing utilizando reagdes de triagem foi demonstrado no trabalho de
Luo et al., 2015, onde desenvolveram uma PCR multiplex para avaliar as regioes
RD105, RD207 do genoma de Mtb Beijing. A vantagem dessas reacgdes é a
identificacao rapida e especifica a partir do DNA gendémico, sendo mais acessivel para

laboratérios de menor infraestrutura como o laboratério de Micobacteriologia do INPA.
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3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Genotipagem de cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e avaliagdo quanto
a presencga da linhagem Beijing em isolados em Manaus — AM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o perfil clinico epidemiolégico dos pacientes com tuberculose
relacionados aos isolados clinicos provenientes da policlinica Cardoso Fontes

e Confirmar a identificacdo dos isolados de M. tuberculosis entre os isolados clinicos
e Caracterizar a diversidade genética dos isolados clinicos de M. tuberculosis

circulantes em Manaus — AM através da técnica MIRU-VNTR
e Analisar a frequéncia dos gendtipos de M. tuberculosis circulantes em Manaus
e Detectar a presencga ou auséncia da linhagem Beijing dos isolados

e Conhecer a proporg¢éo da linhagem Beijing e ndo Beijing.



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DE ESTUDO

Este estudo faz parte de projeto aprovado em Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos — CEP/UFAM, CAAE: 57978916.3.0000.5020, com parecer de
17/08/2016, de acordo com a Resolucido 466/2012. Esta pesquisa se trata de um
estudo para avaliagdo da diversidade genética e detecgédo da linhagem Beijing de 40
isolados clinicos de paciente com tuberculose pulmonar e extrapulmonar que foram
cedidos pela Policlinica de Referéncia em Pneumologia Sanitaria Cardoso Fontes,

integrante da Secretaria de Estado de Saude (SES-AM) situada na cidade de Manaus.

Nesta mesma instituicdo foram feitos testes para a identificagéo bacteriolégica
(baciloscopia, cultura e/ou GeneXpert MTB/RIF® ou (TRM). Também foram realizados
os testes para a identificacdo fenotipica da sensibilidade aos antimicrobianos
isoniazida e rifampicina através do sistema BACTEC®-960-MGIT™ (BD — EUA), de
acordo com o preconizado pelo Manual Nacional de Vigilancia Laboratorial de

Tuberculose.

Posteriormente, as amostras de escarro foram encaminhadas ao Laboratério
de Micobacteriologia (INPA), onde atualmente pertencem a colegdo de
micobactérias do mesmo instituto sob a responsabilidade do curador e pesquisador
Dr. Mauricio Morishi Ogusku e estavam preservadas em meio liquido de Sauton ou
meio Middlebrook 7H9 contendo Tween 80 e glicerol, mantidas a -20°C. Desta
colegao, foram selecionadas 40 cepas (Tabela 1) de M. tuberculosis depositadas na
Colecao de Microrganismos de Interesse Médico, do INPA entre os anos de 2018,

2019 e 2020. A partir destas cepas, foram feitos:



Tabela 1: Amostras que foram utilizadas no estudo

Identificagao N° de Identificagao N° de
registro registro
1 06/18 21 124/18
2 16/18 22 128/18
3 18/18 23 130/18
4 21/18 24 140/18
5 36/18 25 149/18
6 43/18 26 150/18
7 45/18 27 151/18
(1)
8 45/18 28 156/18
2)
9 68/18 29 12/19
10 73/18 30 20/19
11 79/18 31 22/19
12 92/18 32 35/19
13 94/18 33 42/19
14 105/18 34 63/19
15 106/18 35 69/19
16 111/18 36 72/19
17 113/18 37 98/19
18 116/18 38 99/19
19 121/18 39 103/19
20 122/18 40 26/20
41 H37Rv

Fonte: prépria (2025)

4.2 CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO
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Foram incluidos no estudo isolados de Mtb provenientes de 39 pacientes com

tuberculose pulmonar e extrapulmonar com diagndstico bacteriolégico confirmado

pela cultura no periodo dos anos 2018-2020. Nesta amostragem, um paciente foi

submetido a coleta duas vezes (45/18). As amostras de pacientes que apresentaram

cultura bacteriana contaminada por fungos ou por outros microrganismos foram

excluidas do estudo.
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4.3 COLETA E ANALISE DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os pacientes foram submetidos a um questionario (Anexo |) para coleta de
dados clinicos e sociodemograficos para assim serem feitos os cadastros dos
pacientes em nosso laboratério. Os pacientes preencheram um termo de

consentimento para disponibilizar os dados em nosso estudo.

4.4 EXTRAGAO DO DNA POR TERMOLISE

O DNA das micobactérias foi extraido de acordo com protocolo proposto por
Ledo et al. (2004). Uma aliquota de 100 yL da suspensédo de bacilos preservada em
meio de Sauton juntamente com 100 pL de agua ultrapura, foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL, e inativado por 60 minutos a 95°C. Posteriormente, a suspensao
foi centrifugada a 12.000 x g por 10min e armazenada a-20° C por um pernoite. A
partir desta etapa as foram aliquotados os DNAs para serem usados nos seguintes

ensaios.

4 5IDENTIFICAGAO DE M. TUBERCULOSIS POR PCR

Para a confirmacdo do Complexo M. tuberculosis, as amostras foram
submetidas a identificagdo por PCR de acordo com a metodologia descrita em Le&o
et.al. (2004). Para isso, o DNA extraido foi submetido a PCR com primers especificos
(INS1: 5 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC3I; INS2: 5
GCGTAGGCGTCGGTGACAAAZ) para a sequéncia de insercao IS6110 de M.
tuberculosis. A PCR resultou em um fragmento de 245pb (pares de base) que foi
visualizado em transiluminador de luz azul apés a eletroforese em gel de agarose de
1,5% e corado com SYBERTM Safe (Invitrogen™).

4.6 GENOTIPAGEM DOS ISOLADOS DE M. TUBERCULOSIS POR MIRU- VNTR

Para cada um dos 40 isolados de M. tuberculosis, ocorreu a genotipagem de
acordo com o método padrao de 12 loci MIRU-VNTR (Supply et al., 2001). Utilizaram-
se reagdes em cadeia da polimerase (PCR) individuais com 12 pares de
oligonucleotideos (Tabela 2). O controle positivo usado para a reacao foi a cepa
referéncia de M. tuberculosis H37Rv. Apos amplificagdo, os produtos amplificados
de tamanho variavel foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3%

apds serem corados com SYBR Safe (Invitrogen™), e os tamanhos dos produtos de
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cada lécus foi determinado por comparagao com um marcador de 100pb de DNA

(Invitrogen™).

Tabela 2: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores referentes aos 12 loci de MIRU.

Locus de MIRU Identificacao Sequéncia do oligonucleotideo

02 2F TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
2R TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

04 4F GCGCGAGAGCCCGAACTGC
4R GCGCAGCAGAAACGTCAGC

10 10F GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
10R GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

16 16F TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
16R CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

20 20F TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
20R GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

23 23F CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
23R AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

24 24F CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
24R GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA

26 26R TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
26F CATAGGCGACCAGGCGAATAG

27 27F TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
27R GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

31 31F ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
31R GTGCCGACGTGGTCTTGAT

39 39F CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
39R CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

40 40F GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
40R GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

Fonte: Supply et al., (2000), com modificagdes.

Baseado no numero de repeticbes, cada amostra recebeu um codigo
numérico que foi utilizado para descrever o perfil genético. A Tabela 3 descrita por
Supply (2000) é utilizada como referéncia para anotagao dos resultados das reagdes

de amplificagao.
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Tabela 3: Correlagéo entre os tamanhos dos amplificados e os alelos de MIRU

Alelo| MIRU | MIRU | MIRU MIRU MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU
02 04 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40
0 402 175 482 565 437 150 395 285 498 492 540 354
1 455 252 537 618 514 200 447 336 551 545 593 408
2 508 329 590 671 591 253 501 387 604 598 646 462
3 561 406 643 724 668 306 555 438 657 651 699 516
4 614 483 696 71 745 359 609 489 710 704 752 570
5 667 560 749 830 822 412 663 540 763 757 805 624
6 720 637 802 883 899 465 717 591 816 810 858 678
7 773 714 855 936 976 518 771 642 869 863 911 732
8 826 791 908 989 1053 571 825 693 922 916 964 786
9 879 868 961 1042 | 1130 624 879 744 975 969 1017 840
10 932 945 1014 1095 | 1207 677 933 795 1028 1022 1070 894
11 985 1022 1067 1148 | 1284 730 987 846 1081 1075 1123 948
12 1038 1099 1120 1201 | 1361 783 1041 897 1134 1128 1176 1002
13 1091 1176 1173 1254 | 1438 836 1095 948 1187 1181 1229 1056
14 1144 1253 1226 1307 | 1515 889 1149 999 1240 1234 1282 1110

Fonte: Supply et al. 2001.

4.7 REACOES DE GENOTIPAGEM POR MIRU- VNTR

Para a amplificagdo dos loci, foram empregados protocolos previamente
descritos na literatura, com pequenas variacbes conforme etapas de padronizacao
realizadas durante o estudo. Primeiramente, foram feitos ensaios para gradiente de
temperatura de hibridizagao dos loci de MIRU-VNTR. Para isso, foi preparado um MIX
para PCR de acordo com a Tabela 4, usando como controle de reacéo a cepa padrao
de M. tuberculosis H37Rv para interpretacdo dos tamanhos de fragmentos. As
temperaturas de hibridagado utilizadas se encontram na Tabela 5. Basicamente, as
unicas diferengas que houveram nos protocolos de amplificagao foram concentragéo

de MgCl», quantidade de DNA (amostra) e a presenca de aditivos de PCR como
glicerol, DMSO e betaina.
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Tabela 4: Protocolo de PCR para verificagdo da melhor temperatura de hibridagéo os loci de MIRU.

Reagentes Estoque Reagéio 1 Reagao Termociclador: Veriti
Vol (uL) Programa: MIRU FLEX
H20 - - Temp., Tempo Ciclos
10X Buffer PCR 10X 1X 25 95°C| 5] 1
dNTP 2000uM 200uM 25 94°C 1
MgCl: 50mM 5mM 2,5 °C 1 35
Primer F 10uM 0,4uM 1,0 72°C 1:30
Primer R 10uM 0,4uM 1,0 72°C 107 1
Taq DNA 5 U/uL 2U 0,4
DNA 5,0 Obs: temperatura de
Volume final: 25,0 hibridagao varia entre os loc
de MIRU.
Volume do mix por Reagao: 20,0

Fonte: prépria (2025)

Tabela 5: Temperaturas de hibridagao utilizada em cada locus de MIRU

MIRU - Temperaturas de Hibridacao

2

4 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40

61°C | 60°C | 55°C | 60°C | 54°C | 53°C | 54°C | 59°C | 50°C | 55°C | 55°C | 55°C

Fonte: prépria (2025)

4.8 BUSCA POR SIMILARIDADE DE MIRU- VNTR
Apos a determinagao dos alelos de cada cepa, os perfis de MIRUs foram
submetidos a plataforma, http://www.miru-vntrplus.org/, para analise de similaridade e

definicdo das linhagens das cepas de M. tuberculosis.

4.9 CALCULO DA DIVERSIDADE ALELICA

A diversidade alélica (h) no contexto MIRU-VNTR é calculada usando a
férmula de Selander (1986), que é: h =1 — Zxi*2, onde xi é a frequéncia do alelo i num
determinado locus e n é o numero total de isolados analisados. A diversidade alélica
€ um indicador da capacidade discriminatoria do locus MIRU-VNTR. Este indice &
considerado com um alto poder discriminatorio h > 6, moderadamente discriminatoria
se 0,3 2 h £ 0,6 e com baixo poder discriminatério se h < 0,3 (SOLA et al. 2003). A
diversidade alélica (h) foi calculada automaticamente pela plataforma MIRU-VNTR
plus quando Ihe foi solicitado andlises por similaridades do painel de isolados

analisados.
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4.10 SELEGAO E CARACTERIZAGAO DOS PRIMERS QUE COMPOEM AS REAGOES DE TRIAGEM

Para a detecgédo da linhagem Beijing de M. tuberculosis, foram utilizados 3
conjuntos de iniciadores especificos, previamente descritos naliteratura. Osiniciadores
foram desenhados com base em sequéncias gendmicas conservadas e caracteristicas
da linhagem Beijing, visando alta especificidade e sensibilidade na amplificagcdo por
PCR. Os pares de iniciadores utilizados estdo listados na Tabela 6, contendo as
sequéncias, tamanho esperado dos amplicons e a referéncia de onde foram obtidos

ou adaptados.

Tabela 6. Conjunto de iniciadores utilizados para a detecgao da linhagem Beijing de M. tuberculosis

Identificagdo Sequéncia (5’ - 3) Referéncia Amplicon (pb)
Bjn-F ATG GCA CGG CCG ACC TGA ATG AAC C Yu et al (2023)
Bjn-R ACC GAG CTG ATC AAA CCC G Warren etal (2004) 239pb
nBjn-F GGT GCG AGA TTG AGG TTC CC Yu et al (2023)
nBjn-R TCT ACC TGC AGT CGC TTG TGC Warren etal (2004) 308pb
MDR-6 CCA GAT ATC GGG TGT GTC GAC Plikatys et al (1994) 1500pb - classificado
MDR-6r TGC CGT TGT CGA AAT CTA AAC CC Wada (2008) como Beijing

302pb — considerado um
padrao atipico mas nao
necessariamente Beijing

ON-1002 (Fw) GTCACTGAACGTGGCCGGCTC Nakajima et al 163pb — Beijing 261pb
ON-1258 (R1)a | TCGGTCACCGTTTTTGTAGGTGACCGTC (2013) 1636 56'\1%% Eiegg}ﬁng
ON-1127 (R2) AGCAACCTCGCAATCTGACC

(nesse caso depende da
concentragao do primer)

Fonte: prépria (2025)

411 REAGOES DE TRIAGEM PARA DETECGAO DA FAMILIA BEWJING

Foi sintetizado um conjunto de iniciadores desenhados com base em
sequéncias genéticas caracteristicas da linhagem Beijing, permitindo sua detecgao
por meio da técnica de PCR convencional. Esse painel de iniciadores, possibilita a
discriminagao eficiente desta familia. Para validacdo dessas metodologias, foi-se
utilizado controles positivos, cepas: ZT272 (Ancestral), 1471 (Moderna), 5351
(Moderna), todas isoladas no Brasil, caracterizadas como Beijing no trabalho de
Gomes et al 2015, além da cepa 109 (Ancestral) isolada em Mogambique que também
era descrita como Beijing. Estas cepas controles Beijing foram gentilmente cedidas pelo
laboratdrio de Biologia Molecular Aplicada a Micobactérias (LABMAM) do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) - RJ pelos pesquisadores Dr. Philip Noel Suffys e Dra. Lia
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Lima Gomes. As reagdes de triagem detecgdo da linhagem Beijing consistem em 3

reacdes que serao descritas a seguir.

1) 1° Reacéo: Iniciadores Bjn-F e Bjn-R; nBjn-F e nBjn-R

Esse conjunto de iniciadores teve como objetivo a amplificagdo do gene
Rv2820 por PCR multiplex. Este gene acaba sendo frequentemente associado a
elementos repetitivos como a /S6710, pois dependendo da sua orientagdo e a
presenga ou nao nesse gene, é possivel a diferenciagdo em cepas Beijings e nao
Bejings.
Bjn-F e Bjn-R: Conjuntos de primers complementares a extremidade 3’ do elemento
IS6110 e Rv2820. Amplifica 239pb em cepas que apresentam gendtipo Beijing.
nBjn-F e nBjn-R: Conjuntos de primers complementares a Rv28719. Amplificam 308pb
em cepas que apresentam Genodtipo ndo Beijing e H37Rv. A PCR multiplex foi
realizada contendo volume final de 25uL, contendo Tamp&o de PCR 1X, 1,5mM de
MgCl2, 200uM de dNTP, 0,2uM de cada um dos primers descritos acima, 01U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen), e 2,5uL de DNA.

2) 2° Reacgao: Iniciadores MDR6 e MDR6r

Esse par de iniciadores teve como objetivo detectar a insergcéo de /IS6770 em
uma regiao especifica do genoma conhecida como NTF do cromossomo bacteriano.
Nessa regido, normalmente ha muitas copias de IS6710, logo, essa regido acaba
sendo usada como um importante marcador molecular para cepas dessa linhagem.
Além disso, essa cepa tem a capacidade de diferenciar cepas das linhagens Bejings
ancestrais e modernas
MDR-6: descrito no trabalho Plikaytis et al.,1994. As cepas amplificam 1500pb na
regidao NTF sendo consideradas Beijing modernas.
MDR-6r: descrita no trabalho de Wada et al 2008, que indica que as cepas que
amplificarem 302pb estdo intactas, ou seja, ha auséncia de inser¢des I1S6110 na
regiao NTF inferindo que por conta dessa auséncia, essas cepas seriam consideradas
pertences a linhagem ancestral. A PCR foi realizada contendo volume final de 25uL,
contendo Tampao de PCR 1X, 1,5mM de MgClI2, 200uM de dNTP, 0,2uM de cada um
dos primers descritos acima, 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e 2,5uL de DNA.
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3) 3° Reacgao: Iniciadores ON-1002, ON-125 e ON-1127

Esse conjunto de iniciadores teve como obijetivo detectar o gene Rv0697¢ que
€ um gene conhecido por abrigar varias mutagdes pontuais (SNPs), e esses SNPs
s&o marcadores moleculares especificos para deteccédo da linhagem Beijing. Além
disso, é sugerido que esse gene codifique uma proteina de superficie celular
associada a lipoarabinomanana.
Fw e R1: descritos no trabalho de Nakajima 2013 amplificam 163pb, caracterizando
cepas da linhagem Beijing. Além disso, uma banda adicional de 261pb pode também
aparecer dependendo das condigdes dos reagentes na reagéo (principalmente pela
baixa concentracao do primer R2).
Fw e R2: descritos no trabalho de Nakajima 2013 amplificam 261pb, caracterizando
cepas que nao pertencem a linhagem Beijing. A PCR multiplex foi realizada contendo
volume final de 25uL, contendo Tampao de PCR 1X, 2,2mM de MgCI2, 333uM de
dNTP, 0,2uM de cada um dos primers descritos acima, 0,5U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen), 0,5M de betaina e 2,5uL de DNA.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE DOS DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS DAS AMOSTRAS

Os dados sociodemograficos e clinicos dos pacientes diagnosticados com
tuberculose foram analisados e estao apresentados na Tabela 7. A média de idade
dos pacientes foi de 41,3 anos, com um desvio padrao (DP) de 19,92. Quanto ao
género, a maioria dos pacientes era do sexo masculino (55%), seguida pelo sexo
feminino (27,5%).

A naturalidade dos pacientes indicou que 35% eram de Manaus, 27,5% do
interior do Amazonas, e 5% de outros estados, enquanto 32,5% n&o informaram a
naturalidade. Em relacdo a comorbidades, 50% dos pacientes ndo apresentaram
comorbidades, enquanto 12,5% tinham diabetes e 2,5% alergias e asma. No que diz
respeito ao uso de alcool, 37,5% relataram uso, 32,5% néo e 30% nao responderam.
O tabagismo foi observado em 20% dos pacientes; 50% nao fumavam e 30% nao
informaram. Para a vacinagao com BCG, 47,5% dos pacientes estavam vacinados,

10% nao estavam e 42,5% nao forneceram informacgéao.

Tabela 7: Variaveis sociodemograficas e clinicas dos pacientes com TB.

Variavel Pacientes (n=40)
Idade, média + DP 41,3+19,92
S/R 12 (30%)
Género, n (%)
Masculino 22 (55%)
Feminino 11 (27,5%)
S/R 7 (17,5%)
Naturalidade, n (%)
Manaus 14 (35%)
Interior do amazonas 11 (27,5%)
Outro estado 2 (5%)

SR 13 (32,5%)
Comorbidades, n (%)

Sem comorbidades 20 (50%)
Alergia 1(2,5%)
Asma 1(2,5%)

Diabetes 5 (12,5%)
SR 13 (32,5%)

Outras doencas infeccio

sas no momento, n (%)
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Sem doencgas infecciosas 37 (92,5%)
Dengue 1(2,5%)
Malaria 1(2,5%)

HIV/AIDS 1(2,5%)

Uso de alcool, n (%)
Sim 15 (42,86%)
Nao 15 (42,86%)
S/R 12 (14,28%)
Tabagismo, n (%)
Sim 8 (22,86%)
Nao 22 (68,86%)
S/R 10 (14,28%)
BCG, n (%)

Sim 19 (47,5%)
Nao 4 (10%)
S/R 17 (42,5%)

Legenda: S/R sem registro

Fonte: prépria (2025)

A Tabela 8 apresenta as variaveis clinicas dos pacientes. Dos 40 pacientes,
35% foram classificados como individuos multibacilares, testando positivo para
baciloscopia direta (B.D). A maioria (65%) dos pacientes apresentou a forma pulmonar
da doencga, enquanto apenas 5% apresentaram formas extrapulmonares. Em relagéo
a resisténcia a antibidticos, 12,5% mostraram resisténcia a isoniazida, 15% a
rifampicina, e 10% apresentaram resisténcia a ambas as drogas. Os antecedentes de
tuberculose demonstraram que 20% dos pacientes tiveram reinfecgdo, enquanto
57,5% eram novos casos. Além disso, a presenca de bacilos foi identificada em 20%

dos pacientes, que apresentaram de 0 a 10 bacilos (paucibacilar).

Mesmo com poucas amostras neste estudo, esses dados refletem a
complexidade e os desafios no tratamento da tuberculose, além de oferecer uma viséo
geral das caracteristicas dos pacientes afetados pela doenga. As informacgdes obtidas
na Tabela 8 e Tabela 9 destacam a predominancia da tuberculose em individuos do
sexo masculino e a frequéncia de comorbidades e resisténcia a antibidticos. A
identificacdo de variaveis sociodemograficas e clinicas é essencial para desenvolver
estratégias de controle e tratamento eficazes para a tuberculose na populagao

analisada.



Fonte: prépria (2025)

Tabela 8: Variaveis clinicas associadas a TB.

Carga bacilifera B.D (%)

Bacilifero 6 (15%)

Paucibacilar 8 (20%)
Negativo 17 (42,5%)
S/R 9 (22,5%)

Antecedentes de tuberculose n (%)

Sim (Recidiva) 8 (20%)
Nao (Novo) 23 (57,5%)
S/R 9 (22,5%)
Forma Clinica, n (%)
Pulmonar 26 (65%)
Extrapulmonar 2 (5%)
S/R 12 (30%)
Resisténcia a antibiéticos, n (%)
Isoniazida 5 (12,5%)
Rifampicina 6 (15%)
Os dois acima 4 (10%)
S/R Isoniazida/ 7(17,5%) /
Rifampicina 2 (5%)

Legenda: S/R — sem registro; B.D — baciloscopia direta.

5.2 CONFIRMACAO DE M. TUBERCULOSIS POR PCR (TESTE IS6110)
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Todos os isolados selecionados foram confirmados sendo CMTb, ou seja,

houve amplificacdo de fragmentos de 245pb como esperado pela reagao que analisa

a sequéncia de insergao I1S6110.

5.3 GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR 12 LOCI

A técnica de genotipagem molecular MIRU-VNTR foi aplicada aos 40 isolados

clinicos de M. tuberculosis (Tabela 9) obtidos entre 2018-2020 circulantes na regiao

amazobnica. Através da plataforma MIRU-VNTR plus, foi possivel analisar a

diversidade genética, criar um dendrograma, identificar clusters e avaliar o poder

discriminatério dessa técnica. Perfis alélicos mistos foram considerados. Dados de

sensibilidade aos antimicrobianos também nao foram avaliados para essa analise

inicial. Por fim, o resultado da diversidade alélica se encontra na Tabela 10.
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Tabela 9: Alelo correspondente ao tamanho do fragmento de cada um dos isolados de M.

tuberculosis submetidos a técnica de MIRU

m421343117244325323432744433311242233411
%222423222222322211111211132322222222222
M223535333233223323332133353533233233333
W333333333333333333333633433332222223333
<
[}
%555252555452554545555533525235552455555
<
M111212111111111111111111121211111111111
N~
B666656336655465363536676564666635643333
©
N
m222122112212222121212222222222212261111
—
™
AR|U22233333454124343333343334442344443333e
—
m444444555564424645654544255534453445555
< [N [N AN <F [N [N AN AN [~ NN AN N[N [N [N N[N N[N AN NN [SFT N9 [N N[N0 [N [N [N [N NN
AN v~ |~ [N N[N NN N[~ |~ [N NN |v~ NN [~ NN N[~ N[N NN NN NN N [N N [~ | N [N [N N N
|~
o |00
— [
@ S |®
O oo |0 [0 |0 [0 [0 [N [R |eo |00 [0 |00 [0 [R X [X [P 0 € D |0 |0 D 0 |0 |© 0|0 =5 0|00 |o|o|o|o|o
..&1111113611111///////////////R1111111111
SIS IN T IS0 C I~~~ NIF|oc|c|loo|~|lcdISISIN I ISIIS SIS
O668163((8392400111222234455532025239289
m0112348867799111111111111111H1223466799
< =5
0 (1
< <




44

103/19 2 2 3 1 2 6 1 4 2 3

26/20 1 2 4 3 2 6 1 5 3 2 2

Fonte: prépria (2025)

Tabela 10: Resultado da diversidade alélica e poder discriminatério dos locus de MIRU.

Locus-alvo | Diversidade Quantidade Poder
Alélica (h) de alelos | discriminatério

MIRU 2 0,35 2 Moderado
MIRU 4 0,28 4 Baixo
MIRU 10 0,65 5 Alto
MIRU 16 0,65 5 Alto
MIRU 20 0,43 2 Moderado
MIRU 23 0,68 5 Alto
MIRU 24 0,16 2 Baixo
MIRU 26 0,52 5 Moderado
MIRU 27 0,34 4 Moderado
MIRU 31 0,52 4 Moderado
MRU 39 0,47 4 Moderado
MIRU 40 0,77 6 Alto

Fonte: prépria (2025)

5.4 PERFIL GENOTIPICO DAS AMOSTRAS

As arvores filogenéticas foram calculadas e desenhadas usando o algoritmo de
NJ (Saitou, N. e M. Nei. 1987). Para melhor identificar as familias de Mtb relacionadas
aos isolados foi utilizada a distdncia maxima de <0.17. Os resultados desta analise se
encontram no Apéndice A. Um resumo dele pode ser visualizado na Tabela 11.
Observou-se que o percentual de familias identificadas no conjunto de 12 loci, na
distancia <0.17 foi de 47,5%., enquanto cepas desconhecidas apresentaram percentual
de 46.34%. Nesta analise algumas cepas foram caracterizadas como multiple matches e

apresentaram percentual de 4.88% e H37Rv apresentou percentual de 2.44%
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Tabela 11: Amostras que foram identificadas e suas respectivas linhagens

Amostra Linhagem Amostra Linhagem
06/18 LAM 128/18 NI
16/18 LAM 130/18 NI
18/18 LAM 140/18 NI
21/18 NI 149/18 NI
36/18 NI 150/18 EAI
43/18 EAI 151/18 Haarlem

45/18 (1) Haarlem 156/18 EAI

45/18 (2) Haarlem 12/19 NI
68/18 NI 20/19 NI
73/18 NI 22/19 NI
79/18 NI 35/19 NI
92/18 NI 42/19 NI
94/18 NI 63/19 NI
106/18 X 69/19 Haarlem
111/18 NI 72/19 Haarlem
113/18 NI 98/19 Haarlem
116/18 Haarlem 99/19 NI
121/18 Haarlem 103/19 LAM
122/18 Haarlem 26/20 LAM
124/18 LAM H37Rv NI

Fonte: prépria (2025)
NI = N3o identificado até o momento

5.5 DENDROGRAMA
Foi criada uma arvore radial utilizando o método de NJ (Figura 12). Nessa
arvore sao mostradas as relagdes evolutivas entre diferentes isolados e linhagens
do CMTb. No centro é exibido o hipotético ancestral comum e cada ramo representa
um isolado ou linhagem do CMTb. Essa arvore foi criada a partir dos resultados da

genotipagem utilizando 12 MIRU’s na plataforma MIRU-VTNR plus (Tabela 11).
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Figura 12: Arvore radial para visualizagdo de clusters utilizando o método NJ.
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Fonte: prépria (2025) através da plataforma MIRU-VNTR plus

Quando esses resultados da genotipagem foram incorporados a plataforma,
foi produzido uma arvore radial com objetivo de ilustrar a visualizagdo de clusters de
Mtb. Portanto, a partir dessa analise fica explicito a separagao das amostras com base
em similaridade genética, onde elas se subdividem em 4 nés da arvore radial. Com
isso € possivel inferir que a partir dos resultados da plataforma sobre amostras
estudadas, temos a presenca de familias especificas. Dentre elas destacam-se: LAM

(pertence a L1) e EAI, Haarlem e X (pertence a L4).

5.6 ANALISE DE CLUSTERS

O dendrograma agrupa os 40 isolados clinicos com base na semelhanga dos
perfis de repeticdo dos loci de MIRU-VNTR. A partir da criagdo do dendrograma na
plataforma MIRU- VNTR plus, é possivel identificar a formagao de 3 clusters distintos
representados na imagem abaixo (Figura 13). Cluster A: 45/18(1), 45/18 (2), 98/19,
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todas identificadas como Haarlem. Cluster B: 116/18 e 122/18, ambas identificadas

como Haarlem. Cluster C: 150/18 e 156/18, ambas identificadas como EAIl. A partir

disso, é possivel concluir que algumas cepas foram identificadas a nivel de linhageml

e é possivel inferir hipéteses a respeito das cepas que nao foram identificadas.

Figura 13: Dendrograma de similaridade NJ MIRU-VNTR 12 Joci
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Fonte: prépria (2025) através da plataforma MIRU-VNTR plus

Legenda: A barra de distancia indica que quanto maior o comprimento dos ramos, maior a diferenga

genética entre os isolados. Com isso é possivel concluir que clusters proximos tém ramos curtos por

apresentarem alta semelhanga genética.

5.7 RESULTADO DAS REAGCOES DE TRIAGEM PARA DETECCAO DA FAMILIA BEIJING

As reagdes de triagem foram aplicadas as 40 amostras incluidas no estudo,
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com o objetivo de avaliar a frequéncia dessa linhagem na populagéo analisada e sua
possivel associagdo com agrupamentos genéticos observados na analise por MIRU-
VNTR. Para responder essa pergunta, € necessario considerar o resultado das 3
reagcées que foram feitas avaliando regides génicas distintas que caracterizam a
presencga da familia Beijing e a diferenciagao entre sublinhagem ancestral e moderna.
E importante mencionar também que todos as amostras controles Beijings foram
amplificadas nas reagbes individuais comprovando a eficiéncia das reagdes. Os
resultados das amplificagdes das 3 reacdes selecionadas indicam auséncia da
linhagem Beijing em todos os isolados, e mais detalhes a respeito das regides

gendmicas analisadas serado discutidas.
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6 DISCUSSAO

6.1 ANALISE DOS DADOS CLINICOS E SOCIODEMOGRAFICOS

Os resultados obtidos neste estudo sobre o perfil dos pacientes com
tuberculose revelam algumas tendéncias que s&o corroboradas pela literatura
existente. A predominancia de individuos do sexo masculino (55%) entre os pacientes
diagnosticados esta em consonancia com a maioria dos estudos epidemioldgicos que
indicam uma maior vulnerabilidade dos homens a infecgdo por tuberculose. Os
resultados obtidos neste trabalho corroboram com De Souza Filho, Brito e De Lima.,
(2025) que se propuseram a avaliar o periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2024
houve um total de 18.177 casos de tuberculose no Amazonas, destes, a maioria foi
entre pessoas do género masculino (11.321=62,2%), sendo que a idade mais afetada
foi entre 20 a 39 anos (7.593=41,7%).

Conforme evidenciado por Lonnroth et al. (2010), fatores sociais,
comportamentais e de acesso ao sistema de saude contribuem para essa
discrepancia entre os géneros, evidenciando a necessidade de intervengbes
direcionadas. A analise transversal de pacientes com tuberculose revelou uma idade
meédia de 41,3 anos com um desvio padrao de 19,92 anos. Esse perfil etario se alinha
com achados na literatura cientifica, que frequentemente descrevem a tuberculose
como uma doenga que afeta predominantemente adultos em idade produtiva. Sobre
a epidemiologia da tuberculose em paises de alta carga, observou uma idade média
de diagndstico na casa dos 30 e 40 anos, sugerindo que as populagdes
economicamente ativas sdo particularmente vulneraveis.

O amplo desvio padrdo em nossos dados (19,92 anos) indica uma
heterogeneidade consideravel na idade dos pacientes, abrangendo desde adultos
jovens até idosos, um padrao também reportado em revisbes sistematicas, que
destaca a variabilidade da faixa etaria afetada pela tuberculose, influenciada por
fatores como a prevaléncia de HIV, condi¢gdes socioecondmicas € 0 acesso a servigos
de saude (Lachi, 2015; Freitas, 2016).

A mediana de idade encontrada de 42 anos € relevante, uma vez que a
tuberculose é mais prevalente em adultos jovens e de meia-idade. Estudos indicam
que a faixa etaria de 15 a 49 anos é a mais afetada, com implicagcdes para a
mortalidade e produtividade econd6mica do pais (Rieder, 1989; Langer, 2019). A

identificagdo de pacientes nessa faixa etaria € fundamental para direcionar
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campanhas de rastreamento e prevencgao, ja que a tuberculose afeta diretamente a
forga de trabalho e tem um impacto significativo na saude publica.

Adicionalmente, a alta taxa de diabetes (12,5%) entre os pacientes
corroborada por outros estudos destaca a interrelagdo entre essas comorbidades. A
tuberculose e o diabetes mellitus representam um ciclo de retroalimentacgao, ja que a
hiperglicemia pode prejudicar a resposta imune, favorecendo a infecgéo tuberculosa.
A presenca de diabetes pode aumentar em até trés vezes o risco de tuberculose,
sublinhando a importancia da triagem para diabetes em pacientes diagnosticados com
tuberculose (Dye, 2005; Bekzod, 2025).

A resisténcia a antibiéticos observada, com 12,5% dos pacientes mostrando
resisténcia a isoniazida e 15% a rifampicina, reflete a preocupacao crescente com a
tuberculose resistente a medicamentos. Estudos indicam que a resisténcia
medicamentosa € um desafio importante, particularmente em regides de alta
prevaléncia. O controle da tuberculose multirresistente requer intervencées imediatas
e eficazes, como a melhoria da adesao ao tratamento e a implementacdo de novas
terapias (Dye, 2005; Glaziou, 2019).

Além disso, a forma pulmonar da tuberculose que afetou 65% dos pacientes
€ consistente com a literatura que aponta para essa modalidade como a mais comum.
O tratamento e a identificagdo precoces sao criticos, pois a tuberculose pulmonar é
altamente contagiosa. A deteccédo precoce de casos com sintomas respiratorios €
essencial para prevenir surtos e reduzir o impacto da doenga na comunidade (Langer,
2019). No trabalho de De Souza Filho, Brito e De Lima., (2025) que se propuseram a
avaliar o periodo de janeiro de 2020 a dezembro de 2024 também foi constatada que

a forma clinica pulmonar se mostrou predominante no periodo mencionado.

6.2 RESULTADO DA GENOTIPAGEM POR MIRU-VNTR 12 LOCI

Para a genotipagem dos isolados de Mtb foi realizada utilizando a técnica
MIRU-VNTR 12 loci. No entanto, nem todas as regides conseguiram ser amplificadas
com o mesmo protocolo, portanto, se fez necessario algumas alteragdes que serao
discutidas. Basicamente, as Unicas diferengas que houveram nos protocolos foram as
temperaturas de hibridagao, concentragao de MgClze a presenga de aditivos de PCR
— Glicerol, DMSO e Betaina.

Essas variagdes na concentracao de MgClzja foram descritas no trabalho de

Supply et al (2001), quando naquela ocasido, se tinha como objetivo desenvolver uma



51

genotipagem automatizada de alto rendimento e reprodutibilidade. As variagbes que
foram utilizadas em Supply et al (2001), foram as mesmas concentragdes utilizadas
nos protocolos deste trabalho (entre 1,5mM a 3mM). Devido a essas variaveis, quatro
diferentes reagdes de PCR multiplex foram feitas para amplificar os 12 loci MIRU-

VNTR, visando otimizar a eficiéncia, resolugao e reprodutibilidade da genotipagem.

Além disso, outra variagdo que chama atengdo é que em alguns protocolos
foi necessario o uso de aditivos de PCR, moléculas que quando inseridas na reagao
possuem o objetivo aumentar a eficiéncia e a especificidade da reagdo. Dentre os
aditivos usados, destaca- se o uso de DMSO, também usado conforme o trabalho de
Alonso-Rodriguez et al (2008), onde se utilizou o solvente nas reagdes de MIRU-VNTR
15 loci. Por fim, também se foi utilizado as moléculas de betaina e glicerol, conforme
demonstrado no trabalho de tese de Furlaneto, 2007, que tinha como objetivo propor
avaliar diferentes procedimentos para obtencdo de DNA de M. tuberculosis a partir de
esfregacos corados pelo Ziehl Neelsen e avaliar a aplicabilidade do mesmo em
estudos que envolvam amplificacdo de acidos nucléicos. Dentre os procedimentos
analisados neste trabalho se destaca-se o uso nessas dessas moléculas nos

protocolos que envolvem a amplificagao da regiao IS6710.

6.3 ANALISE GENOTIPICA DE MIRU-VNTR 12 LOCI

Antes de adentrar nessa discusséo, € importante mencionar que sao raros os
estudos na Regido Norte, especificamente no estado do Amazonas. Provavelmente
este estudo é inédito considerando que todas as etapas foram realizadas aqui. Um
estudo de Tatara et al 2019, que tinha como objetivo avaliar as caracteristicas
moleculares de isolados de Mtb circulantes em Roraima, estado na fronteira da
Venezuela com a Guiana pelas técnicas genotipicas IS6110-RFLP, Spoligotyping e
MIRU-VNTR 24 loci. Neste estudo, ocorreu a avaliagdo de 80 isolados no periodo de
abril 2015 a setembro de 2016 que detectou pela técnica de Spoligotyping a ocorréncia
das linhagens LAM (62,5%), H (16,25%) e T “mal definida” (10%) no estado de
Roraima. Ainda por esta mesma técnica, um achado interessante foi a identificacao
de perfis de Spoligotyping atipicos no Brasil (EAI, Beijing e MANU) mais comuns no
Extremo e Oriente Médio, Asia, Oceania e india.

Outro achado de grande destaque deste estudo é que a analise genotipica de
MIRU- VNTR 24 loci demonstrou 69 perfis distintos, e a formacao de 6 clusters, onde

3 clusters continham isolados resistentes a isoniazida ou estreptomicina, assim como
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3 clusters apresentavam exclusivamente pacientes indigenas. Além disso, a taxa de
agrupamento por MIRU-VNTR 24 loci foi de 21,3%. O estudo também menciona que
a capital Boa Vista reuniu a maior parte dos casos e destaca que os venezuelanos e
guianenses cruzam as fronteiras para o Brasil devido a falta de assisténcia médica

universal e/ou econdmica e crise politica em seus paises.

Um estudo (ainda ndo publicado) de dissertacdo de mestrado aconteceu aqui
no estado do Amazonas, que tinha como um dos objetivos caracterizar os gendtipos do
CMTb isolados de amostras clinicas provenientes de pacientes atendidos na Fundacao
de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD - localizada em
Manaus/AM), utilizando trés ferramentas moleculares distintas: MIRU-VNTR 24 /oci,
Spoligotyping e WGS. Foram analisados 68 isolados que obtiveram com predominancia
da Linhagem 4 (97,05%) e Linhagem 1 em dois isolados. As familias predominantes
foram LAM (50%), Haarlem (19,11%) e X (11,76%) (Melo, 2022). Estes resultados
corroboram com meus achados ja que também identifiquei estas familias. Portanto,

esses resultados sugerem a presenga dessas familias circulando em Manaus-AM.

Outro trabalho realizado na Regido Norte que dispdes de achados genéticos
interessantes sobre Mitb foi o trabalho de Conceicdo et al 2017 por meio de
Spoligotyping, que avaliou 980 isolados no estado do Para entre 1998 a 2010 que
detectou a presenca das linhagens L1 (familia EAI), L4 (familia LAM e Haarlem). Esse
estudo sugere estreita relagbes com cepas de Mogambique. Conceicao et al., 2019
avaliando tipagem de 12 SNPs especificos de L1 por meio da Spoligotyping conclui
que a EAI foi introduzida durante o trafico de escravos para o norte do Brasil (séculos
XVI e XVIII).

6.4 PODER DISCRIMINATORIO

No estudo de Supply et al., 2006 estudo € mencionado que as taxas de
agrupamento foram reduzidas em quatro vezes (quando se utiliza MIRU 24 Joci)
e em trés vezes (em combinacdo com Spoligotyping), quando comparado ao MIRU
12 loci. Também ¢é afirmado que o MIRU 24 /oci apresenta um poder discriminatério
maior, mais uniforme e mais eficientes para as linhagens de Mtb. Nessa tipagem os
resultados apresentam melhor poder de resolugcdo epidemiolégica. Neste mesmo
estudo, os autores tentaram combinar a tipagem MIRU-VNTR 12 Joci em combinagao
com Spoligotyping, no entanto, a combinagdo apresenta menor poder
discriminatério quando comparado ao método padrao ouro tipagem de impressao
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digital /S6110. Portanto, os autores viram a necessidade de otimizarem um conjunto
com maior poder discriminatorio MIRU-VNTR 15 loci. Este conjunto apresentou 96%
da resolucdo quando comparada com o MIRU-VNTR 24 /oci e concluiram que MIRU-
VNTR 15 loci € o conjunto ideal para estudos epidemiolégicos e MIRU-VNTR 24 loci é

o ideal para estudos filogenéticos.

6.5RESULTADO DAS REACOES DE TRIAGEM PARA FAMILIA BEIJING

Neste trabalho, foram realizadas reagdes de triagem baseado em regides
gendmicas ja descritas na literatura para identificacao de isolados Beijing. No inicio da
pesquisa, foram selecionadas 6 primers a serem utilizados, no entanto, até o momento
s6 obtivemos éxito no funcionamento de 3 primers. Os outros iniciadores (MtbK-F,
MtbK-R, Ris1F, Ris2R, ctap9, ctap10) ndo obtiveram sucesso nas reag¢des de
amplificagdo mesmo apods varias tentativas com modificagées entre os ensaios. A
seguir, discute-se a aplicabilidade do kit com as reagdes individuais.

1) 1° Reagao: Primers Bjn-F e Bjn-R; nBjn-F e nBjn-R

No estudo de Warren et al 2004, que teve como objetivo determinar a

extensao da infeccdo multipla por M. tuberculosis em amostras de escarro coletadas
de casos novos e em retratamento de tuberculose, residentes na cidade de Cabo, na
Africa do Sul. No periodo de margo de 2000 a junho de 2002, 407 pacientes foram
diagnosticados por baciloscopia, dentre eles, 200 amostras foram analisadas via PCR
e 186 foram identificadas como Beijing pelos 2 conjuntos de primers descritos no
artigo. As amplificagdes que indicam a presenga de Beijing sdo baseadas em uma
insercao de /IS671710 em Rv2820 que é exclusiva da familia Beijing (Figura 14). Por fim
151 individuos (81%) possuiam infeccao unica e 35 individuos (19%) possuiam

infeccao mista.

Os autores também constataram que cepas Bejing apresentam [/S6770
invertido e delegcbes que abrangem os genes Rv2816 até partes do gene Rv2820. Por
fim, os autores também concluem que a sensibilidade e a especificidade de cada primer
conjunto foram de 100% (intervalo de confianga de 95%, 85-100%) quando
comparado com o padrao ouro da 1S6110-RFLP e Spoligotyping. Neste trabalho,

apenas as cepas controles amplificam como Beijing.
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Figura 14: Diagrama esquematico da regido que flanqueia a regido DR nas cepas H37Rv, nio Beijing e
Beijing.
- .- Primer Set 4 {308 bp)
= 4= Primer Set 3 (569 bp)

Ru2814 Rv2815 Rv2816 Rv2817 Rv2818 Rv2819 Rv2820 Rv2821 Rwv2822
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Fonte: Adaptado de Warren et al 2004.

2) 2° Reacédo MDR e MDRé6r

Essa reacao teve uma amplificacdo um pouco diferente do esperado,
mas que nao alterou o resultado final, para isso, é necessario entender o artigo-base
dos iniciadores utilizados. No estudo de Plikatys et al 1994, em Nova York - EUA,
foram isolados 193 de M. tuberculosis e desta amostragem 48 isolados (24%) foram
confirmadas cepas W. Beijings. O objetivo deste estudo foi desenvolver um ensaio de
PCR multiplex que tem como alvo uma repetigéo direta de IS6110 com uma sequéncia
interveniente de 556 pb (NTF-1). Neste mesmo trabalho, onde foi utilizado uma PCR

multiplex com varios primers a serem analisados (Tabela 12).
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Tabela 12: Regibes e sequencias analisadas na PCR multiplex de Plikatys, 1994

Primer Target Sequence (5'-3")
1S54 1S6110 TCGACTGGTTCAACCATCGCCG
1S56 1S6110 GCGACCTCACTGATCGCTGC
1S59 1S6110 GCGCCAGGCGCAGGTCGATGC
1S60 1S6110 GATCAGCGATCGTGGTCCTGC
IS61 1S6110 GACCGCGGATCTCTGCGACC
1S62 1S6110 ACCAGTACTGCGGCGACGTC

| MDR-6 NTF-1  CCAGATATCGGGTGTGTCGAC
MDR-7  NTF-1  CGCGAGATCTCATCGACAACC

Fonte: Adaptado de PLIKAYTIS, 1994.

O resultado esperado: Amostras Beijing (ancestrais) precisariam amplificar
302pb enquanto que amostras Beijing (modernas) amplificariam 1500pb. Neste
trabalho se viu que os produtos amplificados (aproximadamente 302pb) sao produtos
que apenas cepas Nao Beijing amplificam, de acordo com Plikatys et al 1994. Esses

fragmentos séo considerados atipicos, mas ndo necessariamente Beijing.

O primer MDR-6 foi o unico primer deste conjunto utilizado nesta pesquisa, e
para a sequéncia complementar foi sintetizado o] MDRG6-r
(TGCCGTTGTCGAAATCTAAACCC) — (Wada, Iwamoto e Maeda, 2009), para assim
ocorrer a amplificagdo de maneira correta. Como os trés conjuntos de primers foram
usados na mesma mistura de PCR como uma PCR multiplex, esperava-se que um
isolado da cepa W produzisse todos os trés amplicons; os produtos de 175 pb e 223
pb, que indicavam a presencga do fragmento NTF-1 na repeti¢ao direta do IS6110; e 0
produto de 523 pb, que era o controle interno da PCR como destacado abaixo (Tabela
13).
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Tabela 13: Resumo da avaliagcao de 125 isolados da cidade de Nova York pelo ensaio de PCR multiplex
para a cepa W

PCR products
523 bp* 223 bp 175 bp Other

Interpretation

+ + + - Positive

+ o+ - - Negative
+ - - + Negative
+ = - = Negative

Fonte: Adaptado de PLIKAYTIS, 1994.

Para detectar a inser¢ao de /IS6770 na regidao NTF, foram preparados primers
de PCR: MDR-6 (Plikaytis et al., 1994) e MDR-6r (Wada et al 2009). As linhagens
Beijing modernas possuem pelo menos uma insergao 1S6110 na regido NTF. Em
seguida, foram identificadas por amplificacdo de fragmentos de DNA de 1,5 kb usando
esses primers. Caso as inser¢gdes IS6110 estivessem ausentes nessa regiao,
caracteristica das linhagens Beijing antigas, um amplicon de 302pb era obtido
(segundo o artigo). Por conta disso os padrbes amplificados nas amostras controles
confirmam que elas sao Beijing pois amplificam em torno de 1500pb enquanto as
demais cepas amplificam 302pb demonstrando que as sequencias 1S6110 estao

ausentes na regiao NTF.

3) 3° Reacéo: Primers ON-1002, ON-125 e ON-1127

No estudo realizado por Nakajima et al 2013 que tinha como objetivo
desenvolver uma PCR multiplex confirmar a especificidade da linhagem Beijing a partir
de um SNP especifico no Rv0679c. Para este fim, foram avaliados um total de 619
isolados clinicos de cinco paises asiaticos: Japao, Bangladesh, Nepal, Mianmar, e a
China. A partir dessa metodologia, foram identificados 393 (cerca de 63%) de cepas
Beijings. Os autores também comentam que este ensaio de PCR distinguiu com
sucesso Cepas de gendtipos Beijing de outras, incluindo as ndo Bejing cepas do leste
asiatico, com 100% de precisado. Na discussao do artigo € mencionado que a presenga
de SNPs sao frequentemente encontradas em cepas do CMtb (Huard et al 2006; Fillol
et al 2006).
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

Foi constatado que a abordagem por MIRU-VNTR 12 Joci ndo obteve suficiente
indice discriminatorio para identificar as amostras a nivel de linhagem, portanto, foi
combinado que apos a defesa da dissertacao irei ampliar o painel de primers para
realizar a técnica de MIRU-VNTR 24 loci para obter resultados mais especificos. Os
primers restantes ja chegaram ao laboratério e serdo utilizados apos a defesa da
dissertagcdo. Também se foi comentado sobre a possibilidade de utilizar a técnica de
Spoligotyping para complementar essas analises no laboratério de Biologia Molecular
Aplicada a Micobactérias (LABMAM) do Instituto Osvaldo Cruz (IOC/Fiocruz — RJ)
coordenado pelos pesquisadores Dr. Philip Noel Suffys e Dr. Harrison Magdinier

Gomes. Estou avaliando essa possibilidade.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho se apresenta como uma pioneira contribuicdo para o
entendimento da diversidade genética de M. tuberculosis na regido amazonica. Os
resultados obtidos por MIRU-VNTR mostram a formagao de 3 clusters a nivel de
similaridade genética, mas também mostram a presenca de perfis genéticos diferentes
circulando na regido amazénica. Dentre esses resultados se destacam a presenga da

sublinhagem EAI, X, LAM e a Haarlem (a mais presente até entao).

A utilizacdo de MIRU-VNTR 12 loci permitiu a identificacdes de padrdes de
agrupamento mesmo diante das limitagdes que logo serao corrigidas. Assim, este
trabalho fornece dados inéditos que poderao subsidiar estratégias mais direcionadas
de controle e monitoramento da doencga, além de estimular futuras pesquisas com
métodos de maior resolugdo. Mesmo que a familia Beijing se demonstre ausente no
painel de amostras estudadas, € necessario vigilancia molecular continua pois ja se
foi visto a introdugcédo dessa familia na regido de Roraima que fica préximo a regiao
amazoénica. Além disto, trata de uma area de fronteira € conhecida por constante

mobilidade populacional.
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APENDICES

Apéndice A: Estatisticas da identificagao por busca de similaridade MIRU-VNTR
plus

27/07/25, 23:55 Identification by Similarity Search
MIRU-VNTRplus: Identification by Similarity Search
Settings

Distance Measure: MIRU-VNTR [12]: Categorical (1), Spoligo: Categorical (1), RD: Categorical (1)
Number of user strains per page: 10

For each user-strain, display the next 5 matches.

Do not show strains with distance greater than 0.17

Summary Statistics

Number of user strains: 41

Clustering Rate
Clustering rate MIRU: 0.09756097
Clustering rate Spoligo: MaM

Allelic Diversity

154 / MIRUQ2: 0.35 1644 / MIRU16: 0.65 2687 / MIRU24: 0.16 3192 /f MIRU31: 0.52
580 / MIRUO4: 0.28 2059 / MIRU20: 0.43 2996 / MIRU26: 0.52 4348 / MIRU39: 0.47
960 / MIRU10: 0.65 2531 / MIRU23: 0.68 3007 / MIRU27: 0.34 802 / MIRU40D: 0.77

Distribution of Identified Lineages
unknown: 46.34%  LAM: 14.63%  multiple matches: 4.88%  X: 2.44%
Haarlem: 21.95%  EAIL: 7.32% H37Rv: 2.44%



ANEXOS

Anexo 1: Questionario para coleta de dados clinicos e sociodemograficos dos pacientes.

I Nao [] Sim. Onde?

Atualmente realizou pesquisa de BAAR em outros Laboratorios?

CADASTRO DE PACIENTES
Data: ! L N° REGISTRO: /
Ja esteve em nosso Laboratdrio? Nio Sim Quando?
Natureza da Amostra:
[ Escarro [1Liq. Ascitico T Genital 7 Osteo-articular [ Fezes
[ Liquor [1Lav. Géstrico [ Pele [ Ganglionar [ Urina
[JLiq. Pleural [J Lav. Bronquico T Outro:
Identifica¢do do Paciente:
Nome: Sexo:[IM [IF
Enderego:
Fone:
Data de Nascimento: / / Idade: Profissao:
Naturalidade: Procedéncia: Ha quanto tempo:
Naturalidade (Pais): Naturalidade (Av0s):
Informagdes Clinicas:
BCG: 7 Nio PPD: ['Nao RX Térax ['Nio
[1Sim Data: [ Sim [ Nio reator [ Sim [ Normal
[ Nao sabe informar [ Reator mm [ Alterado
Antecedente de Tuberculose:
Pessoal: [ Nao Sim Quando pela 1* vez:
Familiar: T Pai T Tios [ Sogros 1 Colega de trabalho
[ Mae [ Primos [ Conjuge [ Agregados
[ Irmaos T Filho [ Namorado T Outros
T Avés [ Cunhado [ Vizinho {1 Ndo sabe informar

Quantos?

Apresenta outras doengas?

[ Febre

Duragéo da doenga:

[] Outros. Quais?

Com resultados:

[l Hanseniase T Cancer [1 Alergias cutaneas
[ Cardiopatia  Bronquite [ Diabete

[ Tabagismo ' Maléria " Dengue

Quadro clinico atual:

[ Tosse " Expectoragdo " Hemoptise

[ Dor tordcica [ Dor de cabega 7 Emagrecimento

[1Doengas reumdticas
[ Alcoolismo

0 Qual?

[ Dispnéia

[ Cansago

O paciente:

[ Estd recebendo tratamento desde:

Resultados Baciloscopia Di;

Medicacio:

[JN&o recebeu nenhum tratamento antes da coleta da amostra clinica atual

[ Foi tratado dos tltimos acometimentos em:

reta:

Baciloscopia Concentrada:

Cultivo:
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