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RESUMO

MELLO, Danyele Costa de. Desenvolvimento de um kit baseado em amplificacéo
isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP-PCR) em unico tubo para o diagndstico
da tuberculose pulmonar. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Biocéncias e
Biotecnologia emSaude) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2022.

A Tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis (Mtb), que afeta principalmente os pulmdes, porém, pode acometer
outros 6rgaos. A deteccédo precoce de um individuo com TB é fundamental e, diante
desse cenario, ensaios moleculares baseados em PCR estdo entre 0os mais
promissores métodosde diagndsticos quando comparados aos utilizados na rotina
(baciloscipia e cultura).A amplificacdo isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP)
vem ganhando espaco nos estudos envolvendo diagndstico de doencgas infecciosas
por possuir diversas vantagens. Consiste, basicamente, na amplificacao e detecc¢éo
isotérmica de fragmentos contendo o DNA alvo utilizando seis oligonucleotideos
diferentes, especialmente desenhados para amplificar oito regides nogene de
interesse. O presente estudo pretende desenvolver um prototipo de kit baseado na
amplificacéo isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP) em Unico tubo eficiente
na identificacdo da TB pulmonar, sendo produzido no Brasil. Para a avaliacdo do
limite de deteccao do kit, foi feita uma curva de diluicdo, inicialmente em agua MilliQe,
em seguida, em escarro. Ambas as curvas foram de fator 10, variando de 100pg/uL
a 100ag/uL de DNA do Mtbda cepa de referéncia H37Rv. Os reagentes do LAMP
passaram por um controle de qualidade com a finalidade de avaliar sua durabilidade
e estabilidade, durante 3 meses, em uma temperatura semelhante a de geladeira
(4°C). O kit foi testado em amostra biolégica de escarro de pacientes diagnosticados
com tuberculose (Grupo TB) e pacientes portadores de qualquer outra doenca
(Grupo ndo TB) para avaliagdo de sensibilidade e especificidade. O limite de
deteccdo em agua MilliQ e emamostra de escarro sabidamente negativa foi de 1fg/uL
e o kit se manteve estavel durante os 3 meses na temperatura de 4°C. Com relacao
ao desempenho do kit, foram obtidos valores de sensibilidade e especificidade,
98,28% e 95,56%, respectivamente. Devido a sua elevada sensibilidade juntamente
ao bom limite de deteccéo obtido, o desenvolvimentode um prot6tipo de kit, com
grande valor de diagnéstico, permitira trazer a possibilidade de uma identificacao do
bacilo mais rapida e eficaz que contribuirhem uma maiordescoberta e casos e no
auxilio aos métodos tradicionais para confirmacao da doenca.

Palavras-chave: tuberculose; diagnostico; LAMP



ABSTRACT

MELLO, Danyele Costa de. Development of a single-tube isothermal DNA
amplification (LAMP-PCR) based kit for the diagnosis of pulmonary tuberculosis.
2022. Dissertation (Master's in Biosciences and Biotechnology in Health) —
Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb),which mainly affects the lungs, however, it can affect other
organs.The early detection of anindividual with TB is essential and, given this
scenario, molecular assays based on PCRare among the most promising
diagnostic methods when compared to those used routinely.Loop-mediated
isothermal DNA amplification (LAMP) has been gaining ground instudies involving
the diagnosis of infectious diseases because it has several advantages. Itbasically
consists of the isothermal amplification and detection of fragments containing the
target DNA using six different oligonucleotides, specially designed to amplify eight
regionsin the gene of interest.The present study intends to develop a prototype
of a kit based onisothermal amplification of DNA mediated by Loop (LAMP) in a
single tube efficient in theidentification of the several clinical forms of the disease,
being produced in Brazil.For theevaluation of the detection limit of the kit, a dilution
curve was made, initially in MilliQ waterand then in sputum. Both curves were factor
10, ranging from 100pg/uL to 100ag/uL of MtbDNA from the H37Rv reference
strain.The LAMP reagents underwent quality control inorder to assess their
durability and stability for 3 months at a temperature similar to that of arefrigerator
(4°C). The kit will be tested on biological sputum samples from patientsdiagnosed
with tuberculosis (TB Group) and patients with any other disease (Non-TBGroup)
to assess sensitivity and specificity.The detection limit in MilliQ water and in
asputum sample known to be negative was 1fg/uL and the kit was stable for 3
months at atemperature of 4°C. Regarding the performance of the kit, sensitivity
and specificity values were obtained, 98.28% and 95.56%, respectively. Due to its
high sensitivity together with agood detection limit, the development of a
prototype kit, with great diagnostic value, willbring the possibility of a faster and
more effective identification of the bacillus that willcontribute to a greater
discovery of cases and help traditional methods for confirming thedisease.

Keywords: tuberculosis; diagnosis; LAMP
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1 INTRODUCAO

A Tuberculose (TB) é uma doencga infectocontagiosa causada peloMycobacterium
tuberculosis (Mtb), que afeta principalmente os pulmdes (TB pulmonar), porém, pode
acometer qualquer outro 6rgao (TB extrapulmonar). A sua transmissao se da atraves
do individuo bacilifero, ou seja, apresentando a forma ativa da doencga, ao expelir
pequenas goticulas contendo o Mtbpor meio da tosse, fala ou espirro, tornando-se
passivel de inalagdo por individuos susceptiveis. (BUSATTO, 2015, FERRI et al.,
2014). A TB faz parte de um conjunto de enfermidades conhecidas como
negligenciadas e representa a que possui maior taxa de infeccao mundial. (GLAZIOU
et al., 2013).

Em 2019, estima-se que cerca de dez milhdes de pessoas desenvolveram TB e 1,2
milhdo morreram devido a doenca, o que ainda mantém a tuberculose como um grave
problema de saude publica mundial (BRASIL, 2021). O brasil continua entre os 30
paises de alta carga para a TB e para coinfeccao TB-HIV, sendo, portanto,
considerado prioritario para o controle da doenga no mundo pela Organiza¢cao Mundial
de Saude (OMS). (BRASIL, 2021).

No Brasil, a TB continua sendo uma das prioridades em saude publica. O pais
notificou 66.819 novos casos em 2020, o que corresponde a um coeficiente de
incidéncia de 31,6 casos/100 mil hab e aproximadamente 4.500 individuos vieram a
obito, configurando um indice de mortalidade de 2,2 6bitos por 100 miol habitantes
(BRASIL, 2021).

O estado de Pernambuco registrou neste mesmo ano, 4658 novos casos, sendo o
terceiro estado com maior taxa de incidéncia do Brasil, (48,4 casos/100 mil hab). A
cidade do Recife, por sua vez, reportou uma notificagédo de 85,0 casos a cada 100
habitantes, configurando o segundo lugar dentre as capitais com maior numero de

casos da doenca, ficando atras somente de Manaus (BRASIL, 2021).

A deteccao precoce de um individuo com a forma ativa da TB é extremamente
necessaria para o controle da doenca. O diagnostico laboratorial convencional
comumente utilizado na confirmacado de casos de TB inclui exame radioldgico, a
prova tuberculinica (PPD), a baciloscopia e a cultura, sendo essa ultima, o padrao ouro
utilizado para a identificacdo do Mtb (BRANCO, 2012).
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Os achados radiolégicos permitem determinar tipo e extensdo do comprometimento
pulmonar, entretanto, ndo define se o paciente estainfectado com o Mtbh. A prova
tuberculinica (PPD) permite identificar uma reacgdo imunocelular indicando contato
direto prévio com o bacilo, no entanto, esse teste pode sofrer interferéncias resultando
em falso-positivo, principalmente quando ha vacinagcdo da BCG. Portanto, para um
pais endémico e a vacinagao sendo realizada com frequéncia, a resposta ao PPD
sofre alteragao, dificultando o diagnéstico finalBRANCO, 2012; BUSSATTO, 2015).
As analises bacterioldgicas, as quais englobam a baciloscopia e cultura, apesar de
serem exames de facil realizacdo, necessitam de uma quantidade minima de bacilos
por mililitro de amostra para que o resultado seja detectavel, implicando diretamente
na sensibilidade do método, mesmo sendo especifico. Além disso, ainda que a cultura
possa permitir o isolamento do Mtb, seu crescimento é lento, podendo perdurar por
até oito semanas, sendo considerado um grande entrave na conclusao dos casos e
inicio do tratamento paciente (PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

Ensaios moleculares baseados em PCR estdo entre os mais promissores novos
métodos de diagndsticos quando comparado aos utilizados na rotina. Com isso, foram
desenvolvidas metodologias automatizadas baseadas na reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (PCR) para deteccao do Mtb, sendo o GeneXpertMTB/RIF
o principal representante desses métodos. Alémde ser capaz de detectar o bacilo,
essa técnica € capaz de realizar a triagem deresisténcia bacteriana a uma das
principais drogas utilizadas no tratamento da TB (rifampicina). Entretanto, além do
teste ter um custo elevado, a OrganizagcdoMundial de Saude (OMS) define que é
indicado apenas para uso de amostras de expectoracgao, limitando o diagndstico da
doenca (LIMA et al. 2015; PUROHIT; MUSTAFA, 2015).

A amplificacao isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP), vem ganhando
espaco nos estudos envolvendo diagndstico de doencas infecciosas por possuir
diversas vantagens, incluindo a rapidez, sensibilidade elevada, facilidade de aplicacéo
e baixo custo (NOTOMI et al., 2000; NEONAKIS et al., 2011). Consiste, basicamente,
na amplificagédo e detecgao isotérmica de fragmentos contendo o DNA alvo utilizando
seis oligonucleotideos diferentes, especialmente desenhados para amplificar oito
regides no gene de interesse (MORI; NOTOMI, 2009). Estudos anteriores realizados
pela equipe dolaboratorio de Imunoepidemiologia do Instituto Aggeu Magalhdes

(FIOCRUZ/PE) obteve um resultado de limite de deteccdo de 10fg/uL, o que
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corresponde a 2 bacilos/uL, levando em consideracdao que o DNA gendmico de uma
cepa de Mtbé equivalente a 5fg/pL (ARYAN, et al., 2010). Além disso, a técnica de
LAMP foi testada em 122 amostras de sangue periférico e urina, obtendo uma
sensibilidade de 94,9% e especificidade de 77,4%, quando comparada aos testes

convencionais de diagnostico.

Tendo em vista a dispersao geografica da TB e as limitagdes dos métodos atuais de
diagnostico, os ensaios moleculares vém ganhando maior destaque no auxilio e na
identificagdo da bactéria. O prototipo de kit baseado na amplificacdo isotérmica de
DNA mediada por Loop (LAMP) em unico tubo de baixo custo, alta sensibilidade e
eficiente na identificacdo das varias formas clinicas da doenga, sendo produzido no
Brasil pode trazer a possibilidade deter uma técnica inovadora para detecgao e
controle da tuberculose contribuindono planejamento de agdes especificas, conjuntas
e multidisciplinar, impactando na melhoria da eficacia do programa de controle da

doenca.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Historia da Tuberculose

A tuberculose provavelmente acomete o homem desde a antiguidade. Relatos
baseados em evidéncias arqueoldgicas supde que o primeiro caso de tuberculose
no mundo ocorreu em mumias egipcias ha mais de 5000 a.C. Esses achados
demonstravam anormalidades tipicas de comprometimento pela TB e tecidos
contendo o DNA do Mycobacterium tuberculosis. (MACIEL, 2012)

Achados arqueolégicos, na américa do sul, demonstraram presenca do bacilo em
mumias peruanas em 1.100 a.C. As amostras passaram pelo processo de PCR
sendo detectada sequencias compativeis com a do Mtbpela técnica. Essa foi a
primeira confirmacao diagnostica acerca da tuberculose no continente americano.
No entanto, a doenga assumiu a condicdo de epidemia somente a partir da
colonizacdo europeia. No brasil, a epidemia na populacdo indigena trouxe

consequéncias para o pais que ainda sao evidentes. (MACIEL, 2012)

A colonizagdo portuguesa acometidos com a “peste branca” proporcionou a
propagacado da enfermidade e morte de muitos nativos. O primeiro portador de
tuberculose no pais foi o Padre Manuel da Noébrega, em 1549. Referéncias
compativeis com quadro clinico de tuberculose foram descritos através das cartas de
Inacio Loyola e José de Anchieta enviadas a Portugal. Durante o Brasil Império, ha
estimativas de que a sua taxa de mortalidade chegava a 1/150 habitantes e, foi nesse
momento, que o setor publico de saude concedeu o maior destaque a doenca,
adotando medidas sanitarias para o problema (DE MACIEL, 2012; GUIMARAES,
2018; HIJJAR, PROCOPIO, 2005).

Semelhante a Europa na revolucao industrial, a epidemia de tuberculose tornou-
se realidade na maior parte das cidades do pais, sendo denominada de “praga dos
pobres”. A relagdo com moradias insalubres, baixas condi¢ées higiénicas e sanitarias
e repletas de pessoas eram comumente observadas nas populagdes mais
acometidas. Além disso, a atencdo a saude era insuficiente e gerida em parceria
com os interesses politicos. Nesse cenario, no final do século XIX e inicio do
século XX, a tuberculose foi descrita como a doengamais letal do Rio de Janeiro
(MACIEL, 2012).
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2.2 Agente etioldgico e genoma

Mycobacterium tuberculosisé uma bactéria de morfologia bacilar reta ou
ligeiramente curva, imével, ndo esporulada, ndo encapsulada com parede celular
composta por diversos lipidios, incluindo o acido micdlico, fator determinante para a
resisténcia a coloracdo de Gram, portanto, sendo coradas pelo método de Ziehl-
Neelsen. Esse bacilo é um importante patégeno intracelular aerdbico, logo, necessita
de oxigénio para crescer e se multiplicar. Seu tempo de geracgao € lento, podendo
variar de 14 a 20 horas, a depender domeio de cultura empregado (BUSATTO et al.,
2015; CAMPOS et al., 2006).

Composto por aproximadamente 4.000 genes e de caracteristicas unicas, o
genoma do MTB confere diversas sequéncias de insercoes repetitivas, sendo a
IS6110 a mais frequente, com 1.358 pares de base (CAMPOS, 2006). O elemento é
caracterizado por ser especifico apenas das micobactérias do complexo
Mycobacterium tuberculosis, mostrando-se altamente conservado. Por essa razéo,
tem sido utilizado como alvo molecular de estudo no diagnéstico da tuberculose. O
IS6110 € caracterizado por apresentar um numero de codpias que variam
dependendo da espécie de micobactéria. Cepas que tém mais de sete copias do IS,
sao classificadas como High copy IS-number. Em contrapartida, as que possuem
menos de sete, sdo classificadas como Lowcopy IS-number. Acredita-se que um
maior numero de copias do IS6110 esteja associado a cepas altamente patogénicas,
apresentando vantagens seletivas e resisténcia as drogas(ROYCHOWDHURY,
MANDAL, BHATTACHARYA, 2015).

2.3 Transmissao e patologia

A transmissao da tuberculose de um individuo infectado de forma ativa (bacilifero)
ocorre por via aérea ao expelir uma carga bacilar diluida em goticulas dispersas no
ar contendo aerossoéis de MTB através da tosse, da fala ou do espirro. Essas
particulas, ao serem expostas ao vento e aos raios solares, sofrem ressecamento e
passam a ter um volume ainda menor, chamadas de nucleo de Wells. Esse aerossol,
por sua vez, eliminado pelo individuo infectado, torna-se passivel de inalagao por

individuos susceptiveis, dando continuidade a cadeia de transmissdo da doenca
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(BUSATTO, 2015, FERRI et al., 2014).

Pode decorrer de trés vias apos a inalagdo dos nucleos de Wells, sendoa primeira,
quando o bacilo ndo consegue se prender ao organismo, estando impedido pelas
barreiras naturais do corpo humano (cilios nasais, depuracdo mucociliar e tosse),
além de poder ser eliminado pelo sistema imune. A segunda, quando o bacilo ndo é
completamente destruido pelo sistema imune, porém permanece de forma estavel
no organismo, tratando-se da forma latente de infecg¢do. E, na ultima via, desenvolve-
se a forma ativa e sintomatica da doenca (CAMPOS, 2006; LOPES, JANSEN,
CAPONE, 2006).

A presencga do bacilo e seus antigenos no pulmdo do hospedeiro, permite a
entrada de células provenientes do compartimento sanguineo para o nucleo da lesao,
sendo inicialmente os neutréfilos, seguidos de células mononucleares e linfécitos.
Os antigenos do MTB ativam linfécitos do tipo T que produzem interleucinas (ILs)
responsaveis por sinalizar para os macrofagos o sitio inicial da infec¢ao, dando-lhes
a funcdo de eliminacdo do bacilo. Receptores de superficie presentes na sua
membrana, facilitam a entrada no macrofago, célula responsavel por fagocita-lo.
Quando fagocitada, abactéria passa a residir em um vacuolo ligado a membrana
celular, o fagossoma, onde modificara sua maturacédo e impedira que o ambiente
torne- se hostil para sua sobrevivéncia. O bacilo, por sua vez, pode viver
intracelularmente e os leucoécitos hospedeiros, por via hematogénica, podem
dissemina-los para diversos 6orgaos, permitindo assim, lesdes extrapulmonares
(KOZAKEVICH, DA SILVA, 2016; LOPES, JANSEN, CAPONE, 2006; FERRI et al.,
2014).

2.4 Tipos da Tuberculose

A apresentacgao da tuberculose na forma pulmonar, além de ser mais frequente, é
também a mais relevante para a saude publica, pois € a forma pulmonar bacilifera, a
responsavel pela manutencdo da cadeia de transmissao da doenca. Embora o MTB
acometa principalmente os pulmdes, ele pode disseminar-se por via linfatica ou
sanguinea e alojar-se em qualquer 6rgao do corpo, sendo caracterizada a tuberculose
extrapulmonar (TBEP). Os principais érgaos a serem atingidos séo aqueles com maior

aporte sanguineo, por possuirmaior quantidade de oxigénio, sendo eles a pleura,
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ganglios, rins, 0ssos e regidao meningoencefalica, porém, menos ideais quando trata-
se de condigOes de crescimento e multiplicacdo (CAMPQOS, 2006; HUSTON, 2014).

A tuberculose extrapulmonar, por se tratar de amostras paucibacilares,ou seja,
quantidade pequena de bacilo, a evolucdo da sintomatologia € lenta, sendo
diretamente proporcional ao dano no nucleo da lesdo. Em contrapartida, a circulagcéao
de bacilos pela via hematogénica permite a sua pesquisa em amostras menos
invasivas como sangue e urina. A identificagcdo do microorganismo nessas amostras
contendo o MTB, além das amostras deexpectoracdo, promove, através de testes
moleculares, resultados mais rapidos, sensiveis e especificos quando comparado
com testes laboratoriais e microbiologicos (LACERDA et al., 2011, HUSTON, 2014).

2.5 Tratamento da Tuberculose

O tratamento tradicional da tuberculose € composto por quatro drogas,isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol, administradas por via oral numperiodo de seis
meses a um ano. O objetivo € a cura do paciente, bem comoprevenir a propagacéao da
doenca e evitar o surgimento da tuberculoseresistente. Para isso, € necessario um
diagnostico precoce, triagem deresisténcia a farmacos e tratamento assistindo, para
garantir que a terapiamedicamentosa sera seguida corretamente (Zumla; Nahid; Cole,
2013; Kaur et al., 2014).

A isoniazida € um antimicrobiano com capacidade bactericida, formado por um anel
de pirimidina e um grupo hidrazida analogo a nicotinamida. A INH penetra na célula
do hospedeiro e difunde-se através da membrana do Mtb. Trata-se de uma pré-
droga, ou seja, necessita de ativacdo, realizada atravésda acao oxidativa da

catalase-peroxidase da enzima KatG. (Kolyva eKarakousis, 2012).

A rifampicina (RIF) é um antibiético de amplo espectro mais utilizado para o
tratamento da TB. Demonstra atividade bactericida rapida, junto a isoniazida sao os
agentes esterilizantes mais potentes disponiveis contra o bacilo. Estruturalmente a
RIF contém nucleo aromatico ligado em ambos os lados por uma ponte alifatica. O
mecanismo de acao é descrito pela capacidadeda rifampicina em ligar-se a
subunidades B da RNA polimerase codificada pelogene rpoB, com capacidade de

inibir a etapa de transcricdo da microbactéria (Rossetti, et al. 2002).

A pirazinamida (PRZ) assim como a isoniazida € um pro-farmaco convertido para
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forma ativa pela enzima pirazinamidase (PZase), codificada pelogenepncA produzida
pelo Mtb. Trata-se de um analogo estrutural da nicotinamida capaz de interromper a
producdo de energia da membrana bacteriana, inibindo a sintese de acidos graxos,
impedindo assim o transporte realizado através membrana plasmatica. A PRZ foi
introduzida ao esquema terapéutico da tuberculose em 1980 e contribuiu para
diminuicao no tempo detratamento, de 9 para 6 meses gracas a sua capacidade de
inibir bacilos semi-dormentes que resistem a ambientes acidos (Silva e Palomino,
2011).

O etambutol (EMB) € um agente anti-tuberculose que junto com a isoniazida,
rifampicina e pirazinamida constitui o esquema de tratamento de seismeses utilizado
no combate ao Mtb. Quimicamente nomeado de destro- etileniodiiamido-di-1-butanol-
dihidroclorido atua diretamente na sintese de arabinose. Dispondo de alvo principal o
gene embB e é capaz de impedir a incorporacdo do acido micdlico comum a

membrana da micobacteria (Vasava,et al. 2017).

2.6 Métodos de Diagnosticos

O diagndstico da tuberculose é feito através da andlise dos critérios clinico e
epidemioldgico, além dos achados radioldgicos, pesquisa bacteriologica (baciloscopia
e cultura), exames histopatoldgicos, achados imunolégicos (Teste de Mantoux -
PPD) e achados moleculares, como o GeneXpertMTB/RIF. Entretanto, existem

parametros que permitem positivar ou ndo determinada amostra estudada.

2.6.1 Baciloscopia

A baciloscopia s6 apresenta positividade quando ha, no minimo, 5.000 bacilos por
mililitro. A cultura, por sua vez, requer uma quantidade menor de microrganismos
dispersos na amostra quando comparado a baciloscopia, porém, devido ao
crescimento lento do MTB, as col6nias levam entre seis eoito semanas para crescer,
sendo considerado um entrave na conclusdo da investigacdo e inicializacdo do
tratamento (CAMPOS, 2006).
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2.6.2 Teste de Mantoux (PPD)

O teste de Mantoux (PPD), por sua vez, permite identificar uma reacgao
imunocelular a partir de uma proteina pertencente ao bacilo, a tuberculina.Essa
reacgao possibilita que os linfécitos T, com o auxilio dos macréfagos, produzam uma
resposta de hipersensibilidade cutanea entre 48 e 72 horas. Com isso, é possivel
indicar se o organismo entrou em contato com a bactéria. No entanto, esse teste pode
sofrer interferéncias resultando em falso-positivo, principalmente quando ha
vacinagao da BCG. Logo, para um pais endémico e a vacinagao sendo realizada com
frequéncia, o resultado do PPD sofre alteragdo, dificultando o diagndstico final
(BRANCO, 2012; BUSSATTO, 2015).

2.6.3 Cultura de micobactérias

O diagnéstico presuntivo da tuberculose é feito através da histéria de contato do
paciente com o bacilo, achados radiologicos e a confirmacdao da infeccdo obtida
através da positividade bacteriolégica por meio de técnicas envolvendo meios de

culturas especificos para crescimento de micobactérias (DOS SANTOS SILVA, 2019).

A cultura de amostra de expectoracdao € considerada o padrdo ouro para o
diagnostico da tuberculose por apresentar uma elevada especificidade. No entanto,
nao permite diferenciar espécies de micobactérias e pode levar atéoito semanas para
haver crescimento bacteriano, sendo uma das grandes limitagbes do diagndstico da
doenca (DOS SANTOS SILVA, 2019).

2.6.4 Métodos moleculares baseados em PCR

Técnicas moleculares vem ganhando espaco na identificacdo e diagnosticos de
doencgas infecciosas. S&o considerados métodos mais atraentes possuindo maior
vantagem na liberacao do resultado. A PCR em tempo real permite amplificacdo de
DNA ou RNA de maneira mais precisa e com maior reprodutibilidade, sendo capaz de
determinar valores durante a fase exponencial da reacdo. No entanto, € uma

metodologia que é incapaz deindicar a viabilidade do microorganismo, permitindo que
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resultados falso-positivos sejam comuns em regides endémicas e com alta
prevaléncia de casos de tuberculose. (PUROHIT, MUSTAFA, 2015).

Além das limitacdes ja descritas da técnica, os ensaios baseados em PCR possuem
um elevado custo de implementacdo, necessitar de um técnico altamente treinado
para a execucao do procedimento (PARIDA et al., 2008; ARYAN et al., 2010;
PUROHIT, MUSTAFA, 2015).

2.6.5 GeneXpert MTB/RIF

O GeneXpertMTB/RIF é uma técnica molecular automatizada baseada em PCR em
tempo real que, além de detectar o DNA do MTB, também possibilita a pesquisa de

um gene especifico de resisténcia a rifampicina, o rpop.

O sistema utiliza cartuchos contendo todos os reagentes liofilizados necessarios
para a realizagdo da PCR em tempo real. Além disso, compde 5 sondas que se anelam
as regidoes mutadas do gene rpof3, determinando a resistencia a rifampicina.(BRATS,
2011).

A grande desvantagem dessa técnica € a restricdo de amostra, sendo utilizada
apenas para amostras de expectoragao. Alguns estudos mostram que o desempenho
do geneXpert ainda ndo esta claro para amostras extrapulmonares, o que torna
necessaria a expansao de estudos envolvendo ensaios moleculares para diagndstico
de outras formas de tuberculose (MAYNARD-SMITH et al, 2014; LIMA et al, 2017;
RUFAI et al, 2015). Além disso, também é caracterizado como um método de
diagndstico de elevado custo e baixa sensibilidade em amostras de sitios de infecgéo
extrapulmonar. (PUROHIT, MUSTAFA, 2015).

2.6.6 Amplificacao Isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP)

Apesar dos métodos moleculares apresentarem diversas vantagens, em
comparacdo com técnicas convencionais de diagnosticos, ainda sdo ensaios que
possuem dificil implementacéo, sobretudo em paises em desenvolvimento, uma vez
que ha necessidade de grandes investimentos como equipamentos sofisticados,
técnicos altamente treinados e estruturagdo. Com isso, a amplificacdo isotérmica de

DNA tem como objetivo contornar essas desvantagens, sendo um método rapido,
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sensivel e barato, contribuindo na identificacdo precoce de novos casos de
tuberculose e, com isso, quebrando a cadeia de transmissao do bacilo. (PARIDA et
al., 2008; NUNES, 2013).

A amplificacéo isotérmica de DNA mediada por loop foi desenvolvida por NOTOMI
et al (2000) e € uma técnica capaz de amplificar, sob condi¢cbes de temperatura
constante, uma grande quantidade de DNA alvo em um curto intervalo de tempo.
tempo (NEONAKIS, SPANDIDOS, PETINAKI, 2011; NOTOMI et al, 2000).

O LAMP utiliza uma enzima termoestavel chamada Bst polimerase juntamente com
trés pares de primers que sdo desenhados para amplificar cerca de oito regifes do
DNA alvo (NEONAKIS, SPANDIDOS, PETINAKI, 2011). Essa enzima foi isolada de
uma bactéria mesoéfila Bacillus stearothermophilus. Classificada como uma DNA
polimerase |, € uma enzima com atividade de abertura e liberacéo de fita simples de
DNA (MCCLARY et al, 1991).

O LAMP é caracterizado pela utilizacdo de trés pares de oligonucleotideos: os
primers internos (FIP E BIP), que amplificam regidesinternas do DNA alvo e os primers
externos (F3 E B3), que reconhecem sequéncias mais externas e atuam na separacao
da dupla fita. Além disso, também podem ser utilizados nos ensaios de LAMP os Loop
primers (FLP E BLP), que se anelam nas estruturas de alca formadas durante as
etapas de amplificacdo e tem como funcdo aumentar a especificidade e acelerar a
reacdo por hibridizarem em sitios adicionais ndo acessados pelos primers internos
(MORI, NOTOMI, 2009; NUNES, 2013).
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Os primers internos (FIP e BIP) sé&o constituidos de duas sequéncias distintas: a
porcdo F2 (B2 no reverso) que se anela aos estagios iniciais da amplificagéo e a
porcao Flc (Blc), que se anela as etapas finais da reac&o. Logo, 0 primer interno
forward é constituido pela sequéncia F2, um espacador (TTTT) e a sequéncia F1c,
enquanto o primer inerno reverso possui uma sequéncia B2, um espacador e a
sequéncia Blc. Os primers externos sdo consttuidos por uma Unica sequéncia F3
(B3), complementar a uma sequéncia F3c (B3c) no gene alvo (NOTOMI et al, 2000)

A amplificacdo por LAMP compreende duas etapas: a parte ciclica, onde ocorre a
producdo de material inicial e a parte de extensédo e reciclagem (MORI, NOTOMI,
2009). Inicialmente, o primer interno FIP hibridiza, na sua por¢cdo F2, a regiédo
complementar ao DNA alvo (F2c), iniciando o processo de amplificacdo pela DNA
polimerase. Posteriormente, o primer externo F3 se anela em uma regido
complementar (F3c), que se localiza em uma posicao anterior a regidao F2c (NOTOMI
et al, 2000; TOMITA et al, 2008).

A hibridizacéo do primer externo (F3) ocorre posterior a do primer interno(FIP), pois
0 F3 possui bases mais curtas e esta em uma concentragdo menor. Com o inicio da
sintese da fita de DNA iniciada pelo primer externo, ocorre a liberacao da fita ligada
ao primer interno (NOTOMI et al, 2000; TOMITA et al, 2008).

Devido a estrutura do primer FIP (F2 + F1c), a porcdo F1c se anela a sequéncia F1
da propria fita por complementariedade de bases, que se localiza numa regido mais
interna do que F2c, formando uma alga em sua extremidade. A fita contendo a alca é
utilizada como um molde para os primers reversos interno (BIP) e externo (B3), que
se anelam na mesma e inicam a sintese de uma nova fita de DNA, repetindo o
processo descrito anteriormente. O produto final dessa etapa € uma estrutura
compostapor uma alca em ambas as extremidade, conforme observado na figura 1
(NOTOMI et al, 2000; TOMITA et al, 2008; PARIDA et al., 2008).
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Figura 1 - Etapa de produgdo do material inicial da técnica de Amplificagdo Isotérmica em
Alca
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Legenda: Etapa de producéo do material inicial da técnica de LAMP. O primer reverso interno
(BIP) é representado pela cor azul-escura, sendo contituido pelas por¢des Blc e B2. O primer
reverso externo (B3), também é representado pela cor azul-escura. As regides em azul claro (B3,
B2 e B1; B3c, B2c e Blc) representam &reas da fita de DNA alvo que sdo complementares aos
primers reversos. O primer foward interno (FIP) é representado pelacor vermelha, sendo
contituido pelas por¢des Flc e F2. O primer foward externo (F3), também é representado pela
cor vermelha. A regides em laranja (F3, F2 e F1; F3c, F2c e F1c) representam areas da fita de
DNA alvo que sao complementares aos primers foward. Inicio da reagao, havendo o anelamento
do primer FIP. 2. Extensdo da fita complementar iniciada pelo primer FIP, seguido do anelament
do primer F3. 3. Extensao da fita complementar iniciada pelo primer F3, que resulta na liberacao
da fita complementar iniciada pelo primer FIP. 4. Formacdo da estrutura de alga em uma das
extremidades da fita de DNA complementar liberada, acompanhada pelo anelamento do primer
reverso BIP na extremidade oposta. Durante a etapa de extensao, ocorre também o anelamento
do primer reverso B3. 5. Extenséo da fita complementar iniciadapelo primer B3, que resulta na
liberacdo da fita complementar iniciada pelo primer BIP, havendo a formacéo de algas em cada
uma das extremidades da fita, deixando-a com o formato de “haltere”, sendo esse o produto final

da etapa de iniciacao.

Fonte: Adaptado de Notomi et al (2000).
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A amplificacdo ciclica ocorre quando o primer FIP se anela as sequencias
complementares presentes em uma das algas da estrutura formada. A ligacao do FIP
também faz com que a alga presente na extremidade oposta seja desfeita, liberando
as regides complementares ao primer BIP, que se anelam, formando uma nova alga.
O conjunto dessas alteracdes leva ao surgimento de estrutura intermediaria de DNA.
Como resultado desse processo, estruturas de varios tamanhos consistindo de
repeticdes alternadas invertidas da sequéncia alvo sdo formadas na mesma fita. A
reagao ciclica continua levando ao acumulo de aproximadamente 10° copias do gene
alvo em menos de uma hora (NOTOMI et al, 2000; NUNES, 2013).

Figura 2 - Etapa de amplificacéo da técnica de Amplificacdo Isotérmica em Al¢ca
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Legenda: Etapa de amplificacéo ciclica da técnica de LAMP. O primer reverso interno (BIP) é
representado pela cor violeta. As regies em azul (B3, B2 e B1; B3c, B2c e Blc) representam
areas da fita de DNA alvo que sdo complementares ao primers reverso. O primer foward interno
(FIP) é representado pela cor vermelha. A regides identificadas como F3, F2 e F1; F3c, F2c e F1c
representam areas da fita de DNA alvo que s&do complementares ao primer foward. 1. Anelamento
do primer FIP em uma das al¢gas da estrutura de haltere. 2. sintese de uma nova fita de DNA,
fazendo com que a alca presente na extremidade oposta seja desfeita, liberando as regides

complementares ao primer BIP. 3.Anelamento das regides complementares ao primer BIP,
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formando uma nova alga. O resultado final € uma estrutura intermediaria, com o dobro de

tamanho da regido alvo, constituida por duas algcas e uma extremidade livre.

Fonte: Adaptado de Notomi et al (2000).

Figura 3 - Etapa de extenséo e reciclagem da técnica de Amplificacéo Isotérmica em Alga
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Legenda: Etapa de extensao e ciclagem da técnica de LAMP. O primer reverso interno (BIP) é
representado pela cor azul-escura. As regides em azul (B3, B2 e B1; B3c, B2c eBlc)
representam areas da fita de DNA alvo que sdo complementares ao primers reverso. Oprimer
foward interno (FIP) é representado pela cor violeta. A regides identificadas como F3,F2 e F1;
F3c, F2c e Flc, em vermelho, representam areas da fita de DNA alvo que sdo complementares
ao primer foward. 1. A estrutura formada na etapa de amplifagcéo ciclica servira de molde para o
anelamento do primer BIP. 2. O primer BIP repetird o processo realizado pelo primer FIP: A
sintese de uma nova fita de DNA, faz com que a alca presente na extremidade oposta seja
desfeita, liberando as regides complementares ao primer FIP, seguido do anelamento dessas

regibes, que formam uma nova alca. 3. Esse processo ira iniciar uma cascata, onde ocorrera a
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repeticdo das etapas anteriormente citadas, tornando a molécula de DNA cada vez maior a cada

ciclo.

Fonte: Adaptado de Notomi et al (2000).
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3 PERGUNTA CONDUTORA

O kit molecular baseado em LAMP em um unico tubo € eficaz na detecgdo do

Mycobacterium tuberculosis para o diagnostico da tuberculose pulmonar?
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4 HIPOTESE

O KIT molecular baseado em LAMP em um unico tubo é eficaz na detecgao do

Mycobacterium tuberculosis para o diagndstico da tuberculose pulmonar.
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5 OBJETIVOS

5.10bjetivo Geral

Desenvolver um kit baseado em amplificacao isotérmica de DNA mediada por Loop

(LAMP-PCR) em unico tubo para o diagndstico da tuberculose pulmonar.

5.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o limite de detec¢ao do kit de LAMP em um unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) utilizando concentracfes conhecidas de DNA genbmico da cepa de

referéncia H37Rv do Mycobacterium tuberculosis;

b)  Avaliar, em condi¢des controladas de estocagem por um periodo maximo de 3
meses, a estabilidade do kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR);

c) Avaliar o desempenho do kit de LAMP em dnico tubo (KIT LAMPLIUTT- PCR)
em DNA extraido de amostras bioldgicas de escarro de pacientes diagnosticados

com tuberculose pulmonar;

d) Comparar o desempenho do kit de LAMP em unico tubo (KITLAMPLIUTT-PCR)

com o LAMP convencional e os testes convencionais de diagnéstico.
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6 METODOLOGIA

6.1 Kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR)

O KIT LAMPLIUTT-PCR foi desenvolvido a partir da técnica de amplificacdo
isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP) previamente otimizada pelo grupo,
associada a tecnologia de unico tubo (modelo passivelde patente), para detec¢ao do
alvo molecular 1IS6110.

O kit tem capacidade de performar até cinquenta reagdes, sendo constituido por
microtubos de 0,2 mL contendo todos os reagentes necessarios para a realizacdo da

técnica.

Com o intuito de auxiliar na detecgao visual, em conjunto com os reagentes, foi
adicionada ao kit uma lanterna de emissao de radiag&o ultravioleta (UV). Além disso,
0s reagentes e a lanterna foram encaminhados em uma caixa especificamente
desenhada para acondicionar os insumos do LAMPLIUTT-PCR KIT, com a finalidade

de manter a temperatura e a umidade estaveis.

6.2 Avaliacdo do limite de deteccdo do kit de LAMP em um unico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR) utilizando concentracdes conhecidas de DNA gendémicoda

cepa de referéncia H37Rv do Mycobacterium tuberculosis

A reacdo de LAMP em unico tubo foi realizada seguindo as recomendac¢des
descritas por KOHAN et al., 2011.

Para avaliar e definir o limite de deteccdo do KIT LAMPLIUTT-PCR, foi feita uma
curva de diluicao de DNA do Mtb, da cepa de referéncia H37Rv na proporcao de 1:10,
variando de 100pg/pLa 1fg/uL, incialmente em agua MilliQ®, afim de avaliar possiveis

inibidores que poderiam estar presentes no ensaio.

A curva de diluicdo na amostra biolégica de escarro foi realizada a partir de um
controle negativo (amostra sabidamente negativa com exames laboratoriais
convencionais e moleculares negativos de paciente sem TB) submetido ao processo

de extracdo de DNA. A amostra extraida foi contaminada com uma aliquota de DNA
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da cepa de referéncia H37Rv do Mtb, de concentragdo conhecida, previamente
dosada em nanodrop 2000. A partir da concentracao inicial, foi feita uma diluicéo,

na proporcao de 1:10, variandode 100pg/pL a 100ag/uL.

6.3 Armazenamento dos reagentes do LAMP em unico tubo

Os reagentes foram armazenados dentro de uma caixa especificamente desenhada
com a finalidade de avaliar sua durabilidade em temperatura de geladeira (4°C),
sendo considerada a temperatura ideal para armazenamentode reagentes e kit de
diagnésticos. Essa analise foi realizada no dia zero até 90dias (3 meses).

A analise da estabilidade dos reagentes estocados na temperatura e condigcao
descrita acima, foi avaliada em um periodo maximo de 3 meses. Inicialmente, um
ensaio foi realizado no primeiro dia, outro apés 15 dias e um terceiro apds 30 dias.

Posterior a isso, foram feitas analises mensais até o terceiro més.

6.4 Caracterizacado de area e populacéo de estudo

O Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) e o biorrepositorio localizado
no Laboratério de Imunoepidemiologia/FIOCRUZ/PE. Além disso,foram selecionadas
amostras biolégicas de escarro, de ambos os géneros, faixa etaria variada de
pacientes provenientes dos servicos de saude do SUSde Pernambuco, mais
precisamente do Hospital Agamenon Magalhaes (HAM).

O diagnostico e tratamento especifico foi conduzido pelo médico responsavel do
servico publico de saude. Os exames de cultura em meioespecifico e os testes
laboratoriais moleculares foram executados nosLaboratérios de Imunoepidemiologia
(LIE), situado no Departamento de Imunologia e no Nucleo de Plataforma Tecnoldgica
(NPT) do Instituto Aggeu Magalhaes da Fundacao Oswaldo Cruz (IAM/Fiocruz).

6.5 Avaliacdo do desempenho do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR )em DNA extraido de amostras bioldégicas de escarro de pacientes

diagnosticados com tuberculose pulmonar

6.5.1 Definicdes dos grupos para coleta de amostras bioldgicas:
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As amostras bioldgicas de escarro foram extraidas e alocados em dois grupos de

acordo com os critérios clinico-epidemioldgicos e laboratoriais:

a) Grupo TB pulmonar: Amostras biologicas de pacientesprovenientesdos
servicos publicos de salde com evidéncias clinicas e epidemiologicas e
diagnoéstico confirmado bacteriologicamente atravées dos exames de
baciloscopia, cultura, raio X de térax ou o teste molecular GeneXpert
MTB/RIF.

b) Grupo sem TB: Amostras bioldgicas de pacientes provenientes dos servi¢cos
publicos de saude sem TB que procuraram o servico de saude por outra
doenca, com quadro clinico e laboratorial ndo compativel coma tuberculose

e epidemiologia negativos para TB.

6.6 Critérios de excluséao

Amostras biologicas coletadas de maneira insuficiente ou incorreta para

processamento e casos onde houve contaminagao da cultura.

6.7 Métodos de coleta e processamento do material

6.7.1 Amostra de escarro

Foram coletados através de eliminacédo espontanea de 1 a 5 mL de escarro, em
tubo seco rosqueado e estéril, em uma Unica amostra com o paciente ao acordar, em
jejum. No Laboratério de Imunoepidemiologia, foi realizada a descontaminagdo do
material seguindo o protocolo do Método de Petroff (NaOH4%) (BRASIL, 2008) e
acondicionadas a -20°C para o processamento de extragao de DNA, utilizagdo no kit
de LAMP em unico tubo, no LAMP convencional e GeneXpert. Uma outra aliquota da
amostra descontaminada foi enviada ao Laboratério de NB3 do IAM/FIOCRUZ

pararealizagcado da cultura de micobactérias.

6.8 Extracdo de DNA
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A extracdo de DNA da amostra foi realizada através do QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. Inicialmente, em um microtubo, 20 ul de
proteinase K foram adicionados a uma aliquota de 200 plda amostra in natura
juntamente com 200 pl do Buffer AL, cujo conteudo foi homogeneizado no voértex por
15 segundos e incubado em banho-maria a 562C por 10 minutos. Posteriormente, foi
submetida a centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 minuto. Apos centrifugacdo, foram
adicionados 200 pl de etanol (96 — 100%) a amostra e, novamente, agitadas em vortex
por 15 segundos. Logo apds, foi novamente centrifugada a 13.000 rpm por 1 minuto.
O conteudo do tubo foi transferido para a coluna especifica do kit e centrifugada a
8.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi colocada em um novo tubo coletor do kit e o tubo
contendo o produto da centrifugacao foi descartado. Adicionou-se a coluna 500 pl do
Buffer AW1 e foi realizada a centrifugacao a 8.000 rpm por 1 minuto. Imediatamente,
a coluna foi colocada em um novo tubo coletor e o tubo contendo o filtrado foi
descartado. O Buffer AW2 foi adicionado a amostra e centrifugada a 13.000 rpm por 5
minutos. O conteudo do tubo coletor foi desprezado e, logo em seguida, foi novamente
centrifugado a 13.300 rpm. A etapa posterior consistiu em colocar a coluna em um
microtubo previamente identificado e adicionar 200 pl do Buffer AE. A amostra foi
incubada em temperatura ambiente durante 5 minutos para melhor concentragéo do
DNA, e por ultimo, centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto, sendo descartada a coluna

e guardado o microtubo contendo o produto da extracdo a -20 °C.

6.9 Amplificacdo isotérmica em al¢ca (LAMP)

Foram utilizados trés pares de primers para a amplificacdo do alvo molecular
IS6110, sendo um par de primers externos (F3, B3), um par de primers internos (FIP,
BIP) e um par de primers do loop (FLP, BLP) trazendo maior especificidade e

velocidade de reacgdo. Os primers estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers utilizados no teste de LAMP

Primers Sequéncia Tamanho

CCTAACCGGCTGTGGG
F3 A 18



B3

FIP

BIP

FLP

BLP

CGAGTACGCCTTCTTG
TTGG
GACGTAGGCGTCGGTG
ACAAAGGCAGACCTCA
CCTATGTGTC
GTCGCTTCCACGATGG
CCACGGTCCAGATGGC
TTGCTC
TAGGCGAACCCTGCCC
A
TGGTCCTCGACGCGAT
C

20

42

38

17

17
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Fonte: kohan et al., 2011 (traducdo nossa)

O estudo utilizou como base os protocolos descritos por Kohan e colaboradores

(2011), otimizando-os para maximizar a qualidade do ensaio. As amplificacdes foram

feitas em um termobloco, utilizando uma temperatura constante de 68°C durante

40minutos, seguida por uma inativacdo enzimaticaa uma temperatura de 80°C por

10minutos. O volume final da reagdo de LAMPfoi de 25 uL, contendo 40 uM de cada
F3 e B3, 20 uM de cada FIP e BIP, 5 uM de cada FLP e BLP, Tampaolsothermal
Amplification Buffer (BioLabs®)1x, 9 mM de MgS04, 2,8 mM de dNTP, 5 M de Betaina,
5% de DMSO, 3 U/ul da enzimaBst 2.0 WarmStart DNA Polymerase (BioLabs®) e
3 ul de amostrade DNA.

Os resultado da reacao de amplificagcao isotérmica de DNA mediada por loop foi

visualizada a olho nu, através da adicdo de SYBR Green, segundo Tomita et al.

(2008).
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Figura 4 — Deteccéo visual da reacéo do kit de LAMP em (nico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR)

Nota: Deteccéo visual da reag&o do kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) utiizando o
SYBR Green. O resultado é considerado positivo quando ocorre a viragem de coloracéo de laranja
para verde apés o SYBR Green se intercalar na dupla fita de DNA.

Fonte: O autor

6.10 Considerac6es Eticas

Todos os individuos selecionados para a pesquisa receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) para assinarem, em duas vias e
preencheram uma ficha clinica onde continha todas as informagbes clinicas,
epidemiologicas e laboratoriais que serdao registradas no banco de dados do
Laboratério de Imunoepidemiologia para posterior analises estatisticas. O presente
estudo passou pelo comité de ética da instituicdo sendo aprovadocom a numeracao
de CAAE: 51761021.5.0000.5190.

6.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados em termos de sensibilidade, especificidade eeficiéncia,
com intervalos de confianca de 95%, para fins de acuracia do kit.

Para confiabilidade do kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT- PCR), foi
calculada a concordancia do kit juntamente com as técnicas de diagndsticos

convencionais para tuberculose pulmonar utilizando o indice Kappa.
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7 RESULTADO

7.1 Avaliacdo do limite de deteccdo do kit de LAMP em unico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR)

Com o intuito de otimizar e avaliar a quantidade minima de DNA detectada pelo kit
de LAMP em um udnico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR), foi realizada uma curva de
diluicdo seriada utilizando, inicialmente, a cepade referéncia do M. tuberculosis
(H37Rv) em 4gua autoclavada. A curva de diluicdo tinha concentragcfes que variou de
100pg/ pL a 100ag/ pL.

Foram utilizadas as especificacdes descritas por Kohan e colaboradores (2011),
como descrito na tabela 2, no entanto, apoés feito ensaio de LAMP, nenhum ponto da

curva foi positivo apés a adicao do fluoroforo SYBER Green (Tabela 2).

Tabela 2 - Reagentes utilizados na reagéo do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR), apdés modificacbes nas especificagfes descritas por Kohan e colaboradores (2011).

Concentracao Volume

Tampao 1x 2,5 L
Betaina 0,8M 4 uL
MgSO4 9 mM 2,25 uL
dNTP 1,4 mM 3,5puL
H20 - 2,125 L
DMSO 5% 1,25 uL
F3 0,2 uM 1uL
B3 0,2 uM 1 pL
FLP 0,8 uM 1 pL
BLP 0,8 uM 1L
FIP 1,6 uM 1L
BIP 1,6 uyM 1puL
Bst 2.0 DNA Polymerase 8 u/puL 0,375 pL
DNA - 3L
Total 25 uL

Fonte: O autor



39

As especificacbes de Kohan e colaboradores sofreram alteracdes visando uma
melhor otimizacdo, reprodutibilidade e qualidade do ensaio. Asconcentracdes de
Betaina, dNTP e dos primers (F3, B3, FIP, BIP, FLP, BLP)foram modificadas e a
enzima utilizada foi a Bst DNA polymerase 2. Além disso, o sulfoxido de dimetilo
(DMSO), que tem como funcdo aumentar a estabilidade da enzima também foi

adicionado a reacéo.

Tabela 3- Reagentes utilizados na reagéo do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR), apdés modificagbes nas especificagdes descritas por Kohan e colaboradores (2011).

Concentracao Volume

Tampao 1x 2,5 L
Betaina 5M 4 uL
MgSO4 8 mM 2,25 pL
dNTP 2,8 mM 3,5puL
H20 - 2,125 L
DMSO 5% 1,25 uL
F3 5uM 1L
B3 5 uM 1 puL
FLP 20 uM 1 puL
BLP 20 uM 1 puL
FIP 40 uM 1L
BIP 40 uM 1L
Bst 2.0 DNA Polymerase 5 u/pL 0,375 uL
DNA - 3L
Total 25 uL

Fonte: O autor

ApoOs todas as alteracbes de protocolo, o kit de LAMP em uanico tubo(KIT
LAMPLIUTT-PCR) foi capaz de detectar o alvo molecular do estudo, o 1S6110.
Utilizando a curva de diluigdo anteriormente descrita, o limite de detecgdo em agua

autoclavada foi de 1fg/uL (Figura 5).
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Figura 5 — Limite de deteccao do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em agua

autoclavada.

Nota: Curva de diluicdo para avaliagdo do limite de detec¢ao do dokit de LAMP em Unico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR), obtendo amplificagdo até a concentracdo de 1fg/uL. Os tubos contém
concentracdo de 100pg/ pL, 10pg/ pL, 1pg/ pL, 100fg/ pL, 10fg/ uL e 1fg/ pL, respectivamente.O
ultimo é o controle negativo da reagdo contendo Ong/ pL de DNA.

Fonte: O autor

O limite de deteccao do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT- PCR) também
foi avaliado utilizando curvas de diluicio de DNA de cepa de referéncia do
M.tuberculosis em amostra de escarro, sendo utilizado o protocolo anteriormente

descrito. O limite de detecgéo foi de 1fg/ pL (Figura 6).

Figura 6 — Limite de detecc¢édo do kit de LAMP em anico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) utilizando

amostra bioldgica de escarro.

Nota: Curvas de diluicdo para avaliagédo do limite de detec¢éo do kit de LAMP em dnico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR) em amostra de escarro. Foi obtido amplificacdo até a concentragcéo de 1fg/uL. Os
tubos continham concentracde de 100pg/ pL, 10pg/ uL, 1lpg/ uL, 100fg/ uL, 10fg/ uLe 1fg/ L,
respectivamente, sendo o Ultimo, o controle negativo.

Fonte: O autor

7.2 Avaliacdo das condi¢cfes de estocagem do kit de LAMP em Unicotubo
(KIT LAMPLIUTT-PCR)

Com o objetivo de avaliar as condicbes de estocagem e estabilidade do kit,0
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mesmo passou por uma analise por um periodo maximo de trés meses (90 dias)
acondicionado em caixas especificamente desenhadas para essa finalidade em

temperatura de geladeira (4°C).

A analise de estabilidade dos reagentes estocados na temperatura descrita acima
foi avaliada, inicialmente, no primeiro dia, posteriormente apos 15 dias e um terceiro

teste apo6s 30 dias. Em seguida, foram feitos testes mensais até o terceiro més.

Figura 7 — Analise do primeiro teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR)

Legenda: Primeiro teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em
condicoes de temperatura de geladeira. Os tubos continham concentracdes de DNA de 100pg/ L,
100fg/ uL, 1fg/ uL e o controle negativo.

Fonte: O autor

Figura 8 — Analise do teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) apés 15 dias
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Nota: Teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em condi¢cdes de
temperatura de geladeira ap6s 15 dias. Os tubos continham concentrag6es de DNA de 100pg/ L,
100fg/ uL, 1fg/ uL e o controle negativo.

Fonte: O autor.

Figura 9 — Analise do teste de estocagem do kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) apés 30 dias.

Nota: Teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em condigoes de
temperatura de geladeira ap6s 30 dias. Os tubos continham concentracdes de DNA de 100pg/ pL,
100fg/ L, 1fg/ uL e o controle negativo.

Fonte: O autor.

Figura 10 — Andlise do teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) apés 60 dias.

Nota: teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em condicoes de
temperatura de geladeira apds 60 dias. Os tubos continham concentracdes de DNA de 100pg/ pL,
100fg/ uL, 1fg/ yuL e o controle negativo.

Fonte: O autor
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Figura 11 — Analise do teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) apés 90 dias.

Nota: teste de estocagem do kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em condi¢des de
temperatura de geladeira apds 60 dias. Os tubos continham concentracdes de DNA de 100pg/ pL,
100fg/ L, 1fg/ UL e o controle negativo.

Fonte: O autor
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7.3 Avaliacdo do desempenho do do kit de LAMP em unico tubo (KIT
LAMPLIUTT-PCR) na deteccdo especifica do Mtb em amostras de

expectoracao

O do kit de LAMP em unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) foi testado em 59 amostras
de pacientes diagnosticados em tuberculose pulmonar (Grupo 1) e 44 amostras de
pacientes diagnosticados sem tuberculose (Grupo 2), totalizando um N amostral de

103 pacientes.

Em relacdo ao desempenho do kit, foram avaliados valores desensibilidade e
especificidade. A sensibilidade encontrada foi de 98,28% e a especificidade foi de
95,56%. Também foram calculados os valores preditivos positivos (96,61%) e negativo
(97,73%). A acuracia do kit também foi avaliada, tendo como resultado 97,09%
(Tabela 4).

Tabela 4- Parametros de avaliagdo dodo kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) na
deteccéo do alvo 1S6110 para diagnéstico da tuberculose pulmonar.

Parametro Calculo IC (95%)
Sensibilidade 98,26% 90.86 - 99.7
Especificidade 95,56% 85.17-98.77
Valor Preditivo
Positivo 96,61% 88.46 - 99.07
valor Breditivo 97,73% 88.19 - 99.6

egativo
Acuracia 97,09% 91.78 - 99
Legenda: IC = Intervalo de
Confianca

Fonte: O autor

Para avaliar o desempenho do kit comparado aos testes convencionais utilizados
na pratica clinica, também foram calculados valores de sensibilidadee especificidade
isoladamente para cada tipo de teste (Baciloscopia, LAMP convencional e
GeneXpert). Para os valores isolados de LAMP convencional,foi encontrada uma
sensibilidade de 98,33% e especificidade de 100%. Em relacdo ao GeneXpert,
foram obtidos valores de sensibilidade de 96,72% e especificidade de 100%. Para a

baciloscopia, foi encontrada uma sensibilidade de 66.1% e uma especificidade de



100% (Tabela 5).
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Tabela 5- Parametros de avaliacdo de comparacdodo kit de LAMP em Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-
PCR) na deteccdo do alvo 1S6110 com o LAMP convencional e GeneXpert paradiagnéstico da

tuberculose pulmonar.

Parametro Célculo IC (95%)
Baciloscopia
Sensibilidade 66.1% (53.37, 76.86%)
Especificidade 100% (91.97, 100Y)
Valor Preditivo Positivo 100% (91.03, 100%)
Valor Preditivo Negativo 68.75 (56.61, 78.77%)
%
Acurécia 80.58% (71.9, 87.06Y)
LAMP Convencional
Sensibilidade 98.33% (91.14, 99.711)
Especificidade 100% (91.8, 100Y)
Valor Preditivo Positivo 100% (93.89, 100%)
Valor Preditivo Negativo 97.73% (88.19, 99.6Y)
Acuracia 99.03% (94.7, 99.831)
GeneXpert
Sensibilidade 96,72% (88.81, 99.1Y)
Especificidade 100% (91.62, 100%)
Valor Preditivo Positivo 100% (93.89, 100%)
Valor Preditivo Negativo 95.45% (84.86, 98.74%)
Acuracia 98.06% (93.19, 99.471)

Legenda: IC = Intervalo de Confianca

Fonte: O autor
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8 DISCUSSAO

A tuberculose ainda se apresenta como um problema de saude publica e um dos
grandes desafios da doenca é a confirmacdo diagndstica que permanece
apresentando falhas na deteccdo do bacilo (OLIVEIRA et. al, 2021). Os métodos
convencionais de identificacdo do Mycobacterium tuberculosis (baciloscopia e cultura)
apresentam sensibilidade comprometida, o que leva a inUmeros casos de tuberculose
sem confirmacdo (DOS SANTOS SILVA et. al, 2019).

A deteccéo do bacilo no inicio da infeccéo € primordial para um melhor prognéstico
do paciente. Por isso, se observa a necessidade dodesenvolvimento de novos
meétodos de diagndsticos rapidos, sensiveis e que possuam baixo custo capazes de
auxiliar os métodos considerados como convencionais, ou seja, métodos aplicados de
rotina na clinica médica. (BAILEY, 2011; GEORGE, 2011; DOS SANTOS SILVA et.
al, 2019). A técnica de LAMP & um método diagndstico molecular, de elevada
sensibilidade e especificidade, podendo ser promissora como uma nova ferramenta
diagnostica para a TB (GONCALVES et al., 2014).

No estudo, foi avaliado o desempenho de um kit molecular baseado em LAMP em
Unico tubo para detecgdo do alvo molecular 1IS6110. Inicialmente foram utilizadas as
especificacdes descritas por Kohan et al., 2011. No entanto, nenhum ponto da curva
de diluicéo utilizada na avaliagéo do limite de detec¢éo se mostrou positivo ou possuiu
amplificacdo inespecifica apds a adicdo do SYBR Green na reacdo, indicando que

nao houve amplificacéo.

Com o intuito de otimizar a técnica, maximizar a reprodutibilidade e qualidade do
ensaio, as especificacdes utilizadas inicialmente passaram pelo processo de
modificagcdo. As concentra¢cfes de alguns reagentes foram alteradas, sendo eles:
betaina, dNTP e todos os primers (F3, B3, FIP, BIP, FLP, BLP). A enzima Bst DNA
Polymerase Large Fragment® que foi utilizada no estudo de Kohan et al (2011) foi
substituida pela Bst 2.0 WarmStart® DNA Polymerase e o reagente sulfoxido de
dimetilo (DMSO) foi adicionado a reagédo,uma vez que o reagente tem a funcdo de

aumentar a estabilidade dessa enzima.

Kohan e colaboradores (2011) utilizaram, em seu estudo, betaina na concentracao
de 0.8M. A betaina € um composto responsavel por trazer estabilidade as reacdes de

LAMP e também de outras reacdes baseadas em PCR. Além disso, tambéem é
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responsavel por aumentar a estabilidade da dupla fita de DNA, auxiliando na
especificidade da reacdo e diminuindo as chancesde amplificagBes inespecificas
(FRACKMAN et al, 1998; NOTOMI et al, 2000). Assim como a betaina, o DMSO é
conhecido por aumentar a estabilidade das reacfes baseadas em amplificacdo de
acidos nucléicos (FRACKMAN et al, 1998). Segundo estudos de Kang e
colaboradores (2005) e Jensen, Fukushima e Davis (2010), a utilizacdo da betaina em

associagdo ao DMSO aumenta consideravelmente a estabilidade da reagéo.

No presente estudo, ndo foi observada amplificacdo da técnica de LAMP apenas
com o uso da betaina. Por isso, a adigdo do DMSO foi essencialquando utilizado junto
com a betaina. A betaina foi testada em diversas concentracdes que variou de 0.8M

a 5M, sendo a ultima a concentracdo que apresentou melhores resultados.

No trabalho de Kohan e colaboradores (2011), foi utilizada a enzima Bst DNA
polymerase, Large Fragment® (New England Biolabs), em uma concentracdo de 8U/
ML. No presente estudo, a enzima foi substituida pela Bst 2.0 WarmStart® DNA
Polymerase (New England Biolabs), em uma concentracéo de 5U/ yL. Essa enzima é
caracterizada por apresentar umamaior estabilidade, diminuindo as amplificagbes
inespecificas e aumentando a eficiéncia da reacao (MORI; KANDA; NOTOMI, 2013).

Em seu estudo, Kohan e colaboradores (2011) utilizaram dois pares de primer: 0s
primers internos (BIP e FIP), os primers que se hibridizam nas alcas (BLP e FLP) e
os primers externos (B3 e F3), nas concentracdes de 1,6 uM,0,8 uM e 0,2 uM,
respectivamente. No entanto, baseando-se em especificacbes presentes na
literatura, como as descritas por Gandasegui e colaboradores (2018), foram testadas
diferentes concentracdes de primer, mantendo a propor¢ao descrita por Kohan et al
(2011) de 8:4:1 (Primers Internos : Primers do Loop : Primers Externos,
respectivamente) afim de manter a nova padronizacdo. Assim, as concentragdes que
melhor se adequaram ao nosso estudo foram: 40 yM para os primers BIP e FIP, 20

MM para os primers BLP e FLP e 5 yM para os primers B3 e F3.

Apos todas as alteracdes necessarias nas concentracoes dos reagentes, a reacao
do kit de LAMP em unico tubo amplificou nos pontos desejaveis e, com isso, foi

possivel ver, a reacdo quando positiva e quando negativa.

Para avaliar o limite de deteccéo do kit de LAMP em unico tubo, foram utilizadas

curvas de diluichio do DNA génomico da cepa de referéncia H37Rv do
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Mycobacterium tuberculosis em agua milig e amostra negativa de escarro para avaliar

se algum componente presente na amostra poderia inteferir no desempenho do Kkit.

A curva de dilucédo foi produzida utilizando concentracées do DNA génomico da
cepa de referéncia H37Rv do Mycobacterium tuberculosis sabidamente conhecidas e
previamente dosadas em nanodrop 2000 inicialmente em agua MilliQ. A partir da
concentracgéo inicial, foram feitas diluicbes seriadas que variou de 100pg/ L a 1fg/ pL.
A curva de diluicdo nas amostra bioldgica de escarro foi realizada a partir de um
controle negativo (amostra sabidamente negativa com exames laboratoriais
convencionais e moleculares negativos de paciente sem TB) que foi submetido ao
processo de extracdo de DNA. A amostra extraida foi contaminada com uma aliquota
de DNA da cepa de referéncia H37Rv do Mtb, de concentracdo conhecida, também
previamente dosada em nanodrop 2000. A partir da concentragéo inicial, foram feitas
diluicdes, na proporcéo de 1:10, variando de 100pg/ uL a 1fg/uL.

Sabe-se que o genoma de um Uunico bacilo do complexo Mtb € equivalente a
aproximadamente 5fg de DNA (ARYAN et al., 2009; PANDEY et al., 2008). Em todas
as curvas de diluicao analisadas em nosso estudo (dgua Milli-Q e escarro), o limite de
deteccéo obtido foi de 1fg/ L. Logo, baseando-se nesses achados, o kit de LAMP em
anico tubo foi capaz de detectar fragmentos do bacilo contendo o alvo molecular

IS6110 por uL de amostra.

Kohan e colaboradores (2011) encontraram, inicialmente, um limite dedeteccéo de
25fg/ uL para o alvo I1S6110, sendo maior que o obtido no presenteestudo. Entretanto,
apos realizar uma desnaturacédo inicial do DNA molde, a uma temperatura de 95°C
por 3 min, o novo limite encontrado foi de 5fg/uL (KOHAN et al, 2011). Resultado
semelhante (5fg/ uL) p6de ser observado em um estudo indiano, entretanto, a reagcéo

foi otimizada para detecc¢éo do alvo molecular esat6 (KUMAR et al, 2014).

Outros trabalhos encontrados na literatura buscaram avaliar o limite de detec¢éo do
LAMP para diagnéstico da tuberculose. Um estudo desenvolvido por Balne et al
(2015), que tinha como objetivo comparar as técnicas de LAMP, PCR convencional e
PCR em tempo real, encontrou um limite de deteccéo de 10fg/ pyL, porém a reagéo foi
utilizada para detecc¢éo do alvo MPB64 (BALNE et al, 2015). Entretanto, em um estudo
elaborado por Yang e colaboradores (2011), para o alvo 1S1081 o limite de deteccao
encontrado foi de 1pg/ pL (YANG et al, 2011).



49

Ap0s a avaliacdo do limite de detecgéo do kit de LAMP em um Unico tubo com todas
alteracdes necessérias para amplificacdo do produto, analisou-se as condi¢bes de
estocagem e controle de qualidade dos reagentes e do kit. O kit foi armazenado a 4°
C com afinalidade de avaliar sua durabilidade com relacdo a temperatura ambiente.
. Essa analise foi feita por um total de 90 dias da seguinte maneira: apos 24 horas do

inicio de armazenamento, com 15, 30, 60 e 90 dias de estocagem do Kkit.

Para avaliar os resultados do armazenamento e seu controle de qualidade, foram
utilizadas curvas de diluicdo do DNA do Mycobacterium tuberculosis em escarro, que
variou de 100pg/ pL a 1fg/ pL, semelhante a curva de dilugdo utilizada para observar
o limite de deteccdo. Em todas as avaliagcbes, o resultado da estocagem e
armazenamento na temperatura de geladeira (4°C)foi de 1fg/ uL. Neste contexto e
diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que mesmo ap6és 90 dias de
estocagem dos reagentes a 4°C (geladeira), os reagentes mantiveram sua
estabilidade do kit de LAMP em um Gnico tubo conservadas, consequentemente ndo
alteraram o desempenho dokit de LAMP em um unico tubo. Desta forma, na etapa
de avaliacao do kit e necessidade de distribuicdo nos servicos de saude, 0 mesmo

podera ser armezenado na geladeira a uma temperatura de 4°C.

No estudo de Chen e colaboradores (2016) foi feita uma estocagem a 4°C, 25°C e
37°C onde puderam obter um ensaio de LAMP capaz de detectar cerca de 25 cépias
do alvo molecular para Coxiella a 4°C. Foi visto que a medida que a temperatura de
armazenamento aumentou, a capacidade de amplificacdo diminuiu, tornando-se
uma variavel inversamente proporcional. Além disso, em locais tropicais onde a
temperatura média varia em torno de 30°C, foi visto queo kit poderia estar viavel em
ate 42 dias.

Outro estudo também desenvolvido pelo Chen e colaboradores (2016)avaliou as
condicbes de estocagem dos reagentes do LAMP para deteccdo do DNA da
leptospira. Os reagentes permaneceram estaveis quando armazenados a 4°C por
trés meses, semelhante encontrado no presente estudo, e 1 més quando armazenado

a 25°C. Nao foram encontrados estudos envolvendo Mycobacterium tuberculosis.

No estudo, os pacientes que foram incluidos na pesquisa foram subdividido em
dois grupos de acordo com o seu diagnostico final: Grupo 1: Pacientes com
tuberculose e Grupo 2: Pacientes sem tuberculose (grupo controle). Ambos os grupos

foram avaliados de acordo com as principais caracteristicas clinico-epidemiolégicas,
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sendo o diagnoéstico realizado pelo médico de cada servico de saude (vide

metodologia).

Devido ao numero pequeno de individuos selecionados e de amostras de escarro
testadas faz-se necessario, uma etapa posterior de avaliacdo, com umn amostral
maior, para obtengdo de resultados mais fidedignos e significantes, levando em
consideracdo o excelente desempenho do LAMP em um Uunicotudo obtido nesse

estudo.

Foi demonstrado no estudo, um 6timo desempenho do kit molecular baseado em
LAMP em um unico tubo, na deteccdo do alvo 1S6110 em amostra biolégica de
expectoracéo, com sensibilidade de 98,28% e especificidade de 95,56% inclusive com
valores iguais ou melhores em relacdo a varios testes descritos na literatura para a

deteccédo de TB.

De acordo com a literatura, métodos de diagndsticos com elevada sensibilidade
apresentam uma maior probabilidade de identificar a doenca, utilizados,
principalmente, para excluir hipoteses diagnosticas. Testes sensiveis sao
recomendados em casos onde o diagndstico incorreto pode interferir negativamente
no prognostico de pacientes com doencas sérias, mas mas que possuam tratamento

eficaz, como é o caso da tuberculose (MENEZES, 1999).

Yan et al., (2019) realizou um estudo utilizando 133 casos hospitalizados com
suspeita de tuberculose ativa associada a pneumoconiose. Dos 133 pacientes com
suspeita de tuberculose, 37,59% foram positivos no GeneXpert MTB/RIF, 34,59%
foram positivos no BACTEC-MGIT 960 e 30,08% foram positivos na cultura de
Lowenstein-Jensen (LJ). A sensibilidade do GeneXpert MTB/RIF utilizando os alvos
moleculares I1S6110 e rpoB e BACTEC-MGIT 960 na detecgao do bacilo foi de 92,5%

e 95,0%, respectivamente, semelhante ao do presente estudo.

No estudo de TANG et al., (2017) foi avaliado o desempenho do GeneXpert MTB
RIF onde utilizou 240 amostras de pacientes com suspeita de tuberculose. dessas
240, a taxa de positividade foi de 36,6% (87/238) para o ensaio do GeneXpert MTB
RIF. Quando comparado com a cultura, a sensibilidade do GeneXpert utilizando os
alvos moleculares 1S6110 e rpoB foi de 84,0% (68/81), relativamente inferior ao teste

do presente estudo.

YADAV et al., (2017), realizaram um estudo que visava avaliar odesempenho de
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um kit molecular comercial baseado em LAMP para o diagnostico da tuberculose
pulmonar. 530 pacientes com sintomas de tuberculose pulmonar foram submetidos
ao processo de coleta de amostra de expectoracao e diagnostico pelo kit Loopamp™
MTBC Detection. A sensibilidade e especificidade para o kit Loopamp™ MTBC
Detection foi de 100% e 99,2% respectivamente, sendo superior a encontrada em
nosso estudo, entretanto, ndo foi indicado pelos autores qual o alvo molecular

utilizado.

RAKOTOSAMIMANANA et al., (2019), avaliou o desempenho do Loopamp MTBC
Detection Kit® na deteccdo do Complexo Mycobacterium tuberculosis em 548
amostras de expectoracéo. A sensibilidade do teste foi de 84% e a especificidade foi
de 98,4%, bastante distinto ao que foi encontrado no presente trabalho. O alvo
molecular utilizado para deteccdo do complexo fo o gyrB, o que pode ter impactado

nesses resultados.

Conforme foi observado, existe uma pequena variedade de valores de sensibilidade
e especificidade nos trabalhos obtidos na literatura. Nesse contexto, alguns resultados
podem ter sido impactados por refletir na escolha do alvo molecular como também

em amostras viaveis para o teste.

Em relacdo aos alvos moleculares, foi visto que o0 1S6610 foi bastante utilizado. Esse
elemento de insercdo apresenta um elevado numero de cépias ao longo do
genomado bacilo, possuindo uma elevada especificidade as cepas do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, sendo ideal para estudos de diagnosticos por apresentar
um alto potencial de identificacdo do microorganismo. Por isso, optou-se, no presente
estudo, por esse alvo (ROYCHOWDHURY, MANDAL, BHATTACHARYA, 2015).

Além do alvo molecular, o padréo de referéncia utilizado também pode interferir nos
resultados de senbilidade e especificidade. Sabe-se que novos diagnosticos sao
frequentemente comparados com métodos ja utilizados na pratica clinica, conhecidos
como padrédo-ouro. (VALENSTEIN, 1990; REITSMA et al, 2009). Segundo
preconizado pelo Ministério da Saude, o padrdo-ouro utilizado no diagnostico da
tuberculose, seja na forma pulmonar ou extrapulmonar, é a cultura de micobactérias
(BRASIL, 2008).

Nesse trabalho, fo utilizado um padrao de referéncia composto, onde consistiu no

diagnéstico da tuberculose pulmonar através das andlises clinicas-epidemioldgicas,
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métodos diagndsticos convencionais para tuberculose como baciloscopia e

GeneXpert MTB/RIF. Além dsso, também foi feito o LAMP convencional.

Para fins de avaliacdo do desempenho do kit, foram calculados valores de
sensibilidade e especificidade isoladamente para cada tipo de teste comparado. Em
relacdo ao GeneXpert, foram obtidos valores de sensibildade de 98,33% e
especificade de 100%. Para o LAMP convencional, foi encontrada uma sensibilidade
e uma especificidade de 96,72% e 100%, respectivamente. J& para a baciloscopia, foi

encontrada uma sensibilidade de 66.1% e uma especificidade de 100%.

A utilizacao de amostras de facil obtencdo, como escarro, em métodos moleculares,
€ capaz de garantir um resultado rapido e preciso, evitando o internamento do

paciente e intercorrencias mais agressivas (REBOLLO et al, 2006).

Apesar da baciloscopia possuir um baixo custo (cerca de R$14,00 reais) quando
comparada as outras técnicas convencionais de diagndstico, o tempo que se libera
um resultado pode demorar cerca de 1h por conta da preparacdo do esfregaco,
coloracao e leitura propriamente dita da lamina. Ja o GeneXpert, além de se tratar de
um ensaio caro (cerca de R$165,00), o resultado estara presente apenas apos 1:30
de incubacdo em maquina. No entanto, o kit de LAMP em Unico tubo permite que o
resultado, ou seja, a indentificacéo ou nao do bacilo na amostra de expectoracéo, saia
em torno de 40 minutos, sendo mais rapido que todos os métodos citados acima. O
tempo mais rapido obtido na execucdo do LAMP Unico tubo, representa uma
vantagem muito importante para os servicos de referéncia no diagnostico da
tuberculose, os quais recebem iniUmeras amostras de escarro diariamente o que
dificulta a liberacdo precoce dos resultados, levando ao retardo do tratamento
especifico.

Apesar dos custos referentes ao LAMP convencional e ao de um unico tubo, serem
semelhantes (R$25,00) como também seus desempenhos, observou-se que o kit
LAMP em Unico tubo apresenta uma maior praticidade de execucao, visto que nao
exige uma etapa pré-analitica de aliquotagem de reagente para a corrida, levando ,

consequentemente, um tempo menor para a liberagéo dos resultados.

O kit molecular baseado em LAMP em Unico tubo para detecgéo do alvo 1S6110
realizado em nosso estudo mostrou resultados promissores de desempenho e

praticidade na sua execucdo. Devido a elevada sensibilidade e excelente capacidade
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de deteccdo do DNA gendmico do Mtb, é importante considerar o uso desse método,
associado a outros testes convencionais, para se conseguir maior detecgéo de casos
de TB e preciséo no diagnéstico final, que certamente levardo ao tratamento precoce
e melhor progndstico para os pacientes com tuberculose, sobretudo nas populacées

mais vulneraveis dos paises em desenvolvimento.
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9 CONCLUSAO

b)

d)

O kit de LAMP em unico tubo se mostrou eficaz na detec¢gdo do Mycobacterium
tuberculosis ap0ds alteracbes de protocolo, amplificandoo alvo molecular
IS6110, tendo como limite de detecc¢do 1fg/uL.

Apos analise de estocagem e controle de temperatura, o kit de LAMP em Unico
tubo consegue ficar armazenado por, pelo menos, trés meses em geladeira

(4°C) sem nenhuma alteracédo de desempenho.

O kit de LAMP em unico tubo obteve um bom desempenho na detec¢cédo do
Mycobacterium tuberculosis, apresentando elevada sensibilidade (98,28%) em

amostra biolégica de expectoracdo de individuos com tuberculose pulmonar.

Devido a sua elevada sensibilidade, praticidade e tempo de execucédo reduzido,
o kit tem um excelente potencial de diagnostico, auxiliando os métodos
convencionais no intuito detectar um maior nimero de casos de TB, resultando
em um tratamento precoce e com melhor progndstico sobretudo em regides

aonde a tuberculose é endémica, como no Brasil.



55

REFERENCIAS

ARYAN, Ehsan et al. A novel and more sensitive loop-mediated isothermal
amplification assay targeting 1S6110 for detection of Mycobacterium tuberculosis

complex. Microbiological research, v. 165, n. 3, p. 211-220, 2010.

BRANCO, B. C.; ROCHA, R. M. Interpretacéo Clinica Atual do Teste do PPD: Uma
Abordagem Elucidativa. Revista Brasileira de Ciéncias da Saude, Jodo Pessoa, V.
16, n. 2, p. 249-252, 2012.

BRATS: Boletim Brasileiro de Avaliacdo de Tecnologias em Saude. Brasilia, DF:
ANVISA, ano 6, n. 16, set. 2011. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/periodicos/brats_16.pdf>. Acesso em: 07 jan.2022.

BUSATTO, Caroline et al. Tuberculose ativa versus Tuberculose Latente: uma revisao

de literatura. JournalofInfectionControl. Santa Cruz do sul, v. 4, n. 3, 2015.

CAMPOS, Hisbello S. Diagnostico da tuberculose. Pulméo RJ, Rio de Janeiro, v. 15,
n. 2, p. 92-99, 2006.

DE SOUZA MACIEL, Marina et al. A historia da tuberculose no Brasil: osmuitos tons
(de cinza) da miséria. Sdo Paulo, Revi SociedBrasClinMéd, v. 10, n. 3, p. 226-30,
2012.

FERRI, Anise Osorio et al. Diagnéstico da tuberculose: uma revisdo. Revista
Liberato, Novo Hamburgo, v. 15, n. 24, p. 105-212, 2014.

GLAZIOU, Philippe et al. Global epidemiologyoftuberculosis. Semin. Respir. Crit.
CareMed, New York, v. 34, n. 1, p. 3-16, 2013.

GUIMARAES, Ana Beatriz Giles et al. A HISTORIA DA TUBERCULOSE ASSOCIADA
AO PERFIL SOCIOECONOMICO NO BRASIL: UMA REVISAO DA LITERATURA.
Caderno de Graduacéo-Ciéncias Bioldgicas e da Saude- FACIPE, Recife, v. 3, n.
3, p- 43, 2018.


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/periodicos/brats_16.pdf

56

HIJJAR, Miguel et al. Epidemiologia da tuberculose: importancia no mundo, no Brasil
e no Rio de Janeiro. Pulméo RJ, Rio de Janeiro, v. 14, n. 4, p. 310-4, 2005.

HOUSTON, A.; MACALLAN, D. Extrapulmonary tuberculosis. Medicine, London, v.
42,n. 1, p. 18-22,2014.

JANSEN, José Manoel; CAPONE, Domenico; LOPES, Agnaldo José. A tuberculose
nos primeiros anos do século XXI. Revista Hospital Universitario Pedro Ernesto
(TITULO NAO-CORRENTE), v. 5, n. 2, 2006.

KOHAN, L. et al. Evaluation of loop mediated isothermal amplification for diagnosis of
Mycobacterium tuberculosis complex in clinical samples. African Journal of
Biotechnology, v. 10, n. 26, p. 5096-5101, 2011.

KOZAKEVICH, Gabriel; DA SILVA, Rosemeri. Tuberculose: revisdo de literatura.
Arquivos Catarinenses de Medicina, Santa Catarina, v. 44, n. 4, p. 34-47, 2015.

LACERDA, H. et al. Evaluationof a Nested-PCR for Mycobacterium Tuberculosis
Detection in Bloodand Urine Samples. Brazilian Journal of Microbiology, Recife, v.
42, p.321-329, 2011.

LIMA, Taiza Maschio de et al. Teste rapido molecular GeneXpert MTB/RIF para
diagnéstico da tuberculose. Revista Pan-Amazodnica de Saude, Sao José do Rio
Preto, v. 8, n. 2, p. 65-76, 2017.

MCCLARY, J. et al. Sequencing with the large fragment of DNA polymerase | from
Bacillus stearothermophilus. DNA Sequence, v. 1, n. 3, p. 173-180, 1991.

MORI, Y.; NOTOMI, T. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP): a rapid,
accurate, and cost-effective diagnostic method for infectious diseases. Journal of
Infection and Chemotherapy. v. 15, n. 2, p. 62-69, 2009.



57

NEONAKIS, LK. et al. Use of loop-mediated isothermal amplification of DNA for the
rapid detection of Mycobacterium tuberculosis in clinical specimens. Eur J
ClinMicrobiol Infect Dis, v. 30, n. 8, p. 937-942, 2011.

NEONAKIS, loannis K.; SPANDIDOS, Demetrios A.; PETINAKI, Efthimia. Use of loop-
mediated isothermal amplification of DNA for the rapid detection ofMycobacterium
tuberculosis in clinical specimens. European journal of clinical microbiology &
infectious diseases, v. 30, n. 8, p. 937-942, 2011.

NOTOMI, T. et al. Loop-mediated isothermal amplification of DNA. Nucleic Acid Res.
v. 28, n. 12, 2000.

NUNES, Mariana de Lira et al. Aplicacdo da técnica Loop-
mediatedisothermalamplification (LAMP) no desenvolvimento de um teste para

o diagndstico da peste. 2013. Tese de Doutorado.

PARIDA, Manmohan et al. Loop mediated isothermal amplification (LAMP): a new
generation of innovative gene amplification technique; perspectives in clinical
diagnosis of infectious diseases. Reviews in medical virology, v. 18, n.6, p. 407-421,
2008.

PEDRO, Heloisa da Silveira Paro. Diversidade clinica, epidemiologica e Genética do
Mycobacterium tuberculosis na regido Noroeste paulista. Tese (Doutorado) -

Universidade Estadual Paulista, S&o José do Rio Preto, 2015.

PUROHIT, Manju; MUSTAFA, Tehmina. Laboratorydiagnosisofextra-
pulmonarytuberculosis (EPTB) in resource-constrained setting:
stateoftheart,challengesandtheneed. Journalofclinicalanddiagnosticresearch:
JCDR, v. 9,n. 4, p. EEO1, 2015.



58

QIAAMP, D. N. A. Mini and Blood Mini Handbook. Qiagen,, 2016.

ROYCHOWDHURY, Tanmoy; MANDAL, Saurav; BHATTACHARYA, Alok.
Analysis of 1S6110 insertion sites provide a glimpse into genome evolution of

Mycobacterium tuberculosis. Scientific reports, v. 5, 2015.

ROYCHOWDHURY, Tanmoy; MANDAL, Saurav; BHATTACHARYA, Alok.
Analysisof 1S6110 insertion sites provide a glimpse into genome evolution of
Mycobacterium tuberculosis. Scientific reports, Nova Delhi, v. 5, 2015.

RUFAI, SyedBeenish et al. Performance of Xpert MTB/RIF assay in diagnosisof
pleural tuberculosis by use of pleural fluid samples.
Journalofclinicalmicrobiology, v. 53, n. 11, p. 3636-3638, 2015.

TOMITA, N. et al. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) of gene sequences
and simple visual detection of products. Nature Protocols, v. 3, p. 877-882, 2008.
WORLD HEALTH ORGANIZATION et al. Global tuberculosis report 2017. 2017.

DOS SANTOS SILVA, Natally. Andlise comparativa da técnica de baciloscopia no
diagnéstico da tuberculose pulmonar frente ao GeneXpert em amostras de pacientes
da cidade de Recife, Pernambuco. RBAC, v. 51, n. 1, p. 65-9, 2019.

BRASIL. Ministério da Saude (BR). Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual

Nacional de vigilancia laboratorial da tuberculose e outras micobactérias, 2008.

RAKOTOSAMIMANANA, Niaina et al. Performance and impact of GeneXpert
MTB/RIF® and Loopamp MTBC Detection Kit® assays on tuberculosis case detection
in Madagascar. BMC infectious diseases, v. 19, n. 1, p. 1-8, 2019.



59

YADAV, R. et al. Evaluation of the TB-LAMP assay for the rapid diagnosis of
pulmonary tuberculosis in Northern India. The International Journal of Tuberculosis
and Lung Disease, v. 21, n. 10, p. 1150-1153, 2017.

TANG, Tingyu et al. Evaluation of GeneXpert MTB/RIF for detecting Mycobacterium
tuberculosis in a hospital in China. Journal of international medical research, v. 45,
n. 2, p. 816-822, 2017.

CHEN, Hua-Wei; CHING, Wei-Mei. The development of lyophilized loop- mediated
isothermal amplification reagents for the detection of Coxiella burnetii. JOVE (Journal
of Visualized Experiments), n. 110, p. €53839, 2016

CHEN, Hua-Wei; WEISSENBERGER, Giulia; CHING, Wei-Mei. Development of
lyophilized loop-mediated isothermal amplification reagents for the detection of
Leptospira. Military Medicine, v. 181, n. suppl_5, p. 227-231, 2016.

JIN, Yan et al. Evaluation of GeneXpert MTB/RIF and BACTEC-MGIT 960 for the
detection of tuberculosis among pneumoconiosis-associated tuberculosis patients.
Zhonghualao Dong wei Sheng zhi ye Bing za zhi= Zhonghua Laodong Weisheng
Zhiyebing Zazhi= Chinese Journal of Industrial Hygiene and Occupational Diseases,
v. 37, n. 9, p. 690-693, 2019

REITSMA, Johannes B. et al. A review of solutions for diagnostic accuracy studies with
an imperfect or missing reference standard. Journal of clinical epidemiology, v. 62,
n. 8, p. 797-806, 2009.

VALENSTEIN, Paul N. Evaluating diagnostic tests with imperfect standards.
American Journal of Clinical Pathology, v. 93, n. 2, p. 252-258, 1990.

ZUMLA, Alimuddin; NAHID, Payam; COLE, Stewart T. Advances in the development

of new tuberculosis drugs and treatment regimens. Nature reviews Drug discovery,



60

v. 12, n. 5, p. 388-404, 2013.

ROSSETTI, Maria Lucia Rosa et al. Tuberculoseresistente: revisdo molecular.
Revista de SaudePublica, v. 36, p. 525-532, 2002.

KAUR, Indu Pal; SINGH, Harinder. Nanostructured drug delivery for better

management of tuberculosis. Journal of Controlled Release, v. 184, p. 36-50,2014.

KOLYVA, Anastasia S.; KARAKOUSIS, Petros C. Old and new TB drugs: mechanisms
of action and resistance.Understanding Tuberculosis-New approaches to fighting

against drug resistance, 2012.

VASAVA, Mahesh S. et al. Drug development against tuberculosis: past, present and
future. Indian Journal of Tuberculosis, v. 63, n. 3, p. 252-275, 2017.

PALOMINO, Juan-Carlos et al. Resazurinmicrotiter assay plate: simple and
inexpensive method for detection of drug resistance in Mycobacterium
tuberculosis. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 46, n. 8, p. 2720-2722,
2002.



APENDICE A - PROTOCOLO DE PESQUISA DE

TUBERCULOSE

PROTOCOLO DE PESQUISA DE TUBERCULOSE

2. DATA DA ENTREVISTA

1 NUMSIFO DA] FICHIA NA

i —— R

61

3. PROCEDENCIA:
1 Ambulatino

2 Enlermaria

3171

4. NUMERO DO PRONTUARIO DO HOSPITAL

- I O

[ 1 I 1

I

I

3, HOSPITAL DE ORIGEM/UNIDADE DE SAUDE
1. Hospital dax Clinicas

6, NUMERO DO SAME

2 Hospital Otivio de Freitas ] 1l N
3 IMIP
4 Hospitul Hardo de Lucens
& Oswnido Cruz 7. DATA DO DIAGNOSTICO
6 Jooguim Cavaleanti / /
10 Outro
8. NOME COMPLETO DO PACIENTE CONFORME RG
9. NOME DA MAE OU RESPONSAVEL
10, DATA DE NASCIMENTO | 11, IDADE DO PACIENTE 12, SEXO
5 / 1. Masculing
D:] anoy 2 Feminino D
3 lgnomdo
13, ENDERECO / LOGRADOURO
PONTO DE REFERENCIA
14. BAIRRO 15, CIDADE 16. UF 17. ZONA / AREA |
CD 1 Urbana 3. Persurbana D
2 Ruml 4 Ignorado
I8, TEL, RES, E CELULAR 19, CEP 20, RACA (COR
( ) - . 1. Branca 4. Parda ‘
) : [IIIIIIII]”m“MwD
3 Amarcla 6. Ignorado

21, GRAU DE INSTRUC!O DO PACIENTE 22. RENDA FAMILIAR MENSAL

L Anallabeto 4 2" gran :] 1. Menor ou sgunl o | salano mintmo 4 Outie :'
2 Imicion olfabetizage 5.3 gruu 2 e 2 a4 salanos minumos B Nio sabe informar

317 gron 6 Owo 3 Mais que S saldnos minimes

23, QUANTAS PESSOAS MORAM NA CASA DO 24, QUANTOS ADULTOS? 25, QUANTAS CRIANCAS?
PACIENTE? 1 A2 1 A2

;'3543.6 ] 2 Dedas 2Dedns ]
3 Maussde 6 3 Mais que § 3 Mais que 5

$ Niio sabe informar




1. Um

2 De2ad [:]

3 Mmsded
K. Nio sabe mformar

27. EXISTE ALGUM CASO DE TUBERCULOSE NA
FAMILIA OU EM PESSOA DE CONVIVIO?
1 Sun

2 Niio D

8 Niio sube miormar

37. Caso sim, ha quanto ?
(aso a resposta seja NAO, seguir para 34

26. QUANTOS COMODOS (LOCAIS DE DORMIR) TEM NA CASA?

28. 0 CASO FOI CONFIRMADO?
1 Sm

2. Nio D

8. Nio sabe informar
9 Inaphcavel

Caso a resposta seja NAO, pular para 33.

29. 0 CASO FOI CONFIRMADO POR
BACILOSCOPIA E/OU CULTURA?

1 Sim
2 Nio
8 Nio sabe mformar D

9. Inaphcivel

30, QUAL O GRAU DE PARENTESCO?

1 Mae 6 Primo (a)

2 Pai 7 Outro:

3 Irmi (o) 8 Nio sabe informar
4 AVO(0) 9 Inaphcivel

S To(a) 10. Filho (s)

31. QUAL O TIPO DE CONTATO?

I Intradomiciliar continue (3 4 7 dias/semana, > Gh/dia )

2 Intrademmciliar mtermitente (5 a 7 dias/Semana, < 6h/di)
3. Esporichico (entre 2 a 4 dias/semuna)

& Niio sabe mformar ]

9. Inuphcdvel

32. EM RELACAO AO TRATAMENTO PARA TB O
CONTATO:

1 For tratado tolalmente

2 Fsta em tratamento D

3 Niio wntado

4. Inferrompen o tralamento

8. Nio sabe informmar

9. Inaphcavel

Caso ndio ienha havido interrupedo. segutr para 39.

33. QUAL O MOTIVO DA INTERRUPCAO:

1. Intolerimeia 4o medicamento

2 Falta de medicamento

3. Abandono do tratamenio E
4 Outro molive

8. Nio sabe informaor

9. Inuplicavel

34, TEM DOENCA DE BASE E AGRAVOS

35, QUAL DOENCA?

ASSOCIADOS? 1 Asma 6 Fibrose Cisica 11 Doenga mestal
1. Sum [:] 2 Pncumomia 7. HIV/AIDS 12 Cimcer D
2 Nio 3 Hronguite 8. Nio sabe
& Nijo sabe informar 4 Tuberculose 9. Inaphcavel

. v § Diabetes 10 Outro:
(‘aso a resposia seja NAQ, seguir para 36.

. TEM CICATRIZ DE BCG? (VISTA PELO 37.FEZPPD?

EVISTADOR NO BRACO DIREITO OU 1 Sim

ATRAVES DE CARTAO) 2 Nio ]
1 Smm E 8. Nilo sabe
2. Ndo Data de realizagio: ! / (VEé no cartio)
8 Nio venficado

Caso NAO tenha feito, seguir para 39.
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3%. RESULTADO DO PPD: D 39, TOMA ALGUM MEDICAMENTO ATUALMENTE?
1. Sim
1. Néo reator (O-4mm) 4. Reator muito forte 2. Nio
(> 1 5Smm) Qual:
2 Remtor feaco (5-9mm) R Nilo sube informar
3. Reator forte (10-14mm) 9. Inaplicivel
40, JA FEZ TTO PARA TUBERCULOSE?
1. Sim Qual:
2 Nio :] Caso sim, hi quanto tempo paron o TTO?
Caso sim, nimero de TTO anteriores:
41. HA QUANTO TEMPO O PACIENTE 42, TEM FEBRE? 43. PERDA DE PESO?
ESTA DOENTE? 1 i 1 Sim
1 Nk 2 Nk
[T Juses [ [ Jaas 3 Noo sabe ] & Nio e (.
Caso sim, ha quanto tempo:
44, TEM TOSSE? 45, TIPO DE TOSSE: 46. TEM FALTA DE APETITE?
1 Sum 1 Sxa 1 Smm
2. Nio ] 1 Produtive ] 2 Nk ]
& Nio sabe Y Hemoplise £ Niombe
Caso sim, hé quanto tempo: 9 Inaplicavel
47. TEM FRAQUEZA MUSCULAR? 48, APRESENTA FALTA DE AR 49 APRESENTA SUOR NOTURNO?
1 Sim DESDE QUE FICOU DOENTE? . Sin
2 Nio 1. San 2 Nk
8 Nao sabe ] - ] e . L
£ Nio b
S0. NOTOU LINFONODO (LANDRIA  51. LOCAL DO LINFONODO:
OU INGUA) AUMENTADO? i Fihieee ]
1 Avla
1 Sim 1 Regido tnguinal (viniha)
2 Nio
S Niossbe D Owmtron
50, OBSERVACOES CLINICAS:
MEDICO RESPONSAVEL: FONE: ()
£2.PESO S3 ESTATURA
Kg  m
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54, REALIZOU RAIO X DE TORAX | 55. RESULTADO DO RAIO X - SE ALTERADO:
NA ADMISSAO? DE ADMISSAO: 1 Padriio nio sugestivo de TH
1 Sim 2 Forma Pncumdnica
2 Nk [: 1. Normal 2 Alterndo 3 Forma Poncumoganghonar D
$ Nao sahe mformar ; i«mﬂm
. Formee Miliar
Data 7 1 1 6 Forma Ganglionar
. - 7 Tnaphcivel
;;xmarv.wastaw;am.wgmrm g
56. REALIZOU RAIO X DE TORAX |57. RESULTADO DO RAIO X DE S58. REALIZOU TOMOGRAFIA DE
DE CONTROLE? CONTROLE: TORAX?
1. Smm 1. Sim
2 N 1 Nomalwon 2 Nio
8 Nio sshe miormar D 2. Houve melhora D %  Nio sabe informar D
3 Houve piors '
e — X Naosahe mformar Da__ 11
Caso a resposta seja Nio, seguir para 9 Inapheavel Caso a resposta seja Nio, seguir para
36 68.
59. RESULTADO DA 60. REALIZOU BACILOSCOPIA? 61. RESULTADO DA
TOMOGRAFIA DE TORAX: BACILOSCOPIA:
I Smm
1 Normal 2 N [: 1 Positiva D
1 Abemdo sugestivo 2 Negau
3 -Altenado mespexifico D e J 1 9 lmﬂ;:d
; M"] d"l. ;““" 2 aso a resposta seja NAO, seguir para _—
62. REALIZOU CULTURA? 63. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (NESTED-PCR UNICO
TUBO):
; .352 ] 13 Urina [ 600 ispsia de gigsio 1 i S
2] Excamro 700 1er T .-
Data ) ! 3D Lav Gastnco D K.D(htn: I l 2. Nio
s0ug Pemt [ ] 9.0 Naoseaples ]
64. DIAGNOSTICO INICIAL 65. DATA DA NOTIFICACAO: 66. DIAGNOSTICO FINAL
1. TB mfecglo 1. THmiegio
2 THdoona [ [Pt 2 TBdoensa
3 1B saqpota Profissional que notificou: 3 THsuspeiia I:I
4 NboeTB 4 NioeTB
67. TEMPO ENTRE O INICIO DOS | 68. FORMA DE TB -SE EXTRA PULMONAR:
SINTOMAS E O DIAGNOSTICO DE T8 3
NO SERVICO DE SAUDE- :] 1 Pulmonar 2 Extra puimonar IZCWW _‘;"""" I:]
L<Imss 3. >3 meses :] 3 Moungoeneefilica 8 Ocular
2 1-3meses 4. Nio mvestigado 4 Milsw 9. Inaplicivel
5 Ossen 10 Laringen
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65

ACOMPANHANTE)

I Quimioprofikoaa (INH por 6 moses)
2 Esquenma Basco (EB . 2RHZEAMRH) s
3 Esguera para Menmmgoenoelalite (KM - 2RHZETRH) 9

69, TRATAMENTO REALIZADO:

4 Esquomas Espoecais (EE) C/ ou W docnga hepdlica previa
Eaquernas de Resisiénesa (Mono, Mults ¢ Extremamente Resistente )
Inaphcavel

1
1. Mclhora clinica evidente apos 30 dias de inicio do trtamento (Resposta a0 2 Extrapulmorr
Iratameno) 3. Pulmonar + Extrapulmornar
2 Nio houve melhora clinka evidentc apis 30 dias de micio do trtamento (NS0 houve 4. Infecgio Latemie (ILTH)
rowposia 50 tamento )
8 Tnaplicivel /
* Entrevistador: *  Assinatura:

1. REALIZOU NESTED-PCR 72 RESULTADO POR AMOSTRA IIQICA (NESTED-PCR !NICO TUBO):

TRATAMENTOr (1D oo 60 i = -
I S ] 200 Plassa ] 7 [ Biopuia de plnglio L] »&"
1 N 307 Urioa ] &[] LCR [] 2 Nio
L R S A— 4[] Escarro D 9] Outros ]
S tav Gasoco [ | 10 N s aplica ]
7. REALIZOU PCR | 74. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (PCR COLORIMETRICA):
COLORIMETRICA PRE-
TRATAMENTO? Y m [ONOR 6 1.5 Pleural -
) Sim ] 0 e [ 7 [ Biopaia do phaglio [] 1 Sim
2 Nw 307 rina — [ LeR [] 2 Nie
D/ [ 0o [ 9[] Ontros ]
S tLav Gasneo [ 10 Nao se aplica |
75. REALIZOU qPCR PRE- 76, RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (qPCR):
Ao 10 Lewoscios ] 6 Lig Pleunal ] L Si
; m D 200 P D 7D Thopsan de glngln D o)
S B M 307 Urina ] 8] LCR [] 2 Nio
——— a0 bsane [] 9] Outros ]
S0 Lav Gastrico [ 10[] Nio s aplica ]

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO DA FICHA:

TELEFONE PARA CONTATO: (

) -

/() -

RESPONSAVEL PELOS EXAMES MOLECULARES:




54, REALIZOU RAIO X DE TORAX | 55. RESULTADO DO RAIO X - SE ALTERADO:
NA ADMISSAO? DE ADMISSAO: I Padrio nio sugestivo de TH
1 Sim 2 Forma Pncumdnica
2 Nk [: 1. Normal 2 Alterndo 3 Forma Poncumoganghonar D
$ Nao sahe mformar ; ';«mﬂm
. Forms Miliar
Data 7 1 D 6 Forma Ganglionar
. - 7 Tnaphcivel
;;xmarv.wastaw;am.wgmrm g
56. REALIZOU RAIO X DE TORAX |57. RESULTADO DO RAIO X DE S58. REALIZOU TOMOGRAFIA DE
DE CONTROLE? CONTROLE: TORAX?
1. Sm 1. Sim
2 N 1 Nomalwon 2 Nio
8 Nio sshe miormar D 2. Houve melhora D %  Nio sabe informar D
3 Houve piors ’
B — % Nao ssbe mformar Da [/ /
Caso a resposta seja Nio, seguir para 9 Inapheavel Caso a resposta seja Nio, seguir para

36 68
59. RESULTADO DA 60, REALIZOU BACILOSCOPIA? 61. RESULTADO DA
TOMOGRAFIA DE TORAX: BACILOSCOPIA:
I Sun
| Nomul 2 N ] L Posiive 1
1 Abemdo sugestivo 2 Negau
3 -Altenado mespexifico D e J 1 9 lmﬂ;:d
8 Nio ssbe nformur y
9 el gasoa resposta seja NAO. seguir para Silind
62. REALIZOU CULTURA? 63. RESULTADO POR AMOSTRA BIOLOGICA (NESTED-PCR UNICO
TUBO):
; iﬁ 1 103 vrina [ Y T p—— ] 1. Sim
0 ke ] 70 1cr L] =
Data ! ! 3D Lav Gastnco D K.D(htn: I l 2. Nio
s0ug Peal [ ] 9. Moo seaphios ]
64. DIAGNOSTICO INICIAL 65. DATA DA NOTIFICACAO: 66. DIAGNOSTICO FINAL
1 TBinfoccio 1 THmfeccio
2 THdoona [ [Pt 2 TBdoensa
3 1B suspata Profissional que notificou: 3 TH suspeita I:I
4 NoeTB 4 NwelB
67. TEMPO ENTRE O INICIO DOS 68. FORMA DE TB -SE EXTRA PULMONAR:
SINTOMAS E O DIAGNOSTICO DE T8 3
NO SERVICO DE SAUDE- :] I Pulmonar 2 Extra pulmonar ;w gm:]
L<Imss 3. >3 meses :] 3 Moungoeneefilica 8 Ocular
2 1-3meses 4. Nio mvestigado 4 Milsw 9. Inaplicivel
5 Ossen 10 Laringen
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Ministério da Saude

FIOCRUZ

Instituto Aggeu Magalhées

Oswaldo Cruz

Ancxol
Titulo do Projeto de Pesquisa: Desenvolvimento de um kit baseado em amplificagdo isotérmica de DNA
tubo para o diagnostico da tuberculose pulmonar

mediada por Loop (LAMP-PCR) em inico
luntério do projeto de pesquisa “Desenvolvimento de um

Convidamos o Senhor (a) para participar como vo
kit baseado em amplificagiio isotérmica de DNA mediada por Loop (LAMP-PCR) em tinico tubo para
o diagnéstico da tuberculose pulmonar” que serd desenvolvido no Instituto Aggeu Magalhdes, uma unidade
da Fundagio Oswaldo Cruz, localizada em Pernambuco (IAM/FIOCRUZ).

Esta pesquisa tem como objetivo estudar desenvolver uma nova meto

para tuberculose pulmonar.

Caso aceite participar, serd realizada
descartavel de plastico, de boca larga ¢ ta
ou por uma das colaboradoras da pesquisa.
eficaz na detecgio do Mycobacterium tuberculosis.

A coleta de escarro é segura, mas pode causar um pequeno
O risco relacionado a participagdo ¢ minimo de constrangimento ao responder as perguntas

niio serd necessirio realizar novas coletas. Garantimos, contudo, que todos 0s nossos €S S €
direcionados para que situagoes de constrangimento ndo ocorram, € que 0S riscos descritos sejam minimizados,
através de os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta; @ liberdade de
abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si; a garantia da privacidade € sigilo das suas
informagdes. i
Essa pesquisa traz como beneficio proporcionar aos servigos de satde um kit d
custo, rapido, prético e reprodutivel, auxiliando no diagnéstico precoce da
erradicagdo da cadeia de transmissdo e, consequentemente, no controle da doenga.

Caso aceite participar, ird contribuir para o desenvolvimento do projeto na parte biolégica. Através dos dados
obtidos, poderemos entender melhor os processos envolvidos no diagnéstico das formas de tuberculose ¢, dessa
forma, essa pesquisa servird de base no desenvolvimento de melhores abordagens na prevengdo, tratamento,
diagnostico e prognéstico da doenga. Seré garantido aos participantes 0 acesso aos resultados da pesquisa, assim

como aos laudos das anélises laboratoriais.

Todas as informagdes e explicagdes serio fornecidas pelo pesquisador e qualquer alteragio deve

comunicada ao pessoal responsavel que verificara a necessidade de cuidados adicionais.

Caso aceite participar da pesquisa, 0 (a) senhor (a) ndo serd obrigado a ficar até o final, pode desistir a qualquer

momento, sem prejuizo ou sofrer quaisquer sangdes ou constrangimentos. O senhor (a) podera se recusar
sem prejuizo a ambas as partes. Todos

e/ou retirar este consentimento a qualquer momento que desejar,
i Sr (a) autorize a permanéncia

os seus dados também serdo removidos da pesquisa, a ndo ser que 0

desses na nossa analise.
ea vontade e, diante disso, o (a) senhor (a) seré ressarcido caso tenha

A sua participagdo serd por livre ¢ espontan
bera qualquer incentivo financeiro, a finalidade exclusiva vai ser de

qualquer despesa. O (a) senhor (a) néo rece
colaborar com a pesquisa. E garantido o direito a indenizagdio diante de danos decorrentes da pesquisa.

Todas as informagoes fornecidas estdo submetidas as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres
humanos. Os resultados do estudo poderdo ser publicados sem revelar a sua identidade. O acesso ¢ a analise do
dados coletados se fardo apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. Os resultados também podera .
publicados em revistas e apresentados em eventos cientificos. As amostras ficardo armazenadas no laboratg ¥y
imunoepidemiologia até o fim da pesquisa (margo de 2022). Caso o senhor(a) concorde, existe a possibj ﬁ orio de
suas amostras serem usadas em pesquisas futuras. Para isso, iremos entrar em contato e havera ilidade de
consentimento, assegurar acesso aos resultados da pesquisa. Vera um novo
Caso precise de algum esclarecimento, entrar em contato a qualquer momento que julgar n
coordenador Danyele Costa de Mello, através do telefone (81) 2101-2569 oeuces

danyelecmel]o(wgmail.com. Em caso de reclamagdes, entrar em contato com po Comité de Eti
ica

dologia de diagnéstico molecular

e forgada, utilizando um pote
feitas pelo coordenador
ensaio €

uma coleta de 4mL de escarro, através de toss
mpa rosqueédvel. As coletas de escarro serdo
Através da coleta do seu escarro sera avaliado se esse novo

desconforto durante e/ou apos a tosse- .
da ficha clinica €

forgos estarao

e diagnostico molecular de baixo
tuberculose € contribuindo para

ra ser

sdrio com o
do  e-myj].
€m Pesquis

Cidade Uriversitria - Campus da UFPE, Recife g cgp 507, Péging 1 de3
‘s . -, SS

Av. Prof. Moraes Rego, s/n =
01.2600. E-mail: cep.iam@fiocruz.br WWW.Cpgam fio
-Hocruz. br

Telefone: (81) 2101.2500/ 21
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Minlstério da Seude
FIOCRUZ
Fundagh Ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhbes
do Instituto Aggeu Magalhdcs (FIOCRUZ/PE) através do ¢-mail: cep.iam@fiocruz.br e/ou telefone (81) 2101-

2500, de segunda 4 sexta-feira, das 8h00 as 17h00.

(Riibrica do participante da pesquisa) (Rabrica do Coordenad

Pagina 2 de 3

Av. ';Tlgf:m(aeas Rego, s/n — Cidade Universitaria - Campus da UFPE, Recife — k’E CEP. 50.740-465
ne: (81) 2101.2500 / 2101.2600. E-mail: cep.iam @fiocruz.br www.:pqam.ﬁ;:cn:vz.br
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Minlstério da Saide

FIOCRUZ
FundacBo Oswaldo Cruz

Instituto Aggeu Magalhées aceito participar & pcsquisa
mediada por Loop (LAMP-PCR) em

Eu,

«Desenvolvimento de um kit bascado em amplificagdo isolérmxc: de DN/: rocedimentos descritos acima sejam
(inico tubo para o diagndstico da monar” ¢ concordo com 0 ; , s

. . . fi ek el do termo de consentimento com informagdes iguais €

realizados em minha pessoa. Atesto que assinei duas vias
fiquei com uma via.

Recife, de de

(Assinatura do participante da pesquisa)

Nome do participante:

(Assinatura da Coordenadora)

Nome da Coordenadora:

OBS: O Termo de Consentimento ser4 emitido em duas vias, uma para o paciente ¢ outra para o pesquisador. Todas as piginas devem ser

rubricadas e numerada

Em caso de davidas, vocé pode procurar o coordenador: Danyele Costa de Mello, ¢ as colaboradoras, Dra Lilian
Mang Lapa Montenegro Pimentel, Dra Haiana Charifker Schindler, Dra Rosana de Albuquerque Montenegro
Kessia Kelly Batista da Silva, Renata Inglez de Sousa Tejo e Giovanna Gabriela Pedroza no Instituto Agge\;

Magalhdes — FIOCRUZ- PE. Av. Prof> Moraes Rego, S/N. Campus da UFPE. Recife/PE.
E-mail: danyelecmello@gmail.com

Telefone: 81 2101-2569

Pagina3 de3
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ANEXOA~- PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA

| =~ Platoforma
T INSTITUTO AGGEU % oo

SemiAsmiuze  MAGALHAES (AW
T QAN Finceur e / e

e ————y

[ PARECER CONSUBSTANCIADO DOCEF

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
isotérmica de DNA mediada por

mplificagdo
pihs i da tuberculose pulmonar

Titulo d . i m kit baseado em )
a Pesquisa: Desenvolvimento de u diagnéstico

Loop (LAMP-PCR) em unico tubo para o

Pesquisador: DANYELE COSTA DE MELLO
Area Tematica:
Versdo: 3

CAAE: 51761021.5.0000.5190
Instituigio Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.238.453

Apresentagao do Projeto:
As informagbes dos campos Apresentagéo do Projeto, Objetivo da Pesquisa e Avaliagédo dos Riscos e

Beneficios foram retiradas do documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO__PROJETO_1 780319.pdf de
13.09.2021, cujo preenchimento foi realizado pela pesquisadora responsavel.

Trata-se de projeto de dissertagéo de mestrado do Programa de Pés-Graduagéo em Biociéncias e
Biotecnologia em Satde do IAM.

Resumo:
A confirmagdo diagnéstica da tuberculose continua sendo um desafio diario, devido a caréncia de testes

laboratoriais que apresentem boa sensibilidade na detecgao do bacilo, o que & imprescindivel na elucidagao
dos casos. Na maioria das vezes, a confirmagao diagnéstica da tuberculose é estabelecida através da
combinagdo de diferentes métodos, o que consome tempo e inviabilizam um tratamento adequado de
imediato. Ainda assim, quando a identificagao laboratorial ndo & conclusiva, a confirmagao é feita por meio
da associagdo de critérios clinicos, epidemiolégicos e resposta a terapéutica especifica. Em virtude de os
métodos laboratoriais tradicionais apresentarem falhas, sendo um dos principais fatores que contribui para a
manutengdo dos elevados [ndices da doenga no mundo, ou possuirem um elevado custo, técnicas
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ecificidade e sensibilidade, o que

infecciosos. Em fungdo de suas
as areas de

cando por sua rapidez, esP
ntes
des avangos em divers
e. Os resultados obtidos, até o presente momento,
kit de diagnéstico para TB, o LAMP em

moleculares baseadas em LAMP vém se desta
o diagnéstico e detecgédo de age

trouxe enormes perspectivas para
o ensaio tem possibilitado gran

qualidades e constante evolugéo,
conhecimento, sobretudo no diagndstico da tuberculos
com a técnica de LAMP podem gerar uma proposta de um novo 1 além de conseguir ser
Unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR), podendo ser introduzido no mercado nacional, plis el
utilizado a nivel primario, secundério e terciario de saude na rede SUS. Em termos de C P ; '
nvencional. Se 0 custo do equipamento

LAMP é aproximadamente 53,92% mais barato em relagao aPCRco
; ; z que pode ser
também estiver inclufdo, o LAMP torna-se comparativamente ainda mais acessivel, uma vez que p

i m unico tubo
realizada utilizando apenas um banho maria ou um termobloco. Desta forma, kit de LAMP e[ s
(KIT LAMPLIUTT-PCR), por tratar-se de uma ferramenta simples, pratica, sensivel e reprodutivel, pet
identificagdo precoce do Mtb, interferindo na cadeia de transmissao do bacilo e, consequentemente, no

controle da doenga. Além disso, a possibilidade de um kit de diagnéstico répido e eficaz certamente poderé

contribuir no planejamento de agdes especificas, conjuntas e articuladas, impactando na melhoria dos

mprogramas de controle da TB, em uma maior descoberta dos casos € auxilio aos métodos tradicionais
para confirmagéo
da doenga.

Hipétese:
O KIT molecular baseado em LAMP em um Unico tubo possui acuracia na detecgdo do Mycobacterium

tuberculosis para o diagnéstico da tuberculose pulmonar.

Metodologia Proposta:
Com o intuito de maximizar o prazo de validade do kit, os reagentes do LAMP em (nico tubo serdo

suplementados com sacarose e liofilizados. Para avaliar a estabilidade e sua durabilidade, p kit sera,
inicialmente, armazenado em diferentes temperaturas (-20°C, 4°C, 25°C e 37°C), desde uma temperatura
relativamente fria & uma temperatura que represente as condi¢des de calor excessivo. Essa anélise sera
realizada no dia zero até 365 dias (12 meses). A anélise da estabilidade dos reagentes liofilizados,
estocados nas temperaturas descritas acima, seréd avaliada em um periodo minimo de 12 meses.
Inicialmente, um ensaio sera realizado no primeiro dia, outro apés 15 dias e um terceiro apés 30 dias.
Posterior a isso, serao feitas anélises mensais até o décimo segundo més. Para avaliar e definir o limite de
detecgdo do KIT LAMPLIUTT-PCR, sera feita uma curva de
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Q®, na proporgao de 1:10,

. agua Milli :
v, incialmente em ag 4 realizada a p artir de um

as amostras biolégicas ser
es laboratoriais

diluigo de DNA do Mtb, da cepa de referéncia H37R
variando de 10ng/uL & 1fg/uL. A curva de diluigdo

controle negativo (amostra sabidamente negativa com exam 5, o GOSN de extragdo de DNA. A
convencionais e moleculares negativos de paciente sem TB) submetido

de referéncia H37Rv do Mtb, de
amostra extraida sera contaminada com uma aliquota de DNA da cep'a tracao inicial, seré feita
concentragao conhecida, previamente dosada em nanodrop 2000. A partir d.a com;ende:empenh o
a diluigao, na proporgao de 1:10, variando de 10ng/uL a 1fg/plL. Para avaliagdo do i g
pacientes participantes da pesquisa serao divididos em dois grupos: Grupo T.B 'e - ‘::la ks loks
amostras biolégicas serdo processadas conforme descrito no Manual Nacional de Ylgllénc'a
e outras Micobactérias, 2008. A extragio e purificagdo do DNA das amostras biolégicas sera o
realizada seguindo o protocolo do kit QlAamp DNA MiniKit (Qiagen). O tamanho da amostra' para avalna:;ao
de acuracia de testes (FLAHAULT et al., 2005) considerando uma sensibilidade e especificidade de 85% e
um erro maximo toleravel de 5%, seriam necessérios 100 individuos em cada grupo, com 95% de cor-1ﬁ-an<;a,
80% de poder do teste, com uma Odds Ratio minima a ser detectada de 2 e um percentual de exposi¢ao de
20% entre os controles. Para a avaliagdo do desempenho e da confiabilidade do kit, serdo utilizados, como
padrdes de comparagao, os seguintes testes: a PCR em tempo real, o LAMP convencional e um padrao de
comparagéo composto (critérios clinico-epidemiolégicos, resposta ao tratamento
especifico e os resultados de outros testes laboratoriais). Os dados serao analisados em termos de
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos e eficiéncia, com intervalos de
confianga de 95%. Adicionalmente serdo utilizados o teste qui-quadrados e o coeficiente de concordancia
Kappa. A andlise sera realizada no software estatistico SPSS v 8.0 com nivel de significancia no valor de
5%.
Critério de Inclusao:
Para o Grupo TB: pacientes com evidéncias clinicas e epidemiol6gicas e diagnéstico confirmado

bacteriologicamente através dos exames de baciloscopia, cultura, raio X de térax ou o teste molecular
GeneXpert MTB/RIF. Para o Grupo sem TB: Pacientes sem TB que procuraram o servigo de saude por
outra doenga, com quadro clinico e laboratorial ndo compativel com a TB e epidemiologia negativa para TB.
Critério de Excluséo:

Paciente menor de 18 anos.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primério:

Desenvolver um kit baseado em amplificagéo isotérmica de DNA me
tubo para o diagnéstico da tuberculose pulmonar.

diada por Loop (LAMP-PCR) em (nico

Objetivos secundarios: e
' it em anico tubo
* Padronizar as condigdes de liofilizagso dos reagentes do LAMP para © ki

(KITLAMPLIUTTPCR); estabilidade do
* Avaliar, em condigdes controladas de estocagem, por um perfodo méaximo Lt

kit de LAMP em dnico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR); ¢
* Avaliar o limite de detecg@o do kit de LAMP em um unico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) co.m reagentes
liofilizados utilizando concentrages conhecidas de DNA gendmico da cepa de referéncia HaThy.do

Mycobacterium tuberculosis;
» Avaliar o desempenho do kit de LAMP em dnico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) em DNA extraido de

amostras biolégicas de escarro de pacientes diagnosticados com tuberculose pulmonar;
» Comparar o desempenho do kit de LAMP em tinico tubo (KIT LAMPLIUTT-PCR) com o LAMP

convencional, a qPCR e os testes convencionais de diagndstico.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
As coletas de escarro s@o seguras, pode causar um pequeno desconforto durante e/ou ap6s a expectoragao

(tosse). Todas as informagdes e explicagdes serdo fornecidas pelo pesquisador e qualquer alteragio devera
ser comunicada ao pessoal responsével que verificara a necessidade de cuidados adicionais.

Beneficios:
Contribuigéo para o desenvolvimento do projeto na parte biolégica e ajuda na pesquisa do desenvolvimento

de um novo kit molecular de diagnéstico para tuberculose pulmonar. Para realizagao, sera realizada a coleta
de 4mL de escarro, através de expectoragdo profunda (tosse forgada), utilizando um tubo pote descartavel
de plastico, estéril, de boca larga e tampa rosquedvel. As coletas de escarro serdo feitas pelo coordenador

ou por uma das colaboradoras da pesquisa.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um trabalho de Mestrado, com grande relevancia e importancia para nossa populagao.
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pido e eficaz certamente podera

as, impactando na melhoria dos

Os autores realgam que "a possibilidade de um kit de diagnéstico ré
métodos tradicionais para

contribuir no planejamento de agdes especificas, conjuntas e articulad
programas de controle da TB, em uma maior descoberta dos casos € auxllio aos
confirmagéo da doenga.”

Considerages sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Todos entregues sem pendéncias.

Recomendagées: e
Entregas de relatérios parciais e final devem ser feitas via notificagdo. Os relatérios parciais devem Ser

apresentados, pelo menos, semestralmente. Qualquer alteragédo no protocolo no decorrer da pesjqwsa,
como também mudanga de equipe, devem ser informados via emenda. Todas as agoes deve ser realizadas
via Plataforma Brasil. )

Conclusédes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias relatadas no Parecer: 5.181.623 foram atendidas em sua totalidade.

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do Projeto em questao estdo
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cédigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, de 12 de dezembro de 2012 e

complementares.
O projeto esté aprovado para ser realizado em sua dltima formatagéo apresentada ao CEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Vale ressaltar que, em relagao ao protacolo de pesquisa, é previsto na Resolugdo 466/2012 no item Xl - DO

PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatérios parciais e finais
(subitem: d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final). Pede-se que o pesquisador entregue os
relatérios como previsto no texto da resolugdo. Informamos que a entrega dos relatérios parciais precisam
ser feitas a cada semestre, conforme cronograma de execug&o da pesquisa, via Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

74

Tipo Documento Arquivo

Postagem Autor Situagao

Informagoes Basicas | PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 10/01/2022
do Projeto ROJETO 1780319.pdf 14:08:03

Aceito
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Néao

RECIFE, 11 de Fevereliro de 2022

Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva
(Coordenador(a))
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