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Contextualizacao do Problema

v O diagnostico da TB ainda é um problema
Baciloscopia (baixa sensibilidade) e Cultura (demorada)

v 3 milhdes de casos nao sao diagnosticados
Perpetua a cadeia de transmissao

v Introducéo do GeneXpert (identificacdo de DNA)
Aumentou a deteccao, porém gerou dependéncia tecnologica e poucos
locais utilizam o teste (subsidiados).

v O CDCT e a FIOCRUZ possuem expertise no
desenvolvimento de novos testes moleculares.



Objetivo Proposto

Objetivo Geral

. Desenvolver e avaliar um meétodo de diagnostico de
tuberculose para detectar M. tuberculosis e resisténcia a
Isoniazida e a rifampicina atraves de identificacdo de DNA

em amostras de pacientes suspeitos de tuberculose em

uma plataforma Q3.



Et:dpa 1 5 _ Metodologia
Método de deteccdo de DNA de M. tuberculosis por PCR em tempo real

INH (katG inhA -15)

Kit Detect-TB 1S6110
I RIF (rpoB)

Mesmas amostras:
Baciloscopia e/ou cultura
Desfecho clinico

Mesmas amostras de escarro

Ensaio TagMan

?




Avaliar Protocolo de Extracéao

Lise por sonicacao

Resina de silica

Cartao FTA



Analise do Teste na rotina

Pacientes com suspeita de TB resistente
Hospital Sanatorio Partenon

> Microscopy

—> Culture
Amostra coletada

— (PCR
Extracao de DNA
—> GeneXpert

Q3 Real i PCR




Atividades planejadas

Padronizacao da extracéo de X
amostras bioldgicas

Padronizacao de um teste de real
time para detecgcéo de M. X
tuberculosis no termociclador
tradicional.

Padronizacao do sistema
incluindo as sondas para X X
deteccdo daresisténcia

Adequacéo do processo a X
tecnologia Q3
Andlises comparativas entre os

sistemas utilizando amostras de X
DNA de cultura

Implantac&o narotina do Hospital X X
paratestes com amostras

Avaliacdo da eficacia da utilizacéo
do método molecular de X X
resisténcia na rotina
Apresentacao dos resultados em
congressos, artigos, relatérios X X
outros...




Resultados Preliminares

Padronizacao Ensaio TagMan-1S6110

Delta Rn

1.0e+001

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

1.0e-002
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Tese de doutorado de Karen Schmid



Resultados Preliminares

Deteccao de resistencia a INH(katG 315 G/C and inha -15 C/T).

Fluorescence Vs Cycle Number
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55 amostras (katG e INHA)
Sensibilidade de 94 e 97%
Especificidade de 91 e 97%

Doutorado de Regina Barcelos e Grazielle Lima-Belo



Resultados Preliminares

Protocolo silica (detect-TB) x sonicacao x beads

70 sputum samples

30 patients

30 patients
with TB -

10 patients
with TB -

with TB +

ontaminati
n with M.
tuberculosis
H37Rv

Contaminatio
n with M.

30 aliquots
bovis

10 samples 10 aliquots
Protocol 1 Diluitions 10X: Protocol 1
Detection limit
10 samples 10 aliquots
Protocol 2 —— protocol 2
10 samples 10X
Protocol 1
10 samples 10 aliquots
Protocol 3 - Protocol 3

10 samples 10X

Protocol 2

|
10 samples 10X

Protocol 3

Doutorado Graziele Lima Bello



CTs corresponding to the extraction protocols applied from DNA extracted

from negative samples to TB contaminated with M. bovis

(silica resin) (magnetic beads) (sonication)
- 21.25
- 27.16
- 27.28
I 30,01 24.40
32.59 & 1.12"" 26.92 + 0.892

real-time PCR detectou: 100% dos DNAs extraidos por sonicacao
80% por silica
60% por beads magnéticas.



Extracao de DNA com FTA

Q3-Plus versus ABI7500

Fluorescence

|
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Cycles
Y =-3.219"X + 41.06

Y =-2,731"X + 37,64
Comparados entre termociclador padrao (ABI7500) e Q3.
Concordancia com o GeneXpert 94%

Cultura com a cultura 88%
° Doutorado de Nasir Ali (FIOCRUZ)



Recurso Aprovado

Tipo

Item

Detalhamento

Valor
Solicitado

Qtd.

Valor
Aprovado

Custeio

Material
de
Consumo

Componentes e/ou pecas de reposicio de
equipamentos (filtros para a capela etc...)

> RS 1.000,00

RS 5.000,00

Custeio

Material
de
Consumao

kits e tampoOes para extracdo de DNA

10 RS 900,00

RS 9.000,00

Custeio

Material
de

Consumao

Master mixes, primers, tampdes, polimeros para
sequenciamento convencional

30 RS 800,00

RS 24.000,00

Custeio

Custeio

Material
de

Consumo

Material
de
Consumo

Reagentes/kit para microbiologia

vidraria, plasticos

10 RS 950,00

50 RS 50,00

RS 9.500,00

RS 2.500,00

RUBRICA VALOR (R$) %

Custeio 50.000,00 100%
Capital 0,00 0,0
Bolsa 0,00 0,0

N

-
PPSUS

Programa Pesquisa para o SUS:
gestao compartilhada em saude




Como o0s resultados poder3do ser
incorporados pelo SUS?

Contribuir para um diagnodstico de TB com menor custo-efetividade através
dos seguintes resultados:

1. Desenvolver insumos para diagnostico molecular para produ¢ao no
pais;

2. Protétipo de kit de diagndstico de TB nacional na plataforma Q3
permitindo diagndstico rapido;

3. Estudo de avaliacao da plataforma na rotina de diagndstico de TB;

4. Parceria consolidada entre pesquisadores do CDCT, do Hospital
Sanatorio Partenon e da FIOCRUZ;

5. Formacgao de profissionais vinculado ao projeto.
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