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RESUMO 

A tuberculose (TB) é uma das dez principais causas de morte no mundo e até 2020 tem 

sido a principal entre aquelas causadas por um único agente infeccioso. Apesar de todos os 

esforços realizados, a TB permanece como um dos mais importantes desafios de saúde 

pública em nível mundial. Estima-se que 10 milhões de novos casos ocorram anualmente 

em todo mundo e aproximadamente 1,4 milhão de mortes pela doença causada pelo agente 

etiológico Mycobaterium tuberculosis (M. tuberculosis). O sequenciamento do genoma 

completo (WGS) se tornou nos últimos anos uma importante ferramenta para estimar a 

relação genética e clonalidade de diferentes isolados clínicos de M. tuberculosis, 

possibilitando a reconstrução das cadeias de transmissão e sua direcionalidade com um 

poder de resolução não atingível pelos métodos de tipagem clássicos, como spoligotyping e 

MIRU-VNTR. Simultaneamente, o WGS também permite a caracterização completa dos 

genes associados à resistência às drogas anti-TB. O presente estudo de doutorado avaliou a 

diversidade genômica dos isolados de M. tuberculosis circulantes na Região Sul do Brasil, 

para: (i) identificar os principais genótipos associados à resistência as drogas anti-TB; (ii) 

estimar a distância genômica entre isolados para identificar cadeias de transmissão da 

doença; (iii) elucidar a dinâmica de transmissão de M. tuberculosis e evolução da 

resistência no Sul do Brasil. Na análise dos resultados em isolados clínicos de M. 

tuberculosis provenientes do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, observamos eventos 

de transmissão contínua de M. tuberculosis, principalmente entre cepas resistentes a 

múltiplas drogas em estabelecimentos prisionais e na comunidade. Tais resultados 

sinalizam a necessidade da inclusão da vigilância genômica da TB como estratégia 

permanente dos programas de controle da TB na esfera nacional para interromper a 

transmissão de M. tuberculosis na região.  
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ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is one of the ten leading causes of death in the world and until 

2020 it has been the main among those caused by a single infectious agent. Despite all 

efforts, TB remains as one of the most important public health challenges worldwide. It is 

estimated that 10 million new TB cases are reported annually worldwide and 

approximately 1.4 million deaths occur every year from the disease caused by the 

etiological agent Mycobaterium tuberculosis (M. tuberculosis). Whole genome sequencing 

(WGS) has become in recent years an important tool to estimate the genomic relationship 

between M. tuberculosis isolates, allowing the reconstruction of transmission chains and 

their directionality between clusters that would otherwise be impossible to discriminate by 

classical typing methods such as spoligotyping and MIRU-VNTR. Simultaneously, the 

WGS also allows the complete characterization of genes associated with resistance and the 

detection of resistance-determining variants. In this work, we evaluated the genomic 

diversity of M. tuberculosis isolates circulating in Southern Brazil, to: (i) identify the main 

genotypes associated with resistance to anti-TB drugs; (ii) estimate the genomic distance 

between isolates to identify disease transmission chains; (iii) to elucidate the dynamics of 

M. tuberculosis transmission and evolution of resistance in different regions. The analysis 

results from M. tuberculosis strains circulating in Rio Grande do Sul and Santa Catarina in 

Southern Brazil, showed several events of resistant M. tuberculosis strains ongoing 

transmission, mainly among multidrug resistant strains in prison establishments and 

community. These results demonstrate the need to include TB genomic surveillance as a 

permanent strategy for TB control programs at the national level and to interrupt the M. 

tuberculosis transmission in the region. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Tuberculose 

Não obstante o fato de se tratar de uma doença curável e da existência de regimes 

terapêuticos eficazes, a tuberculose (TB) persiste como um dos principais desafios de 

saúde pública mundial, principalmente em países de baixo e médio desenvolvimento. 

Tratando-se de uma doença transmissível, figura como uma das principais causas de morte 

em todo o mundo e até o surgimento do SARS-CoV-2 e respectiva doença (COVID-19), a 

TB era a principal causa de morte de um único agente infeccioso, desde 2015, superando o 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) (WHO, 2021). A TB é uma doença cujas 

evidências de infecções estavam presentes em registos arqueológicos, designadamente em 

ossadas humanas datadas em milhares de anos (HERSHKOVITZ et al., 2015) e seu agente 

causador permaneceu desconhecido até o ano de 1882, quando Robert Koch anunciou a 

descoberta do bacilo responsável pela doença, mais tarde denominado Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis) (SAKULA, 1982). A TB é transmitida por via aérea, quando 

as pessoas com a doença ativa expelem o bacilo para o ar, principalmente ao tossir e esses 

bacilos são inalados por outro indivíduo. M. tuberculosis pode infectar os pulmões e causar 

TB pulmonar, mas também outros locais (TB extrapulmonar) como pleura, nódulos 

linfáticos, abdome, sistema geniturinário, pele e ossos (WHO, 2021). 

As partículas aerossóis contendo os bacilos ao serem inaladas pelo indivíduo 

chegam até os alvéolos pulmonares. Nos alvéolos, M. tuberculosis que é uma bactéria 

intracelular com maior afinidade pelos macrófagos alveolares se aloja. A identificação 

pelos macrófagos ativa uma resposta imune inata inicial que leva ao recrutamento de 

células inflamatórias nos pulmões, e nesse caso a evolução clínica da TB pode ocorrer de 

formas diferentes: o recrutamento de células T, células B, macrófagos e outros leucócitos 

levando a formação de granulomas, que conseguem conter M. tuberculosis, permanecendo 

assim em um estado latente de infecção, no qual não há sintomas clínicos, ou ocorrer a 

liberação de M. tuberculosis dos granulomas nas vias aéreas e esse se dispersar e replicar 

levando a TB pulmonar ativa, quando ocorre a infecção e o indivíduo desenvolve os 

sintomas característicos da doença (NUNES-ALVES et al., 2014). Como na TB latente os 

bacilos não são eliminados, a ativação da TB pode ocorrer em outro momento, geralmente 

no contexto de imunossupressão, desnutrição ou infecção por outros patógenos. No 
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entanto, durante a infecção latente, não há transmissão da bactéria, alterações patológicas 

nos pulmões ou sintomas da doença (Figura 1) (GETAHUN et al., 2015). 

 

Figura 1. Patogênese da TB. A infecção é iniciada pela inalação de gotículas de aerossol contendo bactérias. 

Os estágios iniciais da infecção são caracterizados por respostas imunes inatas envolvendo o recrutamento de 

células inflamatórias para o pulmão. Após a disseminação bacteriana para o linfonodo de drenagem, a 

apresentação de antígenos bacterianos pelas células dendríticas leva ao priming das células T e desencadeia 

uma expansão das células T antígeno-específicas, que são recrutadas para o pulmão. O recrutamento de 

células T imunes, células B, macrófagos ativados e outros leucócitos leva ao estabelecimento de granulomas, 

que podem conter o M. tuberculosis. A maioria dos indivíduos infectados permanecerá em um estado de 

infecção latente, no qual não há sintomas clínicos. Uma pequena porcentagem dessas pessoas eventualmente 

progredirá e desenvolverá doença ativa, o que pode levar à liberação de M. tuberculosis de granulomas 

rompidos nas vias aéreas. Quando indivíduos com TB ativa tossem, podem gerar gotículas infecciosas que 

propagam a infecção. Figura traduzida de (NUNES-ALVES et al., 2014). 
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Em regiões onde os Programas de Controle de TB têm elevada qualidade, pacientes 

com TB droga sensível submetidos ao tratamento anti-TB de 6 meses, aproximadamente 

85% deles, evoluem para cura ou tratamento completo. Os tratamentos anti-TB utilizados 

atualmente começaram a ser desenvolvidos na década de 1940. O tratamento recomendado 

para pessoas com TB suscetível a drogas consiste em um regime que utiliza quatro drogas 

de primeira linha: isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida. O Global TB Drug 

Facility fornece um regime completo de seis meses de tratamento por cerca de US$ 40 por 

pessoa. O Global TB Drug Facility é um programa desenvolvido pela Parceria das Nações 

Unidas para o Fim da TB (Stop TB) - que foi criada em 2001 visando a eliminação da TB 

como um problema de saúde pública. Suas 1.500 organizações parceiras incluem 

organizações internacionais, não governamentais e governamentais e grupos de pacientes - 

para expandir o acesso e a disponibilidade de medicamentos para TB para tratar até dez 

milhões de pacientes e ajudar os países a atingir as metas globais de controle da TB 

propostas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (WHO, 2021). 

Quando uma pessoa é diagnosticada com TB resistente à rifampicina (TB-RR) ou 

TB multidroga-resistente (TB-MDR, definida como resistência à isoniazida e rifampicina, 

as duas drogas anti-TB mais potentes) o tratamento é mais longo (12 a 18 meses) e pode 

requerer a utilização de medicamentos de segunda linha, por sua vez de maior custo (≥US$ 

1000 por pessoa) e que causam mais efeitos colaterais (WHO, 2021). Tais fatos, tornam a 

resistência às drogas anti-TB um dos maiores desafios globais para o controle da doença, 

demandando novas alternativas de diagnóstico rápido da resistência e novas drogas para o 

tratamento. 

1.2 Epidemiologia 

A TB é uma doença tão antiga quanto a população humana, e diferentes evidências 

científicas como alterações morfológicas em esqueletos, presença de DNA e informações 

filogenéticas de isolados com milhares de anos mostram que a TB co-evoluiu com os 

humanos por milhares de anos (DONOGHUE et al., 2011). 

Apesar dos inúmeros avanços em relação ao diagnóstico e tratamento da TB, ela 

continua como um dos principais problemas de saúde pública, em nível global. A TB 

acomete indivíduos de todas as classes sociais e em todo o mundo e, apesar dos avanços 
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científicos e de gestão obtidos nas últimas décadas, nenhum país ainda foi capaz de 

erradicar a doença. No entanto, mesmo com a presença da doença em todos os continentes, 

a TB é considerada uma doença associada a pobreza, visto que a grande maioria dos casos 

acomete pessoas vivendo em países de baixa ou média renda. Os países do BRICs (Brasil, 

Federação Russa, Índia, China e África do Sul), por exemplo, contabilizam 47% do 

número total de casos de TB registrados mundialmente (Figura 2) (WHO, 2021). 

 

Figura 2. Taxas de incidência de TB por país em 2020, conforme estimado pela OMS. Figura 

adaptada de (WHO, 2021). 

Em 2020, estima-se que 10 milhões de pessoas adoeceram por TB em todo o 

mundo e os 30 países com maior incidência (incluindo o Brasil) foram responsáveis por 

86% dos novos casos da doença. Um total de 1,5 milhão de pessoas morreram de TB em 

2020 (incluindo 214.000 pessoas com HIV). Em todo o mundo, a TB é a 13ª principal 

causa de morte e a segunda principal causa de morte infecciosa após o COVID-19 (WHO, 

2021). 

Anualmente, cerca de 70.000 novos casos de TB e 4.500 óbitos pela doença são 

notificados em todo o Brasil, resultando em uma taxa de incidência de 37,1 casos/100.000 

habitantes registrados em 2019. Em 2021 essa taxa diminuiu para 32 casos/100.000 

habitantes, no entanto, sabe-se que mundialmente houve uma grande queda nas 

notificações do número de pessoas recém-diagnosticadas com TB em 2020, em 
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comparação com 2019, reflexo do direcionamento dos serviços de saúde para atendimento 

da pandemia da COVID-19 (BRASIL, 2022).  

Além disso, em nível mundial, atualmente, cerca de meio milhão de pessoas são 

diagnosticadas com TB resistente à rifampicina ou multidroga-resistente a cada ano, 

tornando um desafio para os esforços de diagnóstico, prevenção, tratamento e controle da 

doença de muitos países, principalmente aqueles com alta carga de TB (WHO, 2021). No 

Brasil, entre 2015 e 2021, foram diagnosticados 6.698 novos casos de TB resistente no 

país, sendo 848 desses diagnosticados em 2021 (BRASIL, 2022).  

Em relação a região sul do Brasil composta por três estados, o Rio Grande do Sul 

apresenta as maiores incidências de TB e óbitos pela doença. Em 2021, o Rio  

Grande do Sul teve uma taxa de incidência de 36,5 novos casos por 100 mil habitantes, 

Santa Catarina uma taxa de 20,6, enquanto o Paraná apresenta uma menor incidência em 

relação aos dois primeiros (16 casos/100 mil). Quanto a mortalidade por TB, o Rio Grande 

do Sul também tem a maior taxa dentre os três estados da região sul, registrando 

coeficiente de mortalidade por TB de 2,4 óbitos por 100 mil habitantes, seguido do Paraná 

(1,2 óbitos/100 mil) e Santa Catarina (1,1 óbitos/100 mil) (BRASIL, 2022). 

1.3 Diagnóstico 

O diagnóstico da TB pode ser realizado por meio de diferentes métodos, dentre 

eles: exames bacteriológicos como baciloscopia e cultura de escarro, exame radiológico de 

tórax, testes imunológicos e técnicas de identificação molecular.  

A baciloscopia é o exame microscópico de escarro, um método de detecção 

simples, de baixo custo e sua realização é viável na maioria dos laboratórios e unidades de 

saúde. Este exame foi concebido por Robert Koch em 1882, e consiste na coleta do escarro 

do paciente e na coloração do mesmo com carbolfucsina ou fluorocromos. Uma vez que M. 

tuberculosis possui propriedade bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), ao entrar em 

contato com um dos corantes empregados na técnica, sua coloração permanece rósea ou 

avermelhada, não apresentando descoloração sob a ação de álcool e ácidos. A interpretação 

dos resultados da baciloscopia se dá pela contagem de bacilos por campo visualizado 

(WHO, 2015). 
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A cultura de escarro consiste em oferecer um meio propício para o 

desenvolvimento da micobactéria, oferecendo a nutrição adequada para o crescimento e a 

multiplicação dos microorganismos. Löwenstein-Jensen (LJ) e Ogawa-Kudoh são os meios 

sólidos mais utilizados para este fim. Este método de diagnóstico demanda de uma semana 

(quando realizada em meio líquido) a seis semanas (quando realizada em meio sólido) para 

obtenção de um resultado, ainda assim, a cultura é a técnica de diagnóstico considerada 

padrão ouro para a detecção da TB. Por meio da cultura em meio líquido, tornou-se 

possível também os sistemas de cultura automatizados como o MGIT96 – Mycobacteria 

Growth Indicator Tube (Becton & Dickinson, Sparks, MD, USA) – que passou a ser 

amplamente utilizado para o isolamento, detecção de resistência as drogas de primeira 

linha e, atualmente, também as drogas de segunda linha. A cultura automatizada 

proporcionou uma importante evolução no diagnóstico da TB, uma vez que é capaz de 

fornecer um resultado em tempo significativamente menor em relação a cultura em meio 

sólido (BRASIL, 2019). 

Em alternativa a cultura, visando um resultado em tempo mais rápido, a partir de 

2010, adotou-se mundialmente os testes rápidos moleculares. Estes testes são baseados na 

amplificação de ácidos nucleicos para detecção de DNA de M. tuberculosis e ainda 

possibilitam concomitantemente a identificação de cepas resistentes à determinadas drogas 

pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Esses testes são 

capazes de fornecer o resultado em aproximadamente duas horas em ambiente laboratorial, 

e são realizados diretamente de uma amostra clínica. Um desses testes é o Xpert® 

MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) que é implementado no Brasil para o 

diagnóstico da TB, substituindo a baciloscopia, e simultaneamente, detectando a 

resistência a rifampicina. (BRASIL, 2019). 

Para detecção da resistência as drogas, a cultura e teste de sensibilidade as drogas é 

considerada o padrão ouro, no entanto, como a resistência as drogas em M. tuberculosis é 

adquirida, quase exclusivamente por mutações em genes associados aos mecanismos de 

ação específicos das drogas, a identificação dessas mutações por métodos moleculares 

constitui uma abordagem eficaz para a detecção rápida da maioria dos casos de TB 

resistente a medicamentos. Além disso, as técnicas moleculares podem ser realizadas em 

questão de horas ou dias e, ao contrário dos ensaios fenotípicos baseados em cultura e teste 
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de sensibilidade, não dependem de crescimento bacteriano que pode levar várias semanas 

(PANKHURST et al., 2016). 

1.4 Mycobacterium tuberculosis 

M. tuberculosis, agente causador da TB, é um bacilo de crescimento lento, que 

possui um envelope celular complexo, contribuindo para o carácter crônico da doença, e 

demanda regimes de tratamento mais longos e com múltiplas drogas. O envelope celular de 

M. tuberculosis, uma bactéria Gram-positiva com genoma rico em guanina e citosina, 

contém uma camada adicional além do peptidoglicano que é rica em lipídios, glicolipídios 

e polissacarídeos incomuns. Novas vias biossintéticas geram componentes da parede 

celular, como ácidos micólicos, ácido micocerósico, fenoltiocerol, lipoarabinomanan e 

arabinogalactano, e vários deles podem contribuir para a longevidade micobacteriana, 

desencadear reações inflamatórias no hospedeiro e atuar na patogênese da TB (COLE et 

al., 1998; KOLATTUKUDY et al., 1997). 

O genoma completo da cepa de referência de M. tuberculosis (H37Rv - 

NC000962.3) foi completamente sequenciado em 1998 e sua análise revelou que o genoma 

contém 4.411.529 pares de base, incluindo cerca de 4.000 genes, um conteúdo de guanina-

citosina médio de 65,4% e a presença de numerosos elementos polimórficos de DNA 

repetitivo que podem ser usados para tipagem molecular de M. tuberculosis. Por exemplo, 

o elemento de inserção IS6110, amplamente utilizado como marcador genotípico em 

epidemiologia molecular, é o mais abundante e o mais bem caracterizado e seu número de 

cópias em cada genoma varia entre as diferentes linhagens (BOTTAI et al., 2014; CAMUS 

et al., 2002; COLE et al., 1998).  

M. tuberculosis foi por muitos anos considerado um patógeno geneticamente 

monomórfico. Somente após os primeiros métodos de genotipagem, incluindo a detecção 

do elemento de inserção IS6110 por Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de 

Restrição (RFLP) e a técnica de spoligotyping (KAMERBEEK et al., 1997) foi possível 

revelar a existência de grandes famílias de M. tuberculosis (BRUDEY et al., 2006; 

DEMAY et al., 2012; VAN EMBDEN et al., 1993). No entanto, esses métodos de 

genotipagem baseados em sequências de DNA repetitivas ou elementos móveis (ao invés 

de dados de sequenciamento de DNA) tinham limitações para inferência em nível de 
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linhagens e sublinhagens, e no ínício da década de 2000, tornou-se possível utilizar 

técnicas baseadas em tipagem de sequência multiloco (MLST) e sequenciamento (COMAS 

et al., 2009; MAIDEN et al., 1998). 

O RFLP foi a primeira técnica utilizada como método padrão-ouro para 

genotipagem de M. tuberculosis (SUPPLY et al., 2006). Esta técnica emprega uma enzima 

de restrição PvuII associada à hibridização usando uma sequência parcial do elemento de 

inserção IS6110 como sonda (VAN EMBDEN et al., 1993). As sequências de inserção 

encontram-se dispersas por todo o genoma de M. tuberculosis em um número variável de 

cópias e podem ser usadas como marcador para comparar o número em que podem ser 

encontradas em cada família (THIERRY et al., 1990). No entanto, RFLP é um método 

trabalhoso, cujos resultados em nível laboratorial são de longa duração, exigindo semanas 

de incubação para o crescimento apenas de organismos que podem fornecer a grande 

quantidade de DNA necessária para sua realização (KREMER et al., 1999). Além disso, 

apresentava baixo poder discriminatório em cepas com menos de seis sequências de 

inserção IS6110 no DNA genômico, exibindo possíveis padrões idênticos mesmo em cepas 

não relacionadas epidemiologicamente (COWAN et al., 2005). Portanto, havia a 

necessidade de utilizar métodos complementares de genotipagem, como spoligotyping e/ou 

Variable Number of Tandem Repeats of Mycobacterial Intersperced Repetitive Units 

(MIRU-VNTR), que surgiram anos depois e eram baseados em PCR e apresentavam uma 

execução menos difícil (JONSSON et al., 2014; MATHEMA et al., 2006). 

O método de spoligotyping é baseada na amplificação das sequências espaçadoras 

encontradas entre as regiões de repetição em tandem de 36pb e ocorrendo em número 

variável dentro do locus de repetição direta (DR) de M. tuberculosis. A detecção é feita por 

hibridização reversa com sondas específicas para as 43 sequências espaçadoras colocadas 

em uma membrana seguida de detecção por ensaio quimioluminescente (KAMERBEEK et 

al., 1997). O padrão de presença ou ausência dessas sequências espaçadoras gera um 

código binário de 43 elementos que permite a comparação interlaboratorial dos resultados 

(MATHEMA et al., 2006). Os variados padrões de spoligotyping apresentam 

características filogenéticas satisfatórias para diferenciação de isolados entre as diferentes 

famílias de M. tuberculosis (BRUDEY et al., 2006; COLL et al., 2014; KAMERBEEK et 

al., 1997).  
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Outra técnica de genotipagem clássica que tem sido utilizada nos últimos anos, 

baseia-se na detecção de sequências repetitivas que variam de 40 a 100 pares de base, 

encontradas em repetições em tandem, em diferentes loci distribuídos no genoma de M. 

tuberculosis, denominadas Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU). Por meio 

desta técnica, observa-se que as diferentes linhagens apresentam, em diferentes loci, 

polimorfismo no número de repetições desses elementos Variable Number of Tandem 

Repeats (VNTR) (SUPPLY et al., 2006). Este método baseia-se na amplificação por PCR 

de múltiplos loci utilizando primers específicos para as regiões flanqueadoras de cada 

locus de repetição e na identificação dos tamanhos dos fragmentos amplificados, por 

algum método de separação, como migração em gel ou eletrocapilar, e atribuindo a cada 

tamanho de fragmento um número de repetições correspondente (MAZARS et al., 2001). 

A cada cepa tipada é atribuído um número correspondente ao número de repetições do 

locus MIRU, formando a base de um sistema de codificação. O método tem um poder 

discriminatório, proporcional ao número de loci analisados, em geral, ao utilizar apenas 12 

loci é menos discriminatório que o RFLP-IS6110, porém, o conjunto de 15 loci tem sido 

proposto como equivalente ao RFLP-IS6110 e o 24 loci definido como uma ferramenta de 

melhor resolução adequada para estudos filogenéticos (SUPPLY et al., 2006). 

No entanto, o uso de spoligotyping e MIRU é limitado para filogenética e 

classificação de cepas devido à propensão de eventos de evolução convergente envolvendo 

esses marcadores moleculares, causando a rápida mudança desses padrões de marcadores e 

ainda possibilitando a existência de mesmos padrões ou padrões semelhantes em isolados 

de M. tuberculosis que não são filogeneticamente relacionadas. Este problema é 

especialmente relevante para a técnica de spoligotyping dada a unidirecionalidade dos 

eventos genéticos inerentes ao processo de diversificação dos marcadores empregues. Para 

contornar este problema, deleções genômicas, também denominadas como Regiões de 

Diferença (RDs) têm sido usadas como marcadores para classificar cepas de M. 

tuberculosis entre as principais linhagens filogenéticas existentes (COSCOLLA & 

GAGNEUX, 2014). 

Quanto a diversidade genômica, M. tuberculosis (também denominado M. 

tuberculosis sensu stricto) pertence ao Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), 

que compreende diversas espécies e subespécies bacterianas intimamente relacionadas, 
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incluindo M. tuberculosis e M. africanum que são adaptados a humanos, bem como várias 

formas adaptadas aos animais, i.e. M. bovis, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. 

origis, M. mungi, M. suricattae, o bacilo dassie e o bacilo do chimpanzé (COSCOLLA & 

GAGNEUX, 2014).  

O CMTB é dividido em nove linhagens adaptadas aos humanos (linhagens 1, 2, 3, 

4, 7 e 8) e M. tuberculosis var. africanum (linhagens 5, 6 e 9; M. africanum), que causam 

doenças humanas. Linhagens 2, 3 e 4, são conhecidas como linhagens modernas, pois essas 

linhagens se diversificaram mais recentemente do que as demais linhagens do CMTB. Esta 

diferenciação se faz pela ausência da região TbD1 nas linhagens modernas, que tem um 

papel importante na fisiopatologia da doença e contribuiu para a disseminação global e 

sucesso evolutivo dessas linhagens. As linhagens CMTB variam em sua distribuição 

geográfica e dispersão, sendo endêmicas em diferentes locais ao redor do globo, levando à 

hipótese de que os tipos de cepas são especificamente adaptados a diferentes populações 

humanas (BOTTAI et al., 2020; BRITES et al., 2018; BRITES & GAGNEUX, 2015; 

NGABONZIZA et al., 2020).  

Algumas linhagens, são globalmente mais distribuídas do que outras. Entre estas 

linhagens mais bem espalhadas mundialmente, estão as linhagens 2 e 4. A linhagem 2 

(também conhecida como linhagem do Leste Asiático, inclui a família de cepas Beijing) 

predomina no leste da Ásia, mas também está presente na Ásia Central, Rússia e África do 

Sul. A linhagem 4 (também conhecida como linhagem Euro-americana) circula 

principalmente em populações da Ásia, Europa, África e Américas. As linhagens 1 e 3 tem 

uma distribuição geográfica mais restrita limitada à África Oriental, Ásia Central, Sul e 

Sudeste Asiático. As linhagens mais restritas geograficamente são as linhagens 5, 6 e 7, 

todas associadas a regiões específicas da África. As linhagens 5 e 6 também conhecidas 

como M. africanum, West Africa 1 e West Africa 2, respectivamente, ocorrem quase 

exclusivamente na África Ocidental ou em imigrantes recentes dessas regiões. A linhagem 

6 ocorre principalmente na parte ocidental da África Ocidental, enquanto a linhagem 5 

domina mais ao leste nas regiões que fazem fronteira com o Golfo da Guiné (Figura 3) 

(BLOUIN et al., 2012; COSCOLLA & GAGNEUX, 2014; DE JONG et al., 2010; 

GEHRE et al., 2013). 
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Figura 3. (A) Filogenia de máxima verossimilhança modificada de (BOS et al., 2014). O suporte dos ramos 

com 1.000 replicações de bootstrap é mostrado nos ramos e a árvore é enraizada pelo grupo externo M. 

canettii. Polimorfismos de Grande Sequência (LSPs) descritos em (BROSCH et al., 2002) são indicados ao 

longo dos ramos. A barra de escala indica o número de substituições de nucleotídeos por sítio. As imagens de 

B a D representam as linhagens do CMTB dominantes por país. Cada ponto corresponde a 1 dos 80 países 

representados nas 875 cepas do CMTB da coleção global de cepas analisada por (GAGNEUX et al., 2006). O 

ponto amarelo e laranja representam a linhagem 7 na ETIÓPIA (FIRDESSA et al., 2013) e as cepas CMTB 

extintas do Peru, respectivamente (BOS et al., 2014). Em (B) mostra as linhagens geograficamente mais 

difundidas, em (C) as linhagens intermediárias e em (D) as linhagens mais restritas geograficamente. Figura 

traduzida de (COSCOLLA & GAGNEUX, 2014). 

Em vários estudos foi descrito que as diferenças fenotípicas entre as linhagens do 

CMTB exercem influência nas características de transmissão, diagnóstico e desfecho 

clínico da TB pulmonar e extrapulmonar. As variações entre essas diferentes linhagens 

podem ser observadas consequentemente na manifestação de distintos fenótipos com 

diferenças no perfil resistência as drogas, transmissibilidade, virulência, resposta imune do 

indivíduo infectado, local da doença e gravidade. Esses fenótipos conferem vantagens para 

essas linhagens CMTB, podendo facilitar a disseminação da doença e aumentar as chances 

de um pior prognóstico para os pacientes (FORD et al., 2013; REILING et al., 2013). 
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Atualmente, a tipagem de linhagens de M. tuberculosis pode ser realizada baseada em 

um conjunto de SNPs espalhados por todo genoma, seja in silico a partir dos dados de 

sequenciamento do genoma completo (WGS do inglês Whole Genome Sequencing) ou por 

ensaios laboratoriais para identificação desses SNPs. Recentemente, um conjunto de 90 

SNPs tem sido utilizado para tipagem de M. tuberculosis, principalmente a partir de dados 

de WGS, possibilitando a identificação de mais de 85 sublinhagens do CMTB. Isto 

possibilita uma maior resolutividade na filogenia do CMTB e permite uma melhor 

compreensão de seus padrões de transmissão, disseminação e evolução (Figura 4) 

(NAPIER et al., 2020). 

 

Figura 4. Árvore filogenética de isolados do complexo Mycobacterium tuberculosis representativos das 

diferentes sub-linhagens identificadas por tipagem baseada em SNPs. As Regiões de Diferença (RDs) 

importantes também são destacadas na árvore. Figura obtida de (NAPIER et al., 2020). 

Tais métodos de tipagem do CMTB permitem o rastreamento da disseminação das 

suas diferentes linhagens e sublinhagens e é de extrema importância para o controle da TB. 

A rápida identificação da linhagem do CMTB permite: a) analisar as associações 

fenotípicas com os perfis de resistência as drogas, b) identificar a provável fonte de 

transmissão e c) auxiliar na prevenção e interrupção de cadeias de transmissão da 

micobactéria (MEEHAN et al., 2019). Assim, a tipagem molecular atua como uma 
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importante ferramenta para o controle da doença e melhor direcionamento das medidas de 

saúde pública a ela relacionadas. 

1.5 Tratamento e resistência as drogas 

Na década de 1940 surgiram a estreptomicina e o ácido para-aminossalicílico, as 

primeiras drogas capazes de tratar a TB. Nas décadas seguintes diversas outras drogas 

foram se tornando disponíveis para o tratamento da doença e hoje diferentes esquemas de 

tratamento estão disponíveis a depender do perfil de resistência do bacilo infectante e das 

condições do indivíduo sendo tratado (LEHMANN, 1946; SCHATZ et al., 2005).  

Atualmente, o regime de tratamento padrão para casos novos de TB droga sensível, 

em adultos e adolescentes, consiste em 2 meses de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e 

etambutol (fase intensiva), seguido de 4 meses de isoniazida e rifampicina (fase de 

manutenção). Quando identificada a resistência a alguma das drogas utilizadas no regime 

padrão, o esquema deve ser revisado, com a substituição de drogas além de serem 

adicionadas outras drogas ao regime dependendo da resistência identificada. De acordo 

com a OMS, os casos em que ocorre a resistência a rifampicina são definidos como TB 

resistente à rifampicina (TB-RR), enquanto aqueles em que a resistência adicional a 

isoniazida é identificada denomina-se TB multirresistente (TB-MDR). Os casos de TB-

MDR e TB-RR são frequentemente agrupados como TB-MDR/RR e ambos são elegíveis 

para tratamento com regimes de TB-MDR (WHO, 2022). 

As drogas a serem incluídas no tratamento da TB MDR/RR são agrupadas em três 

diferentes grupos: Grupo A (levofloxacina/moxifloxacina, bedaquilina, linezolida), Grupo 

B (clofazimina, cicloserina/terizidona) e Grupo C (etambutol, delamanida, pirazinamida, 

imipenem–cilastatina, meropenem, amicacina, estreptomicina, etionamida/protionamida, 

ácido p-aminosalicílico), todas essas denominadas drogas de segunda linha. Quando ocorre 

ainda a resistência a algumas dessas drogas, os casos podem ser também classificados 

como TB pré extensivamente resistente (TB pré-XDR), causada por cepas de M. 

tuberculosis que preenchem a definição de MDR/RR-TB e que também são resistentes a 

qualquer fluoroquinolona (levofloxacina e moxifloxacina); e TB extensivamente resistente 

(TB-XDR) causada por cepas de M. tuberculosis que atendem à definição de MDR/RR-TB 

e que também são resistentes a qualquer fluoroquinolona e pelo menos uma das drogas do 
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grupo A (levofloxacina ou moxifloxacina, bedaquilina e linezolida). Recentemente, 

diferentes casos de TB totalmente resistente aos medicamentos (TB-TDR) têm sido 

descrito e são caracterizados por apresentarem resistência a todos os antimocrobianos 

testados, além de alguns dos que estão atualmente em processo de descoberta (WHO, 

2022). 

O mecanismo molecular mais comum e frequente de aquisição de resistência em 

cepas de M. tuberculosis é por meio da aquisição de mutações genômicas como SNPs, 

deleções ou inserções nos genes que codificam os alvos das drogas, diminuindo ou 

inibindo a eficácia destas drogas (DOOKIE et al., 2018). Essas alterações genômicas 

ocorrem de forma espontânea e cepas mutantes geralmente apresentam alguma vantagem 

sobre cepas não mutadas, aumentando sua sobrevivência na presença de drogas anti-TB. A 

vantagem de cepas carregando essas mutações frente à exposição as drogas colaboram para 

que esse tipo de cepa venha a se disseminar na população. Além disso, a exposição de M. 

tuberculosis a doses inferiores de droga, pode levar a aquisição de mutações (NGUYEN, 

2016). Na tabela 1, são descritos os principais alvos moleculares das principais drogas anti-

TB e os mecanismos de aquisição de resistência comumente encontrados mundialmente. 

Além da resistência causada por aquisição de mutações, vários mecanismos 

distintos de resistência inata também são descritos, entre eles: diminuição da 

permeabilidade do envelope do bacilo, modificação de drogas por enzimas de M. 

tuberculosis, existência de bombas de efluxo removendo drogas que foram capazes de 

atravessar o envelope celular, e tolerância fenotípica à droga por diminuição da taxa de 

crescimento e parada metabólica. Todavia esses mecanismos ocorrem em frequência muito 

inferior aos previamente citados, além de não produzirem resistência estável ou de alto 

nível (SINGH et al., 2020). 



24 

 

Tabela 1. Mecanismo de ação das principais drogas anti-TB, alvos, genes envolvidos e principais mutações associadas a resistência. 

Fármaco Modo de ação Alvo Gene Função do gene Mutações mais frequentes 

Isoniazida 
Inibição da síntese do 

ácido micólico 
Ácido micólico 

katG Catalase-peroxidase Ser-315-Thr 

inhA Enoil-ACP redutase C-15-T  

ndh NADH desidrogenase II Arg-13-Cys, Val-18-Ala 

ahpC Alquil-hidroperoxidase C-39-T, G-9-A, 

 β-Cetoacil-ACP sintase Gly-269-Ser 

Rifampicina Inibição da transcrição RNA polimerase rpoB Subunidade β da RNA polimerase Ser-450-Leu 

Pirazinamida 
Inibição da produção de 

energia e tradução 

Ácido graxo sintase I, proteína 

ribossômica S1 

pncA Pirazinamidase Asp-12-Ala/Asn,Leu-85-Pro 

rpsA Proteína Ribosomal S1 Deletion Ala438, Thr-5-Ala 

panD Aspartato descarboxilase Ala-128-Ser, Val-138-Aal 

Etambutol 
Inibição da síntese de 

arabinogalactano 
Arabinosil transferases 

embCAB 

ubiA/Rv3806c 
Arabinosil transferases Met-306-Val/Ile/Leu 

Estreptomicina 
Inibição da síntese de 

proteínas 
Subunidade ribossômica 30S rpsL rrs gidB 

Proteína ribossômica S12, RNAr 16S,  

metiltransferase RNAr 16S 
Lis-43-Arg A-1401-G SNP Leu-16-Arg 

Amicacina/ 

Canamicina 

Inibição da síntese de 

proteínas 
Subunidade ribossômica 30S 

rrs RNAr 16S A-1401-G SNP 

eis Aminoglicosídeo acetiltransferase G-37-T, G-10-A, G-14-T SNPs 

Capreomicina 
Inibição da síntese de 

proteínas 

Subunidades ribossômicas 30S e 

50S 

rrs RNAr 16S A-1401-G SNP 

tylA Metiltransferase RNAr G-223-T SNP 

 Aminoglicosídeo acetiltransferase G-37-T, C-12-T SNPs 

  
     

      

      

Etionamida 
Inibição da síntese do 

ácido micolico 
Ácido micólico 

ethA Monooxigenase Leu-397-Arg, Leu-328-Met 

inhA Enoil-ACP redutase Ile-21-Thr/Val, Ser-94-Ala 

ndh NADH desidrogenase Arg-13-Cys, Val-18-Ala 

mshA Glicosiltransferase Val-171-Gly, Ala-187-Val 



25 

 

Fluoroquinolonas 
Inibição da replicação, 

transcrição e reparo 
DNA girase 

gyrA Subunidade A da DNA girase Ala-90-Val, Asp-94-Gly/Tyr 

gyrB Subunidade B da DNA girase Asn-533-Thr 

  RGM (4) 

Ácido                     

p-aminosalicílico 

Inibição da síntese de 

folato 

Timidilato sintase, diidrofolato 

sintase, diidrofolato redutases 

thyA Timidilato sintase Thr-202-Ala, Val-261-Gly 

folC Diidrofolato sintase Glu-153-Aal, Asn-73-Ser 

ribD Diidrofolato redutases G-11-A SNP 

Cicloserina 
Inibição da síntese de 

peptidoglicano 

Alanina racemase, D-alanina-D-

alanina ligase, D-serina /L e D-

alanina/glicina/D-cicloserina 

simportador de prótons,  L-

alanina desidrogenase 

alr Alanina racemase G-10-T SNP 

ddl D-alanina-D-alanina ligase – 

cycA Ald 

D-serina /L e D-alanina / glicina / D-

cicloserina simportador de prótons, L-

alanina desidrogenase 

Gly-122-Ser 

Adaptado de Nasiri et al. (2017). 
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1.6 Epidemiologia genômica 

A melhor compreensão da diversidade das linhagens de M. tuberculosis, em um 

nível de resolução proporcionado pela análise de SNPs ao longo do genoma, é capaz de 

definir se tal diversidade tem impacto na epidemiologia da doença em uma população e se 

tem relevância para o controle da TB em uma determinada região (COMAS & 

GAGNEUX, 2009; GAGNEUX & SMALL, 2007). 

Tal processo foi facilitado com o surgimento do Sequenciamento de Nova Geração 

(NGS do inglês Next Generation Sequencing) que proporciona a geração de sequências do 

genoma completo de M. tuberculosis em pouco tempo e com custo cada dia menor. Esse 

processo pode ser observado no número crescente de sequências de genomas que são 

depositados em bancos de dados de acesso público como o NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) e auxiliam a elucidar aspectos da diversidade genômica do 

CMTB. O termo “NGS” é comumente utilizado para descrever plataformas de 

sequenciamento baseadas em métodos mais recentes do que o sequenciamento original 

baseado na química de terminação da cadeia de Sanger ou o método químico de Maxam e 

Gilbert (MAXAM & GILBERT, 1977; SANGER et al., 1977). Enquanto o método de 

sequenciamento de Sanger original exigia um primer específico para iniciar a leitura por 

meio de uma sequência modelo, a estratégia de NGS deriva da abordagem de 

sequenciamento shotgun empregada no Projeto Genoma Humano (ZHANG et al., 2011).  

 As tecnologias de NGS são baseadas na fragmentação genômica, ligação de 

adaptadores e produção de leituras começando em locais aleatórios por todo o genoma. Os 

moldes de DNA são, portanto, sequenciados em paralelo em um processo em tempo real, 

no qual cada molde clonal ou molécula única é sequenciado e analisado individualmente 

(ZHANG et al., 2011). Todas as plataformas de NGS acabam produzindo grandes 

quantidades de dados em um período relativamente curto e, portanto, o motivo pelo qual 

NGS também está associado ao termo sequenciamento de alto rendimento. Dependendo da 

tecnologia, o comprimento de leitura pode variar, pois as primeiras tecnologias NGS 

começaram produzindo comprimentos de leitura menores aos que eram obtidos pelo 

sequenciamento de Sanger, no entanto em tecnologias mais recentes é possível produzir 

longas leituras. Outro aspecto importante a ser considerado no NGS é a profundidade, ou 
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seja, o número de leituras que se sobrepõem a uma determinada posição de nucleotídeo; 

essa profundidade permite a realização de análises mais apuradas de eventos de infecção 

mista ou heteroresistência por exemplo (PAREEK et al., 2011).  

 O uso dessas tecnologias de NGS que hoje possibilitam o sequenciamento do 

genoma completo auxiliam na melhor compreensão sobre a diversidade genômica de M. 

tuberculosis, produzindo importantes conhecimentos sobre a diversidade, modo de 

evolução e adaptação ao hospedeiro desse patógeno, e isto em diferentes regiões do 

mundo. Por meio do WGS também é possível realizar a caracterização completa dos genes 

associados à resistência a medicamentos e a detecção de variantes determinantes de 

resistência. Nos últimos anos, principalmente os países de alta renda, estão deixando de 

utilizar os testes de suscetibilidade fenotípicos e estão migrando para predição de 

resistência baseada na identificação de mutações associadas a resistência por WGS 

(MEEHAN et al., 2019). 

Dada a necessidade de uma melhor compreensão da diversidade genômica dos 

isolados de M. tuberculosis circulando em diferentes regiões do Brasil e a relevância dessa 

informação para orientar os gestões sobre as melhores medidas de controle da doença em 

nível local; a geração de sequências genômicas de M. tuberculosis e a análise desses dados 

para suprir as principais demandas de saúde pública mostra-se como uma ferramenta na 

busca da eliminação da TB proposta pela Organização Mundial da Saúde em 2015 e foi o 

objetivo desta presente tese. 
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2 OBJETIVO 

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade genômica dos 

isolados de M. tuberculosis circulando na região sul do Brasil, e como objetivos 

específicos se propôs a:  

(i) Identificar os principais genótipos e mecanismos associados à resistência as 

drogas anti-TB bem como a sua prevalência. 

(ii) Posicionar num contexto filogenético global as principais famílias ou cepas 

circulantes na região sul do Brasil. 

(iii) Caracterizar a trajetória evolutiva de cepas multirresistentes e dinâmica de 

aquisição de resistência.  

(iv) Elucidar a dinâmica de transmissão de M. tuberculosis, identificação de 

clusters genômicos e dispersão geotemporal.     
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3 MANUSCRITOS PUBLICADOS 

3.1 CAPÍTULO I 

 O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Molecular epidemiology of 

Mycobacterium tuberculosis in Brazil before the whole genome sequencing era: a 

literature review” consistiu uma revisão sistemática da literatura sobre o uso do RFLP-

IS6110 e MIRU-VNTR no Brasil. 

O trabalho foi publicado na revista Memórias do Instituto Oswaldo Cruz 

(https://memorias.ioc.fiocruz.br/), com fator de impacto JCR 2021 = 2,747.  

O manuscrito está disponível em: https://doi.org/10.1590/0074-02760200517. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1590/0074-02760200517


30 

 



31 

 



32 

 



33 

 



34 

 



35 

 



36 

 



37 

 



38 

 



39 

 



40 

 

 



41 

 



42 

 



43 

 

 

 

 



44 

 

3.2 CAPÍTULO II 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Genomic-based surveillance 

reveals high ongoing transmission of multi-drug-resistant Mycobacterium tuberculosis 

in Southern Brazil” apresenta uma análise baseada em WGS da diversidade genômica de 

M. tuberculosis circulando no Rio Grande do Sul. 

O trabalho foi publicado na revista International Journal of Antimicrobial 

Agents (https://www.journals.elsevier.com/international-journal-of-antimicrobial-agents), 

com fator de impacto JCR 2021 = 15.441. 

O manuscrito está disponível em: 

https://doi.org/10.1016/j.ijantimicag.2021.106401. 
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3.3 CAPÍTULO III 

No manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “A highly rifampicin 

resistant Mycobacterium tuberculosis strain emerging in Southern Brazil”, 

descrevemos as características fenotípicas, moleculares e epidemiológicas de uma cepa de 

Mycobacterium tuberculosis altamente resistente à rifampicina emergente no sul do Brasil. 

O trabalho foi publicado na revista Tuberculosis 

(https://www.sciencedirect.com/journal/tuberculosis), com fator de impacto JCR 2021 = 

2.973. 

O manuscrito está disponível em: https://doi.org/10.1016/j.tube.2020.102015. 
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3.4 CAPÍTULO IV 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Genomic epidemiology of 

Mycobacterium tuberculosis in Santa Catarina, Southern Brazil” apresenta uma análise 

baseada em WGS da diversidade genômica de M. tuberculosis circulando em Santa 

Catarina. 

O trabalho foi publicado na revista Scientific Reports 

(https://www.nature.com/srep/), com fator de impacto JCR 2021 = 4.996. 

O manuscrito está disponível em: https://doi.org/10.1038/s41598-020-69755-9. 
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3.5 CAPÍTULO V 

O manuscrito que constitui este capítulo, intitulado “Genomic characterization of 

variants on mycolic acid metabolism genes in Mycobacterium tuberculosis isolates 

from Santa Catarina, Southern Brazil” apresenta uma análise das mutações em genes 

relacionados ao metabolismo de ácidos micólicos em isolados de M. Tuberculosis de Santa 

Catarina. 

O trabalho foi publicado na revista Infection, Genetics and Evolution 

(https://www.sciencedirect.com/journal/infection-genetics-and-evolution), com fator de 

impacto JCR 2021 = 3.342 . 

O manuscrito está disponível em: https://doi.org/ 10.1016/j.meegid.2021.105107. 
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4 DISCUSSÃO 

Capítulo I - Epidemiologia molecular de Mycobacterium tuberculosis no Brasil antes 

da era do sequenciamento do genoma completo 

O aumento da resistência às drogas anti-TB e o aumento da transmissão 

descontrolada de cepas com resistência a múltiplas drogas são os principais, e que está na 

origem dos casos de resistência primária, constitui um dos fatores para manutenção das 

taxas de mortalidade por TB em diferentes regiões do mundo. A investigação das fontes de 

transmissão e o monitoramento das cepas de M. tuberculosis por meio de estudos de 

epidemiologia molecular complementados por ferramentas de tipagem molecular é, 

portanto, essencial para o controle da doença. As ações de vigilância da TB no Brasil 

consistem basicamente na visita domiciliar de parte dos novos casos da doença, na busca 

por indivíduos que abandonam o tratamento, busca ativa por casos em hospitais e outras 

instituições, bem como acompanhamento e encerramento de casos (BRASIL, 2011). 

Atualmente não foi implementado em nível nacional qualquer método de tipagem que 

poderia ajudar na detecção de cadeias de transmissão por meio da identificação de clusters 

genômicos bem como informar acerca da implementação de novas estratégias direcionadas 

à contenção de cepas específicas porventura associados a fatores de risco.  

Antes da ampla expansão do NGS observada na última década, as técnicas de 

MIRU-VNTR, RFLP-IS6110 e spoligotyping eram as técnicas empregadas para tipagem e 

inferências de cadeias de transmissão de M. tuberculosis ou exclusão de relação 

epidemiológica entre possíveis contatos ou casos potencialmente relacionados. Tanto o 

spoligotyping quanto tipagens baseadas em MIRU-VNTR são armazenados em grandes 

bancos de dados internacionais que permitem a comparação interlaboratorial de padrões, 

enquanto RFLP-IS6110, estão principalmente compondo bancos de dados locais 

(COSCOLLA, 2017; COUVIN & RASTOGI, 2014). Assim, no capítulo I desta tese, nós 

conduzimos uma revisão sistemática da literatura sobre o uso do RFLP-IS6110 e MIRU-

VNTR no Brasil, com o objetivo de (i) descrever a estrutura dos laboratórios da rede 

brasileira, (ii) caracterizar os estudos de epidemiologia molecular aplicados à TB no Brasil; 

(iii) estudar a diversidade genética de M. tuberculosis no país e (iv) relacionar esses dados 

ao cenário epidemiológico nacional da TB. 
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No estudo observamos que, nas últimas duas décadas, a técnica de MIRU-VNTR 

tem sido menos usada para tipagem do que a técnica padrão-ouro anterior (RFLP IS6110), 

não apenas devido à implementação anterior desta última (1993, enquanto MIRU-VNTR 

foi implementada em 2008), mas também devido ao seu custo mais elevado. Isso é de 

particular importância para um país com considerável incidência de TB como o Brasil. No 

entanto, a implementação da tipagem para rastrear apenas casos de TB-MDR já teria um 

impacto significativo no controle da TB, uma vez que os casos MDR são aqueles que terão 

uma menor chance de cura, demandarão um período maior de tratamento, terão uma maior 

chance de um mau prognóstico e de transmissão na comunidade (WHO, 2021). 

O rastreamento dos casos de TB e seus contatos é de vital importância para o 

controle da TB em países de alta carga da doença como o Brasil. Estudos sobre a 

diversidade genética e epidemiologia molecular da TB, por meio destas técnicas, no 

território brasileiro, foram mais frequentes nas regiões Sul e Sudeste e é imperativo 

reforçar a necessidade de vigilância da epidemiologia molecular nos estados do centro, 

nordeste e norte. Isso poderia ser alcançado pela capacitação intensiva de mais 

profissionais de laboratório e fornecimento dos materiais necessários para a execução da 

técnica em nível nacional, similar ao que tem sido empregado, desde 2020, para vigilância 

genômica do coronavirus nos laboratórios centrais de saúde pública do país. Uma alta, mas 

heterogênea proporção de transmissão de TB foi observada nas regiões brasileiras 

analisadas no capítulo I. Além disso, no estudo destaca-se a importância de incluir a 

análise genotípica na vigilância da TB, pelo menos de casos droga resistentes, e de manter 

um fluxo de dados entre os laboratórios da rede nacional. Assim, se propõe a 

implementação de técnicas de tipagem molecular para detecção de transmissão de TB, bem 

como a criação de um banco de dados nacional, visando um melhor controle da incidência 

da doença no país. Adicionalmente se faz necessário a construção de bancos de dados 

capazes de possibilitar alguma retrocompatibilidade entre os dados de tipagem por 

metodologias clásicas (RFLP, spoligotyping e MIRU-VNTR) e dados de tipagem por 

WGS, de modo que seja possível relacionar cepas caracterizadas pelos diferentes métodos.  
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Capítulo II - Vigilância genômica revela alta transmissão contínua de Mycobacterium 

tuberculosis multi drogaresistente no sul do Brasil 

No Capítulo II estão descritos os resultados de uma análise baseada em WGS da 

diversidade genômica de M. tuberculosis circulando no Rio Grande do Sul que incluiu 

75,7% dos 403 casos de TB-DR identificados no Laboratório Central de Saúde Pública do 

Estado de 2011 a 2014. O Rio Grande Sul tem a quarta maior taxa de mortalidade por TB 

entre os estados brasileiros e em estudos recentes conduzidos na região, observou-se 

importantes cadeias de transmissão de cepas resistentes de M. tuberculosis que dificultam 

o controle da doença (BRASIL, 2020; ESTEVES et al., 2018; SALVATO, et al., 2019; 

SALVATO, et al., 2020).  

De modo geral, na predição da resistência baseada na identificação de mutações 

associadas a resistência observou-se uma boa concordância com testes fenotípico, com 

valores de concordância que variaram de 99,3% para isoniazida e 98,7% para rifampicina a 

82,3% para etambutol e 86,9% para estreptomicina. Um achado relevante observado a 

partir da comparação entre a análise molecular e o teste fenotípico foi a presença de 

disputed mutations (MIOTTO et al., 2018), bem caracterizadas previamente, no gene rpoB 

em 22 cepas suscetíveis a rifampicina nos testes de sensibilidade realizados em meio 

líquido no BD BACTEC MGIT e em duas cepas resistentes. Entre as 96 amostras 

caracterizadas inicialmente como mono-resistentes a isoniazida no ensaio fenotípico, foram 

encontradas disputed mutations em 21,9% (N=21), evidenciando uma possível 

subestimação da proporção de casos MDR e podendo levar a prescrição de tratamentos 

anti-TB incorretos para esses casos. Além disso, o fato de 17 pacientes infectados com 

essas cepas terem sido submetidos a regimes de tratamento para TB-MDR após falhas do 

regime de 1ª linha, e outros dois evoluírem para óbito durante o tratamento, mostra a 

relevância clínica dessas mutações. Ademais, o potencial de disseminação e aparente 

ausência de perda de transmissibilidade ou fitness relativo dessas cepas é evidenciado pela 

detecção dessas cepas em importantes clusters genômicos de transmissão, dos quais 

destacamos o cluster genômico (GC) 4, predominantemente formado por essas cepas. 

Esses novos achados no Brasil revelam a importância do rastreamento de cepas que 

abrigam disputed mutations para uma melhor vigilância e controle da TB.  
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A ocorrência de disputed mutations tem se mostrado com uma ocorrência 

importante em diferentes regiões do mundo, em estudos anteriores foi descrito a presença 

de disputed mutations no gene rpoB em proporções que variaram de pelo menos 4,6% na 

África do Sul, 10% em Kinshasa, 13,1% em Bangladesh, 2,5% na China, 6,9% na Coréia 

do Sul e 9,2% em Taiwan (JO et al., 2017; LIN et al., 2021; MVELASE et al., 2019; VAN 

DEUN et al., 2013; WANG et al., 2013).  

A boa concordância observada entre a predição da resistência pelo WGS e a 

detecção de resistência fenotípica, e a falta de capacidade do teste fenotípico automatizado 

para identificar resistência causada por disputed mutations, ressalta a importância da 

implementação de testes moleculares, como por exemplo, MTBDRplus/MTBDRsl ou 

Target-NGS, além dos  já amplamente implementados testes rápidos moleculares como 

GeneXpert, que são capazes de detectar essas disputed mutations, e no caso do GeneXpert, 

já está disponível em alguns serviços de saúde do Rio Grande do Sul, auxiliando na 

detecção de algumas dessas mutações e fornecendo uma identificação de resistência 

oportuna (TORREA et al., 2019).  

Como já descrito em estudos anteriores realizados no Rio Grande do Sul 

(ESTEVES et al., 2018; SALVATO, et al., 2019; SALVATO, et al., 2020), os principais 

genótipos associados à resistência as drogas de primeira linha incluem mutações de alta 

confiança, entre elas: katG S315T (em 50% de cepas resistentes), katG S315T + inhA -15 

C>T (em 17,6%) e inhA -15 C>T (em 10,2%) causando resistência ao isoniazida. No 

entanto, 3,9% (11/284) de cepas resistentes a isoniazida só carregavam mutações 

relacionadas à resistência na região promotora do gene ahpC (-48 G>A, -52 C>T, -54 C>T 

e -57 C>T), sendo oito dessas cepas mono-resistentes a isoniazida. Apesar de evidências 

limitadas sobre o papel das mutações na região intergênica ahpC-oxyR conferindo 

resistência a isoniazida, em vários estudos (ALLIX-BÉGUEC et al., 2018; LIU et al., 

2018; SEIFERT et al., 2015; WALKER et al., 2015) têm-se descrito uma possível 

associação entre essas variantes e resistência fenotípica a isoniazida, mas geralmente como 

um mecanismo compensatório para mutações no gene katG, principalmente mutações 

diferentes daquelas ocorrendo no códon 315. Em relação às onze cepas que carregam 

apenas mutações em ahpC, não encontramos outros marcadores moleculares que pudessem 

elucidar o mecanismo causando tal resistência. Visando uma melhor compreensão da 
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ocorrência de resistência nessas cepas, outros mecanismos moleculares, como a expressão 

das bombas de efluxo devem ser analisados (MACHADO et al., 2012, 2018). 

Em nosso conjunto de amostras, encontramos a resistência a rifampicina sendo 

causada principalmente por mutações no gene rpoB: S450L (em 54,6%), S450L + A286V 

(em 10,9%) e também pela inserção de 12 nucleotídeos (12nt) no códon 435 do gene rpoB 

(em 9,2%), que evidencia a disseminação significativa dessas cepas altamente resistentes a 

rifampicina (MIC ≥ 32 mg/L) na população (ROSSETTI et al., 2020). Da mesma forma, as 

mutações mais comuns associadas à resistência foram encontradas entre as cepas clínicas 

fenotipicamente resistentes a etambutol (embB M306V em 83,3% das cepas resistentes) e 

estreptomicina (rrs 492 C>T em 14,9% e rpsL K43R em 14,9%), semelhante ao 

encontrado em conjuntos de amostras em outros países (COLL et al., 2018; PHELAN et 

al., 2019). 

Mutações que conferem resistência a drogas de segunda linha foram encontradas 

em nove cepas: seis cepas MDR tinham mutações conferindo resistência a 

fluoroquinolonas no gene gyrA, uma cepa poli-resistente e duas cepas mono-resistentes a 

isoniazida também apresentaram mutações associadas a resistência no  gene gyrA, e uma 

delas também carregava uma mudança de nucleotídeo (1401a>g) no gene rrs, que está 

relacionada à resistência a drogas injetáveis de segunda linha , caracterizando um caso de 

TB XDR. De acordo com dados clínicos, apenas um desses nove indivíduos pré-

XDR/XDR-TB teve um desfecho favorável no tratamento, e três deles abandonaram o 

regime de tratamento, tal fato contribui para a disseminação dessa resistência. Neste estudo 

do Capítulo II, não foi realizado teste fenotípico para detecção as drogas de segunda linha, 

impedindo a comparação com a predição baseada em WGS. No entanto, trata-se de 

mutações clássicas associadas à resistência a ambos os grupos de drogas aqui evidenciados 

constituindo estas mutações variantes associadas à resistência de elevado grau de 

confiança. Adicionalmente, um trabalho anterior revelou uma boa concordância entre 

mutações associadas a resistência e a resistência fenotípica às fluoroquinolonas em um 

subconjunto de cepas clínicas da mesma região (SALVATO et al., 2020). 

Como anteriormente caracterizado por estudos recentes na região sul do Brasil 

(SALVATO, et al., 2019; SALVATO, et al., 2020), a estrutura populacional de M. 
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tuberculosis tem sua composição basicamente por cepas das famílias LAM e Haarlem. A 

mesma predominância de LAM ocorre no estado fronteiriço de Santa Catarina (VERZA et 

al., 2020), apesar da predominância de sublinhagens 4.3.3 no estado vizinho, ao contrário 

da predominância da sublinhagem 4.3.4.2, seguida da 4.3.3 observada no presente estudo. 

Além da classificação baseada em SNPs ser capaz de determinar a sublinhagem de cepas 

que não foram passíveis de classificação pela técnica de spoligotyping, a classificação por 

SNPs também foi capaz de reclassificar em sublinhagens mais plausíveis um grande 

conjunto de cepas previamente definidas como sublineagem T de acordo com o padrão de 

spoligotyping. Das 93 cepas atribuídas ao clado T pelo SITVIT2, apenas 16 (17,2%) foram 

classificadas no clado T na tipagem baseada em SNPs e as demais foram atribuídas 

principalmente a sublinhagem 4.1.2.1/Haarlem (39.8%). Este fato foi evidenciado por 12 

cepas que carregavam a variante fbpC103, um reconhecido marcador da família LAM, e 

pela posição dessas cepas na árvore filogenética. 

No Rio Grande do Sul, a proporção de transmissão recente estimada de TB-DR foi 

de 55,1% entre 305 isolados de M. tuberculosis estudados, superior à registrada no estado 

fronteiriço Santa Catarina (VERZA et al., 2020) (conjunto de amostras majoritariamente 

suscetíveis), e outras regiões de alta carga de TB no mundo (MIYAHARA et al., 2020), 

sinalizando que importantes cadeias de transmissão estão alimentando a transmissão 

recente da TB na região. No entanto, o fato mais preocupante revelado neste estudo diz 

respeito às cepas MDR, as quais 73,4% foram agrupadas em clusters genômicos. Os três 

maiores GCs encontrados em nossa análise incluíam quase que exclusivamente cepas 

MDR. O GC1 foi constituído principalmente (24/25) por cepas provenientes de indivíduos 

sem histórico de encarceramento e destes, em 15 indivíduos observou-se links 

epidemiológicos comunitários identificados, representando uma grande cadeia de 

transmissão em curso na comunidade.  Diferentemente, no GC2, das 21 cepas, 10 delas 

foram isoladas de indivíduos encarcerados em instituições prisionais, semelhante ao 

visualizado no GC3, onde 8/17 das cepas agrupadas eram de indivíduos presos ou com 

histórico recente de encarceramento, juntamente com a amostra de um profissional agente 

penitenciário. Assim, o GC3 representa uma importante cadeia de transmissão ativa 

envolvendo a população carcerária e a comunidade, semelhante ao notado em outras 

regiões do Brasil e do mundo (ROSSETTI et al., 2020; SACCHI et al., 2015; 

UMPELEVA et al., 2020). 
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Explorando a distribuição geográfica dos casos, foi possível observar que as 

maiores cadeias de transmissão em curso estão ocorrendo em Porto Alegre, capital do 

estado, bem como na sua região metropolitana. Em Porto Alegre, os quatro bairros 

responsáveis por 40,3% dos casos em clusters genômicos na cidade apresentam o menor 

Índice de Desenvolvimento Humano (IBGE, 2022), reforçando a necessidade de medidas 

mais robustas de controle da TB e de proteção social nessas regiões. Além disso, a 

presença de cepas MDR em clusters genômicos compostos principalmente por perfis 

mono/poli-resistentes, juntamente com a aquisição intra-cluster de mutações relacionadas à 

resistência observadas em múltiplos, mas principalmente nos maiores clusters, indiciam a 

emergência de TB-MDR adquirida/secundária nesses clusters, levando à amplificação da 

resistência e sendo um importante ponto de preocupação adicional para o controle da TB.  

Assim, no capítulo II, utilizando uma abordagem genômica, elucidamos o cenário 

da TB-DR no maior estado do sul do Brasil. Os achados apontaram para a necessidade 

urgente de medidas de controle da TB que promovam a desaceleração da disseminação da 

TB-MDR, a fim de controlar a TB nessa região. A situação epidemiológica aqui observada 

pode refletir importantes indicadores operacionais dos programas de controle da TB, como 

a baixa cobertura de teste de suscetibilidade as drogas e tratamento diretamente observado, 

juntamente com as altas taxas de abandono de tratamento. Outro importante indicador 

operacional que requer atenção especial, essencialmente no controle da TB-MDR, é a 

investigação de contatos dos casos. Em 2019, em nível nacional, apenas 55,5% dos 

contatos identificados de TB foram examinados, essa proporção foi ainda menor no Rio 

Grande do Sul (37,8%) (BRASIL, 2020) e pode ser um aspecto crucial para sustentação da 

transmissão contínua de M. tuberculosis encontrada em nossa análise. 

Neste estudo houve algumas limitações importantes: (i) obtivemos informações 

limitadas sobre vínculos epidemiológicos entre pacientes em clusters genômicos. Devido à 

natureza retrospectiva do estudo, só foram acessados bancos de dados secundários, e 

alguns possíveis links epidemiológicos entre pacientes que compartilhavam o mesmo 

ambiente no trabalho, escola, unidades de saúde ou a mesma rota utilizando transporte 

público podem ter sido perdidos; (ii) nós avaliamos a resistência fenotípica apenas aos 

medicamentos de primeira linha e (iii) a amostragem do estudo ocorreu de 2010 a 2014. 

Estudos prospectivos futuros com testes fenotípicos mais amplos e rastreamento de 
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contatos podem superar essas limitações e melhorar a vigilância genômica da TB-DR neste 

cenário. 

Por fim, por meio dos achados descritos no Capítulo II foi possível revelar aspectos 

importantes sobre as bases moleculares da resistência as drogas que ocorrem em cepas de 

M. tuberculosis circulando no Rio Grande do Sul, mostrando a capacidade dos ensaios 

moleculares para a detecção da resistência as drogas e sua importância para detectar a 

resistência a rifampicina causada por disputed mutations, evitando a subnotificação de 

casos de TB-MDR. Além disso, foram identificados múltiplos eventos de transmissão 

contínua de cepas de M. tuberculosis droga resistente, principalmente entre as cepas MDR, 

ressaltando a necessidade de medidas para interromper a transmissão de TB na região e 

visando melhorar o controle da TB nas instituições prisionais. Os resultados aqui descritos 

evidenciam que diferente do que ocorre na maior parte do mundo, a TB-MDR no Rio 

Grande do Sul ocorre devido a dois fatores simultâneos: alta transmissão e por emergência 

de novo durante o tratamento. Importante que no Rio Grande do Sul há a transmissão de 

diversas cepas MDR, o que requer maior aprofundamento para identificar eventuais fatores 

de risco e medidas de contenção direcionadas a essas diferentes cadeias de transmissão.  

Capítulo III - Uma cepa de Mycobacterium tuberculosis altamente resistente à 

rifampicina emergente no sul do Brasil 

Em 2012, Perizzolo et al., (2012) descreveu pela primeira vez a presença de uma 

inserção de 12 nucleotídeos (12nt) no gene rpoB entre cepas MDR coletadas de pacientes 

entre 2004 e 2006 no Rio Grande do Sul. Em 2015, Dalla Costa et al., (2015) descreveram 

seis cepas apresentando a mesma inserção, todas pertencentes ao SIT 863 e identificadas 

entre 2006 e 2010. Em estudos mais recentes realizados na região observou-se um aumento 

da presença dessas cepas que carregam esta inserção, sinalizando sua propagação e 

transmissão contínua (ESTEVES et al., 2018; SALVATO, et al., 2019; SALVATO, et al., 

2020). No capítulo II, onde realizamos um estudo das cepas de M. tuberculosis resistentes 

a medicamentos do Rio Grande do Sul, no período de 2011 e 2014, identificamos 16 cepas 

MDR carregando a inserção de 12nt no gene rpoB. 

Para uma melhor gestão do controle da TB no Rio Grande do Sul, é necessária a 

elucidação das consequências moleculares e fenotípicas dessa inserção de 12nt, bem como 
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a compreensão sobre os padrões de disseminação dessa cepa na população. Para isso, no 

capítulo III, nós examinamos a relação filogenética entre essas cepas, as consequências 

fenotípicas da inserção em relação ao nível de resistência e custo biológico, e a predição in 

silico do efeito dessa inserção para a interação do gene rpoB com a rifampicina.  

A tipagem baseada em WGS em conjunto à análise filogenética corrobora com 

dados anteriores a ocorrência da inserção de 12nt com cepas pertencentes ao SIT 863 que 

apresenta uma distribuição importante e restrita no Rio Grande do Sul (DALLA COSTA et 

al., 2015; SALVATO, et al., 2019; SALVATO, et al., 2020). De acordo com Dalla Costa 

et al., (2015) as cepas que apresentam o padrão SIT 863, e que foram previamente 

identificadas como Mycobacterium pinnipedii, são na verdade pertencentes a linhagem 4 

do CMTB e pertencem a subfamília LAM. A errônea associação do SIT 863 a uma 

linhagem PINI deve-se pela falta de caracterização genômica existente anteriormente, no 

entanto, essa classificação permanece por corrigir na base SITVIT2. Nossos resultados 

estão de acordo com tal assertiva; pois todas as cepas foram classificadas como 

sublinhagem 4.3.3, subfamília LAM e apresentaram a presença da RD115. Esses dados 

também são confirmados pela inferência filogenética realizada que mostrou a proximidade 

genômica entre as cepas com a inserção de 12nt e outras cepas do SIT 863 sem a presença 

da inserção, bem como, com cepas da sublineagem 4.3.3. Embora em estudos anteriores 

terem relatado a presença da inserção de 12nt em cepas classificadas como outras 

sublinhagens, as técnicas de genotipagem anteriormente utilizadas, como RFLP, MIRU-

VNTR e spoligotyping, poderiam produzir alguma classificação errônea (PERIZZOLO et 

al., 2012; SALVATO, et al., 2019).        

Com o objetivo de identificar o padrão de transmissão dessas cepas carregando a 

inserção de 12nt, utilizamos um limite de cinco SNPs entre genomas para definir como um 

episódio de transmissão recente, e inferir que as cepas dentro dessa distância genômica 

máxima estão provavelmente ligadas epidemiológicamente (WALKER et al., 2013). As 16 

cepas que apresentaram a inserção de 12nt no gene rpoB constituíram um cluster genômico 

único, indicativo da transmissão recente e contínua dessas cepas nos últimos anos. Além 

disso, as cepas pertencentes ao SIT 863 que não tinham a inserção de 12nt tiveram uma 

distância genômica de 12 SNPs ou menos de cepas com a inserção de 12nt, corroborando 

com as relações anteriormente citadas entre esses isolados. 
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As cepas que apresentaram a inserção de 12nt foram provenientes principalmente 

de indivíduos privados de liberdade (56,25%) de diferentes estabelecimentos prisionais, 

incluindo os três principais presídios estaduais que sabiamente apresentam superlotação e 

uma estrutura física limitada. Observou-se ainda entre os indivíduos privados de liberdade 

incluídos no estudo do capítulo III, a passagem do mesmo indivíduo por diferentes 

estabelecimentos prisionais em um curto período, podendo esse fato ter desempenhado um 

papel importante na disseminação da cepa com a inserção de 12nt. Além disso, o elevado 

número de indivíduos que abandonaram o tratamento anti-TB (43,8%) e outros fatores de 

risco ou vulnerabilidade social, como indivíduos em situação de rua, podem ser listados 

como possíveis responsáveis pela substancial transmissão contínua dessa cepa. No entanto, 

as cepas de indivíduos sem histórico de encarceramento dentro deste mesmo cluster 

genômico observado em cepas de indivíduos privados de liberdade, apontam para uma 

cadeia de transmissão envolvendo a população carcerária e a comunidade. Junto ao fato 

dessa cepa ter sido descrita inicialmente em indivíduos privados de liberdade, trata-se 

possivelmente de uma cepa cuja disseminação foi inicialmente amplificada em ambiente 

prisional, entre reclusos, tendo posteriormente ocorrido disseminado na comunidade. O 

fato de a população reclusa poder atuar como reservatório que alimenta a transmissão da 

TB para a comunidade é bem estabelecido (SACCHI et al., 2015), e estudo recente no 

Brasil demonstrou diferentes cepas sendo transmitidas da população carcerária para 

comunidade (WALTER et al., 2022) revelando que instituições prisionais também podem 

amplificar e propagar a TB em comunidades vizinhas. Tal fato requer atenção nas medidas 

de saúde pública que visam controlar a transmissão da TB em diferentes ambientes.  

Para obter uma melhor compreensão quanto à ocorrência de inserção de 12nt, 

analisamos a sequência de nucleotídeos do gene rpoB e observamos que a inserção de 12nt 

ocorre com uma variação discreta entre as cepas. No geral, a inserção de 12nt ocorreu na 

posição genômica 761111 correspondente ao códon 435 do gene rpoB. No entanto, 12 das 

16 cepas com a inserção apresentaram uma mudança adicional de adenina para guanina na 

posição 761110, resultando na substituição de aminoácidos no códon 435 (GAC > GGC, 

Asp435Gly). Para facilitar a compreensão, denominamos a inserção de 12nt com 

polimorfismo adicional na posição genômica 761110 de “rpoB INS1”, e aquela com 

apenas a inserção de 12nt de “rpoB INS2”. Em seguida, nós modelamos por homologia as 

estruturas da RNA polimerase (RNAp) com as mutações rpoB INS1 e rpoB INS2, bem 
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como a estrutura da RNAp wt e ancoramos essas estruturas com a molécula de rifampicina. 

Nas análises observamos que a inserção de 12nt diminuiu a afinidade da rifampicina com 

as formas da RNAp_INS1 e RNAp_INS2 mutantes, o que pode explicar a resistência das 

cepas que carregam essas mutações. Também é possível observar que as inserções 

promovem mudanças no sítio de ligação com a rifampicina, que provavelmente está ligado 

à menor afinidade da interação da rifampicina com as formas mutantes. 

No capítulo III nós exploramos ainda o impacto fenotípico da inserção de 12nt no 

que diz respeito ao nível de resistência a rifampicina e à proporção de crescimento dessas 

cepas. Utilizando a classificação do nível de resistência definida no estudo clássico de 

Huitric et al (HUITRIC et al., 2006), os nove isolados clínicos testados mostraram um alto 

nível de resistência (MIC> 32 μg/mL) a rifampicina. Como observado na análise in silico, 

a inserção dos 12 nucleotídeos provavelmente causa uma diminuição da afinidade na 

ligação da rifampicina ao seu alvo na β-subunidade da RNA polimerase codificada pelo 

gene rpoB e reflete no seu nível de resistência. Em relação ao custo biológico, observou-se 

que tanto as cepas com a rpoB INS1 como as com a rpoB INS2 apresentaram uma 

proporção de crescimento mais lento quando comparados aos isolados clínicos do tipo 

selvagem e ao padrão H37Rv. Considerando então que o gene rpoB codifica uma 

subunidade da enzima RNA polimerase responsável pela transcrição do DNA, que é um 

processo essencial na replicação de bactérias, essa mudança em sua estrutura pode ter 

influenciado nesse processo e consequentemente no seu tempo de crescimento. Em estudos 

anteriores foi descrito também um custo biológico associado a mutações no gene rpoB, no 

entanto, poderia ser mitigado com mutações compensatórias (GAGNEUX, LONG, et al., 

2006; MARIAM et al., 2004). É importante ressaltar que, apesar da inserção de 12nt 

causar um custo biológico, é difícil extrapolar essa característica fenotípica para um 

cenário epidemiológico, uma vez que se trata de uma interação de fatores ambientais, 

intrínsecos e do hospedeiro.  

Em resumo, no capítulo III descrevemos os principais aspectos moleculares e 

fenotípicos de uma cepa de M. tuberculosis emergindo no sul do Brasil nos últimos anos 

que carrega uma inserção incomum de 12nt no gene rpoB conferindo resistência de alto 

nível a rifampicina, ainda não descrita em nenhuma outra região do Brasil ou do mundo. A 

abordagem filogenética demonstrou uma possível transmissão dessa cepa da população 
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carcerária para a comunidade, demonstrando uma necessidade urgente de maior vigilância 

na transmissão da TB em meio à população privada de liberdade e ao abandono do 

tratamento anti-TB, especialmente para os casos MDR nesta região. Devido ao alto nível 

de resistência a rifampicina - a droga mais importante no tratamento anti-TB - e sua 

transmissão contínua estabelecida, é essencial monitorar essa cepa que se transmite entre a 

população. 

Capítulo IV - Epidemiologia genômica de Mycobacterium tuberculosis em Santa 

Catarina 

No estado de Santa Catarina, sabe-se que a estrutura populacional de M. 

tuberculosis é predominantemente formada por cepas da sublinhagem LAM, seguidas pela 

sublinhagem T segundo a classificação por spoligotyping (NOGUEIRA et al., 2016). No 

entanto, não havia informações sobre a diversidade genômica associada a essa região e os 

estudos usando métodos de tipagem de maior resolução empregados eram limitados a 

técnica de MIRU-VNTR 12 loci (MEDEIROS et al., 2018). Para preencher essa lacuna, no 

capítulo IV relatamos os resultados de um estudo genômico e epidemiológico na região 

metropolitana de Florianópolis, com o objetivo de identificar os genótipos de M. 

tuberculosis circulantes nesta região, inferir sobre os clusters de transmissão existentes e 

ativos na comunidade, examinar a distribuição de resistência a drogas e ainda exploramos 

possíveis associações entre resultados de tratamento desfavoráveis e linhagens baseadas 

em SNPs. 

Neste estudo avaliou-se o cenário da diversidade genômica de cepas de M. 

tuberculosis isoladas entre maio de 2014 e maio de 2016, analisando amostras de 

indivíduos diagnosticados com TB pulmonar em Florianópolis e São José (as duas mais 

populosas das 22 cidades que compõem a região metropolitana de Florianópolis). Apesar 

da importância de se conhecer o perfil molecular das cepas de M. tuberculosis circulantes 

em um determinado cenário, os dados existentes para essa região específica limitavam-se à 

caracterização genotípica clássica das cepas circulantes (MEDEIROS et al., 2018; 

NOGUEIRA et al., 2016; PRIM et al., 2015). O estudo do capítulo IV compreendeu o 

primeiro estudo genômico de M. tuberculosis no estado de Santa Catarina. Na amostra 

deste estudo encontramos uma alta proporção de co-infecção TB-HIV (19,71%) 
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compatível com a esperada para esta região (22,6%) e bem acima da nacional (9,4%) 

(BRASIL, 2017). Pacientes coinfectados foram associados a uma baixa proporção de cura 

e consumo excessivo de álcool e drogas. A coinfecção por HIV é um fator de risco 

amplamente conhecido para o desenvolvimento de TB, uma vez que o risco de 

desenvolvimento de TB é 19 vezes maior na população vivendo com HIV quando 

comparado ao restante da população, levando a piores desfechos e menores taxas de cura 

(MAGIS-ESCURRA et al., 2017; WHO, 2021). No entanto, o abuso de álcool ou o uso 

não saudável de álcool é um fator de risco cada vez mais reconhecido por afetar o resultado 

do tratamento da TB e um fator de risco para a adesão ao tratamento da TB (CHAVES 

TORRES et al., 2019; FLEMING et al., 2006), além de ter efeito negativo no sistema 

imune e alterar a farmacocinética e absorção de diferentes drogas (MYERS et al., 2018). 

Em estudos recentes realizados em Uganda e Quênia, observou-se ainda que o uso de 

álcool entre indivíduos infectados por HIV parece estar associado à diminuição da 

supressão viral devido à menor proporção de diagnóstico e menor probabilidade de estar 

em regime de tratamento anti-retroviral se já diagnosticado com HIV (PURYEAR et al., 

2020). Nesse sentido, uma abordagem integrada para reduzir o consumo não saudável de 

álcool ou o uso de drogas ilícitas pode levar a melhores resultados quanto ao desfecho dos 

tratamentos anti-TB (SANDGREN et al., 2013).  

Em Santa Catarina, na análise dos dados de WGS foram identificadas mutações que 

conferem resistência as drogas ao longo de todo genoma, o que permitiu a identificação de 

10 (6,6%) isolados resistentes a pelo menos uma droga anti-TB e um (0,7%) isolado MDR-

TB. Apesar da baixa proporção de TB-MDR neste estudo, prevê-se que dois isolados 

clínicos de pacientes diferentes sejam monorresistentes as fluoroquinolonas pela presença 

de duas mutações de alta confiança para predição de resistência a fluoroquinolonas no gene 

gyrA (MIOTTO et al., 2017; PERDIGÃO et al., 2020). A monorresistência a 

fluoroquinolonas ou entre isolados não MDR foi relatada em várias regiões do mundo, com 

frequências variadas (ZIGNOL et al., 2016). Recentemente, Kim et al., (2019), relataram 

uma proporção de resistência a fluoroquinolonas de 0,8% entre cepas não MDR detectadas 

em vários hospitais na Coréia do Sul, revelando uma tendência crescente nas últimas duas 

décadas. Pacientes com TB com prescrição de fluoroquinolonas anterior ao diagnóstico de 

TB, geralmente para tratar pneumonia adquirida na comunidade, têm risco três vezes maior 

de ter TB resistente a fluoroquinolonas (DEVASIA et al., 2009). Múltiplas prescrições de 
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fluoroquinolonas, e o tratamento com fluoroquinolonas por mais de 10 dias, 

principalmente há mais de 60 dias antes do diagnóstico de TB, estão associados à TB 

resistente a fluoroquinolonas (DEVASIA et al., 2009; LONG et al., 2009). Em nosso 

estudo observamos uma proporção de resistência às fluoroquinolonas de 1,3% entre 

pacientes com TB não MDR para esse cenário, impulsionado por dois eventos mutacionais 

independentes. Uma limitação para a interpretação dos dados refere-se no fato de que não 

foram obtidos dados referentes à exposição prévia a fluoroquinolonas para esses dois 

pacientes e, como tal, não podemos excluí-los de serem casos primários de TB 

monorresistente as fluoroquinolonas (WANG et al., 2018). No entanto, a detecção desses 

dois isolados monorresistentes a fluoroquinolonas alerta para um possível uso excessivo de 

fluoroquinolonas na comunidade e exige medidas adicionais de manejo antimicrobiano, 

pois, até onde sabemos, esses são os dois primeiros casos de monorresistência a 

fluoroquinolonas a serem relatados no Brasil. 

Em relação à diversidade genética de M. tuberculosis, a tipagem baseada em SNP 

classificou todos os 151 isolados de M. tuberculosis como linhagem 4 (Euro-americana). A 

predominância da linhagem Euro-Americana no Estado de Santa Catarina e no sul do 

Brasil (NOGUEIRA et al., 2016; SALVATO et al., 2020) ocorreu devido a processos 

migratórios da Europa para a América do Sul que se intensificaram no século XVII 

(BRYNILDSRUD et al., 2018). Portanto, LAM, T e Haarlem, as famílias baseadas em 

spoligotyping mais comuns identificadas neste estudo, também foram encontradas em 

outros estudos no sul do Brasil (NOGUEIRA et al., 2016; PERDIGÃO et al., 2018; PRIM 

et al., 2015; SALVATO et al., 2019; SALVATO, et al., 2020). Nossa análise da presença 

do SNP fbpC103, considerado um marcador altamente específico para a família LAM, não 

apenas confirmou a identificação de todos as cepas classificadas como LAM por 

spoligotyping, mas identificou ainda três cepas SIT823/T1, atribuídos erroneamente à 

família T de acordo com SITVIT2, que apresentaram o marcador fbpC103 e estão de fato 

posicionados filogeneticamente como LAM na árvore filogenética. 

De acordo com estudos anteriores (BJORN-MORTENSEN et al., 2016; WALKER 

et al., 2014), o uso de um limite conservador de cinco SNPs para definir clusters 

genômicos para inferência de episódios de transmissão recente, permitiu o agrupamento de 

43,7% dos isolados incluídos no estudo, demonstrando que aproximadamente metade dos 
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casos de TB na região metropolitana de Florianópolis entre 2014 e 2016 foram associados 

à cadeias de transmissão recentes. Além disso, não foi encontrada associação entre 

agrupamento genômico (considerando os limites de 5, 12 ou 25 SNPs para definir os 

clusters genômicos) e fatores de risco, abandono ou falência do tratamento ou 

características clínicas. 

O cenário de transmissão recente observado no capítulo IV evidencia a ocorrência 

de uma transmissão contínua da TB, provavelmente ainda em andamento. Uma limitação 

do estudo consiste no fato de que apenas 151 (57,4%) casos foram analisados de um total 

de 263 casos notificados para o mesmo período na Grande Florianópolis e, portanto, é 

provável que existam ligações perdidas nas cadeias de transmissão. No entanto, os dados 

reportados já permitiram a detecção de uma grande cadeia de transmissão (GC1) 

responsável por 7,9% dos casos analisados. Todos os isolados agrupados no GC1 

pertenciam à sublinhagem 4.3.3 e eram classificados como SIT216/LAM5. Curiosamente, 

o SIT216/LAM5 foi descrito em Santa Catarina como o SIT mais prevalente em 

estabelecimentos prisionais, mas apenas um isolado no GC1 era proveniente de paciente 

que passou algum tempo em uma instituição prisional (MEDEIROS et al., 2018). Esses 

fatos destacam a importância epidemiológica das cepas SIT216/LAM5, agora em nível 

comunitário, e sua associação com a transmissão recente. O padrão de spoligotyping 

LAM5 também é o mais relatado no Rio Grande do Sul, porém pertencente ao SIT9334. 

Situação semelhante tem sido relatada com a cepa MDR SIT863 no Rio Grande do Sul, 

inicialmente identificada em estabelecimentos prisionais, mas hoje responsável pela 

maioria dos casos de TB-MDR no estado (DALLA COSTA et al., 2015; PERDIGÃO et 

al., 2018). A presença de isolados de M. tuberculosis de indivíduos reclusos nas cadeias de 

transmissão da TB favorece a disseminação de cepas entre a população em geral e os 

estabelecimentos prisionais e, embora a direcionalidade não seja clara neste momento, este 

último pode atuar como reservatório de cepas específicas e promover uma maior dispersão 

de clusters específicos (SACCHI et al., 2015). Aqui, o cluster GC1 apresentou uma ampla 

distribuição geográfica quando considerada a residência do paciente. Além disso, as baixas 

distâncias em SNPs entre os isolados nesses maiores clusters genômicos podem indicar que 

a transmissão ocorreu em um período muito recente e provavelmente está em andamento, 

sugerindo que, para evitar uma maior disseminação dessas cepas, uma vigilância mais 

próxima dessas clados filogeneticamente distintos é altamente importante. 
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Em resumo, no capítulo IV é enfatizada a importância das abordagens baseadas em 

WGS que permitem análises filogenéticas de alta resolução para investigar a transmissão 

de M. tuberculosis no Brasil. Os resultados foram importantes para elucidar a dinâmica da 

TB nesse cenário e diminuiu a falta de dados genômicos sobre cepas de M. tuberculosis 

circulantes no estado de Santa Catarina. Os dados mostraram que ocorreu uma transmissão 

descontrolada da TB na região metropolitana de Florianópolis e forneceu dados precisos 

para subsidiar as medidas de controle da TB nessa região. 

Capítulo V - Caracterização genômica de variantes em genes do metabolismo do 

ácido micólico em isolados de Mycobacterium tuberculosis de Santa Catarina 

M. tuberculosis possui uma parede celular complexa contendo ácidos micólicos, 

que desempenham um papel importante na patogênese, virulência e sobrevivência, 

protegendo a célula contra ambientes hostis (DRUSZCZYNSKA et al., 2017; GUENIN-

MACÉ et al., 2009). Em estudos foi mostrado que genes codificadores de enzimas 

envolvidas na síntese de ácidos micólicos são essenciais para a funcionalidade 

micobacteriana (GLICKMAN et al., 2000). No capítulo V dessa tese nós usamos os dados 

genômicos de WGS para avaliar mutações em genes relacionados ao metabolismo de 

ácidos micólicos em isolados de M. tuberculosis de pacientes com TB pulmonar da Região 

Metropolitana de Florianópolis, Santa Catarina, e sua potencial associação com desfechos 

clínicos, características epidemiológicas e genótipos específicos. Estimulado pela 

importância do monitoramento do perfil molecular de cepas de M. tuberculosis circulantes, 

neste estudo buscamos complementar os relatos anteriores de caracterização genotípica de 

M. tuberculosis na região, e mais recentemente, a análise epidemiológica e genômica 

apresentada no capítulo IV desta tese.  

Embora M. tuberculosis exiba níveis relativamente baixos de diversidade genética, 

sabe-se também que genes essenciais para a fisiologia micobacteriana podem estar sob 

diversas pressões de seleção. Isso pode ser esperado, pois o metabolismo dos ácidos 

micólicos é o alvo da maioria dos medicamentos usados no tratamento da TB 

(PEPPERELL et al., 2013; PORTEVIN et al., 2014). Com abordagens baseadas em WGS, 

é possível detectar microevoluções em regiões genômicas diferentes daquelas conhecidas 
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por serem altamente variáveis e comumente avaliadas em análises tradicionais 

(NIEMANN & SUPPLY, 2014; NIKOLAYEVSKYY et al., 2019). 

Portevin et al., (2014) realizaram uma quantificação relativa dos subtipos de ácidos 

micólicos e analisaram sequências genômicas de isolados clínicos do CMTB, incluindo 

quatro linhagens filogenéticas principais (linhagens 1, 2, 4 e 6). Variações significativas 

nos padrões de ácido micólico foram encontradas entre as linhagens. Os autores 

descobriram que os padrões de linhagens ancestrais contrastavam com os de linhagens 

modernas e identificaram importantes SNPs possivelmente associados a padrões 

específicos de ácido micólico. Em nosso estudo, os 151 isolados foram classificados como 

Euro-Americanos (linhagem 4). Das principais linhagens, a linhagem 4 é a mais frequente 

em todo o mundo (STUCKI et al., 2016). Em estudos anteriores observou-se que a 

linhagem 4 apresenta uma importante diversidade genética e fenotípica, o que pode 

determinar a epidemiologia das suas sublinhagens (COSCOLLA & GAGNEUX, 2014; 

STUCKI et al., 2016).  

As oito mutações identificadas na linhagem 4 por Portevin et al., (2014) como 

responsáveis por alterações de aminoácidos, que também foram detectadas nos isolados 

clínicos avaliados no presente estudo. Seis mutações - accD2 Lys23Glu (46/151), fas 

Thr2595Asn (5/151), kasA Gly269Ser (46/151), mmaA4 Asn165Ser (97/151), Rv3057c 

Asp112Ala (104/151) e Rv3802c Val50Phe (105/151), foram encontrados com maior 

frequência em cepas LAM, mas também foram observados em cepas Órfãs (padrões de 

spoligotyping que são exclusivos da cepa analisada e não são encontrados no banco de 

dados do SITVIT). No presente estudo, a mutação fabH Gln182His ocorreu 

exclusivamente em cepas SIT 137/X2, e Rv3057c Val275Ala foi identificada apenas em 

cepas da linhagem Haarlem. Os resultados observados em nosso estudo mostram uma 

diversidade intralinhagem assim como reportado por Portevin et al., (2014), sugerindo que 

a variabilidade nos padrões de ácidos micólicos podem contribuir para a interação entre 

diferentes cepas de CMTB e diferentes hospedeiros humanos. Embora não seja possível 

concluir que alterações em genes envolvidos nas vias biossintéticas dos ácidos micólicos 

estejam necessariamente relacionados com alterações nos próprios ácidos micólicos, são 

necessários estudos focados em analisar essas alterações e relacionar com as diferenças na 

composição química e abundância relativa desses ácidos micólicos.  
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O desfecho desfavorável no tratamento da TB pode ser devido a fatores associados 

ao hospedeiro e efetividade do programa de controle de TB (COSTA-VEIGA et al., 2018), 

bem como a fatores relacionados a micobactéria. Sambandan et al., (2013) assinalaram que 

as alterações na composição dos ácidos micólicos da parede celular são de particular 

importância no contexto do tratamento da TB. Por exemplo, mudanças na proporção de 

ácido metoxi-/ceto-micólico podem alterar a suscetibilidade basal a drogas 

antimicobacterianas na ausência de mecanismos de resistência a drogas. Mutações em 

genes relacionados ao metabolismo do ácido micólico já foram descritas e, embora 

nenhuma estivesse diretamente relacionada à falha do tratamento, ocorreu uma mutação 

em um gene considerado essencial, o gene rip. O gene rip regula a composição do 

envelope celular, o crescimento e a persistência in vivo (MAKINOSHIMA & 

GLICKMAN, 2005) e tem sido relatado como um determinante da resistência intrínseca a 

antibióticos compartilhada pela rifampicina, vancomicina e meropenem (XU et al., 2017). 

No estudo do capítulo V, observamos mutações intergênicas relacionadas a 

SITs/sublinhagens específicas. Essas mutações são pouco estudadas. De fato, os SNPs 

intergênicos são frequentemente chamados de SNPs neutros, porque, em geral, seu efeito 

no fenótipo é mínimo. No entanto, SNPs em regiões não codificantes podem ter 

importantes consequências funcionais (COSCOLLA & GAGNEUX, 2014). 

Em geral, o desfecho variável da infecção tem sido atribuído principalmente ao 

hospedeiro e a fatores ambientais, pois a diversidade genética de M. tuberculosis é menos 

pronunciada do que em outros patógenos. No entanto, sabe-se que a diversidade da cepa 

pode desempenhar um papel importante durante uma infecção. Foi estabelecido que 

existem fenótipos metabólicos amplamente diferentes entre as cepas do CMTB. Estudos de 

correlação da variação genética do CMTB com o fenótipo têm identificado mutações 

clinicamente relevantes que conferem fenótipos com características importantes, como a 

resistência as drogas (HICKS et al., 2018). Ressalta-se a importância de relacionar a 

variação genética a fenótipos mais sutis, como no estudo de Øyås et al., (2020) que 

conseguiram prever os efeitos dos SNPs em genes que codificam enzimas em fenótipos 

metabólicos e identificaram SNPs que estão associados a vulnerabilidades metabólicas. 

Isso aumenta a importância de estudar o perfil de mutações relacionadas ao metabolismo 

do ácidos micólicos, que estão correlacionadas com fenótipos mais sutis, como aqueles 

relacionados à adaptação ao hospedeiro, transmissibilidade e resistência basal, que podem 
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ser utilizadas como uma possibilidade para a identificação de uma estratégia de tratamento 

mais seletiva. 

Em síntese, no capítulo V foi possível identificar um amplo repertório de SNPs em 

genes relacionados ao metabolismo do ácido micólico em isolados de M. tuberculosis e 

descrever, pela primeira vez, a variabilidade entre diferentes SITs/sublinhagens da 

Linhagem 4 circulantes na Grande Florianópolis, Santa Catarina, Brasil. Embora tenha sido 

sugerido que o background genético influencia o metabolismo do ácidos micólicos, mais 

estudos são necessários para elucidar até que ponto as diferenças genômicas afetam as 

propriedades fenotípicas de M. tuberculosis, particularmente no que diz respeito à 

resistência antimicrobiana. 

5 CONCLUSÃO  

Os importantes achados quanto aos padrões de transmissão de M. tuberculosis, 

aquisição de resistência e demandas identificadas para o melhor manejo do controle da TB 

resistente, sinalizam a necessidade da inclusão da vigilância genômica da TB como 

estratégia permanente dos programas de controle da TB na esfera nacional e nas unidades 

federadas. Tal estratégia deve ser orientada por um fluxo estabelecido no sentido de 

orientar os laboratórios de saúde pública sobre como deve ser a seleção de amostras 

elegíveis e de interesse para o sequenciamento, quando submeter as amostras 

ao sequenciamento, e principalmente definir uma estratégia de análise dos dados gerados.  

Neste trabalho, os resultados obtidos pelo sequenciamento e análise bioinformática 

dos dados geraram informações suficientes para auxiliar o direcionamento das medidas de 

controle da TB em diferentes contextos no sul do Brasil. Nos diferentes capítulos desta tese 

nós identificamos os principais genótipos causando resistência às drogas anti-TB e 

elucidamos as bases moleculares da resistência ocorrendo em Santa Catarina e Rio Grande 

do Sul. Os achados apontaram para a necessidade de ampliar o diagnóstico da resistência 

por testes moleculares para detecção oportuna daqueles genótipos que podem não ser 

identificados pelos testes fenotípicos, como no caso de disputed mutations, evitando a 

subnotificação de casos de TB-MDR. Em relação ao contexto filogenético das principais 

cepas circulando no sul do Brasil, as análises baseadas em NGS foram capazes de melhor 

classificar essas cepas entre as linhagens e sublinhagens do CMTB e proporcionaram uma 
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melhor caracterização das sublinhagens que estão originando os principais eventos de 

transmissão contínua ocorrendo na região e  os genótipos mais associados à resistência.   

 

Os resultados aqui apresentados também elucidaram os principais eventos de 

aquisição de resistência ocorrendo em cepas multirresistentes, e revelou a amplificação da 

resistência em diferentes cadeias de transmissão pela aquisição de mutações provávelmente 

ocorrendo durante o tratamento ou após o abandono de tratamento. Esse fato evidência a 

necessidade de uma análise minuciosa de quais fatores podem estar contribuindo para esses 

eventos de aquisição de mutações e consequente amplificação da resistência, para assim, 

tornar possível direcionar as medidas de controle da TB-MDR na região. Da mesma forma, 

ao elucidarmos a dinâmica de transmissão de M. tuberculosis através da identificação de 

clusters genômicos e dispersão geotemporal, evidenciamos que se faz necessária a adoção 

de medidas visando a interrupção das importantes cadeias de transmissão aqui relatadas, 

incluindo cepas sensíveis as drogas como em Santa Catarina e multirresistentes no Rio 

Grande do Sul. 
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