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RESUMO

O tratamento eficaz da tuberculose (TB) continua sendo um desafio significativo para
a saude publica, especialmente diante da crescente resisténcia a medicamentos. Os
testes fenotipicos de sensibilidade a drogas (TSDs) permanecem como o0 padrdo-ouro
para identificar resisténcia, porém apresentam limitacbes em termos de tempo e na
gama de farmacos analisados. Métodos genotipicos, como o Xpert MTB/RIF Ultra,
oferecem deteccao rapida de resisténcia, mas apresentam restricdes em termos de
precisdo e cobertura de todas as drogas anti-TB. O sequenciamento completo do
genoma (WGS) surge como uma alternativa promissora, ao permitir uma analise
abrangente dos mecanismos genéticos de resisténcia, identificando mutacdes que
podem ndo ser detectadas por métodos convencionais. Neste estudo, analisamos 30
cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas aleatoriamente do Laboratério Central
de Pernambuco, utilizando o teste fenotipico MGIT 960 para mapear seus perfis de
resisténcia. Destas, 27 amostras foram submetidas ao teste molecular rapido Xpert
MTB/RIF Ultra, e 20 passaram pelo sequenciamento pelo MiSeq V3-600 (lllumina).
Uma cepa foi identificada como M. kansasii e, portanto, excluida da andlise. Com
cobertura genémica superior a 99%, a analise dos dados foi conduzida com o auxilio
da plataforma TBProfiler, garantindo robustez nos resultados. Os testes revelaram
uma concordancia de 90% entre os resultados fenotipicos e 0 WGS para resisténcia
a isoniazida (INH) e rifampicina (RIF), que s&@o essenciais na definicdo da
multirresisténcia. Para o etambutol (EMB), a concordancia foi de 70%, com seis
amostras classificadas como resistentes pelo WGS. No entanto, quatro cepas
fenotipicamente resistentes a estreptomicina (SM) ndo foram corretamente
identificadas pelo WGS, resultando em uma concordancia de 85%. No que diz respeito
a resisténcia a RIF, o Xpert MTB/RIF Ultra apresentou uma sensibilidade de 93% em
comparacdo com o teste fenotipico. A anélise comparativa permitiu classificar duas
cepas como pré-XDR e XDR, posteriormente confirmadas como MDR pelo MGIT.
Aléem disso, o0 WGS identificou duas cepas como MDR, embora tenham sido
classificadas como RIF resistente e monorresistente no teste fenotipico. Esses
resultados demonstram o potencial do WGS em fornecer perfis de resisténcia mais
completos e precisos, oferecendo uma base soélida para o desenvolvimento de

tratamentos mais eficazes em areas com alta incidéncia de TB.



Palavras-chave: Sequenciamento Completo do Genoma, Tuberculose Multidroga

Resistente, Testes de Sensibilidade Microbiana.



ABSTRACT

Effective tuberculosis (TB) treatment remains a significant challenge in public health,
especially in the context of drug resistance. Phenotypic drug susceptibility tests (DSTSs)
continue to be the gold standard for identifying resistance, but they have limitations in
terms of time and the range of drugs tested. Genotypic methods, such as the Xpert
MTB/RIF Ultra, offer rapid detection of resistance but have limitations in accuracy and
coverage of all anti-TB drugs. Whole genome sequencing (WGS) offers a
comprehensive analysis of the genetic mechanisms of resistance, identifying
mutations that may not be detected by conventional methods. In this study, we
analyzed 30 Mycobacterium tuberculosis strains randomly isolated from the Central
Laboratory of Pernambuco using the phenotypic MGIT 960 DST to map their
resistance profiles. Of these, 27 samples were subjected to the rapid molecular Xpert
MTB/RIF Ultra test and 20 to sequencing by MiSeq V3-600 (lllumina). One strain was
identified as M. kansasii and was therefore removed from the analysis. Genomic
coverage of over 99% enabled robust data analysis using the TBProfiler platform. The
analyses revealed a 90% concordance rate between phenotypic and WGS results for
resistance to isoniazid (INH) and rifampicin (RIF), the drugs that define multidrug
resistance. For ethambutol (EMB), concordance was 70%, with six samples identified
as resistant by WGS, while four strains with phenotypic resistance to streptomycin
(SM) were not correctly identified by sequencing, resulting in 85% concordance. In the
isolated analysis of RIF resistance, the Xpert MTB/RIF Ultra showed a sensitivity of
93% compared to the phenotypic test. The comparative analysis of the results correctly
classified two strains as pre-XDR and XDR, which were later confirmed as MDR by the
MGIT. Additionally, two strains were identified as MDR by WGS, although they were
classified as RIF-resistant and monoresistant by the phenotypic test. Thus, WGS has
the potential to infer resistance profiles, providing a more comprehensive and agile

basis for formulating effective treatments in TB high-burden areas.

Keywords: Whole Genome Sequencing, Multidrug-Resistant Tuberculosis, Microbial
Sensitivity Tests.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa multissistémica causada
por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). Com um modelo
epidemiologico caracteristico de transmissdo e persisténcia da infeccdo no
hospedeiro, a TB continua sendo uma preocupacéo de saude publica global, apesar
da disponibilidade de diversos tratamentos (WHO, 2023). Isso ocorre devido as suas
altas taxas de morbidade, uma vez que afeta uma grande porcado da populacdo
mundial, com sua concentracdo majoritariamente entre paises de baixa renda
(Miggiano; Rizzi; Ferraris, 2020).

Atualmente, a TB é a segunda maior causa de mortalidade dentre as doencas
causadas por um unico agente infeccioso, ficando apenas atras da COVID-19, e
causando aproximadamente o dobro de mortes causadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (do inglés: human immunodeficiency virus — HIV). Pacientes
com infeccao por tuberculose (TB) tém um risco de 5 a 10% ao longo da vida de
desenvolver a doenca, risco esse que aumenta em diferentes estados de
imunodeficiéncia, chegando a até 16% de risco anual de ativacdo da infec¢édo por TB
em doenca de TB em pacientes com HIV (Gill et al., 2022).

Apesar de ser prevenivel e curavel, mais de 10 milh6es de pessoas séo
acometidas pela tuberculose todo ano. (WHO, 2023). A incidéncia da TB no mundo,
em 2022, foi em torno de 10.6 milhdes de casos totais. Desde numero, 7.5 milhdes
foram novos diagndésticos. Estima-se um total de, 1.3 milh6es de mortes no mesmo
ano pela doenca. Este nUmero esta muito distante do planejado pela estratégia End
TB, que, dentre os desafios, visava uma reducdo do numero de mortes por TB em
75% entre os anos de 2015 e 2025. Em 2022, esta taxa permanece em 19% (WHO,
2023).

O Brasil permanece entre lista dos 30 paises com maior carga de TB do mundo,
e na lista dos doze paises com maior incidéncia da coinfec¢do TB/HIV gerando uma
preocupacao entre as autoridades de saude. (WHO, 2023). Dados preliminares do
Boletim Epidemiolégico 2024 mostraram que 80.012 novos casos foram
contabilizados pelo Ministério da Saude em 2023. No ano de 2022, a TB levou a ébito
5.845 pessoas (2,72 obitos a cada 100 mil hab.) (Brasil, 2023).
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Em Pernambuco, 2022 registrou 5.026 novos casos de tuberculose e 367
Obitos, com Recife sendo a quarta capital brasileira com mais casos (1.637). Do total
de novos casos no estado, 54 foram de tuberculose resistente a medicamentos (TB-
DR). No Brasil, foram notificados 1.060 casos novos de TB-DR (Brasil. 2024).

O diagndstico precoce e o tratamento adequado sao essenciais para a eficacia
dos programas publicos de controle da doenca, os quais buscam curar o0 paciente e
evitar a transmissao do bacilo para a comunidade (Huf; Kritski 2012 Coll et al., 2015).
Devido a sua construcdo celular Unica e ao ciclo de vida peculiar, o tratamento da
doenca causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB) é prolongado, o que, por sua
vez, leva a ndo-adesao ao regime terapéutico (Peloquin; Davies, 2021). Quer seja por
abandono devido a longa duracdo ou efeitos adversos dos antibidticos, estes séo
importantes fatores de risco para o desenvolvimento da resisténcia na tuberculose
(Natarajan et al, 2020; WHO 2023).

A tuberculose resistente a medicamentos continua a ser uma ameaca a saude
publica. A resisténcia a RIF — o medicamento de primeira linha mais eficaz — é a maior
preocupacao. A TB resistente a RIF e a INH s&o definidas como TB multirresistente
(TB-MDR). Tanto a TB-MDR quanto a TB resistente a RIF (TB-RR) requerem
tratamento com medicamentos de segunda linha como fluoroquinolonas ou
medicamentos injetaveis (WHO, 2023). A deteccdo precoce, tratamento eficaz e
monitoramento continuo da resisténcia aos medicamentos da TB sdo cruciais para
combater sua propagacao e orientar intervencdes de salde publica (Sun et al., 2022;
WHO, 2022).

Mesmo com limitagbes como o crescimento lento do MTB (3 a 4 semanas),
testes de sensibilidade a drogas (TSDs) fenotipicos baseados em cultura
permanecem como o padrdo-ouro para a deteccao da resisténcia (Tortora, 2017; Sun
etal., 2017). Métodos moleculares como o Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, EUA)
e 0s ensaios de sonda em linha GenoType MTBDRplus (Hain Lifescience, Alemanha)
aumentaram consideravelmente o TSDs e reduziram o tempo de obtencdo dos
resultados (lketeleng et al., 2018). No entanto, esses métodos fornecem informacdes
de resisténcia para um numero limitado de medicamentos, e ndo sdo capazes de
fornecer predi¢des acerca do perfil de resisténcia a todas as drogas do tratamento da
TB (lketeleng et al., 2018).
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Quanto a sua genética, devido a clonalidade de seus genomas e a
incapacidade de passar por transferéncia lateral de genes, as cepas do CMTB
adquirem resisténcia a medicamentos principalmente por meio de variantes em genes
vitais ou promotores (Meehan et al., 2019; Lam et al., 2023). Muitas vezes associados
a mutacdes espontaneas, especialmente polimorfismos de nucleotideo Unico (do
inglés, Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs) em seu Unico cromossomo circular
(McGrath et al., 2015; Meehan et al.,2019).

O sequenciamento de nova geracdo NGS € uma nova tecnologia para
sequenciamento de DNA e RNA e deteccao de variantes/mutacdes como SNPs. Esta
tecnologia combina as vantagens de quimicas de sequenciamento exclusivas,
diferentes matrizes de sequenciamento e tecnologia de bioinformética, permitindo a
idenficagdo do agente etioldgico exato e até mutagdes de resisténcia a antibioticos
(Satam et al., 2023). Tal combinag&o permite um sequenciamento paralelo em massa
de vérias extensdes de sequéncias de DNA ou RNA ou mesmo genoma completo em
um periodo relativamente curto. (Qin, 2019).

O sequenciamento do genoma completo (WGS) de patégenos bacterianos esta
revolucionando a microbiologia tradicional. Uma das principais vantagens da anélise
de todo o genoma habiltada para WGS em relacdo aos testes gendmicos
convencionais é a capacidade de reconhecer muta¢cBes infrequentes e novas
associadas a resisténcia fenotipica, de forma que relacionem com os resultados dos
testes fenotipicos (Lam et al., 2021; He et al, 2020).

A associacao entre as informacgdes do WGS e os resultados do tratamento de
pacientes com TB-MDR ainda é debatida (He et al., 2020). Neste estudo,
apresentamos os resultados de deteccado da resisténcia do TSD fenotipico, utilizando
cultura MGIT 960, e os TSDs moleculares Xpert MTB/RIF Ultra e WGS em isolados
clinicos do Laboratorio Central de Saude Publica de Pernambuco (LACEN-PE).
Avaliamos a performance do WGS na predicao do perfil genotipico de resisténcia e
comparamos com os perfis obtidos pelos outros métodos, visando validar a

metodologia e sua aplicabilidade na pratica clinica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TUBERCULOSE

2.1.1 Historico da Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma das patologias mais antigas datadas pela
humanidade. A Iluz da historia, corroborando com pesquisas historicas e
arqueoldgicas, estima-se que os membros do género Mycobacterium tenham surgido
h& mais de 150 mil anos causando infec¢Bes desde os tempos antigos. Especula-se
gue a espécie de origem africana M. canetii seja 0 ancestral comum do diverso género
atual, o qual se diversificou a partir do acimulo de mutacées oriundas das replicacdes
por expansao clonal deste ancestral (Gutierrez et al., 2005; Coll et al., 2014; Barberis
et al., 2017).

Os vestigios arqueoldgicos mais antigos mostram que 0s primeiros casos de
TB, conhecida como o "Mal de Pott" — forma de acometimento vertebral da TB —,
datam desde 5000 anos a. C., sendo encontradas lesGes caracteristicas da doenca
em mumias egipcias, e vestigios de material genético analogo ao bacilo (Daniel;
2000). Na América do Sul, um caso de uma mumia peruana, com 1100 anos de idade,
revelou o primeiro acometimento encontrado de TB pulmonar no continente, onde
fragmentos de tecidos foram estudados através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) confirmando a presenca de sequéncias compativeis com o DNA do
Mycobacterium tuberculosis (MTB) (Rosemberg, 1999; Daniel, 2000).

A perspectiva atual sustenta que o processo de sobrevivéncia e evolugédo do
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) foi fundamentado em um fator-chave
de sobrevivéncia compartilhado entre os protozoarios de vida livre. Esse fator
contribuiu para o desenvolvimento da habilidade do patégeno de se multiplicar em
macrofagos de mamiferos, considerado sua principal caracteristica de viruléncia (Jang
et al., 2008; Vanderven et al., 2016). Estudos evidenciam que a propagac¢éao de MTB
na espécie humana foi originaria a partir da dominacdo do fogo, onde houve um
aumento da interacédo social, e pequenos danos ao pulméo induzidos pela fumaca,

abrindo espacgos para a infecgdo micobacteriana (Chisholm et al., 2016).
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Pioneiramente, em 1720, a origem infecciosa da TB foi arquitetada pelo fisico
Benjamin Marten na sua publicacdo "A new theory of Consumption”, em que trouxe
uma visdo epidemiolégica abrangente para a época. O relato do pesquisador
evidencia uma forma de transmissédo da TB semelhante a atualmente conhecida. J&
na metade do século XIX, o termo "tuberculose" foi utilizado pela primeira vez para
Referir-Se A Doenca (Daniel, 2000b). Contudo, Apenas Durante A Revolucéo
Industrial, diante das condi¢Bes sociais e de trabalho precéarias, a "praga branca" —
termo utilizado para a denominacao da doenca na Europa devido a aparéncia palida
das pessoas infectadas — transformou-se na origem de uma epidemia no continente,
elevando a TB a um estado de emergéncia, e caracterizando a importancia em saude
publica da doenca (Frith, 2014).

No Brasil, os colonizadores portugueses infectados, em contato com o0s
indigenas nativos, foram a causa de diversos adoecimentos e mortes pela TB.
Acredita-se que o Padre Manuel da Nébrega tenha sido o primeiro individuo infectado
a chegar ao pais (Campos; Pianta, 2001). Apesar das medidas sanitarias para o
controle da TB terem sido criadas durante o periodo imperial, os efeitos que ocorreram
na Europa também acometeram o Brasil, que se via diante de uma epidemia da
doenca atrelada as condi¢des sociais precarias, trazendo a tona o termo "a praga dos
pobres" (Ruffino-Netto; Pereira, 1981; Sheppard, 2001). Devido ao cenario de
segregacao social, e a falta de medidas sanitarias voltadas para a populacao
marginalizada, a TB se tornou a principal causa de morte do Rio de Janeiro no final
do século XIX (Basta, 2006).

Com o advento de estratégias para elucidagdo e controle da TB, como o
isolamento do bacilo por Robert Koch em 1882, a vacina desenvolvida por Albert
Calmette e Camille Guérin em 1921 (conhecida como BCG — Bacilo de Calmette e
Guérin), e farmacos anti-TB como a SM descoberta em 1943, a situagcao no inicio do
século XX recebeu maior atencdo. A significativa Reforma Carlos Chagas em 1920 e
a atuacao pioneira da Liga Brasileira Contra a Tuberculose na vacinagéo com a BCG
foram fundamentais no cuidado aos infectados por essa enfermidade emergente
(Maciel, 2012; Barberis et al., 2017).
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A situacdo voltou a ser uma preocupacdo mundial no século X, devido a
pandemia de HIV/ que se instalou na década de 1980, resultando em um aumento
significativo de casos de coinfeccdo TB/HIV (Bafiuls et al, 2015). Além disso, 0
surgimento de cepas resistentes, como a TB multidroga resistente (TB-MDR) e a
extensivamente resistente (XDR-TB), criou uma emergéncia da doenca que ainda
permanece atualmente (WHO, 2023). Para controlar a situacéo, o plano "END-TB" da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) reune estratégias com 0s O0rgaos nacionais
dos paises afiliados, visando o controle da TB até 2035 (WHO, 2023).

2.1.2 Epidemiologia

Apesar das medidas preventivas e tratamentos disponiveis, a luta contra a tuberculose
(TB) continua a ser um grande desafio para a saude publica global. Em 2019, a TB foi
a 132 causa de morte no mundo e, em 2022, tornou-se a segunda maior causa de
morte por um Unico agente infeccioso, apenas atras da COVID-19. Nesse ano, 7,5
milhdes de pessoas foram diagnosticadas com a doenca, o0 maior numero desde que
a WHO comegou a monitorar os casos em 1995. Entre os casos registrados, 6,3%
eram de coinfeccédo TB/HIV, sendo que essa cifra reflete a subnotificacdo durante a
pandemia de 2020 (WHO, 2023).

Globalmente, cerca de 10,6 milhdes de pessoas adoeceram de TB em 2022,
com 1,3 milhdes levando a morte. Entre as mortes de pessoas vivendo com HIV/AIDS,
81% ocorreram na Africa e no sudeste asiatico, com a india responsavel por 29% dos
casos. Os 30 paises com maior carga de TB representam 87% dos casos, incluindo o
Brasil. Os oito paises mais afetados concentram cerca de dois tercos do total; a india
(27%), Indonésia (10%) e China (7,1%) sao os mais criticos (WHO, 2023) (Figura 1).
Na Ameérica, foram estimados 291 mil casos de TB em 2020, resultando em
aproximadamente 27 mil mortes, ainda distantes da meta do plano END-TB da WHO,
que era de 16,3 mil (PAHO, 2021).
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Dados do boletim epidemiolégico do Ministério da Saude do Brasil de 2024
revelam uma taxa de 37.0 casos de TB a cada 100 mil habitantes de novos casos de
TB em 2023 (80.012 casos). Nota-se uma recuperacdo no que diz respeito ao
diagndstico, que foi prejudicado pela pandemia da COVID-19, a qual acarretou hum
decréscimo de 12,1% de casos diagnosticados entre o ano de 2019 e 2020. (Brasil.
2024).

Dentre os estados com maior carga de casos no ano de 2022, destacam-se em
ordem decrescente Roraima (85,7 casos por 100 mil hab.), Amazonas (81,6 casos por
100 mil hab.), e Rio de Janeiro (70,7 casos por 100 mil hab.) e Pernambuco (51.5
casos por 100 hab.). Estas e outras 11 federacdes tiveram o coeficiente de incidéncia

superior ao do pais (Figura 2) (Brasil, 2024).

Figura 1 - Estimativa da Incidéncia global da TB no ano de 2022.
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O coeficiente de mortalidade no Brasil havia entrado em reducdo ha
aproximadamente duas décadas. Porém, esta tendéncia se reverteu no ano de 2021,
guando o numero de Obitos alcancou a marca de 5.072, 10,7% maior que no ano de
2019 (4.531) (Brasil, 2024). Acerca dos estados com maior risco de mortalidade por
TB, Pernambuco se encontra em quarto lugar em 2022, com um quantitativo de 3.8

Obitos por 100 mil habitantes. Entre as capitais do Brasil, Recife est4 na terceira
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colocacao entre as capitais com maior mortalidade contabilizando 99 6bitos (6 a cada
100 mil hab.) (Brasil, 2024).

Em todo o mundo, no ano de 2022, estimou-se que em torno de 410 mil
pessoas desenvolveram TB-MDR ou TB-RR, corroborando com o fato da emergéncia
mundial no controle desta situacdo. J& no Brasil, entre 2019 e 2022, 3.960 casos de
TB resistente foram registrados, destes 1.060 apenas em 2022 (Brasil, 2024) trazendo
assim a necessidade de maior atencao no pais, uma vez que o Brasil somou 23% dos
registros de TB resistente na América do Sul no ano de 2020 (881) ficando atras
apenas do Peru (32%) (PAHO, 2021).

Figura 2 - Coeficiente de incidéncia de TB (casos por 100 mil hab.) por Unidades da Federacao do
Brasil em 2022.
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Considerando que o Brasil permanece entre os 30 paises com maior carga de TB e
coinfeccao TB/HIV, e que a pandemia de COVID-19 prejudicou a busca ativa de
casos de TB-DR, favorecendo a transmissao de cepas resistentes, fica evidente que
0s objetivos da WHO estao longe de serem atingidos. Os resultados insatisfatérios
no controle da TB, tanto global quanto regionalmente, mostram a necessidade de um
maior comprometimento para acabar com a epidemia mundial de TB (Brasil, 2024;
WHO, 2023).
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2.2 Mycobacterium tuberculosis

2.2.1 Caracteristicas gerais

Pertencente ao filo Actinobacteria e a familia Mycobacteriaceae, o género
Mycobacterium inclui pequenos bacilos em forma de bastdo, que podem ser retos ou
ligeiramente curvos, e cuja dimenséo varia de acordo com a espécie, entre 1 e 10 um
de comprimento e 0,2 a 0,6 um de largura (Figura 3). Sdo imoveis, aerébios estritos e
intracelulares facultativos. Reproduzem-se assexuadamente por divisdo binaria e, em
condigbes ideais (37°C), seu numero dobra rapidamente. Esses bacilos néo
esporulam nem formam capsulas (Somoskovi; Salfinger, 2014; Gordon; Parish, 2018).

Figura 3 - Eletromicrografia da célula do M. tuberculosis.
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Fonte: Adaptado de KALSCHAUER et al., 2019

O Mycobcaterium spp. compreende mais de mil espécies de acordo com a
comparacdo entre as sequéncias de RNA ribossdomico (rRNA) da subunidade 16s
(Tortoli, 2006). O género tem como principal caracteristica a presenca de acidos
micolicos no envelope bacteriano (Figura 3), o que confere uma diferenciacdo entre
as espécies, possibilitando assim que sejam identificadas através da coloracdo de
Ziehl-Nieelsen, especifica para bacilos alcool-acidos resistentes (BAAR). Estruturas
lipidicas e polissacaridicas s@o responsaveis por conferir estas caracteristicas ao

envelope (Campos, 2006; Octora; Kawilarang; Endraswari, 2022).
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A composicao quimica singular do envelope forma camadas de peptidoglicano
e arabinogalactano que estabelecem um complexo macromolecular, covalentemente
ligado a uma tipica membrana plasmatica. Este complexo, por sua vez, esta ligado de
forma ndo-covalente aos acidos micélicos (Figura 4). Todo esse aparelho confere uma
impermeabilidade aos bacilos até 100 vezes menor que o P. aeruginosa, outro bacilo
impermeavel, justificando a capacidade de resistir a medicamentos e a situacdes
adversas de ressecamento (Trias; Benz, 1994; Forbes et al., 2018; Kalscheuer et al.,
2019). Acrescenta-se a esta propriedade, a dificuldade de transpor nutrientes através
desta barreira, o que justifica o crescimento lento, levando semanas para que se possa
observar as primeiras colbnias bacterianas em meio de cultura especifico para

micobactérias (Tortora et al., 2017).

Figura 4 - Diagrama dos componentes basicos da parede celular micobacteriana.

Fonte: Adaptado de Hett; Rubin, 2018.

Sendo um dos primeiros microrganismos do complexo Mycobacterium
tuberculosis a serem identificados, juntamente com o M. leprae, o M. tuberculosis &
um parasita intracelular, que possui tropismo pelas células macrofagicas, e utiliza esse
tipo celular para se reproduzir. Uma vez que ocorra a proliferacdo no macréfago, os
bacilos séao liberados no ambiente alveolar a dependerdo comprometimento do
sistema imunologico do hospedeiro para sua eliminagdo, uma vez que este é capaz
de suprimir a infeccdo micobacteriana quando em estado saudavel (Cruz-Knight et al.,
2013; Forbes et al., 2018).
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No tocante a bioquimica, o M. tuberculosis se apresenta positivo para o teste
de niacina e é capaz de reduzir nitrato a nitrito, sendo estes o0s principais testes para
diferencia-lo de outras bactérias. Contudo, testes moleculares como a Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR) e o0 Teste Rapido Molecular (TRM) Xpert
MTB/RIF sdo mais utilizados para diferenciacdo de outras micobactérias, através da

avaliacdo genética de loci especificos (Cooket al., 2009; Gordon; Parish, 2018).

2.2.2 Transmissao

O bacilo da TB € transmitido principalmente de pessoa para pessoa por meio
de particulas aerossolizadas (Shiloh, 2016). Um passo crucial na propagacdo da
infeccdo é a liberacdo dos bacilos no ar, mantendo-os viaveis durante o transito aéreo.
Embora a tosse seja a principal forma de transmissao, outros meios, como fala,
respiracdo e outras manobras respiratérias, também podem contribuir para a
propagacdo da infeccdo entre humanos (Turner; Bothamley, 2014; Coleman et al.,
2022).

As particulas infecciosas do MTB em pacientes infectados tém tamanho médio
de 5 a 7 ym e permanecem no ar, contaminando especialmente ambientes mal
ventilados. Conhecidas como goticulas de Fliigee, elas evaporam e formam um nucleo
infeccioso com o MTB, que pode ser inalado por individuos saudaveis, iniciando assim
a infeccdo e a patogenia da doenca (Sa et al., 2007; Alves; Prado; Takanemi, 2022;
Coleman et al., 2022).

A série de eventos que caracterizam a transmissédo da TB segue uma ordem
gue comega por um paciente infectado, seguido pela geracdo de aerossois contendo
o bacilo. Aqueles que sobreviverem no ambiente poderdo ser inalados por um
individuo suscetivel a infeccéo, gerando assim o potencial de desenvolver a doenca
(Churchyard et al., 2017). A carga infecciosa e a gravidade da doenga dependem tanto
do hospedeiro guanto do MTB. Variaveis como idade, sexo, competéncia imunoldgica,
comorbidades, vacinacao, sintomatologia do hospedeiro, vigor da tosse e estilo de
vida sao fatores a serem considerados (Mathema et al., 2017; Coleman et al., 2022).
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Alguns estudos levantam fatores determinantes, como exemplo: o0 paciente
com TB resistente tende a ter uma carga bacilifera em quantidade consideravelmente
maior do que um caso de TB sensivel ao tratamento padrdao (THERON et al., 2020).
Outros dados de uma recente pesquisa de prevaléncia revelaram que em paises com
alta incidéncia de TB —tal como o Brasil — entre 36,1% e 79,9% dos casos confirmados
através de exame bacteriol6gico foram advindos de individuos que néo apresentaram
tosse cronica ou outro sintoma caracteristico. I1sso evidencia a necessidade de
maiores estudos neste campo em prol do controle da transmissdo da patologia
(Frascella et al., 2020).

2.2.3 Imunopatologia e fisiopatologia

O processo fisiopatolégico da tuberculose (TB) envolve uma complexa
interacdo entre as respostas imunes do hospedeiro e 0s mecanismos de sobrevivéncia
do Mycobacterium tuberculosis (MTB), que ao longo dos anos desenvolveu uma
relacao simbidtica com o sistema imunolégico humano, coevoluindo com ele (Chai et
al., 2020; Maison, 2022). A viruléncia da TB inicia-se com a captura do bacilo nas vias
aéreas superiores, mediada pela acdo do muco e dos cilios (Ryndak; Laal, 2019).

ApoOs ultrapassar essa barreira, o MTB atinge a porcédo distal do pulmao,
estabelecendo-se nos espacos alveolares. O bacilo entdo invade além da mucosa e
do epitélio alveolar, infectando células epiteliais e células especializadas da mucosa
nasal e brénquica, alcancando os alvéolos (Knechel, 2009; Kathryn et al., 2022). Os
macrofagos alveolares sdo os proximos alvos, recrutados por diversos mecanismos e
agentes, como linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ e o Fator de Necrose Tumoral-a
(do inglés, Tumoral Necrosis Factor a -- TNF-a) (Bozzano; Marras; De Maria, 2014).

A TB pode evoluir de trés maneiras: eliminacao total do bacilo pela imunidade
inata, resultando em cura; eliminacdo parcial, resultando em infeccéo latente (ILTB)
onde os bacilos permanecem em granulomas; ou desenvolvimento da forma ativa e

sintomatica da doenca (Figura 5) (Campos, 2006; Bozzano; Marras; De Maria, 2014).



28

Figura 5 - Representacdo esquematica dos aspectos imunolégicos associados a infeccdo por

Mycobacterium tuberculosis e seus desfechos.

Linfonodo
drenante

Fas-Fas-L
Perforinas
Granzimas
Granulisinas

Reativacao
endégena

Resposta Th1
i Equilibrio entre
trr TNF-0C linfécitos T efetores
* Sup a0 imu éni : ereglL orios
: Mo2 > Mo1 (Th1,Th2,Th17 e Treg)
* Anticorpos anti-MTB rcizeaiadsl
: Mudanca no equilibrio
dos linfocitos Th

Legenda: B = linfdcitos B, DC = células dendriticas, ILTB = infecgdo latente da tuberculose, iINKT =
células T natural killer invariantes, MAIT = células T invariantes de mucosa, MHCI = complexo principal
de histocompatibilidade classe I, MHCII = complexo principal de histocompatibilidade classe Il, M@ =
macréfagos, NK = natural killer, T = linfécitos T.

Fonte: Alves, Prado, Takanemi, 2022

A imunidade inata é fundamental na protecdo do individuo, permitindo que a
maioria das pessoas expostas ao bacilo controle a infecgdo por meio da imunidade
inata e/ou adaptativa (Ernst, 2012). Nos estagios iniciais da infeccdo, o bacilo da TB
se replica por divisdo celular assimétrica, aproveitando os recursos do ambiente
intracelular dos macréfagos alveolares (Maison, 2022). O MTB manipula varias vias
reguladoras imunes, tanto do sistema inato quanto do adaptativo, incluindo a
magquinaria regulatéria nuclear, moléculas co-estimulatérias, o sistema de ubiquitina e
componentes imunes celulares intrinsecos, o que pode resultar na falha da resposta

imune inata (Huang et al., 2020).
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O MTB é inicialmente reconhecido por receptores de reconhecimento padrao,
como os Toll-like receptors, que ativam vias pro-inflamatorias envolvendo fatores
como NF-kB. O MTB ¢ inicialmente reconhecido por receptores de reconhecimento
padrdo, como os Toll-like receptors, que ativam vias pro-inflamatdrias envolvendo
fatores como NF-kB. Outros receptores, como NLR, lectinas e receptores scavengers,
também participam do reconhecimento do bacilo (Alves; Prado; Takenami, 2022).

Apos a deteccdo, macrofagos e células dendriticas fagocitam o bacilo, embora
cepas virulentas possam escapar da destruicao intracelular. A producao de citocinas
pré-inflamatérias recruta e ativa leucocitos para combater a infec¢do. Células nédo
convencionais, como células MAIT, iNKT, linfocitos Tyd e células T CD1 restritas,
desempenham papéis importantes na defesa contra o MTB, respondendo
rapidamente a infeccdo, embora esses mecanismos possam falhar devido as
estratégias de escape do bacilo (Figura 5) (Alves; Prado; Takenami, 2022).

Os macréfagos e outras células imunes infectadas pelo MTB se agregam,
formando o microambiente do granuloma, ou tuberculoma, promovendo interacdes
entre as células (ERNST, 2012). Este microambiente € mediado por moléculas como
o Fator de Necrose Tumoral Alfa (do inglés Tumoral Necrosis Factor alpha -- TNF-a),
Vitamina D, Interferon-y, e outros mediadores quimicos (Heemskerk et al., 2015).

Em pacientes imunossuprimidos como portadores de artrite reumatoide, que
usualmente fazem o uso de medicacfes que inibem moléculas inflamatérias como o
TNF-a, o controle da doenga é prejudicado, uma vez que ha menor ativagéo
imunoldgica de linfocitos e outros componentes da resposta imune (Alves; Prado;
Takenami, 2022).

Esta premissa também se aplica para pessoas vivendo com o HIV/AIDS
(PVHA), com contagem de linféticos T CD4* inferior a 350 células/mm?: pois o risco de
reativacdo da ILTB é considerado alto. O HIV tem tropismo por linfécitos T CD4+,
comprometendo a imunidade celular e a estrutura do granuloma. A coinfecgéo TB/HIV
nao apenas favorece a reativagcdo da tuberculose latente e o desenvolvimento da
doenca ativa, mas também aumenta a mortalidade e letalidade da TB. Isso reforca a
importancia da testagem oportuna para HIV em pacientes com TB e vice-versa,
principalmente em paises como o Brasil, onde estes casos sdo comuns (Alves; Prado;
Takenami, 2022; Brasil, 2024).



30

O granuloma apresenta uma organizagdo caracteristica, com um centro
composto por células fagocitarias da imunidade inata, predominantemente
macrofagos, e uma regido cortical predominada por células da imunidade adquirida,
principalmente linfocitos T (Ramakrishnan, 2012). No centro desse microambiente, 0s
bacilos do MTB se situam, representando o principal local de reproducgé&o do patégeno.
Nesse contexto, 0 sistema imune € mais uma vez mobilizado na tentativa de controlar
a infeccdo por meio do recrutamento de mais células para o local da infeccéo
(Marakalala et al., 2016).

Com o tempo, o granuloma torna-se estavel culminando na infeccéo latente por
tuberculose (ILTB) a qual € definida pela sensibilizacdo imunolégica, evidenciada por
reacdes cutaneas positivas apds exposicdo ao PPD ou por producdo de IFN-y em
testes como o IGRA. Neste cenario, o granuloma torna-se estavel, com areas de
fibrose ou calcificacdo, controlando a infec¢cdo, mas os bacilos podem permanecer
viaveis por muitos anos (Alves; Prado; Takenami, 2022).

Embora o granuloma seja um mecanismo de defesa natural, ele pode levar a
manifestacdes clinicas, como cavitacdo pulmonar e formacao de granuloma caseoso,
observadas em pacientes com TB ativa (Chandra; Grigsby; Philips, 2022). A falha das
respostas imunes no controle do patdgeno, juntamente com 0s mecanismos de
evasdo do MTB, a inflamacao devido a ativagdo imunolégica, e fatores do paciente,
como diabetes e coinfec¢cdo com HIV, podem levar ao surgimento das manifestacdes
clinicas, perpetuando o ciclo de contaminacédo da doenca (Kanabalan et al., 2021).

2.2.4 Diagnéstico

O diagnostico da TB € realizado pela analise dos critérios clinico-
epidemiologicos do paciente associados a diversos métodos, 0s quais Ss&o
selecionados com base na condic¢ao clinica do paciente e correspondentes aos seus
sinais e sintomas. Métodos como cultura, baciloscopia, exames de imagem e
histopatoldgicos, e os testes moleculares e imunolégicos desempenham um papel
fundamental na deteccdo da infeccdo, além de fornecerem informacfes sobre a

previsibilidade da resisténcia bacteriana (Natarajan et al., 2020; Gill et al., 2022).
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Por décadas, o padrdo-ouro para a detec¢cdo do MTB tem sido a abordagem
laboratorial convencional envolvendo a caracterizacdo fenotipica das colonias
bacterianas crescidas em meio de cultura Lowenstein-Jensen (LJ). No entanto, a
recomendacdo atual da WHO é a combinacdo de um método fenotipico com um
molecular capaz da deteccdo rapida da presenca do MTB (Natarajan et al., 2020;
WHO, 2023).

Em busca de estabelecer um diagnostico mais preciso, tem se observado a
necessidade de métodos diagndsticos baseados em novas tecnologias, como é o caso
dos testes de amplificacédo de &cido nucleico (Suarez et al., 2019). A implementacao
destas tecnolégias demonstrou significativa evolucdo no tocante a qualidade de
tratamento e terapia efetiva (Gill et al., 2022).

Estes testes séo caracterizados pela sua rapidez, e elevadas sensibilidade e
especificidade, como o Gene Xpert (MTB/RIF ou MTB/RIF Ultra) ou Teste Réapido
Molecular para Tuberculose (TRM-TB), uma metodologia baseada em PCR multiplex
associada ao nested em tempo real. A estratégia € recomendada pela WHO como
teste de triagem para deteccao da TB pulmonar e extrapulmonar (Jang; Chung, 2020;
WHO 2023).

Melhorar a eficiéncia e a precisdo do diagndéstico da TB contribui diretamente
para a eficacia do tratamento, desde que promova a plena identificacdo da infeccao e
reconhecimento de resisténcia (Suarez et al.,2019). Estes fatores contribuirdo para
melhor aderéncia dos pacientes ao tratamento, medidas profilaticas efetivas, e triagem
precisa do quadro do individuo (Gill et al., 2022).

Embora os métodos fenotipicos tradicionais ainda desempenhem um papel
crucial na deteccao do MTB, existem lacunas a serem preenchidas, como a baixa
sensibilidade na baciloscopia e na radiografia e o atraso no diagndstico devido os
longos periodos de crescimento micobacteriano em cultura e nos testes de
susceptibilidade a farmacos in vitro (Acharya et al., 2020). Isso tem resultado em
maiores dificuldades no tratamento da TB sensivel e droga resistente (Grdschel et al.,
2021).
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A WHO recentemente endossou alguns métodos diagndsticos inovadores
baseados em testes moleculares, ensaios clinicos, e técnicas automatizadas, focando
na rapida e precisa detec¢éo da infeccao e resisténcia (Acharya et al., 2020; WHO,
2023); Alguns exemplos incluem: microscopia com luz emitida por diodo (LED), o
sistema BACTEC Mycobacterium Growth Indicator Tube (MGIT) 960, o ensaio de
lipoarabinomanana urinaria de fluxo lateral, a amplificacdo isotérmica mediada por
loop (LAMP) e o teste de hibridizac&o de sonda de linha (do inglés, Line Probe Assay
— LPA). A microscopia de esfregaco de escarro e a microscopia com LED-
fluorescéncia, sendo os métodos para uso em laboratérios com pouca estrutura
(Shivakumar; Shettigar, 2023).

Embora muitas outras metodologias estejam em fases de testes junto a 6rgaos
de saude publica mundiais e regionais, tém se observado que o futuro do diagndstico
da TB esteja direcionado para o sequenciamento de genoma completo (do inglés,
Whole-Genome Sequenicing — WGS) (Pai; Dewan; Swaminathan, 2023). Esta
tecnologia de diagnostico é capaz de suprir diversas lacunas encontradas hoje no
diagndstico da TB, envolvendo deteccédo precisa e resisténcia que serdo exploradas
mais a frente neste trabalho (Meehan et al., 2019).

2.2.5 Tratamento

O tratamento da TB tem como principal objetivo a cura e rapida reducédo da
transmissao da doenca. Para isso, é fundamental que os farmacos utilizados sejam
capazes de reduzir a populacéo bacilar, prevenir o surgimento de cepas resistentes,
e eliminar o foco da infecgédo (Sotgiu et al., 2016; Rabahi et al., 2017). Estudos da
histéria natural da TB, na auséncia de farmacos anti-TB (conduzidas antes da
introducédo da primeira terapia medicamentosa), descobriram que em torno de 70%
dos individuos com baciloscopia positiva, vieram a 6bito em até 10 anos, assim como
20% dos pacientes com cultura positiva, e baciloscopia negativa (Tiemersma et al,
2011; WHO 2023).
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Desde sua descoberta e introducdo em 1946, a estreptomicina, um antibiético
derivado da Streptomyces griseus, desempenhou um papel crucial na revolucéo do
tratamento da TB (Schatz; Bugle; Waksman 1944; Wassersug, 1946). Esse avanco
inicial representou o ponto de partida para uma jornada continua de desenvolvimento
gue culminou na formulacdo das atuais terapias empregadas no tratamento da TB
(Hoagland et al., 2016; (Dartois; Rubin, 2022).

No contexto brasileiro, a terapia antituberculose foi introduzida ja na década de
1940, com a utilizacdo da SM em combinacdo com o &cido para-aminossalicilico
(BRASIL, 2011). No entanto, devido ao surgimento de casos de resisténcia bacteriana
e com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais e a mortalidade associada a
doenca, a estratégia terapéutica passou por diversos avancos ao longo do tempo
(Rabahi et al., 2017).

2.2.5.1 Tratamento da TB sensivel a medicamentos

Atualmente, a recomendacédo da WHO preconiza um regime de 6 meses com
INH, RIF, EMB e PZA, no esquema 2RHZE/4RH. Nos primeiros dois meses para
pacientes com TB sensivel ao tratamento de primeira linha recomenda-se o0 uso
combinado de RHZE, seguido de RH pelos quatro meses subsequentes (Tabela 1)
(WHO, 2023).

Com relag&o ao do tratamento da ILTB, desde o ano de 2021, recomenda-se o
esquema 3HP, que consiste em doses semanais, com duragcao de 12 semanas, de
rifapentina (P), associada a H. Essa estratégia visa diminuir o risco da infe¢do para
TB ativa e tem uma menor quantidade de doses, diminuindo os efeitos adversos e
aumentando a adesao terapéutica (Brasil, 2024).

Embora a TB seja tratavel e com sucesso se alcance a cura, existem desafios
no tratamento devido a necessidade de esquemas terapéuticos prolongados, uma vez
gue se estendem por 6 meses ou mais. Devido a fase intensiva do tratamento, que
contém doses altas de medicacOes diarias, surgem muitos efeitos adversos, e iSso
leva ao abandono do tratamento. Muitas vezes abandonado ainda no inicio, o
tratamento torna-se entdo inefetivo, e, consequentemente diversos casos de
resisténcia surgem (Hoagland et al., 2016; WHO, 2023).
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Tabela 1 - Esquema Basico para o tratamento da TB em adultos e adolescentes (= 10 anos de
idade): 2RHZE/4RH.

Esquema Faixas de Peso Unidade/Dose Duracéo
RHZE
20 a 35Kg 2 comprimidos
150/75/400/275mg 36 a 50 Kg 3 comprimidos
(comprimidos em 51 a 70 Kg 4 comprimidos 2 meses
doses fixas (fase intensiva)
combinadas) Acima de 70 Kg 5 comprimidos
RH
1 comp 300/150 mg ou 2 comp
20a35Kg 150/75 mg
1 comp 300/150 mg + 1 comp
300/150 mg ou 36 a 50 Kg de 150/75 mg
150/75 mg ou 3 comp 150/75 mg 4 meses
doses fixas 150/75 mg manutenc&o)

combinadas) 2 comp 300/150 mg + 1 comp

Acima de 70 Kg de 150/75
mg ou 5 comp 150/75 mg

Legenda: RHZE: Rifampicina/lsoniazida/Pirazinamida/Etambutol; RH: Rifampicina/lsoniazida
Fonte: Adaptado de WHO, 2023.

2.2.5.2 Tratamento da TB resistente a medicamentos

Para o tratamento da tuberculose resistente, sdo necessarios medicamentos
de segunda linha, incluindo medicamentos injetaveis (Tabela 2) (Gupta; Ish; Malhotra,
2021). Esse cenario torna o tratamento mais longo, com duracédo de 18 a 20 meses,
além de mais custoso e associado a uma maior incidéncia de efeitos adversos, sendo
45% deles classificados como moderados a graves (WHO, 2023). No Brasil, o indice
de insucesso no tratamento da tuberculose resistente foi de 47,2% em 2020,

destacando-se pelas altas taxas de abandono (Brasil, 2024).
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Tabela 2 - Medicamentos de segunda linha para o tratamento da TB-DR.

Classe dos medicamentos Medicamentos anti-TB

|
Fluoroquinolonas Levofloxacino, moxifloxacino e gatifloxacino

Amicacina, capreomicina, canamicina e

Aminoglicosideos L
estreptomicina

' Etionamida/protionamida,
Outros agentes de segunda linha cicloserina/terizidona, linezolida e clofazimina

Bedaquilina, delamanida,

acido para-aminossalicilico, imipenem-
Agentes adicionais cilastatina, meropenem, amoxicilina-

clavulanato, claritromicina, tiocetona e

pretonamida

Fonte: Adaptado de MASSABNI; BONINI, 2019.

Cinco categorias sao utilizadas pela WHO para classificar os casos de TB
resistente a medicamentos: tuberculose resistente a um medicamento que néo seja a
RIF (TB monorresistente); tuberculose resistente a RIF (TB-RR); tuberculose
multidroga resistente (TB-MDR) que se trata da unido dos dois casos; tuberculose
extensivamente resistente (TB-XDR); e TB pré-XDR. A TB pré-XDR ¢é aquela que é
resistente a RIF, INH a qualquer fluoroquinolona (uma classe de medicamentos anti-
TB de segunda linha). Ja a TB-XDR ¢é resistente a RIF, isoniazida, e um das
fluoroquinolonas (FQs), e pelo menos um dos novos medicamentos: bedaquilina ou
linezolida (WHO, 2023).

Para enfrentar essa questao, estdo sendo desenvolvidas novas combinacdes
de farmacos e terapias inovadoras. Isso inclui a implementacdo de novos esquemas
terapéuticos menos onerosos, visando aumentar a efetividade do tratamento tanto em
casos de sensibilidade quanto de resisténcia micobacteriana (Ferraz-Carvalho, 2016;
Rabahi et al., 2017; Dartois e Rubin, 2022). Além disso, ha uma urgéncia na
implementacdo de métodos diagndsticos rapidos e confiaveis do tipo point-of-care

(POC) para uma gestéao eficaz dos casos (Acharya et al., 2020).
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As ultimas diretrizes da WHO piorizam um novo tratamento para a TB-RR e TB-
MDR (WHO, 2022). Um novo regime de 6 meses, chamado BPaLM (composto por:
bedaquilina, pretomanida, linezolida e moxifloxacina), é priorizado e recomendado
para pessoas com 14 anos ou mais. Para os casos de TB pré-XDR, o regime BPaL,
sem a moxifloxacina, pode ser utilizado. As taxas de sucesso do tratamento TB-RR
variam entre 50-75% globalmente, com uma média recente de 63%. O regime BPaLM
mostrou uma taxa de sucesso de 89% em ensaios clinicos. No entanto, o tratamento
para TB XDR continua sendo muito mais dificil, com taxas de sucesso geralmente
baixas (WHO, 2022; WHO, 2023).

Isso se da majoritariamente pelo fato de que os perfis de resisténcia podem
variam entre e ou até mesmo dentro dos paises, fazendo com que tratamentos
padronizados, principalmente para os casos de resisténcia podem nao ser tao efetivos
em alguns casos (He et al.,, 2020). Uma das grandes razles trata dos testes
fenotipicos se basearem na metodologia de cultura bacteriana, a qual é lenta e pode
dificultar a terapéutica do paciente (Cabibbe et. Al., 2018; Meehan et al., 2019).

Nestes casos, testes de sensibilidade a drogas com ampla cobertura se fazem
necessarios, como a abordagem baseada em WGS que é capaz de prever a
resisténcia a drogas através da identificacdo de mutacdes de resisténcia que podem
ou néo ter sido expressas fenotipicamente (Cabibbe et. Al.,, 2018; Meehan et al.,
2019). Embora esta associacao entre o0 WGS e o tratamento final ainda esteja em
debate (He et al., 2020).

2.2.6 Genoma

A cepa M. tuberculosis H37Rv, que atualmente € considerada a cepa virulenta
de referéncia em estudos relacionados a TB, foi sequenciada pela primeira vez em
1998 (Cole et al., 1998). O sequenciamento completo de seu genoma revelou-se um
marco fundamental no avanco do combate & TB desde sua descoberta, devido as
vantagens que apresenta, como a manutencao da viruléncia em modelos animais e a

facilidade de manipulacdo genética (Chitale et al., 2022).
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Ao longo do tempo, esse avanc¢o tem impactado positivamente diversas areas,
incluindo taxonomia, desenvolvimento de tratamentos farmacéuticos, mecanismos de
resisténcia bacteriana, epidemiologia, desenvolvimento de vacinas e patogénese
(Meehan et al., 2019; Comin et al., 2022; Liang et al.,, 2023). Desde entdo, a
compreensao do genoma desta cepa tem sido crucial para o progresso continuo na
luta contra a TB, exercendo uma influéncia positiva no campo da saude publica e da
pesquisa biomédica (Koleske; Jacobs; Bishai, 2023).

Primordialmente, o primeiro estudo genémico da H37Rv revelou um genoma
com 4.411.529 pares de bases (pb) (Cole et al., 1998) e um Gnico cromossomo (Figura
6), sendo 65,6% composto de sequéncias GC, mostrando-se adequado para a analise
de WGS (Coll et al., 2014; Dantas; Frota, 2014; Cohen, et al., 2019).

Contudo, estudos recentes trouxeram atualizacdes quanto a estrutura
gendmica da cepa H37Rv, contabilizando o total de 4.417.942 pb, aproximadamente
4000 genes, 109 polimorfismos de nucleotideo uUnico (do inglés, single nucleotide
polymorphisms — SNPs) e 35 pequenas sequéncias de insercdes e delecdes (indels),
utilizando uma esteira de metodologias genémicas e bioinformatica (Chitale et al.,
2022).

Figura 6 — Mapa do cromossomo circular do M. tuberculosis H37Rv.

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Fonte: Coll et al., 1998
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O genoma do MTB apresenta baixa variedade genética, em parte devido a
sequéncias repetitivas inseridas. Estudos indicam uma variagdo média de 6
nucleotideos em 100 amostras analisadas (Walker et al., 2013; Koleske; Jacobs;
Bishai, 2023). Essa baixa variabilidade pode levar a identificacédo incorreta de SNPs
em algumas anotacoes, dificultando o progndstico de reincidéncias, reinfeccdes e
podendo resultar em diagndsticos falsos (Meehan et al., 2019).

A heterogeneidade sutil entre sequéncias genémicas, aliada a métodos de
diagndstico como o WGS, proporcionou uma Visdo mais precisa em aspectos como
diagndstico e identificacdo de SNPs relacionados a mutacdes de resisténcia (Cohen
et al., 2019). No entanto, a limitacdo da analise gendmica a sequéncias consensuais,
como o alvo 1S6110 polifilético — uma sequéncia de insercéo transposdnica com cerca
de 25 copias presente no genoma de micobactérias — tem restringido o entendimento
genético e, por consequéncia, muitos outros aspectos da evolu¢do do MTB (Mcevoy
et al., 2007; Morales-Arce, 2020; Koleske; Jacobs; Bishai, 2023).

2.2.7 Complexo Mycobacterium tuberculosis

Convencionalmente, a TB é causada pelo complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), o qual se trata de uma sele¢cdo composta por nove espécies de
bacilos alcool-acido resistentes que possuem uma relacao proxima filogeneticamente.
Esta relagdo compreende (Brites; Gagneux, 2017). Evolutivamente, algumas espécies
se adaptaram ao ser humano, e diversas outras se adaptaram a outros animais, como
o M. bovis (gado bovino), M. caprae (cabras domesticas), o M. pinnipedii (focas e ledes
marinhos) e o M. orygis (antilopes) (Brites et al., 2018).

Dentre as espécies do CMTB as, adaptadas ao ser humano sao divididas entre
as linhagens L1 até L7, sendo 5 principais geralmente referidas como Mycobacterium
tuberculosis stricto sensu (L1-L4 e L7), e duas linhagens conhecidas como
Mycobacterium africanum (L5 e L6), sendo esta Ultima potencialmente menos
patogénica (Figura 7) (De Jong; Antonio; Gagneux, 2010; Brites; Gagneux, 2017).
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O CMTB apresenta, além de uma diversidade genética, uma variacao
geografica entre as linhagens. A Linhagem 2 (Leste Asiatica — Genotipo Beijing) e a
Linhagem 4 (Euro Americana) estao distribuidas em todos os continentes, enquanto
as demais linhagens, como a Linhagem 5 (M. africanum Leste da Africa 1), a Linhagem
6 (M. africanum — Leste da Africa 2), a Linhagem 7 (Etiope); a Linhagem 1 (Indo-
Oceanica) e a Linhagem 3 (Centro-Asiatica), apresentam uma restricdo geografica
mais pronunciada. (Gagneux; Brites, 2017). E interessante notar que a presenca de
linhagens exclusivamente encontradas na Africa, fazem com que este continente seja
o Unico a abrigar todas as linhagens adaptadas ao humano de MTB (Noorizhab et al.,
2023).

Figura 7 - Arvore filogenética com méaxima verossimilhanca e distribuicdo das linhagens.
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Legenda: L1-L7: Linhagens 1-7 do CMTB.
Fonte: Adaptado de Brites et al., 2018.
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Enquanto outras linhagens do CMTB adaptado ao ser humano encontram-se
majoritariamente isoladas em regides especificas, a linhagem 4 existe em alta
frequéncia em todos os continentes. Embora as razdes ainda ndo sejam claras, a
linhagem 4 apresenta alta viruléncia em modelos de infecgéo animal (Gagneux; Brites,
2017).

De acordo com a Stuck e colaboradores (2016), esta linhagem pode se dividir
entre 10 sublinhagens, sendo elas L4.1.1,1.4.1.3,1L4.1.2,L4.2,1L4.3,L4.414.5,1L4.6.1
elL4.6.2 e L4.10. O estudo também menciona que na analise filogeografica, a linhagem
4.3 era a mais frequente em todo o globo (20,3%). Ja a linhagem 4.1.1 era muito
frequente na regido das Américas, embora esteja entre as 4 mais frequentes.

O complexo é considerado monomorfico geneticamente, com 99% similar,
guanto ao seu genoma caracterizado com alta capacidade clonal, ndo transferindo
seus genes horizontalmente, sendo diferenciados majoritariamente pelas suas
diferencas genéticas em larga escala, chamadas de regides de diferencas (RDs)
(Brites; Gagneux, 2017; Sanoussi et al., 2021). A regido TbD1 (M. tuberculosis deleted
region 1), € um exemplo, pois através dela classificam-se as linhagens entre
“ancestrais” e “modernas", embora o tempo evolucionario ndo seja levado em

consideracao (Smith et al., 2009).

2.2.8 Diversidade Genéticado CMTB

Antes do advento progressivo de técnicas como o sequenciamento de nova
geracao (do inglés, New Generation Sequencing — NGS), as espécies do CMTB eram
diferenciadas majoritariamente atraveés de estudos epidemiologicos e morfologicos,
utilizando-se de diferentes tipos de RD altamente repetitivas e polimorficas como
principais marcadores para identificacdo e diferenciacdo das espécies (Niemann et
al., 2016).

Atualmente, as tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS)
representam um avanco significativo na pesquisa micobacteriana. Essas tecnologias
permitem a correlacdo de dados gendmicos, possibilitando a identificagcdo de
caracteristicas particulares e relevantes (Meehan et al., 2019).
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Por exemplo, a analise comparativa de genomas completos (WGS) entre
diferentes espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) revelou
diferencas genéticas notaveis entre linhagens que infectam humanos e aquelas que
infectam outros animais. A maior diferenca encontrada foi de até 2.7% do genoma
total (comparando qualquer cepa do CMTB classico e a M. canettii), excluindo
sequéncias repetitivas, entre espécies adaptadas a humanos e outros animais. Ja
entre as cepas adaptadas exclusivamente ao ser humano, a maior diferenca foi de até
1800 SNPs, correspondendo a comparacdo entre a L7 e as qualquer uma das
linhagenhs 1,5 ou 6 (Coscolla; Gagneux, 2014).

A diversidade genética do CMTB esta intrinscamente relacionada a diversos
estudos voltados para a investigacao da resisténcia bacteriana (Niemann et al., 2016).
Além dos SNPs, ha outras fontes de diversidade genética. Elementos repetitivos e
moveis presentes nos genomas das espécies do CMTB podem ser classificados
como: Repeti¢cdes Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Inter Espacadas
(CRISPR), Numero Variavel de Repeticbes em Tandem (VNTR) e Sequéncias de
Insercdo (IS). Todos esses trés elementos séo polimorficos e tém sido usados para
tipagem e classificacao das cepas (Coscolla, 2017).

Esse interesse crescente € impulsionado pelo surgimento de novas
tecnologias de diagndstico, que fornecem informacdes cada vez mais precisas
(Niemann et al., 2016). Tais tecnologias capacitam a diferenciacdo de padrdes de
espécies, gendtipos, transmissdo e, especialmente, resisténcia bacteriana (Cohen et
al., 2019). Além disso, elas permitem a identificacdo de associacdes moleculares
derivadas de regides variaveis do genoma, as quais, entre outros aspectos, elucidem
mutacdes responsaveis por diferentes padrdes de resisténcia (Koser et al., 2012;
Vazquez-Chacon et al., 2022; Noorizhab et al., 2023).
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2.2.9 Tuberculose Droga Resistente (TB-DR)

Nos microrganismos, 0os genes podem ser herdados ou adquiridos de
plasmideos. Essa transferéncia horizontal de genes pode facilitar a propagacdo da
resisténcia a antibioticos entre diferentes cepas bacterianas. Além disso, a resisténcia
também pode surgir de forma espontanea, através de mutacOes genéticas
esporadicas a cada replicacdo. Quando os antibidticos eliminam as bactérias
sensiveis, as resistentes sdo deixadas para proliferar devido a pressao seletiva
exercida pelo ambiente (Massabni; Bonini, 2019).

Microrganismos, incluindo do CMTB, empregam Varios mecanismos para
resistir a medicamentos antimicrobianos, como enzimas de modificacdo de
medicamentos, prevengdo da entrada de medicamentos, sistemas de efluxo de
medicamentos hiperativos e mutacdes que alteram os alvos dos medicamentos
(Singh; Gupta; Singh, 2020).

A resisténcia do MTB as drogas € resultado de mutacfes cromossémicas
espontaneas e aleatorias, que levam a reducdo da susceptibilidade a tratamentos
especificos (Jang; Chung, 2020). Essas alteracdes podem ser causadas por Varios
fatores, incluindo regimes de tratamento inadequados, efeitos colaterais que resultam
em ma adesao do paciente ao tratamento, ma absorcao dos farmacos e interacdes
entre eles, além de fatores externos como doencas limitantes e estilo de vida (Guo et
al., 2022).

No conceito genético, devido a clonalidade de seus genomas e a incapacidade
de passar por transferéncia lateral de genes, as cepas do CMTB adquirem resisténcia
a medicamentos principalmente por meio de variantes em genes vitais ou promotores,
como no caso do gene rpoB, responsavel pela estruturacdo da enzima RNA
polimerase, ou na regiao promotora do gene inhA, responsavel pela codificacdo da
enzima catalase-peroxidase, fundamental na ativacédo da INH. (Meehan et al., 2019).

Algumas dessas varia¢des ja sdo muito bem conhecidas muta¢des no gene
rpoB, particularmente na regido determinante de resisténcia a RIF, sendo a causa
mais comum de resisténcia a RIF. Entre as mutacfes mais frequentes estdo rpoB
S450L, D435V e H445Y/R (Stephanie; Saragih; Tambunan, 2021).



43

Os principais farmacos ja possuem mutacgfes identificadas hoje como: INH
(alteracdes nos genes katG e inhA e na regido promotora do inhA); RIF (no rpoB); SM
(nos genes rpsL e no fragmento do gene rrs-F2); PZA (no gene pncA e no seu
promotor); EMB (no gene embB); FQs (no gene gyrA e gyrB);

Mutacdes no gene katG, que codifica a enzima catalase-peroxidase necessaria
para ativar a isoniazida, sdo uma das principais causas de resisténcia ao farmaco. A
mutacdo mais comum € katG S315T (Stephanie; Saragih; Tambunan, 2021). Outras
variagbes menos comuns podem ser encontradas Mutacdes no gene inhA, que
codifica uma enoil-ACP redutase envolvida na sintese de acido micélico, também
podem conferir resisténcia a INH (Khawbung; Nath; Chakraborty, 2021).

A resisténcia a FQs como a moxifloxacina e ofloxacina se concentra
principalmente em mutacdes nos genes gyrA e gyrB, que codificam as subunidades
da DNA girase. Entre as mutagbes mais comuns estdo gyrA D94G/Y/A e A90V
(Shivakumar; Shettigar, 2023).

O tratamento da TB torna-se significativamente mais desafiador devido a
continua emergéncia de novas variagfes genéticas e consequentemente fenotipicas
nos perfis de resisténcia, que, apesar de pouco frequentes, fatores como novas
mutacdes, epistasis e mutacdes compensatérias tornam a caracterizacao do perfil de
resisténcia um desafio (Nguyen et al., 2019; Khawbung; Nath; Chakravorty, 2021).

De acordo com os dados da WHO, estima-se um total de 410.000 novos casos
de TB-MDR e TB-RR no ano de 2022, sendo estas as variagbes mais preocupantes,
uma vez que se trata de uma emergéncia global (WHO, 2023; Conkle-Gutierrez et al.,
2024). E importante observar que menos da metade desse nimero (175.650) iniciou
um tratamento adequado, 0 que representa uma queda em relacdo ao periodo pre-
pandémico em 2019, quando foram iniciados 181.533 tratamentos baseados na
recomendacao oficial da WHO (WHO, 2023).

Apesar do continuo avanco em todos os ambitos, a tuberculose droga
resistente (TB-DR) continua a ser um desafio significativo para os esforgos globais de
controle da TB (Nguyen et al., 2019). Mais pesquisas sao necessarias para melhorar
a compreensédo dos mecanismos de resisténcia aos farmacos, desenvolver melhores
testes diagndsticos moleculares e facilitar o desenvolvimento de novos medicamentos
para melhorar o tratamento dessa doenca, além da identificacdo de novos padrdes de

transmissao e resisténcia bacteriana (Coll et al., 2015).
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Além da resisténcia a farmacos atribuida a caracteristicas celulares
especificas, como a composi¢do da parede celular, e o mecanismo de bomba de
efluxo, a genética tem um papel fundamental no que diz respeito ao desenvolvimento
da resisténcia (Kalscheuer et al., 2019). A frequéncia e os tipos das mutagdes variam
de acordo com varios parametros, como, regido geogréfica, padrao de resisténcia, e
0 contexto genético da bactéria (Nguyen et al., 2019).

Diversos determinantes genéticos foram identificados na literatura e
associados aos farmacos de primeira linha, como a RIF e a INH, assim como para 0s
de segunda linha, como FQs e injetaveis (Cohen et al., 2019; Koleske; Jacobs; Bishai,
2023). Estudos anteriores, como no caso de McGrath e colaboradores (2014) ja
demonstraram que, em cepas de MTB, a resisténcia a farmacos € majoritariamente
adquirida através de mutacdes espontaneas, especialmente SNPs, em seu Unico
cromossomo circular.

Para cada farmaco anti-TB, mutacfes em um ou varios genes foram descritas,
e para cada uma, diferentes niveis de resisténcia foram identificados. As mutacdes
relacionadas a resisténcia conhecidas mundialmente sdo comumente associadas com
alto nivel de resisténcia e baixo nivel de custo de aptidao (Nguyen et al., 2019).

Muitos dos determinantes de resisténcia foram descobertos antes da concluséo
do sequenciamento do genoma do MTB. Até 1998, os mecanismos de resisténcia ja
haviam sido descobertos para os medicamentos classicos de primeira e segunda linha
para TB, como as classicas mutacdes para os medicamentos de primeira linha (RIF,
EMB, PZA, INH), listados a seguir (Tabela 3) (Ramaswamy; Musser, 1998).

Ja no caso de medicamentos de segunda linha injetaveis como canamicina,
amicacina e capreomicina (no gene rrs), a Tabela 3 evidencia algumas das mutacdes

mais frequentemente catalogadas (Nguyen, 2016; Cohen et al., 2019).



Tabela 3 - MutagGes de resisténcia frequentemente associadas a resisténcia a drogas encontradas em isolados clinicos de MTB.
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Alvo ou regido genética

Resisténcia associada

Mecanismo de resisténcia

Referéncia

gyrB/gyrA

rpoB/rpoC

rpsL

rrs

inhA

inhA promotor

katG

tlyA

pncA e promotor

atpE

Operon embCAB

Moxifloxacino e levofloxacino

Rifampicina

Estreptomicina

Estreptomicina, amicacina,
canamicina e capreomicina

Isoniazida e etionamida

Isoniazida

Isoniazida

Capreomicina

Pirazinamida

Bedaquilina

Etambutol

Reducéo da afinidade da enzima
DNA girase A e B com a droga.

Decréscimo da afinidade da enzima
DNA polimerase com a droga.

Reducéo da da afinidade do alvo
ribossomal a droga.

Reducéo da da afinidade do alvo
ribossomal a droga.

Reducéo da afinidade com a droga.

Superexpresséo da enzima NADH-ACP-
redutase.

Reducéo da ativacao do pro-farmaco.

Impedimento da metilacdo do rRNA,
tornando os ribossomos resistentes.

Reducéo ou perda da ativagédo do pro-
farmaco.

Decréscimo da afinidade da enzima
ATP-sintetase com a droga.

Decréscimo da afinidade da arabinosil-
transferase com a droga.

Gagneux et al., 2006

Telenti et al., 1993

Sreevatsan et al., 1996

Nessa et al 2011; Campbell et
al. 2011

Hazbén et al., 2005

Nguyen et al., 2016

Gagneux et al., 2006

Campbell et al., 2011

Campbell et al., 2011

Andries et al., 2014

Sreevatsan et al. 1997

Fonte: O autor.
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Mutagdes na regido de 1400 a 1500 do gene rrs (codificador da subunidade
16S rRNA) sédo reconhecidas como o principal mecanismo de resisténcia aos
farmacos de segunda linha injetaveis, abrangendo entre 30% e 90% dos isolados
resistentes a medicamentos globalmente, sendo a mutacdo 1041A>G conhecida por
altos niveis de resisténcia e desfechos desfavoraveis (Campbell et al., 2011,
Georghiou et al., 2017. Entretanto, outras mutacfes como na regido promotora eis e
no gene ethA (codificador da enzima monooxigenase) podem conferir resisténcia a
medicamentos de segunda linha como amicacina, canamicina, capreomicina e
etionamida.

As mutacfes relacionadas a resisténcia bacteriana ja identificadas servem
como base para a construcdo de de diagndstico como o teste de hibridizacdo da
sonda em linha; microarranjos de DNA,; as diversas metodologias baseadas em testes
de amplificagéo, como a qPCR e o Xpert RIF/MTB (Nguyen et al., 2019).

Além das previamente citadas causas de TB-DR, estudos recentes também
ressaltam a importancia da diversidade genética intra-hospedeiro neste quesito. Trata-
se de quando as alteracdes genéticas que desenvolvem resisténcia bacteriana
ocorrem no individuo infectado. (Vazquez-Chacon et al., 2022).

Ao analisar a arquitetura genética destas populacfes minuciosas em alta
resolucao através da metodologia de WGS (500-1000x), foi possivel esclarecer a
microevolucdo, emergéncia e persisténcia de cepas resistentes (Lee et al., 2020;
Vazquez-Chacon et al., 2022). Isto corrobora com evidéncias formadas anteriormente
acerca da montagem do perfil de resisténcia do MTB, o qual é melhor atingido quando
h& uma comparacao entre as mutacdes detectadas que conferem resisténcia ao bacilo
(Miotto et al., 2017).

A confiabilidade do WGS é determinada pelas associa¢cdes genotipo-fenétipo
conferidas por mutacdes de resisténcia individuais (Dookie et al., 2022). Nos ultimos
20 anos, o WGS tem avancado significativamente no estudo da resisténcia a
medicamentos em populacdes de MTB. Essa abordagem permitiu uma compreensao
mais ampla das caracteristicas genéticas envolvidas no MTB, tanto em ambientes
laboratoriais quanto naturais. Como resultado, novos mecanismos de resisténcia a
medicamentos foram identificados, e 0s mecanismos de a¢céo de novos medicamentos

foram esclarecidos (Cohen et al., 2019).
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2.3 METODOS DE IDENTIFICACAO DE RESISTENCIA DE MTB

O sucesso no diagnéstico da TB-DR é dependente de um teste de sensibilidade
a drogas (TSD) que trara evidéncias sobre a resisténcia bacteriana, para que uma
estratégia terapéutica eficaz seja recomendada (WHO, 2023). Os TSDs sé&o divididos
entre testes fenotipicos e genotipicos. Os primeiros sdo aqueles que se observa o
crescimento ou a inibicdo metabdlica em ambientes livres e contendo farmacos anti-
TB (Jang; Chung, 2020). Sdo baseados em testes in vitro em meio soélido ou liquido,
com base na adicdo de ovo e agar, como € caso do meio LJ (sélido) ou caldo
Middlebrook 7H9 (Schon et al., 2017; Gill et al., 2022). Os testes sao realizados tanto
em ambientes com adicao de farmacos anti-TB, quanto na auséncia delas, sendo os
métodos de propor¢cdo e concentracdo absoluta os mais comuns (Groschel et al.,
2021). Estes métodos apresentam boa sensibilidade e correlacéo clinica, e permitem
a determinacdo de medidas de concentracéo inibitoria minima para classificar a cepa
como resistente ou sensivel (WHO, 2021).

Apesar de eficientes, as mais recentes diretrizes consolidadas sobre o
diagnéstico da tuberculose fornecidas pela WHO, requerem o diagnéstico rapido e a
triagem eficiente de pacientes (WHO, 2023). Os testes fenotipicos tradicionais nao se
encaixam neste padrédo, uma vez que, mesmo acessiveis e de baixo custo, demanda
de 2 a 3 meses para completa-los e entregar o diagnoéstico final (Miotto et al., 2018;
WHO 2021). Além disso, foram relatados casos em gque estes métodos deixam passar
despercebidos pequenos niveis de resisténcia associados a mutacdes no gene rpoB
(Miotto et al., 2018). Também ja foram observados problemas com disparidade do
diagndstico fenotipico com o genotipico, além de possui chances de falha, uma vez
gue o ensaio pode ser contaminado, e, consequentemente invalidado (Williamson et
al., 2012).

Na tentativa de superar as limitagbes foram desenvolvidos novos TSDs
baseados na utilizacdo de meio de cultura liquida. Destaca-se o Tubo Indicador de
Crescimento Micobacteriano (MGIT), aprovado pela WHO como TSD fenotipico.
Neste caso, é imprescindivel que a concentracéo critica seja padronizada em 0,5
mg/ml para minimizar a discordancia entre métodos genotipicos e fenotipicos (Gupta;
Ish; Malhotra, 2021). Outro método relevante é o BACTEC MGIT 460, que detecta a
producdo de diéxido de carbono. Ambos os métodos sdo capazes de proporcionar
diagnostico em até um més (Jang; Chung, 2020; WHO, 2021).
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Os testes genotipicos possuem a capacidade de detectar genes associados a
resisténcia a medicamentos (Jang & Chung, 2020). Complementares aos testes
fenotipicos, os testes de diagndstico molecular foram desenvolvidos para oferecer
uma vantagem sobre os métodos convencionais, reduzindo significativamente o
tempo necessario para obter resultados. Além disso, quando os dois métodos s&o
associados, hd um aumento na eficacia e na confiabilidade do diagnéstico (Suarez et
al., 2015; Groschel et al., 2021).

Considerando a importancia da deteccédo precoce do perfil de resisténcia
micobacteriana para a selecdo e acesso a um tratamento eficaz, bem como para
prevenir a subsequente transmissao da doenca, torna-se necessaria a personalizacéo
da estratégia terapéutica com base nos resultados dos TSDs fenotipicos e
genotipicos. Isso visa aprimorar a eficacia do tratamento e minimizar a exposi¢éo a
medicamentos toxicos e ineficazes (Coll et al., 2015).

Durante as Ultimas décadas, varias abordagens moleculares foram
desenvolvidas e funcionam como métodos de triagem para identificacdo de resisténcia
de forma rapida. Entre os aprovados pela WHO, destacam-se: o GenoType
MTBDRplus 1.0 (Hain Lifescience), uma abordagem de hibridizagdo com sonda em
linha; Truenat MTB, MTB Plus e MTB RIF (Molbio Diagnostics), e GeneXpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, USA), micro ensaios baseados em gPCR que séo capazes de
identificar a resisténcia a RIF (marcador de TB-MDR) em poucas horas (Schon et al.,
2017; Huang et al., 2022).

Embora existam solu¢des que identifiguem padrdes de resisténcia pontuais,
ainda permanecem alguns desafios a serem sanados quanto a identificacdo de
resisténcia bacteriana. As metodologias mencionadas acima ndo sao capazes de
tracar um perfil de resisténcia completo, uma vez que apenas alguns farmacos séo
avaliados utilizando alvos especificos (Huang et al., 2022). Entretanto pesquisadores
ao redor do mundo estdo empenhados em desenvolver metodologias de diagndstico
gue resolvam este impasse. Como exemplo tem GenTB, uma solu¢cao que promove a
extracdo de dados de resisténcia a 13 drogas anti-TB de uma amostra de
sequenciamento lllumina, e valida-as através de modelos de aprendizado de maquina
(Groschel et al., 2022).
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Outro problema importante é a confiabilidade na associacdo entre métodos
fenotipicos e genotipicos, que desempenha um papel fundamental na determinacéo
do perfil de resisténcia bacteriana. Muitas vezes, esses métodos nao correspondem
de maneira precisa, resultando em alguns casos sem a cobertura ideal para o
direcionamento correto do tratamento do paciente. Essa discordancia é considerada
um problema clinico significativo (Gupta; Ish; Malhotra, 2021).

Enguanto testes baseados em PCR e hibridizacdo de sonda de linha (LPA) sao
rapidos e acessiveis, sua eficiéncia é prejudicada pela inabilidade de detectar
mutacgdes relevantes fora do escopo que foram desenvolvidas (Coll et al., 2015).

Embora indubitavelmente Uteis, ambas as tecnologias sao limitadas no numero
de loci que examinam e ndo tém capacidade de diferenciar mutacfes silenciosas
daquelas que afetam a eficacia da droga de efeito, levando a resultados falso-positivos
(Gilletal., 2022). Outra limitacéo é a incapacidade de diferenciar mutacdes silenciosas
daquelas que promovem a pressao seletiva que dificulta o mecanismo de acdo dos
farmacos, culminando no aumento da taxa de diagnosticos de TB-DR falso-positivos
(Alonso et al, 2011).

A correlacao e verossimilhanca entre dados fenotipicos e genotipicos advindo
de resultados de TSDs permanece uma problematica, devido ao conhecimento
insuficiente das mutacdes subjacentes e aquelas ainda desconhecidas que conferem

resisténcia aos medicamentos (Koh et al., 2012; MacLean et al., 2020).

2.3.1 Tubo indicador de crescimento micobacteriano (MGIT)

O BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, Reino Unido), um sistema
automatizado de cultura liquida, € amplamente utilizado para cultivar a maioria das
espécies de micobactérias clinicamente relevantes (Votintseva et al., 2015).
Implementado desde 1995, trata-se de um sistema semi-automatizado que é capaz
de monitorar continuamente a fluorescéncia emitida devido ao crescimento
micobacteriano (Ardito et al., 2001).

O meio de cultura utilizado na metodologia é composto por caldo Middlebrook
7H9 modificado, alocado num tubo de teste com uma borracha de silicone impregnada
com um sensor gue detecta o oxigénio advindo da témpera de fluorescéncia. Além de

ser um teste nao invasivo, e que nao utiliza recursos radioativos, elimina dificuldades
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encontradas no diagndstico via cultura, como tempo e visualizacdo de colénias no
meio LJ (Ardito et al., 2001).

Endossado pela WHO, esta metodologia foi avaliada extensivamente como um
TSD para ambas primeira e segunda linhas de farmacos anti-TB (Springer et al.,
2009). Embora seja uma metodologia que requer alto custo, comparada a outras como
baciloscopia e cultura convecional, o MGIT é bem estabelecido, padronizado e entrega
um perfil de resisténcia micobacteriana com base em concentracdes criticas. O tempo
para se verificar o crescimento bacteriano varia entre 4 e 12 dias (Cambau et al., 2015;
WHO; 2023).

Apesar das vantagens, o MGIT €&, assim como as outras metodologias
fenotipicas, passiveis de erro. Um estudo de suscetibilidade a PZA conduzido por
Chedore e colaboradores, em 2009, testou 743 isolados de MTB, onde o MGIT
detectou 57 (7,7%) resistentes a PZA. Entretanto, apenas 33 (4,4%) foram realmente
confirmados como resistentes através da atividade da enzima pirazinamidase
(Chedore et al., 2009).

Curiosamente, nenhum dos resultados discordantes mostraram mutagdes no
gene comumente associado a resisténcia a PZA (pncA). Isso reforca a necessidade
de uma abordagem mais ampla a fim de uma maior cobertura de outras mutacées que
conferem resisténcia (Chedore et al., 2009).

Apesar de sua importancia, diversas restrices tém impedido a implementacao
generalizada das culturas de micobactérias como procedimento de rotina para o
diagndstico laboratorial da tuberculose. Essas restricdes incluem a necessidade de
infraestruturas especializadas, equipamentos e pessoal qualificado, a manutencédo do
nivel de biosseguranca 3 adequado, o fornecimento ininterrupto de energia elétrica,

0s custos envolvidos, entre outros obstaculos (Machado; Couto; Viveiros, 2019).
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2.3.2 Xpert MTB/RIF e Xpert MTB/RIF Ultra

No Brasil, 0o método genotipico do teste rapido molecular (TRM) Xpert MTB/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) foi lancado em 2004, autorizado em 2010 e
implementado em 2014, com o foco de realizar o diagnéstico de casos de TB rRIF
resistente (TB-RR), em concordancia com a WHO (Sieiro et al., 2018; Brandao et al.,
2020). O sistema consiste em um equipamento, um computador, um leitor de cédigo,
e utiliza um cartucho que contém os reagentes liofilizados, tampdes e solugcdes. A
deteccdo e caracterizagdo do alvo séo realizadas em tempo real, usando um
dispositivo a laser de deteccéo de seis cores (Figura 8) (Brasil, 2022).

O método automatizado utiliza-se da técnica de amplificacdo de acidos
nucléicos através de PCR multiplex com nested em tempo real (Sieiro et al., 2018;
Brand&@o et al., 2020). Com o auxilio do sistema GeneXpert, 0 ensaio realiza a
amplificacdo da regido central de 81 pares de bases do gene rpoB, especificamente
regides determinantes de resisténcia a RIF como o alvo 1S6110. Essas sequéncias se
repetem por mais de 25 vezes no genoma do CMTB, sendo altamente especifico
(Brandao et al., 2020).

Posteriormente, essas regides sédo detectadas por cinco sondas moleculares
Unicas e utilizando trés primers especificos para garantir alta especificidade na
deteccdo de TB-RR (Machado; Couto; Viveiros, 2019; Acharya et al., 2020; Huang et
al., 2022). O ensaio permite a deteccdo do MTB e MTB-RR em aproximadamente
duas horas, eliminando o problema de contaminacédo cruzada por causa de cartuchos

independentes (Huang et al., 2022).
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Figura 8 - Fluxograma de processamento do ensaio Xpert MTB/RIF.
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Em 2017, a WHO recomendou o Xpert MTB/RIF Ultra, a proxima geracdo do
Xpert MTB/RIF, como o teste diagndstico inicial de TB para adultos e criancas,
independentemente do status de HIV, em vez de baciloscopia e cultura (WHO, 2021).
Enguanto a versao mais moderna apresenta uma sensibilidade ligeiramente superior,
atingindo 88% em comparacdo com os 85% do Xpert MTB/RIF. Ja sua especificidade
€ um pouco menor, com 96% em contraste dos 98% do método anterior (WHO, 2021,
MacLean et al., 2020).

Além disso, o Xpert MTB/RIF Ultra possui um limite de detec¢do mais baixo, de
16 CFU/ml, e utiliza dois alvos de amplificacdo multicopia para MTB, 1S6110 e 1S1081,
enquanto o Xpert MTB/RIF utiliza apenas o 1S6110. Com dois alvos, a versdo mais
moderna se tornou capaz de detectar MTB em amostras paucibacilares, inclusive
alguns tipos de amostras extrapulmonares (Dorman et al., 2018; Machado; Couto;
Viveiros, 2019; Silva et al., 2021).
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Ambos 0s ensaios sdo capazes de detectar resisténcia a RIF. Entretanto,
mesmo o Xpert MTB/RIF Ultra pode se comprometer quanto a sua especificidade em
certos cenarios clinicos, como em pacientes com infeccbes recentes por TB, ou
coinfeccdo TB-HIV pela sua capacidade de detectar bacilos ndo-viaveis (Maclean et
al., 2020). Este cuidado torna-se relevante para paises como o Brasil, que possui um
cenario propicio a estes casos (Campos, 2006).

Apesar das multiplas vantagens, o ensaio Xpert MTB/RIF, e Xpert MTB/RIF
Ultra apresenta diversas limitag@es ja identificadas. Isso inclui o custo potencialmente
proibitivo do equipamento e seus cartuchos, bem como a necessidade de
infraestrutura especifica e manutengcédo para uma operacao ideal (Machado; Couto;
Viveiros, 2019).

Embora muitas das limitages do ensaio Xpert MTB/RIF sejam superadas pela
versdo Xpert Ultra, ainda existem algumas restricbes que impedem que ele seja
considerado um teste ideal (Dorman et al., 2018). Além da questdo da especificidade
variavel, destaca-se a limitacdo na deteccdo de resisténcia a medicamentos e a
analise de regides genéticas restritas apenas a RIF (Dookie et al., 2022). Isso ressalta
a necessidade de uma abordagem mais abrangente para casos de TB-MDR e TB-
XDR (MacLean et al., 2020).

2.3.3 Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

O sequenciamento de nova geracédo (do inglés New Generation Sequencing —
NGS) é a tecnologia atual mais indicada para analisar rapidamente o gendétipo de um
organismo, sendo capaz de fornecer dados de um genoma completo em 8-24 horas a
depender do método utilizado (Nguyen et al., 2019; Dookie et al., 2022). O NGS
permite determinar a sequéncia de DNA ou RNA para estudar variacdes genéticas
associadas a doengas e outros fendbmenos biolégicos (Slatko; Gardner; Ausubel,
2018).

A necessidade que levou ao desenvolvimento do NGS, também conhecido
como sequenciamento de segunda geracédo, veio para suprir a necessidade de um
processamento gendmico de grande porte gendmico. Com menor custo, e maior
praticidade, o NGS realiza milhdes de sequenciamentos em paralelo, permitindo que
grandes genomas que antes levavam anos para serem completamente sequenciados,

agora sejam processados em horas (Slatko; Gardner; Ausubel, 2018).
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A realizac&o do NGS envolve quatro principais etapas, séo elas: fragmentacao
de DNA, preparacdo de biblioteca, sequenciamento paralelo massivo, analise de
bioinformatica e anotacao e interpretacéo de variantes/mutacdes (Qin, 2019). A etapa
da fragmentacéo é utilizada para partir o DNA alvo em pequenos fragmentos de 100-
300 pbs, onde as porcdes relevantes séo isoladas através do ensaio de captura por
hibridizacdo. E também possivel realizar esta etapa através da PCR, ensaio
conhecimento como amplicon. Posteriormente, estes fragmentos sdo usados para a
preparacao da bilbioteca de sequenciamento (Qin, 2019).

A construcdo da biblioteca de DNA-Seq envolve varias etapas essenciais:
fragmentacao aleatoria do DNA, reparo das extremidades, ligacdo dos adaptadores,
gue inserem sequéncias especificas compativeis com a plataforma de
sequenciamento no fragmento de DNA, e a selecdo do tamanho adequado do
fragmento (Hu et al., 2021). Esses adaptadores nao apenas identificam cada
fragmento para sequenciamento multiplex, permitindo o agrupamento e
sequenciamento simultdneo de varias bibliotecas em uma Unica execucdo, mas
também garantem a compatibilidade com a plataforma utilizada. (Hu et al., 2021).

Embora haja varias etapas, esse procedimento foi otimizado pelas empresas
pioneiras na metodologia. Um exemplo é a tecnologia Nextera da lllumina, que oferece
um meétodo alternativo para preparar fragmentos de DNA. Utilizando uma preparacao
de biblioteca através do processo de tagmentacdo on-bead, onde enzimas ligadas a
pequenas esferas de poliestireno sdo capazes de integrar as etapas de fragmentacao
e selecdo de tamanho do DNA (Hu et al., 2021). Ap6s a tagmentacdo, uma PCR
limitada é realizada para integrar os adaptadores para sequenciamento e barcoding
para indexacao e identificagdo da amostra, reduzindo o tempo de preparacao das
bibliotecas para menos de 15 minutos (Hu et al., 2021).

No sequenciamento de segunda geracdo, a etapa de sequenciamento
propriamente dita incluem dois elementos consecutivos: amplificagdo clonal, e,
posterior sequenciamento. A amplificacdo clonal envolve a amplificagdo de
fragmentos de DNA em fase soélida para produzir sinais fortes e detectaveis durante o
sequenciamento. (Goodwin; Mcpherson; Mccombie, 2016). Esta técnica envolve o
sequenciamento massivo paralelo de pequenas reads, onde milhdes de reacdes de

seguenciamento ocorrem simultaneamente.
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A plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq, empregada no nosso estudo,
utiliza células de fluxo como fase sdlida. Dependendo da plataforma, utiliza-se PCR
por emulsdo (lon Torrent) ou PCR baseada em amplificacdo por pontes (lllumina).
Ambas as abordagens baseadas em sequenciamento por sintese, que se trata de um
fluxo que segue as etapas de hibridizacdo, amplificacéo e fragmentacdo do DNA que
envolve a incorporacao de nucleotideos dependente da DNA polimerase na cadeia de
DNA estendida (Hu et al., 2021) Uma visao geral das varias tecnologias NGS com

diferentes principios e plataformas sao observadas na figura 9.

Figura 9 - Visédo geral das varias tecnologias NGS com diferentes principios e plataformas.
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Fonte: Adaptado de Satam et al., 2023

ApOs a obtencéo dos dados do sequenciamento, realiza-se a etapa de analise
de dados, que é tipicamente subdividida em priméaria secundéria e terciaria. A etapa
primaria é comumente realizada pelo software inclui a chamada de bases e
procedimentos de controle de qualidade. As sequéncias, juntamente com os valores

de qualidade, sdo armazenadas em formato FASTQ (Pereira; Oliveira; Sousa, 2020).
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A andlise secundéaria inclui o alinhamento do genoma sequenciado contra o
genoma de referéncia e a chamada das variantes. Uma das métricas desta etapa € a
verificacdo de qualidade por cobertura, que inclui a profundidade de leitura
(quantidade de vezes que uma base é sequenciada) e abrangéncia de leitura. APGs o
alinhamento, as variantes gendmicas, SNPs, indels ou variantes estruturais sdo
identificadas através da comparacdo com o genoma de referéncia (Sims et al., 2014;
Pereira; Oliveira; Sousa, 2020). Por fim, a analise terciaria € composta pela anotacao
de variantes e a interpretacdo dos resultados, obtendo assim as funcdes bioldgicas de
cada alteragcédo encontrada (Hu et al., 2021).

2.3.4 Sequenciamento de Genoma Completo (WGS)

Uma das principais abordagens para a utilizacdo de NGS é o WGS, que
emprega plataformas de sequenciamento de DNA para reconstruir a sequéncia
completa do genoma de um organismo. Ao sequenciar todo o DNA gendmico, o WGS
permite a identificacdo de variacdes genéticas, desde SNPs até alteracdes estruturais
maiores, como insercoes, delecdes e rearranjos. Dessa forma, essa metodologia
torna-se ideal para o genoma de aproximadamente 4,4 Mb do cromossomo Unico do
MTB (Meehan et al., 2019; Satam et al., 2023).

Diferentemente de métodos como o Xpert MTB/RIF, o WGS é capaz de
identificar todas as mutacBes que potencialmente possam conferir resisténcia a
farmacos ao organismo infectante, e, consequentemente, possibilitar a
individualizagdo do esquema terapéutico (Acharya et al., 2020; Cox et al., 2022).

A identificagdo exata do agente etiolégico em infecgcbes microbianas €
fundamental para a medicina de preciséo (Satam et al., 2023). Os dados Uuteis gerados
por meio de NGS na identificacdo microbiana e genotipagem de resisténcia a
medicamentos, como no caso do MTB, tém se mostrado importantes para a vigilancia
de doencas, contencdo de surtos, estudos epidemiologicos de saude publica,
formulacdo de politicas e intervencdes terapéuticas rapidas (Meehan et al., 2019;
Satam et al., 2023).
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A capacidade do WGS de identificar ndo s6 infec¢bes mistas, como também
heterorresisténcia e padrbes de transmissdo que levariam a surtos e endemias
provém uma vantagem clinica importante sobre os outros métodos diagndsticos
genéticos (Walker et al., 2013; Acharya et al., 2020; Dookie et al., 2022).

A analise completa do MTB através do WGS envolve varios pontos-chave
como: validacéo e controle da qualidade de dados de entrada, mapeamento de um
genoma de referéncia (frequentemente utiliza-se a cepa H37Rv), e deteccdo de
variantes genémicas (Meehan et al., 2019). Varios protocolos de sequenciamento
para MTB ja existem, porém, um padréo unico ainda nédo foi estabelecido (Machado;
Couto; Viveiros, 2019).

Esses protocolos geralmente excluem cerca de 10% do genoma (familia de
genes PE/PPE, e outros genes repetitivos) devido a mapeamentos incorretos em
certas regides, o0 que resulta em falsas chamadas de variantes (Meehan et al., 2019).
Com isso, varios outros critérios sdo aplicados como profundidade de leitura,
gualidade da base e viés de fita para filtrar variantes falsas positivas. Com base nas
variantes detectadas, varias tarefas podem ser realizadas, incluindo a previsdo de
perfis de resisténcia e suscetibilidade a medicamentos, tipagem de cepas e
identificacdo de clusters de transmissao (Meehan et al., 2019).

Os perfis de resisténcia e suscetibilidade a drogas podem ser determinados
com alta precisdo para muitos medicamentos usados no tratamento da TB, atraves da
comparacao das variantes genéticas encontradas no sequenciamento com listas de
mutacdes genéticas de alta confianca associadas a resisténcia (Miotto et al., 2017).
Essas listas foram estabelecidas principalmente usando associacfes genotipo-
fendtipo identificadas a partir de analises estatisticas de grandes conjuntos de dados
clinicos do WGS (Coll et al., 2015; Miotto et al., 2017).
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Um dos grandes feitos da comunidade cientifica para estes bancos de dados
foi o ReSeqTB, no qual pesquisadores de todo o0 mundo depositam agregados curados
de informacdes genotipicas e fenotipicas, acerca de todas as linhagens do CTMB em
escala mundial (STARKS et al., 2015). Outra iniciativa importante foi o projeto “
Comprehensive Resistance Prediction for Tuberculosis: an International Consortium”
(CRyPTIC), que apresenta um compéndio de mais de 12 mil isolados clinicos. Os
isolados foram submetidos a analise por WGS com o objetivo de entender as relacdes
entre as variantes genéticas e concentracdes inibitérias minimas para 13 farmacos
anti-TB (CRyPTIC, 2022). Ao comparar SNPs presentes em um isolado sequenciado,
€ possivel prever ndo apenas a resisténcia, mas também a susceptibilidade,
informac¢des fundamentais para a vigilancia epidemiolégica de qualquer pais (Meehan
et al., 2019).

Em concordancia as evolugdes, atualmente as principais abordagens do WGS
para identificacdo de perfil de resisténcia se baseiam na comparacdo de SNPs com
genomas de referéncia e identificacdo de clusters de transmisséo associados as listas
como as mencionadas anteriormente, sendo esta abordagem uma das mais robustas
e confiaveis (Figura 9) (Meehan et al., 2019).

A constante evolucdo desta metodologia se deve a disponibilidade de
sequéncias genbmicas de varias linhagens, que permitem a comparacédo de diversos
genomas globais do MTB e suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas. Estas
incluem varia¢cdes no numero de copias de genes, alteracées na sequéncia de DNA e
a ocorréncia de insercdes, delecdes de multiplos nucleotideos e mutacdes pontuais,
como SNPs (Chacravorty et al., 2017).
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Figura 10 - Metodologia para sequenciamento completo do genoma de isolados do complexo

Mycobacterium tuberculosis.
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metodologia de sequenciamento para identificacio de mutacBes. Essas metodologias primeiro

mapeiam as leituras em relacdo a um genoma de referéncia (frequentemente a cepa H37Rv de M.

tuberculosis) e depois chamam variantes genémicas, criando uma tabela de SNPs. As listas resultantes

de SNPs podem entdo ser usadas para uma variedade de andlises, como tipagem de linhagem,

agrupamento de transmisséo e perfil de resisténcia a medicamentos. Os resultados dessas tarefas séo

entdo relatados ao usuario final (por exemplo, um clinico ou pesquisador).
Fonte: Adaptado de Meehan et al., 2019
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No que diz respeito a comparagdo com testes fenotipicos, no estudo de Jajou
e colaboradores (2019) o WGS foi utilizado como metodologia para prever a
susceptibilidade do MTB aos medicamentos de primeira linha, comparando o
resultado ao teste fenotipico MGIT. Os resultados evidenciaram um valor preditivo
negativo de 99,3% no tocante ao WGS, evidenciando discrepancia de alguns
resultados do teste fenotipico. Isso demonstra o potencial do WGS como metodologia
de primeira linha para predicdo de resisténcia, e sugere que o WGS ndo necessita do
auxilio de resultados fenotipicos para tracar o perfil da infeccdo e predicdo de
resisténcia a medicamentos (Jajou et al., 2019)

Estas vantagens oferecem novas oportunidades tanto em pesquisas, quanto
no campo da saude publica incluindo o diagndstico laboratorial da TB, e a
epidemiologia molecular (Nikolayevskyy et al., 2016; Gill et al., 2022). Porém, a
adocdo deste método em paises de baixa renda com alta carga de TB ainda € um
desafio, devido aos custos financeiros, mao de obra técnica especializada e
padronizacdo da andlise bioinformatica (Acharya et al., 2020). Em contrapartida, a
predicdo precisa de resisténcia bacteriana a partir de dados gendmicos € um desafio
maior em todos os contextos (Cox et al., 2021).

Curadorias de grandes conjuntos de dados derivados globalmente (ex.:
ReSeqTB), demonstram grande interesse em continuar a descrever associacdes entre
mutacdes e resisténcia fenotipica (Meehan et al., 2019). Esse trabalho de elucidacao
contribui para a saude publica mundial, possibilitando trabalhos oficiais, como o
recente catalogo da WHO de mutacdes do MTB que conferem resisténcia bacteriana
a drogas de primeira e segunda linha (WHO 2021b).

Embora existam algumas desvantagens, mais com relagdo na necessidade de
infraestrutura, o potencial desta metodologia encoraja o desenvolvimento de novas
abordagens visando a melhoria das lacunas a serem preenchidas, como o
sequenciamento diretamente de uma amostra de escarro. Hoje uma realidade nao sé
possivel, como também um progresso substancial, uma vez que a abordagem
identificou maior diversidade genética do que diretamente da amostra de cultura
(Nguyen et al., 2019; Nimmo et al., 2019). Isso se da gracas a estratégias inovadoras
como o enriguecimento do DNA alvo (Nimmo et al., 2019).
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Ademais, com 0s avancos tecnoldgicos em abordagens de diagnostico da TB
baseadas em microfluidos, é possivel determinar o potencial do WGS como um teste
do tipo point-of-care, uma vez que o WGS € capaz de realizar multiplexacao e cobrir
varias amostras por analise (Acharya et al., 2020; Gill et al., 2022). Em termos de
tempo de resposta, 0 WGS € capaz de reduzir o tempo de resultados em até uma
semana, o0 que traz uma economia de tempo consideravel na obtencdo do resultado
(Acharya et al., 2020).

Seguindo a linha de raciocinio dos estudos baseados na utilizacdo do WGS, é
possivel confirmar a importancia da sua utilidade no contexto das investigacfes
epidemiologicas. Apesar do custo de implementacdo e manutencdo, huma escala
macroscopica, a economia do dinheiro e recursos das equipes de saude publica saem
em vantagem (Nikolayevskyy et al., 2016).

A melhoria na precisdo da predicdo dos padrdes de resisténcia, juntamente
com bons valores preditivos e excelente reprodutibilidade, faz do sequenciamento de
genoma completo (WGS) uma ferramenta poderosa na prevencao de erros e atrasos
no diagndstico. Além disso, o WGS permite a detec¢do precoce de resisténcia em
nivel molecular, antes que ela se manifeste clinicamente, proporcionando um
direcionamento mais eficaz do tratamento (Votintseva et al., 2015; Nikolayevskyy et
al., 2016; Miotto et al., 2017). Essa abordagem ndo apenas acelera o processo
diagndstico, mas também melhora significativamente os resultados clinicos ao permitir
intervencdes terapéuticas mais precisas e personalizadas (Coll et al., 2015).

Em paises de alta carga para a TB e renda média, como o Brasil, isso se torna
muito importante, uma vez que ha uma preocupag¢do quanto a necessidade de
expertise clinica para a prescri¢cdo de um tratamento individualizado (Cox et al., 2021).
Para isso, algumas estratégias baseadas em solu¢cdes de ponta a ponta com 0 uso
computacdo em nuvem € um possivel passo logico para a implementacdo do WGS
em paises como o Brasil, semelhante a implementacdo de sistemas de gqPCR
(Groschel et al., 2022). Entretanto, ainda existe a necessidade de profissionais experts

na metodologia diagnostica molecular nestes paises (Meehan et al., 2019).
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O cenario de esfor¢co constante para o uso do WGS como ferramenta de
predicédo de resisténcia e individualizacéo do tratamento corrobora com o plano END-
TB, implementado pela WHO em 2016, que visa reduzir incidéncia (90% até 2023),
mortalidade, e morbidade da TB (95% até 2023), assim como desenvolver estratégias
terapéuticas e diagndsticas através de inovacdo em pesquisa e educacéo (Gill et al.,
2022; WHO, 2023).

Diante disso, o estudo realizado neste trabalho visa utilizar o WGS como
ferramenta contribuinte com a predi¢cdo eficiente e precoce principalmente da TB-
MDR, visando direcionar o tratamento dos pacientes com regimes terapéuticos
especializados. Isto melhoraria o progndstico dos pacientes, aumentaria a adeséo dos
pacientes ao tratamento, contribuindo assim com o0s programas de controle da
tuberculose no Brasil (Cox et al., 2021; Brasil, 2024).

Ademais, seguindo o propoésito do avanco tecnolégico e desenvolvimento
cientifico no Brasil, o presente trabalho trata-se de uma grande contribuicéo cientifica
e clinico-diagnéstica para o desenvolvimento de uma plataforma tecnolégica para a
rapida predicdo de droga resisténcia micobacteriana. Possibilitando também a
geracdo de dados em tempo real para possivel integracdo com a salde publica,

voltada para um servico de vigilancia em saude no pais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL
Avaliar a resisténcia de cepas de Mycobacterium tuberculosis do ponto de vista
genotipico e fenotipico comparando os diferentes métodos de diagndstico.

3.2 OBJETVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fenotipicamente o perfil de droga resisténcia das culturas de cepas
de MTB de uma amostragem clinica aleatéria de pacientes com TB droga
resistente;

e Avaliar genotipicamente a resisténcia das cepas MTB a RIF por teste rapido
molecular;

e Realizar o sequenciamento de genoma completo das cepas de MTB para
identificacéo do perfil de resisténcia;

e Comparar do perfil de resisténcia de cepas de MTB apresentados pelos
diferentes métodos de identificacdo de resisténcia;

e Identificar de clusters gendmicos e determinacao das linhagens filogenéticas
das cepas de MTB;

e Avaliar o desempenho do WGS enquanto método de predicéo de resisténcia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. MICRORGANISMO

Foram utilizadas 30 cepas de amostragem clinicas de Mycobaterium
tuberculosis droga resistente (TB-DR), compondo cepas de TB multidroga resistente
(TB-MDR) e TB extensivamente resistente aos medicamentos (TB-XDR). Estas cepas
foram obtidas a partir de uma amostragem de isolados clinicos aleatérios de cepas de
MTB droga resistente confirmados laboratorialmente, provenientes do Laboratorio
Central Publico de Pernambuco (LACEN-PE).

Todas as 30 cepas de MTB foram analisadas pelo Teste de sensibilidade as
drogas (TSD) fenotipico MGIT960 SIRE kit (Becton Dickinson Diagnostic Systems,
Sparks, MD) para determinar o perfil de resisténcia a pelo menos um medicamento de
primeira. Dentre estas, 21 foram submetidas a dois TSDs moleculares: o
sequenciamento de genoma completo (WGS) e o Xpert MTB/RIF (Cepheid,
Sunnyvale, USA).

As cepas de MTB foram cultivadas em meio Middlebrook 7H9 suplementado
com 10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase), com 0,2% de glicerol
e 0,05% de Tween 80. ApGs o tempo de incubagcdo minimo de 14 a 21 dias, as cepas
foram inoculadas através de repiqgue em meio de cultura Lowenstein-Jensen (LJ),

onde foram mantidas pelo mesmo periodo para crescimento.

4.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AS DROGAS ANTI-TB FENOTIPICO

Como metodologia para identificacao fenotipica de resisténcia a farmacos anti-
TB, utilizamos o método baseado em cultura liquida automatizada para deteccao de
micobactérias, o MGIT 960 SIRE kit (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks,

MD) de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Para a preparacgéo do inoculo, algumas colbnias (2-3) foram isoladas e diluidas
em um frasco contendo pérolas de vidro e 2 mL de agua destilada estéril para
obtencado de turbidez maior que o tubo 1 na escala de McFarland. O conteudo do
frasco foi submetido a agitacéo até a diluicdo total das colénias e mantido em repouso
por 20 minutos, em temperatura ambiente, para reduzir a propagacao de aerossois.
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para outro tubo falcon estéril de 15mL,
onde a suspensao permaneceu por mais 15 minutos em repouso a temperatura
ambiente. Utilizando o meio 7H9, a suspenséo foi ajustada para o padrdo 0,5 de
McFarland. 1 mL da suspenséao ajustada foi diluido em 4 mL de solucao salina estéril
(diluicdo de 1:5).

Uma aliquota de 0,5 mL das diluicBes 1:5 foi inoculada em tubos contendo os
farmacos de teste RIF, INH, EMB e RIF. Utilizamos Na preparac¢éo do tubo de controle
de crescimento (do inglés, growth control — GC) de drogas de segunda linha, 0,1 mL
da suspensdo mencionada anteriormente foi pipetada em um total de 10 mL de
solucéo salina estéril para preparar as suspensdes 1:100 (GC a 1%). A suspensao
GC foi misturada através de inversao suave por 3 a 4 vezes e entdo inoculada com
0,5 mL das suspensodes 1:100 GC em tubos MGIT.

Para interpretar os resultados dos farmacos de segunda linha, seguiu-se o
protocolo padrdao recomendado pelos fabricantes para o teste de sensibilidade a
drogas (TSD) pelo método MGIT 960. Quando a unidade de crescimento (do inglés,
growth unit — GU) do controle de crescimento alcangou o valor de 400, dentro de 4 a
13 dias, os valores de GU dos frascos contendo drogas foram avaliados. Quando o
GU dos tubos contendo os farmacos foram 100 ou mais, os resultados foram relatados
como cepas suscetiveis e resistentes, respectivamente.

As concentragdes criticas utilizadas no teste foram 0,10g/mL para INH, 1,0g/mL
para RIF, 5,0g/mL para EMB e 1,0g/mL para SM. Foram investigadas resisténcia
fenotipica aos medicamentos anti-TB: SM, INH, RIF, e EMB.



66

4.3 XPERT MTB/RIF ULTRA

Para a utilizacdo de amostras no equipamento Xpert MTB/RIF Ultra, cada cepa
foi suspensa em 500 pL de &gua ultra pura, e posteriormente misturadas com 1.5mL
do reagente de diluicdo do fabricante. Este reagente é capaz de isolar o DNA
micobacteriano, concomitantemente eliminando as preocupacfes de biosseguranca
durante o procedimento. A mistura foi agitada vigorosamente em um vortex por 20
segundos e permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos. Apés
este periodo de incubacéo, a mistura foi cuidadosamente transferida para o cartucho
GeneXpert, uma unidade de teste fechada que contém todos os elementos
necessarios para a PCR, incluindo tampdes e reagentes liofilizados. O cartucho foi
entdo inserido no sistema GeneXpert, que automatiza a amplificacdo e detecgéo do
DNA bacteriano do MTB através da deteccdo das sequéncias de insercdes 1S6110 e
IS1081 e as regido determinante de resisténcia a rifampicina do gene rpoB.
Finalmente, os resultados foram enviados para um computador conectado ao

equipamento, permitindo a andlise e interpretacdo dos dados de resisténcia a RIF.

4.4 INATIVACAO DAS CEPAS DE MTB E EXTRACAO DE DNA GENOMICO

As cepas de MTB em meio LJ foram resuspensas em 500uL de agua ultrapura
em tubos tipo Eppendorf de 1,5mL e submeridas a inativagcado a 100°C por 10min, e
em seguida a -80°C por 10 min. Esse processo se repetiu por duas vezes.
Posterioremente, foi adicionada lisozima (10mg/mL) seguida de incubacéo a 37°C por
60min para lise da parede bacteriana. Em seguida,a extracdo de DNA genbémico de
MTB foi realizada pelo método de mini salting out (Miller; Dykes; Polesky, 1988), com
modificagdes in house.

A quantificagao e a avaliagao da qualidade do DNA purificado foram realizadas
através do espectrofotbmetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher), considerando as
razdes 260/280 e 260/230.
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4.5 SEQUENCIAMENTO DE GENOMA COMPLETO (WGS)

O sequenciamento do genoma completo das cepas MTB-DR foi realizado no
Nucleo de Plataforma Tecnoldgica do Instituto Aggeu Magalhées, utilizando o sistema
de sequenciamento lllumina MiSeq Sequencing System MiSeq(lllumina, San Diego,
CA, EUA). A constratuacdo da biblioteca de DNA foi realizada através do kit de
preparacdo Nextera XT (lllumina, San Diego, CA, EUA), seguindo o protocolo do
fabricante. O WGS foi realizado com o kit MiSeq V3-600 ciclos-, resultando em leituras

de extremidade pareada 2 x 250, com um comprimento de leitura de 500 pb.

4.6 BIOINFORMATICA

A analise bioinformética foi inicialmente realizada no Instituto de Investigacao
do Medicamento (iMed. ULisboa) da Faculdade de Farméacia da Universidade de
Lisboa e posteriormente transferida para o Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz. Reads
obtidas através do sequencimaneto das bibliotecas genémicas foram submetidas a
um controle de qualidade com vista a remocao de adaptadores de sequenciamento e
bases de qualidade reduzida (PHRED < 20/Q20), sendo retidas apenas reads com
tamanho minimo de 36 pb (Trimmkomatic) (Bolger; Lohse; Usadel, 2014).

A totalidade das reads filtradas e obtidas no passo anterior foram mapeadas
contra 0 genoma da cepa de referéncia MTB H37Rv (GenBank NC000962.3)
utilizando o software Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA) e o algoritmo BWA-
MEM (Li & Durbin, 2009). Variantes gendémicas (variant calling) foram identificadas
com o uso de pelo menos dois softwares: SAMTools e GATK, com remocao de
sequéncias duplicadas (deduplicacéo) (Li et al., 2009).

Diversos conjuntos de variantes foram obtidos e, dependendo do objetivo,
considerou-se o universo de variantes obtidas por cada isolado ou apenas as variantes
concordantes entre os métodos utilizados. A identificacdo de variantes estruturais (>50
pb) foi realizada através do software DELLY?2, considerando-se como variantes de
elevada confianca aquelas suportadas pelos métodos analiticos de split-read e paired-
end.
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As variantes gendmicas obtidas foram anotadas do ponto de vista funcional
utilizando o software SnpEff, com integracdo de metadados disponiveis em diversas
plataformas de acesso publico (por exemplo, MycoBrowser/TubercuList). A
determinacao da (sub)linhagem de cada cepa foi realizada utilizando diversos scripts
in-house (R/Bash) desenvolvidos, validados e empregados no iMed.ULisboa. A
determinacao in silico do perfil de spoligotyping foi realizada utilizando os programas
SpolPred e Spotyping (Xia; Teo; Ong, 2016; Coll et al., 2012).

4.7 PREDICAO DE RESISTENCIA GENOTIPICA A DROGAS E DETERMINACAO
DA LINHAGEM POR CLUSTERING

A predicéo de resisténcia baseada em dados gerados por WGS, assim como a
determinacao de Clusters para identificacdo das linhagens, foi objeto de estudo na
plataforma TBProfiler na versdo da pipeline 4.0.1 (Coll et al, 2015). A plataforma
realiza a analise partindo da selecédo da posicdo genémica analisada do genoma da
cepa de referéncia MTB H37Rv através de uma estratégia de associacao direta. A
analise conclui que uma cepa é resistente a uma droga sempre que um marcador
candidato a desenvolvimento de resisténcia & detectado.

Estas andlises levaram a definicdo do tipo de resisténcia do MTB
(Monorresistente, RR, MDR, polirresistente, e XDR), além de trazer uma ampla
cobertura de mutacdes dentre as expressas fenotipicamente, e aquelas que podem
trazer um fendtipo de resisténcia eventualmente.

A determinacdo de clusters efetuada sob dois pontos de corte de distancia
genética 6 e 12 SNPs (Walker et al. 2018). Esta analise também evidenciada pelo
software TBProfiler possibilitou identificar as linhagens e sublinhagens das cepas
estudadas, promovendo resultados de impacto clinico epidemiolégico. Como base de
dados de variantes genémicas utilizadas na analise de dados, utilizamos o banco de
dados TBProfiler validado pela Organizacdo Mundial da Saude para os farmacos,

genes e mutacdes (Tabela 4).



69

Tabela 4 - Catalogo da WHO com os Farmacos, Genes e Mutag@es utilizadas na andlise dos dados
de sequenciamento para predicao de resisténcia genotipica as drogas anti-TB.

Droga Gene Mutacao
eis C.-14C>T
AMK
rrs n.1401A>G
CAP s n.1401A>G, n.1402C>T, n.1484G>T
tiyA p.N236K, p.L74P
embA c.-12C>T
p.M306V, p.M306l, p.Q497R,
EMB p.D354A, p.G406A, p.Y319S,
embB p.G406D, p.G406S, p.M306L,
p.Q497K, p.D328Y, p.G406C,
p.Y319C
ETO ethA c.112del,p.K37fs, p.R207G, p.M1R
fabG1 c.-15C>T
INH fabG1l €.-15C>T, p.L203L
katG p.S315T, p.S315N, p.W328L
eis c.-14C>T, ¢.-12C>T, ¢.-10G>A, c.-
KAN 37G>T, c.-8del
rrs n.1401A>G, n.1484G>T
p.D94G, p.A90V, p.D94A, p.D94N,
LVX gyrA p.S91P, p.D94Y, p.D94H, p.G8SC
LZD rplC p.C154R
A p.D94G, p.A90V, p.D94A, p.D94N,
MXE 9y p.S91P, p.D94Y, p.D94H, p.G88C
gyrB p.E501D
p.H57D, c.-11A>G, p.Q10P,
p.H51D, p.T76P, p.G97D, p.V7G,
p.C14R, p.D49G, p.H57R, p.Q141P,
p.L4S, p.1133T, p.H71Y, p.T135P,
p.H51R, p.I131S, p.V139A, p.D8G,
p.Al46V, p.W68C, p.H71R, p.K96T,
PZA pncA p.Q10R, p.Y103*, p.T47A,

0.2288709delins, p.A134V, p.P54L,
p.16T, p.S59P, p.S67P, p.G97C,
p.L151S, c.-11A>C, p.V7L, p.W68G,
p.W68R, p.G97S, p.R154G, p.D12A,
p.F94C, p.G132S, p.L172P, p.L85P,
p.T160P, p.Y34D, c.-5del, p.F58L,
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p.L182S, ¢.391_394del,p.V130fs,
p.G97R, p.H57Y, p.L120P, p.L27P,
€.319del,p.F106fs, p.D49A, p.L85R,
p.Q122*, p.V180F, p.D8N, p.P69L,
p.T142M, p.A146T, p.I90S,
p.M175V, p.Y103C,
€.518 519insG,p.E173fs, p.L159R,
p.P62L, p.V180G, p.A102P,
p.D12G, p.G132A, p.H51Q,
p.V155G, p.D63A, p.F94L, p.V125F,
p.E127_V130del,
€.392 393insG,p.V131fs,
€.392_393insGG,p.V131fs,
p.D129 G132del, p.A143G,
p.C138R, p.D12E, p.G105V,
p.H71P, p.L4W, p.M1T, p.Q141*,
p.V128G, p.V130G, p.V139G,
p.Y103H, g.2288775delins, p.G24D,
p.K96E, p.S164P, p.T142A,
p.T177P, c.465_466insT,p.V155fs,
p.K96R, p.V7A, p.W119C
p.S450L, p.D435V, p.H445Y,
p.H445D, p.D435Y, p.S450W,
p.L452P, p.H445L, p.L430P,
p.H445R, p.V170F, p.1491F,
p.H445N, p.Q432K, p.Q432P,
RIF "PoB p.S441L, p.Q432L,
p.Q432_F433insF,
p.L443 T444insD, p.S450F,
p.D435F, p.H445C, p.H445S,

p.S441Q
i c.104del,p.L35fs, ¢.353del,p.R118fs,
9 p.Q125* p.G69D, p.A134E, p.P75R
SM rpsL p.K43R, p.K88R, p.K88M
rrs n.517C>T, n.514A>C, n.878G>A

Fonte: WHO, 2023b
Legenda: AMK: Amicacina; CAP: Capreomicina; EMB: Etambutol; ETO: Etionamida; INH: Isoniazida;

KAM: Canamicina; LVX: Levofloxacina (Flouroquinolona); LZD: Linezolida; MXF: Moxifloxacina
(Flouroquinolona); PZA: Pirazinamida; RIF: Rifanpicina; SM: Estreptomicina.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL DE RESISTENCIA DAS CEPAS TUBERCULOSE DROGA RESISTENTE
(TB-DR) DE ACORDO COM TESTE MGIT

No total, 30 cepas de TB-DR foram cedidas pelo Laboratério Central de Saude
Plblica de Pernambuco (LACEN-PE), onde todas foram analisadas pelo TSD
fenotipico MGIT 960. As cepas foram cultivadas em meios de cultivo sélido (LJ) e
liquido (7H9) contra quatro farmacos: RIF, INH, EMB e SM, as quais apresentaram
perfis de resisténcia diversos.

A tabela 5 apresenta os resultados dos perfis de resisténcia das cepas TB-DR
analisados pelo TSD MGIT. Diferentes perfis de resisténcia foram identificados,
incluindo monorresistente, polirreistente, MDR e RR. Neste teste ndo foi possivel
classificar cepas XDR devido ao fato dos farmacos de segunda linha ndo terem sido
analisadas fenotipicamente.

O perfil de resisténcia mais prevalente foi o de TB-MDR, com 15 das 30
analises (50%) apresentando resisténcia fenotipica concomitante a rifampicina (RIF)
e isoniazida (INH). Em seguida, destacaram-se 0s casos de monorresisténcia, que
representaram um total de 10 cepas (33,3%), todas elas com resisténcia a um unico
medicamento, exceto a RIF. Os casos de polirresisténcia totalizaram 3 (10%). Por fim,
houve resisténcia isolada a RIF em 2 amostras (6,67%), correspondendo as cepas
R1956 e R1512 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Perfil de resisténcia das cepas TB-DR do LACEN-PE de acordo com o0 método MGIT.

Meio_de ID Medicamentos Tipo de cepa
Cultivo Cepa RIF INH EMB SM
R87 S R S S Mono
R377 R R R S MDR
R489 R R S S MDR
R835 R R S S MDR
R919 S R S S Mono
Sslido R970 S R S R Poli
L R1001 R R S S MDR
(13) R1057 S R S S Mono
R1192 S R S S Mono
R1267 R R S S MDR
R1667 R R S S MDR
R1916 S S S R Mono
R1956 R S S S RR
R2008 S R S R Poli
R89 S R S R Poli
R140 S S S R Mono
R347 S R S S Mono
R457 S S S R Mono
R550 R R R S MDR
R551 R R - S MDR
Liquido R660 S R S S Mono
7H9 R864 R R S S MDR
(15) R1512 R S S S RR
R1576 R R R R MDR
R1607 R R S S MDR
R1641 R R S S MDR
R2486 S R S S Mono
R2530 R R S S MDR
R563 R R S S MDR
R1822 R S S S Mono

Fonte: O autor.
Legenda: S: Sensivel; R: Resistente; MDR: Multirresistente; Mono: Monorresistente; Poli:
Polirresistente; RR: Resistente a RIF.
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5.2 DETECCAO DA PRESENCA DO MTB E DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA
PELO TRM XPERT MTB/RIF ULTRA

Para realizar uma analise comparativa com o teste de sensibilidade a drogas
(TSD) MGIT, foi conduzida uma avaliagdo utilizando o teste rapido molecular (TRM)
Xpert MTB/RIF Ultra. Todas as cepas incluidas no estudo foram processadas por essa
metodologia. Entre as cepas analisadas, houve a deteccdo de MTB em 28, enquanto
apenas duas nao apresentaram deteccéo pela plataforma, obtendo resultado como
"Undetected". Uma delas, a cepa R87 foi catalogada posteriormente como M. kansasii.

Em relacdo a resisténcia a RIF, conforme observado na Tabela 6, houve
apenas duas discordancias quando comparado ao teste fenotipico MGIT,
correspondendo as cepas R1956 e R835. Isso resultou em uma taxa de sensibilidade
de 93% do Xpert MTB/RIF na identificacdo da resisténcia genotipica. Ambas as cepas
demonstraram resisténcia a RIF no teste fenotipico MGIT 960, mas foram sensiveis

no teste molecular Xpert MTB/RIF.

Tabela 6 - Detec¢do da presenca de DNA micobacteriano e perfil de resisténcia a RIF em amostras
analisadas pelo Teste Rapido Molecular Xpert MTB/RIF Ultra.

Resisténcia a

ID Cepa Deteccao MTB rifampicina
| R864 D R
R919 D S
R87 uD -
R89 D S
R347 D S
R377 D R
R835 D S
R551 D R
R563 D R
R970 D S
R1667 D R
R660 D S
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R1822 D R
R140 D R
R550 D R
R1001 D R
R1916 D S
R1192 D S
R1267 D R
R2008 D S
R1512 D R
R1607 D R
R1956 D S
R1576 D R
R1641 D R
R2486 ub --
R2530 D R
R457 D S
R489 D R
R1057 D S

Fonte: O autor.
Legenda: S: Sensivel; R: Resistente; D: MTB Detectado; UD: MTB N&o detectado; S: Sensivel a RIF;
R: Resistente a RIF.

5.3 SEQUENCIAMENTO DE GENOMA COMPLETO (WGS) E MAPEAMENTO DE
READS

Das 30 cepas de TB-DR analisadas prlo método fenotipico Bactec MGIT 960,
21 foram encaminhados para o WGS com o objetivo de analisar o perfil genotipico
completo de resisténcia, sendo uma removida (R87) por se tratar de uma micobactéria
nao-tuberculosa (M. kansasii). A analise foi baseada no alinhamento genémico com a
cepa de referéncia M. tuberculosis H37Rv (GenBank NC000962.3).
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A primeira métrica analisada, profundidade média de leitura, reflete o niumero
meédio de vezes que cada base do genoma foi sequenciada. Este € um indicador
crucial da confiabilidade e qualidade dos dados de sequenciamento. Observa-se que
a cepa R1001 e R489 apresentam as melhores profundidade média de leitura, com
um valor superior a x15, indicando uma alta profundidade e confiabilidade dos dados
de sequenciamento para esta cepa. Em contraste, a cepa R1356 apresenta uma
profundidade média de 134.353.893.018.362, mas uma profundidade mediana de
leitura de apenas 13, sugerindo uma variacao significativa na distribuicdo das reads
sequenciadas.

Ja a profundidade mediana de leitura fornece uma visado da centralidade da
distribuicdo da profundidade de leitura. Valores baixos, como o observado na cepa
R1356 (13x), podem indicar problemas na consisténcia do sequenciamento,
requerendo validacdo adicional dos dados. Além disso, observou-se uma elevada
heterogeneidade no nivel de mapeamento. Devido a esses problemas, a cepa R1356
foi removida dos nossos resultados.

A cobertura indica a porcentagem do genoma de referéncia coberta pelas reads
sequenciadas, com a maioria das cepas apresentando valores superiores a 99%,
garantindo uma representacdo abrangente do genoma. A porcentagem de
heterogeneidade revela variagdo genética nas reads, com a cepa R835 apresentando
valores extremamente altos, sugerindo alta variabilidade genética. Sugere-se que
cepas com alta profundidade média e mediana, como R1001, tém dados de alta
gualidade. A alta cobertura na maioria das cepas assegura uma boa representacao
do genoma de referéncia.

Os resultados do sequenciamento e do mapeamento das reads obtidos foram
representativos. A Tabela 7 apresenta os resultados do WGS e mapeamento das
reads para diversas cepas de TB-DR, destacando métricas chave como profundidade
média de leitura, profundidade mediana de leitura, cobertura, e porcentagem de

heterogeneidade.
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Tabela 7 - Representacéo da qualidade dos dados de sequenciamento e mapeamento das reads de
algumas das cepas TB-DR de Pernambuco comparado ao genoma do MTB (H37Rv).

ID Profundidade Média Mediana Cobertura do Porcentagem de
Cepas de leitura de Leitura Genoma Heterogeneidade

R1001 15.002.900.372.551 152 99.412.225.902.478  0.65987549688

R1057 901.660.906.700.528 91 99.595.165.222.183  0.54158156491

R1192 113.289.311.020.203 114 99.541.999.836.285  0.64684819045

R1356 134.353.893.018.362 13 99.953.548.917.785  0.40684128248

R2008 964.173.851.650.425 97 99.423.979.427.837  0.35994797063

R377 120.374.429.743.387 121 99.563.909.669.356  0.43811180922

R489  8.921.302.416.191 90 99.745.403.507.091  0.52663260600

R835 655.331.994.166.163 63 99.158.184.442.701  139.886.318.033

R919 129.421.141.621.296 130 99.236.306.354.331  0.37771701695

Fonte: O autor

A analise foi realizada com base em dados do WGS, identificando mutacfes
especificas associadas a resisténcia a varias drogas de primeira e segunda linha do
tratamento, e categorizando as cepas em diferentes classes de resisténcia. Os
farmacos analisados incluiram Amicacina (AMK), Capreomicina (CAP), EMB,
Etionamida (ETO), Isoniazida (INH), Kanamicina (KAN), Levofloxacina (LVX),
Linezolida (LZD), Moxifloxacina (MXF), PZA, RIF E SM. A resisténcia foi determinada
pela deteccdo de mutacdes especificas em genes chave (Tabela 4), associados a
resisténcia as drogas anti-TB mencionadas. Posteriormente, os resultados do
sequenciamento de mapeamento de reads obtidos foram analisados pela plataforma
TBProfiler.
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Das 20 cepas analisadas, 50% (10/20) foram classificadas como resistentes a
multiplas drogas (MDR) pelo WGS, apresentando resisténcia a isoniazida (INH) e a
rifampicina (RIF). Entre as amostras, identificamos uma cepa pré-XDR (R1667), que
demonstrou resisténcia as fluoroquinolonas levofloxacina (LVX) e moxifloxacina
(MXF), mas permaneceu sensivel a linezolida (LZD). Além disso, a cepa R1001 foi
classificada como XDR, destacando-se por sua resisténcia adicional a essas mesmas
drogas, bem como a outras classes de medicamentos

A cepa R1001 foi assim classificada devido a resisténcia adicional a FQs (LVX
e MXF), injetaveis (AMK e KAN) e a pelo menos uma droga nova, que no estudo, foi
a LZD. E interessante notar a variedade de mutacdes nos casos de medicamentos
como PZA e EMB gue mostram que uma resisténcia pode advir de diferentes variantes
(Tabela 8). J4 a cepa de R1667 apresentou mutacdes correlatas a resisténcia por
FQs, concluindo seu perfil genotipico.

Todos os tipos de mutacdes foram identificados como Variantes de Nucleotideo
Unico (do inglés, Single Nucleotide Variants — SNVs), classificadas entre sinénima e
ndo sinbnimas, mais especificamente, SNPs. Outro dado relevante, é que a cepa
R1001 (XDR) apresentou duas mutacdes pontuais que representaram resisténcia as
duas FQs (H70R e A90V). J& na resisténcia a RIF, foi possivel identificar mutacdes
diferentes da mais frequente (H445Y e 1491F) evidenciando a eficacia de uma analise
gendmica completa.

A predicdo de resisténcia genotipica das cepas de TB-DR no estado de
Pernambuco, com base no WGS, revela uma alta prevaléncia de cepas TB-MDR, com
algumas apresentando perfil de pré resisténcia extensiva e resisténcia extensiva
propriamente dita (XDR). As mutac¢des de alto impacto mais frequentes associadas ao
perfil de resisténcia MDR incluem rpoB (S450L) e katG (S315T), com frequéncias de
ocorréncia de 10% e 17%, respectivamente.

E interessante destacar que as cepas R1192 e R1512 apresentaram um perfil
de resisténcia genotipico divergente do fenotipico MGIT para a RIF e INH,
respectivamente. A primeira com uma mutacdo no coédon 491 do gene rpoB,
substituindo uma isoleucina (I) por uma fenilalanina (F). J& a segunda apresentou uma
mutacdo no cdédon 315 do gene katG, com uma substituicdo da serina por uma
treonina. A Tabela 8 fornece uma analise detalhada da predicdo de resisténcia

genotipica as drogas anti-TB das 21 cepas de TB-DR.



Tabela 8 - Predicdo da resisténcia genotipica as drogas anti-TB de cepas de MTB através da analise por (WGS).
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Drogas ID Cepas Mtb (Mutacéao)

(gene) 377 489 919 1001 1057 1192 1667 2008 87 89 347
AMK R S S S
(rrs) S S S (1401A>G) S S S S
KAN R S S S
(rrs) S S S (1401A>G) S S S S
EMB R R S S S

(embB) S S S (M306L) S S (Q497R) S
ETO R R

(fabGT) S (-15C<T) S S S S S (-15C>T) S S S
INH R R R R R R R R S R R

(katG) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315N) (S315T)
SM S S S S S S S S S S S
(rpsL)

R S S S

(LVrl)f\) S S S (H70R e S S (A§OV) S
Y A90V)

R S S S

(M)S:) S S S (H70R e S S (A;)V) S
Y A90V)

PZA R R S S S

(pncA) S S S (Q10R) S S (D12A) S
LzD R S S S
(rplC) S S S (C154R) S S S S
RIF R R S R R R 3 S S S

(rpoB) (H445Y) (S450L) (S450L) (1491F) (S450L)

CAP S S S R S S S S S S S

Tipo de . .

MDR MDR Mono XDR Mono MDR Pré-XDR Mono Sensiv Mono Mono

Cepa

el
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Drogas ID Cepas Mtb (mutacgao)

(gene) 551 563 835 864 1267 1512 1607 1822 1916 1956
AMK S S S S S S S S S S
(rrs)

KAN S S S S S S S S S S
(rrs)
EMB R R R R

(embB) S S S (G497R) (M306L) S (M3061) (G497R) S S
ETO

(fabG1) S S S S S S S S S S
INH R R S R R R R R S S

(katG) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T) (S315T)

SM S S S S S S S S S S

(rpsL)

LVX S S S S S S S S S S

(gyrA)

MXF S S S S S S S S S S

(gyrA)

PZA R R S R R S R R 3 S

(pncA) (M175T) (C72R) (-11>G) (T76P) (L128S) (Q10R)

LZD
(rpIC) S S S S S S S S S S
RIF R R S R R R R R S S
(rpoB) (S450L) (S450L) (S450L) (S450L) (S450L) (S450L) (S450L)
CAP S S S S S S S S
Tipo de , . .
Cepa MDR MDR Sensivel MDR MDR MDR MDR MDR Sensivel Sensivel

Fonte: O autor.

Legenda: S: Sensivel; R: Resistente Drogas: AMK: Amicacina; CAP= Capreomicina; EMB: Etambutol; ETO= Etionamida; INH: Isoniazida; KAM: Canamicina;
LVX: Levofloxacina (Flouroquinolona); LZD: Linezolida; MXF: Moxifloxacina (Flouroguinolona); PZA: Pirazinamida; RIF: Rifampicina; SM: Estrprtomicina.
Resiténcia: MDR: Multirresistente; Mono: Monorresistente; Poli: Polirresistente; RR: Resistente a Rifampicina
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5.4. ANALISE COMPARATIVA DE DIFERENTES METODOLOGIAS NA DETECCAO
DE TB-MDR

A analise da predicdo da resisténcia a RIF e INH das cepas MTB-DR
provenientes de Pernambuco foi realizada utilizando inicialmente duas metodologias:
o teste MGIT, conduzido pelo LACEN-PE, e o WGS, realizado no IAM-FIOCRUZ/PE
em colaboracédo com a Universidade de Lisboa para as analises de bioinformatica.

Para as analises de predi¢do de resisténcia a INH, o resultado obtido através
da metodologia MGIT mostrou que, dos 30 isolados testados, 25 (83,3%) foram
classificados como resistentes (R) e 5 (16,6%) como sensiveis. No entanto, no teste
de WGS, observou-se divergéncia nos resultados entre os testes fenotipico e
genotipico em algumas cepas (R835, R1512 e R1956).

Houve divergéncias nos resultados para as cepas R835 e R1956 entre os
testes fenotipico e genotipico. A cepa R835 apresentou sensibilidade a rifampicina
(RIF) tanto no WGS quanto no Xpert MTB/RIF, e sensibilidade a isoniazida (INH)
segundo o WGS. No entanto, o teste fenotipico indicou resisténcia a ambos os
farmacos. Da mesma forma, a cepa R1956 mostrou sensibilidade a RIF nos testes
genotipicos, mas o teste fenotipico detectou resisténcia. Em contrapartida, destaca-
se o resultado da cepa R1512, que apresentou resisténcia no teste pelo WGS no gene
katG (S315T) associado a resisténcia a INH, enquanto no teste fenotipico MGIT, ela
se mostrou negativa para a resisténcia ao respectivo farmaco, mostrando o potencial
preditivo da ferramenta WGS.

No caso da divergéncia das cepas com resultados de resisténcia a RIF (R835
e R1192), um dos dois marcadores de uma cepa TB-MDR, foi realizada outra
metodologia como teste complementar para confirmar a resisténcia a RIF: o Xpert
MTB-RIF, um teste rapido molecular atualmente endorsado pela WHO para a
confirmacgdo deste perfil de resisténcia. Na cepa R835, a técnica complementar
mostrou sensibilidade a RIF, corroborando o resultado do WGS. No caso da R1192,
identificou-se resisténcia a RIF apenas pelo WGS, indicando uma mutagdo nao
catalogada e ndo expressa fenotipicamente. A tabela 9 fornece uma comparacéao
entre os resultados expostos pelos testes fenotipicos e genotipicos utilizados no
estudo.
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Tabela 9 - Resultados dos testes laboratoriais analisados para deteccao da resisténcia a RIF e INH
das cepas Mtb-DR (MGIT; Sequenciamento WGS e Xpert MTB-RIF).

ID MGIT WGS MGIT WGS ﬁ’fg

Cepas (INH) (INH) (RIF) (RIF) (RIF)

R89 R R S S S
R140 S -- S - S
R347 R R S S S
R377 R R R R R
R457 S -- S - S
R489 R R R R R
R550 R -- R - R
R551 R R R R R
R563 R R R R R
R660 R - S - S
R835 R S R S S
R864 R R R R R
R919 R R S S S
R970 R -- S - S
R1001 R R R R R
R1057 R R S S S
R1267 R R R R R
R1192 R R S R S
R1512 S R R R R
R1576 R -- R -- R
R1607 R R R R R
R1641 R -- R - R
R1667 R R R R R
R1822 R R R R R
R1916 S S S S S
R1956 R S R S S
R2008 R R S S S
R2486 R - S - R
R2530 R - R - R

Fonte: O autor

Legenda: S: Sensivel; R: Resistente; INH: Isoniazida; RIF: Rifampicina; MGIT: Tubo indicador de
crescimento de micobactérias; MIC: concentracgéo inibitéria minima; WGS: sequenciamento de genoma
completo.
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Acerca dos resultados do WGS para o farmaco EMB, vemos uma discrepancia
entre a analise da expressao fenotipica de resisténcia (MGIT) e a predi¢cdo genotipica
(WGS) entre algumas cepas. Os isolados R864, R1001, R1267, R1607, R1667, e
R1822 se mostraram genotipicamente resistentes frente a analise do WGS, enquanto
no teste fenotipico, todas se mostraram sensiveis, evidenciando um claro potencial
preditivo da analise genotipica de resisténcia para esta droga.

No teste de identificacdo de resisténcias a drogas de primeira linha, 18 das 20
cepas analisadas tanto pelo WGS quanto pelo MGIT apresentaram concordancia nos
resultados para a resisténcia a isoniazida (INH), resultando em uma taxa de 90%. A
mesma taxa de concordancia foi observada para a rifampicina (RIF). Em relacédo ao
etambutol (EMB), foi identificada a menor taxa de concordancia, com 70% (16/20).
Para a estreptomicina (SM), a taxa de concordancia entre os testes foi de 85% (17/20).

Das 20 cepas que foram submetidas a analise do WGS, ao todo, segundo os
resultados da metodologia, 3 isolados foram identificados com susceptiveis, 4 foram
caracterizados como monorresistente, 10 como MDR, 1 como polirresistente, além de
1 como pré-XDR e 1 como XDR. J4 na andlise do MGIT, nenhum isolado foi
caracterizado como susceptivel, 6 apresentaram monorresisténcia, 2 cepas foi
classificada como RR, 2 como polirresistente, 11 foram classificados como MDR, e

nenhuma classificada como pré-XDR ou XDR (Tabela 10).
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Tabela 10 - Perfis de resisténcia das cepas quanto as analises fenotipica (MGIT) e genotipica (WGS).

ID Perfil de Resisténcia
Cepas WGS MGIT
R89 Monorresistente Polirresistente
R347 Monorresistente Monorresistente
R377 MDR MDR
R489 MDR MDR
R551 MDR MDR
R563 MDR MDR
R835 Susceptivel MDR
R864 MDR MDR
R919 Monorresistente Monorresistente
R1001 XDR MDR
R1057 Monorresistente Monorresistente
R1192 MDR Monorresistente
R1267 MDR MDR
R1512 MDR RR
R1607 MDR MDR
R1667 Pré-XDR MDR
R1822 MDR MDR
R1916 Susceptivel Monorresistente
R1956 Susceptivel RR
R2008 Polirresistente Polirresistente

Fonte: O autor.

Legenda: MDR: Multidroga resistente; RR: Rifampicina resistente; pré-XDR: Pré extensivamente
resistente; XDR: Extensivamente resistente
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55 ANALISE DE CLUSTERS E DETERMINACAO DAS LINHAGENS
FILOGENETICAS DAS CEPAS DE DR-MTB

A andlise das linhagens filogenéticas do MTB € essencial para compreender a
disseminacgao e a evolugéo das cepas resistentes a drogas. No estudo em questéo,
foram identificadas varias linhagens de MTB, todas pertencentes a familia Euro-
Americana, com excecao da cepa R87, a qual foi identificada como M kansasii. Os
resultados do estudo demonstram a linhagem filogenética 4 das cepas analisadas,
classificadas como Euro-Americanas. Essa familia inclui varias sub-linhagens,
indicando uma diversidade genética. E notavel a predominancia da sublinhagem
4.1.1.1 entre as cepas analisadas: R347, R377, R551, R864, R1267 e R1822.

A Tabela 11 apresenta os resultados da caracterizacao filogenética das cepas
de TB-DR submetidas a andlise por WGS. No total, foram encontradas nove cepas
pertencentes a sublinhagem 4.1 e sete a sublinhagem 4.3, mostrando uma
predominancia. Apenas os isolados R563 e R1956 se desviam dessas frequéncias,

pertencendo as sublinhagens 4.8 e 4.7, respectivamente.



Tabela 11 - Linhagem filogenética de cepas de Mycobacterium tuberculosis analisadas no estudo.
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ID Linhagem Filogenética Familia

R89 4121 Euro-American
R347 4111 Euro-American
R377 4111 Euro-American
R489 4.3.3 Euro-American
R551 41.1.1 Euro-American
R563 4.8 Euro-American
R835 41.2.1 Euro-American
R864 41.1.1 Euro-American
R919 4.3.3 Euro-American
R1001 4.3.4.2 Euro-American
R1057 4341 Euro-American
R1192 434.2 Euro-American
R1267 41.1.1 Euro-American
R1512 41.2.1 Euro-American
R1607 432 Euro-American
R1667 4.3.4.2 Euro-American
R1822 4111 Euro-American
R1916 4411 Euro-American
R1956 4.7 Euro-American
R2008 4121 Euro-American

Fonte: O autor
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6 DISCUSSAO

Embora tenha havido uma recuperacdo global no numero de pessoas
diagnosticadas com TB desde 2022, apds dois anos de disrupcdes associadas a
COVID-19, a TB continua a ser a segunda maior causa de morte no mundo por um
Unico agente infeccioso (WHO, 2023). No Brasil, dados preliminares do Boletim
Epidemiolégico do Ministério da Saude registraram 80.012 novos casos da doenca
em 2023, ressaltando a necessidade continua de investimentos no combate a TB
(Brasil, 2024).

A TB multidroga resistente (TB-MDR) € uma ameaca permanente para o
controle da doenca, uma vez que a incidéncia destes casos € recorrente em todo o
mundo, e no ano de 2024 somou 70% dos casos no Brasil, seguido pelo perfil de
monorresisténcia (25%) e polirresisténcia (4,5%) o que corrobora com NOSSOS
achados predominantes deste padréao de resisténcia (WHO, 2023; Brasil, 2024). Isso
se da majoritariamente ao longo tratamento, que envolve farmacos de alta toxicidade,
e repleto de reac¢des adversas, muitas vezes severas e irreversiveis (Cohen et al.,
2019). Estes 6nus muitas vezes reduzem a adesédo ao tratamento, diminuindo a taxa
de cura, e resultando na amplificacéo da resisténcia (Coll et al., 2015).

Nas ultimas décadas, a pesquisa e as praticas de saude publica, incluindo a
investigacdo de contatos e métodos fenotipicos para testes de suscetibilidade a
drogas (TSD), foram complementadas por abordagens moleculares. Essas
abordagens agora podem fornecer diagnostico rapido, perfil de suscetibilidade a
drogas e uma compreensdo das dindmicas de transmissdao do M. tuberculosis
(Meehan et al., 2019; CRyPTIC, 2022).

Embora existam diversos métodos de diagnosticos moleculares disponiveis
atualmente, os testes atuais se concentram em regides geneéticas especificas,
abandonando algumas variacdes genéticas, e limitando a detec¢do de resisténcia a
um namero restrito de drogas. Sendo assim, estratégias integradas sdo necessarias

para solucionar casos de resisténcia mais complexos (Cabibbe et al., 2018).
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Nesse estudo, utilizou-se o WGS por ser uma metodologia de amplo espectro
de cobertura, que se destaca por ser preciso € minucioso na cobertura de identificacao
de mutacdes de resisténcia. A literatura mostra que o método € ideal para organismos
com pequenos genomas, baixa taxa de mutagéo e vetores integrativos como é o caso
do MTB, além de detectar pequenas muta¢fes, muitas vezes imperceptiveis a outras
metodologias (Cole et al., 1998; Cabibbe et al., 2018; Meehan et al., 2019). Um forte
exemplo pode ser visto no estudo de Sun e colaboradores (2022), que, através do
WGS de cepas de TB-MDR, identificaram um isolado resistente a Pirazinamida, que
era devido a uma pequena delecao de 140pb no fim da posicéo 3' do gene katG.

Pode ser observado que para uma definicdo correta do perfil de resisténcia,
seja necessario realizar confirmacdes por meio de testes fenotipicos e genotipicos.
Em seu estudo, Sun e colaboradores (2022) utilizaram o WGS como método
genotipico para comparar com o MGIT, um método fenotipico, a resisténcia a
farmacos de primeira e segunda linha, concluindo que had uma alta taxa de
consisténcia (+90%) entre os testes.

Baseado nos estudos de Yu et al. (2023), o MGIT pode ser utilizado como um
excelente teste complementar, pois reduz significativamente o tempo de obtencao de
resultados, sendo uma boa opcéo para o diagnoéstico de resisténcia a farmacos anti-
TB de primeira linha, fornecendo uma visao fenotipica do diagndstico de resisténcia.
Apesar de apresentar resultados significativos de concordancia com outros testes,
conforme demosntrado pelo nosso estudo, a utilizagdo do MGIT como ferramenta de
deteccdo e predicdo possui limitacbes. Ele € capaz apenas de identificar
fenotipicamente a expressdo de resisténcia, sem alcancar o nivel molecular
necessario para prever um quadro de resisténcia genotipica e, posteriormente,
fenotipica (Acharya et al., 2020).

Essas limitacdes podem ocorrer devido a varios fatores. De maneira simples,
pode se dever a concentragfes criticas predefinidas do método, que podem néo
detectar a concentragdo inibitéria minima do farmaco frente a cepas resistentes, além
de nédo identificar algumas mutacdes determinantes de resisténcia, inclusive para

medicamentos de primeira linha (Sun et al., 2022).
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Outro motivo deve-se ao fato de que algumas mutacdes que conferem
resisténcia podem acarretar um custo de fitness para a bactéria. Isso significa que,
embora a mutacdo permita que a bactéria sobreviva a presenca de um antibiotico, ela
pode comprometer outras fungdes, como crescimento ou viruléncia. Como resultado,
a bactéria pode nao se proliferar ou se tornar dominante na populacdo, levando a
auséncia de expressao fenotipica observavel (Nimmo et al., 2022).

O custo de fitness pelas mutac¢des causadas no gene rpoB pode ser revertido
por mutacdes compensatérias, especificamente mutacdes em rpoA e rpoC que
codificam duas outras subunidades da enzima RNA polimerase (alfa e beta prime).
Estas caracteristicas foram identificadas em experimentos de cultura in vitro e,
adicionalmente, sdo observados em uma prevaléncia aumentada em paises com alta
carga de TB-MDR como o Brasil (Comas et al., 2011; Nimmo et al., 2022). Nossas
analises revelam uma concordancia com este resultado através da cepa R1192
(MDR). Mediante analise do WGS, foi descoberta uma mutagcédo incomum (p.l1491F)
no gene rpoB, uma analise mais aprofundada do sequenciamento foi realizada, onde
identificamos duas mutagbes no gene rpoC: (p.V431M,p.A542A), provavelmente
compensatorias.

Em concordancia com as hipéteses mencionadas, casos semelhantes foram
observados no presente estudo. As cepas R1512 e R1192 demonstraram resultados
discordantes entre os testes fenotipico e moleculares. A cepa R1512 apresentou
resisténcia a INH, conforme confirmado pelo WGS, enquanto o teste MGIT indicou
sensibilidade. De forma semelhante, a cepa R1192 exibiu resisténcia a RIF na analise
do WGS, mas néo nos testes Xpert MTB/RIF e no MGIT. Esses resultados indicam
gque ambas as cepas, inicialmente classificadas como monorresistente (R1192) e
sensivel a RIF (R1512) pelos testes fenotipicos, possuem mutacdes que as
reclassificam como MDR, de acordo com os dados do WGS.

Sendo assim, discordancias entre o teste fenotipico e 0o WGS foram observadas
na comparacéo dos nossos resultados. De maneira semelhante ao estudo de Sun e
colaboradores (2022), que destacou limitacbes ao comparar os métodos de WGS e
MGIT, identificamos inconsisténcias entre esses dois métodos. A menor concordancia
observada por Sun et al. (88,89%) ocorreu nos isolados resistentes ao EMB Apesar
de também ser o farmaco com menor concordancia entre o resultado do MGIT e o

WGS, nossa analise apresentou uma sensibilidade ainda menor do MGIT (70%).
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No presente estudo, seis das 21 cepas apresentaram divergéncias entre 0s
resultados dos mesmos testes: essas cepas mostraram resisténcia ao EMB na analise
genbmica, mas exibiram um perfil de suscetibilidade ao mesmo farmaco no teste
MGIT. Esses achados reforcam a capacidade do WGS de prever a resisténcia,
destacando seu valor como ferramenta complementar no diagndstico e tratamento da
tuberculose.

No nosso estudo, as cepas apresentaram mutacdes nos genes embA (1
isolado) e embB (7 isolados). Essa situacdo pode se agravar quando o nivel de
resisténcia esta associado a concentracdo inibitdria minima (Sun et al., 2022). A
discordancia entre os resultados dos testes deve-se a grande variedade da deteccéo
de mutacdes de resisténcia ao EMB pela metodologia do WGS. Das 14 mutacdes
catalogadas pela WHO, 5 diferentes tipos foram encontrados em nosso estudo (-
12C>T, M306L, Q497R, G497R, M3061) (WHO, 2023b). Por terem sido identificadas
ainda como mutaces que podem conferir ou ndo resisténcia fenotipica, as cepas
R864, R1001, R1267,R1607, R1667 e R1822, se mostraram sensiveis no teste MGIT,
porém apresentaram resisténcia genotipica na analise do WGS.

O WGS como ferramenta de predicao para drogas de primeira e segunda linha
se mostrou fortemente eficiente, principalmente para as drogas de primeira linha (INH
e RIF) que caracterizam uma cepa de TB como MDR caso apresente resisténcia a
ambas, demonstrado pelo presente estudo, e suportado pelos resultados de Wang e
colaboradores (2022). Os autores realizaram uma analise de 97 isolados de um
hospital da Franca previamente caracterizadas como MDR, XDR e pansuscetivel pela
analise fenotipica MGIT.

Por outro lado, é notavel a necessidade de melhorias na sensibilidade da
analise para outras drogas de primeira e segunda linha (WANG et al., 2022). Em
analises de WGS para a predicdo de resisténcia da TB a drogas de primeira linha
feitas por Schleusener e colaboradores (2017) e Kohl e colaboradores (2018) (91, 54,
respectivamente), a sensibilidade do software TBProfiler para predicdo de resisténcia
da SM foi de 57%. No nosso estudo, nenhuma das 4 cepas tratadas fenotipicamente

como resistentes pela SM foram identificadas pelo WGS.
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Dado o contexto, observa-se uma vantagem na utilizacdo de métodos
genotipicos como o WGS de forma complementar aos fenotipicos, tanto para a rapida
definicho do perfil de resisténcia a drogas quanto para a confirmacdo e
compatibilidade dos dados genotipicos e fenotipicos de resisténcia. Uma das
aplicacdes promissoras € a identificacéo da resisténcia a PZA. Os resultados obtidos
através de métodos baseados em cultura como o MGIT tém uma menor confiabilidade,
pois requerem um pH atipicamente alto, fazendo-se necessario a realizacdo de
métodos confirmatdrios, sendo o WGS fortemente promissor (WHO, 2021; Sun et al.,
2022). Ademais, uma analise epidemiolégica molecular realizada em multiplos paises
evidenciou a associacdo entre a resisténcia a PZA e RIF, confirmando o papel da
predicdo a resisténcia a PZA na TB-MDR. No nosso estudo, 6 cepas preditas como
TB-MDR (4), pré-TB-XDR (1) e TB-XDR (1).

A abordagem simplificada de caracterizacdo da resisténcia fenotipica, que
oferece a mesma conduta a todos os pacientes acometidos por TB-MDR, torna o uso
isolado do teste fenotipico MGIT relativamente inadequado aos principios do plano
End-TB proposto pela WHO. Esse plano visa um diagndstico preciso e rapido, além
de uma prevencéo de alta qualidade. No entanto, o MGIT ndo atende plenamente a
esses objetivos, especialmente porque ndo consegue prever com precisao o desfecho
do tratamento dos pacientes (WHO, 2023).

Gradualmente, tem-se aceitado que a introducdo de multiplos testes de
sensibilidade a drogas (TSDs) pode ser um fator-chave para guiar um tratamento
adequado, melhorar os desfechos dos casos de resisténcia e até mesmo evita-los.
Este objetivo pode ser alcancado com a associacdo de testes genotipicos, como 0
Xpert MTB/RIF Ultra, e a implementagdo do WGS, devido a sua capacidade de
predicdo de resisténcia (Sun et al., 2020). Neste estudo foi possivel observar que
embora ndo muito frequente, é possivel a ocorréncia de resultados divergentes, o que
pode resultar numa conduta medicamentosa errada tanto para 0s pacientes

acometidos pela TB-DR quanto pela TB sensivel a medicamentos.
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Ha uma crescente evidéncia, fomentada por estudos mais recentes, de que 0
teste de sensibilidade a drogas genotipico poderia substituir o teste fenotipico (HE et
al., 2020). O WGS é um forte candidato a essa substituicdo, dada sua capacidade de
identificar mutagfes, prever resisténcia genotipica e ser mais eficiente do que os
testes fenotipicos (Meehan et al., 2019; He et al., 2020). No entanto, devido a clara
complementariedade das abordagens destacadas em estudos comparativos e no
presente estudo, é evidente que a proposta de associacdo das duas metodologias
recomendada pela WHO proporciona os melhores resultados (Natarajan et al., 2020;
WHO, 2023).

Nesse estudo, utilizamos outro método genotipico endorsado pela WHO e
amplamente utilizado como teste inicial de pacientes no Brasil, e no mundo, o Xpert
MTB/RIF Ultra (Cepheid, EUA) (WHO, 2023; Brasil, 2024). Esse ensaio baseado em
reacdo da cadeia da polimerase nested com multiplex em tempo real que tem como
alvo as sequéncias de insercdo I1S6110 e 1S1081 para deteccdo do MTB. J4 o gene
rpoB, é alvo para deteccdo de mutagcdes na regido determinante de resisténcia a RIF
(RDRR) de 81 pb, responsaveis por aproximadamente 95% dos casos de Resisténcia
a RIF (Chakravorty et al., 2017).

Comparado com seu antecessor, o Xpert MTB/RIF Ultra teve um forte ganho
em sua sensibilidade frente a menores concentracdes de MTB (116 vs 13 unidades
formadoras de col6nias por mL) (Chakravorty et al., 2017). Embora tenha uma notavel
sucessdao quanto a versao anterior, o Xpert MTB/RIF Ultra ainda se torna limitado por
restringir a deteccéo da resisténcia apenas a RIF e a poucas regifes especificas do
genoma.

Esta premissa é claramente vista no caso de ocorréncias de mutacdes
incomuns que conferem resisténcia a RIF. O estudo de Rigouts e colaboradores
(2023) testou 28 isolados de MTB com diferentes mutacdes no gene rpoB frente a
analise do Xpert MTB/RIF Ultra. Entre os isolados testados, 8 mutantes associados a
resisténcia foram classificados como "Resisténcia indeterminada” e 1 como

"Resisténcia nao identificada” pelo Xpert MTB/RIF Ultra.
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J& o estudo observacional de Makhado e colaboradores (2018) elucidou que a
mutacéao lle491Phe (1491F), uma das mutacdes incomuns associadas a resisténcia a
RIF, foi identificada corretamente em apenas 37 de 249 cepas de MTB com essa
mutacdo em testes moleculares endossados pela WHO Xpert MTB/RIF, GenoType
MTBDRplus, and BACTEC MGIT 960. A analise vai de acordo com nossos achados
a partir do resultado da analise comparativa da cepa R1192, que apresenta resisténcia
a RIF associada a mutacao incomum lle491Phe no gene rpoB, ndo detectada pelo
teste molecular Xpert MTB/RIF nem pelo teste fenotipico MGIT, todavia corretamente
identificada pelo WGS. Pacientes com esta mutagéo foram correlacionados com maior
mortalidade (Makhado et al., 2018).

A identificacdo dessa mutacdo e outras ndo tdo comuns se torna relevante,
uma vez que esta comumente associada a cepas de TB-MDR, conforme demonstrado
pela revisdo sistemética de Hazra e colaboradores (2023), em concordancia com
nossos resultados. Além disso, o mesmo estudo concluiu que essa mutacdo
especifica esta associada a alta mortalidade dos pacientes, o que pode conferir uma
vantagem seletiva a essa variante. Isso ressalta a necessidade clinica e
epidemiologica de uma deteccdo e predicdo corretas de mutacdes incomuns
associadas a emergéncia da TB-MDR.

Xie e colaboradores (2024), em um estudo comparativo entre o teste fenotipico
MGIT e o Xpert MTB/RIF Ultra para detec¢cao do MTB, demonstraram que ndo houve
diferenca significativa na sensibilidade entre os dois métodos para esse proposito. No
entanto, outro estudo relatou uma taxa de sensibilidade de 88% para a deteccéo do
bacilo, onde, das 462 amostras de escarro testadas positivamente na baciloscopia,
408 (88%) detectaram corretamente a presenca do MTB.

Nossos resultados demonstraram uma sensibilidade de 96%, onde apenas
uma cepa (R2486) das trinta ndo foi identificada pelo teste, e a cepa R87 néo é da
espécie MTB. Esses achados sugerem que, embora raras, essas ocorréncias
reforcam a importancia do uso de multiplos testes para maior seguran¢a na deteccao
do MTB e de resisténcia a drogas associadas a ele. Idealmente, deve-se combinar um
teste fenotipico com um genotipico de rapido resultado, como o Xpert MTB/RIF Ultra

ou o WGS, para garantir a precisdo na identificacao e resisténcia do patdgeno.
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No estudo de Dorman e colaboradores (2018), 369 das 376 amostras testadas
como resistentes a RIF pelo teste fenotipico MGIT foram corretamente detectadas
pelo Xpert MTB/RIF Ultra. A taxa de proporcéo de deteccao genotipica apresentada
por esse estudo é parcialmente compativel com a propor¢cédo encontrada no presente
estudo, sendo de 1:1,02 nos resultados da literatura, comparado com 1:1,07 em
nossos resultados. Contudo, para resultados mais robustos, recomenda-se a analise
com um contingente amostral maior.

A deteccéo de isolados como resistentes a RIF pelo MGIT, discordantes ao
resultado genotipico em ambos os testes, como no caso das cepas R835 e R1956.
Um dos motivos pode se dever a incompletude do entendimento e catalogacdo das
bases genéticas dos mecanismos de resisténcia associados ao MTB (Miotto et al.,
2018). Este é um dos grandes desafios associados a implementacdo do WGS como
ferramenta de diagndstico da infeccdo por MTB e predicdo de resisténcia na rotina
clinica (IKETLENG et al., 2018).

Outra possivel explicacao para a divergéncia entre os resultados de resisténcia
fenotipica e genotipica frente & RIF e INH na cepa R835 é a heterogeneidade
populacional, conforme evidenciado pelos dados de qualidade da analise do WGS.
Essa heterogeneidade pode justificar as discrepancias observadas, embora sejam
necessarias andlises estatisticas mais aprofundadas e a repeticdo dos testes para
confirmar esses achados (Nimmo et al., 2022).

Uma meta-analise conduzida por Ye e colaboradores (2021) demonstrou que
populacdes heterogéneas quanto a resisténcia, mesmo quando consideradas
monoclonais, sdo corretamente detectadas pelo teste fenotipico. Os autores também
associaram essa heterogeneidade com piores desfechos de tratamento. Em nossa
analise, observamos um cenario semelhante na cepa R1512, que apresentou
sensibilidade a INH no teste MGIT, mas resisténcia no WGS, apesar de portar a
mutacdo S315T, comum em cepas resistentes. Esses achados ressaltam a
complexidade da resisténcia no MTB e a importancia de utilizar multiplos métodos

para uma avaliacdo mais precisa.
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Uma das maiores limitacfes do uso do WGS na prética cinica deve-se ao fato
de que as bibliotecas atuais dessas mutacfes de resisténcia caracterizadas
provavelmente ndo incluem todas as mutacbes potencialmente associadas aos
fendtipos de resisténcia do MTB (lketleng et al., 2018). Os dados que vinculam
resisténcia genotipica e fenotipica sdo relativamente completos para alguns
medicamentos de primeira linha, como RIF e INH, mas ainda estdo incompletos,
especialmente para novos medicamentos, o que pode justificar a diferenca dos
resultados encontrados nas cepas que apresentaram resisténcia fenotipica, mas
susceptibilidade genotipica nas drogas de primeira linha.

Em uma grande analise de mais de 10.000 isolados dos seis continentes, a
resisténcia fenotipica identificada pelo MGIT960 aos farmacos de primeira linha RIF,
INH, EMB e PZA foi predita pelo método com sensibilidades variando de 91,3% a
97,5%, e a suscetibilidade foi predita com especificidades variando de 93.6% a 99%.
Na analise especifica dos isolados com suscetibilidade fenotipica definida a todos os
guatro medicamentos de primeira linha, o WGS previu corretamente a suscetibilidade
em 97,9% (CRyPTIC et al., 2018). Dado o N amostral de grande porte,
proporcionalmente, as taxas tendem a aumentar, devido a boa capacidade do WGS
de identificar previamente de forma precisa as mutacfes associadas a resisténcia.

Embora as mutacdes predisponentes de resisténcia tenham se mostrado bons
preditores de fenoétipos resistentes neste estudo, algumas cepas foram associadas a
perfis de resisténcia inesperados em uma minoria de casos, destacando que é
possivel que haja discordancias geno-fenotipicas que ainda precisam ser resolvidas.
Entretanto, nosso estudo néo realizou analises fenotipicas para os medicamentos de
segunda linha o que pode ter impactado nestes resultados.

Acerca da viabilidade financeira do uso do WGS como ferramenta de predicao
de diagnoéstico, ainda enfrentamos limitacdes relativas em paises em desenvolvimento
com alta prevaléncia de TB como o Brasil, pela necessidade de estrutura laboratorial

e analistas de bioinformatica especializados (Sun et al., 2022).
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O estudo de Genestet et al. (2020) analisou 279 isolados de MTB de pacientes
na Franca, um pais com baixa carga de TB, e comparou 0s resultados com o teste
fenotipico MGIT. Os pesquisadores destacaram a eficacia do WGS na predicdo do
perfil de resisténcia, recomendando-o como ferramenta inicial na pratica clinica, com
sensibilidades de 100% para RIF, INH, EMB e 93,8% para PZA. Essa premissa traz a
necessidade de que novas estratégias para reducao do custo e aplicabilidade desta
metodologia sejam necessarias para que 0s paises com maior acometimento da TB e
TB-MDR, como o Brasil, sejam contemplados com um diagndstico de alta precisao.

Em incentivo ao desenvolvimento tecnoldgico, o estudo de He e colaboradores
(2020) calculou o custo da analise do perfil de resisténcia utilizando WGS, trazendo-o
como uma abordagem de maior custo-beneficio. Foi calculada uma média de 60
dolares por andlise de WGS, comparado com 90 délares para a analise completa
(incluindo drogas de segunda linha) realizada através de meio de cultura liquido.
Entretanto, esta foi uma perspectiva laboratorial, se fazendo necessario o estudo de
custo-beneficio a nivel de utilizacdo na populacédo geral.

Acerca da identificacdo e catalogacdo de novas mutacdes de resisténcia, o
WGS desempenha um papel extremamente importante, porém necessita de cautela.
A principal limitacdo do WGS ¢ a dificuldade em prever o fenotipo de resisténcia para
variantes genéticas raras ou novas, especialmente em medicamentos novos ou
reutilizados (Meehan et al., 2019). Além disso, € importante catalogar variantes
"benignas" e desenvolver novas abordagens estatisticas para diferenciar variantes
causais de variantes neutras (Meehan et al., 2019). Neste estudo apenas
identificamos mutag¢des "malignas”, mas algumas mutagdes neutras também foram
identificadas, como algumas muta¢des compensatorias.

Embora existam limitacfes, os resultados da anélise de predicao de resisténcia
pelo WGS dispostos no presente estudo corroboram com os achados de Sun e
colaboradores (2022), que concluem que o resultado do perfil de resisténcia mais
fidedigno parte da associacao do teste de sensibilidade a drogas (TSD) fenotipico com
0 NGS. Esta associacdo permite a identificacdo de mutagbes ndo catalogadas ou
incomuns, e a validacdo dos resultados de ambos os testes provendo assim
resultados precisos e um tratamento mais efetivo, baseado na predigao e identificacéo
da resisténcia (Meehan et al., 2019; Sun et al., 2022).
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A variedade dos resultados apresentados, entre os perfis de resisténcia deste
estudo mostram o potencial de associacdo das metodologias, sendo também de
acordo com o que é recomendado pela WHO (Natarajan et al., 2020; WHO, 2023).

Além da determinacao do perfil de resisténcia para drogas anti-TB de primeira
linha, a ferramenta WGS tem uma forte vantagem perante as outras analisadas pelo
fato de realizar a cobertura de todas as mutacdes catalogadas nos genomas
sequenciados (Cabbibe et al., 2018; Hazra et al., 2023). Nosso estudo mostrou que
perfis de resisténcia tracados por metodologias fenotipicas como o MGIT podem
definir precisamente o tipo de resisténcia da cepa, contudo ndo € capaz de prever um
guadro de resisténcia.

Os resultados comparativos das 20 cepas analisadas demonstram que a
andlise gendmica realizada pelo WGS foi capaz de identificar 80% dos perfis de
resisténcia fenotipicos estabelecidos pelo MGIT. Entre essas cepas, duas foram
classificadas pelo WGS como resistentes a multiplas drogas (TB-MDR), divergindo
dos perfis fenotipicos identificados pelo MGIT. A cepa R1192, que o MGIT apontou
como monorresistente, foi prevista como TB-MDR pelo WGS, enquanto a cepa R1512,
classificada como resistente a rifampicina (TB-RR) no MGIT, também foi considerada
TB-MDR pela analise genémica. Devido a falta de andlise fenotipica para a PZA,
algumas cepas (R864, R1267, R1607, R1667, R1822) acabou gerando diferentes
tipos de perfis de resisténcia comparando os resultados dois testes.

Ao analisar exclusivamente as cepas de TB-MDR, obtivemos uma
concordancia de 10 entre as 13 classificadas como TB-MDR na totalidade dos
resultados dos dois métodos. 10 cepas foram classificadas como MDR pelo WGS e
11 pelo MGIT. Ao comparar o perfil de resisténcia catalogados por ambos os testes,
encontramos que duas das 11 cepas (R1001 e R1667) tracadas como MDR pelo MGIT
foram catalogadas como TB-pré-XDR e TB-XDR, e duas (R1192 e R1512) foram
identificadas como TB=MDR pelo teste genotipico, enquanto demonstravam
monorresisténcia no teste fenotipico.

Com estes dados, chegamos a concluséao de que, obtivemos 91% (11/12) de
correta identificacdo genotipica dos perfis TB-MDR fenotipica, um pouco maior que 0s
resultados encontrados por Wang e colaboradores (2022), que realizaram uma analise
semelhante em 105 cepas da Russia e China, utilizando os mesmos métodos de
identificacdo de resisténcia (WGS e MGIT), utilizando o resultado fenotipico como

referéncia, onde o WGS previu 82% das resisténcias fenotipicas.
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Entretanto pelo fato de o MGIT n&o ter coberto as mesmas drogas analisadas
pelo WGS, foi feita uma relacdo de concordancia entre as drogas analisadas,
principalmente as que séo categorizadas pela WHO como marcadores de TB-MDR, a
INH e a RIF (WHO, 2023). Todavia, nossos achados sédo de grande valia, uma vez
gue metodologias de diagndstico de resisténcia podem conferir diferentes resultados,
reforcando a necessidade de complementariedade dos métodos diagnosticos (Sun et
al., 2022; Hazra et al., 2023).

Os resultados obtidos mostram uma alta concordancia para a INH e a RIF
(90%), o que reflete a eficacia dos testes WGS e MGIT para essas drogas. No entanto,
a menor taxa de concordancia foi observada para o EMB (70%), onde o WGS foi capaz
de identificar 6 isolados genotipicamente resistentes, enquanto o fendétipo revelou
suscpetibilidade. Em contrapartida, a analise genotipica néo identificou corretamente
4 cepas fenotipicamente resistentes a SM, o que nos traz uma concordancia de 85%.

Comparando com o estudo de Wang et al. (2022), que analisou um maior
namero de amostras (97), e encontraram taxas levemente inferiores para a RIF
(79,7%) e para a INH (86,3%), e superiores para 0 EMB (76,4%) e para a SM
(88,37%). Essas variacdes podem ser atribuidas ao tamanho amostral e a possiveis
diferencas metodoldgicas entre os estudos.

E relevante destacar a capacidade do WGS de identificar mutacbes
relacionadas a resisténcia a novas drogas, como bedaquilina (BDQ) e linezolida (LZD).
Softwares como o TBProfiler utilizam bancos de dados continuamente atualizados
com novas mutacfes, como o catalogo da WHO utilizado neste estudo (Acharya et
al., 2020; He et al.,, 2024). Por exemplo, nossas analises de genoma completo
identificaram uma cepa resistente classificada como XDR, identificada como MDR
pelo teste fenotipico (R1001), apresentando uma mutacao no gene rplC.

Estudos cristalograficos revelaram que mutagdes no gene rplC podem diminuir
a ligacéo da linezolida a subunidade ribossémica 50S ao alterar a estrutura do sitio de
ligacdo adjacente da linezolida (Pi et al., 2019). Por se tratar de um farmaco
recentemente descoberto, o conhecimento insuficiente dos mecanismos de
resisténcia ao farmaco dificulta o diagnostico molecular da resisténcia a linezolida (Pi
et al., 2019). Dessa forma, destaca-se a importancia da realizagcao do WGS em cepas
de TB em todos o0s niveis de resisténcia medicamentosa, em prol do incremento das
bases de dados com mutacdes ndo catalogadas, potencialmente causadoras de

resisténcia.
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A utilizacdo do WGS (sequenciamento de genoma completo) vai além da
identificacéo e predicao de resisténcia em cepas de TB-MDR, permitindo a deteccéo
de todas as mutacfes catalogadas que conferem resisténcia a medicamentos no
genoma dos bacilos. Por exemplo, & possivel prever o nivel de resisténcia
simultaneamente a diversos medicamentos (Hazra et al., 2023). Isso é ilustrado pelos
resultados do perfil de resisténcia da cepa R1001, que apresenta mutacdes na regido
determinante de resisténcia as quinolonas da enzima DNA girase. As muta¢cdes nas
subunidades A (codificadas pelo gene gyrA) e B (codificadas pelo gene gyrB) estao
associadas a alta resisténcia as fluoroquinolonas. Portanto, a predicdo dessas
mutacBes antes da expressado fenotipica € um fator crucial para o desfecho do
tratamento do paciente (KOLESKE; JACOBS; BISHAI, 2023; Hazra et al., 2023).

Cerca de 10% dos isolados de TB-MDR apresentam resisténcia as
fluoroquinolonas (FQs) ou medicamentos injetaveis de segunda linha
(aminoglicosideos/polipeptideos ciclicos), referidos como extensivamente resistentes
a medicamentos anti-TB (TB-XDR), que desafia o manejo clinico (Katale et al., 2020).
No nosso estudo, 16.6% (2/12) das estirpes identificadas como MDR por ambos os
testes apresentaram resisténcia a pelo menos um dos medicamentos de segunda
linha na andlise genotipica, sendo duas destas confirmadas como pré-XDR ou XDR
pelo WGS.

Acerca da resisténcia a aminoglicosideos, especialmente, as cepas R1001 e
R1667 possuem uma mutacdo no gene rrs n.1401A>G. Essa foi associada a altos
niveis de resisténcia a canamicina (KAN) e maior mortalidade do paciente (Georghiou
et al., 2017). Ressalta-se entdo a importancia da identificagcdo precoce destes perfis
de resisténcia principalmente a medicamentos de segunda linha e terceira linha do
tratamento, uma vez que em torno de 50-70% dos pacientes tratados para TB-MDR e
TB-XDR acabam em falha do tratamento (Katale et al., 2020). Ao comparar os perfis
de resisténcia da cepa R1667, conclui-se que ela é caracterizada como pré-TB-XDR,
com base em dados genbmicos, 0 que sugere um desfecho clinico que nao foi

identificado pelo teste MGIT.
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As cepas R489 e R2008, identificadas como resistentes a INH, RIF e ETO, e a
INH e ETO, respectivamente, apresentaram uma mutacao na regido promotora do
gene fabGl (-15C>T). Juntamente ao gene inhA, estes sdo responsaveis pela
codificacdo e biossintese de enzimas responsaveis pela sintese do acido micélico, e
compartilham a mesma regido regulatéria (Khawbung; Nath; Chakraborty, 2021).
Ademais, as mesmas cepas possuem também uma mutacdo no gene katG, e
cumulativamente, esta redundancia esta relacionada com niveis altissimos de
resisténcia a INH (Lavender et al., 2005; Nimmo et al., 2022).

Além da predicdo da resisténcia de forma semiquantitativa, o processamento
dos dados gendmicos advindos do WGS é capaz de identificar as linhagens
filogenéticas de cada genoma através da determinacdo in silico do perfil de
spoligotyping, estes feitos pelos softwares SpolPred e Spotyping (Xia; Teo; Ong, 2016;
Coll et al., 2012). Atualmente, existem nove linhagens de M. tuberculosis identificadas
e distribuidas em regides geograficas especificas (Gagneux, 2012; Ordaz-Vazquez et
al., 2023).

Nas Américas, a tuberculose é causada principalmente pela linhagem 4,
também conhecida como linhagem euro-americana, identificada em todas as cepas
do presente estudo pela analise filogenética (Nguyen, 2016). A linhagem 4 consiste
em 10 familias diferentes, nas quais 5 familias principais LAM, T, X, Haarlem e S que
estdo espalhadas por todo o mundo (Nguyen, 2016). A familia LAM (Latino-
americana), parece ser a linhagem de MTB mais prevalente globalmente,
respondendo por ~15% da carga global de TB, sendo ela também mais presente nos
paises da América do Sul, Central e Caribe (Lagos et al., 2016; Costa et al., 2013).

No Brasil, Vasconcellos e colaboradores (2014) demonstraram via analise de
spoligotyping que a familia LAM da linhagem 4 representa 43,6% das cepas de MTB,
seguidos pela familia T (34,89%) e Harleem (18,3%). Nos nossos achados, todas as
cepas foram identificadas partes da linhagem 4. Andlises filogenéticas de maxima
verossimilhanca realizadas por Negrete-paz e colaboradores (2021) encontraram uma
associacao das linhagens 4.3.1 e 4.3.3 com forma pulmonar da tuberculose, ja 0 a
cepa 4.1.2.1 esta associada com a forma extrapulmonar da TB, duas cepas do nosso

estudo foram classificadas como sublinhagens 4.3.3 (R919 e R489).
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Adicionalmente, Ajawatanawang e colaboradores (2019) constataram uma
forte prevaléncia da sublinhagem 4.1.2.1 e a linhagem 2 (Beijing) com uma alta
prevaléncia em todo o mundo, compreendendo mais de 50% das cepas em algumas
regides e subpopulactes. Interessantemente, através de um modelo estocastico
matematico, Ford e colaboradores (2013) analisaram dados de WGS e encontraram
uma associacdo da linhagem 4 e 2 com altas taxas de mutacdo e a emergéncia
mundial da TB-MDR.

De forma interessante, Chizimu e colaboradores (2023) selecionaram 50
amostras caracterizadas como resistentes no norte da Zambia (Africa), regido onde
predomina-se a linhagem 4, e submeteram a analise de WGS utilizando o mesmo
protocolo do nosso estudo (Ford et al., 2013; Chimizu et al., 2023). Quatro das
amostras apresentaram o genétipo concordante com o perfil de resisténcia pré-XDR,
trés pertencentes a sublinhagem 4.3.4.2, e uma a sublinhagem 4.1.2.
Semelhantemente, as cepas R1001 (XDR) e R1667 (pré-XDR) analisadas no nosso
estudo pertencem a sublinhagem 4.3.4.2, o que concorda com os resultados do autor
em associar esta linhagem com altos niveis de resisténcia. Contudo, a analise de
clusters revelou grande distancia entre os SNPs (23 em média).

Isso reforca a hipétese apresentada pelos autores, apoiada por Meehan e
colaboradores (2019), sobre a disseminacdo da sublinhagem ser resultante da
aquisicao independente de resisténcia, possivelmente devido a falta de adeséo ou ao
abandono do tratamento. Embora existam diversos perfis de resisténcia associados a
linhagem 4 do MTB, ndo ha evidéncias que indiqguem que o gendtipo de resisténcia
aos antibidticos esteja verticalmente ligado a padrdes especificos de linhagens. Pelo
contrario, a maioria das sublinhagens apresentou uma variedade de gendtipos de
resisténcia, como demonstram nossos resultados. Esses achados séo corroborados
por andlises de WGS de grande amostragem disponiveis na literatura, que também
utilizaram o software TB-Profiler para a identificacdo das linhagens (Baena et al.,
2023).
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Contudo, um estudo recente coletou dados genémicos de 755 isolados com um
espacamento de 15 anos de uma cidade do México, analisados pela ferramenta
baseada em PCR MIRU-VNTR, e, através da analise de regressao logistica,
associaram a linhagem 4 a presenca de cavitacdes pulmonares. 730 dos isolados
pertenciam a linhagem 4, e 531 apresentavam o sintoma classico da infec¢ao por TB.
Estes resultados trazem uma visao clara do dinamismo presente na transmissao de
cepas resistentes, reforcando a problematica do tratamento inadequado como
catalizador da emergéncia dos piores quadros de resisténcia. A predicao realizada
pelas andlises gendmicas completas trazem uma solucdo efetiva de controle e
prevencdo, levando a menos tratamentos errbneos, e, consequentemente, menos
casos de infeccdes resistentes (Meehan et al., 2019).

Dada suas inimeras analises, 0 WGS pode ser utilizado como uma ferramenta
de predicdo de resisténcia a medicamentos para 0s quais os testes fenotipicos de
suscetibilidade ndo séo totalmente confiaveis, especialmente nos casos em que a
resisténcia é detectavel apenas no nivel genémico, como no caso da cepa R1192 e
R1512, que mostrou perfil de resisténcia do tipo MDR através das analises de WGS.
Contudo, se feito apenas o teste fenotipico e o molecular Xpert MTB/RIF, ela seria
classificada como monorresistente.

Nos ultimos anos, o WGS tem se consolidado como uma ferramenta crucial na
previsdo da resisténcia a farmacos anti-TB, desempenhando um papel fundamental
na orientacao dos testes de suscetibilidade (Meehan et al., 2019'; Cohen et al., 2019).
O uso de softwares automatizados, como o TB-Profiler, aliado ao constante
desenvolvimento de ferramentas ainda mais inovadoras, tem mostrado resultados
promissores, especialmente na predicdo da resisténcia a multiplas drogas (MAHE et
al., 2019; WANG et al., 2022).

Em Jdltima analise, nossos resultados sdo corroborados por estudos que
destacam a eficacia da andlise do WGS em associagdo com o TB-Profiler, utilizando
o sistema lllumina MiSeq, garantindo os melhores resultados de analise de
sequenciamento dentro dos softwares disponiveis (van Beek et al., 2019; Ngo; Teo,
2019). Quando combinado com modelos de dados supervisionados de alta
abrangéncia, como o catalogo da WHO, o poder de predi¢do de resisténcia do WGS
é significativamente ampliado (MAHE et al., 2019; WANG et al., 2022; HE et al., 2024).

Os achados deste estudo destacam a necessidade de aprofundar a pesquisa

para desenvolver estratégias que possam aprimorar ainda mais a eficacia do WGS
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como ferramenta de predigéo de resisténcia ao tratamento da TB. Uma das principais
limitacbes do estudo é a auséncia de resultados fenotipicos para as drogas de
segunda linha. Além disso, é fortemente recomendada a continuidade da analise com
um numero maior de amostras, complementada pela inclusdo de um teste de
sensibilidade a drogas (TSD) fenotipico adicional, como o ensaio in vitro de
concentracao inibitéria minima (do inglés, Minimum Inhibitory Concentration — MIC),
para proporcionar uma validacdo mais robusta dos achados. No entanto, a analise
comparativa realizada permitiu validar o papel do WGS como uma ferramenta eficaz
para predicdo, identificacdo e caracterizacdo de mutacOes de resisténcia, além de
evidenciar o impacto dessas mutacdes no tratamento e no desfecho da infeccéo por
TB-DR.

A predicao quantitativa de resisténcia a farmacos ainda representa um desafio
significativo, mas a capacidade do sequenciamento gendmico de reduzir o tempo de
analise e fornecer informacgdes detalhadas sobre a sensibilidade genotipica a maioria
dos medicamentos necessarios para o tratamento da TB-MDR é crucial. Essa
capacidade ndo apenas contribui para evitar desfechos desfavoraveis no tratamento
de pacientes acometidos, mas também justifica o continuo investimento nessa
ferramenta. Alinhando cada vez mais os meétodos diagnosticos aos principios
estabelecidos pelo plano END-TB, o WGS tem o potencial de transformar a
abordagem ao tratamento da TB.

A implementacao planejada da medicina de precisdo em paises com alta carga
de TB e recursos limitados, aliada ao uso de tecnologias avancadas, como a analise
multibmica e o aprendizado de maquina, tem o potencial de transformar
significativamente o tratamento da TB (Meehan et al., 2019). Os dados gerados pelo
WGS poderédo ser enriquecidos por dados experimentais, como mutagénese de
nucleotideo Unico, seguida de triagens fenotipicas sistematicas, estudos multibmicos
e abordagens de aprendizado de maquina para prever o fenétipo de resisténcia. Esses
avancos permitirdo a individualizagao do tratamento da TB para cada paciente, com
base no genoma especifico da cepa de MTB contraida, resultando em desfechos mais

favoraveis e um controle mais eficaz da doenca.
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7 CONCLUSAO

A pesquisa apresentada destaca o WGS como uma alternativa promissora para
diagnosticar a resisténcia emergente a medicamentos no MTB. A analise comparativa
e os resultados obtidos confirmam a eficicia desse método avangado de diagndstico
genbmico em fornecer informacdes detalhadas sobre resisténcia a multiplos
medicamentos (TB-MDR e TB-XDR). A andlise da cepa resistente, especialmente a
TB-MDR, possibilita a personalizagdo dos tratamentos, otimizando os resultados
terapéuticos e enfrentando de forma mais eficaz os desafios da resisténcia
medicamentosa.

Ainda existem inconsisténcias entre o fenotipo e o gendtipo de resisténcia a
medicamentos. Isso destaca a necessidade de estudos mais aprofundados e
catalogos atualizados de mutacfes de resisténcia para uma andlise rapida e precisa
dos dados de WGS, permitindo o reconhecimento precoce da resisténcia
medicamentosa. Para o uso do WGS como ferramenta inicial em predicdo e
diagnostico de resisténcia, sdo necessérios fluxos de trabalho padronizados, robustos
e escalaveis, especialmente em paises com alta carga de TB, como o Brasil. Enquanto
essa viabilidade se desenvolve, sugerimos o uso do WGS como metodologia
complementar a testes rapidos como o Xpert MTB/RIF Ultra e precisos como o MGIT.

Todavia, em condicbes adequadas de qualidade, observamos uma
concordancia satisfatdria nos resultados da analise do gendtipo de resisténcia para 0s
medicamentos determinantes de uma estirpe de MDR, INH e RIF. Especialmente nas
cepas de ID R1512 e R1192, a andlise do WGS foi capaz de prever a resisténcia
genotipica que ainda ndo foi expressa, especialmente em muta¢des incomuns como
a lle4d91Phe no gene rpoB. Esses resultados abrem portas para o continuo
investimento no uso da medicina de precisdo como ferramenta de diagndstico,
provendo tratamentos mais eficazes e a redugéo da carga da TB-MDR e TB-XDR no

Brasil.
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