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RESUMO 

As micobactérias incluem espécies patogênicas de relevante impacto para a saúde humana, 

como o Mycobacterium tuberculosis, agente etiológico da tuberculose (TB) e os patógenos 

oportunistas do grupo de micobactérias não-tuberculosas (MNT). Apesar dos esforços globais 

para reduzir a transmissão do M. tuberculosis e melhorar o diagnóstico laboratorial da TB, ainda 

existem cerca de 2,5 milhões de casos de TB anuais não diagnosticados e não tratados. 

Paralelamente, os relatos de doenças pulmonares causadas por MNT (DP-MNT) têm 

aumentado mundialmente, agravando o cenário diagnóstico e epidemiológico das doenças 

causadas por micobactérias. O diagnóstico diferencial entre TB e DP-MNT é desafiador, pois 

ambas as doenças apesentam manifestações clínicas e achados radiológicos semelhantes, 

frequentemente resultando no diagnostico errôneo das DP-MNT como TB. O diagnóstico 

laboratorial convencional apresenta limitações significativas, que comprometem o manejo 

terapêutico e levam a necessidade do uso de métodos moleculares como alternativa tecnológica 

para maior especificidade e rapidez na identificação da espécie infectante. No entanto, a 

utilização desses métodos ainda é restringido pelo alto custo e/ou dependência de insumos 

importados. Visando ampliar as opções diagnósticas, esta tese desenvolveu e validou dois testes 

moleculares: o BiDz-TB/NTM e o Multi-Detect MTB/NTM, para a detecção de micobactérias 

e a diferenciação entre o complexo M. tuberculosis e as principais espécies de MNT 

clinicamente relevantes (M. avium, M. kansasii, complexo M. abscessus e/ou M. 

intracellulare). O BiDz-TB/NTM apresenta um princípio inovador, baseado no uso de sensores 

desoxirribozimas binários (BiDz), e o Multi-Detect MTB/NTM se baseia na técnica de Real-

Time PCR utilizando sondas TaqMan. Para o desenvolvimento e avaliação dos testes, foram 

realizadas análises in silico para selecionar alvos moleculares, ensaios de padronização e 

otimização das condições de amplificação e hibridização e a avaliação dos parâmetros de 

acurácia diagnóstica. Um painel de DNAs genômicos totais de 19 espécies bacterianas 

previamente caracterizadas foi utilizado. Os resultados obtidos demostraram que os alvos 

projetados possuem desempenho robusto na identificação do gênero Mycobacterium spp. e das 

espécies-alvo, apresentando alta sensibilidade, especificidade e acurácia. Os resultados 

alcançados nesta tese indicam que os testes propostos, no seu formato final, poderão contribuir 

para ampliar as opções diagnósticas atualmente disponíveis, sobretudo em regiões com 

limitações financeiras, reduzindo o tempo de resposta diagnóstica e melhorando o manejo da 

TB e das DP-MNT.  
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ABSTRACT 

Mycobacteria include pathogenic species with significant impact on human health, such as 

Mycobacterium tuberculosis, the etiological agent of tuberculosis (TB), and the opportunistic 

pathogens from the non-tuberculous mycobacteria (NTM) group. Despite global efforts to 

reduce the transmission of M. tuberculosis and improve laboratory diagnosis of TB, there are 

still around 2.5 million undiagnosed and untreated cases of TB every year. At the same time, 

reports of pulmonary diseases caused by NTM (NTM-PD) have increased worldwide, 

aggravating the diagnostic and epidemiological scenario of diseases caused by mycobacteria. 

The differential diagnosis between TB and NTM-PD is challenging, as both diseases present 

similar clinical manifestations and radiological findings, often resulting in the misdiagnosis of 

NTM-PD as TB. Conventional laboratory diagnostics have significant limitations, which 

compromise therapeutic management and lead to the need to use molecular methods as a 

technological alternative for greater specificity and speed identifying the infecting species. 

However, the use of these methods is still restricted by high costs and/or dependence on 

imported reagents. To expand diagnostic options, this thesis developed and validated two 

molecular tests: BiDz-TB/NTM and Multi-Detect MTB/NTM, for the detection of 

mycobacteria and the differentiation between the M. tuberculosis complex and the main 

clinically relevant NTM species (M. avium, M. kansasii, M. abscessus complex, and/or M. 

intracellulare). The BiDz-TB/NTM test introduces an innovative principle based on the use of 

binary deoxyribozyme (BiDz) sensors, while the Multi-Detect MTB/NTM test is based on the 

Real-Time PCR technique using TaqMan probes. For the development and evaluation of the 

tests, in silico analyses were performed to select molecular targets, standardization and 

optimization assays of amplification and hybridization conditions, and evaluation of diagnostic 

accuracy parameters. A panel of total genomic DNAs from nineteen previously characterized 

bacterial species was used. The obtained results demonstrated that the designed targets show 

robust performance in identifying the Mycobacterium spp. genus and the target species, 

exhibiting high sensitivity, specificity, and accuracy. The results achieved in this thesis indicate 

that the proposed tests, in their final format, could contribute to expanding the currently 

available diagnostic options, especially in regions with financial constraints, reducing 

diagnostic response time and improving the management of TB and NTM-PD. 

Keywords: Diagnosis; Identification; Mycobacterium tuberculosis; Non-tuberculous 

mycobacteria; BiDz; Real-time PCR 
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Sustainable Development Goals contemplated: SDG 3: Health and well-being – Goal 3.3: 

End the epidemics of AIDS, tuberculosis, malaria and neglected tropical diseases by 2030. 



 
10 

 

LISTA DE TABELAS 

REFERENCIAL TEÓRICO 

Tabela 1. Características fenotípicas das micobactérias e espécies representativas de cada 

grupo. ........................................................................................................................................ 22 

Tabela 2. Frequência das espécies de micobactérias não-tuberculosas mais isoladas em países 

da Ásia, Europa, África, América do Norte e América do Sul................................................. 28 

Tabela 3. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo CMAV. ........ 35 

Tabela 4. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo M. kansasii. .. 36 

Tabela 5. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo CMAB. ........ 37 

Tabela 6. Critérios diagnósticos para o diagnóstico de doença pulmonar causada por MNT. 39 

Tabela 7. Comparação de kits comerciais baseados em hibridização reversa (LPA) para a 

identificação e micobactérias.................................................................................................... 44 

Tabela 8. Métodos disponíveis comercialmente para a identificação do complexo M. 

tuberculosis e/ou micobactérias não-tuberculosas. .................................................................. 50 

ARTIGO 1 

Table 1. Set of primers used for 16S rRNA fragment amplification. 

Table 2. BiDz sensor evaluation: Specificity, sensitivity, accuracy and LoD. 

Table 1S: Clinical strains of Mycobacterium sp. Identification. 

Table 2S: Sequences for the sensor strands and fluorogenic substrate used in the study. 

ARTIGO 2 

Tabela 1. Condições dos reagentes utilizados para a Real-Time PCR. 

Tabela 2. Sequências dos alvos desenhados para as espécies-alvo. 

Tabela 3. Valores médios dos ciclos threshold obtidos para o painel de DNAs genômicos nos 

ensaios de especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos projetados. 

Tabela 1S. Espécies analisadas in silico para a detecção do gênero Mycobacterium spp. 



 
11 

 

LISTA DE FIGURAS 

REFERENCIAL TEÓRICO 

Figura 1. Frequência das espécies de micobactérias não-tuberculosas (MNT) mais isoladas em 

Unidades Federativas do Brasil. *Espécies isoladas de casos de doença pulmonar causadas por 

MNT. #Identificação de Complexo M. abscessus e M. chelonae sem distinção. Fonte: Adaptado 

de: Busatto et al. (2020); Couto de Mello et al. (2013); da Costa et al. (2013); de Lima et al. 

(2013); Lima et al. (2022); Matos et al. (2004); Pedro et al. (2008, 2017); Puga et al. (2018); 

Zamarioli et al. (2008). ............................................................................................................. 33 

 

ARTIGO 1 

FIG 1. Principle of binary deoxyribozyme (BiDz) sensors. (A) Representation of the amplified 

DNA analyte indicating the binding sites for forward (blue) and reverse (red) primers in the 

conserved regions of the rrs gene encoding for 16S rRNA, as well as the sites of the 

hypervariable region 2 (V2) of 16S rRNA interrogated by the BiDz sensors (Dza, green; Dzb, 

orange). The numbering of hypervariable regions is based on the Escherichia coli nomenclature 

system (42). (B) Binding of BiDz sensors to the target DNA and of the fluorogenic substrate 

(MzF-FAM) to the BiDz sensors, resulting in catalytic core formation, MzF-FAM cleavage, 

and fluorescence emission. 

FIG 2. Validation and optimization of LATE asymmetric PCR primer designs. Based on LATE 

PCR principles, extended-length variants of the conventional R2 reverse primer with increased 

annealing temperatures of 3°C (R + 3) and 5°C (R + 5) were tested. The limiting reverse primer 

(0.025 µM) was used at a ratio of 1:40 relative to the forward primer concentration (1 µM). 

Threefold serial dilutions of input template (Mtb chromosomal DNA) starting at 10ng/reaction 

served as templates for PCR amplification, followed by detection of BiDz sensor fluorescent 

signal. Signal: background ratios (S:B) were determined by dividing the raw fluorescent signal 

from the analyte-containing sample by the background signal from the sample from which 

template DNA was omitted. Red bars indicate the lowest input (analyte) that yielded S:B of >2. 

FIG 3. Evaluation of the specificity, sensitivity, and accuracy of BiDz sensors against target 

and non-target DNAs. The results of the signal: background ratio (S:B) are expressed as an 

absolute mean for target and non-target species. Samples with S:B of >2 were considered 

positive. Red bars indicate the target species of the Mtb-BiDz (A), Mab/Mche-BiDz (B), Mav-



 
12 

 

BiDz (C), and Mkan-BiDz (D) sensors. Gray bars indicate the non-target species. The results 

shown represent the average of all clinical isolates for each species. Note: M abscessus complex 

includes subsp. massiliense, bolletii, and abscessus strains. *M. avium complex species 

evaluated: M. avium, M. intracellulare, and M. chimaera. #Species of the M. avium complex 

evaluated: M. intracellulare and M. chimaera. Non-mycobacterial species: Vibrio 

coralliilyticus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa and Salmonella enterica serovar Typhimurium. Graphs of data for 

individual isolates can be found in Fig. S2. 

FIG 4. Evaluation of the specificity, sensitivity, and accuracy of the Mint/Mchi-BiDz sensor 

against target and non-target DNAs. The results of the signal: background ratio (S:B) are 

expressed as an absolute mean, except for samples of M. intracellulare and M. avium. Samples 

with S:B of >2 were considered positive. The red bars indicate the target species of the 

Mint/Mchi-BiDz sensor. The gray bars indicate the non-target species, and the M. avium sample 

with a positive result is indicated in gold. Non-mycobacterial species: Vibrio coralliilyticus, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 

and Salmonella enterica serovar Typhimurium. 

FIG 1S: Alignment of 16S ribosomal RNA sequences from different bacterial species against 

Mycobacterium tuberculosis. Marked in black are the locations of the forward and reverse 

primers on the 16S ribosomal RNA sequences (5'-3'). 

FIG 2S: Agarose gel stained with ethidium bromide revealing the amplicons obtained by 

LATE-PCR. Lanes 1 to 10 and 12 to 15: Mycobacterium sp. samples; Lane 16: Vibrio 

coralliilyticus; Lane 17: Escherichia coli; Lane 18: Staphylococcus aureus; Lane 19: 

Acinetobacter baumannii; Lane 20: Pseudomonas aeruginosa; Lane 21: Salmonella enterica 

serovar Typhimurium. 

ARTIGO 2 

Figura 1.  Curva padrão para avaliação da eficiência dos alvos desenhados.  (A) Alvo Myco-

16S, (B) Alvo Mtb-ESAT, (C) Alvo Mkan-16S e (D) Alvo Mav-16S. O slope e o coeficiente 

de regressão (R²; correlação entre a concentração de DNA e os valores de Ct obtidos) são 

apresentados para cada curva, demonstrando a eficiência de amplificação e a linearidade das 

Real-Time PCR.  



 
13 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

AIDS – Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

AMI – Amicacina 

AS – Additional Species 

ATCC – American Type Culture Collection (Cepa de referência)  

ATM – Antimicrobianos  

ATS/IDSA – American Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America  

BAAR – Bacilos álcool-ácido resistentes  

BDQ – Bedaquilina 

BiDz – Sensores desoxirribozimas binários (Binary Deoxyribozyme Sensors)  

CAPES – Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior  

CFZ – Clofazimina  

CLA – Claritromicina  

CM – Common Mycobacteria 

CMAB – Complexo Mycobacterium abscessus  

CMAV – Complexo Mycobacterium avium  

CMTB – Complexo Mycobacterium tuberculosis  

COVID-19 – Doença causada pelo coronavírus SARS-CoV-2  

Ct – Ciclo Threshold  

°C – Grau Celsius  

DNA – Ácido desoxirribonucleico  

DP-MNT – Doenças pulmonares causadas por micobactérias não-tuberculosas  

E – Eficiência  

EMB – Etambutol  



 
14 

 

ERT – Ertapenem  

ESAT-6 – Alvo antigênico secretado precocemente de 6 kDa 

FAPERGS – Fundação de Amparo à Pesquisa do Rio Grande do Sul  

FQ – Fluoroquinolona  

HIV – Vírus da imunodeficiência humana (Human Immunodeficiency Virus)  

HPLC – Cromatografia líquida de alta performance (High-Performance Liquid 

Chromatography)  

IMP – Imipenem  

INH – Isoniazida  

ITS – Espaçador interno transcrito (Internal Transcribed Spacer)  

kDa – Quilodalton  

LATE – Linear-After-The-Exponential  

LoD – Limite de detecção (Limit of Detection) 

LPA – Ensaio de sonda em linha (Line Probe Assay)  

Mab/Mche-BiDz – Sensor BiDz para a identificação do complexo M. abscessus e M. chelonae  

MALDI-TOF MS – Ionização/dessorção a laser assistida por matriz acoplada a espectrometria 

de massa (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time Of Flight Mass Spectrometry)  

Mav-BiDz – Sensor BiDz para a identificação do M. avium 

Mav-16S – Alvo projetado para a identificação do M. avium 

MDR – Multidroga-resistente  

MFX – Moxifloxacina  

MGIT – Mycobacteria Growth Indicator Tubes  

Mint/Mchi-BiDz – Sensor BiDz para a identificação do M. intracellulare e M. chimaera  

Mkan-BiDz – Sensor BiDz para a identificação do M. kansasii 



 
15 

 

Mkan-16S – Alvo projetado para a identificação do M. kansasii 

ml – Mililitro  

MNT (ou NTM) – Micobactérias não-tuberculosas (Non-Tuberculous Mycobacteria) 

Mtb-BiDz – Sensor BiDz para a identificação do complexo M. tuberculosis 

Mtb-ESAT – Alvo projetado para a identificação do complexo M. tuberculosis 

Myco-BiDz – Sensor BiDz para detecção do gênero Mycobacterium spp. 

Myco-16S – Alvo projetado para a detecção do gênero Mycobacterium spp. 

NAAT – Técnica de amplificação de ácidos nucleicos (Nucleic Acid Amplification techniques)  

NaCl – Cloreto de sódio  

NGS – Sequenciamento de nova geração (Next-Generation Sequencing)  

NUPEMM – Núcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica  

OMS – Organização Mundial da Saúde  

PCR – Reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)  

Real-Time PCR – Reação em cadeia da polimerase em Tempo Real  

PCR-PRA – PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis 

pg – Picograma  

PPSUS – Programa de Pesquisa para o Sistema Único de Saúde  

PVHIV – Pessoas vivendo com HIV  

PVHIV/AIDS – Pessoas vivendo com HIV/AIDS  

PZA – Pirazinamida  

R2 – Coeficiente de regressão  

RD1 – Região de diferença 1  

RMP (ou RIF) – Rifampicina  

rRNA 16S – RNA ribossômico 16S  



 
16 

 

RS – Rio Grande do Sul  

SINAN – Sistema de Informação de Agravos de Notificação  

TB – Tuberculose  

TGC – Tigeciclina  

TxR – Texas Red 

UFC – Unidade formadora de colônia  

UF – Unidade Federativa  

µL – Microlitro  

µM – Micromolar  

WGS – Sequenciamento de genoma completo (Whole Genome Sequencing)  

XDR – Extensivamente resistente



 
17 

 

 

INTRODUÇÃO 
 



Introdução 

 
18 

 

1. INTRODUÇÃO 

As micobactérias, do gênero Mycobacterium, constituem um grupo diversificado e 1 

complexo, que inclui espécies com alto potencial patogênico para humanos e animais. Dentre 2 

as 216 espécies validadas (Parte et al., 2020), apenas um pequeno número é classificado como 3 

estritamente patogênico, incluindo o Mycobacterium tuberculosis, agente etiológico da 4 

tuberculose (TB). As demais espécies, denominadas como micobactérias não-tuberculosas 5 

(MNT), são predominantemente ubíquas, ambientais e raramente patogênicas, embora algumas 6 

possam atuar como patógenos oportunistas (Brasil, 2019, 2022; Griffith et al., 2007). 7 

A TB é uma das principais causas de morte por um único agente infeccioso no mundo, 8 

com transmissão do M. tuberculosis por via aérea e exigindo um esquema terapêutico 9 

prolongado. As MNT, por sua vez, são consideradas menos virulentas que o M. tuberculosis, 10 

mas também podem causar doenças em indivíduos imunocompetentes e imunossuprimidos. 11 

Entre essas doenças, as doenças pulmonares causadas por MNT (DP-MNT) são as mais 12 

frequentes, representando 80% a 90% dos casos (Brasil, 2022; Griffith et al., 2007; Sharma; 13 

Upadhyay, 2020; Winthrop et al., 2017; WHO, 2024a). As espécies mais frequentemente 14 

associadas às DP-MNT incluem o complexo Mycobacterium avium (CMAV), Mycobacterium 15 

kansasii e o complexo Mycobacterium abscessus (CMAB) (Brasil, 2021; Prevots et al., 2023; 16 

Sharma; Upadhyay, 2020).  17 

Ao contrário da TB, as DP-MNT não são de notificação obrigatória, o que dificulta a 18 

estimativa de sua real prevalência e incidência. No entanto, em países desenvolvidos, a 19 

prevalência dessas doenças parece ultrapassar a da TB, enquanto em países em 20 

desenvolvimento, pode ser subestimadas pela alta prevalência da TB. Isto ocorre especialmente 21 

devido à dificuldade de distinguir clínica e radiologicamente as DP-MNT da TB, podendo levar 22 

a diagnósticos incorretos e à administração de esquemas terapêuticos inadequados (Brasil, 23 

2021; Bryant et al., 2016; Daley et al., 2020; Greif et al., 2020; Griffith et al., 2007; Haworth 24 

et al., 2017; Thornton et al., 2021; Twabi et al., 2021; Winthrop et al., 2017).  25 

O diagnóstico microbiológico convencional de micobactérias baseia-se em baciloscopia 26 

(microscopia) e cultura, porém esses métodos apresentam importantes limitações. A 27 

baciloscopia não diferencia o M. tuberculosis das MNT, uma vez que ambos aparecem como 28 

bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR). Já a cultura, considerada padrão-ouro, pode levar até 29 

três semanas para fornecer resultados positivos, atrasando o início do tratamento adequado 30 

(Brasil, 2019, 2021; Griffith et al., 2007). É importante ressaltar que o esquema terapêutico 31 
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para as doenças causadas por MNT varia conforme a espécie envolvida, tornando a 32 

identificação precisa da espécie essencial para um melhor prognóstico (Brasil, 2021; Griffith et 33 

al., 2007). 34 

Diante dessas limitações e para realizar a identificação da espécie micobacteriana, 35 

métodos moleculares baseados em reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real-Time 36 

Polymerase chain reaction; Real-Time PCR), como o Xpert® MTB/RIF Ultra (Cepheid, 37 

Sunnyvale, EUA), e em hibridização reversa de DNA, como o Genotype® (Hain Lifescience, 38 

Nehren, Alemanha), tornaram-se a principal alternativa laboratorial por oferecer maior rapidez 39 

e especificidade (Brasil, 2019, 2021; Chakravorty et al., 2017; Epperson et al., 2024; Griffith 40 

et al., 2007). No entanto, apesar de estarem comercialmente disponíveis, esses métodos 41 

possuem um custo elevado devido à dependência de insumos e equipamentos importados, 42 

exclusivos dos fabricantes (Brum et al., 2016; Gopalaswamy et al., 2020; Telenti et al., 1993; 43 

Vogel et al., 2021), ressaltando a necessidade de ampliar as opções diagnósticas disponíveis 44 

(WHO, 2024b). 45 

Neste sentido, esta tese propõe o desenvolvimento de dois testes diagnósticos de 46 

diferentes princípios moleculares, o BiDz-TB/NTM e o Multi-Detect MTB/NTM, para 47 

diagnosticar e diferenciar o complexo M. tuberculosis (CMTB) das principais espécies de MNT 48 

causadoras de doenças pulmonares clinicamente similares. O teste BiDz-TB/NTM é baseado 49 

em uma PCR assimétrica associada a sensores desoxirribozimas binários (BiDz), que clivam 50 

substratos fluorogênicos, resultando em emissão de fluorescência detectável. Por outro lado, o 51 

teste Multi-Detect MTB/NTM emprega a Real-Time PCR associada a sondas de hidrólise do 52 

tipo TaqMan, garantindo alta especificidade para a detecção de alvos. O desenvolvimento de 53 

testes moleculares nacionais é fundamental para acelerar e aprimorar a identificação das 54 

principais micobactérias de importância clínica, contribuindo para o controle das doenças 55 

causadas por esses microrganismos.56 



 
20 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 



Referencial teórico 

 
21 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. O GÊNERO Mycobacterium 57 

Pertencentes à ordem Actinomycetales, à família Mycobacteriaceae e ao gênero 58 

Mycobacterium (Parte et al., 2020; SKERMAN; McGOWAN; SNEATH, 1980), as 59 

micobactérias compreendem um grupo de 216 espécies oficialmente validadas (Parte et al., 60 

2020). Em 2018, justificada pela grande diversidade de espécies de micobactérias, uma nova 61 

classificação taxonômica foi proposta, dividindo o gênero Mycobacterium em cinco gêneros. 62 

Essa divisão foi realizada com base em análises filogenéticas comparativas de 150 espécies e 63 

sinapomorfias moleculares (Gupta; Lo; Son, 2018).  64 

Nessa nova classificação taxonômica, o gênero Mycobacterium foi mantido, 65 

abrangendo os principais patógenos humanos e animais, como CMTB, CMAV e M. kansasii. 66 

No entanto, quatro novos gêneros foram criados: Mycolicibacter gen. nov. e Mycolicibacillus 67 

gen. nov., abrangendo principalmente espécies não patogênicas e de crescimento lento, como 68 

M. terrae e M. trivialis, respectivamente; Mycolicibacterium gen. nov., abrangendo espécies 69 

não patogênicas e potencialmente patogênicas de crescimento rápido, como M. fortuitum; e 70 

Mycobacteroides gen. nov., abrangendo um pequeno grupo de espécies potencialmente 71 

patogênicas e de crescimento rápido, como CMAB e M. chelonae (Gupta; Lo; Son, 2018).  72 

Destaca-se que apesar da nova nomenclatura ter sido oficialmente validada (Oren; 73 

Garrity, 2018), essa divisão não tem sido adotada devido à renomeação de patógenos 74 

oportunistas, como M. abscessus. Dessa forma, o gênero original Mycobacterium continua 75 

sendo utilizado como sinônimo para os novos gêneros (Meehan et al., 2021). 76 

As micobactérias são bacilos retos ou ligeiramente curvados, caracterizadas pela 77 

ausência de motilidade, metabolismo tipicamente aeróbio e alto teor das bases guanina e 78 

citosina (58%-70%). Além disso, a estrutura da parede celular, rica em ácidos micólicos de 79 

cadeia longa, confere às micobactérias maior resistência aos ATM, metais pesados, 80 

desinfetantes e à descoloração por álcool-ácido (Brasil, 2019, 2022; Rocha; Felgueiras; Duarte, 81 

2020; Sharma; Upadhyay, 2020). 82 

Embora compartilhem características morfológicas e genéticas que permitem formar um 83 

clado parental único, as micobactérias são um grupo diverso. Elas diferem quanto à sua 84 

patogenicidade e características fenotípicas, como produção de pigmentos e tempo de 85 

crescimento (Tabela 1). Tais características são comumente utilizadas como triagem inicial para 86 
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a identificação dessas espécies (Brasil, 2022; Rastogi; Legrand; Sola, 2001; Runyon, 1959; 87 

Sharma; Upadhyay, 2020). 88 

 89 

Tabela 1. Características fenotípicas das micobactérias e espécies representativas de cada 90 

grupo. 91 

Grupo* Tempo de crescimento# Pigmentação Espécies representativas 

Complexo M. tuberculosis 

Lento  

(a partir de sete dias) 

Não se aplica 

M. tuberculosis 

M. africanum 

M. bovis 

Runyon I Fotocromógena1 
M. kansasii 

M. marinum 

Runyon II Escotocromógena2 
M. szulgai 

M. gordonae 

Runyon III Acromógena3 
Complexo M. avium 

M. ulcerans 

Runyon IV 
Rápido  

(até sete dias) 
Não se aplica 

Complexo M. abscessus 

M. chelonae 

M. fortuitum 

Fonte: Adaptado de: Brasil (2022); Runyon (1959). *Grupos Runyon I a IV estabelecidos para micobactérias não-92 
tuberculosas. #Tempo de crescimento em culturas sólidas. 1Fotocromógena: Produção de pigmento laranja-93 
amarelo apenas quando há exposição de luz. 2Escotocromógena: Produção de pigmento laranja-amarelo 94 
independente da exposição à luz. 3Acromógena: Não há produção de pigmentos. 95 

 96 

De acordo com sua patogenicidade em humanos, as micobactérias foram classificadas 97 

em três categorias: estritamente patogênicas; potencialmente patogênicas; e raramente 98 

patogênicas. Apenas os membros do CMTB, o M. leprae, o M. lepromatosis e o M. ulcerans 99 

são considerados estritamente patogênicos. As espécies classificadas como potencialmente 100 

patogênicas e raramente patogênicas compreendem um grupo diverso, inicialmente chamado 101 

de micobactérias atípicas, e atualmente denominado de MNT (Brasil, 2022; Rastogi; Legrand; 102 

Sola, 2001). 103 

 104 

2.1.1. Complexo Mycobacterium tuberculosis 105 

As espécies responsáveis por causar TB em humanos e animais pertencem a um grupo 106 

de micobactérias estreitamente relacionadas, conhecido como CMTB. Os membros deste 107 

complexo são patógenos intracelulares obrigatórios, que apresentam 99.9% de similaridade na 108 

sequência genômica total e 100% na sequência do RNA ribossômico 16S (rRNA 16S). Apesar 109 
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da alta relação genética, os membros do CMTB diferem em relação ao hospedeiro primário, 110 

fenótipo, patogenicidade e virulência. Essas características são conferidas, principalmente, por 111 

deleções de regiões de diferença, que são sequências genômicas variáveis dentro do CMTB, 112 

com 2 a 12,7 kb, e por polimorfismos de nucleotídeo único (Brosch et al., 2002; Coscolla; 113 

Gagneux, 2014; Gagneux, 2018). 114 

Entre os membros do CMTB, os agentes etiológicos da TB em humanos, M. 115 

tuberculosis e M. africanum, são as únicas espécies que não possuem reservatórios ambientais 116 

ou animais conhecidos (Brites; Gagneux, 2017; Gagneux, 2018). Algumas espécies adaptadas 117 

a animais, como M. bovis (TB bovina), M. orygis (TB em mamíferos do gênero Oryx [e. g. 118 

antílopes]) e M. caprae (TB em caprinos), possuem potencial zoonótico (Gagneux, 2018; 119 

Jagielski et al., 2016; Macedo et al., 2020; Olea-Popelka; Fujiwara; Dean, 2021; Riopel et al., 120 

2024). No entanto, a proporção de identificação de espécies adaptadas a animais em casos de 121 

TB humana, embora subestimada, varia de 1% a 10% dependendo da região, e raramente são 122 

transmitidas de humano para humano (Gagneux, 2018; Ghielmetti et al., 2021; Ramanujam et 123 

al., 2021; Taye et al., 2021; van de Weg et al., 2020; WHO, 2020). 124 

De maneira geral, a espécie micobacteriana com maior impacto na saúde humana 125 

mundial é o M. tuberculosis. No entanto, em alguns países da África Ocidental, o M. africanum 126 

também contribui significativamente, representando quase 50% dos casos de TB (Asare et al., 127 

2021; WHO, 2024a). O M. tuberculosis acomete preferencialmente os alvéolos pulmonares (TB 128 

pulmonar), contudo, pode infectar outros órgãos ou sistemas (TB extrapulmonar) e se 129 

disseminar pelo corpo (TB miliar). A TB pulmonar representa cerca de 95% de todos os casos 130 

e seus sintomas clássicos incluem tosse crônica seca ou produtiva, febre, sudorese noturna, 131 

perda de peso e fadiga (Brasil, 2019; Uddin et al., 2021; WHO, 2024a). 132 

 133 

2.1.2. Micobactérias não-tuberculosas 134 

As MNT constituem um amplo grupo de micobactérias ubíquas e ambientais, 135 

majoritariamente saprófitas. A primeira descrição das MNT ocorreu em 1889, com a 136 

identificação do Mycobacterium smegmatis. Desde então, mais de 200 espécies e subespécies 137 

foram descritas, algumas das quais são consideradas patógenos oportunistas de humanos 138 

(DeFlorio-Barker et al., 2021; Hu et al., 2019; Parte et al., 2020; Rastogi; Legrand; Sola, 2001). 139 

As doenças causadas por MNT estão associadas a ingestão de água contaminada, 140 

inalação de aerossóis ou contato dérmico. Os reservatórios ambientais mais comuns incluem 141 
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fontes de água como tanques de água potável, encanamentos domésticos e hospitalares, 142 

banheiras e chuveiros (Ahmed et al., 2020; Halstrom; Price; Thomson, 2015; Johnson; Odell, 143 

2014). Para doenças pulmonares, a exposição direta à aerossóis é considerada a rota mais 144 

provável (Johnson; Odell, 2014; Zhang et al., 2019). Embora a transmissão de MNT de pessoa 145 

para pessoa não esteja comprovada, alguns estudos sugerem a possibilidade de transmissão de 146 

membros do CMAB entre pacientes portadores de fibrose cística (Bryant et al., 2016; Ruis et 147 

al., 2021; Yan et al., 2020). 148 

Destaca-se que a sobrevivência das MNT em diversos habitats, especialmente em fontes 149 

de água e solos, é favorecida por sua capacidade de formar biofilmes e pela hidrofobicidade da 150 

parede celular das micobactérias. Essas características também conferem às MNT altos níveis 151 

de resistência aos ATM, metais pesados e desinfetantes (Bryant et al., 2016; Johnson; Odell, 152 

2014; Rocha; Felgueiras; Duarte, 2020).  153 

As MNT podem causar doenças pulmonares crônicas, extrapulmonares, que afetam 154 

tecidos linfáticos (linfadenite), cutâneos e moles, e disseminadas. O sítio da infecção depende 155 

da fonte de exposição, da espécie infectante e da imunidade do hospedeiro. Dentre os possíveis 156 

sítios de infeção por MNT, destaca-se que as doenças pulmonares são as mais frequentes 157 

(DeFlorio-Barker et al., 2021; Johnson; Odell, 2014), estando associada a ocorrência de 158 

sintomas semelhantes aos causados pela TB, como tosse, perda de peso e febre (Gopalaswamy 159 

et al., 2020; Winthrop et al., 2017). Além disso, entre as espécies de MNT patogênicas em 160 

humanos, as mais prevalentes são os membros do CMAV, M. kansasii e os membros do CMAB 161 

(Ahmed et al., 2020; Busatto et al., 2020; Gopalaswamy et al., 2020). 162 

Os membros do CMAV são micobactérias de crescimento lento que constituem um 163 

grupo heterogêneo, mas intimamente relacionado que compartilham de 85% a 93% das 164 

sequências genômicas totais e mais de 99,5% da sequência do rRNA 16S (van Ingen et al., 165 

2018). O espectro de doenças causadas por todos os membros do CMAV não é conhecido. 166 

Contudo, as doenças pulmonares causadas por M. avium, M. intracellulare e M. chimaera são 167 

as mais comuns (Gopalaswamy et al., 2020; Griffith et al., 2007; van Ingen et al., 2018). Além 168 

disso, as manifestações clínicas associadas às doenças causadas por esse grupo ainda não são 169 

bem definidas, visto que a diferenciação entre as espécies não é realizada clinicamente. No 170 

entanto, alguns estudos sugerem diferenças na patogenicidade, com taxas variáveis de resposta 171 

ao tratamento de doenças pulmonares e de mortalidade entre pacientes infectados por M. 172 

intracellulare, M. avium ou M. chimaera (Azar et al., 2020; Boyle et al., 2015; Jhun et al., 173 

2020; Koh et al., 2012; Mason et al., 2022). 174 
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O M. kansasii, uma MNT de crescimento lento, é considerado entre as MNT a espécie 175 

mais virulenta, sendo capaz de causar doenças pulmonares tão graves quanto o M. tuberculosis. 176 

No entanto, quando causada por isolados  sensíveis aos ATM, a doença pulmonar por M. 177 

kansasii apresenta taxas de cura que podem chegar a 90% (Daley et al., 2020; Griffith et al., 178 

2007; Guo et al., 2022; Johnston; Chiang; Elwood, 2017). As semelhanças entre M. kansasii e 179 

M. tuberculosis podem ser explicadas pela proximidade filogenética de M. kansasii com o 180 

ancestral comum do CMTB, sendo uma das últimas espécies a divergir e compartilhando pelo 181 

menos 12 genes que codificam fatores de virulência (Guan et al., 2020; Luo et al., 2021; Wang 182 

et al., 2015). 183 

Por fim, o CMAB, um grupo de micobactérias de crescimento rápido, passou por 184 

diversas alterações taxonômicas ao longo dos anos. Até 1992, o M. abscessus era considerado 185 

uma subespécie de M. chelonae, quando foi elevado aos status de espécie (Kusunoki; Ezaki, 186 

1992). Desde 2016, as antigas espécies Mycobacterium massiliense e Mycobacterium bolletii 187 

foram reclassificadas como M. abscessus subsp. massiliense e M. abscessus subsp. bolletii, 188 

respectivamente. Assim, juntamente com M. abscessus subsp. abscessus, essas subespécies 189 

passaram a compor o CMAB (Tortoli et al., 2016). Entre as micobactérias de crescimento 190 

rápido, o CMAB é considerado o mais patogênico, sendo frequentemente relacionado a doenças 191 

pulmonares. Além disso, está associado a altas taxas de resistência aos ATM devido aos seus 192 

mecanismos intrínsecos de resistência, o que torna seu tratamento um desafio clínico (Jhun et 193 

al., 2020; Pasipanodya et al., 2017). 194 

 195 

2.2. EPIDEMIOLOGIA 196 

2.2.1. Mycobacterium tuberculosis 197 

A TB, tendo o M. tuberculosis como seu principal agente etiológico em humanos, é um 198 

importante problema de saúde pública mundial, sendo impulsionada por fatores 199 

socioeconômicos e individuais, como pobreza, moradias precárias e superlotadas, infecção pelo 200 

HIV, desnutrição e comorbidades. Em 2023, estima-se que 1,25 milhões de pessoas morreram 201 

em decorrência da TB, no mundo, com um declínio progressivo nos óbitos por TB após o 202 

primeiro ano da pandemia de COVID-19 (2021:1,42 milhões; 2022: 1,32 milhões). No entanto, 203 

a Organização Mundial da Saúde (OMS) prevê que, em 2024, a TB voltou a ser a principal 204 

causa de óbitos por apenas um agente infeccioso, ultrapassando a COVID-19, e permanecerá 205 

entre as dez principais causas de óbitos no mundo (Brasil, 2019; WHO, 2020, 2024a). 206 
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Segundo as estimativas da OMS, em 2023, ocorreram 10,8 milhões de novos casos de 207 

TB, representando um acréscimo de 0,8 milhões em relação a 2019, período pré-pandêmico. 208 

Desses casos, 7,1 milhões foram notificados em 2019 e 8,2 milhões foram em 2023. O aumento 209 

nas notificações em 2023 pode ser o reflexo dos atrasos no diagnóstico da TB causados pela 210 

COVID-19 nos anos anteriores, mas também demonstra uma recuperação dos serviços de 211 

diagnóstico da TB. Apesar dos avanços, ainda existem lacunas diagnósticas importantes, com 212 

cerca de 25% das pessoas com TB não sendo diagnosticadas e tratadas (WHO, 2020, 2024a) 213 

Essas lacunas diagnósticas são mais pronunciadas nos países em desenvolvimento, onde 214 

a maioria dos casos de TB, em 2023, estavam concentrados: Sudeste Asiático (45%), África 215 

(24%) e Pacífico Ocidental (17%). Nesse mesmo ano, na região das Américas, que representou 216 

3,2% da carga mundial,  foram estimados cerca de 35 mil óbitos e 342 mil casos novos de TB, 217 

dos quais cerca de 37,1% (13 mil óbitos) e 30,1% (103 mil casos novos) foram no Brasil (WHO, 218 

2024a). Do total de casos estimados no Brasil, cerca de 77,9% dos casos novos (80.012 casos) 219 

foram notificados (Brasil, 2024). Neste cenário, o Brasil se mantem entre os 30 países 220 

prioritários para o controle da TB pela OMS, devido à alta carga de TB e à coinfecção TB-HIV 221 

(7.451 casos, em 2023) (Brasil, 2024; WHO, 2024a). 222 

O Brasil possui 27 Unidades Federativas (UF), estando o Rio Grande do Sul (RS) entre 223 

as cinco primeiras UF com maior proporção de casos novos (4.584 casos) e óbitos por TB (337 224 

óbitos) em 2023, além de apresentar incidências superiores a nacional (40 casos/100 mil 225 

habitantes e 2,9 óbitos/100 mil habitantes versus 37,3 casos/100 mil habitantes e 2,8 óbitos/100 226 

mil habitantes). Além disso, o RS é a UF com a maior taxa de coinfecção TB-HIV, com 16,2%, 227 

superando a taxa nacional (9,3%). Destaca-se que, entre os casos novos de TB registrados no 228 

RS, 3.952 eram pulmonares e destes, 72,1% foram confirmados por critérios laboratoriais 229 

(baciloscopia, Xpert ou cultura) (Brasil, 2024). 230 

O RS possui 10 municípios prioritários para o controle da TB, que representam 70% da 231 

carga da doença no estado. Entre esses municípios, destaca-se Rio Grande, que, segundos dados 232 

do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), registrou em 2023 um total de 233 

141 casos novos de TB (70,9 casos/100 mil habitantes), apresentando uma incidência superior 234 

à estadual e à nacional. Além disso, em 2022, foram registrados sete óbitos por TB (3,5 235 

casos/100 mil habitantes) (Brasil, 2023, 2024). 236 

 237 
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2.2.2. Micobactérias não-tuberculosas 238 

A epidemiologia das DP-MNT não é conhecida, principalmente devido à ausência de 239 

notificação obrigatória na maioria dos países (De Lima Mota et al., 2017; Greif et al., 2020; 240 

Prevots et al., 2017; Puga et al., 2018; Winthrop et al., 2017). No entanto, estudos realizados 241 

em países desenvolvidos e/ou com baixas cargas de TB relataram que as DP-MNT parecem 242 

estar se tornando mais prevalentes que a TB (Donohue, 2021; Hoefsloot et al., 2013; López-243 

Roa et al., 2020; Prevots et al., 2017; Thomson, 2010). Em países em desenvolvimento, o 244 

impacto dessas doenças é frequentemente encoberto pela alta incidência da TB, devido às 245 

semelhanças nos seus quadros clínicos (Hoefsloot et al., 2013; Hu et al., 2019; Okoi et al., 246 

2017; Puga et al., 2018).  247 

Relatos de doenças causadas por MNT ganharam destaque com a emergência do HIV, 248 

quando espécies de MNT passaram a ser isoladas com maior frequência nesta população 249 

(Griffith et al., 2007; Rocha; Felgueiras; Duarte, 2020). Além do HIV, diversos determinantes 250 

de saúde, ambientais e individuais vêm sendo descritos como fatores de risco para doenças 251 

causadas por MNT. Dentre eles estão, a presença de comorbidades, como bronquiectasias, 252 

fibrose cística e doença pulmonar obstrutiva crônica, história prévia de TB, imunosenescência, 253 

contato com o solo e água contaminados e realização de procedimentos médicos invasivos ou 254 

estéticos (da Costa et al., 2013; Donohue, 2021; Forbes et al., 2018; Gopalaswamy et al., 2020; 255 

Nunes-Costa et al., 2016). 256 

A prevalência do isolamento das espécies de MNT apresenta uma heterogeneidade 257 

geográfica (Tabela 2), podendo variar também de acordo com a fonte de infecção, presença de 258 

comorbidades e forma de apresentação clínica. No entanto, como já mencionado anteriormente, 259 

os membros do CMAV, do CMAB e M. kansasii são as espécies de MNT mais frequentemente 260 

isoladas. Vale destacar, que essas espécies são responsáveis por mais de 90% dos casos 261 

relatados de DP-MNT no mundo (Lipman et al., 2020; Thornton et al., 2021). 262 
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Tabela 2. Frequência das espécies de micobactérias não-tuberculosas mais isoladas em países da Ásia, Europa, África, América do Norte e América 263 

do Sul. 264 

País CMAV CMAB M. kansasii M. chelonae M. fortuitum M. gordonae M. malmoense M. xenopi M. simiae 

Ásia          

China (2008-2020) 48% 21,6%* 15% NA 5,1% 3,2% NI NI NI 

Índia (1981-2020) 13,6% 19,3% 1,5% 11,9% 16,6% 4,8% NI NI 3,5% 

Singapura (2011-2016) 15,3% 45,6%* 13,5% NA 16,8% 3,5% NI NI NI 

Taiwan (2007-2010) 32,4% 9,2% 9,8% 17,6% 17% 7% NI NI NI 

Coreia do Sul (2007-2019) 63,9% 6,6% 4,1% 1,4% 3,4% 1,2% NI NI NI 

Japão (2001-2016) 66,7% 12,5% 1,9% 4,3% 4,7% 6% NI NI NI 

Europa          

Escócia (2000-2010) 44,8% 13,7% 3,9% 2,6% NI NI 21,7% 4,5% NI 

Irlanda (2007-2012) 70,3% 5,4% NI 5,4% NI 10,8% 2,7% NI NI 

Reino Unido (2007-2014) 52,5% 8,4% NI 8,4% NI 15,2% 4,7% 7,9% NI 

Portugal (2005-2014) 48,2% 1,6% 5,8% 7,9% NI 13,7% 13,7 NI NI 

Espanha (1994-2017) 49,8% 1,8% 9,5% 3,8% 6% 6,7% NI 4,7% NI 

França (2002-2014) # 59% 3% 11,6% <1% 1,9% NI NI 18% NI 

Grécia (2007-2013) # 50% 8,3% NI NI 8,3% 8,3% NI 8,3% NI 

República Tcheca (2012-2018) # 47,2% 1,3% 23,8% 2,3% 2% NI 2% 18,2% NI 

Alemanha (2006-2016) 33,3% 9,3% NI NI NI NI 23,6% 15,2% NI 

Holanda (2008-2013) # 54% 6,3% 9,5% NI NI NI 11,1% NI 4,8% 

*Identificação dos membros do complexo M. abscessus (CMAB) e do M. chelonae sem distinção. #Espécies isoladas de casos de doenças pulmonares causadas por MNT. NA: 265 
Não se aplica. NI: Não identificado. CMAV: Complexo M. avium. Fonte: Adaptado de: Barnes; Rojo; Moretto (2004); Busatto et al. (2020); Chaptal et al. (2022); de Lima et 266 
al. (2013); Greif et al. (2020); Imperiale et al. (2012); Lima et al. (2022); Llerena; Valbuena; Zabaleta (2018); Pedro et al. (2008, 2017); Prevots et al. (2023); Puga et al. (2018); 267 
Zamarioli et al. (2008).268 
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Continuação. Tabela 2. Frequência das espécies de micobactérias não-tuberculosas mais isoladas em países da Ásia, Europa, África, América do 269 

Norte e América do Sul. 270 

País CMAV CMAB M. kansasii M. chelonae M. fortuitum M. gordonae M. malmoense M. xenopi M. simiae 

África          

Tunísia (2002-2016) NI NI 23,3% 10% 16,7% 6,6% NI NI NI 

Gana (2012-2014) 47,9% 9,6%* 1,3% NA 2,7% NI NI NI 5,1% 

Botsuana (2012-2014) 50% NI NI NI 2,6% 7% 3,9% NI 3,5% 

Quênia (2020) 31% 14% NI NI 20% NI NI NI NI 

Etiópia (2017) 14,3% 14,3% 2,9% NI 11,4% 8,6% NI NI 42,9% 

América do Norte          

Estados Unidos (2005-2019) 8,1-82,2% 4,1-37% <1-4,7% <2% NI-24% NI-20,4% NI NI NI-2,9% 

Canadá (1998-2010) 50,5 2,2 1,3 1,5 5% 12,8 NI 21,6 NI 

México (2001-2017) # 47 27,3 7,6 NI 27,3 NI NI NI NI 

América do Sul          

Argentina (1991-2010) # 57,6-75% NI 3-10,6% 1,5-6% 3-16% NI-10,6% NI NI-1,5% NI-3% 

Brasil (1993-2016) 12-73,4% 1,9-32% NI-33,6% NI-2,5% NI-20% NI-30% NI NI NI 

Colômbia (2012-2016) 42,1% 27,5% 3,3% 5,5% 13,2% 0,4% 0,4% NI 1,1% 

Guiana Francesa (2008-2018) 29,2% 3,4% 2% NI 23,1% 4,8% NI 0,7% 0,7% 

Uruguai (2006-2018) 57,6% 1,2% 8,2% 3,1% 3,1% 5,9% NI 0,8% 1,2% 

*Identificação dos membros do complexo M. abscessus (CMAB) e do M. chelonae sem distinção. #Espécies isoladas de casos de doenças pulmonares causadas por MNT. NA: 271 
Não se aplica. NI: Não identificado. CMAV: Complexo M. avium. Fonte: Adaptado de: Barnes; Rojo; Moretto (2004); Busatto et al. (2020); Chaptal et al. (2022); de Lima et 272 
al. (2013); Greif et al. (2020); Imperiale et al. (2012); Lima et al. (2022); Llerena; Valbuena; Zabaleta (2018); Pedro et al. (2008, 2017); Prevots et al. (2023); Puga et al. (2018); 273 
Zamarioli et al. (2008).274 
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Embora as MNT sejam consideradas patógenos oportunistas, o relato de DP-MNT está 275 

aumentando exponencialmente em todo mundo (Donohue, 2021; Halstrom; Price; Thomson, 276 

2015; Park et al., 2020; Prevots et al., 2017), impulsionado pelo  aprimoramento das técnicas 277 

diagnósticas para o isolamento e identificação das espécies (Griffith et al., 2007; López-Roa et 278 

al., 2020; Park et al., 2021; Puga et al., 2018; Sviridov et al., 2024).  279 

Na Coreia do Sul, a prevalência de DP-MNT aumentou de 2009 para 2016, passando de 280 

9,4 para 36,1 casos por 100 mil habitantes, sendo o M. intracellulare, membro do CMAV, a 281 

espécie mais frequente, enquanto a prevalência de TB diminuiu de 106,5 para 74,4 no mesmo 282 

período (Prevots et al., 2023; Yoon; Choi; Ki, 2017). No Japão, um estudo nacional observou 283 

um aumento da incidência de DP-MNT de 5,7 em 2007 para 14,7 casos por 100 mil habitantes 284 

em 2014, com  maior frequência de M. avium entre esses casos (Namkoong et al., 2016). Poucos 285 

dados estão disponíveis para outras regiões asiáticas, porém, as taxas de isolamento de espécies 286 

de MNT para Taiwan, China, Índia e Singapura foram compiladas por Prevots et al. (2023) e 287 

podem ser observadas na Tabela 2. 288 

Para a Europa, Prevots et al. (2023) analisaram estudos publicados entre 2014 e 2022 289 

em dez países e observaram uma estabilidade na taxa de incidência de DP-MNT na França 290 

(1,025 em 2010 e 1,096 casos por 100 mil habitantes em 2017), um aumento nessa taxa no 291 

Reino Unido (22,9 em 2006 e 40,99 casos por 100 mil habitantes em 2016), e um aumento na 292 

taxa de prevalência de DP-MNT na Holanda (2,3 em 2012 e 5,9 casos por 100 mil habitantes 293 

em 2019) e Alemanha (2,3 em 2009 e 3,3 casos por 100 mil habitantes em 2014). Apenas taxas 294 

acumulativas de incidência de DP-MNT estavam disponíveis para a Escócia (2,43 de 2000 a 295 

2010), República Tcheca (1,1 de 2012 a 2018) e Grécia (8,8 de 2007 a 2013). Na Espanha, 296 

apenas as taxas acumulativas de prevalência de DP-MNT e de isolamento de MNT foram 297 

descritas, sendo 42,8 e 113,2 casos por 100 mil habitantes de 1994 a 2014, respectivamente. 298 

Apesar da variabilidade de dados entre os países europeus, em relação a identificação das MNT, 299 

os membros do CMAV foram as espécies mais frequentes (Tabela 2). 300 

Na África, dados nacionais sobre as taxas de prevalência e incidência do isolamento de 301 

MNT e de DP-MNT não estão disponíveis. Contudo, em uma revisão sistemática, que incluiu 302 

dados de Botsuana, Gana, Quenia e Etiópia, foi observada uma frequência maior de isolamento 303 

do CMAV, com predomínio de M. intracellulare. Já na Etiópia, o isolamento de M. simiae 304 

supera a frequência de CMAV (42,9% contra 14,3%), enquanto na Tunísia a espécie mais 305 

isolada foi M. kansasii. Apesar da variação nas taxas de isolamento de MNT dentro do 306 

continente africano, os membros do CMAV foram as espécies mais identificadas (Tabela 2). 307 
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Para os estudos com dados suficientes para definir DP-MNT, o M. kansasii foi a espécie 308 

infectante mais frequente (Prevots et al., 2023). 309 

Nos Estados Unidos os casos de DP-MNT são mais prevalentes que os casos de TB. Um 310 

estudo nacional observou que as taxas de prevalência e de incidência da DP-MNT aumentaram 311 

de 2008 para 2015, com taxas de 6,8 e 3,1 versus 11,7 e 4,7 casos por 100 mil habitantes, 312 

respectivamente (Winthrop et al., 2020). Estudos realizados na Flórida (aumento de 14,3 para 313 

22,6 casos por 100 mil habitantes) e Havaí (aumento de 9 para 19 casos por 100 mil habitantes) 314 

confirmam esse aumento temporal (Adjemian et al., 2017; Kambali et al., 2021). Assim como 315 

nos Estados Unidos, o aumento da taxa de prevalência de DP-MNT também foi registrado no 316 

Canadá, de 4,65 em 1998 para 9,1 casos por 100 mil habitantes em 2010 (Brode et al., 2017; 317 

Raats et al., 2022). No México, apenas taxas gerais de incidência de doenças causadas por MNT 318 

de crescimento lento e rápido foram calculadas para o período de 2001 a 2017, variando de 0,2 319 

para 4,8 casos por 100 mil habitantes e de 0,2 para 2,1 casos por 100 mil habitantes, 320 

respectivamente (Lopez-Luis et al., 2020).  321 

Em relação as taxas de prevalência de isolamento de MNT (Tabela 2), estudos 322 

regionalizados nos Estados Unidos observaram que houve um aumento de 20 para 44 casos por 323 

100 mil habitantes de 2005 a 2013 no Havai, e de 2 para 48 casos por 100 mil habitantes de 324 

2007 a 2011 em ilhas do pacífico afiliadas aos Estados Unidos, com predominância do CMAV 325 

(63,7% e 31,4%, respectivamente) (Adjemian et al., 2017; Lin et al., 2018). Da mesma forma, 326 

estudos realizados no Canadá registraram o aumento da taxa de isolamento de MNT entre os 327 

anos 1998 e 2010 (11,4 para 22,2 casos por 100 mil habitantes), com predomínio dos membros 328 

do CMAV, especialmente M. avium (Brode et al., 2017; Raats et al., 2022). 329 

Na América Latina, os boletins relatando o isolamento ou DP-MNT são escassos, o que 330 

pode ser resultado de uma baixa frequência de casos ou da subestimação dos mesmos devido à 331 

falta de capacidade diagnóstica para a identificação de MNT. Uma revisão sistemática realizada 332 

por MORA et al. (2021), utilizando estudos disponíveis para sete países latino-americanos,  333 

observou que o CMAV foi o mais prevalente nos casos de isolamento e  de doenças causadas 334 

por MNT, seguido do CMAB, M. chelonae, M. fortuitum e M. kansasii. Além disso, o estudo 335 

observou que as doenças extrapulmonares eram mais frequentes que a doença pulmonar, 336 

contudo, um viés do estudo pode explicar este dado, uma vez que muitos estudos avaliados 337 

relatavam infecções de pele causadas por micobactérias de crescimento rápido adquiridas após 338 

procedimentos estéticos (Mora et al., 2021). 339 
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De maneira geral, nos estudos publicados em cinco países da América do Sul, os 340 

membros do CMAV foram os mais prevalentes nos casos de isolamento de MNT, variando de 341 

29,2% na Guiana Francesa a 75% na Argentina (Barnes; Rojo; Moretto, 2004; Busatto et al., 2020; 342 

Chaptal et al., 2022; Couto de Mello et al., 2013; da Costa et al., 2013; de Lima et al., 2013; Greif et al., 2020; 343 

Imperiale et al., 2012; Lima et al., 2022; Llerena; Valbuena; Zabaleta, 2018; Matos et al., 2004; Pedro et al., 2008, 344 

2017; Puga et al., 2018; Zamarioli et al., 2008). A incidência de DP-MNT é desconhecida, contudo, 345 

em estudos realizados na Colômbia, Argentina e Guiana Francesa, dos casos de isolamento de 346 

MNT, 57,4%, 61,1% e 21,1% dos casos, respectivamente, cumpriam os critérios da American 347 

Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America (ATS/IDSA), configurando-se como 348 

casos de doença pulmonar. Os membros do CMAV, principalmente M. avium, do CMAB e M. 349 

kansasii foram as principais espécies infectantes identificadas nesses casos (Chaptal et al., 350 

2022; Imperiale et al., 2012; Llerena; Valbuena; Zabaleta, 2018).  351 

Dentre os países latino-americanos, o Brasil é o país com maior número de produções 352 

avaliando a frequência de MNT. Segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Saúde, 353 

entre os anos de 2013 e 2019, foram notificados 2.731 casos novos de DP-MNT, sendo 22,8%, 354 

22,4% e 12,4% dos casos causados por M. kansasii, CMAV e CMAB, respectivamente. No 355 

mesmo período, a região sudeste foi responsável por 56,9% dos casos notificados no país, 356 

seguida da região sul (16,9%) e nordeste (13,7%) (Brasil, 2021). Apesar da maior prevalência 357 

do CMAV, destaca-se que a distribuição das MNT varia geograficamente, como pode ser 358 

observado na Figura 1. 359 

 Ainda, durante o período de 2013 a 2019, o estado do RS foi responsável por 46,2% 360 

dos casos de DP-MNT da região sul do Brasil (213/461), sendo 27,7%, 9,9% e 8,9% dos casos 361 

causados pelo CMAV, M. kansasii e CMAB, respectivamente (Brasil, 2021). Um estudo 362 

realizado por Carneiro et al. (2018) entre 2003 e 2013 em um Hospital de Porto Alegre, capital 363 

do estado do RS, observaram que 74% dos casos suspeitos de DP-MNT preencheram os 364 

critérios da ATS/IDSA, e que foram  causados principalmente por M. avium (26%), M. kansasii 365 

(17%) e CMAB (12%). Em um estudo realizado no município do Rio Grande, em 7,5% dos 366 

casos suspeitos de TB foram identificadas MNT, principalmente M. avium (72%) e CMAB 367 

(20%). Além disso, 52% desses casos ocorreram entre pessoas vivendo com HIV (PVHIV), o 368 

que vai de encontro a outros estudos que apresentam maior frequência de doenças pulmonares 369 

causadas por M. avium entre essa população (Busatto et al., 2020). 370 
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Figura 1. Frequência das espécies de micobactérias não-tuberculosas (MNT) mais isoladas em Unidades 371 

Federativas do Brasil. *Espécies isoladas de casos de doença pulmonar causadas por MNT. #Identificação de 372 

Complexo M. abscessus e M. chelonae sem distinção. Fonte: Adaptado de: Busatto et al. (2020); Couto de Mello 373 

et al. (2013); da Costa et al. (2013); de Lima et al. (2013); Lima et al. (2022); Matos et al. (2004); Pedro et al. 374 

(2008, 2017); Puga et al. (2018); Zamarioli et al. (2008). 375 

 376 

2.3. ESQUEMAS TERAPÊUTICOS 377 

O esquema básico de tratamento da TB causada por cepas de M. tuberculosis sensíveis 378 

aos ATM tem duração de seis meses, com administração de isoniazida (INH), rifampicina 379 

(RMP), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) por dois meses (fase de ataque), seguido por 380 

quatro meses com INH e RMP (fase de manutenção). Quando administrado adequadamente, 381 

esse esquema terapêutico apresenta uma taxa de sucesso de aproximadamente 88% em 382 

pacientes imunocompetentes e de 79% em PVHIV/AIDS. No entanto, devido ao tempo 383 

prolongado de tratamento e aos possíveis efeitos adversos, alguns pacientes interrompem o 384 

tratamento, o que favorece o surgimento de cepas resistentes aos ATM e possibilita a 385 

manutenção da cadeia de transmissão do M. tuberculosis (Brasil, 2019; WHO, 2024a). 386 
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Os casos de TB causados por cepas de M. tuberculosis resistentes aos ATM, 387 

especialmente por cepas multidroga-resistentes (MDR; resistentes a pelo menos INH e RMP) 388 

e por cepas extensivamente resistentes (XDR; resistentes a INH, RMP, a pelo menos uma 389 

fluoroquinolona e a linezolida ou bedaquilina), representam um grande desafio para o controle 390 

da TB (Brasil, 2022; WHO, 2024a). Isto ocorre, pois, esses casos requerem tratamentos com 391 

duração mínima de 18 meses, com maior toxicidade, custo elevado e menor efetividade. 392 

Segundo a OMS, a taxa de sucesso dos esquemas terapêuticos é significativamente menor para 393 

esses casos, variando de 61% a 68% (Ryckman et al., 2024; WHO, 2024a). A elaboração dos 394 

esquemas terapêuticos para a TB resistente deve considerar o tipo de resistência aos ATM 395 

(monorresistência, MDR e XDR) e a classificação dos ATM padronizados pela OMS para a 396 

composição dos mesmos (Brasil, 2019) 397 

Para o tratamento das doenças causadas por MNT, a escolha dos esquemas terapêuticos 398 

deve considerar diversos fatores microbiológicos e clínicos. Portanto, além da identificação do 399 

agente etiológico, da apresentação da doença (pulmonar, extrapulmonar ou disseminada) e dos 400 

resultados de testes de sensibilidade aos ATM, a possibilidade de cura e a tolerância do paciente 401 

à toxicidade dos ATM utilizados são cruciais e influenciam diretamente a decisão terapêutica 402 

(Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007). Vale destacar que, em alguns casos o 403 

acompanhamento do paciente é recomendado em vez da administração de esquemas 404 

terapêuticos devido à alta toxicidade, ao custo elevado e às taxas de sucesso de tratamento 405 

dependentes do agente etiológico (Daley et al., 2020). 406 

Diversas combinações de ATM são recomendadas por órgãos nacionais e internacionais 407 

como, o Ministério da Saúde e a ATS/IDSA, para o tratamento de infecções causadas por MNT 408 

(Brasil, 2021; Daley et al., 2020). No entanto, as diretrizes mantêm a base dos esquemas 409 

terapêuticos, estabelecendo que é fundamental a administração de pelo menos três ATM, para 410 

reduzir a aquisição de resistência aos ATM, por no mínimo 12 meses após a conversão da 411 

cultura ou por 18 meses quando não é possível coletar amostras de escarro (Brasil, 2021; Daley 412 

et al., 2020; Griffith et al., 2007). 413 

Para doenças causadas por membros do CMAV (Tabela 3), a base dos esquemas 414 

terapêuticos são os macrolídeos, principalmente claritromicina ou azitromicina, que podem 415 

causar uma melhora sintomática e regressão da doença (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith 416 

et al., 2007). Estudos avaliando os esquemas terapêuticos utilizados para o tratamento de 417 

doenças pulmonares causadas pelo CMAV mostraram que a utilização de macrolídeos resulta 418 

em taxas médias de sucesso do tratamento de 60% (55,1% a 68,1%) (Cheng et al., 2022; Kwak 419 



Referencial teórico 

 
35 

 

et al., 2017; Nasiri et al., 2020; Nguyen et al., 2025). Em casos de aquisição de resistência aos 420 

macrolídeos, a taxa de sucesso do tratamento reduz significativamente, variando de 11% a 36%, 421 

o que demonstra que a sensibilidade aos macrolídeos está diretamente relacionada ao sucesso 422 

de tratamento de doenças causadas por estre grupo (Kadota et al., 2015; Moon et al., 2016; 423 

Nguyen et al., 2025; Park et al., 2019).  424 

 425 

Tabela 3. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo CMAV. 426 

Apresentação da doença Tratamento recomendado Tempo de tratamento 

Geral, sem complicações 

CLA; 

RMP ou RMP + INH*; e 

EMB 
18 meses ou 12 meses após 

conversão da cultura 

Formas graves e cavitárias 

AMI (3-6 meses#); 

CLA; 

RMP ou RMP + INH; e 

EMB 

Fonte: Adaptado de: Brasil (2021). *O uso de RMP + INH deve ser considerado quando houver indisponibilidade 427 
de RMP isolada. #Tempo dependente da evolução clínica do paciente. CLA: Claritromicina; RMP: Rifampicina; 428 
INH: Isoniazida; EMB: Etambutol; AMI: Amicacina. 429 

 430 

É importante destacar que  a diferenciação dos membros do CMAV não é realizada 431 

rotineiramente, de modo que não estão bem elucidados os fatores de risco, virulência e 432 

variabilidades terapêuticas entre as espécies (Griffith et al., 2007). Estudos relatam que o M. 433 

intracellulare parece responder melhor ao tratamento de doenças pulmonares e tem menores 434 

taxas de recidiva quando comparado ao M. avium, além de ser mais prevalente entre pacientes 435 

imunocompetentes (Boyle et al., 2015; Chang et al., 2020). Em contrapartida, outros estudos 436 

relatam menores taxas de resposta ao tratamento (56% versus 74%) e maiores taxas de 437 

mortalidade (20,3% a 45,5% versus 8% a 27,9%)  entre pacientes com M. intracellulare em 438 

comparação com M. avium (Azar et al., 2020; Hwang et al., 2017; Jhun et al., 2020; Koh et al., 439 

2012). Por fim, o M. chimaera parece ser menos virulento e menos frequente em doenças 440 

pulmonares (Boyle et al., 2015; Mason et al., 2022). Portanto, destaca-se que, apesar de não ser 441 

realizada de forma rotineira, a diferenciação dos membros do CMAV, especialmente M. avium 442 

e M. intracellulare, pode ter implicações prognósticas e terapêuticas importantes. 443 

Para doenças pulmonares causadas por M. kansasii, a base do esquema terapêutico é a 444 

RMP, que apresenta altas taxas de sucesso terapêutico (89,9%). A escolha dos ATM 445 

complementares à RMP não é clara, contudo, recomenda-se o esquema combinado de RMP, 446 
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EMB e INH devido aos bons resultados terapêuticos alcançados (Brasil, 2021; Cheng et al., 447 

2022; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007; Sharma; Upadhyay, 2020) (Tabela 4). Embora 448 

sejam descritas taxas de resistência mais baixas do M. kansasii frente a RMP, claritromicina e 449 

amicacina, altas taxas de resistência a BEM (47,9% a 76,7%) e INH são relatadas (16,8% a 450 

97,8%) (Akrami; Dokht khosravi; Hashemzadeh, 2023; Guo et al., 2022; Zhang et al., 2023). 451 

Neste cenário, é fortemente recomentada a realização do teste de sensibilidade aos ATM, 452 

especialmente frente a RMP (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Haworth et al., 2017). 453 

 454 

Tabela 4. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo M. kansasii. 455 

Apresentação da doença Tratamento recomendado  Tempo de tratamento 

Geral, sem complicações: 

Sensível à RMP 

RMP + INH; e 

EMB 

18 meses ou 12 meses após 

conversão da cultura 

Geral, sem complicações: 

Resistente à RMP 

INH; 

EMB; e 

CLA 

Geral, sem complicações* 

RMP + INH; 

EMB; e 

CLA 

Formas graves e cavitárias 

AMI (3-6 meses#); 

RMP + INH; 

EMB; e 

CLA 

Fonte: Adaptado de: Brasil (2021). *Esquema terapêutico utilizado na ausência de testes de sensibilidade aos 456 
ATM. #Tempo dependente da evolução clínica do paciente. CLA: Claritromicina; RMP: Rifampicina; INH: 457 
Isoniazida; EMB: Etambutol; AMI: Amicacina. 458 

 459 

Vale ressaltar que, apesar das similaridades entre as doenças pulmonares causados por 460 

M. kansasii e a TB, incluindo os esquemas terapêuticos, o M kansasii é intrinsicamente 461 

resistente a PZA, é menos sensível ao EMB e à INH do que o M. tuberculosis, e requer 462 

esquemas terapêuticos mais longos (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007; 463 

Sharma; Upadhyay, 2020).  Além disso, é possível que a utilização do esquema terapêutico 464 

anti-TB de forma empírica leve à aquisição de resistência a RMP, EMB e/ou INH e, portanto, 465 

a identificação correta da espécie infectante é crucial para um melhor prognóstico do paciente 466 

(Zhang et al., 2023). 467 

Quando se trata do tratamento de doenças causadas por CMAB, ainda não há um 468 

esquema terapêutico de eficiência comprovada. Entretanto, o uso de macrolídeos combinado a 469 
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pelo menos outros três ATM, selecionados com base no perfil de sensibilidade, é recomendado 470 

(Tabela 5). Além disso, em doenças pulmonares causadas por CMAB, a ressecção cirúrgica de 471 

envolvimentos pulmonares associada a utilização de macrolídeos, oferece uma melhor 472 

probabilidade de cura (Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007).  473 

As taxas de mortalidade dos pacientes com doenças causadas por CMAB são altas 474 

(11,4% a 50,6%), enquanto as taxas de sucesso terapêutico são baixas, podendo estar em torno 475 

de 30% em casos associados a resistência aos macrolídeos (Cheng et al., 2022; Jhun et al., 476 

2020; Kang et al., 2024). Isto se deve à resistência intrínseca das espécies do CMAB a diversos 477 

ATM, além da resistência induzida a macrolídeos, que são a base dos esquemas terapêuticos 478 

(Alexander et al., 2025; Ju et al., 2025; Kang et al., 2024; Pasipanodya et al., 2017; Sharma et 479 

al., 2019). Devido a essas singularidades, o esquema terapêutico das doenças causadas por 480 

CMAB é mais longo, com uma fase de ataque de no mínimo um mês e uma fase de manutenção 481 

de pelo menos 12 meses (Brasil, 2021; Daley et al., 2020). 482 

 483 

Tabela 5. Esquemas terapêuticos para o tratamento de doenças causadas pelo CMAB. 484 

Apresentação da doença Tratamento recomendado  Tempo de tratamento 

Geral 

 

FASE DE ATAQUE: 

AMI injetável (3x/semana); 

TGC; 

IMP ou ERT; 

CLA; e 

CFZ 

1 a 3 meses: 

Dependente da evolução clínica 

FASE DE MANUTENÇÃO: 

AMI inalatória; 

CLA; 

CFZ; e 

MFX 

18 meses ou 12 meses após 

conversão da cultura 

Fonte: Adaptado de: Brasil (2021). AMI: Amicacina; TGC: Tigeciclina; IMP: Imipenem; ERT: Ertapenem; 485 
CLA: Claritromicina; CFZ: Clofazimina; MFX: Moxifloxacina. 486 

 487 

Devido aos rigorosos critérios clínicos, radiológicos e microbiológicos para o 488 

diagnóstico de DP-MNT e à sintomatologia semelhante à da TB, o tratamento anti-TB é 489 

frequentemente iniciado empiricamente antes da identificação da espécie infectante (Daley et 490 

al., 2020; Griffith et al., 2007). No entanto, os ATM anti-TB são apenas parcialmente eficazes 491 

para o tratamento de DP-MNT, podendo contribuir para o desenvolvimento de resistência aos 492 
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ATM. Além das taxas reduzidas de sucesso dos esquemas terapêuticos recomendados, o 493 

diagnóstico e o tratamentos tardios de DP-MNT também resultam em desfechos clínicos 494 

desfavoráveis. Portanto, para garantir a introdução de esquemas terapêuticos eficazes, a 495 

identificação rápida e correta da espécie infectante é crucial (Bryant et al., 2016; Gopalaswamy 496 

et al., 2020; Griffith et al., 2007; Halstrom; Price; Thomson, 2015; Luthra; Rominski; Sander, 497 

2018; Twabi et al., 2021). 498 

 499 

2.4. DIAGNÓSTICO 500 

Convencionalmente, o diagnóstico da TB baseia-se em critérios clínicos, achados 501 

radiológicos de tórax e métodos microbiológicos bem estabelecidos (Brasil, 2019). Contudo, o 502 

diagnóstico de DP-MNT é desafiador devido às dificuldades em distingui-las clínica e 503 

radiologicamente da TB. Diagnósticos incorretos levam ao uso de esquemas terapêuticos 504 

ineficazes e resultam em piores prognósticos (subseção 2.3). Dessa forma, a DP-MNT sempre 505 

deve ser considerada, especialmente em casos de falhas terapêuticas recorrentes do esquema 506 

terapêutico anti-TB (Ahmed et al., 2020; Brasil, 2021; Griffith et al., 2007).  507 

O diagnóstico de DP-MNT envolve uma abordagem multifacetada que segue critérios 508 

clínicos, radiológicos e microbiológicos conforme recomendações da ATS/IDSA (Tabela 6) 509 

(Griffith et al., 2007). A aplicação desses critérios impede a introdução de esquemas 510 

terapêuticos desnecessários ou ineficazes, além de garantir a diferenciação entre as 511 

colonizações transitórias ou as contaminações (ambientais e amostrais), e as DP-MNT (Brasil, 512 

2021; Griffith et al., 2007; Winthrop et al., 2017).   513 
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Tabela 6. Critérios diagnósticos para o diagnóstico de doença pulmonar causada por MNT. 514 

Critérios Achados 

Clínicos 
Sintomas: Tosse crônica ou recorrente, fadiga, febre, dor torácica e perda de peso, e; 

Exclusão de outros diagnósticos (ex.: TB) 

Radiológicos 

Radiografia do tórax com opacidade nodulares ou cavitárias (fibrocavitária, principal 

característica radiográfica, com envolvimento mais marcado na pleura) ou; 

Tomografia computadorizada mostrando bronquiectasia multifocal com múltiplos 

nódulos pequenos. 

Microbiológicos 

Isolamento em cultura de pelo menos duas amostras separadas de escarro ou; 

Isolamento em cultura de pelo menos uma amostra de lavado broncoalveolar ou; 

Isolamento em cultura de uma biópsia pulmonar com histopatologia micobacteriana ou; 

Biópsia pulmonar com histopatologia micobacteriana associada ao isolamento em 

cultura de amostras de escarro ou lavado broncoalveolar. 

Visualização de bacilos álcool-ácido resistentes por baciloscopia (microscopia) 

Fonte: Adaptado de Griffith et al. (2007). 515 

 516 

Identificar a mesma espécie em duas amostras não estéreis ou em uma amostra estéril é 517 

um fator microbiológico que representa significância clínica para o diagnóstico de DP-MNT. 518 

Isto se deve à observação de que menos de 60% dos pacientes com isolamento único de CMAV 519 

e CMAB, e menos de 20% com M. chelonae, preenchem os critérios diagnósticos de doença. 520 

Entretanto, um único isolamento de M. kansasii, no contexto adequado – que atende aos 521 

critérios clínicos e radiológicos –, pode justificar a introdução imediata do esquema terapêutico 522 

(Daley et al., 2020; Sharma; Upadhyay, 2020). 523 

O diagnóstico microbiológico da TB e de DP-MNT é realizado principalmente através 524 

de métodos fenotípicos, como baciloscopia com coloração de Ziehl-Neelsen (microscopia), 525 

cultura e/ou testes bioquímicos, e métodos moleculares, que permitem a detecção e 526 

diferenciação acurada e rápida das espécies micobacterianas (Ahmed et al., 2020; Bhalla et al., 527 

2018; Brasil, 2019, 2021; Griffith et al., 2007; WHO, 2024a). Ressalta-se a importância da 528 

identificação das espécies de micobactérias através de métodos moleculares é preferível, uma 529 

vez que a identificação fenotípica pode requerer até três meses para a obtenção de resultados 530 

(Brasil, 2021). 531 

 532 
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2.4.1. Métodos fenotípicos 533 

Muitos países com altas cargas de TB são fortemente dependentes da baciloscopia para 534 

o diagnóstico da doença, devido à simplicidade, baixo custo e rapidez para a obtenção dos 535 

resultados (12 a 24 horas) (Brasil, 2022; Gopalaswamy et al., 2020; Lewinsohn et al., 2017). A 536 

baciloscopia apresenta baixa sensibilidade (20% a 80%; ≥5.000 bacilos/ml) e não é capaz de 537 

distinguir BAAR, portanto, não é capaz de diferenciar as espécies de micobactérias. Entretanto, 538 

resultados positivos na baciloscopia, associados a resultados negativos para TB por outros 539 

métodos microbiológicos, podem indicar a presença de MNT (Balikçi; Erbakan; Babalik, 2024; 540 

Brasil, 2019; Brum et al., 2016; Gopalaswamy et al., 2020; Lewinsohn et al., 2017; Sarro et 541 

al., 2021). 542 

A cultura é considerada o método padrão-ouro para o diagnóstico laboratorial da TB e 543 

de doenças causadas por MNT, apresentando alta sensibilidade (≥10 bacilos/ml), quando 544 

comparada à baciloscopia. A cultura pode ser realizada utilizando meios sólidos, tais como 545 

Ogawa-Kudoh e Löwenstein-Jensen, e em meios líquidos, tais como Middlebrook 7H9 e caldo 546 

Mueller-Hinton. Culturas líquidas fornecem resultados positivos mais rápidos (em média 14 547 

dias) em comparação com as sólidas (em média 20 dias). No entanto, as culturas sólidas 548 

permitem a quantificação bacteriana e fornecem características fenotípicas adicionais, que 549 

podem nortear a classificação das espécies micobacterianas (Brasil, 2021, 2022; Gopalaswamy 550 

et al., 2020; Griffith et al., 2007; Lewinsohn et al., 2017; Stephenson et al., 2019).  551 

A realização da cultura, no entanto, exige instalações laboratoriais complexas, que não 552 

estão disponíveis na maioria dos locais com recursos limitados. Além disso, quando comparada 553 

a outros métodos, como a baciloscopia, a cultura demanda mais tempo para a liberação dos 554 

resultados positivos (14 a 20 dias) e negativos (20 a 60 dias) (Brasil, 2019, 2021; Fang et al., 555 

2019; Gopalaswamy et al., 2020). É importante destacar que, embora a cultura, por si só, não 556 

permita a identificação das micobactérias, possibilita a realização de outros métodos para a 557 

diferenciação das espécies e a determinação do perfil de sensibilidade aos ATM (Brasil, 2021; 558 

Griffith et al., 2007; Lewinsohn et al., 2017; Sarro et al., 2021). 559 

Outros métodos fenotípicos, como testes bioquímicos e cromatografia líquida de alta 560 

performance (HPLC; High-performance liquid chromatography), podem ser utilizados para a 561 

identificação das micobactérias. No entanto, esses métodos apresentam desvantagens que 562 

levaram à sua substituição por outros métodos, especialmente moleculares (Forbes et al., 2018; 563 

Gopalaswamy et al., 2020; Griffith et al., 2007; Sharma; Upadhyay, 2020).  564 
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Os testes bioquímicos, que se baseiam em produtos de reações bioquímicas, são 565 

laboriosos e demorados. Embora sejam de baixo custo (1 a 2 dólares por amostra), apresentam 566 

baixa reprodutibilidade e acurácia, e a obtenção dos resultados pode demorar de um a dois 567 

meses. Além disso, muitas espécies de MNT intimamente relacionadas não podem ser 568 

diferenciadas e identificadas (Bhalla et al., 2018; Kazumi; Mitarai, 2012; Khieu et al., 2021). 569 

A HPLC, que se baseia na análise de padrões de ácidos micólicos, permite a 570 

identificação de micobactérias em cerca de 5 dias. Em locais em que o equipamento de HPLC 571 

está disponível, o custo por amostra é de aproximadamente 4 dólares, semelhante ao custo da 572 

cultura líquida automatizada utilizando o sistema BACTEC™ MGIT™ (BD, Nova York, 573 

EUA). No entanto, esse método requer um banco de perfis de ácidos micólicos de cepas de 574 

referência robusto e uma considerável experiência para sua execução e interpretação. Além 575 

disso, a HPLC depende da obtenção de culturas puras, o que aumenta o tempo necessário para 576 

a liberação dos resultados. Assim como os testes bioquímicos, a HPLC não é capaz de 577 

diferenciar espécies de micobactérias intimamente relacionadas, como, por exemplo, os 578 

membros dos CMAV (Forbes et al., 2018; Jeong et al., 2011; Mediavilla-Gradolph et al., 2015; 579 

Sebastian et al., 2018; Tortoli, 2014). 580 

Adicionalmente, a técnica de ionização/dessorção a laser assistida por matriz acoplada 581 

a espectrometria de massa (MALDI-TOF MS; Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-582 

Time Of Flight), baseada na análise de espectros de massa de proteínas bacterianas, tem sido 583 

cada vez mais utilizada para a identificação de micobactérias. O MALDI-TOF permite 584 

identificar quase 160 espécies micobacterianas com alta especificidade (98,6%) em cerca de 90 585 

minutos. Embora o custo inicial do equipamento seja elevado, o custo por amostra é baixo (≤ 5 586 

dólares), sendo similar a outros métodos comerciais. No entanto, devido a estrutura da parede 587 

celular das micobactérias, são necessárias etapas de pré-extração das proteínas, que exigem 588 

infraestrutura laboratorial complexa e kits de extração, aumentando o custo do teste por 589 

amostra. Vale destacar que, como outros métodos, o MALDI-TOF falha em diferenciar MNT 590 

intimamente relacionadas. (Bacanelli; Araujo; Verbisck, 2023; Brasil, 2021; Forbes et al., 591 

2018; Neuschlova et al., 2017; Sharma; Upadhyay, 2020). 592 

 593 

2.4.2. Métodos moleculares 594 

Até a década de 1990, o diagnóstico de doenças causadas por micobactérias dependia 595 

exclusivamente da utilização de métodos fenotípicos (Bhalla et al., 2018; Khieu et al., 2021). 596 
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A partir de então, diversos métodos moleculares, comerciais e in-house, foram desenvolvidos 597 

para esta identificação. Dentre esses métodos, destacam-se aqueles baseados em hibridização 598 

reversa, como o ensaio de sonda em linha (LPA; Line Probe Assay), e as técnicas de 599 

amplificação de ácidos nucleicos (NAATs; Nucleic Acid Amplification techniques) 600 

(Gopalaswamy et al., 2020; Huang; Yu; Huang, 2020). 601 

Os LPAs se baseiam na hibridização reversa de amplicons, utilizando tiras, 602 

principalmente de nitrocelulose, marcadas com sondas de DNA complementares às regiões-603 

alvo das micobactérias. A realização dos LPAs permite a identificação acurada das espécies 604 

micobacterianas, com resultados sendo obtidos em até 24 horas, com dedicação exclusiva, 605 

através da análise visual dos padrões colorimétricos na tira-teste (Huang; Yu; Huang, 2020; Lee 606 

et al., 2009; Mäkinen et al., 2006; Sebastian et al., 2018; Tortoli et al., 2001). 607 

Os LPAs podem ser realizados diretamente em amostras de escarro e apresentam alta 608 

especificidade. No entanto, sua sensibilidade está diretamente relacionada à carga bacilar na 609 

amostra, sendo reduzida em casos de microscopia negativa. Essa limitação é especialmente 610 

relevante em amostras paucibacilares, condição frequentemente observada em PVHIV/AIDS 611 

(Lara-Oya et al., 2013; Luetkemeyer et al., 2014; Maschmann et al., 2013; Meaza et al., 2017). 612 

Por esse motivo, é comum que os LPAs sejam realizados a partir de amostras positivas na 613 

microscopia e/ou de DNA extraído de culturas bacteriana (Ahmad; Mokaddas, 2019; Brandao 614 

et al., 2019; Feliciano et al., 2015; Hofmann-Thiel et al., 2011; Moga et al., 2023; WHO, 615 

2024b).  616 

Diversos kits comerciais de LPA foram desenvolvidos para a identificação de 617 

micobactérias (Tabela 7), sendo os kits Genotype® (Hain Lifescience, Nehren, Alemanha) os 618 

mais utilizados. O Genotype está disponível em cinco formatos: MTBDRplus e MTBDRsl 619 

para a identificação do CMTB e detecção de resistência à RMP, INH, etionamida, 620 

fluoroquinolonas e/ou amicacina; CM (Common Mycobacteria) e AS (Additional Species) para 621 

a identificação do CMTB e 31 espécies de MNT; e NTM-DR para a identificação de sete 622 

espécies de MNT e detecção de resistência à macrolídeos e aminoglicosídeos (Barnard et al., 623 

2012; Epperson et al., 2024; Forbes et al., 2018; Lee et al., 2009; Mäkinen et al., 2006). 624 

Destaca-se que apenas os kits Genotype MTBDRplus e MTBDRsl (NIPRO Corporation, 625 

Osaka, Japão) são endossados pela OMS (WHO, 2024b). 626 

Embora úteis para a identificação de micobactérias, os LPAs são tecnicamente 627 

complexos, demorados, exigem alto nível de infraestrutura e possuem alto custo (13-25 dólares 628 

por amostra) quando comparados com testes baseados em NAATs, como o Xpert para a 629 
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detecção do CMTB. Além disso, identificações incorretas ou a identificação de espécies em 630 

complexos podem ocorrer devido às reações cruzadas entre espécies intimamente relacionadas 631 

(Mäkinen et al., 2006; Meaza et al., 2017; Sebastian et al., 2018; Sharma; Upadhyay, 2020; 632 

Tortoli et al., 2001; WHO, 2024b).633 
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Tabela 7. Comparação de kits comerciais baseados em hibridização reversa (LPA) para a identificação e micobactérias. 634 

Característica SpeedOligo Mycobacteria1 INNO-LiPA Mycobacteria Genotype CM2/AS3 Genotype NTM-DR4 

Gene alvo 
rRNA 16S e 

ITS 16S-23S rRNA 
ITS 16S-23S rRNA 23S rRNA 

erm(41), rrl e  

rRNA 16S   

Tempo para resultados ~2 h# ~3 h# 2-3 h#  2-3 h# 

Sensibilidade: 

Microscopia positiva 
93% a 100% 

87% a 100%* 

92,7% 

92,1% a 100%* 
Sensibilidade: 

Microscopia negativa 
42% a 56% 60% 

Detecção de resistência Não Não Não 
Macrolídeos e 

aminoglicosídeos 

Micobactérias identificadas (N) 
CMTB + 

13 espécies MNT 

Mycobacterium sp. +  

16 espécies 

CMTB +  

15 e 16 espécies MNT 
7 espécies MNT 

Referências 

(Hofmann-Thiel et al., 2011; 

Lara-Oya et al., 2013; Ramis et 

al., 2015) 

(García-Agudo et al., 2011; 

Padilla et al., 2004; Suffys et 

al., 2001; Tortoli; Mariottini; 

Mazzarelli, 2003) 

(Lee et al., 2009; Mäkinen et 

al., 2006; Schildhaus et al., 

2022) 

(Epperson et al., 2024; Huh et 

al., 2019) 

#Extração de DNA, amplificação, hibridização, leitura - Não inclui o tempo de processamento e da cultura, se realizada. *Os artigos não compararam a sensibilidade do kit com 635 
resultados de microscopia. 1Venda descontinuada no Brasil. 2Identificação de M. avium, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M. 636 
scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum-M. ulcerans, M. szulgai, CMTB e M. xenopi. 3Identificação de M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, 637 
M. celatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai, M. intermedium, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M. 638 
asiaticum e M. shimoidei. 4: Identificação de M. chelonae, M.  abscessus subsp. abscessus, M.  abscessus subsp. bolletii, M.  abscessus subsp. massiliense, M. avium, M.  639 
chimaera, M.  intracellulare. rRNA: RNA ribossômico; ITS: Espaçador interno transcrito; CM: Common Mycobacteria; AS: Additional Species; MNT (NTM): Micobactérias 640 
não-tuberculosas; CMTB: Complexo M. tuberculosis. 641 



Referencial teórico 

 
45 

 

A utilização de NAATs reduziu significativamente o tempo necessário para distinguir o 642 

CMTB de MNT, quando comparadas aos métodos fenotípicos. Entre as NAAT podem ser 643 

citadas a técnica de PCR, o sequenciamento de genes por Sanger e o sequenciamento de 644 

genomas completos (WGS; Whole Genome Sequencing) (Gopalaswamy et al., 2020; Huang; 645 

Yu; Huang, 2020; Lee et al., 2018; Lewinsohn et al., 2017). Na tabela 8 estão sintetizados os 646 

principais testes baseados em NAATs descritos na literatura. 647 

A técnica de PCR-Restriction-enzyme Analysis (PRA) é baseada na análise dos padrões 648 

de restrição enzimática e foi amplamente utilizada para a diferenciação de espécies de MNT. 649 

Essa técnica envolve a amplificação de um fragmento de 439 pares de bases do gene hsp65, 650 

seguida pela digestão dos produtos de PCR utilizando as enzimas de restrição HaeIII e BstEII 651 

(Telenti et al., 1993). Por utilizar a PCR convencional, a PCR-PRA é considerada de baixo 652 

custo e relativamente rápida. No entanto, padrões de polimorfismos semelhantes entre espécies 653 

relacionadas ou pequenas diferenças nesses padrões, dificultam a interpretação dos resultados 654 

e limitam sua utilização (Huang; Yu; Huang, 2020; Macente et al., 2013). 655 

O uso da técnica de Real-Time PCR no diagnóstico de doenças infecciosas tem 656 

aumentado consideravelmente. Embora exija equipamentos caros e considerável experiência 657 

para a sua execução, essa técnica é considerada uma alternativa à hibridização e à PCR 658 

convencional. Isto se deve, especialmente, à dispensa de etapas adicionais pós-amplificação do 659 

material genético, à alta sensibilidade e especificidade, ao baixo risco de contaminação e à 660 

rapidez para a obtenção dos resultados (KIM et al., 2010; LEE et al., 2018; NAGDEV et al., 661 

2011).  662 

Além disso, a Real-Time PCR pode utilizar sondas fluorogênicas, como as de hidrólise 663 

TaqMan ou do sistema lights-on" e "lights-off, que permitem a detecção de vários alvos 664 

simultaneamente (multiplex) (KIM et al., 2010; LEE et al., 2018). Assim, testes baseados na 665 

utilização de PCR Real-Time multiplex são promissores para serem utilizados na rotina 666 

diagnóstica para a identificação do M. tuberculosis e de MNT, uma vez que economizam tempo 667 

e recursos (KIM et al., 2010; SARRO et al., 2021). 668 

Atualmente, uma das NAATs aprovadas pela OMS para o diagnóstico inicial de TB e 669 

detecção de resistência a RMP é o método comercial Xpert, um teste automatizado baseado em 670 

Hemi-Nested Real-Time PCR, e denominado como Teste Rápido Molecular para a TB pelo 671 

Ministério da Saúde. O Xpert possui duas versões: o MTB/RIF, que tem como alvo o gene 672 

rpoB, e o seu sucessor, o MTB/RIF Ultra, desenvolvido para aumentar a sensibilidade do teste 673 

para amostras paucibacilares (limite de detecção de 114 para 16 unidades formadoras de 674 



Referencial teórico 

 
46 

 

colônia/ml), utilizando como alvos o gene rpoB e as sequências de inserção 6110 e 1081. O 675 

MTB/RIF Ultra  e o MTB/RIF apresentam alta sensibilidade (88,1% versus 72,5%) e 676 

especificidade (96,2% versus 98,9%), com os resultados podendo ser obtidos em menos de 2 677 

horas, diretamente  de amostras clínicas pulmonares e extrapulmonares (Chakravorty et al., 678 

2017; Helb et al., 2010; WHO, 2020; Zhang; Xue; He, 2020) 679 

Outras plataformas moleculares foram desenvolvidos e estão em fase de avaliação para 680 

superar as limitações do equipamento tradicional (GeneXpert) do método Xpert em termos de 681 

acessibilidade (GeneXpert Edge® e GeneXpert Omni®). As plataformas Edge e Omni mantêm 682 

a detecção do CMTB e da resistência à RIF através da versão MTB/RIF Ultra, mas utilizam 683 

equipamentos portáteis operados por Tablet e smartphone, respectivamente, podendo ser 684 

utilizados em locais de difícil acesso e com infraestrutura limitada (Cordeiro-Santos et al., 685 

2020; Ejalu et al., 2022; Georghiou et al., 2021; Zidovec Lepej; Poljak, 2020). Além disso, a 686 

versão GeneXpert MTB/XDR, também recomendada pela OMS, está em fase de avaliação para 687 

detectar resistência adicional à INH, às fluoroquinolonas e aos aminoglicosídeos, utilizando 688 

como alvos os genes katG, inhA, gyrA, gyrB, rrs e eis. Esta versão tem se mostrado altamente 689 

específica (≥ 95,8%), embora a sensibilidade varie de acordo com o ATM avaliado (61,8% a 690 

96,8%) (Chen et al., 2023; Katamba et al., 2023; Saderi et al., 2022). 691 

Apesar das vantagens mencionadas, o Xpert possui um custo elevado e depende de um 692 

único fornecedor, o que dificulta sua ampla utilização em países em desenvolvimento e/ou com 693 

alta carga de TB (Boyle et al., 2014; Iram et al., 2014; Nurwidya et al., 2018; Samper; 694 

González-Martin, 2018). Além disso, embora o uso do Xpert tenha acelerado o tempo de 695 

resposta diagnóstica para TB e diferencie indiretamente o CMTB das MNT, ele não é capaz de 696 

detectar e identificar MNT de importância clínica, tornando necessária a realização de testes 697 

complementares (Brasil, 2021). 698 

Com capacidade comparável ao Xpert, o sistema TruenatTM (Molbio, Índia), outra 699 

NAAT baseada em Real-Time PCR, teve suas versões MTB, MTB plus e MTB-RIF Dx 700 

aprovadas pela OMS para o diagnóstico inicial de TB e detecção de resistência à RMP (WHO, 701 

2020). As versões Truenat MTB e MTB plus possuem sensibilidades superiores a 73% e 80%, 702 

respectivamente, e especificidade superior a 96%. Já o MTB-RIF Dx apresenta sensibilidade 703 

de 84% e uma especificidade de 95% (Meaza et al., 2021; Ngangue et al., 2022; Penn-704 

Nicholson et al., 2021). Apesar das recomendações da OMS, as três versões do Truenat ainda 705 

não possuem registros nacionais (Brasil, 2025) e não são recomendados pelo Ministério da 706 

Saúde (Brasil, 2022). 707 
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Visando a descentralização do diagnóstico de TB, o Truenat possui a vantagem de ser 708 

um teste portátil e alimentado por bateria, baseado em chips, que pode ser utilizado em locais 709 

com recursos limitados (Jose et al., 2024; Penn-Nicholson et al., 2021). É importante destacar 710 

que, a utilização do sistema Truenat para determinar o perfil de resistência à RMP, requer que 711 

as amostras positivas para o CMTB pelas versões MTB e MTB plus sejam submetidas a uma 712 

segunda análise pelo MTB-RIF. Os testes possibilitam a liberação do resultado em 713 

aproximadamente duas horas (Meaza et al., 2021; Ngangue et al., 2022; Penn-Nicholson et al., 714 

2021). Além das versões já disponíveis, estão em fase de avaliação as seguintes versões: MTB-715 

INH; MTB-FQ; MDR-TB plus; e MTB-BDQ (Vachaspathi, 2024). 716 

Além disso, outros testes baseados em NAATs automatizadas de complexidade 717 

moderada para a detecção do CMTB e de resistência à RMP e INH foram recomendados pela 718 

OMS para laboratórios centralizados (WHO, 2024b), ou estão sendo avaliados (Vachaspathi, 719 

2024). Entre os testes recomendados estão o Abbott Real-Time MTB e MTB RIF/INH 720 

(Abbott, EUA) (de Vos et al., 2021; Saavedra et al., 2021), BD MAX™ MDR-TB (Becton 721 

Dickinson, EUA) (Armstrong et al., 2023; Ko; Yoon, 2025; Ko; Yoon; Lee, 2024), Cobas® 722 

MTB e MTB-RIF/INH (Roche Diagnostics, Suíça) (de Vos et al., 2024; Nadarajan et al., 723 

2021) e FluoroType® MTB e MTBDR (Hain Lifescience, Alemanha) (Dippenaar et al., 2021; 724 

Ghebrekristos et al., 2025). Esses testes, baseados em Real-Time PCR, possibilitam a realização 725 

de um grande volume de testes simultaneamente (≥22) com elevada sensibilidade (75% a 726 

95,9%) e especificidades (80% a 100%). No entanto, a liberação dos resultados pode levar até 727 

oito horas. 728 

Apesar da diversidade de testes baseados em NAATs desenvolvidos ao longo dos anos 729 

para a identificação do CMTB, poucos testes comerciais baseados em Real-Time PCR foram 730 

desenvolvidos para discriminar o CMTB das MNT e/ou identificar as espécies de MNT. Dessa 731 

forma, a maioria dos testes baseados em Real-Time PCR são in-house e, geralmente, restritos à 732 

nível de pesquisa (Brasil, 2021).  733 

Entre os testes comerciais descritos na literatura para a discriminação do CMTB das 734 

MNT estão: AnyplexTM MTB/NTM (Seegene Inc., República da Coreia) (Kim et al., 2020; 735 

Sawatpanich et al., 2022), EZplex MTBC/NTM (Genetree Research Inc., Seul, República da 736 

Coreia) (Lee et al., 2018) e Genedia MTB/NTM (Green Cross Medical Science Corp., 737 

Chungbuk, República da Coreia) (Kim et al., 2020; Shin et al., 2020). Apenas os testes 738 

LightCycler® Mycobacterium (Roche Products, Randburg, África do Sul) (Bainomugisa et 739 

al., 2015; Gous et al., 2012; Omar et al., 2011) e MeltPro Myco Assay (Zeesan Biotech, 740 
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Xiamen, China) (Huang et al., 2022; Lin et al., 2022; Xu et al., 2019) são descritos como 741 

capazes de identificar o CMTB e espécies de MNT (Tabela 8). Até o momento, poucos estudos 742 

avaliando esses testes estão disponíveis na literatura e nenhum dos testes mencionados acima 743 

está disponível comercialmente no Brasil. 744 

O sequenciamento de genes é considerado o método padrão-ouro para a identificação 745 

de espécies e subespécies de MNT. Os alvos mais utilizados para a identificação de espécies de 746 

micobactérias são os genes rrs, hsp65 e rpoB, que codificam o rRNA 16S, a proteína de choque 747 

térmico de 65 kDa e a subunidade β da RNA polimerase, respectivamente. Apesar da sua alta 748 

sensibilidade, a discriminação de espécies geneticamente relacionadas através do 749 

sequenciamento parcial ou total de um único gene (ou região) não é suficiente, o que exige o 750 

uso de métodos complementares para a identificação. Além disso, muitos laboratórios 751 

enfrentam limitações financeiras, o que restringe seu uso na rotina diagnóstica (Brasil, 2021; 752 

Daley et al., 2020; Huang; Yu; Huang, 2020; Kazumi; Mitarai, 2012; Samper; González-753 

Martin, 2018).  754 

Entre as NAAT, o WGS é o método com maior poder de resolução para identificar e 755 

caracterizar as espécies de micobactérias, bem como detectar mutações associadas a resistência 756 

aos ATM (Bryant et al., 2013; Gopalaswamy et al., 2020; Khieu et al., 2021). Seu custo ainda 757 

é restritivo e a análise de dados exige profissionais com expertise, limitando seu uso na rotina 758 

diagnóstica, especialmente em regiões endêmicas de TB. No entanto, o uso de tecnologias de 759 

sequenciamento de nova geração (NGS; Next Generation Sequencing) tem reduzido os custos 760 

e o tempo necessário para a obtenção dos resultados genômicos (Feliciano et al., 2018; 761 

Nurwidya et al., 2018; Park et al., 2022; Vogel et al., 2021). 762 

Embora o WGS-NGS faça parte da rotina diagnóstica de laboratórios com baixa 763 

demanda e/ou com poucas limitações financeiras, a obtenção de dados genômicos de qualidade 764 

exige a utilização de cultura micobacteriana (Comín et al., 2022; Park et al., 2022; Satta et al., 765 

2018). Para superar as limitações do WGS-NGS, testes baseados em tecnologias de NGS 766 

direcionado estão sendo desenvolvidos para detectar mutações diretamente em amostras 767 

clínicas de forma rápida. Os testes de NGS direcionados desenvolvidos, até o momento, e 768 

recomendados pela OMS em 2023 para a detecção de mutações associadas a resistência à RMP, 769 

INH, PZA, EMB, fluoroquinolonas, bedaquilina, linezolida, clofazimina, amicacina, 770 

estreptomicina e/ou delamanid são Deeplex® Myc-TB test (Genoscreen) AmPORE TB test 771 

(Oxford Nanopore Diagnostics) e TBseq® test (Hangzhou ShengTing Medical Technology 772 
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Co) (Cabibbe et al., 2020; Cloutier Charette et al., 2024; Ren et al., 2024; Smith et al., 2020; 773 

WHO, 2024b). 774 

Embora os testes Deeplex e AmPORE não sejam recomendados pela OMS para a 775 

identificação de espécies de micobactérias é importante destacar que, além da detecção da 776 

resistência aos ATM, estes testes visam a genotipagem do CMTB através do locus DR do 777 

spoligotyping e a identificação de MNT através do gene hsp65. Alguns estudos aplicando esses 778 

testes para a identificação de MNT apresentaram alta concordância com o sequenciamento 779 

Sanger e/ou WGS (Buckwalter et al., 2023; Jouet et al., 2021; Opperman et al., 2024; Ren et 780 

al., 2024; Smith et al., 2020).  781 

A implementação de testes baseados em NGS direcionado pode ser uma ferramenta 782 

poderosa na detecção de mutações associadas à resistência aos ATM. No entanto, apesar dos 783 

custos relativamente mais baixos em comparação com o WGS, seu custo ainda é um obstáculo 784 

significativo, especialmente em países em desenvolvimento. A dependência do catálogo de 785 

mutações da OMS é outro fator crucial para a eficácia desses testes. Além disso, atualizações 786 

constantes das bases moleculares da resistência aos ATM são necessárias para garantir que os 787 

testes reflitam com precisão as mutações mais relevantes (Cloutier Charette et al., 2024; Ren et 788 

al., 2024; Tram et al., 2024). 789 

A utilização dos métodos citados acima para o diagnóstico de TB e de doenças causadas 790 

por MNT é de extrema importância. Entretanto, em regiões com poucos recursos, sua utilização 791 

ainda é limitada. Neste cenário, com o intuito de superar as limitações dos métodos atualmente 792 

disponíveis (Lee; Kim; Kim, 2021; Nagdev et al., 2011; Vogel et al., 2021), métodos baseados 793 

em tecnologias alternativas, como amplificação isotérmica mediada por loop e sensores BiDz, 794 

foram desenvolvidos e vêm sendo avaliados (Igarashi et al., 2017; Kim; Cha; An, 2015; Kim 795 

et al., 2010; Lee et al., 2018; Notomi et al., 2000; Ou et al., 2020; Pérez-García et al., 2017; 796 

Wood et al., 2019). Esses métodos  possuem características que os tornam opções válidas para 797 

a obtenção de métodos diagnósticos verdadeiramente point-of-care, como alta especificidade e 798 

sensibilidade, rapidez, simplicidade e baixo custo (Bernardini; Pieri; Ciotti, 2021; Deng et al., 799 

2021; Lee; Kim; Kim, 2021; Sarro et al., 2021). 800 
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Tabela 8. Métodos disponíveis comercialmente para a identificação do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias não-tuberculosas. 801 

Método 
Tempo para 

resultados 

Custo por 

amostra ($) 
Gene alvo Características 

PCR-PRA 2 dias NI 
Mais usados: 

rRNA 16S, hsp65, rpoB 

Identificação das principais espécies de MNT; 

Método não automatizado, com interpretação subjetiva 

Xpert MTB/RIF Ultra 1 h 30 min 7,97 IS6110, IS108 e rpoB 
Detectam o CMTB e resistência à RMP, sendo 

recomendados pela OMS; 

Custo elevado; 

Não identificam MNT 

Truenat MTB e 

MTB plus 
1 h 8,00 

nrdB; 

nrdZ e IS6110 

Truenat MTB-RIF Dx 1 h 8,00 rpoB 

Abbott Real-Time MTB 

~8 h NI 

IS6110 e pab; 

NAATs de moderada complexidade; 

Indicados para laboratórios centrais/referência; 

Detectam CMTB e resistência a RMP e INH; 

Tempo de resposta elevado; 

Não identificam MNT 

Abbott Real-Time MTB 

RIF/INH 
IS6110, pab, rpoB, inhA e katG 

BD MAX MDR-TB ~4 h NI IS6110, IS108, rpoB, inhA e katG 

Cobas MTB 

3 h 30 min NI 

rRNA 16S e 5 genes esx 

Cobas MTB-RIF/INH rpoB, inhA e katG 

FluoroType MTB 

4 h 20 min NI 

rpoB; 

FluoroType MTBDR rpoB, inhA e katG 
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Continuação: Tabela 8. Métodos disponíveis comercialmente para a identificação do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias não-802 

tuberculosas. 803 

Método 
Tempo para 

resultados 

Custo por 

amostra ($) 
Gene alvo Características 

Deeplex Myc-TB test 1-2 dias 50,00 

inhA, fabG1, katG, ahpC, rpoB, pncA, embB, 

rrs, gidB, rpsL, eis, tlyA, gyrA, gyrB, ethA, 

rplC, rrl, Rv0678, hsp65 e Locus DR 
Tecnologias de nova geração de sequenciamento; 

Detecção completa de genes associados à resistência aos 

ATM; 

Detecta CMTB e MNT; 

Custo elevado 

AmPORE TB test <24 h ~63,00 

rpoB, fabG1, katG, inhA, pncA, embA, embB, 

gyrA, gyrB, rrs, eis, tlyA, gidB, rpsL, ethA, 

Rv0678, atpE, rrl, rplC, ddn, fgd1, fbiA, fbiB, 

fbiC, hsp65 e Locus DR 

TBseq test 1-2 dias NI 

rpoB, ahpC katG, inhA, pncA, embA, embB, 

gyrA, gyrB, rrs, eis, tlyA, gidB, rpsL, ethA, 

Rv0678, atpE, rplC, folC, thyA, alr e hsp65 

AnyplexTM MTB/NTM 
~3 h e 50 

min 
NI IS6110 e mbp64 e rRNA 16S   

Apenas discrimina o CMTB das MNT 

Custo-efetividade não descrita; 

Não está disponível no Brasil 

EZplex MTBC/NTM ~2 h NI IS6110 e rRNA 16S   

Genedia MTB/NTM NI NI IS6110, ITS 16S-23S rRNA e rpoB 
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Continuação: Tabela 8. Métodos disponíveis comercialmente para a identificação do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias não-804 

tuberculosas. 805 

Método 
Tempo para 

resultados 

Custo por 

amostra ($) 
Gene alvo Características 

LightCycler 

Mycobacterium1 
1 h e 45 min 11,70 

Região hipervariável 1 do  

rRNA 16S   

Identifica o CMTB e 2 espécies de MNT; 

Custo elevado; 

Não está disponível no Brasil 

MeltPro Mycobacteria 

Identification2 
~3 horas 26,20 ITS 16S-23S rRNA 

Identifica o CMTB e 17 espécies de MNT; 

Custo elevado; 

Compatível apenas com equipamentos específicos; 

Não está disponível no Brasil 

Sequenciamento Sanger 7 dias  ~6,00 
Mais usados: 

rRNA 16S, hsp65, rpoB, ITS 

Padrão-ouro para a identificação; 

Custo elevado 

Sequenciamento de 

genoma total 
Até 10 dias 

130,00-

150,00 
- Custo elevado e indisponível na maioria dos laboratórios 

Fonte: Adaptado de: Brasil (2021, 2022); Smith et al. (2020); Vachaspathi (2024); WHO (2024b). 1: Identificação de CMTB, M. avium e M. kansasii. 2: Identificação de 806 
CMTB, M. nonchromogenicum, M. smegmatis, M. chelonae, M. scrofulaceum, M. abscessus, M. kansasii, M. gordonae, M. haemophilum, M. simiae, M. terrae, M. marinum/M. 807 
ulcerans, M. fortuitum, M. avium, M. intracellulare, M. xenopi, M. malmoense e M. szulgai. rRNA: RNA ribossômico; ITS: Espaçador interno transcrito; MNT (NTM): 808 
Micobactérias não-tuberculosas; CMTB: Complexo M. tuberculosis. NI: Não informado.809 
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3. JUSTIFICATIVA 

Apesar dos esforços globais para o seu controle, a TB continua sendo um grande desafio 810 

para a saúde pública, com milhões de casos não diagnosticados anualmente. Paralelamente, a 811 

incidência e a prevalência das DP-MNT vêm aumentando em diversos países, tornando o 812 

diagnóstico rápido e o manejo clínico dessas doenças cada vez mais relevantes. A TB e as DP-813 

MNT compartilham manifestações clínicas e achados radiológicos que dificultam o diagnóstico 814 

diferencial e levam, frequentemente, à introdução empírica do esquema terapêutico para TB em 815 

pacientes com DP-MNT. No entanto, as MNT geralmente não respondem ao esquema 816 

terapêutico anti-TB, tornando o diagnóstico incorreto um fator crítico para o aumento das taxas 817 

de falha terapêutica, recorrência da doença e seleção de bacilos resistentes aos ATM.  818 

Os métodos diagnósticos atualmente disponíveis apresentam importantes limitações, 819 

como o longo tempo de espera pelos resultados e a necessidade de equipamentos e/ou insumos 820 

de alto custo. Embora os métodos moleculares disponíveis comercialmente ofereçam alta 821 

especificidade e rapidez, seus custos elevados restringem sua aplicação em locais com poucos 822 

recursos financeiros. Diante desse cenário, torna-se essencial o desenvolvimento de testes 823 

moleculares mais acessíveis, acurados e com alta especificidade e sensibilidade, capazes de 824 

diferenciar as principais espécies de micobactérias de importância clínica. Esse 825 

desenvolvimento não apenas auxilia na redução das lacunas diagnósticas, mas também 826 

contribui para a implementação de esquemas terapêuticos adequados, melhorando o 827 

prognóstico dos pacientes e auxiliando no controle da TB e de DP-MNT. 828 
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4. OBJETIVOS 

4.1. OBJETIVO GERAL 829 

Desenvolver e avaliar os alvos projetados para os testes diagnósticos BiDz-TB/NTM e 830 

Multi-Detect MTB/NTM para a detecção e identificação do complexo M. tuberculosis e das 831 

principais espécies de micobactérias não-tuberculosas de importância clínica. 832 

 833 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 834 

a) Padronizar e avaliar as condições de PCR assimétrica e dos ensaios BiDz do teste BiDz-835 

TB/NTM frente a cepas clínicas e de referência de M. tuberculosis H37Rv, M. avium, M. 836 

intracellulare, M. kansasii e CMAB. 837 

b) Avaliar a especificidade, sensibilidade, acurácia e limite de detecção dos sensores BiDz 838 

para a identificação do CMTB, M. avium, M. intracellulare/M. chimaera, M. kansasii, 839 

CMAB/M. chelonae. 840 

c) Analisar in silico genes-alvo para a detecção do gênero Mycobacterium spp. e a 841 

identificação do CMTB, M. avium e M. kansasii.  842 

d) Realizar o desenho de primers e sondas TaqMan para o desenvolvimento do teste Multi-843 

Detect MTB/NTM. 844 

e) Padronizar e avaliar as condições de Real-Time PCR e avaliar a eficiência dos alvos 845 

projetados através de curvas padrão utilizando cepas clínicas e de referência de M. 846 

tuberculosis H37Rv, M. avium e M. kansasii. 847 

f) Avaliar a especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos do teste Multi-Detect 848 

MTB/NTM para a detecção do gênero Mycobacterium spp. e a identificação do CMTB, M. 849 

avium e M. kansasii.850 
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6.1. MATERIAL SUPLEMENTAR 851 

Table 1S: Clinical strains of Mycobacterium sp. Identification 852 

Specie  Number of strains Identification 

M. tuberculosis 

1 

5 

H37Rv strain* 

MIRU-VNTR 24 loci; IS6110 and WGS 

M. abscessus subsp. abscessus 5 rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. abscessus subsp. bolletii 5 rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. abscessus subsp. massiliense 5 rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M.  avium 

1 

5 

ATCC 03057HC* 

rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. intracellulare 4 rpoB and hsp65 genes partial sequencing   

M. kansasii 

1 

4 

ATCC 12478* 

rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. fortuitum 1 rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. marinum 1 ATCC 927* 

M. chelonae 1 ATCC 946* 

M. chimaera 1 rpoB and hsp65 genes partial sequencing  

M. szulgai 1 ATCC 10831* 

* No molecular identification methods were performed as they were reference strains. MIRU-VNTR: Mycobacterial Interspersed Repetitive 853 
Unit-Variable Number Tandem Repeat; WGS: Whole Genome Sequencing.   854 



Teste BiDz-TB/NTM 

 
94 

 

Table 2S: Sequences for the sensor strands and fluorogenic substrate used in the study. 855 

BiDz sensors* Sequence 

Dza_16S_Mtb 

Dzb_16S_Mtb 

5’ - TGCCCAGGGAGGCTAGCTGGTCCTATCCGGTATTAGACCC - 3’ 

5’ - CACAAGACATGCATCCCGTACAACGAGAGGAAACCTT - 3’ 

Dza_16S_Mab 

Dzb_16S_Mab 

5’ - TGCCCAGGGAGGCTAGCTAGTGTGTGGTCCTATCCGGT - 3’ 

5’ - AAAAGCTTTGCACCACTCACCATGAACAACGAGAGGAAACCTT - 3’ 

Dza_16S_Mav 

Dzb_16S_Mav 

5’ - TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTCTTGAGGTCCTATCCGGTAT - 3’ 

5’ - TCCACCAGAAGACATGCACAACGAGAGGAAACCTT - 3’ 

Dza_16S_Mint 

Dzb_16S_Mint 

5’ - TGCCCAGGGAGGCTAGCTATGCGCCTAAAGGTCCTAT - 3’ 

5’ - AAAAGCTTTCCACCTAAAGACACAACGAGAGGAAACCTT - 3’ 

Dza_16S_Mkan 

Dzb_16S_Mkan 

5’ - TGCCCAGGGAGGCTAGCTGGTCCTATCCGGTATTAGACCC - 3’ 

5’ CAAGGCATGCGCCAAGTACAACGAGAGGAAACCTT – 3’ 

Fluorescent substrate Sequence 

MzF-FAM 5’ - AAGGT-(dT-FAM)-TCCTCguCCCTGGGCA-(BHQ) - 3’ 

*Mtb: M. tuberculosis complex; Mab: M. abscessus complex; Mav: M. avium; Mint: M. intracellulare; Mkan: M. kansasii; FAM – fluorescein, 856 
BHQ – Black Hole Quencher 1; nucleotides corresponding to the catalytic core of 10-23 deoxyribozyme are in italic, nucleotides of the 857 
substrate-binding fragments of the sensor strands and the corresponding substrate fragments are color-coded; ribonucleotides are in lowercase. 858 
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Fig. 1S: Alignment of 16S ribosomal RNA sequences from different bacterial species against Mycobacterium tuberculosis. Marked in black are 859 

the locations of the forward and reverse primers on the 16S ribosomal RNA sequences (5'-3'). 860 
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Fig. 2S: Agarose gel stained with ethidium bromide revealing the amplicons obtained by 861 

LATE-PCR. Lanes 1 to 10 and 12 to 15: Mycobacterium sp. samples; Lane 16: Vibrio 862 

coralliilyticus; Lane 17: Escherichia coli; Lane 18: Staphylococcus aureus; Lane 19: 863 

Acinetobacter baumannii; Lane 20: Pseudomonas aeruginosa; Lane 21: Salmonella enterica 864 

serovar Typhimurium. 865 
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RESUMO 893 

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis, permanece como um 894 

grave problema de saúde pública. Paralelamente, as doenças causadas por micobactérias 895 

não-tuberculosas (MNT) vêm ganhando relevância devido ao aumento global do número 896 

de casos. Apesar das semelhanças clínicas e radiológicas das doenças pulmonares 897 

causadas por MNT com a TB, que dificultam o diagnóstico preciso, essas doenças 898 

requerem esquemas terapêuticos distintos. Assim, a identificação rápida das espécies é 899 

essencial para um manejo clínico adequado. Neste estudo, desenvolvemos e avaliamos 900 

um teste de Real-Time PCR para a detecção e identificação do gênero Mycobacterium 901 

spp. das espécies M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii. Para isso, primers e sondas 902 

TaqMan foram desenhados com base em análises in silico dos genes rRNA 16S e esxA. 903 

Avaliações da eficiência das reações de amplificação dos primers e sondas alvos foram 904 

realizadas através de curvas padrão. A especificidade, sensibilidade e acurácia foram 905 

avaliadas utilizando um painel de 43 DNAs de micobactérias e de outros gêneros 906 

bacterianos. Os alvos projetados apresentaram valores de eficiência ≥93,5% e resultaram 907 

em 100% de sensibilidade e especificidade e 1,0 de acurácia. Os resultados confirmam a 908 

robustez a confiabilidade dos alvos e demonstram seu potencial para a identificação 909 

rápida e precisa de micobactérias de importância clínica. Assim, estes alvos tornam-se 910 

uma importante alternativa para o desenvolvimento de um novo teste diagnóstico baseado 911 

em Real-Time PCR. 912 

 913 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Micobactérias não-tuberculosas; 914 

Diagnóstico; Real-Time PCR.  915 
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1. INTRODUÇÃO 916 

As micobactérias, pertencentes ao gênero Mycobacterium, compreendem 202 917 

espécies oficialmente validadas 1. Dentre elas, o Mycobacterium tuberculosis é o 918 

principal patógeno, sendo o agente etiológico da tuberculose (TB), uma das principais 919 

causas de morte no mundo, com 1,25 milhões de óbitos em 2023. Apesar dos esforços 920 

globais para conter a transmissão do M. tuberculosis e aprimorar o diagnóstico da TB, 921 

especialmente com o desenvolvimento de novos métodos rápidos, lacunas ainda existem, 922 

com cerca de 25% dos casos não diagnosticados e tratados 2,3. 923 

Embora a TB seja o foco principal das estratégias de controle, as doenças causadas 924 

por micobactérias não tuberculosas (MNT), consideradas patógenos oportunistas, 925 

também demandam atenção 4–6. A prevalência e a incidência dessas doenças vêm 926 

aumentando globalmente 7, sendo as formas pulmonares as mais comuns (80%–90% dos 927 

casos). Entre as espécies mais prevalentes destacam-se os membros do complexo 928 

Mycobacterium avium (CMAV), complexo Mycobacterium abscessus e o 929 

Mycobacterium kansasii 7,8. 930 

A determinação dos esquemas terapêuticos a serem utilizados para as doenças 931 

causadas por MNT depende da identificação da espécie infectante. Porém, a semelhança 932 

clínica e radiológica entre a TB e as doenças pulmonares causadas por MNT dificulta o 933 

diagnóstico, levando ao início empírico de tratamento com o esquema anti-TB 4–6. No 934 

entanto, esses antimicrobianos têm eficácia limitada contra a maioria das MNT, 935 

retardando o sucesso do tratamento e podendo favorecer a seleção de cepas resistentes. 936 

Assim, a identificação rápida e precisa da espécie envolvida torna-se essencial 5,8,9.  937 

A cultura, associada à baciloscopia, continua sendo o padrão-ouro para 938 

diagnóstico laboratorial de micobacterioses. No entanto, a necessidade de métodos mais 939 

rápidos impulsiona o desenvolvimento de abordagens a serem realizadas utilizando 940 

diretamente amostras clínicas para a identificação das espécies 5,8,10,11. Nesse contexto, 941 

testes baseados em Real-Time PCR surgem como alternativas promissoras por sua 942 

rapidez, sensibilidade e especificidade 11–15.  943 

Um desses testes é o Xpert® MTB/RIF (Xpert, Cepheid, EUA), endossado pela 944 

Organização Mundial da Saúde para o diagnóstico inicial da TB e detecção de resistência 945 

a rifampicina. Embora seja amplamente utilizado, trata-se de um método que detecta 946 

apenas o complexo M. tuberculosis (CMTB), evidenciando a necessidade de mais testes 947 

diagnósticos, capazes de identificar rapidamente MNT clinicamente relevantes 4,12,16. 948 
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Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar a acurácia de alvos 949 

para um novo teste diagnóstico, baseado em Real-Time PCR, capazes de detectar e 950 

identificar o gênero Mycobacterium spp., e o complexo M. tuberculosis, M. avium e M. 951 

kansasii.  952 

 953 

2. METODOLOGIA 954 

2.1. Análises in silico e desenho dos primers e sondas alvo 955 

Para o desenho das sequências alvo dos primers e sondas, análises in silico dos 956 

genes rrs, que codifica o rRNA 16S, e esxA (Rv3875), que codifica o alvo antigênico 957 

secretado precocemente de 6 kDa (ESAT-6) foram realizadas utilizando as ferramentas 958 

BioEdit v7.7 e BLAST na base de dados padrão de nucleotídeos e de genomas de 959 

referência. As sequências rRNA 16S de M. kansasii (número de acesso do GenBank 960 

NR_121712.2) e de M. avium (número de acesso do GenBank NR_117219.1) e a 961 

sequência de esxA de M. tuberculosis (número de acesso do GenBank NC_000962.3: 962 

4352609-4352896) foram utilizadas como template para o desenho dos primers e sondas 963 

espécie-específicos. A análise dos alvos para a detecção do gênero Mycobacterium spp. 964 

foi realizada utilizando como template sequências de rRNA 16S de 27 espécies de 965 

micobactérias e de 15 espécies relacionadas à família Mycobacteriaceae (Nocardia spp., 966 

Rhodococcus spp. e Streptomyces spp.) (Tabela 1S – suplementar). Posteriormente, foi 967 

avaliada a especificidade dos alvos frente a base de dados de genomas de referência 968 

representativos depositados no GenBank, verificando a presença de pelo menos dois 969 

nucleotídeos de diferença em cada sequência oligonucleotídicas. 970 

A determinação das espécies de MNT-alvo do teste foi baseada em dados 971 

nacionais e em estudo local que observaram alta taxa de isolamento e de doenças 972 

pulmonares causadas por M. avium e M. kansasii 17,4. A seleção do gene rrs para a 973 

identificação do gênero Mycobacterium spp., M. kansasii e M. avium se baseou nas 974 

regiões hipervariáveis e conservadas do rRNA 16S, que são úteis para a identificação de 975 

espécies de micobactérias e discriminação de grupos filogenéticos, respectivamente 18. O 976 

gene esxA foi selecionado como alvo para a detecção do CMTB devido à sua conservação 977 

em M. tuberculosis 19. 978 

 979 

2.2. Avaliação da eficiência de amplificação  980 
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A eficiência das reações de amplificação das sequências de primers e sondas alvos 981 

foi avaliada através da construção de curvas-padrão utilizando cinco diferentes 982 

concentrações de DNA, sendo 4 diluições seriadas (10-1 a 10-4) do DNA genômico molde 983 

das cepas de referência de M. tuberculosis H37Rv, para a identificação do gênero 984 

Mycobacterium spp. e do CMTB, de M. kansasii ATCC 12478, para a identificação de 985 

M. kansasii, e de M. avium ATCC 03057HC, para a identificação de M. avium. As 986 

diluições foram preparadas em uma faixa de concentração de 15 ng/µl (1:1) a 0,0015 987 

ng/µl (10-4). Todas as reações, para cada diluição, foram realizadas em triplicata. 988 

As amplificações dos alvos foram realizadas em um volume total de 25 µl, 989 

contendo 12,5 µl de TaqMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 1 990 

µl dos primers forward e reverse, 0,5 µl da sonda TaqMan e 5 µl do DNA molde. As 991 

concentrações estoque e final dos reagentes utilizados para a reação de amplificação estão 992 

descritas na Tabela 1. A amplificação e a detecção da fluorescência foram realizadas 993 

utilizando o equipamento StepOneplus Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific).  994 

O seguinte programa de PCR foi utilizado: pré-tratamento a 50°C por 2 minutos; 995 

desnaturação inicial a 95°C por 10 minutos e; 40 ciclos de desnaturação inicial a 95°C 996 

por 15 segundos e anelamento e extensão a 58°C/63°C por 30 segundos. A temperatura 997 

de anelamento e extensão de 58°C foi utilizada para os alvos Mkan-16S e Mav-16S, 998 

enquanto 63°C foi utilizada para os alvos Myco-16S e Mtb-ESAT. 999 

 1000 

Tabela 1. Condições dos reagentes utilizados para a Real-Time PCR. 1001 

Reagente [Estoque] [Final] 

Água Mili-q --- --- 

Primers Forward 10 μM 0,4 μM (400 nM) 

Primers Reverse 10 μM 0,4 μM (400 nM) 

Sonda TaqMan 10 μM 0,2 μM (200 nM) 

TaqMan Mix PCR 2x 1x 

DNA 1 ng/μl 2,5 ng 

 1002 

A eficiência dos primers foi calculada pelo software StepOne v2.3 com base na 1003 

inclinação (slope) da curva padrão, utilizando a fórmula E = 10 (-1/slope) - 1, onde E 1004 

representa a eficiência. Curvas de amplificação com slopes entre -3,59 e -3,1, 1005 

correspondendo a uma eficiência de 90% e 110%, respectivamente, são consideradas 1006 

aceitáveis. Eficiências de 100% (slope de -3,32) indicam que o DNA molde está 1007 

duplicando a cada ciclo de PCR, garantindo assim resultados mais precisos 20,21. 1008 
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 1009 

2.3. Construção do painel de DNAs genômicos para a avaliação dos alvos 1010 

Para a validação dos alvos projetados e padronizados para a detecção e 1011 

identificação do gênero Mycobacterium spp. (Myco-16S), CMTB (Mtb-ESAT), M. 1012 

kansasii (Mkan-16S) e M. avium (Mav-16S), a partir da coleção de bactérias do 1013 

Laboratório de Micobactérias do Núcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica 1014 

(NUPEMM) da Universidade Federal do Rio Grande – FURG, foi definido um painel 1015 

composto por 43 DNAs genômicos, provenientes de cepas clínicas e de referência. 1016 

O painel incluiu o DNA genômico total das seguintes cepas: M. tuberculosis (9/43 1017 

+ H37Rv), M. kansasii (4/43 + ATCC 12478), M. avium (4/43 + ATCC 03057HC), M. 1018 

intracellulare (3/43), M. abscessus subsp. abscessus (2/43), M. abscessus subsp. bolletii 1019 

(2/43), M. abscessus subsp. massiliense (2/43) e uma cepa de M. chelonae (ATCC 946), 1020 

M. fortuitum (ATCC 35931), M. malmoense (ATCC 29571), M. marinum (ATCC 927), 1021 

M. xenopi (ATCC 19156), M. chimaera (cepa clínica), M. peregrinum (ATCC 14467), 1022 

M. asiaticum (ATCC 25276), M. bovis BCG (cepa vacinal), Nocardia sp. (cepa clínica), 1023 

Rhodococcus equi (cepa clínica), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), 1024 

Staphylococcus aureus (ATCC 12598) e Escherichia coli (ATCC 25922).  1025 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FURG, com o parecer 1026 

n° 5.574.421. 1027 

 1028 

2.3.1. Cultura bacteriana e extração de DNA genômico 1029 

As cepas de micobactérias foram semeadas em meio de cultura sólido Ogawa-1030 

Kudoh e as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em ágar nutriente, e incubadas a 1031 

37°C até a obtenção do crescimento bacteriano. As cepas de Nocardia sp. e Rhodococcus 1032 

sp. foram obtidas a partir de cultura líquida BACTEC MGITTM 320. Após a obtenção da 1033 

massa bacteriana, as colônias foram adicionadas a microtubos contendo 500 µl de tampão 1034 

Tris-EDTA 1x e inativadas termicamente a 85°C por 30 minutos. O DNA total das cepas 1035 

bacterianas foi purificado através do método CTAB/NaCl 22 e quantificados no 1036 

fluorímetro portátil Quantus utilizando o reagente QuantiFluor ONE dsDNA System 1037 

(Promega). 1038 

Exceto os DNAs das cepas de referência, todas as amostras foram previamente 1039 

identificadas por métodos moleculares. As cepas de MNT e de outros gêneros bacterianos 1040 

foram identificadas por sequenciamento parcial dos genes hsp65 e rpoB, enquanto as 1041 
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cepas de M. tuberculosis foram identificadas utilizando o método Mycobacterial 1042 

Interspersed Repetitive Unit-Variable Number Tandem Repeat 15 loci. 1043 

 1044 

2.4. Avaliação da especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos projetados 1045 

Para avaliar a especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos projetados para o 1046 

teste de Real-Time PCR, o painel de 43 DNAs genômicos foi padronizado em uma 1047 

concentração inicial de 1 ng/µl. A amplificação por Real-Time PCR foi realizada como 1048 

descrito acima (item 2.2.), com cada alvo amplificado separadamente. Todas as amostras 1049 

foram testadas em duplicata e cada reação incluiu dois poços controle, sendo um controle 1050 

positivo (M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii ATCC 12478 e M. avium ATCC 03057HC) 1051 

e um negativo (água ultrapura Mili-q). 1052 

Os resultados foram analisados utilizando o software StepOne v2.3, sendo 1053 

consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram ciclos threshold (Ct: número 1054 

de ciclos necessários para que a quantidade de DNA amplificado cruze o limiar, sendo 1055 

detectado). Amostras sem Ct foram consideradas negativas. O tempo total para 1056 

amplificação e detecção da fluorescência foi de 55 minutos.  1057 

A sensibilidade para cada alvo foi calculada utilizando a fórmula 100% × a/(a+c), 1058 

onde “a” representa os verdadeiros positivos e “c” os falsos negativos. A especificidade 1059 

para cada alvo foi determinada utilizando a fórmula 100% × d/(b+d), onde “b” representa 1060 

os falsos positivos e “d” os verdadeiros negativos. Para avaliar a acurácia, utilizou-se o 1061 

cálculo (a+d) /(a+b+c+d). 1062 

 1063 

3. RESULTADOS 1064 

Com base nos alinhamentos das sequências do rRNA 16S realizados na 1065 

ferramenta BioEdit e nas análises feitas na ferramenta BLAST, foram projetados dois 1066 

conjuntos de primers e três sondas TaqMan específicas para a detenção do gênero 1067 

Mycobacterium spp. e identificação do M. kansasii e M. avium (Tabela 2). A região 1068 

hipervariável 2 (nucleotídeos 137 a 242) foi escolhida para o desenho dos primers 1069 

universais utilizados na identificação de M. kansasii e M. avium, bem como das sondas 1070 

TaqMan específicas para essas espécies, localizadas nas posições 182 a 194 devido à alta 1071 

variabilidade nucleotídica observada. As regiões hipervariáveis 6 (nucleotídeos 986 a 1072 

1043) e 7 (nucleotídeos 1117 a 1173) e a região conservada 6 do rRNA 16S foram 1073 

selecionadas para a discriminação do gênero Mycobacterium spp. Destaca-se que, para 1074 
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garantir a identificação de M. chelonae pelo alvo Myco-16S, nucleotídeos degenerados 1075 

foram adicionados aos primers forward e reverse. 1076 

Poucas sequências do gene esxA ou ortólogos estavam disponíveis na base de 1077 

dados do GenBank. No entanto, utilizando a sequência do gene esxA de M. tuberculosis 1078 

H37Rv como template, foi possível desenhar um conjunto de primer e sonda específicos 1079 

para o CMTB (Tabela 2), garantindo no mínimo 3 nucleotídeos de diferença em cada 1080 

sequência alvo. 1081 

 1082 

Tabela 2. Sequências dos alvos desenhados para as espécies-alvo. 1083 

Alvo Gene Sequências (5’-3’) Amplicon 

Myco-16S 
rrs:  

Regiões V6, V7 e C6 

F: TTCCCTTGTGGCCTGYGTGCAG 

R: CATYYGACAAGGGTTGCGCTCG 

S*: VIC-GGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTG-QSY 

99pb 

Mtb-ESAT esxA  

F: TCCAGGGAAATGTCACGTCC 

R: TGCGAGCTTGGTCAGGGA 

S*: FAM-CCCTCCTTGACGAGGGGAAGC-QSY 

68pb 

Mkan-16S 
rrs:  

Região V2  

F: CGGGATAAGCCTGGGAAACT 

R: ACCAACAAGCTGATAGGCCG 

S*: FAM-ACTTGGCGCATGCCTTGTGG-QSY 

113pb 

Mav-16S 
rrs:  

Região V2 

F: CGGGATAAGCCTGGGAAACT 

R: ACCAACAAGCTGATAGGCCG 

S*: VIC-GACCTCAAGACGCATGTCTTCT-QSY 

113pb 

*Sondas marcadas na extremidade 5’ com fluoróforos FAM e VIC e na extremidade 3’ com quencher QSY. F: Primer forward; R: 1084 
Primer reverse; S: Sonda TaqMan. Y: Nucleotídeos degenerados (C e T). V2: Região hipervariável 2. V6: Região hipervariável 6. 1085 
V7: Região hipervariável 7. C6: Região conservada 6. O conjunto de primer universal para a identificação do M. kansasii e M. avium 1086 
está destacado em azul. 1087 
 1088 

A avaliação da eficiência de cada conjunto de primer e sonda, por meio dos 1089 

ensaios de curva padrão, mostrou que as reações utilizando os alvos Myco-16S, Mtb-1090 

ESAT, Mkan-16S e Mav-16S tiveram uma eficiência de 93,5% (Figura 1A), 102,2% 1091 

(Figura 1B), 122,3% (Figura 1C) e 100,5% (Figura 1D), respectivamente. 1092 

Esta tabela contém informações originais e inéditas, cuja publicação ainda está 

pendente. O autor reserva o direito de sua futura divulgação conforme sua decisão. 
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Figura 1.  Curva padrão para avaliação da eficiência dos alvos desenhados. (A) Alvo 1093 

Myco-16S, (B) Alvo Mtb-ESAT, (C) Alvo Mkan-16S e (D) Alvo Mav-16S. O slope e o 1094 

coeficiente de regressão (R²; correlação entre a concentração de DNA e os valores de Ct 1095 

obtidos) são apresentados para cada curva, demonstrando a eficiência de amplificação e 1096 

a linearidade das Real-Time PCR. 1097 

Os ensaios conduzidos com os alvos Myco-16S, Mtb-ESAT, Mkan-16S e Mav-1098 

16S, utilizando o painel de 43 DNAs de micobactérias e outros gêneros bacterianos, 1099 

demonstraram uma especificidade, sensibilidade e acurácia de 100% (Tabela 3). 1100 

Nenhuma amplificação inespecífica foi observada. O alvo Myco-16S mostrou-se eficaz 1101 

na discriminação de micobactérias de outros gêneros, enquanto o alvo Mtb-ESAT 1102 

identificou exclusivamente M. tuberculosis, sem amplificação em amostras de M. bovis 1103 

BCG ou de outras espécies bacterianas. Da mesma forma, os alvos Mkan-16S e Mav-16S 1104 

apresentaram amplificação apenas em amostras de M. kansasii e M. avium, 1105 

respectivamente, confirmando a alta acurácia dos alvos.  1106 
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Tabela 3. Valores médios dos ciclos threshold obtidos para o painel de DNAs genômicos 1107 

nos ensaios de especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos projetados. 1108 

Amostra 
Ciclo threshold 

Myco-16S Mtb-ESAT Mkan-16S Mav-16S 

M. tuberculosis H37Rv 16,2 13,5 0 0 

M. tuberculosis* 18 15 0 0 

M. tuberculosis* 18,9 16 0 0 

M. tuberculosis* 19,9 17 0 0 

M. tuberculosis* 16,5 13,7 0 0 

M. tuberculosis* 19,5 16,7 0 0 

M. tuberculosis* 21,5 18,6 0 0 

M. tuberculosis* 18,9 16,1 0 0 

M. tuberculosis* 18,3 15,4 0 0 

M. tuberculosis* 19,2 16,2 0 0 

M. kansasii ATCC 12478 19,9 0 16,5 0 

M. kansasii* 17,1 0 16,6 0 

M. kansasii* 17,3 0 14,9 0 

M. kansasii* 19,9 0 21,8 0 

M. kansasii* 20,3 0 13,7 0 

M. avium ATCC 03057HC 19,7 0 0 22,2 

M. avium* 16,7 0 0 21,8 

M. avium* 22 0 0 20,5 

M. avium* 19 0 0 18,9 

M. avium* 16 0 0 20,1 

M. intracellulare* 21,8 0 0 0 

M. intracellulare* 14,3 0 0 0 

M. intracellulare* 21,2 0 0 0 

M. abscessus subsp. abscessus* 16,8 0 0 0 

M. abscessus subsp. abscessus* 19,3 0 0 0 

M. abscessus subsp. bolletii* 18,4 0 0 0 

M. abscessus subsp. bolletii* 19,2 0 0 0 

M. abscessus subsp. massiliense* 17,9 0 0 0 

M. abscessus subsp. massiliense* 19,5 0 0 0 

*DNAs genômicos provenientes de cepas clínicas.   0: Nenhum ciclo threshold detectado – Sem amplificação da amostra.  1109 
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Continuação. Tabela 3. Valores médios dos ciclos threshold obtidos para o painel de 1110 

DNAs genômicos nos ensaios de especificidade, sensibilidade e acurácia dos alvos 1111 

projetados. 1112 

Amostra 
Ciclo threshold 

Myco-16S Mtb-ESAT Mkan-16S Mav-16S 

M. bovis BCG 21,8 0 0 0 

M. chelonae ATCC 946 17,5 0 0 0 

M. fortuitum ATCC 35931 17,7 0 0 0 

M. malmoense ATCC 29571 17 0 0 0 

M. marinum ATCC 927 17,7 0 0 0 

M. xenopi ATCC 19156 17 0 0 0 

M. chimaera* 19,5 0 0 0 

M. peregrinum ATCC 14467 20,9 0 0 0 

M. asiaticum ATCC 25276 20,1 0 0 0 

P. aeruginosa ATCC 15442 0 0 0 0 

S. aureus ATCC 12598 0 0 0 0 

E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 

Nocardia sp.* 0 0 0 0 

Rhodococcus equi* 0 0 0 0 

*DNAs genômicos provenientes de cepas clínicas.   0: Nenhum ciclo threshold detectado – Sem amplificação da amostra.  1113 

 1114 

4. DISCUSSÃO 1115 

A TB é um grande desafio para os programas de saúde pública mundialmente, o 1116 

que justifica o foco dos laboratórios de diagnóstico de micobacterioses na detecção do M. 1117 

tuberculosis. No entanto, o aumento do número de casos de doenças causadas por MNT 1118 

não pode ser negligenciado4,7,2. Como já mencionado anteriormente, a identificação 1119 

rotineira dessas espécies não é realizada devido à dificuldade em diferenciar clínica e 1120 

radiologicamente as doenças causadas por MNT da TB e à dependência de métodos 1121 

diagnósticos caros e/ou demorados 4–6,8. Para contornar essa limitação, testes baseados 1122 

em Real-Time PCR têm sido descritos nos últimos anos, com foco na detecção do CMTB 1123 

e na identificação direta ou indireta de MNT 12–14,11.  1124 

Nesse contexto, o presente estudo desenvolveu e avaliou alvos para um novo teste 1125 

de Real-Time PCR voltado à detecção do gênero Mycobacterium spp. e à identificação 1126 

do CMTB, M. kansasii e M. avium. Para isso, inicialmente realizou-se avaliações in silico 1127 
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de genes e o desenho de primers e sondas capazes de detectar e discriminar as diferentes 1128 

espécies de micobactérias. Os genes rrs (rRNA 16S) e esxA (ESAT-6) foram selecionados 1129 

para o desenvolvimento dos novos alvos. 1130 

A sequência rRNA 16S, com aproximadamente 1500 nucleotídeos, é composta 1131 

por nove regiões hipervariáveis intercaladas por nove regiões conservadas. Trata-se de 1132 

uma sequência amplamente utilizada para a identificação de bactérias nos níveis de 1133 

gênero, espécie e até subespécie, devido à sua alta conservação intraespécie e à 1134 

variabilidade interespécie 18,23. Entre as regiões hipervariáveis do rRNA 16S, destaca-se 1135 

a região 2 (nucleotídeos 137 a 242), utilizada neste estudo para a identificação de M. 1136 

kansasii e M. avium. Essa região é considerada um dos alvos mais adequados para a 1137 

diferenciação de espécies de micobactérias, especialmente devido à alta variabilidade de 1138 

nucleotídeos observada entre as posições 182 e 194, local onde foram desenhadas as 1139 

sondas TaqMan para a identificação das MNT 18.  1140 

As regiões hipervariáveis 6 (nucleotídeos 986 a 1043) e 7 (nucleotídeos 1117 a 1141 

1173) do rRNA 16S também desempenham um papel relevante na identificação de 1142 

espécies bacterianas, por combinarem sequências conservadas com variabilidade 1143 

nucleotídica suficiente para distinguir grupos filogenéticos. Essas regiões, em conjunto 1144 

com a região conservada 6, uma área de baixa variabilidade 18, se mostraram ideais para 1145 

o desenho de primers universais e sondas direcionados ao gênero Mycobacterium spp. 1146 

O gene esxA (Rv3875), que codifica ESAT-6, está localizado na Região de 1147 

Diferença 1 (RD1), uma região de 9.505 nucleotídeos que abriga nove genes (Rv3871 a 1148 

Rv3879c) responsáveis por importantes fatores de virulência do CMTB 24,25. Sabe-se, 1149 

atualmente, que ortólogos do gene esxA e de seu produto ESAT-6 – um dos alvos mais 1150 

investigados como marcador imunológico de infecções por M. tuberculosis – estão 1151 

presentes em diversas espécies de micobactérias, incluindo aquelas filogeneticamente 1152 

relacionadas com o CMTB, como M. kansasii e M. marinum 26,27. No entanto, análises 1153 

comparativas revelaram que, apesar de presentes, as sequências esxA não apresentam 1154 

100% de homologia. Em M. kansasii, por exemplo, há cerca de 30 nucleotídeos de 1155 

diferença 27,28. Essa variabilidade permitiu o desenho de primers e sonda específicos, 1156 

capazes de discriminar o M. tuberculosis das demais espécies de micobactérias 1157 

analisadas. 1158 

A avaliação da eficiência de amplificação dos alvos projetados demonstrou um 1159 

desempenho adequado para a maioria dos alvos. Os alvos Myco-16S, Mtb-ESAT e Mav-1160 
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16S apresentaram eficiências de 93,5%, 102,2% e 100,5%, respectivamente, valores 1161 

próximos do ideal (100% 20,21), indicando boa performance na detecção do gênero 1162 

Mycobacterium spp., M. tuberculosis e M. avium.  1163 

Por outro lado, o alvo Mkan-16S apresentou uma eficiência de 122,3%, excedendo 1164 

o intervalo ideal (90% a 110%), sugerindo que a amplificação está ocorrendo em um 1165 

ritmo superior ao esperado 20,21. Esse desvio pode estar relacionado a erros nas diluições 1166 

seriadas ou na leitura de fluorescência. No entanto, os ensaios com o painel de 43 DNAs 1167 

demonstraram que esse desvio de eficiência não comprometeu o desempenho do alvo 1168 

Mkan-16S.  1169 

Os alvos desenhados demonstraram excelente desempenho, resultando em 100% 1170 

de especificidade, sensibilidade e acurácia. O alvo Myco-16S foi capaz de detectar todas 1171 

as amostras de micobactérias testadas, sem amplificações inespecíficas em amostras de 1172 

Nocardia sp. e Rhodococcus sp, gêneros pertencentes a ordem Actinomycetales e 1173 

filogeneticamente próximos ao Mycobacterium spp. A ausência de amplificação, mesmo 1174 

entre organismos intimamente relacionados, reforça a alta especificidade do alvo Myco-1175 

16S para membros do gênero Mycobacterium spp. 29, evidenciando a robustez do teste 1176 

em desenvolvimento. Quanto ao alvo Mav-16S, não foram observadas amplificações em 1177 

amostras de M. chimaera e M. intracellulare, espécies pertencentes ao CMAV, o que 1178 

demonstra a capacidade do alvo em identificar especificamente o M. avium, mesmo em 1179 

um grupo intimamente relacionadas (cerca de 87% de identidade nucleotídica média) 30.  1180 

Quando utilizados os alvos Mtb-ESAT e Mkan-16S, não foram observadas 1181 

reações cruzadas entre os alvos, mesmo o M. tuberculosis e o M. kansasii sendo 1182 

filogeneticamente próximos, especialmente em relação a genes de virulência 1183 

conservados, como os presente na RD1 27,31. Da mesma forma, utilizando o alvo Mtb-1184 

ESAT não foi detectada amplificação na amostra de M. marinum, outra espécie 1185 

intimamente relacionada ao M. tuberculosis, e que também carrega o gene esxA 32.  1186 

Devido à avaliação dos alvos ter sido realizada exclusivamente em amostras de 1187 

DNA extraído de culturas bacterianas, não foi possível comparar diretamente os 1188 

resultados analíticos com outros testes de Real-Time PCR avaliados frente a amostras 1189 

clínicas 11–15,33–35. Dessa forma, em comparação com os ensaios de sonda em linha (LPA; 1190 

Line Probe Assay), que também utilizam culturas bacterianas para a identificação de 1191 

micobactérias, os alvos Myco-16S, Mtb-ESAT, Mkan-16S e Mav-16S apresentaram 1192 

resultados de especificidade e sensibilidade semelhantes aos descritos para os LPAs 1193 
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(>97% e >94%, respectivamente). Além disso, o tempo necessário para o processamento 1194 

e análise das amostras é significativamente menor com o uso da Real-Time PCR quando 1195 

comparado aos LPAs (~4 horas e 20 minutos para 45 amostras versus ~24 horas para 10 1196 

amostras) 36–39 e ao sequenciamento de genes, considerado o padrão-ouro para a 1197 

identificação de MNT, que pode levar até sete dias 4.  1198 

Os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial dos alvos projetados para 1199 

um novo teste de Real-Time PCR. A seleção criteriosa de primers e sondas TaqMan, 1200 

garantiu a detecção eficiente do gênero Mycobacterium spp., bem como a identificação 1201 

acurada de M. tuberculosis, M. kansasii e M. avium. A especificidade e sensibilidade dos 1202 

alvos assegura maior precisão na identificação das espécies-alvo, minimizando o risco de 1203 

diagnósticos incorretos. 1204 

No entanto, este estudo possui algumas limitações como:  1) a avaliação dos alvos 1205 

foi realizada exclusivamente utilizando DNA extraído de culturas bacterianas, o que 1206 

impossibilita a comparação direta com outros testes de Real-Time PCR aplicados 1207 

diretamente em amostras clínicas; 2) os alvos foram avaliados em reações de PCR 1208 

independentes, o que aumenta o tempo total de execução e limita a aplicabilidade na 1209 

rotina diagnóstica. Apesar dessas limitações, os alvos desenhados e avaliados neste 1210 

estudo foram projetados para um teste de Real-Time PCR, nomeado Multi-Detect 1211 

MTB/NTM, que ainda está em desenvolvimento e seu formato final será em multiplex 1212 

para a detecção do gênero Mycobacterium spp., e identificação das espécies-alvo 1213 

diretamente de amostras clínicas. 1214 

 1215 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

Tabela 1S. Espécies analisadas in silico para a detecção do gênero Mycobacterium spp. 1367 

Espécie Número de acesso do GenBank 

Mycobacterium spp. 

M. tuberculosis H37Rv NR_102810.2 

M. abscessus subsp. abscessus ATCC 19977 NR_114658.1 

M. abscessus subsp. massiliense ON194475.1 

M. abscessus subsp. bolletii CP065265.1: 1407962-1409477 

M. avium subsp. avium ATCC 25291 NR_117219.1 

M. avium subsp. hominissuis  CP060407.1 

M. avium subsp. paratuberculosis  CP139433.1 

M. avium subsp. silvaticum ATCC 49884 NR_044261.1 

M. kansasii ATCC 12478  NR_121712.2 

M. fortuitum  X52933.1 

M. asiaticum ATCC 25276  NR_118917.1 

M. basiliense  LR216719.1 

M. branderi ATCC 51789  NR_041897.1 

M. celatum ATCC 51131  NR_029143.1 

M. genavense  X60070.1 

M. haemophilum ATCC 29548  CP011883.2 

M. intracellulare ATCC 13950  CP003322.1: 1637974-1639504 

M. lacus  AP022581.1: 1026533-1028064 

M. malmoense ATCC 29571  CP080999.1: 3811830-3813360 

M. marinum ATCC 927  CP129323.1: 4848890-4850420 

M. scrofulaceum ATCC 19981  NR_117218.1 

M. shottsii ATCC 700981 EU619854.1 

M. simiae ATCC 25275  NR_117227.1 

M. spongiae  CP046600.1: 4042405-4043937 

M. szulgai ATCC 35799  NR_118584.1 

M. ulcerans ATCC 19423  CP092429.2: 1256705-1258235 

M. xenopi ATCC 19250  MH169221.1 

M. chelonae ATCC 35752  CP010946.1: 1365197-1366712 

M. peregrinum ATCC 14467  NR_114447.1 
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Continuação. Tabela 1S. Espécies analisadas in silico para a detecção do gênero 1368 

Mycobacterium spp. 1369 

Espécie Número de acesso do GenBank 

Outros gêneros bacterianos 

Nocardia alni MZ014381.1 

Nocardia asteroides CP089212.1: 5217910-5219421 

Nocardia brasiliensis ATCC 19296 X80591.1 

Nocardia nova CP006850.1: 1409148-1410659 

Nocardia otitidiscaviarum CP041695.1: 2261440-2262953 

Rhodococcus equi ATCC 6939T X80603.1 

Rhodococcus opacus  AP011115.1: 1245496-1247010 

Rhodococcus ruber  CP044211.1: 745888-747404 

Rhodococcus triatomae CP048814.1: 526231-527745 

Rhodococcus corynebacterioides MN310339.1 

Streptomyces gardneri NR041204.1 

Streptomyces laeteviolaceus AB184630.1 

Streptomyces lydicus ATCC 25470  Y15507.1 

Streptomyces platensis EU593594.1 

Streptomyces scabrisporus EU877064.1 

1370 
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8. CONCLUSÕES 

Com base no exposto no presente estudo, pode-se concluir que: 1371 

• Os testes propostos e avaliados, BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM, foram 1372 

capazes de detectar e identificar o M. tuberculosis e as principais espécies de MNT de 1373 

interesse clínico. Os resultados mostraram que ambos os testes possuem alta 1374 

sensibilidade, especificidade e acurácia, atendendo aos critérios recomendados pela 1375 

OMS para o desenvolvimento de novos métodos diagnósticos moleculares. 1376 

 1377 

• Para o teste BiDz-TB/NTM observou-se que os sensores BiDz foram capazes de 1378 

identificar corretamente 99,6% das amostras avaliadas, com 100% de sensibilidade e 1379 

acurácia de 0,99. A combinação da PCR assimétrica com os sensores BiDz, embora 1380 

tenha sido avaliada frente DNAs genômicos extraídos de culturas micobacterianas, 1381 

permitiu a obtenção de resultados rápidos e acurados. 1382 

 1383 
• Os alvos projetados para o teste Multi-Detect MTB/NTM, baseado na Real-Time PCR, 1384 

também demonstraram elevada confiabilidade, com 100% de sensibilidade, 1385 

especificidade e 1,0 de acurácia na detecção do gênero Mycobacterium spp. e na 1386 

identificação de M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii. Os primers e sondas 1387 

desenhados foram validados com eficiência próxima ao ideal, o que garante a robustez 1388 

necessária para o teste proposto. 1389 

 1390 

Embora ainda estejam em desenvolvimento, os testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect 1391 

MTB/NTM representam alternativas promissoras para o diagnóstico molecular de 1392 

micobactérias. Estudos futuros serão necessários para padronizar os formatos multiplex dos 1393 

testes e validar suas aplicações diretamente em amostras clínicas. Além disso, a avaliação da 1394 

viabilidade do teste BiDz-TB/NTM como uma plataforma diagnóstica point-of-care deverá ser 1395 

realizada, uma vez que a integração do teste a um dispositivo portátil, poderá ampliar seu 1396 

impacto, tornando o diagnóstico mais acessível e eficiente, especialmente em regiões de 1397 

recursos limitados.1398 
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Embora nenhum teste diagnóstico disponível consiga identificar todas as espécies de 1399 

micobactérias, é possível direcionar a detecção para os principais patógenos oportunistas. Com 1400 

isso, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar testes moleculares capazes de 1401 

detectar e diferenciar micobactérias de interesse clínico de forma rápida e acurada, 1402 

considerando o contexto epidemiológico global e local. 1403 

Os testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM demonstraram alto desempenho na 1404 

detecção e diferenciação de M. tuberculosis e das principais espécies de MNT. A alta 1405 

sensibilidade e especificidade dos alvos projetados indicam que esses testes, em formatos 1406 

multiplex, poderão ser incorporados à rotina diagnóstica, oferecendo uma alternativa eficaz e 1407 

de baixo custo para a identificação de micobactérias. Apesar dos avanços deste estudo, algumas 1408 

questões devem ser consideradas: 1409 

1. As avaliações dos alvos dos testes foram realizadas em ensaios individuais e a partir 1410 

de DNAs genômicos extraídos de culturas micobacterianas, o que diminui a 1411 

aplicabilidade dos testes em rotinas diagnósticos. Dessa forma, a padronização e 1412 

avaliação dos testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM em seus formatos 1413 

multiplex e a validação de seus desempenhos diagnósticos diretamente em amostras 1414 

clínicas é essencial. 1415 

2. Após o desenvolvimento final dos testes, a continuidade da pesquisa deve incluir 1416 

estudos multicêntricos para validar os métodos em diferentes rotinas diagnósticas. 1417 

3. Diferente do teste Multi-Detect MTB/NTM, que depende de um equipamento de 1418 

Real-Time PCR, o formato final do teste BiDz-TB/NTM prevê o desenvolvimento 1419 

de um equipamento integrado de amplificação e leitura da fluorescência visando 1420 

uma plataforma point-of-care. 1421 

4. Por fim, análises de custo-efetividade precisam ser realizadas para garantir a 1422 

acessibilidade dos testes propostos. 1423 

Vale destacar, que este estudo reforça a importância do desenvolvimento de novos testes 1424 

diagnósticos de micobactérias para auxiliar no controle da TB e das DP-MNT, visto que a 1425 

utilização de testes rápidos e acessíveis às rotinas laboratoriais pode beneficiar diretamente 1426 

pacientes e sistemas de saúde.1427 
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10. ANEXOS 

Anexo A. Informações adicionais relacionadas ao teste BiDz-TB/NTM 

O teste BiDz-TB/NTM está sendo desenvolvido em colaboração entre a University of 1428 

Central Florida (UCF) e o Núcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM) da 1429 

Universidade Federal do Rio Grande – FURG. O formato final deste teste prevê o uso da aPCR-1430 

LATE com posterior hibridização dos sensores BiDz em ensaios multiplex, utilizando um 1431 

equipamento com sistema automatizado capaz de amplificar a região alvo dos sensores BiDz e 1432 

detectar o sinal fluorescente emitido, em até duas horas. O teste será realizado em duas etapas: 1433 

(1) detecção do gênero Mycobacterium spp. e/ou do CMTB e; 1434 

(2) detecção do M. avium, do CMAB/M. chelonae e do M. kansasii em amostras com 1435 

resultados negativos para o CMTB.  1436 

A interpretação dos resultados será realizada através de padrões de sinais fluorescentes 1437 

gerados em canais azul (MzF-FAM) e/ou vermelho (Texas Red [TxR]) (Tabela 1). Em ambas 1438 

as etapas, serão utilizados controles internos (DNA sintéticos do rRNA 16S de M. tuberculosis 1439 

[etapa 1] e M. avium [etapa 2]. Os ensaios só serão considerados válidos quando forem obtidos 1440 

altos sinais fluorescentes para os controles internos, em ambos os canais (azul e vermelho). 1441 

 1442 

Tabela 1. Interpretação dos resultados a partir dos padrões de sinais fluorescentes. 1443 

 
Alto sinal apenas no 

canal azul 

Alto sinal apenas no 

canal vermelho 

Altos sinais em 

ambos os canais 

Etapa 1 Mycobacterium sp. Não micobactéria CMTB 

Etapa 2 M. kansasii CMAB/M. chelonae M. avium 

Controle interno: Etapa 1 Teste inválido Teste inválido Teste válido* 

Controle interno: Etapa 2 Teste inválido Teste inválido Teste válido# 

*Sinais altos - Canal azul: ~2.000 RFU (unidade relativa de fluorescência); Canal vermelho: ~350 RFU. # Sinais altos - Canal azul: ~600 RFU; 1444 
Canal vermelho: ~300 RFU. Nota: Controles negativos com sinais de ~150 a 200 RFU e ~40 a 60 RFU nos canais azul e vermelho, 1445 
respectivamente. 1446 

 1447 

Os sensores Myco-BiDz e Mkan-BiDz estão projetados para hibridizar somente com o 1448 

substrato MzF-FAM e o sensor Mab/Mche-BiDz está projetado para hibridizar somente com o 1449 

substrato TxR. Os sensores Mtb-BiDz e Mav-BiDz estão projetados para hibridizar com ambos 1450 
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os substratos (Figura 1). As subunidades Dza e Dzb das extremidades da sequência alvo serão 1451 

universais a ambas as etapas, complementando os sensores Myco-BiDz e Mtb-BiDz, e os 1452 

sensores Mkan-BiDz, Mab/Mche-BiDz e Mav-Mkan, com subunidades centrais específicas dos 1453 

alvos. 1454 

 1455 

 

Figura 1. Esquema ilustrativo da hibridização dos sensores BiDz aos substratos fluorogênicos 1456 

e às espécies-alvo. 1457 

 1458 

ESTUDOS ADICIONAIS 1459 

1. O formato multiplex do teste BiDz-TB/NTM, que está sendo padronizado na UCF, tem 1460 

se mostrado capaz de identificar as espécies-alvo utilizando DNAs sintéticos. No 1461 

NUPEMM, ensaios avaliando este formato, utilizando cepas clínicas e de referência, 1462 

ainda estão em andamento, de modo que os resultados ainda não estão disponíveis. 1463 

2. O dispositivo portátil, de baixo custo e capaz de realizar a amplificação e detectar a 1464 

fluorescência emitida segue em processo de desenvolvimento na UCF.  1465 

a. Durante a avaliação de desempenho do protótipo de amplificação, barreiras 1466 

técnicas exigiram a remodelação do design inicial, o que resultou em um atraso 1467 

no desenvolvimento do protótipo, e consequentemente, na transferência da 1468 

tecnologia da UCF para o NUPEMM.  1469 

b. Contudo, resultados preliminares sugerem que, após a remodelação do design, 1470 

o dispositivo será capaz de realizar 30 ciclos de amplificação em menos de 10 1471 

minutos. 1472 
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Anexo B. Informações adicionais relacionadas ao teste Multi-Detect MTN/NTM 

Como mencionado anteriormente, o teste Multi-Detect MTN/NTM é baseado na técnica 1473 

de Real-Time PCR associada a sondas de hidrólise do sistema TaqMan e está em 1474 

desenvolvimento para a detecção simultânea do gênero Mycobacterium spp. e identificação do 1475 

CMTB (etapa 1); e a identificação do M. avium, M. kansasii e CMAB – alvo ainda em análise 1476 

in silico – (etapa 2), diretamente de amostras clínicas. O teste será realizado em duas etapas, 1477 

conforme apresentado na figura 2, e incluirá a amplificação de um fragmento de 65 pares de 1478 

bases do gene RNase P humano como controle interno da reação. 1479 

 1480 

 

Figura 2. Descrição das etapas do teste Multi-Detect MTB/MNT, com os possíveis resultados. 1481 

Myco-16S: Alvo desenhado para a detecção do gênero Mycobacterium spp., tendo sua sonda 1482 

marcada com o fluoróforo VIC (Excitação: 520 ± 10 e Emissão: 558 ± 12); Mtb-ESAT: Alvo 1483 

desenhado para a identificação do CMTB, tendo sua sonda marcada com o fluoróforo FAM 1484 

(Excitação: 470 ± 15 e Emissão: 520 ± 15); Mav-16S: Alvo desenhado para a identificação do 1485 

M. avium, tendo sua sonda marcada com o fluoróforo VIC (Excitação: 520 ± 10 e Emissão: 558 1486 

± 12); CMab: Alvo em análise in silico para a identificação do CMAB, e terá sua sonda 1487 

marcada com o fluoróforo ABY (Excitação: 550 ± 10 e Emissão: 587 ± 10); Mkan-16S: Alvo 1488 

desenhado para a identificação do M. abscessus, tendo sua sonda marcada com o fluoróforo 1489 

FAM (Excitação: 470 ± 15 e Emissão: 520 ± 15). 1490 

 1491 
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 ESTUDOS ADICIONAIS 1492 

1. Após o desenho e validação de todos os alvos do teste Multi-Detect MTN/NTM, serão 1493 

realizados ensaios comparativos dos formatos individual e multiplex para verificar 1494 

possíveis alterações na eficiência dos alvos projetados devido a interações entre as 1495 

sondas. Em seguida, o formato multiplex do teste será padronizado e avaliado quanto à 1496 

especificidade, sensibilidade, acurácia e limite de detecção, utilizando cepas clínicas e 1497 

de referência. 1498 

2. Avaliar o desempenho diagnóstico do teste Multi-Detect MTN/NTM diretamente em 1499 

amostras clínicas, com o objetivo futuro de integrá-lo na rotina diagnóstica. 1500 

3. Avaliar o teste Multi-Detect MTN/NTM rotina diagnóstica do Laboratório de 1501 

Micobactérias do NUPEMM-FURG, utilizando amostras clínicas provenientes de 1502 

pacientes com suspeita de TB. Serão utilizados como métodos padrão-ouro o Xpert 1503 

MTB-RIF Ultra para a identificação do CMTB e o Sequenciamento Sanger para a 1504 

identificação das espécies de MNT.1505 
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Anexo C. Relatório de atividades do doutorado sanduíche no exterior 

Em agosto de 2023 fui contemplada com uma bolsa CAPES-PrInt/FURG de Doutorado 1506 

Sanduíche no exterior, com início em novembro de 2023 e encerramento em abril de 2024. O 1507 

plano de trabalho submetido e intitulado “Genotipagem de isolados de Mycobacterium 1508 

tuberculosis procedentes da província de Aragón, na Espanha, pelos métodos de 1509 

Sequenciamento de Genoma total e IS6110-RFLP e padronização de uma plataforma de 1510 

PCR multiplex em tempo real para a detecção de M. tuberculosis e de micobactérias não-1511 

tuberculosas de importância clínica” estava diretamente relacionado ao Projeto de 1512 

Cooperação Internacional “Prevenção e controle de enfermidades e agravos que acometem a 1513 

saúde humana e sua qualidade de vida em ecossistemas costeiros”.  1514 

Durante os seis meses de estágio em Zaragoza, na Espanha, estive envolvida em 1515 

diferentes atividades junto a Profa. Dra. Sofia Samper, investigadora sênior do Instituto 1516 

Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS) e coordenadora da linha de epidemiologia molecular 1517 

do Grupo de investigación Genética de Micobacterias (GGM) da Universidad de Zaragoza 1518 

(UNIZAR). A seguir encontra-se o relatório de atividades enviado a coordenação do 1519 

PrInt/FURG e à CAPES. 1520 
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Anexo D. Atividades de pesquisa, ensino e extensão 

PRODUÇÃO TÉCNICO-CIENTÍFICO 

Relacionada a tese 

1. Resumo enviado ao VIII Workshop Rede-TB 2021. Evento online; 2021. DNAzyme is an 

accurate tool for the development of new platforms for tuberculosis and non-tuberculous 

mycobacteria. Apresentação oral realizada por um dos autores. 

 

2. Apresentação oral na 20a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 23° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2021. Avaliação de uma plataforma para a detecção 

e identificação do Mycobacterium tuberculosis e de micobactérias não-tuberculosas. 

 

3. Apresentação oral no 57° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -

MEDTROP. Belém, PA; 2022. Sensores desoxirribozimas binários na detecção e 

identificação de micobactérias de importância clínica. 

 

4. Menção honrosa na 57° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -

MEDTROP, Belém, PA; 2022. Título do trabalho: Sensores desoxirribozimas binários na 

detecção e identificação de micobactérias de importância clínica. 

 

5. Apresentação oral na 22a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 24° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2023. Teste de PCR Real-Time para a identificação 

do Mycobacterium tuberculosis a partir da cultura de amostras pulmonares 

provenientes de pacientes com suspeita de tuberculose. 

 

6. Apresentação de pôster no 58° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -

MEDTROP. Salvador, BA; 2023. Desenvolvimento de um teste de PCR em tempo real 

para a detecção de Mycobacterium avium a partir do cultivo em sistema BD 

Mycobacteria Growth Indicator Tube de amostras pulmonares procedentes de 

pacientes com suspeita de tuberculose. 

 

7. Bolsa CAPES-PrInt/FURG de doutorado sanduíche no exterior. Projeto intitulado 

“Genotipagem de isolados de Mycobacterium tuberculosis procedentes da província de 

Aragón, na Espanha, pelos métodos de Sequenciamento de Genoma total e IS6110-

RFLP e padronização de uma plataforma de PCR multiplex em tempo real para a 

detecção de M. tuberculosis e de micobactérias não-tuberculosas de importância 
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clínica” (Anexo C). Local: Zaragoza, Espanha. Período: novembro/2023 a abril/2024. 

Supervisora no exterior: Profa. Dra. Sofia Samper. 

 

8. Artigo publicado como primeira autora: Detection of Mtb and NTM: preclinical 

validation of a new asymmetric PCR-binary deoxyribozyme sensor assay (Artigo 1; 

Seção 6). 2024. Microbiology Spectrum. DOI: 10.1128/spectrum.03506-23. 

 

9. Apresentação oral na 23a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 25° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2024. Sequenciamento de genoma total em 

comparação com métodos clássicos de genotipagem para a caracterização 

epidemiológica e filogenética de isolados de Mycobacterium tuberculosis. Resumo 

relacionado ao Doutorado Sanduíche em Zaragoza, Espanha (Anexo C). 

 

10. Apresentação oral de um relato de experiência na 23a Mostra de Produção Universitária – 

MPU/FURG e 2° Mostra de Internacionalização para o Desenvolvimento Institucional. Rio 

Grande, RS; 2024. Joint doctorate abroad experience: molecular research of 

Mycobacterium tuberculosis with next-generation sequencing technology. Resumo 

relacionado ao Doutorado Sanduíche em Zaragoza, Espanha (Anexo C). 

 

11. Manuscrito em desenvolvimento como primeira autora: Desenvolvimento e avaliação pré-

clínica de Real-Time PCR para a detecção do Mycobacterium tuberculosis e de 

micobactérias não-tuberculosas de importância clínica (Artigo 2; Seção 7). The Journal 

of Molecular Diagnostics. 

 

Não-relacionada a tese 

1. Artigo publicado como coautora: Whole-genome sequencing as a tool for studying the 

microevolution of drug-resistant serial Mycobacterium tuberculosis isolates. 2021. 

Tuberculosis. DOI: 10.1016/j.tube.2021.102137. 

 

2. Apresentação oral na 21a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 24° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2022. Análise bacteriológica de infecção de corrente 

sanguínea de dois filhotes de toninhas (Pontoporia blainvillei) em reabilitação após 

encalhe. 

 



ANEXOS 

 
142 

 

3. Palestrante no WORKSHOP Investigações Epidemiológicas para o Enfrentamento da 

Tuberculose. Rio Grande, RS; 2023. Impacto do fluxo migratório no perfil genotípico 

do Mycobacterium tuberculosis disperso na América Latina. 

 

4. Resumo publicado na 22a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 32° Congresso 

de Iniciação Científica. Rio Grande, RS; 2023. Identificação de micobactérias não-

tuberculosas em pacientes com suspeita de tuberculose. 

 

5. Resumo publicado na 22a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 24° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2023. Uso de sensores desoxirribozimas binários 

para a detecção do Mycobacterium tuberculosis com diferentes perfis de suscetibilidade 

aos antimicrobianos: Um estudo piloto. 

 

6. Artigo publicado como primeira autora: Genotyping methods and their contributions to 

the study of tuberculosis dynamic in Latin America. 2023. The Journal of Infection in 

Developing Countries. DOI: 10.3855/jidc.17840. 

 

7. Resumo publicado na 23a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 25° Encontro 

de Pós-Graduação. Rio Grande, RS; 2024. Identificação molecular de resistência a 

isoniazida em Mycobacterium tuberculosis utilizando sensores desoxirribozimas 

binários. 

 

8. Resumo publicado na 23a Mostra de Produção Universitária – MPU/FURG e 7° Salão de 

Indissociabilidade, RS; 2024. Desenvolvimento de materiais didáticos sobre tuberculose 

para aplicação em um município com alta carga da doença: um relato de experiência. 

 

9. Resumo publicado no 59° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -

MEDTROP. São Paulo, SP; 2024. Tuberculose e pós-graduação: como estão os registros 

de propriedade intelectual vinculados a teses e dissertações produzidas no Brasil? 

 

10. Artigo em desenvolvimento como primeira autora: Microbiological characterization of 

samples from two neonate franciscanas dolphins (Pontoporia blainvillei) rescued alive 

in the south-east of Brazil: case report. 

 

11. Artigo em desenvolvimento como coautora: Avanços no diagnóstico de tuberculose e 

outras micobacterioses e identificação de resistência aos antimicrobianos, com ênfase 

na busca de plataformas point-of-care. 
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12. Artigo em desenvolvimento como coautora: Produção resultantes de teses e dissertações 

sobre tuberculose no Brasil. 

 

PARTICIPAÇÃO EM PROJETOS DE PESQUISA E EXTENSÃO: 

1. Projeto de pesquisa: Detecção point-of-care de TB e MNT utilizando sensores 

Desoxirribozima fluorescentes e dispositivo alimentado por bateria, impresso em 3D. 

Projeto desenvolvido em colaboração com a University of Central Florida (UCF) e o 

Núcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM) da FURG. Coordenador: Prof. 

Dr. Pedro Eduardo Almeida da Silva. Concluído; 2019-2024. 

 

2. Projeto de pesquisa: Inovação, desenvolvimento e validação de plataformas para o 

diagnóstico laboratorial da tuberculose e outras micobacterioses de importância clínica. 

Coordenadora: Profa. Andrea von Groll. Concluído; 2021-2023. 

 

3. Projeto de pesquisa: Desoxirribozima como estratégia molecular para o desenvolvimento 

de uma plataforma diagnóstica point-of-care para a detecção da tuberculose e da resistência 

de Mycobacterium tuberculosis aos antimicrobianos. Coordenadora: Profa. Dra. Ivy 

Bastos Ramis de Souza. Em andamento; 2022-atual. 

 

4. Projeto de pesquisa: Ensaio clínico prospectivo multicêntrico para avaliar a acurácia de 

novos testes diagnósticos de TB e TB droga resistente em diferentes regiões do país: 

Standard M10 e MDR MTB LAMP. Coordenador: Prof. Dr. Afrânio Lineu Kritski. Em 

andamento; 2024-atual. 

 

5. Projeto de pesquisa: Vigilância genômica e metagenômica da resistência a 

antimicrobianos no contexto de saúde única. Coordenador: Profa. Dra. Livia Kmetzsch. 

Em andamento; 2023-atual. 

 

6. Projeto de extensão: Tuberculose e outras micobacterioses: Educar para controlar. 

Coordenadora: Profa. Dra. Ivy Bastos Ramis de Souza. Em andamento; 2024-atual. 

 

OUTRAS ATIVIDADES: 

1. Ministrante de minicurso: Prática de ferramentas convencionalmente utilizadas em 

laboratório de microbiologia. XXIV Jornada Biológica, Instituto de Ciências Biológicas, 

FURG; Rio Grande, RS. Período: 28/08/2023 a 01/09/2023 (4 horas). 
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2. Realização de curso teórico-prático: Nova geração de sequenciamento, montagem e 

análise de genoma completo de Mycobacterium tuberculosis. Centro de Ciências 

computacionais, FURG; Rio Grande, RS. Ministrante: Prof. Dr. João Perdigão 

(Universidade de Lisboa). Período: 09/10/2023 a 10/10/2023 (20 horas). 

 

3. Participação em comissão organizadora: WORKSHOP Investigações Epidemiológicas 

para o Enfrentamento da Tuberculose. Núcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica e 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde, FURG; Rio Grande, RS. Período: 

outubro/2023. 

 

4. Participação em comissão de ensino: Representante discente da Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde no Conselho da Faculdade de Medicina, FURG. Rio Grande, RS. 

Período: janeiro/2022 a novembro/2023. 

 

5. Participação em comissão interna de avaliação do PPG Ciências da Saúde para indicação 

de tese ao Prêmio CAPES de Tese: Representante discente na edição 2022. 
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