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RESUMO

As micobactérias incluem espécies patogénicas de relevante impacto para a saude humana,
como o Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose (TB) e os patégenos
oportunistas do grupo de micobactérias ndo-tuberculosas (MNT). Apesar dos esforcos globais
para reduzir a transmissao do M. tuberculosis e melhorar o diagndstico laboratorial da TB, ainda
existem cerca de 2,5 milhGes de casos de TB anuais ndo diagnosticados e ndo tratados.
Paralelamente, os relatos de doencas pulmonares causadas por MNT (DP-MNT) tém
aumentado mundialmente, agravando o cenario diagnostico e epidemioldgico das doengas
causadas por micobactérias. O diagnostico diferencial entre TB e DP-MNT é desafiador, pois
ambas as doencas apesentam manifestacdes clinicas e achados radiologicos semelhantes,
frequentemente resultando no diagnostico errbneo das DP-MNT como TB. O diagndstico
laboratorial convencional apresenta limitacGes significativas, que comprometem o0 manejo
terapéutico e levam a necessidade do uso de métodos moleculares como alternativa tecnoldgica
para maior especificidade e rapidez na identificacdo da espécie infectante. No entanto, a
utilizacdo desses métodos ainda € restringido pelo alto custo e/ou dependéncia de insumos
importados. Visando ampliar as opc¢Ges diagndsticas, esta tese desenvolveu e validou dois testes
moleculares: 0 BiDz-TB/NTM e o Multi-Detect MTB/NTM, para a detec¢do de micobactérias
e a diferenciacdo 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 principio inovador, baseado no uso de sensores
desoxirribozimas binarios (BiDz), e o Multi-Detect MTB/NTM se baseia na técnica de Real-
Time PCR utilizando sondas TagMan. Para o desenvolvimento e avaliacdo dos testes, foram
realizadas analises in silico para selecionar alvos moleculares, ensaios de padronizacdo e
otimizacdo das condi¢bes de amplificacdo e hibridizacdo e a avaliacdo dos parametros de
acuracia diagnostica. Um painel de DNAs gendmicos totais de 19 espécies bacterianas
previamente caracterizadas foi utilizado. Os resultados obtidos demostraram que os alvos
projetados possuem desempenho robusto na identificacdo do género Mycobacterium spp. e das
especies-alvo, apresentando alta sensibilidade, especificidade e acuracia. Os resultados
alcancados nesta tese indicam que 0s testes propostos, no seu formato final, poderdo contribuir
para ampliar as opcOes diagndsticas atualmente disponiveis, sobretudo em regides com
limitagdes financeiras, reduzindo o tempo de resposta diagnostica e melhorando o manejo da
TB e das DP-MNT.
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tuberculosas; BiDz; Real-Time PCR
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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 TagMan 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




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.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

As micobactérias, do género Mycobacterium, constituem um grupo diversificado e
complexo, que inclui espécies com alto potencial patogénico para humanos e animais. Dentre
as 216 espeécies validadas (Parte et al., 2020), apenas um pequeno numero é classificado como
estritamente patogénico, incluindo o Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico da
tuberculose (TB). As demais espécies, denominadas como micobactérias ndo-tuberculosas
(MNT), séo predominantemente ubiquas, ambientais e raramente patogénicas, embora algumas
possam atuar como patdgenos oportunistas (Brasil, 2019, 2022; Griffith et al., 2007).

A TB é uma das principais causas de morte por um unico agente infeccioso no mundo,
com transmissdo do M. tuberculosis por via aérea e exigindo um esquema terapéutico
prolongado. As MNT, por sua vez, sdo consideradas menos virulentas que o M. tuberculosis,
mas também podem causar doencas em individuos imunocompetentes e imunossuprimidos.
Entre essas doencas, as doencas pulmonares causadas por MNT (DP-MNT) sdo as mais
frequentes, representando 80% a 90% dos casos (Brasil, 2022; Griffith et al., 2007; Sharma;
Upadhyay, 2020; Winthrop et al., 2017; WHO, 2024a). As espécies mais frequentemente
associadas as DP-MNT incluem o complexo Mycobacterium avium (CMAYV), Mycobacterium
kansasii e 0 complexo Mycobacterium abscessus (CMAB) (Brasil, 2021; Prevots et al., 2023,;
Sharma; Upadhyay, 2020).

Ao contrério da TB, as DP-MNT ndo sdo de notificacdo obrigatdria, o que dificulta a
estimativa de sua real prevaléncia e incidéncia. No entanto, em paises desenvolvidos, a
prevaléncia dessas doencas parece ultrapassar a da TB, enquanto em paises em
desenvolvimento, pode ser subestimadas pela alta prevaléncia da TB. Isto ocorre especialmente
devido a dificuldade de distinguir clinica e radiologicamente as DP-MNT da TB, podendo levar
a diagndsticos incorretos e a administracdo de esquemas terapéuticos inadequados (Brasil,
2021; Bryant et al., 2016; Daley et al., 2020; Greif et al., 2020; Griffith et al., 2007; Haworth
et al., 2017; Thornton et al., 2021; Twabi et al., 2021; Winthrop et al., 2017).

O diagnostico microbiologico convencional de micobactérias baseia-se em baciloscopia
(microscopia) e cultura, porém esses métodos apresentam importantes limitacfes. A
baciloscopia néo diferencia o M. tuberculosis das MNT, uma vez que ambos aparecem como
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Ja a cultura, considerada padréo-ouro, pode levar até
trés semanas para fornecer resultados positivos, atrasando o inicio do tratamento adequado

(Brasil, 2019, 2021; Griffith et al., 2007). E importante ressaltar que o esquema terapéutico
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para as doencas causadas por MNT varia conforme a espécie envolvida, tornando a
identificacdo precisa da espécie essencial para um melhor progndstico (Brasil, 2021; Griffith et
al., 2007).

Diante dessas limitacGes e para realizar a identificacdo da espécie micobacteriana,
métodos moleculares baseados em reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real-Time
Polymerase chain reaction; Real-Time PCR), como o Xpert® MTB/RIF Ultra (Cepheid,
Sunnyvale, EUA), e em hibridizacio reversa de DNA, como o Genotype® (Hain Lifescience,
Nehren, Alemanha), tornaram-se a principal alternativa laboratorial por oferecer maior rapidez
e especificidade (Brasil, 2019, 2021; Chakravorty et al., 2017; Epperson et al., 2024; Griffith
et al., 2007). No entanto, apesar de estarem comercialmente disponiveis, esses métodos
possuem um custo elevado devido a dependéncia de insumos e equipamentos importados,
exclusivos dos fabricantes (Brum et al., 2016; Gopalaswamy et al., 2020; Telenti et al., 1993;
Vogel et al., 2021), ressaltando a necessidade de ampliar as opg¢des diagndsticas disponiveis
(WHO, 2024b).

Neste sentido, esta tese propde o desenvolvimento de dois testes diagndsticos de
diferentes principios moleculares, o BiDz-TB/NTM e o Multi-Detect MTB/NTM, para
diagnosticar e diferenciar o complexo M. tuberculosis (CMTB) das principais espécies de MNT
causadoras de doencas pulmonares clinicamente similares. O teste BiDz-TB/NTM ¢é baseado
em uma PCR assimétrica associada a sensores desoxirribozimas binarios (BiDz), que clivam
substratos fluorogénicos, resultando em emisséo de fluorescéncia detectavel. Por outro lado, o
teste Multi-Detect MTB/NTM emprega a Real-Time PCR associada a sondas de hidrélise do
tipo TagMan, garantindo alta especificidade para a detecgéo de alvos. O desenvolvimento de
testes moleculares nacionais é fundamental para acelerar e aprimorar a identificacdo das
principais micobactérias de importancia clinica, contribuindo para o controle das doencas

causadas por esses microrganismos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. O GENERO Mycobacterium

Pertencentes a ordem Actinomycetales, a familia Mycobacteriaceae e ao género
Mycobacterium (Parte et al., 2020; SKERMAN; McGOWAN; SNEATH, 1980), as
micobactérias compreendem um grupo de 216 espécies oficialmente validadas (Parte et al.,
2020). Em 2018, justificada pela grande diversidade de espécies de micobactérias, uma nova
classificacdo taxonémica foi proposta, dividindo o género Mycobacterium em cinco géneros.
Essa divisdo foi realizada com base em analises filogenéticas comparativas de 150 espécies e
sinapomorfias moleculares (Gupta; Lo; Son, 2018).

Nessa nova classificagdo taxondmica, o género Mycobacterium foi mantido,
abrangendo os principais patégenos humanos e animais, como CMTB, CMAYV e M. kansasii.
No entanto, quatro novos géneros foram criados: Mycolicibacter gen. nov. e Mycolicibacillus
gen. nov., abrangendo principalmente espécies ndo patogénicas e de crescimento lento, como
M. terrae e M. trivialis, respectivamente; Mycolicibacterium gen. nov., abrangendo espécies
ndo patogénicas e potencialmente patogénicas de crescimento rapido, como M. fortuitum; e
Mycobacteroides gen. nov., abrangendo um pequeno grupo de espécies potencialmente
patogénicas e de crescimento rapido, como CMAB e M. chelonae (Gupta; Lo; Son, 2018).

Destaca-se que apesar da nova nomenclatura ter sido oficialmente validada (Oren;
Garrity, 2018), essa divisdo ndao tem sido adotada devido a renomeacdo de patégenos
oportunistas, como M. abscessus. Dessa forma, o género original Mycobacterium continua
sendo utilizado como sindnimo para os novos géneros (Meehan et al., 2021).

As micobactérias sdo bacilos retos ou ligeiramente curvados, caracterizadas pela
auséncia de motilidade, metabolismo tipicamente aerébio e alto teor das bases guanina e
citosina (58%-70%). Além disso, a estrutura da parede celular, rica em acidos micolicos de
cadeia longa, confere as micobactérias maior resisténcia aos ATM, metais pesados,
desinfetantes e a descoloracéo por alcool-acido (Brasil, 2019, 2022; Rocha; Felgueiras; Duarte,
2020; Sharma; Upadhyay, 2020).

Embora compartilhem caracteristicas morfoldgicas e genéticas que permitem formar um
clado parental Unico, as micobactérias sdo um grupo diverso. Elas diferem quanto a sua
patogenicidade e caracteristicas fenotipicas, como producdo de pigmentos e tempo de

crescimento (Tabela 1). Tais caracteristicas s&o comumente utilizadas como triagem inicial para

21



87
88
89
90
91

92
93
94
95

96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

106
107
108
109

Referencial teérico

a identificacdo dessas espécies (Brasil, 2022; Rastogi; Legrand; Sola, 2001; Runyon, 1959;
Sharma; Upadhyay, 2020).

Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas das micobactérias e espécies representativas de cada

grupo.

Grupo” Tempo de crescimento? Pigmentacéo Espécies representativas

M. tuberculosis

Complexo M. tuberculosis Né&o se aplica M. africanum
M. bovis
) M. kansasii
Runyon | Lento Fotocromdgena® ]
. . M. marinum
(a partir de sete dias) _
i M. szulgai
Runyon I Escotocromdgena?
M. gordonae
) Complexo M. avium
Runyon Il Acromdgena®
M. ulcerans
. Complexo M. abscessus
Rapido B .
Runyon IV Nao se aplica M. chelonae

(até sete dias) )
M. fortuitum

Fonte: Adaptado de: Brasil (2022); Runyon (1959). *Grupos Runyon | a IV estabelecidos para micobactérias néo-
tuberculosas. #Tempo de crescimento em culturas sélidas. 'Fotocromégena: Produgdo de pigmento laranja-
amarelo apenas quando ha exposicdo de luz. 2Escotocromogena: Producdo de pigmento laranja-amarelo
independente da exposicdo a luz. *Acromogena: Néo ha producio de pigmentos.

De acordo com sua patogenicidade em humanos, as micobactérias foram classificadas
em trés categorias: estritamente patogénicas; potencialmente patogénicas; e raramente
patogénicas. Apenas 0os membros do CMTB, o M. leprae, 0 M. lepromatosis e o M. ulcerans
sdo considerados estritamente patogénicos. As espécies classificadas como potencialmente
patogénicas e raramente patogénicas compreendem um grupo diverso, inicialmente chamado
de micobactérias atipicas, e atualmente denominado de MNT (Brasil, 2022; Rastogi; Legrand,;
Sola, 2001).

2.1.1. Complexo Mycobacterium tuberculosis

As especies responsaveis por causar TB em humanos e animais pertencem a um grupo
de micobactérias estreitamente relacionadas, conhecido como CMTB. Os membros deste
complexo sdo patdgenos intracelulares obrigatdrios, que apresentam 99.9% de similaridade na

sequéncia gendmica total e 100% na sequéncia do RNA ribossémico 16S (rRNA 16S). Apesar
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da alta relacdo genética, os membros do CMTB diferem em relacdo ao hospedeiro primario,
fendtipo, patogenicidade e viruléncia. Essas caracteristicas sdo conferidas, principalmente, por
delecdes de regides de diferenca, que sdo sequéncias gendmicas variaveis dentro do CMTB,
com 2 a 12,7 kb, e por polimorfismos de nucleotideo tUnico (Brosch et al., 2002; Coscolla;
Gagneux, 2014; Gagneux, 2018).

Entre os membros do CMTB, os agentes etiologicos da TB em humanos, M.
tuberculosis e M. africanum, séo as Unicas espécies que ndo possuem reservatérios ambientais
ou animais conhecidos (Brites; Gagneux, 2017; Gagneux, 2018). Algumas espécies adaptadas
a animais, como M. bovis (TB bovina), M. orygis (TB em mamiferos do género Oryx [e. g.
antilopes]) e M. caprae (TB em caprinos), possuem potencial zoondtico (Gagneux, 2018;
Jagielski et al., 2016; Macedo et al., 2020; Olea-Popelka; Fujiwara; Dean, 2021; Riopel et al.,
2024). No entanto, a proporcao de identificacdo de espécies adaptadas a animais em casos de
TB humana, embora subestimada, varia de 1% a 10% dependendo da regido, e raramente séo
transmitidas de humano para humano (Gagneux, 2018; Ghielmetti et al., 2021; Ramanujam et
al., 2021; Taye et al., 2021; van de Weg et al., 2020; WHO, 2020).

De maneira geral, a espécie micobacteriana com maior impacto na saude humana
mundial é o M. tuberculosis. No entanto, em alguns paises da Africa Ocidental, o M. africanum
também contribui significativamente, representando quase 50% dos casos de TB (Asare et al.,
2021; WHO, 2024a). O M. tuberculosis acomete preferencialmente os alvéolos pulmonares (TB
pulmonar), contudo, pode infectar outros érgdos ou sistemas (TB extrapulmonar) e se
disseminar pelo corpo (TB miliar). A TB pulmonar representa cerca de 95% de todos 0s casos
e seus sintomas classicos incluem tosse crbnica seca ou produtiva, febre, sudorese noturna,
perda de peso e fadiga (Brasil, 2019; Uddin et al., 2021; WHO, 2024a).

2.1.2. Micobactérias ndo-tuberculosas

As MNT constituem um amplo grupo de micobactérias ubiquas e ambientais,
majoritariamente saprofitas. A primeira descricio das MNT ocorreu em 1889, com a
identificacdo do Mycobacterium smegmatis. Desde entdo, mais de 200 espécies e subespécies
foram descritas, algumas das quais sdo consideradas patdégenos oportunistas de humanos
(DeFlorio-Barker et al., 2021; Hu et al., 2019; Parte et al., 2020; Rastogi; Legrand; Sola, 2001).

As doencas causadas por MNT estdo associadas a ingestdo de agua contaminada,

inalacdo de aerossodis ou contato dérmico. Os reservatorios ambientais mais comuns incluem
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fontes de &gua como tanques de &gua potével, encanamentos domesticos e hospitalares,
banheiras e chuveiros (Ahmed et al., 2020; Halstrom; Price; Thomson, 2015; Johnson; Odell,
2014). Para doencas pulmonares, a exposicdo direta a aerossois é considerada a rota mais
provavel (Johnson; Odell, 2014; Zhang et al., 2019). Embora a transmissdo de MNT de pessoa
para pessoa ndo esteja comprovada, alguns estudos sugerem a possibilidade de transmisséo de
membros do CMAB entre pacientes portadores de fibrose cistica (Bryant et al., 2016; Ruis et
al., 2021; Yan et al., 2020).

Destaca-se que a sobrevivéncia das MNT em diversos habitats, especialmente em fontes
de agua e solos, é favorecida por sua capacidade de formar biofilmes e pela hidrofobicidade da
parede celular das micobactérias. Essas caracteristicas também conferem as MNT altos niveis
de resisténcia aos ATM, metais pesados e desinfetantes (Bryant et al., 2016; Johnson; Odell,
2014; Rocha; Felgueiras; Duarte, 2020).

As MNT podem causar doengas pulmonares crénicas, extrapulmonares, que afetam
tecidos linfaticos (linfadenite), cutaneos e moles, e disseminadas. O sitio da infecgdo depende
da fonte de exposicdo, da espécie infectante e da imunidade do hospedeiro. Dentre 0s possiveis
sitios de infecdo por MNT, destaca-se que as doencas pulmonares sdo as mais frequentes
(DeFlorio-Barker et al., 2021; Johnson; Odell, 2014), estando associada a ocorréncia de
sintomas semelhantes aos causados pela TB, como tosse, perda de peso e febre (Gopalaswamy
et al., 2020; Winthrop et al., 2017). Além disso, entre as espécies de MNT patogénicas em
humanos, as mais prevalentes sdo os membros do CMAV, M. kansasii e 0s membros do CMAB
(Ahmed et al., 2020; Busatto et al., 2020; Gopalaswamy et al., 2020).

Os membros do CMAV sdo micobactérias de crescimento lento que constituem um
grupo heterogéneo, mas intimamente relacionado que compartilham de 85% a 93% das
sequéncias genémicas totais e mais de 99,5% da sequéncia do rRNA 16S (van Ingen et al.,
2018). O espectro de doencas causadas por todos os membros do CMAV néo é conhecido.
Contudo, as doencas pulmonares causadas por M. avium, M. intracellulare e M. chimaera séo
as mais comuns (Gopalaswamy et al., 2020; Griffith et al., 2007; van Ingen et al., 2018). Além
disso, as manifestacOes clinicas associadas as doencas causadas por esse grupo ainda ndo sdo
bem definidas, visto que a diferenciacdo entre as espécies ndo é realizada clinicamente. No
entanto, alguns estudos sugerem diferencgas na patogenicidade, com taxas variaveis de resposta
ao tratamento de doencas pulmonares e de mortalidade entre pacientes infectados por M.
intracellulare, M. avium ou M. chimaera (Azar et al., 2020; Boyle et al., 2015; Jhun et al.,
2020; Koh et al., 2012; Mason et al., 2022).
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O M. kansasii, uma MNT de crescimento lento, € considerado entre as MNT a espécie
mais virulenta, sendo capaz de causar doencas pulmonares t&o graves quanto o M. tuberculosis.
No entanto, quando causada por isolados sensiveis aos ATM, a doenga pulmonar por M.
kansasii apresenta taxas de cura que podem chegar a 90% (Daley et al., 2020; Griffith et al.,
2007; Guo et al., 2022; Johnston; Chiang; Elwood, 2017). As semelhangas entre M. kansasii e
M. tuberculosis podem ser explicadas pela proximidade filogenética de M. kansasii com o
ancestral comum do CMTB, sendo uma das Ultimas espécies a divergir e compartilhando pelo
menos 12 genes gque codificam fatores de viruléncia (Guan et al., 2020; Luo et al., 2021; Wang
etal., 2015).

Por fim, o CMAB, um grupo de micobactérias de crescimento rapido, passou por
diversas alteracdes taxonémicas ao longo dos anos. Até 1992, o M. abscessus era considerado
uma subespécie de M. chelonae, quando foi elevado aos status de espécie (Kusunoki; Ezaki,
1992). Desde 2016, as antigas espécies Mycobacterium massiliense e Mycobacterium bolletii
foram reclassificadas como M. abscessus subsp. massiliense e M. abscessus subsp. bolletii,
respectivamente. Assim, juntamente com M. abscessus subsp. abscessus, essas subespécies
passaram a compor o CMAB (Tortoli et al., 2016). Entre as micobactérias de crescimento
rapido, o CMAB é considerado o mais patogénico, sendo frequentemente relacionado a doencas
pulmonares. Além disso, esta associado a altas taxas de resisténcia aos ATM devido aos seus
mecanismos intrinsecos de resisténcia, o que torna seu tratamento um desafio clinico (Jhun et
al., 2020; Pasipanodya et al., 2017).

2.2. EPIDEMIOLOGIA
2.2.1. Mycobacterium tuberculosis

A TB, tendo o M. tuberculosis como seu principal agente etiol6gico em humanos, € um
importante problema de salde publica mundial, sendo impulsionada por fatores
socioecondmicos e individuais, como pobreza, moradias precarias e superlotadas, infecgéo pelo
HIV, desnutricdo e comorbidades. Em 2023, estima-se que 1,25 milhdes de pessoas morreram
em decorréncia da TB, no mundo, com um declinio progressivo nos 6bitos por TB ap6s o
primeiro ano da pandemia de COVID-19 (2021:1,42 milhdes; 2022: 1,32 milhdes). No entanto,
a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) prevé que, em 2024, a TB voltou a ser a principal
causa de oObitos por apenas um agente infeccioso, ultrapassando a COVID-19, e permanecera

entre as dez principais causas de 6bitos no mundo (Brasil, 2019; WHO, 2020, 2024a).
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Segundo as estimativas da OMS, em 2023, ocorreram 10,8 milhdes de novos casos de
TB, representando um acréscimo de 0,8 milhdes em relacdo a 2019, periodo pré-pandémico.
Desses casos, 7,1 milhdes foram notificados em 2019 e 8,2 milhdes foram em 2023. O aumento
nas notificacbes em 2023 pode ser o reflexo dos atrasos no diagndstico da TB causados pela
COVID-19 nos anos anteriores, mas também demonstra uma recuperacdo dos servicos de
diagndstico da TB. Apesar dos avancos, ainda existem lacunas diagnosticas importantes, com
cerca de 25% das pessoas com TB nado sendo diagnosticadas e tratadas (WHO, 2020, 2024a)

Essas lacunas diagnosticas sdo mais pronunciadas nos paises em desenvolvimento, onde
a maioria dos casos de TB, em 2023, estavam concentrados: Sudeste Asiatico (45%), Africa
(24%) e Pacifico Ocidental (17%). Nesse mesmo ano, na regido das Américas, que representou
3,2% da carga mundial, foram estimados cerca de 35 mil ébitos e 342 mil casos novos de TB,
dos quais cerca de 37,1% (13 mil 6bitos) e 30,1% (103 mil casos novos) foram no Brasil (WHO,
2024a). Do total de casos estimados no Brasil, cerca de 77,9% dos casos novos (80.012 casos)
foram notificados (Brasil, 2024). Neste cenéario, o Brasil se mantem entre os 30 paises
prioritarios para o controle da TB pela OMS, devido a alta carga de TB e a coinfec¢cdo TB-HIV
(7.451 casos, em 2023) (Brasil, 2024; WHO, 2024a).

O Brasil possui 27 Unidades Federativas (UF), estando o Rio Grande do Sul (RS) entre
as cinco primeiras UF com maior proporgéo de casos novos (4.584 casos) e 6bitos por TB (337
Obitos) em 2023, além de apresentar incidéncias superiores a nacional (40 casos/100 mil
habitantes e 2,9 6bitos/100 mil habitantes versus 37,3 casos/100 mil habitantes e 2,8 6bitos/100
mil habitantes). Além disso, o0 RS é a UF com a maior taxa de coinfeccdo TB-HIV, com 16,2%,
superando a taxa nacional (9,3%). Destaca-se que, entre 0s casos novos de TB registrados no
RS, 3.952 eram pulmonares e destes, 72,1% foram confirmados por critérios laboratoriais
(baciloscopia, Xpert ou cultura) (Brasil, 2024).

O RS possui 10 municipios prioritarios para o controle da TB, que representam 70% da
carga da doenca no estado. Entre esses municipios, destaca-se Rio Grande, que, segundos dados
do Sistema de Informacédo de Agravos de Notificagcdo (SINAN), registrou em 2023 um total de
141 casos novos de TB (70,9 casos/100 mil habitantes), apresentando uma incidéncia superior
a estadual e a nacional. Além disso, em 2022, foram registrados sete Obitos por TB (3,5
casos/100 mil habitantes) (Brasil, 2023, 2024).
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2.2.2. Micobactérias ndo-tuberculosas

A epidemiologia das DP-MNT néo é conhecida, principalmente devido & auséncia de
notificacdo obrigatoria na maioria dos paises (De Lima Mota et al., 2017; Greif et al., 2020;
Prevots et al., 2017; Puga et al., 2018; Winthrop et al., 2017). No entanto, estudos realizados
em paises desenvolvidos e/ou com baixas cargas de TB relataram que as DP-MNT parecem
estar se tornando mais prevalentes que a TB (Donohue, 2021; Hoefsloot et al., 2013; Lopez-
Roa et al., 2020; Prevots et al., 2017; Thomson, 2010). Em paises em desenvolvimento, o
impacto dessas doencas é frequentemente encoberto pela alta incidéncia da TB, devido as
semelhangas nos seus quadros clinicos (Hoefsloot et al., 2013; Hu et al., 2019; Okoi et al.,
2017; Puga et al., 2018).

Relatos de doencas causadas por MNT ganharam destaque com a emergéncia do HIV,
guando espécies de MNT passaram a ser isoladas com maior frequéncia nesta populacdo
(Griffith et al., 2007; Rocha; Felgueiras; Duarte, 2020). Além do HIV, diversos determinantes
de salde, ambientais e individuais vém sendo descritos como fatores de risco para doengas
causadas por MNT. Dentre eles estdo, a presenca de comorbidades, como bronquiectasias,
fibrose cistica e doenca pulmonar obstrutiva cronica, historia prévia de TB, imunosenescéncia,
contato com o solo e agua contaminados e realizacdo de procedimentos médicos invasivos ou
estéticos (da Costa et al., 2013; Donohue, 2021; Forbes et al., 2018; Gopalaswamy et al., 2020;
Nunes-Costa et al., 2016).

A prevaléncia do isolamento das espécies de MNT apresenta uma heterogeneidade
geografica (Tabela 2), podendo variar também de acordo com a fonte de infeccdo, presenca de
comorbidades e forma de apresentacéo clinica. No entanto, como ja mencionado anteriormente,
os membros do CMAV, do CMAB e M. kansasii sdo as espécies de MNT mais frequentemente
isoladas. Vale destacar, que essas espécies sdo responsaveis por mais de 90% dos casos
relatados de DP-MNT no mundo (Lipman et al., 2020; Thornton et al., 2021).
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263  Tabela 2. Frequéncia das espécies de micobactérias ndo-tuberculosas mais isoladas em paises da Asia, Europa, Africa, América do Norte e América

264  do Sul.
Pais CMAV CMAB M. kansasii M. chelonae M. fortuitum M. gordonae M. malmoense M. xenopi M. simiae
Asia
China (2008-2020) 48% 21,6%* 15% NA 5,1% 3,2% NI NI NI
india (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

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

Europa

Escécia (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

Franca (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

Republica 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%

265 *|dentificacdo dos membros do complexo M. abscessus (CMAB) e do M. chelonae sem distingéo. “Espécies isoladas de casos de doengas pulmonares causadas por MNT. NA:
266 N&o se aplica. NI: N&o identificado. CMAV: Complexo M. avium. Fonte: Adaptado de: Barnes; Rojo; Moretto (2004); Busatto et al. (2020); Chaptal et al. (2022); de Lima et
267 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);
268  Zamarioli et al. (2008).
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269  Continuagdo. Tabela 2. Frequéncia das espécies de micobactérias ndo-tuberculosas mais isoladas em paises da Asia, Europa, Africa, América do

270  Norte e América do Sul.

Pais CMAV CMAB M. kansasii M. chelonae M. fortuitum M. gordonae M. malmoense M. xenopi M. simiae
Africa
Tunisia (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%
Quénia (2020) 31% 14% NI NI 20% NI NI NI NI
Etiépia (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%
Canadé (1998-2010) 50,5 2,2 1,3 15 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% NI1-3%
Brasil (1993-2016) 12-73,4% 1,9-32% NI-33,6% NI1-2,5% NI-20% NI1-30% NI NI NI
Colémbia (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%

271 *|dentificacdo dos membros do complexo M. abscessus (CMAB) e do M. chelonae sem distingao. *Espécies isoladas de casos de doengas pulmonares causadas por MNT. NA:
272 Né&o se aplica. NI: N&o identificado. CMAV: Complexo M. avium. Fonte: Adaptado de: Barnes; Rojo; Moretto (2004); Busatto et al. (2020); Chaptal et al. (2022); de Lima et
273 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);

274  Zamarioli et al. (2008).
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Embora as MNT sejam consideradas patdgenos oportunistas, o relato de DP-MNT esta
aumentando exponencialmente em todo mundo (Donohue, 2021; Halstrom; Price; Thomson,
2015; Park et al., 2020; Prevots et al., 2017), impulsionado pelo aprimoramento das técnicas
diagnosticas para o isolamento e identificacdo das espécies (Griffith et al., 2007; Lopez-Roa et
al., 2020; Park et al., 2021; Puga et al., 2018; Sviridov et al., 2024).

Na Coreia do Sul, a prevaléncia de DP-MNT aumentou de 2009 para 2016, passando de
9,4 para 36,1 casos por 100 mil habitantes, sendo o M. intracellulare, membro do CMAYV, a
espécie mais frequente, enquanto a prevaléncia de TB diminuiu de 106,5 para 74,4 no mesmo
periodo (Prevots et al., 2023; Yoon; Choi; Ki, 2017). No Japdo, um estudo nacional observou
um aumento da incidéncia de DP-MNT de 5,7 em 2007 para 14,7 casos por 100 mil habitantes
em 2014, com maior frequéncia de M. avium entre esses casos (Namkoong et al., 2016). Poucos
dados estdo disponiveis para outras regides asiaticas, porém, as taxas de isolamento de espécies
de MNT para Taiwan, China, india e Singapura foram compiladas por Prevots et al. (2023) e
podem ser observadas na Tabela 2.

Para a Europa, Prevots et al. (2023) analisaram estudos publicados entre 2014 e 2022
em dez paises e observaram uma estabilidade na taxa de incidéncia de DP-MNT na Franca
(1,025 em 2010 e 1,096 casos por 100 mil habitantes em 2017), um aumento nessa taxa no
Reino Unido (22,9 em 2006 e 40,99 casos por 100 mil habitantes em 2016), e um aumento na
taxa de prevaléncia de DP-MNT na Holanda (2,3 em 2012 e 5,9 casos por 100 mil habitantes
em 2019) e Alemanha (2,3 em 2009 e 3,3 casos por 100 mil habitantes em 2014). Apenas taxas
acumulativas de incidéncia de DP-MNT estavam disponiveis para a Escécia (2,43 de 2000 a
2010), Republica Tcheca (1,1 de 2012 a 2018) e Grécia (8,8 de 2007 a 2013). Na Espanha,
apenas as taxas acumulativas de prevaléncia de DP-MNT e de isolamento de MNT foram
descritas, sendo 42,8 e 113,2 casos por 100 mil habitantes de 1994 a 2014, respectivamente.
Apesar da variabilidade de dados entre os paises europeus, em relacao a identificacdo das MNT,
0s membros do CMAYV foram as espécies mais frequentes (Tabela 2).

Na Africa, dados nacionais sobre as taxas de prevaléncia e incidéncia do isolamento de
MNT e de DP-MNT néo estdo disponiveis. Contudo, em uma revisdo sistematica, que incluiu
dados de Botsuana, Gana, Quenia e Etidpia, foi observada uma frequéncia maior de isolamento
do CMAV, com predominio de M. intracellulare. Ja na Etidpia, o isolamento de M. simiae
supera a frequéncia de CMAV (42,9% contra 14,3%), enquanto na Tunisia a espécie mais
isolada foi M. kansasii. Apesar da variacdo nas taxas de isolamento de MNT dentro do
continente africano, os membros do CMAYV foram as espécies mais identificadas (Tabela 2).
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Para os estudos com dados suficientes para definir DP-MNT, o M. kansasii foi a espécie
infectante mais frequente (Prevots et al., 2023).

Nos Estados Unidos os casos de DP-MNT s&o mais prevalentes que os casos de TB. Um
estudo nacional observou que as taxas de prevaléncia e de incidéncia da DP-MNT aumentaram
de 2008 para 2015, com taxas de 6,8 e 3,1 versus 11,7 e 4,7 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente (Winthrop et al., 2020). Estudos realizados na Flérida (aumento de 14,3 para
22,6 casos por 100 mil habitantes) e Havai (aumento de 9 para 19 casos por 100 mil habitantes)
confirmam esse aumento temporal (Adjemian et al., 2017; Kambali et al., 2021). Assim como
nos Estados Unidos, o aumento da taxa de prevaléncia de DP-MNT também foi registrado no
Canad4, de 4,65 em 1998 para 9,1 casos por 100 mil habitantes em 2010 (Brode et al., 2017,
Raats et al., 2022). No México, apenas taxas gerais de incidéncia de doencas causadas por MNT
de crescimento lento e rapido foram calculadas para o periodo de 2001 a 2017, variando de 0,2
para 4,8 casos por 100 mil habitantes e de 0,2 para 2,1 casos por 100 mil habitantes,
respectivamente (Lopez-Luis et al., 2020).

Em relacdo as taxas de prevaléncia de isolamento de MNT (Tabela 2), estudos
regionalizados nos Estados Unidos observaram que houve um aumento de 20 para 44 casos por
100 mil habitantes de 2005 a 2013 no Havai, e de 2 para 48 casos por 100 mil habitantes de
2007 a 2011 em ilhas do pacifico afiliadas aos Estados Unidos, com predominéancia do CMAV
(63,7% e 31,4%, respectivamente) (Adjemian et al., 2017; Lin et al., 2018). Da mesma forma,
estudos realizados no Canada registraram 0 aumento da taxa de isolamento de MNT entre 0s
anos 1998 e 2010 (11,4 para 22,2 casos por 100 mil habitantes), com predominio dos membros
do CMAV, especialmente M. avium (Brode et al., 2017; Raats et al., 2022).

Na América Latina, os boletins relatando o isolamento ou DP-MNT séo escassos, 0 que
pode ser resultado de uma baixa frequéncia de casos ou da subestimacdo dos mesmos devido a
falta de capacidade diagnostica para a identificacdo de MNT. Uma revisdo sistematica realizada
por MORA et al. (2021), utilizando estudos disponiveis para sete paises latino-americanos,
observou que o CMAYV foi o mais prevalente nos casos de isolamento e de doencas causadas
por MNT, seguido do CMAB, M. chelonae, M. fortuitum e M. kansasii. Além disso, o estudo
observou que as doengas extrapulmonares eram mais frequentes que a doenca pulmonar,
contudo, um viés do estudo pode explicar este dado, uma vez que muitos estudos avaliados
relatavam infeccdes de pele causadas por micobacterias de crescimento rapido adquiridas apos

procedimentos estéticos (Mora et al., 2021).
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De maneira geral, nos estudos publicados em cinco paises da América do Sul, os
membros do CMAYV foram os mais prevalentes nos casos de isolamento de MNT, variando de

29,2% na Guiana Francesa a 75% na Argentina (Barnes; Rojo; Moretto, 2004; Busatto et al., 2020;
Chaptal et al., 2022; Couto de Mello et al., 2013; da Costa et al., 2013; de Lima et al., 2013; Greif et al., 2020;
Imperiale et al., 2012; Lima et al., 2022; Llerena; Valbuena; Zabaleta, 2018; Matos et al., 2004; Pedro et al., 2008,

2017; Puga et al., 2018; Zamarioli et al., 2008). A incidéncia de DP-MNT ¢é desconhecida, contudo,
em estudos realizados na Colémbia, Argentina e Guiana Francesa, dos casos de isolamento de
MNT, 57,4%, 61,1% e 21,1% dos casos, respectivamente, cumpriam os critérios da American
Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America (ATS/IDSA), configurando-se como
casos de doenca pulmonar. Os membros do CMAV, principalmente M. avium, do CMAB e M.
kansasii foram as principais espécies infectantes identificadas nesses casos (Chaptal et al.,
2022; Imperiale et al., 2012; Llerena; Valbuena; Zabaleta, 2018).

Dentre os paises latino-americanos, o Brasil € o pais com maior nimero de producgdes
avaliando a frequéncia de MNT. Segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Salde,
entre os anos de 2013 e 2019, foram notificados 2.731 casos novos de DP-MNT, sendo 22,8%,
22,4% e 12,4% dos casos causados por M. kansasii, CMAV e CMAB, respectivamente. No
mesmo periodo, a regido sudeste foi responsavel por 56,9% dos casos notificados no pais,
seguida da regido sul (16,9%) e nordeste (13,7%) (Brasil, 2021). Apesar da maior prevaléncia
do CMAYV, destaca-se que a distribuicdo das MNT varia geograficamente, como pode ser
observado na Figura 1.

Ainda, durante o periodo de 2013 a 2019, o estado do RS foi responsavel por 46,2%
dos casos de DP-MNT da regido sul do Brasil (213/461), sendo 27,7%, 9,9% e 8,9% dos casos
causados pelo CMAV, M. kansasii e CMAB, respectivamente (Brasil, 2021). Um estudo
realizado por Carneiro et al. (2018) entre 2003 e 2013 em um Hospital de Porto Alegre, capital
do estado do RS, observaram que 74% dos casos suspeitos de DP-MNT preencheram 0s
critérios da ATS/IDSA, e que foram causados principalmente por M. avium (26%), M. kansasii
(17%) e CMAB (12%). Em um estudo realizado no municipio do Rio Grande, em 7,5% dos
casos suspeitos de TB foram identificadas MNT, principalmente M. avium (72%) e CMAB
(20%). Além disso, 52% desses casos ocorreram entre pessoas vivendo com HIV (PVHIV), o
que vai de encontro a outros estudos que apresentam maior frequéncia de doencas pulmonares

causadas por M. avium entre essa populacdo (Busatto et al., 2020).
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Para (2010-2011)* .
Complexo M. abscessus (55,1%) B ra Sll
Complexo M. avium (20,6%)
M. fortuitum (3,4%)
M. kansasii (3,4%)

Rondénia (2008-2010)
Complexo M. abscessiis (32%)
Complexo M. avium (22,6%)
M. fortuitum (12%)

M. gordonae (2,7%)

Bahia (1998-2003)
#Complexo M. abscessus (58%)

Complexo M. avium (16%)
M. kansasii (16%)
M. fortuitum (11%)

Amazonas (2011-2014)
M. gordonae (30%)
M. fortuitum (20%)

Rio de Janeiro (1993-2011)*
,/ M. kansasii (33,9%)

f/ Complexo M. avium (30,4%)
'/ Complexo M. abscessus (13,2%)
\ M. fortuitum (8%)
Ve

Sao Paulo (1996-2014)
Complexo M. avium (18%-73,4%)

Complexo M. avium (12%)
Complexo M. abscessus (8%)
M. kansasii (4%)

Rio Grande do Sul (2014-2016)

M. avium (72%)

Complexo M. abscessus (20%) M. kansasii (NI-33,6%)

M. kansasii (4%) Complexo M. abscessus (NI-20,8%)

M. fortuitum (3,3%-13,4%)
M. gordonae (1,6%-10,4%)
M. chelonae (N1-2,5%)

Figura 1. Frequéncia das espécies de micobactérias ndo-tuberculosas (MNT) mais isoladas em Unidades
Federativas do Brasil. *Espécies isoladas de casos de doenca pulmonar causadas por MNT. #Identificacdo de
Complexo M. abscessus e M. chelonae sem distin¢do. 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).

2.3. ESQUEMAS TERAPEUTICOS

O esquema bésico de tratamento da TB causada por cepas de M. tuberculosis sensiveis
aos ATM tem duracdo de seis meses, com administracdo de isoniazida (INH), rifampicina
(RMP), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) por dois meses (fase de ataque), seguido por
quatro meses com INH e RMP (fase de manutenc¢do). Quando administrado adequadamente,
esse esquema terapéutico apresenta uma taxa de sucesso de aproximadamente 88% em
pacientes imunocompetentes e de 79% em PVHIV/AIDS. No entanto, devido ao tempo
prolongado de tratamento e aos possiveis efeitos adversos, alguns pacientes interrompem o
tratamento, o que favorece o surgimento de cepas resistentes aos ATM e possibilita a

manutencdo da cadeia de transmissao do M. tuberculosis (Brasil, 2019; WHO, 2024a).
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Os casos de TB causados por cepas de M. tuberculosis resistentes aos ATM,
especialmente por cepas multidroga-resistentes (MDR; resistentes a pelo menos INH e RMP)
e por cepas extensivamente resistentes (XDR; resistentes a INH, RMP, a pelo menos uma
fluoroquinolona e a linezolida ou bedaquilina), representam um grande desafio para o controle
da TB (Brasil, 2022; WHO, 2024a). Isto ocorre, pois, esses casos requerem tratamentos com
duracdo minima de 18 meses, com maior toxicidade, custo elevado e menor efetividade.
Segundo a OMS, a taxa de sucesso dos esquemas terapéuticos é significativamente menor para
esses casos, variando de 61% a 68% (Ryckman et al., 2024; WHO, 2024a). A elaboracao dos
esquemas terapéuticos para a TB resistente deve considerar o tipo de resisténcia aos ATM
(monorresisténcia, MDR e XDR) e a classificacdo dos ATM padronizados pela OMS para a
composicdo dos mesmos (Brasil, 2019)

Para o tratamento das doencas causadas por MNT, a escolha dos esquemas terapéuticos
deve considerar diversos fatores microbiolégicos e clinicos. Portanto, além da identificacdo do
agente etioldgico, da apresentacao da doenca (pulmonar, extrapulmonar ou disseminada) e dos
resultados de testes de sensibilidade aos ATM, a possibilidade de cura e a tolerancia do paciente
a toxicidade dos ATM utilizados sdo cruciais e influenciam diretamente a decisdo terapéutica
(Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007). Vale destacar que, em alguns casos o
acompanhamento do paciente é recomendado em vez da administragdo de esquemas
terapéuticos devido a alta toxicidade, ao custo elevado e as taxas de sucesso de tratamento
dependentes do agente etioldgico (Daley et al., 2020).

Diversas combinagdes de ATM séo recomendadas por 6rgdos nacionais e internacionais
como, o Ministério da Saude e a ATS/IDSA, para o tratamento de infec¢fes causadas por MNT
(Brasil, 2021; Daley et al., 2020). No entanto, as diretrizes mantém a base dos esquemas
terapéuticos, estabelecendo que é fundamental a administracdo de pelo menos trés ATM, para
reduzir a aquisicdo de resisténcia aos ATM, por no minimo 12 meses apds a conversdo da
cultura ou por 18 meses quando nao ¢ possivel coletar amostras de escarro (Brasil, 2021; Daley
et al., 2020; Griffith et al., 2007).

Para doengas causadas por membros do CMAV (Tabela 3), a base dos esquemas
terapéuticos sdo os macrolideos, principalmente claritromicina ou azitromicina, que podem
causar uma melhora sintomatica e regressao da doenca (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith
et al., 2007). Estudos avaliando os esquemas terapéuticos utilizados para o tratamento de
doencas pulmonares causadas pelo CMAV mostraram que a utilizacdo de macrolideos resulta
em taxas médias de sucesso do tratamento de 60% (55,1% a 68,1%) (Cheng et al., 2022; Kwak
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et al., 2017; Nasiri et al., 2020; Nguyen et al., 2025). Em casos de aquisi¢ao de resisténcia aos
macrolideos, a taxa de sucesso do tratamento reduz significativamente, variando de 11% a 36%,
0 que demonstra que a sensibilidade aos macrolideos esta diretamente relacionada ao sucesso
de tratamento de doencas causadas por estre grupo (Kadota et al., 2015; Moon et al., 2016;
Nguyen et al., 2025; Park et al., 2019).

Tabela 3. Esquemas terapéuticos para o tratamento de doencas causadas pelo CMAV.

Apresentacdo da doenga  Tratamento recomendado Tempo de tratamento
CLA;
Geral, sem complicacGes RMP ou RMP + INH*; e
EMB
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
de RMP isolada. #Tempo dependente da evolugéo clinica do paciente. CLA: Claritromicina; RMP: Rifampicina;
INH: Isoniazida; EMB: Etambutol; AMI: Amicacina.

18 meses ou 12 meses apos

conversao da cultura

Formas graves e cavitarias

E importante destacar que a diferenciacio dos membros do CMAV nio é realizada
rotineiramente, de modo que ndo estdo bem elucidados os fatores de risco, viruléncia e
variabilidades terapéuticas entre as espécies (Griffith et al., 2007). Estudos relatam que o M.
intracellulare parece responder melhor ao tratamento de doencas pulmonares e tem menores
taxas de recidiva quando comparado ao M. avium, além de ser mais prevalente entre pacientes
imunocompetentes (Boyle et al., 2015; Chang et al., 2020). Em contrapartida, outros estudos
relatam menores taxas de resposta ao tratamento (56% versus 74%) e maiores taxas de
mortalidade (20,3% a 45,5% versus 8% a 27,9%) entre pacientes com M. intracellulare em
comparagdo com M. avium (Azar et al., 2020; Hwang et al., 2017; Jhun et al., 2020; Koh et al.,
2012). Por fim, o M. chimaera parece ser menos virulento e menos frequente em doengas
pulmonares (Boyle et al., 2015; Mason et al., 2022). Portanto, destaca-se que, apesar de ndo ser
realizada de forma rotineira, a diferenciagcdo dos membros do CMAYV, especialmente M. avium
e M. intracellulare, pode ter implica¢fes prognosticas e terapéuticas importantes.

Para doengas pulmonares causadas por M. kansasii, a base do esquema terapéutico € a
RMP, que apresenta altas taxas de sucesso terapéutico (89,9%). A escolha dos ATM

complementares a RMP néo é clara, contudo, recomenda-se o esquema combinado de RMP,
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EMB e INH devido aos bons resultados terapéuticos alcangados (Brasil, 2021; Cheng et al.,
2022; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007; Sharma; Upadhyay, 2020) (Tabela 4). Embora
sejam descritas taxas de resisténcia mais baixas do M. kansasii frente a RMP, claritromicina e
amicacina, altas taxas de resisténcia a BEM (47,9% a 76,7%) e INH sdo relatadas (16,8% a
97,8%) (Akrami; Dokht khosravi; Hashemzadeh, 2023; Guo et al., 2022; Zhang et al., 2023).
Neste cenério, é fortemente recomentada a realizacdo do teste de sensibilidade aos ATM,
especialmente frente a RMP (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Haworth et al., 2017).

Tabela 4. Esquemas terapéuticos para o tratamento de doencas causadas pelo M. kansasii.

Apresentacdo da doengca  Tratamento recomendado Tempo de tratamento
Geral, sem complicagdes: RMP + INH; e
Sensivel 8 RMP EMB
o INH;
Geral, sem complicagdes:
. EMB; e
Resistente 8 RMP
CLA
RMP + INH; 18 meses ou 12 meses apos
Geral, sem complicacbes* EMB; e conversdo da cultura
CLA
AMI (3-6 meses”);
L RMP + INH;
Formas graves e cavitarias
EMB; e
CLA

Fonte: Adaptado de: Brasil (2021). *Esquema terapéutico utilizado na auséncia de testes de sensibilidade aos
ATM. #*Tempo dependente da evolugéo clinica do paciente. CLA: Claritromicina; RMP: Rifampicina; INH:
Isoniazida; EMB: Etambutol; AMI: Amicacina.

Vale ressaltar que, apesar das similaridades entre as doencgas pulmonares causados por
M. kansasii e a TB, incluindo os esquemas terapéuticos, o0 M kansasii € intrinsicamente
resistente a PZA, é menos sensivel ao EMB e a INH do que o M. tuberculosis, e requer
esquemas terapéuticos mais longos (Brasil, 2021; Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007;
Sharma; Upadhyay, 2020). Além disso, é possivel que a utilizacdo do esquema terapéutico
anti-TB de forma empirica leve a aquisicao de resisténcia a RMP, EMB e/ou INH e, portanto,
a identificacao correta da espécie infectante € crucial para um melhor prognostico do paciente
(Zhang et al., 2023).

Quando se trata do tratamento de doencas causadas por CMAB, ainda ndo ha um

esquema terapéutico de eficiéncia comprovada. Entretanto, o uso de macrolideos combinado a
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pelo menos outros trés ATM, selecionados com base no perfil de sensibilidade, é recomendado
(Tabela 5). Além disso, em doengas pulmonares causadas por CMAB, a resseccdo cirdrgica de
envolvimentos pulmonares associada a utilizacdo de macrolideos, oferece uma melhor
probabilidade de cura (Daley et al., 2020; Griffith et al., 2007).

As taxas de mortalidade dos pacientes com doengas causadas por CMAB sdo altas
(11,4% a 50,6%), enquanto as taxas de sucesso terapéutico sao baixas, podendo estar em torno
de 30% em casos associados a resisténcia aos macrolideos (Cheng et al., 2022; Jhun et al.,
2020; Kang et al., 2024). Isto se deve a resisténcia intrinseca das espécies do CMAB a diversos
ATM, além da resisténcia induzida a macrolideos, que sdo a base dos esquemas terapéuticos
(Alexander et al., 2025; Ju et al., 2025; Kang et al., 2024; Pasipanodya et al., 2017; Sharma et
al., 2019). Devido a essas singularidades, o esquema terapéutico das doencas causadas por
CMAB ¢ mais longo, com uma fase de ataque de no minimo um més e uma fase de manutencao

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

Tabela 5. Esquemas terapéuticos para o tratamento de doencas causadas pelo CMAB.

Apresentacdo da doenca Tratamento recomendado Tempo de tratamento
FASE DE ATAQUE:

AMI injetavel (3x/semana);

TGC; 1 a 3 meses:
IMP ou ERT; Dependente da evolucdo clinica
CLA;e
Geral
CFz

FASE DE MANUTENCAO:
AMI inalatéria;
CLA;
CFzZ; e
MFX

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

18 meses ou 12 meses apds

conversdo da cultura

Devido aos rigorosos critérios clinicos, radiolégicos e microbiol6gicos para o
diagnostico de DP-MNT e a sintomatologia semelhante a da TB, o tratamento anti-TB &
frequentemente iniciado empiricamente antes da identificacdo da espécie infectante (Daley et
al., 2020; Griffith et al., 2007). No entanto, os ATM anti-TB sdo apenas parcialmente eficazes

para o tratamento de DP-MNT, podendo contribuir para o desenvolvimento de resisténcia aos
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ATM. Além das taxas reduzidas de sucesso dos esquemas terapéuticos recomendados, 0
diagndstico e o tratamentos tardios de DP-MNT também resultam em desfechos clinicos
desfavoraveis. Portanto, para garantir a introducdo de esquemas terapéuticos eficazes, a
identificacdo rapida e correta da espécie infectante € crucial (Bryant et al., 2016; Gopalaswamy
et al., 2020; Griffith et al., 2007; Halstrom; Price; Thomson, 2015; Luthra; Rominski; Sander,
2018; Twabi et al., 2021).

2.4. DIAGNOSTICO

Convencionalmente, o diagnostico da TB baseia-se em critérios clinicos, achados
radioldgicos de térax e métodos microbiolégicos bem estabelecidos (Brasil, 2019). Contudo, o
diagnostico de DP-MNT ¢ desafiador devido as dificuldades em distingui-las clinica e
radiologicamente da TB. Diagnosticos incorretos levam ao uso de esquemas terapéuticos
ineficazes e resultam em piores prognosticos (subsecdo 2.3). Dessa forma, a DP-MNT sempre
deve ser considerada, especialmente em casos de falhas terapéuticas recorrentes do esquema
terapéutico anti-TB (Ahmed et al., 2020; Brasil, 2021; Griffith et al., 2007).

O diagnostico de DP-MNT envolve uma abordagem multifacetada que segue critérios
clinicos, radiolégicos e microbioldgicos conforme recomendacfes da ATS/IDSA (Tabela 6)
(Griffith et al., 2007). A aplicacdo desses critérios impede a introducdo de esquemas
terapéuticos desnecessarios ou ineficazes, além de garantir a diferenciacdo entre as
colonizac@es transitorias ou as contaminagfes (ambientais e amostrais), e as DP-MNT (Brasil,
2021; Griffith et al., 2007; Winthrop et al., 2017).
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Tabela 6. Critérios diagnosticos para o diagnostico de doenca pulmonar causada por MNT.

Critérios Achados
iini Sintomas: Tosse cronica ou recorrente, fadiga, febre, dor toracica e perda de peso, €;
Clinicos Exclusdo de outros diagnosticos (ex.: TB)
Radiografia do térax com opacidade nodulares ou cavitarias (fibrocavitaria, principal
caracteristica radiografica, com envolvimento mais marcado na pleura) ou;
Radiolégicos

Tomografia computadorizada mostrando bronquiectasia multifocal com multiplos

nodulos pequenos.

Isolamento em cultura de pelo menos duas amostras separadas de escarro ou;
Isolamento em cultura de pelo menos uma amostra de lavado broncoalveolar ou;
) o Isolamento em cultura de uma bidpsia pulmonar com histopatologia micobacteriana ou;
Microbioldgicos o . ] . . . )
Bidpsia pulmonar com histopatologia micobacteriana associada ao isolamento em

cultura de amostras de escarro ou lavado broncoalveolar.

Visualizagdo de bacilos alcool-acido resistentes por baciloscopia (microscopia)
Fonte: Adaptado de Griffith et al. (2007).

Identificar a mesma espécie em duas amostras nao estéreis ou em uma amostra esteril é
um fator microbioldgico que representa significancia clinica para o diagnéstico de DP-MNT.
Isto se deve a observacédo de que menos de 60% dos pacientes com isolamento Unico de CMAV
e CMAB, e menos de 20% com M. chelonae, preenchem os critérios diagnésticos de doenca.
Entretanto, um Unico isolamento de M. kansasii, no contexto adequado — que atende aos
critérios clinicos e radioldgicos —, pode justificar a introducdo imediata do esquema terapéutico
(Daley et al., 2020; Sharma; Upadhyay, 2020).

O diagnostico microbioldgico da TB e de DP-MNT é realizado principalmente através
de métodos fenotipicos, como baciloscopia com coloragdo de Ziehl-Neelsen (microscopia),
cultura e/ou testes bioquimicos, e métodos moleculares, que permitem a deteccdo e
diferenciacdo acurada e rapida das espécies micobacterianas (Ahmed et al., 2020; Bhalla et al.,
2018; Brasil, 2019, 2021; Griffith et al., 2007; WHO, 2024a). Ressalta-se a importancia da
identificacdo das espécies de micobactérias através de métodos moleculares é preferivel, uma
vez que a identificacdo fenotipica pode requerer até trés meses para a obtengéo de resultados
(Brasil, 2021).
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2.4.1. Métodos fenotipicos

Muitos paises com altas cargas de TB sdo fortemente dependentes da baciloscopia para
o0 diagnostico da doenca, devido a simplicidade, baixo custo e rapidez para a obtencdo dos
resultados (12 a 24 horas) (Brasil, 2022; Gopalaswamy et al., 2020; Lewinsohn et al., 2017). A
baciloscopia apresenta baixa sensibilidade (20% a 80%; >5.000 bacilos/ml) e ndo € capaz de
distinguir BAAR, portanto, ndo é capaz de diferenciar as espécies de micobactérias. Entretanto,
resultados positivos na baciloscopia, associados a resultados negativos para TB por outros
métodos microbiologicos, podem indicar a presenca de MNT (Balikgi; Erbakan; Babalik, 2024;
Brasil, 2019; Brum et al., 2016; Gopalaswamy et al., 2020; Lewinsohn et al., 2017; Sarro et
al., 2021).

A cultura é considerada 0 método padréo-ouro para o diagnéstico laboratorial da TB e
de doencas causadas por MNT, apresentando alta sensibilidade (>10 bacilos/ml), quando
comparada a baciloscopia. A cultura pode ser realizada utilizando meios sélidos, tais como
Ogawa-Kudoh e Loéwenstein-Jensen, e em meios liquidos, tais como Middlebrook 7H9 e caldo
Mueller-Hinton. Culturas liquidas fornecem resultados positivos mais rapidos (em média 14
dias) em comparacdo com as solidas (em média 20 dias). No entanto, as culturas solidas
permitem a quantificacdo bacteriana e fornecem caracteristicas fenotipicas adicionais, que
podem nortear a classificacdo das espécies micobacterianas (Brasil, 2021, 2022; Gopalaswamy
et al., 2020; Griffith et al., 2007; Lewinsohn et al., 2017; Stephenson et al., 2019).

A realizacdo da cultura, no entanto, exige instalacdes laboratoriais complexas, que ndo
estdo disponiveis na maioria dos locais com recursos limitados. Além disso, quando comparada
a outros métodos, como a baciloscopia, a cultura demanda mais tempo para a liberacdo dos
resultados positivos (14 a 20 dias) e negativos (20 a 60 dias) (Brasil, 2019, 2021; Fang et al.,
2019; Gopalaswamy et al., 2020). E importante destacar que, embora a cultura, por si s6, ndo
permita a identificacdo das micobactérias, possibilita a realizacdo de outros métodos para a
diferenciacéo das espécies e a determinacdo do perfil de sensibilidade aos ATM (Brasil, 2021;
Griffith et al., 2007; Lewinsohn et al., 2017; Sarro et al., 2021).

Outros métodos fenotipicos, como testes bioquimicos e cromatografia liquida de alta
performance (HPLC; High-performance liquid chromatography), podem ser utilizados para a
identificacdo das micobactérias. No entanto, esses métodos apresentam desvantagens que
levaram a sua substituicdo por outros métodos, especialmente moleculares (Forbes et al., 2018;
Gopalaswamy et al., 2020; Griffith et al., 2007; Sharma; Upadhyay, 2020).
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Os testes bioquimicos, que se baseiam em produtos de reacBes bioquimicas, s&o
laboriosos e demorados. Embora sejam de baixo custo (1 a 2 ddlares por amostra), apresentam
baixa reprodutibilidade e acuracia, e a obtencdo dos resultados pode demorar de um a dois
meses. Além disso, muitas espécies de MNT intimamente relacionadas ndo podem ser
diferenciadas e identificadas (Bhalla et al., 2018; Kazumi; Mitarai, 2012; Khieu et al., 2021).

A HPLC, que se baseia na andlise de padrGes de acidos micélicos, permite a
identificacdo de micobactérias em cerca de 5 dias. Em locais em que o equipamento de HPLC
esta disponivel, o custo por amostra é de aproximadamente 4 dolares, semelhante ao custo da
cultura liquida automatizada utilizando o sistema BACTEC™ MGIT™ (BD, Nova York,
EUA). No entanto, esse método requer um banco de perfis de acidos micélicos de cepas de
referéncia robusto e uma consideravel experiéncia para sua execucao e interpretacdo. Além
disso, a HPLC depende da obtencéo de culturas puras, 0 que aumenta 0 tempo necessario para
a liberacdo dos resultados. Assim como os testes bioquimicos, a HPLC ndo é capaz de
diferenciar espécies de micobactérias intimamente relacionadas, como, por exemplo, 0s
membros dos CMAYV (Forbes et al., 2018; Jeong et al., 2011; Mediavilla-Gradolph et al., 2015;
Sebastian et al., 2018; Tortoli, 2014).

Adicionalmente, a técnica de ionizacdo/dessorcao a laser assistida por matriz acoplada
a espectrometria de massa (MALDI-TOF MS; Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time Of Flight), baseada na analise de espectros de massa de proteinas bacterianas, tem sido
cada vez mais utilizada para a identificacdo de micobactérias. O MALDI-TOF permite
identificar quase 160 espécies micobacterianas com alta especificidade (98,6%) em cerca de 90
minutos. Embora o custo inicial do equipamento seja elevado, o custo por amostra ¢ baixo (<5
dolares), sendo similar a outros métodos comerciais. No entanto, devido a estrutura da parede
celular das micobactérias, sdo necessarias etapas de pré-extracdo das proteinas, que exigem
infraestrutura laboratorial complexa e Kits de extracdo, aumentando o custo do teste por
amostra. Vale destacar que, como outros metodos, 0 MALDI-TOF falha em diferenciar MNT
intimamente relacionadas. (Bacanelli; Araujo; Verbisck, 2023; Brasil, 2021; Forbes et al.,
2018; Neuschlova et al., 2017; Sharma; Upadhyay, 2020).

2.4.2. Métodos moleculares

Até a década de 1990, o diagndstico de doencas causadas por micobactérias dependia

exclusivamente da utilizacdo de métodos fenotipicos (Bhalla et al., 2018; Khieu et al., 2021).
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A partir de entdo, diversos métodos moleculares, comerciais e in-house, foram desenvolvidos
para esta identificacdo. Dentre esses métodos, destacam-se aqueles baseados em hibridizagéo
reversa, como o ensaio de sonda em linha (LPA; Line Probe Assay), e as técnicas de
amplificacdo de acidos nucleicos (NAATSs; Nucleic Acid Amplification techniques)
(Gopalaswamy et al., 2020; Huang; Yu; Huang, 2020).

Os LPAs se baseiam na hibridizacdo reversa de amplicons, utilizando tiras,
principalmente de nitrocelulose, marcadas com sondas de DNA complementares as regides-
alvo das micobacteérias. A realizacdo dos LPAs permite a identificacdo acurada das espécies
micobacterianas, com resultados sendo obtidos em até 24 horas, com dedicacdo exclusiva,
através da analise visual dos padrdes colorimétricos na tira-teste (Huang; Yu; Huang, 2020; Lee
et al., 2009; Makinen et al., 2006; Sebastian et al., 2018; Tortoli et al., 2001).

Os LPAs podem ser realizados diretamente em amostras de escarro e apresentam alta
especificidade. No entanto, sua sensibilidade esta diretamente relacionada a carga bacilar na
amostra, sendo reduzida em casos de microscopia negativa. Essa limitacéo é especialmente
relevante em amostras paucibacilares, condicdo frequentemente observada em PVHIV/AIDS
(Lara-Oya et al., 2013; Luetkemeyer et al., 2014; Maschmann et al., 2013; Meaza et al., 2017).
Por esse motivo, € comum que os LPAs sejam realizados a partir de amostras positivas na
microscopia e/ou de DNA extraido de culturas bacteriana (Ahmad; Mokaddas, 2019; Brandao
et al., 2019; Feliciano et al., 2015; Hofmann-Thiel et al., 2011; Moga et al., 2023; WHO,
2024b).

Diversos kits comerciais de LPA foram desenvolvidos para a identificacdo de
micobactérias (Tabela 7), sendo os kits Genotype® (Hain Lifescience, Nehren, Alemanha) os
mais utilizados. O Genotype esta disponivel em cinco formatos: MTBDRplus e MTBDRsl
para a identificacio do CMTB e deteccdo de resisténcia a RMP, INH, etionamida,
fluoroquinolonas e/ou amicacina; CM (Common Mycobacteria) e AS (Additional Species) para
a identificagdo do CMTB e 31 espécies de MNT; e NTM-DR para a identificacdo de sete
especies de MNT e deteccédo de resisténcia a macrolideos e aminoglicosideos (Barnard et al.,
2012; Epperson et al., 2024; Forbes et al., 2018; Lee et al., 2009; Makinen et al., 2006).
Destaca-se que apenas os kits Genotype MTBDRplus e MTBDRsl (NIPRO Corporation,
Osaka, Japéo) sdo endossados pela OMS (WHO, 2024b).

Embora uteis para a identificagdo de micobactérias, os LPAs sdo tecnicamente
complexos, demorados, exigem alto nivel de infraestrutura e possuem alto custo (13-25 dolares

por amostra) quando comparados com testes baseados em NAATs, como o Xpert para a
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deteccdo do CMTB. Além disso, identificacBes incorretas ou a identificacdo de espécies em

complexos podem ocorrer devido as reacOes cruzadas entre espécies intimamente relacionadas
(Méakinen et al., 2006; Meaza et al., 2017; Sebastian et al., 2018; Sharma; Upadhyay, 2020;

Tortoli et al., 2001; WHO, 2024b).
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634  Tabela 7. Comparacdo de kits comerciais baseados em hibridizacao reversa (LPA) para a identificacdo e micobactérias.

Caracteristica SpeedOligo Mycobacteria? INNO-LiPA Mycobacteria Genotype CM?AS® Genotype NTM-DR*
rRNA 16S e erm(41), rrle
Gene alvo ITS 165-23S IRNA ITS 16S-23S rRNA 23S rRNA RNA 16S
Tempo para resultados ~2 h# ~3 h* 2-3 h* 2-3 h#
Sensibilidade: 93% a 100% 92,7%
Microscopia positiva
— 87% a 100%* 92,1% a 100%*
. Sen5|b|.lldade. . 49% 2 56% 60%
Microscopia negativa
Deteccéo de resisténcia Né&o Né&o Né&o l\/_Iacro!ldec,)s ¢
aminoglicosideos
. P . CMTB + Mycobacterium sp. + CMTB + -
M f N . L. L. 7 MNT
icobactérias identificadas (N) 13 espécies MNT 16 espécies 15 e 16 espécies MNT especies

(Garcia-Agudo et al., 2011,
Padilla et al., 2004; Suffys et
al., 2001; Tortoli; Mariottini;

Mazzarelli, 2003)
635  *Extracdo de DNA, amplificacdo, hibridizagao, leitura - N&o inclui o tempo de processamento e da cultura, se realizada. *Os artigos ndo compararam a sensibilidade do kit com
636 resultados de microscopia. *Venda descontinuada no Brasil. ?Identificacdo de M. avium, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M.
637  scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum-M. ulcerans, M. szulgai, CMTB e M. xenopi. 3ldentificacdo de M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii,
638 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.
639 asiaticum e M. shimoidei. 4: Identificacdo de M. chelonae, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. abscessus subsp. massiliense, M. avium, M.

640 chimaera, M. intracellulare. rRNA: RNA ribossdmico; ITS: Espacador interno transcrito; CM: Common Mycobacteria; AS: Additional Species; MNT (NTM): Micobactérias
641 nédo-tuberculosas; CMTB: Complexo M. tuberculosis.

(Hofmann-Thiel et al., 2011;
Referéncias Lara-Oya et al., 2013; Ramis et
al., 2015)

(Lee et al., 2009; Makinen et
al., 2006; Schildhaus et al.,
2022)

(Epperson et al., 2024; Huh et
al., 2019)
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A utilizacdo de NAATS reduziu significativamente o tempo necessario para distinguir o
CMTB de MNT, quando comparadas aos métodos fenotipicos. Entre as NAAT podem ser
citadas a técnica de PCR, o sequenciamento de genes por Sanger e 0 sequenciamento de
genomas completos (WGS; Whole Genome Sequencing) (Gopalaswamy et al., 2020; Huang;
Yu; Huang, 2020; Lee et al., 2018; Lewinsohn et al., 2017). Na tabela 8 estéo sintetizados os
principais testes baseados em NAATS descritos na literatura.

A técnica de PCR-Restriction-enzyme Analysis (PRA) é baseada na andlise dos padrdes
de restricdo enzimatica e foi amplamente utilizada para a diferenciacao de espécies de MNT.
Essa técnica envolve a amplificacdo de um fragmento de 439 pares de bases do gene hsp65,
seguida pela digestdo dos produtos de PCR utilizando as enzimas de restricdo Haelll e BstElI
(Telenti et al., 1993). Por utilizar a PCR convencional, a PCR-PRA é considerada de baixo
custo e relativamente rapida. No entanto, padrdes de polimorfismos semelhantes entre espécies
relacionadas ou pequenas diferencas nesses padroes, dificultam a interpretagdo dos resultados
e limitam sua utilizacdo (Huang; Yu; Huang, 2020; Macente et al., 2013).

O uso da técnica de Real-Time PCR no diagnostico de doencas infecciosas tem
aumentado consideravelmente. Embora exija equipamentos caros e consideravel experiéncia
para a sua execucdo, essa técnica é considerada uma alternativa a hibridizacdo e a PCR
convencional. Isto se deve, especialmente, a dispensa de etapas adicionais pds-amplificacdo do
material genético, a alta sensibilidade e especificidade, ao baixo risco de contaminacdo e a
rapidez para a obtencdo dos resultados (KIM et al., 2010; LEE et al., 2018; NAGDEYV et al.,
2011).

Além disso, a Real-Time PCR pode utilizar sondas fluorogénicas, como as de hidrolise
TagMan ou do sistema lights-on" e "lights-off, que permitem a deteccdo de varios alvos
simultaneamente (multiplex) (KIM et al., 2010; LEE et al., 2018). Assim, testes baseados na
utilizacdo de PCR Real-Time multiplex sdo promissores para serem utilizados na rotina
diagnostica para a identificagdo do M. tuberculosis e de MNT, uma vez que economizam tempo
e recursos (KIM et al., 2010; SARRO et al., 2021).

Atualmente, uma das NAATS aprovadas pela OMS para o diagnostico inicial de TB e
deteccdo de resisténcia a RMP é o método comercial Xpert, um teste automatizado baseado em
Hemi-Nested Real-Time PCR, e denominado como Teste Rapido Molecular para a TB pelo
Ministério da Saude. O Xpert possui duas versdes: 0 MTB/RIF, que tem como alvo o gene
rpoB, e o seu sucessor, 0 MTB/RIF Ultra, desenvolvido para aumentar a sensibilidade do teste

para amostras paucibacilares (limite de deteccdo de 114 para 16 unidades formadoras de
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col6nia/ml), utilizando como alvos o gene rpoB e as sequéncias de inser¢do 6110 e 1081. O
MTB/RIF Ultra e o MTB/RIF apresentam alta sensibilidade (88,1% versus 72,5%) e
especificidade (96,2% versus 98,9%), com os resultados podendo ser obtidos em menos de 2
horas, diretamente de amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares (Chakravorty et al.,
2017; Helb et al., 2010; WHO, 2020; Zhang; Xue; He, 2020)

Outras plataformas moleculares foram desenvolvidos e estdo em fase de avaliagdo para
superar as limitac6es do equipamento tradicional (GeneXpert) do método Xpert em termos de
acessibilidade (GeneXpert Edge® e GeneXpert Omni®). As plataformas Edge e Omni mantém
a deteccdo do CMTB e da resisténcia a RIF através da versdo MTB/RIF Ultra, mas utilizam
equipamentos portateis operados por Tablet e smartphone, respectivamente, podendo ser
utilizados em locais de dificil acesso e com infraestrutura limitada (Cordeiro-Santos et al.,
2020; Ejalu et al., 2022; Georghiou et al., 2021; Zidovec Lepej; Poljak, 2020). Além disso, a
versdo GeneXpert MTB/XDR, também recomendada pela OMS, esta em fase de avalia¢do para
detectar resisténcia adicional a INH, as fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos, utilizando
como alvos os genes katG, inhA, gyrA, gyrB, rrs e eis. Esta versao tem se mostrado altamente
especifica (> 95,8%), embora a sensibilidade varie de acordo com o ATM avaliado (61,8% a
96,8%) (Chen et al., 2023; Katamba et al., 2023; Saderi et al., 2022).

Apesar das vantagens mencionadas, o Xpert possui um custo elevado e depende de um
unico fornecedor, o que dificulta sua ampla utilizacdo em paises em desenvolvimento e/ou com
alta carga de TB (Boyle et al., 2014; Iram et al., 2014; Nurwidya et al., 2018; Samper;
Gonzélez-Martin, 2018). Além disso, embora o uso do Xpert tenha acelerado o tempo de
resposta diagnostica para TB e diferencie indiretamente 0 CMTB das MNT, ele ndo é capaz de
detectar e identificar MNT de importancia clinica, tornando necessaria a realizacdo de testes
complementares (Brasil, 2021).

Com capacidade comparavel ao Xpert, o sistema Truenat™ (Molbio, india), outra
NAAT baseada em Real-Time PCR, teve suas versbes MTB, MTB plus e MTB-RIF Dx
aprovadas pela OMS para o diagnostico inicial de TB e deteccao de resisténcia a RMP (WHO,
2020). As versodes Truenat MTB e MTB plus possuem sensibilidades superiores a 73% e 80%,
respectivamente, e especificidade superior a 96%. Ja o MTB-RIF Dx apresenta sensibilidade
de 84% e uma especificidade de 95% (Meaza et al., 2021; Ngangue et al., 2022; Penn-
Nicholson et al., 2021). Apesar das recomendac¢des da OMS, as trés versdes do Truenat ainda
ndo possuem registros nacionais (Brasil, 2025) e ndo sdo recomendados pelo Ministério da
Saude (Brasil, 2022).
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Visando a descentralizacdo do diagnostico de TB, o Truenat possui a vantagem de ser
um teste portétil e alimentado por bateria, baseado em chips, que pode ser utilizado em locais
com recursos limitados (Jose et al., 2024; Penn-Nicholson et al., 2021). E importante destacar
que, a utilizacdo do sistema Truenat para determinar o perfil de resisténcia a RMP, requer que
as amostras positivas para 0 CMTB pelas versdbes MTB e MTB plus sejam submetidas a uma
segunda analise pelo MTB-RIF. Os testes possibilitam a liberacdo do resultado em
aproximadamente duas horas (Meaza et al., 2021; Ngangue et al., 2022; Penn-Nicholson et al.,
2021). Além das versoes ja disponiveis, estdo em fase de avaliagéo as seguintes versdes: MTB-
INH; MTB-FQ; MDR-TB plus; e MTB-BDQ (Vachaspathi, 2024).

Além disso, outros testes baseados em NAATSs automatizadas de complexidade
moderada para a deteccdo do CMTB e de resisténcia a RMP e INH foram recomendados pela
OMS para laboratorios centralizados (WHO, 2024b), ou estdo sendo avaliados (Vachaspathi,
2024). Entre os testes recomendados estdo o Abbott Real-Time MTB e MTB RIF/INH
(Abbott, EUA) (de Vos et al., 2021; Saavedra et al., 2021), BD MAX™ MDR-TB (Becton
Dickinson, EUA) (Armstrong et al., 2023; Ko; Yoon, 2025; Ko; Yoon; Lee, 2024), Cobas®
MTB e MTB-RIF/INH (Roche Diagnostics, Suica) (de Vos et al., 2024; Nadarajan et al.,
2021) e FluoroType® MTB e MTBDR (Hain Lifescience, Alemanha) (Dippenaar et al., 2021,
Ghebrekristos et al., 2025). Esses testes, baseados em Real-Time PCR, possibilitam a realizagéo
de um grande volume de testes simultaneamente (>22) com elevada sensibilidade (75% a
95,9%) e especificidades (80% a 100%). No entanto, a liberacdo dos resultados pode levar até
oito horas.

Apesar da diversidade de testes baseados em NAATS desenvolvidos ao longo dos anos
para a identificacdo do CMTB, poucos testes comerciais baseados em Real-Time PCR foram
desenvolvidos para discriminar o CMTB das MNT e/ou identificar as espécies de MNT. Dessa
forma, a maioria dos testes baseados em Real-Time PCR sdo in-house e, geralmente, restritos a
nivel de pesquisa (Brasil, 2021).

Entre os testes comerciais descritos na literatura para a discrimina¢do do CMTB das
MNT estdo: Anyplex™ MTB/NTM (Seegene Inc., Republica da Coreia) (Kim et al., 2020;
Sawatpanich et al., 2022), EZplex MTBC/NTM (Genetree Research Inc., Seul, Republica da
Coreia) (Lee et al., 2018) e Genedia MTB/NTM (Green Cross Medical Science Corp.,
Chungbuk, Republica da Coreia) (Kim et al., 2020; Shin et al., 2020). Apenas o0s testes
LightCycler® Mycobacterium (Roche Products, Randburg, Africa do Sul) (Bainomugisa et
al., 2015; Gous et al., 2012; Omar et al., 2011) e MeltPro Myco Assay (Zeesan Biotech,
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Xiamen, China) (Huang et al., 2022; Lin et al., 2022; Xu et al., 2019) sdo descritos como
capazes de identificar o CMTB e espécies de MNT (Tabela 8). Até 0 momento, poucos estudos
avaliando esses testes estdo disponiveis na literatura e nenhum dos testes mencionados acima
esta disponivel comercialmente no Brasil.

O sequenciamento de genes € considerado o método padrdo-ouro para a identificagdo
de espécies e subespécies de MNT. Os alvos mais utilizados para a identificacdo de espécies de
micobactérias sao 0s genes rrs, hsp65 e rpoB, que codificam o rRNA 16S, a proteina de choque
térmico de 65 kDa e a subunidade B da RNA polimerase, respectivamente. Apesar da sua alta
sensibilidade, a discriminacdo de espécies geneticamente relacionadas através do
sequenciamento parcial ou total de um Unico gene (ou regido) ndo é suficiente, o que exige 0
uso de metodos complementares para a identificacdo. Além disso, muitos laboratérios
enfrentam limitacdes financeiras, 0 que restringe seu uso na rotina diagndstica (Brasil, 2021;
Daley et al., 2020; Huang; Yu; Huang, 2020; Kazumi; Mitarai, 2012; Samper; Gonzélez-
Martin, 2018).

Entre as NAAT, o0 WGS é o método com maior poder de resolucdo para identificar e
caracterizar as espécies de micobactérias, bem como detectar mutacGes associadas a resisténcia
aos ATM (Bryant et al., 2013; Gopalaswamy et al., 2020; Khieu et al., 2021). Seu custo ainda
é restritivo e a analise de dados exige profissionais com expertise, limitando seu uso na rotina
diagnostica, especialmente em regies endémicas de TB. No entanto, o uso de tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS; Next Generation Sequencing) tem reduzido 0s custos
e 0 tempo necessario para a obtencdo dos resultados gendmicos (Feliciano et al., 2018;
Nurwidya et al., 2018; Park et al., 2022; VVogel et al., 2021).

Embora 0 WGS-NGS faca parte da rotina diagnostica de laboratérios com baixa
demanda e/ou com poucas limitacGes financeiras, a obtencdo de dados gendmicos de qualidade
exige a utilizacdo de cultura micobacteriana (Comin et al., 2022; Park et al., 2022; Satta et al.,
2018). Para superar as limitagdes do WGS-NGS, testes baseados em tecnologias de NGS
direcionado estdo sendo desenvolvidos para detectar mutagGes diretamente em amostras
clinicas de forma rapida. Os testes de NGS direcionados desenvolvidos, até 0 momento, e
recomendados pela OMS em 2023 para a detecgdo de mutagdes associadas a resisténcia 8 RMP,
INH, PZA, EMB, fluoroquinolonas, bedaquilina, linezolida, clofazimina, amicacina,
estreptomicina e/ou delamanid sédo Deeplex® Myc-TB test (Genoscreen) AMPORE TB test
(Oxford Nanopore Diagnostics) e TBseq® test (Hangzhou ShengTing Medical Technology
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Co) (Cabibbe et al., 2020; Cloutier Charette et al., 2024; Ren et al., 2024; Smith et al., 2020;
WHO, 2024b).

Embora os testes Deeplex e AMPORE ndo sejam recomendados pela OMS para a
identificacdo de espécies de micobactérias é importante destacar que, alem da deteccdo da
resisténcia aos ATM, estes testes visam a genotipagem do CMTB através do locus DR do
spoligotyping e a identificacdo de MNT através do gene hsp65. Alguns estudos aplicando esses
testes para a identificacdo de MNT apresentaram alta concordancia com o sequenciamento
Sanger e/ou WGS (Buckwalter et al., 2023; Jouet et al., 2021; Opperman et al., 2024; Ren et
al., 2024; Smith et al., 2020).

A implementacdo de testes baseados em NGS direcionado pode ser uma ferramenta
poderosa na deteccdo de mutacBes associadas a resisténcia aos ATM. No entanto, apesar dos
custos relativamente mais baixos em comparacao com o WGS, seu custo ainda € um obstaculo
significativo, especialmente em paises em desenvolvimento. A dependéncia do catalogo de
mutacdes da OMS € outro fator crucial para a eficacia desses testes. Além disso, atualiza¢fes
constantes das bases moleculares da resisténcia aos ATM sdo necessarias para garantir que 0s
testes reflitam com precisdo as mutacdes mais relevantes (Cloutier Charette et al., 2024; Ren et
al., 2024; Tram et al., 2024).

A utilizacdo dos métodos citados acima para o diagnéstico de TB e de doencas causadas
por MNT é de extrema importancia. Entretanto, em regides com poucos recursos, sua utilizacdo
ainda é limitada. Neste cenario, com o intuito de superar as limitacdes dos métodos atualmente
disponiveis (Lee; Kim; Kim, 2021; Nagdev et al., 2011; Vogel et al., 2021), métodos baseados
em tecnologias alternativas, como amplificacdo isotérmica mediada por loop e sensores BiDz,
foram desenvolvidos e vém sendo avaliados (Igarashi et al., 2017; Kim; Cha; An, 2015; Kim
et al., 2010; Lee et al., 2018; Notomi et al., 2000; Ou et al., 2020; Pérez-Garcia et al., 2017;
Wood et al., 2019). Esses métodos possuem caracteristicas que os tornam opcdes validas para
a obtencéo de métodos diagnosticos verdadeiramente point-of-care, como alta especificidade e
sensibilidade, rapidez, simplicidade e baixo custo (Bernardini; Pieri; Ciotti, 2021; Deng et al.,
2021; Lee; Kim; Kim, 2021; Sarro et al., 2021).
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801 Tabela 8. Métodos disponiveis comercialmente para a identificagdo do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias ndo-tuberculosas.

’ Tempo para  Custo por o
Método Gene alvo Caracteristicas
resultados  amostra ($)
) Mais usados: Identificacdo das principais espécies de MNT;
PCR-PRA 2 dias NI ) 3 ] . 3 o
rRNA 16S, hsp65, rpoB Método ndo automatizado, com interpretacdo subjetiva
Xpert MTB/RIF Ultra 1 h 30 min 7,97 1S6110, 1S108 e rpoB . ]
Detectam 0 CMTB e resisténcia a RMP, sendo
Truenat MTB e ih 8.00 nrdB; recomendados pela OMS;
MTB plus ' nrdZ e 156110 Custo elevado;
Né&o identificam MNT
Truenat MTB-RIF Dx 1lh 8,00 rpoB
Abbott Real-Time MTB 1S6110 e pab;
_ ~8h NI
Abbott Real-Time MTB ]
1S6110, pab, rpoB, inhA e katG
RIF/INH
BD MAX MDR-TB ~4 h NI 1S6110, 1S108, rpoB, inhA e katG NAATSs de moderada complexidade;
Indicados para laboratérios centrais/referéncia;
Cobas MTB rRNA 16S e 5 genes esx Detectam CMTB e resisténcia a RMP e INH;
3h 30 min NI Tempo de resposta elevado;
Cobas MTB-RIF/INH rpoB, inhA e katG N4o identificam MNT
FluoroType MTB rpoB;
4h 20 min NI

FluoroType MTBDR

rpoB, inhA e katG
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802  Continuacdo: Tabela 8. Métodos disponiveis comercialmente para a identificagdo do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias nédo-

803  tuberculosas.

) Tempo para  Custo por .
Método Gene alvo Caracteristicas
resultados  amostra ($)

inhA, fabG1, katG, ahpC, rpoB, pncA, embB,
Deeplex Myc-TB test 1-2 dias 50,00 rrs, gidB, rpsL, eis, tlyA, gyrA, gyrB, ethA,
rplC, rrl, Rv0678, hsp65 e Locus DR
rpoB, fabG1, katG, inhA, pncA, embA, embB,
rA, gyrB, rrs, eis, tlyA, gidB, rpsL, ethA,
AmMPORE TB test <24 h ~63,00 WA 9y A g P ATM;
Rv0678, atpE, rrl, rplC, ddn, fgd1, fbiA, fbiB,
. Detecta CMTB e MNT;
fbiC, hsp65 e Locus DR
Custo elevado
rpoB, ahpC katG, inhA, pncA, embA, embB,
TBseq test 1-2 dias NI gyrA, gyrB, rrs, eis, tlyA, gidB, rpsL, ethA,
Rv0678, atpE, rplC, folC, thyA, alr e hsp65

Tecnologias de nova geragdo de sequenciamento;

Deteccéo completa de genes associados a resisténcia aos

~3he50
AnyplexTM MTB/NTM ) NI 1S6110 e mbp64 e rRNA 16S
min
Apenas discrimina 0 CMTB das MNT

EZplex MTBC/NTM ~2h NI 1S6110 e rRNA 16S Custo-efetividade ndo descrita;
N&o esta disponivel no Brasil

Genedia MTB/NTM NI NI 1S6110, ITS 16S-23S rRNA e rpoB
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805  tuberculosas.
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Métodos disponiveis comercialmente para a identificacdo do complexo M. tuberculosis e/ou micobactérias nédo-

’ Tempo para  Custo por o
Método Gene alvo Caracteristicas
resultados  amostra ($)
) o . Identifica 0 CMTB e 2 espécies de MNT;
LightCycler ] Regido hipervariavel 1 do
. 1hed45min 11,70 Custo elevado;
Mycobacterium? rRNA 16S o .
N&o esta disponivel no Brasil
Identifica 0 CMTB e 17 espécies de MNT;
MeltPro Mycobacteria Custo elevado;
o ~3 horas 26,20 ITS 16S-23S rRNA i . .
Identification? Compativel apenas com equipamentos especificos;
Néo esta disponivel no Brasil
) ) Mais usados: Padréo-ouro para a identificacéo;
Sequenciamento Sanger 7 dias ~6,00
rRNA 16S, hsp65, rpoB, ITS Custo elevado
Sequenciamento de ) 130,00- o o )
Até 10 dias - Custo elevado e indisponivel na maioria dos laboratérios
genoma total 150,00

806 Fonte: Adaptado de: Brasil (2021, 2022); Smith et al. (2020); Vachaspathi (2024); WHO (2024b). 1: Identificagdo de CMTB, M. avium e M. kansasii. 2: Identificagdo de
807 CMTB, M. nonchromogenicum, M. smegmatis, M. chelonae, M. scrofulaceum, M. abscessus, M. kansasii, M. gordonae, M. haemophilum, M. simiae, M. terrae, M. marinum/M.
808 ulcerans, M. fortuitum, M. avium, M. intracellulare, M. xenopi, M. malmoense e M. szulgai. rRNA: RNA ribossémico; ITS: Espagador interno transcrito; MNT (NTM):
809 Micobactérias ndo-tuberculosas; CMTB: Complexo M. tuberculosis. NI: N&o informado.
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar dos esforgos globais para o seu controle, a TB continua sendo um grande desafio
para a saude publica, com milhdes de casos ndo diagnosticados anualmente. Paralelamente, a
incidéncia e a prevaléncia das DP-MNT vém aumentando em diversos paises, tornando o
diagndstico rapido e 0 manejo clinico dessas doengas cada vez mais relevantes. A TB e as DP-
MNT compartilham manifestagdes clinicas e achados radiolégicos que dificultam o diagnostico
diferencial e levam, frequentemente, a introducdo empirica do esquema terapéutico para TB em
pacientes com DP-MNT. No entanto, as MNT geralmente ndo respondem ao esquema
terapéutico anti-TB, tornando o diagndstico incorreto um fator critico para 0 aumento das taxas
de falha terapéutica, recorréncia da doenca e selecdo de bacilos resistentes aos ATM.

Os métodos diagnosticos atualmente disponiveis apresentam importantes limitacdes,
como o longo tempo de espera pelos resultados e a necessidade de equipamentos e/ou insumos
de alto custo. Embora os métodos moleculares disponiveis comercialmente oferecam alta
especificidade e rapidez, seus custos elevados restringem sua aplicacdo em locais com poucos
recursos financeiros. Diante desse cendrio, torna-se essencial o desenvolvimento de testes
moleculares mais acessiveis, acurados e com alta especificidade e sensibilidade, capazes de
diferenciar as principais espécies de micobactérias de importdncia clinica. Esse
desenvolvimento ndo apenas auxilia na reducdo das lacunas diagnosticas, mas também
contribui para a implementacdo de esquemas terapéuticos adequados, melhorando o

prognostico dos pacientes e auxiliando no controle da TB e de DP-MNT.
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Objetivos

OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar os alvos projetados para os testes diagnosticos BiDz-TB/NTM e

Multi-Detect MTB/NTM para a deteccdo e identificacdo do complexo M. tuberculosis e das

principais espécies de micobactérias ndo-tuberculosas de importancia clinica.

b)

f)

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar e avaliar as condi¢bes de PCR assimétrica e dos ensaios BiDz do teste BiDz-
TB/NTM frente a cepas clinicas e de referéncia de M. tuberculosis H37Rv, M. avium, M.
intracellulare, M. kansasii e CMAB.

Avaliar a especificidade, sensibilidade, acuracia e limite de deteccdo dos sensores BiDz
para a identificacdo do CMTB, M. avium, M. intracellulare/M. chimaera, M. kansasii,
CMAB/M. chelonae.

Analisar in silico genes-alvo para a deteccdo do género Mycobacterium spp. e a
identificacdo do CMTB, M. avium e M. kansasii.

Realizar o desenho de primers e sondas TagMan para o desenvolvimento do teste Multi-
Detect MTB/NTM.

Padronizar e avaliar as condi¢cGes de Real-Time PCR e avaliar a eficiéncia dos alvos
projetados através de curvas padrdo utilizando cepas clinicas e de referéncia de M.
tuberculosis H37Rv, M. avium e M. kansasii.

Avaliar a especificidade, sensibilidade e acuracia dos alvos do teste Multi-Detect
MTB/NTM para a deteccdo do género Mycobacterium spp. e a identificacdo do CMTB, M.

avium e M. kansasii.
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Detection of Mtb and NTM: preclinical validation of a new
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ABSTRACT Tuberculosis (TB) and infectious diseases caused by non-tuberculous
mycobacteria (NTM) are global concerns. The development of a rapid and accurate
diagnostic method, capable of detecting and identifying different mycobacteria species,
is crudial. We propose a molecular approach, the BiDz-TB/MTM, based on the use
of binary deoxyribozyme (BiDz) sensors for the detection of Mycobacterium tubercu-
losis (Mtb) and MTM of clinical interest. A panel of DNA samples was used to evalu-
ate Mth-BiDz, Mycobacterium abscessus/Mycobacterium chelonae-BiDz, Mycobacterium
avium-BiDz, Mycobacterium intracellulare/Mycobacterium chimaera-BiDz, and Mycobacte-
rium kansasii-BiDz sensors in terms of specificity, sensitivity, accuracy, and limit of
detection. The BiDz sensors were designed to hybridize specifically with the genetic
signatures of the target species. To obtain the BiDz sensor targets, amplification of a
fragment containing the hypervariable region 2 of the 165 rRNA was performed, under
asymmetric PCR conditions using the reverse primer designed based on linear-after-the-
exponential principles. The BiDz-TB/NTM was able to correctly identify 99.6% of the
samples, with 100% sensitivity and 0.99 accuracy. The individual values of specificity,
sensitivity, and accuracy, obtained for each BiDz sensor, satisfied the recommendations
for new diagnostic methods, with sensitivity of 100%, specificity and accuracy ranging
from 98% to 100% and from 0.98 to 1.0, respectively. The limit of detection of BiDz
sensors ranged from 12 genome copies (Mtb-BiDz) to 2,110 genome copies (Mkan-
BiDz). The BiDz-TB/MNTM platform would be able to generate results rapidly, allowing
the implementation of the appropriate therapeutic regimen and, consequently, the
reduction of morbidity and mortality of patients.

IMPORTANCE This article describes the development and evaluation of a new
molecular platform for accurate, sensitive, and specific detection and identification of
Mycobacterium tuberculosis and other mycobacteria of clinical importance. Based on
BiDz sensor technology, this assay prototype is amenable to implementation at the
point of care. Our data demonstrate the feasibility of combining the species specific-
ity of BiDz sensors with the sensitivity afforded by asymmetric PCR amplification of  ggjsar Gyanu Lamichhane, Jahns Hopking University
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supports the further development of this diagnostic tool for the molecular detection of P « to Kyle H_ R,
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RESUMO

A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis, permanece como um
grave problema de saude publica. Paralelamente, as doencas causadas por micobactérias
ndo-tuberculosas (MNT) vém ganhando relevancia devido ao aumento global do nimero
de casos. Apesar das semelhancas clinicas e radioldgicas das doencas pulmonares
causadas por MNT com a TB, que dificultam o diagnéstico preciso, essas doencas
requerem esquemas terapéuticos distintos. Assim, a identificacdo rapida das espécies é
essencial para um manejo clinico adequado. Neste estudo, desenvolvemos e avaliamos
um teste de Real-Time PCR para a deteccédo e identificacdo do género Mycobacterium
spp. das espécies M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii. Para isso, primers e sondas
TagMan foram desenhados com base em analises in silico dos genes rRNA 16S e esxA.
Avaliacdes da eficiéncia das reacdes de amplificacdo dos primers e sondas alvos foram
realizadas através de curvas padrdo. A especificidade, sensibilidade e acuracia foram
avaliadas utilizando um painel de 43 DNAs de micobactérias e de outros géneros
bacterianos. Os alvos projetados apresentaram valores de eficiéncia >93,5% e resultaram
em 100% de sensibilidade e especificidade e 1,0 de acuracia. Os resultados confirmam a
robustez a confiabilidade dos alvos e demonstram seu potencial para a identificacdo
rapida e precisa de micobactérias de importancia clinica. Assim, estes alvos tornam-se
uma importante alternativa para o desenvolvimento de um novo teste diagnostico baseado
em Real-Time PCR.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Micobactérias ndo-tuberculosas;
Diagndstico; Real-Time PCR.
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1. INTRODUCAO

As micobactérias, pertencentes ao género Mycobacterium, compreendem 202

espécies oficialmente validadas !

. Dentre elas, o Mycobacterium tuberculosis € o
principal patégeno, sendo o agente etiologico da tuberculose (TB), uma das principais
causas de morte no mundo, com 1,25 milhdes de 6bitos em 2023. Apesar dos esforgos
globais para conter a transmissao do M. tuberculosis e aprimorar o diagndstico da TB,
especialmente com o desenvolvimento de novos métodos rapidos, lacunas ainda existem,
com cerca de 25% dos casos ndo diagnosticados e tratados 2.

Embora a TB seja o foco principal das estratégias de controle, as doencas causadas
por micobactérias nao tuberculosas (MNT), consideradas patdgenos oportunistas,
também demandam atencdo *°. A prevaléncia e a incidéncia dessas doencas vém
aumentando globalmente 7, sendo as formas pulmonares as mais comuns (80%—-90% dos
casos). Entre as espécies mais prevalentes destacam-se 0os membros do complexo
Mycobacterium avium (CMAYV), complexo Mycobacterium abscessus e o0
Mycobacterium kansasii "2

A determinacdo dos esquemas terapéuticos a serem utilizados para as doencas
causadas por MNT depende da identificacdo da espécie infectante. Porém, a semelhanca
clinica e radioldgica entre a TB e as doengas pulmonares causadas por MNT dificulta o
diagndstico, levando ao inicio empirico de tratamento com o esquema anti-TB “6. No
entanto, esses antimicrobianos tém eficicia limitada contra a maioria das MNT,
retardando o sucesso do tratamento e podendo favorecer a selecdo de cepas resistentes.
Assim, a identificacéo rapida e precisa da espécie envolvida torna-se essencial >°.

A cultura, associada a baciloscopia, continua sendo o padrdo-ouro para
diagnostico laboratorial de micobacterioses. No entanto, a necessidade de métodos mais
rapidos impulsiona o desenvolvimento de abordagens a serem realizadas utilizando
diretamente amostras clinicas para a identificacdo das espécies >1%11 Nesse contexto,
testes baseados em Real-Time PCR surgem como alternativas promissoras por sua
rapidez, sensibilidade e especificidade *1°.

Um desses testes € o Xpert® MTB/RIF (Xpert, Cepheid, EUA), endossado pela
Organizacdo Mundial da Saude para o diagnostico inicial da TB e deteccao de resisténcia
a rifampicina. Embora seja amplamente utilizado, trata-se de um método que detecta
apenas o complexo M. tuberculosis (CMTB), evidenciando a necessidade de mais testes

diagndsticos, capazes de identificar rapidamente MNT clinicamente relevantes #1216,
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Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi desenvolver e avaliar a acuracia de alvos
para um novo teste diagndstico, baseado em Real-Time PCR, capazes de detectar e
identificar o género Mycobacterium spp., e 0 complexo M. tuberculosis, M. avium e M.

kansasii.

2. METODOLOGIA
2.1. Andlises in silico e desenho dos primers e sondas alvo

Para o desenho das sequéncias alvo dos primers e sondas, andlises in silico dos
genes rrs, que codifica o rRNA 16S, e esxA (Rv3875), que codifica o alvo antigénico
secretado precocemente de 6 kDa (ESAT-6) foram realizadas utilizando as ferramentas
BioEdit v7.7 e BLAST na base de dados padrdo de nucleotideos e de genomas de
referéncia. As sequéncias rRNA 16S de M. kansasii (nUmero de acesso do GenBank
NR_121712.2) e de M. avium (nimero de acesso do GenBank NR_117219.1) e a
sequéncia de esxA de M. tuberculosis (nimero de acesso do GenBank NC_000962.3:
4352609-4352896) foram utilizadas como template para o desenho dos primers e sondas
espécie-especificos. A analise dos alvos para a deteccdo do género Mycobacterium spp.
foi realizada utilizando como template sequéncias de rRNA 16S de 27 espécies de
micobactérias e de 15 espécies relacionadas a familia Mycobacteriaceae (Nocardia spp.,
Rhodococcus spp. e Streptomyces spp.) (Tabela 1S — suplementar). Posteriormente, foi
avaliada a especificidade dos alvos frente a base de dados de genomas de referéncia
representativos depositados no GenBank, verificando a presenca de pelo menos dois
nucleotideos de diferenca em cada sequéncia oligonucleotidicas.

A determinacdo das espécies de MNT-alvo do teste foi baseada em dados
nacionais e em estudo local que observaram alta taxa de isolamento e de doencas
pulmonares causadas por M. avium e M. kansasii . A selecdo do gene rrs para a
identificacdo do género Mycobacterium spp., M. kansasii e M. avium se baseou nas
regides hipervariaveis e conservadas do rRNA 16S, que sdo Uteis para a identificagdo de
espécies de micobactérias e discriminacéo de grupos filogenéticos, respectivamente 8. O
gene esxA foi selecionado como alvo para a detec¢cdo do CMTB devido a sua conservagao

em M. tuberculosis *°.

2.2. Avaliacdo da eficiéncia de amplificagéo

101



981
982
983
984
985
986
987
988
989
990
991
992
993
994
995
996
997
998
999
1000
1001

1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008

Teste Multi-Detect MTB/NTM

A eficiéncia das reacdes de amplificacdo das sequéncias de primers e sondas alvos
foi avaliada através da construcdo de curvas-padrdo utilizando cinco diferentes
concentracdes de DNA, sendo 4 diluicBes seriadas (10 a 10*) do DNA gendmico molde
das cepas de referéncia de M. tuberculosis H37Rv, para a identificacdo do género
Mycobacterium spp. e do CMTB, de M. kansasii ATCC 12478, para a identificacdo de
M. kansasii, e de M. avium ATCC 03057HC, para a identificacdo de M. avium. As
diluicbes foram preparadas em uma faixa de concentragdo de 15 ng/ul (1:1) a 0,0015
ng/pl (10#). Todas as reacdes, para cada diluicdo, foram realizadas em triplicata.

As amplificacbes dos alvos foram realizadas em um volume total de 25 ul,
contendo 12,5 pl de TagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems™), 1
pl dos primers forward e reverse, 0,5 pl da sonda TagMan e 5 pl do DNA molde. As
concentracgdes estoque e final dos reagentes utilizados para a reacdo de amplificacdo estdo
descritas na Tabela 1. A amplificacdo e a deteccdo da fluorescéncia foram realizadas
utilizando o equipamento StepOneplus Real-Time PCR (ThermoFisher Scientific).

O seguinte programa de PCR foi utilizado: pré-tratamento a 50°C por 2 minutos;
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos e; 40 ciclos de desnaturacgdo inicial a 95°C
por 15 segundos e anelamento e extensdo a 58°C/63°C por 30 segundos. A temperatura
de anelamento e extensdo de 58°C foi utilizada para os alvos Mkan-16S e Mav-16S,
enquanto 63°C foi utilizada para os alvos Myco-16S e Mth-ESAT.

Tabela 1. Condic6es dos reagentes utilizados para a Real-Time PCR.

Reagente [Estoque] [Final]
Agua Mili-q - -
Primers Forward 10 uM 0,4 uM (400 nM)
Primers Reverse 10 uM 0,4 uM (400 nM)
Sonda TagMan 10 uM 0,2 uM (200 nM)
TagMan Mix PCR 2x Ix
DNA 1 ng/ul 2,5ng

A eficiéncia dos primers foi calculada pelo software StepOne v2.3 com base na
inclinacdo (slope) da curva padrdo, utilizando a formula E = 10 (¥slo,®) = 1 onde E
representa a eficiéncia. Curvas de amplificagdo com slopes entre -3,59 e -3,1,
correspondendo a uma eficiéncia de 90% e 110%, respectivamente, sdo consideradas
aceitaveis. Eficiéncias de 100% (slope de -3,32) indicam que o DNA molde esta

duplicando a cada ciclo de PCR, garantindo assim resultados mais precisos 2%,
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2.3. Construcéo do painel de DNAs gendmicos para a avaliagio dos alvos

Para a validacdo dos alvos projetados e padronizados para a deteccdo e
identificacdo do género Mycobacterium spp. (Myco-16S), CMTB (Mth-ESAT), M.
kansasii (Mkan-16S) e M. avium (Mav-16S), a partir da colecdo de bactérias do
Laboratorio de Micobactérias do Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica
(NUPEMM) da Universidade Federal do Rio Grande — FURG, foi definido um painel
composto por 43 DNAs genémicos, provenientes de cepas clinicas e de referéncia.

O painel incluiu o DNA gendmico total das seguintes cepas: M. tuberculosis (9/43
+ H37Rv), M. kansasii (4/43 + ATCC 12478), M. avium (4/43 + ATCC 03057HC), M.
intracellulare (3/43), M. abscessus subsp. abscessus (2/43), M. abscessus subsp. bolletii
(2/43), M. abscessus subsp. massiliense (2/43) e uma cepa de M. chelonae (ATCC 946),
M. fortuitum (ATCC 35931), M. malmoense (ATCC 29571), M. marinum (ATCC 927),
M. xenopi (ATCC 19156), M. chimaera (cepa clinica), M. peregrinum (ATCC 14467),
M. asiaticum (ATCC 25276), M. bovis BCG (cepa vacinal), Nocardia sp. (cepa clinica),
Rhodococcus equi (cepa clinica), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442),
Staphylococcus aureus (ATCC 12598) e Escherichia coli (ATCC 25922).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FURG, com o parecer
n°5.574.421.

2.3.1. Cultura bacteriana e extragdo de DNA gendmico

As cepas de micobactérias foram semeadas em meio de cultura sélido Ogawa-
Kudoh e as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em agar nutriente, e incubadas a
37°C até a obtenc¢do do crescimento bacteriano. As cepas de Nocardia sp. e Rhodococcus
sp. foram obtidas a partir de cultura liquida BACTEC MGIT™ 320. Apés a obtencéo da
massa bacteriana, as coldnias foram adicionadas a microtubos contendo 500 pl de tampéo
Tris-EDTA 1x e inativadas termicamente a 85°C por 30 minutos. O DNA total das cepas
bacterianas foi purificado através do método CTAB/NaCl ? e quantificados no
fluorimetro portatil Quantus utilizando o reagente QuantiFluor ONE dsDNA System
(Promega).

Exceto os DNAs das cepas de referéncia, todas as amostras foram previamente
identificadas por métodos moleculares. As cepas de MNT e de outros géneros bacterianos
foram identificadas por sequenciamento parcial dos genes hsp65 e rpoB, enquanto as
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cepas de M. tuberculosis foram identificadas utilizando o método Mycobacterial

Interspersed Repetitive Unit-Variable Number Tandem Repeat 15 loci.

2.4. Avaliacdo da especificidade, sensibilidade e acuracia dos alvos projetados

Para avaliar a especificidade, sensibilidade e acurécia dos alvos projetados para o
teste de Real-Time PCR, o painel de 43 DNAs gendmicos foi padronizado em uma
concentracdo inicial de 1 ng/ul. A amplificacdo por Real-Time PCR foi realizada como
descrito acima (item 2.2.), com cada alvo amplificado separadamente. Todas as amostras
foram testadas em duplicata e cada reagao incluiu dois pocos controle, sendo um controle
positivo (M. tuberculosis H37Rv, M. kansasii ATCC 12478 e M. avium ATCC 03057HC)
e um negativo (agua ultrapura Mili-q).

Os resultados foram analisados utilizando o software StepOne v2.3, sendo
consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram ciclos threshold (Ct: nimero
de ciclos necessarios para que a quantidade de DNA amplificado cruze o limiar, sendo
detectado). Amostras sem Ct foram consideradas negativas. O tempo total para
amplificacdo e deteccdo da fluorescéncia foi de 55 minutos.

A sensibilidade para cada alvo foi calculada utilizando a formula 100% x a/(a+c),
onde “a” representa os verdadeiros positivos € “c” os falsos negativos. A especificidade
para cada alvo foi determinada utilizando a férmula 100% x d/(b+d), onde “b” representa
os falsos positivos e “d” os verdadeiros negativos. Para avaliar a acuracia, utilizou-se 0

calculo (a+d) /(a+b+c+d).

3. RESULTADOS

Com base nos alinhamentos das sequéncias do rRNA 16S realizados na
ferramenta BioEdit e nas analises feitas na ferramenta BLAST, foram projetados dois
conjuntos de primers e trés sondas TagMan especificas para a detencdo do género
Mycobacterium spp. e identificagdo do M. kansasii e M. avium (Tabela 2). A regido
hipervariavel 2 (nucleotideos 137 a 242) foi escolhida para o desenho dos primers
universais utilizados na identificacdo de M. kansasii e M. avium, bem como das sondas
TagMan especificas para essas espécies, localizadas nas posi¢des 182 a 194 devido a alta
variabilidade nucleotidica observada. As regifes hipervariaveis 6 (nucleotideos 986 a
1043) e 7 (nucleotideos 1117 a 1173) e a regido conservada 6 do rRNA 16S foram

selecionadas para a discriminacdo do género Mycobacterium spp. Destaca-se que, para
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garantir a identificacdo de M. chelonae pelo alvo Myco-16S, nucleotideos degenerados
foram adicionados aos primers forward e reverse.

Poucas sequéncias do gene esxA ou ortologos estavam disponiveis na base de
dados do GenBank. No entanto, utilizando a sequéncia do gene esxA de M. tuberculosis
H37Rv como template, foi possivel desenhar um conjunto de primer e sonda especificos
para 0 CMTB (Tabela 2), garantindo no minimo 3 nucleotideos de diferenca em cada

sequéncia alvo.

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

Esta tabela contém informacdes originais e inéditas, cuja publicacdo ainda esta
pendente. O autor reserva o direito de sua futura divulgacdo conforme sua deciséao.

A avaliacdo da eficiéncia de cada conjunto de primer e sonda, por meio dos
ensaios de curva padrdo, mostrou que as reagdes utilizando os alvos Myco-16S, Mtb-
ESAT, Mkan-16S e Mav-16S tiveram uma eficiéncia de 93,5% (Figura 1A), 102,2%
(Figura 1B), 122,3% (Figura 1C) e 100,5% (Figura 1D), respectivamente.
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A Standard Curve

Slope: -3,488
R?: 0,998

Quantity

Standard Curve

Quantity

Slope: -3,269
R?: 0,998

C Standard Curve
20

Slope: -2,881
R?: 0,998

Quantity

Standard Curve

Quantity

Slope: -3,309
R2: 0,995

Figura 1. Curva padrdo para avaliacdo da eficiéncia 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 regressao (R?; correlagdo entre a concentracdo de DNA e os valores de Ct
obtidos) sdo apresentados para cada curva, demonstrando a eficiéncia de amplificacdo e

a linearidade das Real-Time PCR.

Os ensaios conduzidos com os alvos Myco-16S, Mth-ESAT, Mkan-16S e Mav-
16S, utilizando o painel de 43 DNAs de micobactérias e outros géneros bacterianos,
demonstraram uma especificidade, sensibilidade e acuracia de 100% (Tabela 3).
Nenhuma amplificacéo inespecifica foi observada. O alvo Myco-16S mostrou-se eficaz
na discriminacdo de micobactérias de outros géneros, enquanto o alvo Mth-ESAT
identificou exclusivamente M. tuberculosis, sem amplificacdo em amostras de M. bovis
BCG ou de outras espécies bacterianas. Da mesma forma, os alvos Mkan-16S e Mav-16S
apresentaram amplificacdo apenas em amostras de M. kansasii e M. avium,

respectivamente, confirmando a alta acuracia dos alvos.
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1107  Tabela 3. Valores médios dos ciclos threshold obtidos para o painel de DNAs genémicos

1108  nos ensaios de especificidade, sensibilidade e acurécia dos alvos projetados.

Ciclo threshold
Amostra
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

1109 *DNAs gendmicos provenientes de cepas clinicas. 0: Nenhum ciclo threshold detectado — Sem amplificacdo da amostra.
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Continuacdo. Tabela 3. Valores médios dos ciclos threshold obtidos para o painel de

DNAs gendmicos nos ensaios de especificidade, sensibilidade e acuracia dos alvos

projetados.
Ciclo threshold
Amostra
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 gendmicos provenientes de cepas clinicas. 0: Nenhum ciclo threshold detectado — Sem amplificacéo da amostra.

4. DISCUSSAO

A TB é um grande desafio para os programas de salde publica mundialmente, o
que justifica o foco dos laboratdrios de diagndstico de micobacterioses na detec¢do do M.
tuberculosis. No entanto, 0 aumento do numero de casos de doengas causadas por MNT
nio pode ser negligenciado*”2. Como ja mencionado anteriormente, a identificagio
rotineira dessas espécies ndo é realizada devido a dificuldade em diferenciar clinica e
radiologicamente as doencas causadas por MNT da TB e a dependéncia de métodos
diagnosticos caros e/ou demorados 8. Para contornar essa limitacio, testes baseados
em Real-Time PCR tém sido descritos nos tltimos anos, com foco na detec¢do do CMTB
e na identificacdo direta ou indireta de MNT 121411,

Nesse contexto, o presente estudo desenvolveu e avaliou alvos para um novo teste
de Real-Time PCR voltado a detecgdo do género Mycobacterium spp. e & identificacdo

do CMTB, M. kansasii e M. avium. Para isso, inicialmente realizou-se avaliag0es in silico
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de genes e o desenho de primers e sondas capazes de detectar e discriminar as diferentes
espécies de micobactérias. Os genes rrs (rRNA 16S) e esxA (ESAT-6) foram selecionados
para o desenvolvimento dos novos alvos.

A sequéncia rRNA 16S, com aproximadamente 1500 nucleotideos, é composta
por nove regides hipervaridveis intercaladas por nove regides conservadas. Trata-se de
uma sequéncia amplamente utilizada para a identificagdo de bactérias nos niveis de
género, espécie e até subespécie, devido a sua alta conservacdo intraespécie e a
variabilidade interespécie 823, Entre as regides hipervariaveis do rRNA 16S, destaca-se
a regido 2 (nucleotideos 137 a 242), utilizada neste estudo para a identificacdo de M.
kansasii e M. avium. Essa regido é considerada um dos alvos mais adequados para a
diferenciacéo de espécies de micobactérias, especialmente devido a alta variabilidade de
nucleotideos observada entre as posicdes 182 e 194, local onde foram desenhadas as
sondas TagMan para a identificacdo das MNT 8,

As regides hipervariaveis 6 (nucleotideos 986 a 1043) e 7 (nucleotideos 1117 a
1173) do rRNA 16S também desempenham um papel relevante na identificacdo de
espécies bacterianas, por combinarem sequéncias conservadas com variabilidade
nucleotidica suficiente para distinguir grupos filogenéticos. Essas regides, em conjunto
com a regido conservada 6, uma area de baixa variabilidade '8, se mostraram ideais para
0 desenho de primers universais e sondas direcionados ao género Mycobacterium spp.

O gene esxA (Rv3875), que codifica ESAT-6, estad localizado na Regido de
Diferenca 1 (RD1), uma regido de 9.505 nucleotideos que abriga nove genes (Rv3871 a
Rv3879c) responsaveis por importantes fatores de viruléncia do CMTB 24%. Sabe-se,
atualmente, que ort6logos do gene esxA e de seu produto ESAT-6 — um dos alvos mais
investigados como marcador imunolédgico de infec¢bes por M. tuberculosis — estdo
presentes em diversas espécies de micobactérias, incluindo aquelas filogeneticamente
relacionadas com o CMTB, como M. kansasii e M. marinum 2527, No entanto, anélises
comparativas revelaram que, apesar de presentes, as sequéncias esxA ndo apresentam
100% de homologia. Em M. kansasii, por exemplo, ha cerca de 30 nucleotideos de
diferenca 27?8, Essa variabilidade permitiu o desenho de primers e sonda especificos,
capazes de discriminar 0 M. tuberculosis das demais espécies de micobactérias
analisadas.

A avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo dos alvos projetados demonstrou um

desempenho adequado para a maioria dos alvos. Os alvos Myco-16S, Mth-ESAT e Mav-
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16S apresentaram eficiéncias de 93,5%, 102,2% e 100,5%, respectivamente, valores
proximos do ideal (100% 2%2Y), indicando boa performance na detecgdo do género
Mycobacterium spp., M. tuberculosis e M. avium.

Por outro lado, 0 alvo Mkan-16S apresentou uma eficiéncia de 122,3%, excedendo
o intervalo ideal (90% a 110%), sugerindo que a amplificacdo estd ocorrendo em um
ritmo superior ao esperado %%, Esse desvio pode estar relacionado a erros nas diluicoes
seriadas ou na leitura de fluorescéncia. No entanto, os ensaios com o painel de 43 DNAs
demonstraram que esse desvio de eficiéncia ndo comprometeu o desempenho do alvo
Mkan-16S.

Os alvos desenhados demonstraram excelente desempenho, resultando em 100%
de especificidade, sensibilidade e acuracia. O alvo Myco-16S foi capaz de detectar todas
as amostras de micobactérias testadas, sem amplificacGes inespecificas em amostras de
Nocardia sp. e Rhodococcus sp, géneros pertencentes a ordem Actinomycetales e
filogeneticamente proximos ao Mycobacterium spp. A auséncia de amplificacdo, mesmo
entre organismos intimamente relacionados, reforca a alta especificidade do alvo Myco-
16S para membros do género Mycobacterium spp. 2°, evidenciando a robustez do teste
em desenvolvimento. Quanto ao alvo Mav-16S, ndo foram observadas amplificagdes em
amostras de M. chimaera e M. intracellulare, espécies pertencentes ao CMAV, o que
demonstra a capacidade do alvo em identificar especificamente 0 M. avium, mesmo em
um grupo intimamente relacionadas (cerca de 87% de identidade nucleotidica média) °.

Quando utilizados os alvos Mth-ESAT e Mkan-16S, ndo foram observadas
reacOes cruzadas entre os alvos, mesmo o M. tuberculosis e 0 M. kansasii sendo
filogeneticamente proximos, especialmente em relacdo a genes de viruléncia
conservados, como os presente na RD1 ?"3L. Da mesma forma, utilizando o alvo Mtb-
ESAT ndo foi detectada amplificagdo na amostra de M. marinum, outra espécie
intimamente relacionada ao M. tuberculosis, e que também carrega o gene esxA .

Devido a avaliagdo dos alvos ter sido realizada exclusivamente em amostras de
DNA extraido de culturas bacterianas, ndo foi possivel comparar diretamente 0s
resultados analiticos com outros testes de Real-Time PCR avaliados frente a amostras
clinicas 115333 Dessa forma, em comparagdo com os ensaios de sonda em linha (LPA;
Line Probe Assay), que também utilizam culturas bacterianas para a identificacdo de
micobactérias, os alvos Myco-16S, Mtb-ESAT, Mkan-16S e Mav-16S apresentaram

resultados de especificidade e sensibilidade semelhantes aos descritos para os LPAs
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(>97% e >94%, respectivamente). Além disso, 0 tempo necessario para o processamento
e anélise das amostras é significativamente menor com o uso da Real-Time PCR quando
comparado aos LPAs (~4 horas e 20 minutos para 45 amostras versus ~24 horas para 10
amostras) *¢°° e ao sequenciamento de genes, considerado o padrdo-ouro para a
identificagdo de MNT, que pode levar até sete dias *.

Os resultados obtidos neste estudo destacam o potencial dos alvos projetados para
um novo teste de Real-Time PCR. A selecdo criteriosa de primers e sondas TagMan,
garantiu a deteccdo eficiente do género Mycobacterium spp., bem como a identificacdo
acurada de M. tuberculosis, M. kansasii e M. avium. A especificidade e sensibilidade dos
alvos assegura maior precisdo na identificacdo das espécies-alvo, minimizando o risco de
diagnosticos incorretos.

No entanto, este estudo possui algumas limitagdes como: 1) a avaliacdo dos alvos
foi realizada exclusivamente utilizando DNA extraido de culturas bacterianas, o que
impossibilita a comparacdo direta com outros testes de Real-Time PCR aplicados
diretamente em amostras clinicas; 2) os alvos foram avaliados em reacdes de PCR
independentes, 0 que aumenta o tempo total de execucdo e limita a aplicabilidade na
rotina diagnostica. Apesar dessas limitacdes, os alvos desenhados e avaliados neste
estudo foram projetados para um teste de Real-Time PCR, nomeado Multi-Detect
MTB/NTM, que ainda estd em desenvolvimento e seu formato final serd em multiplex
para a deteccdo do género Mycobacterium spp., e identificacdo das espécies-alvo

diretamente de amostras clinicas.
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1367  Tabela 1S. Espécies analisadas in silico para a detec¢do do género Mycobacterium spp.

Espécie NuUmero de acesso do GenBank

Mycobacterium spp.

LT LT £ L £ LK ECTEZCKT<ZLT <LK (ZCEEZCEEZCEZLT(EEZE<ZE(LE(LE<LE<L(L<L <L«

. tuberculosis H37Rv NR_102810.2

. abscessus subsp. abscessus ATCC 19977 NR_114658.1

. abscessus subsp. massiliense ON194475.1

. abscessus subsp. bolletii CP065265.1: 1407962-1409477
. avium subsp. avium ATCC 25291 NR_117219.1

. avium subsp. hominissuis CP060407.1

. avium subsp. paratuberculosis CP139433.1

. avium subsp. silvaticum ATCC 49884 NR_044261.1

. kansasii ATCC 12478 NR_121712.2

. fortuitum X52933.1

. asiaticum ATCC 25276 NR_118917.1

. basiliense LR216719.1

. branderi ATCC 51789 NR_041897.1

. celatum ATCC 51131 NR_029143.1

. genavense X60070.1

. haemophilum ATCC 29548 CP011883.2

. intracellulare ATCC 13950 CP003322.1: 1637974-1639504
. lacus AP022581.1: 1026533-1028064
. malmoense ATCC 29571 CP080999.1: 3811830-3813360
. marinum ATCC 927 CP129323.1: 4848890-4850420
. scrofulaceum ATCC 19981 NR_117218.1

. shottsii ATCC 700981 EU619854.1

. simiae ATCC 25275 NR_117227.1

. spongiae CP046600.1: 4042405-4043937
. szulgai ATCC 35799 NR_118584.1

. ulcerans ATCC 19423 CP092429.2: 1256705-1258235
. Xenopi ATCC 19250 MH169221.1

. chelonae ATCC 35752 CP010946.1: 1365197-1366712
. peregrinum ATCC 14467 NR_114447.1
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Continuacdo. Tabela 1S. Espécies analisadas in silico para a deteccdo do género

Espécie

Numero de acesso do GenBank

Outros géneros bacterianos

Nocardia alni

Nocardia asteroides

Nocardia brasiliensis ATCC 19296
Nocardia nova

Nocardia otitidiscaviarum
Rhodococcus equi ATCC 6939T
Rhodococcus opacus

Rhodococcus ruber

Rhodococcus triatomae
Rhodococcus corynebacterioides
Streptomyces gardneri
Streptomyces laeteviolaceus
Streptomyces lydicus ATCC 25470
Streptomyces platensis

Streptomyces scabrisporus

MZz014381.1
CP089212.1: 5217910-5219421
X80591.1
CP006850.1: 1409148-1410659
CP041695.1: 2261440-2262953
X80603.1
AP011115.1: 1245496-1247010
CP044211.1: 745888-747404
CP048814.1: 526231-527745
MN310339.1
NR041204.1
AB184630.1
Y15507.1
EU593594.1
EU877064.1
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8. CONCLUSOES

Com base no exposto no presente estudo, pode-se concluir que:

e Os testes propostos e avaliados, BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM, foram
capazes de detectar e identificar o M. tuberculosis e as principais espécies de MNT de
interesse clinico. Os resultados mostraram que ambos os testes possuem alta
sensibilidade, especificidade e acuracia, atendendo aos critérios recomendados pela
OMS para o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos moleculares.

e Para 0 teste BiDz-TB/NTM observou-se que 0s sensores BiDz foram capazes de
identificar corretamente 99,6% das amostras avaliadas, com 100% de sensibilidade e
acuracia de 0,99. A combinacdo da PCR assimétrica com o0s sensores BiDz, embora
tenha sido avaliada frente DNAs gendmicos extraidos de culturas micobacterianas,

permitiu a obtencao de resultados rapidos e acurados.

e Os alvos projetados para o teste Multi-Detect MTB/NTM, baseado na Real-Time PCR,
também demonstraram elevada confiabilidade, com 100% de sensibilidade,
especificidade e 1,0 de acurécia na deteccdo do género Mycobacterium spp. e na
identificacdo de M. tuberculosis, M. avium e M. kansasii. Os primers e sondas
desenhados foram validados com eficiéncia préxima ao ideal, o que garante a robustez

necessaria para o teste proposto.

Embora ainda estejam em desenvolvimento, os testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect
MTB/NTM representam alternativas promissoras para o diagnéstico molecular de
micobactérias. Estudos futuros serdo necessarios para padronizar os formatos multiplex dos
testes e validar suas aplicacfes diretamente em amostras clinicas. Além disso, a avaliacdo da
viabilidade do teste BiDz-TB/NTM como uma plataforma diagnostica point-of-care devera ser
realizada, uma vez que a integracdo do teste a um dispositivo portatil, podera ampliar seu
impacto, tornando o diagndstico mais acessivel e eficiente, especialmente em regides de

recursos limitados.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Embora nenhum teste diagndstico disponivel consiga identificar todas as espécies de

micobactérias, é possivel direcionar a detec¢do para 0s principais patégenos oportunistas. Com

iSs0, 0 presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar testes moleculares capazes de

detectar e diferenciar micobactérias de interesse clinico de forma répida e acurada,

considerando o contexto epidemioldgico global e local.
Os testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM demonstraram alto desempenho na

deteccdo e diferenciacdo de M. tuberculosis e das principais espécies de MNT. A alta

sensibilidade e especificidade dos alvos projetados indicam que esses testes, em formatos

multiplex, poderdo ser incorporados a rotina diagnostica, oferecendo uma alternativa eficaz e

de baixo custo para a identificacdo de micobactérias. Apesar dos avancos deste estudo, algumas

questdes devem ser consideradas:

1.

2.

As avaliagdes dos alvos dos testes foram realizadas em ensaios individuais e a partir
de DNAs gendmicos extraidos de culturas micobacterianas, o que diminui a
aplicabilidade dos testes em rotinas diagnosticos. Dessa forma, a padronizacéo e
avaliacdo dos testes BiDz-TB/NTM e Multi-Detect MTB/NTM em seus formatos
multiplex e a validagdo de seus desempenhos diagndsticos diretamente em amostras
clinicas € essencial.

Apobs o desenvolvimento final dos testes, a continuidade da pesquisa deve incluir
estudos multicéntricos para validar os métodos em diferentes rotinas diagndsticas.
Diferente do teste Multi-Detect MTB/NTM, que depende de um equipamento de
Real-Time PCR, o formato final do teste BiDz-TB/NTM prevé o desenvolvimento
de um equipamento integrado de amplificacdo e leitura da fluorescéncia visando
uma plataforma point-of-care.

Por fim, analises de custo-efetividade precisam ser realizadas para garantir a

acessibilidade dos testes propostos.

Vale destacar, que este estudo reforca a importancia do desenvolvimento de novos testes

diagnosticos de micobactérias para auxiliar no controle da TB e das DP-MNT, visto que a

utilizacdo de testes rapidos e acessiveis as rotinas laboratoriais pode beneficiar diretamente

pacientes e sistemas de saude.
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10. ANEXOS
Anexo A. Informacdes adicionais relacionadas ao teste BiDz-TB/NTM

O teste BiDz-TB/NTM esta sendo desenvolvido em colaboracdo entre a University of
Central Florida (UCF) e o Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM) da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG. O formato final deste teste prevé o uso da aPCR-
LATE com posterior hibridizacdo dos sensores BiDz em ensaios multiplex, utilizando um
equipamento com sistema automatizado capaz de amplificar a regido alvo dos sensores BiDz e
detectar o sinal fluorescente emitido, em até duas horas. O teste sera realizado em duas etapas:

(1) deteccao do género Mycobacterium spp. e/ou do CMTB e;

(2) deteccdo do M. avium, do CMAB/M. chelonae e do M. kansasii em amostras com
resultados negativos para 0o CMTB.

A interpretacdo dos resultados sera realizada através de padrdes de sinais fluorescentes
gerados em canais azul (MzF-FAM) e/ou vermelho (Texas Red [TxR]) (Tabela 1). Em ambas
as etapas, serdo utilizados controles internos (DNA sintéticos do rRNA 16S de M. tuberculosis
[etapa 1] e M. avium [etapa 2]. Os ensaios s6 serdo considerados validos quando forem obtidos

altos sinais fluorescentes para os controles internos, em ambos os canais (azul e vermelho).

Tabela 1. Interpretacdo dos resultados a partir dos padrdes de sinais fluorescentes.

Alto sinal apenas no  Alto sinal apenas no Altos sinais em

canal azul canal vermelho ambos os canais
Etapal Mycobacterium sp. N&o micobactéria CMTB
Etapa 2 M. kansasii CMAB/M. chelonae M. avium
Controle interno: Etapa 1 Teste invalido Teste invalido Teste valido*
Controle interno: Etapa 2 Teste invalido Teste invalido Teste valido”

*Sinais altos - Canal azul: ~2.000 RFU (unidade relativa de fluorescéncia); Canal vermelho: ~350 RFU. # Sinais altos - Canal azul: ~600 RFU;
Canal vermelho: ~300 RFU. Nota: Controles negativos com sinais de ~150 a 200 RFU e ~40 a 60 RFU nos canais azul e vermelho,

respectivamente.

Os sensores Myco-BiDz e Mkan-BiDz estdo projetados para hibridizar somente com o
substrato MzF-FAM e o sensor Mab/Mche-BiDz esta projetado para hibridizar somente com o

substrato TxR. Os sensores Mtb-BiDz e Mav-BiDz estéo projetados para hibridizar com ambos
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0s substratos (Figura 1). As subunidades Dza e Dzb das extremidades da sequéncia alvo seréo
universais a ambas as etapas, complementando os sensores Myco-BiDz e Mth-BiDz, e os
sensores Mkan-BiDz, Mab/Mche-BiDz e Mav-Mkan, com subunidades centrais especificas dos

alvos.

Amostra

< 2
desconhecida xR 2
ﬁ 2 y\lk:\u BiDz Y

M. k
E 5 Myco-BiDz _5 ) . |:> E Mab/Mche-BiDz E 5
Micobactéria CMAB/M. chelonae
& 2 @ = @ 2 @ 2
E S Mtb-BiDz E S E ; Mav-BiDz E 5
CMTB M. avium

Figura 1. Esquema ilustrativo da hibridizag&o dos sensores BiDz aos substratos fluorogénicos

e as espécies-alvo.

ESTUDOS ADICIONAIS
1. O formato multiplex do teste BiDz-TB/NTM, que esta sendo padronizado na UCF, tem
se mostrado capaz de identificar as espécies-alvo utilizando DNAs sintéticos. No
NUPEMM, ensaios avaliando este formato, utilizando cepas clinicas e de referéncia,
ainda estdo em andamento, de modo que o0s resultados ainda ndo estéo disponiveis.
2. O dispositivo portétil, de baixo custo e capaz de realizar a amplificacdo e detectar a
fluorescéncia emitida segue em processo de desenvolvimento na UCF.

a. Durante a avaliacdo de desempenho do protétipo de amplificacdo, barreiras
técnicas exigiram a remodelacdo do design inicial, o que resultou em um atraso
no desenvolvimento do prot6tipo, e consequentemente, na transferéncia da
tecnologia da UCF para o NUPEMM.

b. Contudo, resultados preliminares sugerem que, ap0s a remodelacdo do design,
o dispositivo sera capaz de realizar 30 ciclos de amplificagdo em menos de 10

minutos.
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Anexo B. Informagdes adicionais relacionadas ao teste Multi-Detect MTN/NTM

Como mencionado anteriormente, o teste Multi-Detect MTN/NTM é baseado na técnica
de Real-Time PCR associada a sondas de hidrolise do sistema TagMan e esta em
desenvolvimento para a deteccdo simultanea do género Mycobacterium spp. e identificacdo do
CMTB (etapa 1); e a identificacdo do M. avium, M. kansasii e CMAB — alvo ainda em anélise
in silico — (etapa 2), diretamente de amostras clinicas. O teste sera realizado em duas etapas,
conforme apresentado na figura 2, e incluird a amplificacdo de um fragmento de 65 pares de

bases do gene RNase P humano como controle interno da reacao.

] Teste Multi-Detect MTB/NTM |

Positivo para Myco-16S e Positivo para Myco-168S e Negativo para Myco-16S e
Mtb-ESAT negativo para Mtb-ESAT Mtb-ESAT
-
]
="
<
)
= }
Espécie infectante: Espécie infectante: Espécie infectante:
M. tuberculosis Micobactéria nio-tuberculosa Nio ¢ uma micobactéria
Positivo para Mav-16S || Positive para CMab || Positivo para Mkan-16S ‘ | Negativo para todos os alvos

ol
<
=
2]
e r
= Espécie infectante: Espécie infectante: Espécie infectante: Espécie infectante:

M. avium Complexo M. abscessus M. kansasii Qutra MNT

Figura 2. Descricao das etapas do teste Multi-Detect MTB/MNT, com os possiveis resultados.
Myco-16S: Alvo desenhado para a deteccdo do género Mycobacterium spp., tendo sua sonda
marcada com o fluor6foro VIC (Excitacdo: 520 + 10 e Emissdo: 558 + 12); Mtb-ESAT: Alvo
desenhado para a identificagdo do CMTB, tendo sua sonda marcada com o fluoréforo FAM
(Excitacdo: 470 £ 15 e Emissdo: 520 + 15); Mav-16S: Alvo desenhado para a identificacdo do
M. avium, tendo sua sonda marcada com o fluoroforo VIC (Excitacdo: 520 + 10 e Emissdo: 558
+ 12); CMab: Alvo em anélise in silico para a identificacio do CMAB, e terd sua sonda
marcada com o fluoréforo ABY (Excitacdo: 550 + 10 e Emissdo: 587 + 10); Mkan-16S: Alvo
desenhado para a identificacdo do M. abscessus, tendo sua sonda marcada com o fluoréforo
FAM (Excitagdo: 470 + 15 e Emiss&o: 520 + 15).
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1492 ESTUDOS ADICIONAIS

1493 1. Apos o desenho e validacéo de todos os alvos do teste Multi-Detect MTN/NTM, seréo
1494 realizados ensaios comparativos dos formatos individual e multiplex para verificar
1495 possiveis alteracdes na eficiéncia dos alvos projetados devido a interacdes entre as
1496 sondas. Em seguida, o formato multiplex do teste ser& padronizado e avaliado quanto a
1497 especificidade, sensibilidade, acuracia e limite de deteccéo, utilizando cepas clinicas e
1498 de referéncia.

1499 2. Avaliar o desempenho diagnostico do teste Multi-Detect MTN/NTM diretamente em
1500 amostras clinicas, com o objetivo futuro de integréa-lo na rotina diagndstica.

1501 3. Avaliar o teste Multi-Detect MTN/NTM rotina diagnéstica do Laboratério de
1502 Micobactérias do NUPEMM-FURG, utilizando amostras clinicas provenientes de
1503 pacientes com suspeita de TB. Serdo utilizados como métodos padrdo-ouro o Xpert
1504 MTB-RIF Ultra para a identificacdo do CMTB e o Sequenciamento Sanger para a
1505 identificacdo das espécies de MNT.
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Anexo C. Relatorio de atividades do doutorado sanduiche no exterior

Em agosto de 2023 fui contemplada com uma bolsa CAPES-Print/FURG de Doutorado
Sanduiche no exterior, com inicio em novembro de 2023 e encerramento em abril de 2024. O
plano de trabalho submetido e intitulado “Genotipagem de isolados de Mycobacterium
tuberculosis procedentes da provincia de Aragon, na Espanha, pelos métodos de
Sequenciamento de Genoma total e 1IS6110-RFLP e padronizacdo de uma plataforma de
PCR multiplex em tempo real para a deteccdo de M. tuberculosis e de micobactérias nao-
tuberculosas de importancia clinica” estava diretamente relacionado ao Projeto de
Cooperagao Internacional “Prevengdo e controle de enfermidades e agravos que acometem a
satde humana e sua qualidade de vida em ecossistemas costeiros”.

Durante os seis meses de estagio em Zaragoza, na Espanha, estive envolvida em
diferentes atividades junto a Profa. Dra. Sofia Samper, investigadora sénior do Instituto
Aragonés de Ciencias de la Salud (IACS) e coordenadora da linha de epidemiologia molecular
do Grupo de investigacion Genética de Micobacterias (GGM) da Universidad de Zaragoza
(UNIZAR). A seguir encontra-se o relatorio de atividades enviado a coordenacdo do
Print/FURG e a CAPES.
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PROGEAMA INSTITUCIONAL DE INTERNACIONALIZACAO DA CAPES

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG : ' \
‘ I I ' PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE ' i(" 1 J '
PROJETO INSTITUCIONAL DE INTERNACIONALIZACAO DA FURG (PRINT/FURG) A i

RELATORIO FINAL DE ATIVIDADES DO DOUTORADO SANDUICHE

Discente: Yasmin Castillos de Ibrahim das Neves — Doutoranda do PPG em Ciéncias da Sande

Periodo do doutorado sanduiche: 13 de novembro de 2023 a 30 de abnl de 2024

Projeto de cooperacio internacional - PrInt/FURG: Prevencio e controle de enfermidades e

agravos que acometem a saide humana e sua qualidade de vida em ecossistemas costeiros.

Identificacio da proposta de doutorado sanduiche: Genotipagem de 1solados de Myecobacterium
tuberculosis procedentes da provincia de Aragén. na Espanha. pelos métodos de Sequenciamento de
Genoma total e [S6110-RFLP e padronizacio de uma plataforma de PCR multiplex em tempo real para

a deteccio de M. tuberculosis e de micobacténias nio-tuberculosas de importincia clinica.

Instituicoes envolvidas:
1. Universidade Federal do Rio Grande —- FURG, Rio Grande, Brasil
Faculdade de Medicina, PPG em Ciéncias da Sande, Nicleo de Pesquisa em Microbiologia Médica
2. Imstituto de Investigacion Sanitaria Aragon, Zaragoza, Espanha
Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud; Grupo de investigacion de Genética de Micobacterias,
Universidad de Zaragoza; CIBER. de Enfermedades Respiratorias

Supervisores:

Prof ® Dr.? Sofia Samper Blasco — Supervisora no exterior
Prof * Dr.® Andrea von Groll — Orientadora

Prof. Dr. Pedro Eduardo Almeida da Silva — Coorientador

Rio Grande, JTunho de 2024
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As attvidades apresentadas neste relatorio foram realizadas no

l[ —S) _ Instituto de Investigacién Instituto de Investigacion Sanitaria Aragon, localizado no
L o s
Sanitaria Aragdn Hospital Universitario Miguel Servet, e na Universidad de

Zaragoza, Espanha, sob supervisio da Dra. Sofia Samper.

1. Genotipagem do M. fuberculosis: Resultados
1.1. Genotipagem classica: IS6110-RFLP e Spoligotvping

Durante o ano de 2023, 78 pessoas foram diagnosticadas com tuberculose (TB) em trés
hospitais localizados na comunidade auténoma de Aragon, localizada no noroeste da Peninsula Ibérica.
Destes 78 casos de TB, 96.2% (75/78) e 3,8% (3/78) foram identificados através da genotipagem
classica, [S6110-RFLP efou Spoligotyping, como causados pelo M. fuberculosis e pelo M. bovis,
respectivamente.  Além  desta identificacio muicial, ufilizando os métodos IS6110-RFLP e
Spoligotyping fo1 possivel analisar as relacdes epidenuologicas e/ou identificar filogeneticamente os
1solados clinicos provenientes dos pacientes diagnosticados com TB em 2023,

Como pode ser visto na figura 1, os 1solados clinicos de M. tuberculosis, com resultados de
I1S6110-RFLP (53/75), tinham em média 10 bandas de 136110, o que & corroborado pelos perfis de
bandas descritos na literatura para esta espécie. Destes 1solados, 79,2% apresentavam perfis de bandas
de IS6110 tnicos e, portanto, ndo tinham relacdes epidemiolégicas entre si, e 20,8% foram agrupados
em cinco clusters (CLS A a CLS E). Apenas o CLS B apresentava /ink epidemiolégico confirmado
por se tratar de transmissdes intrafamiliares. Os trés 1solados de M. bovis foram agrupados no CLS F
devido a unica banda de IS61]0 presente, correspondente ao perfil de bandas caracteristico desta
espécie, porém, nio apresentavam relacdes epidemiologicas.

As andlises filogenéticas realizadas através dos resultados de Spoligotyping disponiveis
(45/78), demonstraram que os 1solados clinicos pertenciam a linhagem Euwro-American (L4; 66.7%),
linhagem Central-4sian-Strain (L3; 6.7%), linhagem East-Asian, especificamente a familia Beijing
(L2:2.2%) e linhagem East-African-Indian (L1; 2.2%) do M. muberculosis, e 4.4% foram identificados
como BOV _1 (M. bovis). Os demais 1solados apresentavam Spoligotypes desconhecidos (15,6%), ou
seja, nenhum dos perfis 13 havia sido depositado na base de dados SITVIT2.

Dentro da linhagem 4, a familia Haarlem fo1 a mais prevalente (53,3%), especificamente as
subfamilias H3 e H1, seguida das familias LTAM (26.7%) e T (20%). A 1dentificacio filogenética dos
1solados clinicos estudados esta de acordo com a estrutura filogenética do M. fuberculosis observada
na Europa, com predominincia da linhagem 4 e frequéncias mais baixas das demais linhagens e

familias.
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Figura 1. Resultados dos métodos IS6710-RFLP e Spoligotyping dos isolados clinicos de M. tuberculosis e M. bovis. O
dendrograma a esquerda foi construido utilizando os dados obtidos pelo método IS6110-RFLP.

1.1.1. Genétipos circulantes em Aragon

Desde 2004, com o objetivo de reduzir as taxas de incidéncia da TB em colaboracio com as
autoridades de saude, o grupo de Genética de Micobacterias vem genotipando todos os isolados
clinicos de M. tuberculosis em Aragon. Assim, um banco de dados com quase 3 mil perfis de 1S6110-
RFLP e Spoligotyping estava disponivel para analises. Para avaliar os genotipos que circularam em
Aragon durante o ano de 2023, os perfis de bandas IS6710 obtidos para esses isolados foram
comparados a outros perfis carregados no banco de dados.

Quando avaliados em relacido aos quase 3.000 perfis de IS6110. os 1solados clinicos de 2023

foram agrupados em clusters de M. tuberculosis ja formados no banco de dados (44.6%), pertenciam
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ao cluster de M. bovis (5,4%) ou formaram um novo cluster com um perfil timico do banco de dados
(1.8%). Os demais 1solados (46,4%) apresentavam perfis de bandas IS6170 Gnicos. o que indica que
os 1solados de 2023 nio tinham relagdes epidemiolégicas com os genodtipos circulantes em Aragdén
durante os quase 20 anos de monitoramento e que o M. fuberculosis foi adquirido através de fontes
desconhecidas.

Nio & possivel afirmar que uma alteragdo da estrutura populacional do M. fuberculosis em
Aragon esteja ocorrendo. ja que mais de 45% dos perfis de 2023 estavam presentes no banco de dados.
No entanto, a alta proporcio de perfis Gnicos identificados indica uma manutencio dessa estrutura,
que pode ser consequéncia do fluxo de imigracio massivo que vem ocorrendo para a Europa e para

Aragon.

1.2. Andlises bioinformdticas do sequenciamenta de genama fotal

Utilizando a plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq. foram sequenciados, até o
momento, 64 dos 78 1solados clinicos de 2023, Apds o sequenciamento, os arquivos fastQ obtidos para
39 1solados clinicos foram submetidos as andlises bioinformaticas utilizando duas diferentes pipelines,
PhyR.eSE e MTBSeq. para detecgdo de vanantes alélicas associadas a resisténcia aos antimicrobianos
e 4 identificacio filogenética, e analise de relacdes epidemiolégicas. Os demais 1solados sequenciados
ainda nio foram analisados, portanto, os resultados nio estio disponiveis.

A pipeline PhyReSE (Phvlo-Resistance Search Engine) é uma ferramenta online que realiza
um controle de qualidade ngoroso dos arquivos fastQ obtidos através do WGS, mapeia as reads contra
o genoma de referéncia H37Rv e classifica a amostra quanto a linhagem filogenética & resisténcia aos
antimicrobianos. Para 1sso, esta pipeline utiliza uma combinacio de softwares de bioinformatica
amplamente validada: FastQC e Qualimap para a verificacio da qualidade e pré-processamento dos
arquivos fastQ e BAM resultantes; Burrows-Wheeler Aligner (BWA) para o alinhamento das reads
contra a H3TRv e; SAMtools e Genome Analysis Toolkit (GATK) para a remocio das reads duplicadas
e realizar a chamada de variantes (SNP e mser¢des e delegdes [InDels]). Por ser uma ferramenta online
e automatizada, o PhyReSE ndo requer a instalacio de softwares no computador e pode ser operado
por qualquer pessoa devido a linguagem simples utilizada. Entretanto, suas limitagdes sdo o tamanho
dos arquivos fastQ suportados (até 2,1 GB) e o fato de nio pernutir a analise comparativa dos
resultados genémicos obtidos.

Assim como PhyReSE. a pipeline MTBSeq é uma ferramenta automatizada que permite a
analise de dados de WGS para a classificacio filogenética das amostras e deteccio de resisténcia aos
antimicrobianos viilizando os softwares descritos acima, exceto FastQC e Qualimap. Além disso, o

MTBSeq gera arquivos FASTA utilizados em andlises comparativas de maltiplas amostras, incluindo
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iferéncia de grupos de transmissio e a reconstrugio de arvores filogenéticas. O codigo-fonte completo
desta pipeline é fornecido abertamente, contudo, requer a instalagio de softwares no computador e

etapas em linhas de comando sio necessarias, o que limita o seu uso.

1.2.1. Resultados pelas diferentes pipelines: PhyReSE vs MTBSeq

Dos 39 1selados clinicos sequenciados, seis 1solados ndo puderam ser analisados devido a baixa
cobertura do genoma sequenciado (2/39), presenga de micobacténias atipicas (1/39) e contaminacio de
amostra (3/39). Os demais 1solados clinicos apresentaram uma cobertura média de 89% em relagio a
H3i7Rv, com concordincia de resultados obtidos por ambas as pipelines de 88% (29/33) para a
classificacio filogenética e de 79% (26/33) para a resisténcia aos antimicrobianos. Abaixo estio
descritos em detalhes os resultados obtidos pelas pipelines PhyReSE e MTBSeq.

As analises de 1dentificagdo filogenética realizadas a partir das diferentes pipelines, mostraram
que 79.3% (23/29) dos 1solados pertenciam a linhagem 4; 6,9% (2/29) a sub-linhagem 1.1.1.2, 9%
(2/29) a0 M. bovis. 3.4% (1/29) a sub-linhagem 1.2 2.1 & 3 4% (1/29) a linhagem 3. Apenas quatro
i1solados mostraram resultados discordantes entre as pipelines, sendo identificados como L4.8 (3/33) e
14.9(H3TRv-like; 1/33) pelo MTBSeq, enquanto PhyReSE nio foi capaz de realizar uma identificacio
filogenética mais profunda, nio apresentando resultados (1/33) ou classificando os 1solados como L4
(3/33). Os resultados obtidos demonstram que a pipeline MTBSeq apresenta maior sensibilidade e
confiabilidade para a classificacio filogenética. A tabela 1 apresenta os resultados de classificacio

filogenética para os 33 1solados clinicos sequenciados e analisados.

Tabela 1. Classificagdes filogenéticas dos 1solados de 2023 obtidas através dos diferentes pipelines.

Classificacio filogenética Pipeline PhyReSE N (%2)* | Pipeline MTBSeq N (%)
Linhagem Euro-American (L4) 26 (78,8%) 27 (81.8)
L4121 12 (36,4%) 12 (36,4%)
L432 4(12,1%) 4(12,1%)
L433 3(9.1%) 3(9.1%)
L4342 3(9.1%) 3(9.1%)
L4622 1(3%) 1(3%)
L4%8 0 (0%) 3(9.1%)
L49 0 (0%0) 1(3%)
Linhagem East-African-Indian (L1)
L1.1.2 2(6.1%) 2(6,1%)
Linhagem East-Asian (L2)
L221 1(3%) 1(3%)
Linhagem Central-Asian-Strain (L3) 1 (3%) 1(3%)
M bovis (BOV) 2(6.1%) 2(6.1%)
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*Porcentagem caloulada sobre o nimero total de iselades gue foram classificados por pelo menos wma das pipelines (33/38).

Por meio da pipeline PhyReSE, 84.8% (28/33) dos 1solados clinicos foram caractenizados como
sensiveis aos antimicrobianos, 12,1% (4/33) como resistentes a pelo menos um antimicrobiano e 3%
(1/33) nio apresentava resultados. Dentre os 4 isolados resistentes aos antimicrobianos, dois eram
resistentes a prrazmnamida (PZA) adqunda através da mutagio ndo sindnima no codon 57 do gene
pnecd (His5T7Asp). um era resistente as fluoroquinolonas (FQ) com mutacio nio sindénima no cédon 94
do gene gvrd (Asp94Gly) e um foi considerado multidroga resistente (MDR), sendo resistente a
rifampicina (RMP: gene rpoB [Asp435Tvr]). 1soniazida (INH: gene karG [Ser315Thr]), estreptomicina
(STP; gene rpsL [Lys43Arg]) e PZA (gene pncd [Alal34Val]). O 1solado MDE. correspondia a sub-
linhagem L1221 (Beyjing por Spoligotyping), frequentemente assoctiada a resisténeia aos
antimicrobianos, enquanto os 1solados resistentes a PZA comrespondiam ao M. bovis, espécie
intrinsicamente resistente a este antimicrobiano.

Por outro lado, através da pipeline MTBSeq. §1.8% (27/33) dos isolados clinicos foram
caracterizados como sensiveis aos antimicrobianos e 18,2% (6/33) como resistentes a pelo menos um
antimicrobiano. Dentre os 1solados resistentes, quatro eram fesistentes a STP (gene Ranr0l
[substituigdo C-T]), um era resistente as FQ (gene gyrd [Asp94Gly]) e um era MDR, sendo resistente
a RMP (gene rpoB [Asp435Tyr]). INH (gene katG [Ser315Thr]). STP (gene rpsL [Lys43Arg]) e PZA
(gene pncd [Alal34Val]). Ao realizar anialises comparativas, observou-se que cerca de 20% dos
resultados de resisténcia obtidos através do MTBSeq estavam incorretos. Isto se deve a identificacio
de resisténeia a STP através de uma mutacio identificada como marcador filogenético ¢ a nio
identificacio da mutagdo intrinseca associada a resisténcia a PZA de M. bovis.

Os resultados apresentados demonstram a necessidade de refinar os catalogos de marcadores
filogenéticos e mutagdes associadas a resisténcia aos antimicrobianos para evitar erros de identificacio
ou classificacdes imprecisas. Além disso, demonstraram a importincia de usar mais de um pipeline
para realizar anilises bioinformaticas mais robustas. Isso se deve ao fato de que o uso conjunto dos
pipelines PhyReSE e MTBSeq permitiu a classificagio genética precisa dos 1solados estudados.

Conforme mencionado anteriormente, o pipeline MTBSeq permite a anilise comparativa de
varias amostras. Assim, ao analisar os 1selados de 2023 em conjunto, nenhuma relacio epidemiologica
fo1 observada (figura 2), uma vez que a matriz de comparacio nio resultou em 1solados com menos de
12 SNPs de diferenca (figura 3). Estes resultados indicam que os 1solados clinicos de 2023 njo estavam

envolvidos em transmissio recente (<=5 SNPs) ou formavam clusters entre s1 (<12 SNPs).
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Figura 2. Dendrograma construido com as relagdes epidemiologicas dos isolados 2023. Indicados por flechas azuis,
amarelas e vermelhas estdo os isolados agrupados nos CLS C. E e F, respectivamente.

s1 s2 s3 sS4 ss | s6 s7 ss | so | s10 | s | s12 | s13 | si4 | sis
s1 ~ol._ 2080] 2156] 1349] 2588 2699 1912]  9so| 2230] 2739] 2mo| 2258 474 2079 4809
52 2080  eh 3353 2420 2874] 2841] 2764| 2s44] 3098]  3006] 2959] 3207]  a4ses| size|  4ss2
s3 as6]  33s3] el 2367 1s27]  1eet|  2640]  2237]  ov0] 1623  1e44|  9ss]  4779|  ove| 4984
S4 1349]  2429]  2s67] el 1993] 1993]  1420] 1023]  2263] 2107] 2057  2369]  423s]  2206] 4251
s 2ss8| 2874 1s27] 193] el 73| 2092]  2310]  1o14] 7]  ase|  1arof 4321  oso|  426e]
S6 2699|  2sa1| weer| 1993]  733] el 2268]  2410]  1293]  7as|  7e2] 1427 4201  1296] a2
57 1912]  2764] 2640 1420] 20920 2268] el 1s14] 22| 2300 2206]  2592]  ases|  2259] 4401
S8 oso| 284s] 2237] 1023 2310]  2410] 1514 2012]  24s8] 2417 2262]  aams| 2123  4sw2
59 2230 30908  990] 2263] 1014] 1203]  22m|  ama| TSel 1218|1004 o9  4ss| 78| desy
510 am9|  so0sl  1623] 2107 7ol 743]  2300]  24s8] 1218 707] 1303  aaso| 1338|4358
s11 a110]  2959]  1e4a|  2057] 486l 62|  2206]  2417] 004 707l TSel 1310]  436s| 1074|4333
s12 2s8] 32071 9s9] 2369] 1419] wa27]  2s:2]  2262]  9ms] 1303]  u3o] el 4e99]  9s7]  49m3
s13 an24]  ases| 49|  ams|  a3an]  a2en|  ases|  sams]  sasa]  asse|  azes|  see9] el asos] 1489
s14 279 3139 906| 2296|  osol a206] 2259] 2123  7as|  133s]  107a]  9sa]  asoo] Tl amsl
s15 4g09| 4582] a9sa| a2s1| o 4ze6] 42s1]  ason|  ass2|  ses3|  43ss|  a33z]  aon3|  wess|  ams| Tl

Figura 3. Matriz de comparagio reconstruida para exemplificar as analises realizadas entre os isolados clinicos de 2023.

Os trés 1solados classificados como contaminacdes apresentavam uma mescla de genétipos
identificados por ambas as pipelines como: (1) “L2.2.1 ou L4”; (2) “L4.1.2.1 ou L4.6.2.2”; e (3)
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“L4.1.2.1 ou L4.3.3". Estes isolados foram submetidos a um novo sequenciamento genémico massivo
e os resultados ainda ndo estio disponiveis. Contudo, utilizando as arvores filogenéticas construidas,
baseadas na proximidade genética dos 1solados, podemos mferir que os 1solados 1, 2 e 3 pertencem a
1221 (1209 SNPs de diferenca), L4.6.2.2 (1236 SNPs de diferenca) e L4.3.3 (1122 SNPs de

diferenca), respectivamente.

1.3. dnalise comparativa da genotipagem cldssica e sequenciamento de genoma total

Ao realizar analises comparativas, observamos que os 1solados agrupados pelo método IS6110-
RFLP (figura 1) foram discriminados pelo sequenciamento gendmico, de modo que nenhum dos
1solados sequenciados e analisados, que possuiam resultados de RFLP (31/33), apresentavam relacées
epidemiologicas. O agrupamento incorreto por RFLP se deve ao baixo nimero de copias de IS6110. o
que, conhecidamente, resulta na redugdo significativa do poder discriminatério deste método. No
entanto, como pode ser visto na figura 2, embora os 1solados agrupados por RFIP nos CLSC EeF
nio formassem clusters, eles estavam intimamente relacionados. diferindo em 1051 SNPs, 1223 SNPs
e 1489 SNPs, respectivamente. Além disso, estes isolados compartilhavam a mesma linhagem/sub-
linhagem, sendo elas: L4.1.2.1 (CLS C; Haarlem), L1.1.2 (CLS E; EAI) e M bovis (CLS F).

Ao avaliar os resultados disponiveis para os 39 1solados sequenciados, apenas 30 haviam sido
submetidos ao método Spoligotyping, até o momento. No entanto, ao comparar os resultados de
Spoligotyping e sequenciamento gendmico, com excecdo dos i1solados com spoligotypes
desconhecidos. observamos 100% de concordincia na classificacio filogenética. Além disso, os
resultados de Spoligotyping estavam disponiveis para os trés 1solados classificados como
contaminagdes, sendo identificados como Manu? (1solado 1), Haarlem 3 (isolado 2) e Haarlem 1
(1solado 3). Estes resultados discrepantes corroboram a necessidade de realizar um novo
sequenciamento gendmico massivo para afirmar com precisdo os resultados observados.

A genotipagem classica, que inclwi, mas nio se limita aos métodos IS6JI0-RFLP e
Spoligotyping, é extremamente importante para acelerar as analises epidemiolégicas e filogenéticas
do complexo M. ruberculosis em locais com recursos financeiros limitados. Entretanto, é necessirio
considerar suas limitagdes, como o batxo poder discriminatorio de cepas com baixo nimero de copias
156110, a evolugio convergents dos espacadores do Spoligotyping e a auséncia de resultados de
sensibilidade aos antimicrobianos, o que exige o uso de métodos adicionais para aumentar a
confiabilidade dos resultados. Diante disso. o sequenciamento gendmico massivo, considerado um
método inacessivel para a maioria dos pesquisadores devido 3 dificuldade de realizacio de analises
biomnformaticas, ganhou destaque através do aprnimoramento das técnicas, com facilitacio da

linguagem computacional, associado i redugio dos custos.
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2. Atividades extras realizadas em paralelo ao projeto do doutorado sanduiche

Durante o periodo de estigio no exterior, foram realizadas outras atitvidades pertinentes ao
projeto apresentado para o doutorado sanduiche. Essas atividades tiveram como objetivo o aprendizado
e dominio de habilidades para a analise de wvariantes alélicas associadas 4 resisténeia aos
antimicrobianos e a identificacio filogenética em relagdo ao genoma de referéneia H37Rv. Para isso,
foram utilizados os softwares Chromas e Integrative Genomics Viewer (IGV) e, bem como as
ferramentes online Tuberculist e Mycobrowser, que permutem a visualizacido efou a andlise de
sequencias gendmicas parciais € completas. As atividades realizadas estio resumidas as seguir.

I. Identificacio de nucleotideos mutados:

Utilizando o software Chromas e as ferramentas online Tuberculist e Mycobrowser,
investigamos sequéncias parciais de genes que codificam alvos de antimicrobianos para identificar
nucleotideos mutados e seus respectivos codons e assim avaliar se a mutacio observada confere ou
nio resisténcia. Em uma das andlises realizadas, carregamos sequencias parciais do gene rpoB no
Chromas, copiamos as sequéncias para o Tuberculist e Mycobrowser e utilizando a posicdo micial do
gene rpof calculamos a posigio dos nucleotideos mutados. Em seguida, verificamos a qual cédon o
nucleotideo pertencia. para entio analisar se a mutacio encontrada conferia ou nio resisténcia a RMP.

A realizagio de intumeras analises utilizando estas ferramentas, permitin o aprendizado e o
aperfeicoamento da capacidade de identificar mutagdes e avaliar se estas estavam ou nio associadas a
resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, o uso destas ferramentas possibilitou a construcio do

catilogo de mutacdes descrito abaixo.

II. Identificacio filogenética a partir da investigacao de regides de delecio (RDs):

Para corroborar os resultados filogenéticos obtidos com o3 pipelines PhyReSE e MTBSeq,
realizamos andlises com as sequéncias gendmicas utilizando o software IGV 2.8.4. Estas andlises
comsistitam na investigacio de RDs, amplamente validadas na literatura, como marcadores
filogenéticos. Entre as analises realizadas. verificamos a presenca ou auséncia de delecdes associadas
ao genotipo RD-Rio. descoberto no Brasil, nos 1solados identificados como LAM (L.4.3.2: L1433 e
14.3.4.2). Como resultado, dos 10 1solados LAM, apenas trés, correspondentes a L4.3 4.2, tinham a
delecio RD-Rio. A utilizacio deste software permite a visualizagio completa do genoma de interesse

em relacdo ao H3TRv, o que, consequentemente, possibilita o estudo robusto de vanantes alélicas.

III. Elaboracio de um catilogo de mutacdes de resisténcia:
Com base nos catilogos de vanantes disponibilizados pela Organizacio Mundial da Saiade
(OMS), fo1 elaborado uwm catilogo de mutacdes de resisténeia aos antimicrobianos anti-TB. Este

catilogo foi organizado devido a dificuldade de identificar os polimorfismos derivados dos eventos
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mutacionais que resultaram nas varantes descritas. Das 1.125 vanantes presentes nos catilogos da
OMS, 241 estavam associadas a resisténcia a 12 antimicrobianos anti-TB. Assim, usando os softwares
e ferramentas online descritas acima, conseguimos 1dentificar as mutagdes nio sindmimas nos genes
mpoB. inhd, katG, embB. pncd. svrd, @B, Rv0678. 1plC. rrs. gid, rpsL e ethd que originaram as
variantes descritas como associadas a resisténcia.

E importante observar. que o catilogo descreve os cédons WT de H37Rv, a posigio deste codon
em relagio ao gene avaliado e os codons modificados com os provaveis polimorfismos. Para escolher
estes polimorfismos, fo1 considerada apenas uma alteracio de nucleotideo, ou seja, fo1 avaliado apenas
um evento mutacional por vez. Este catilogo nio estd publicado, mas serda disponibilizado aos

pesquisadores envolvidos na sua preparacio e mediante solicitagdo.

3. Consideracoes finais

Durante meu estigio de seis meses no exterior, realizamos atividades que foram essenciais para
o progresso do meu doutorado. No entanto. ndo tivemos tempo habil para concluir um dos obyetivos
especificos do projeto de doutorado sanduiche submetido, que era padronizar os alvos da plataforma
PCR-tt multiplex MTB/MNT para detectar o género Myveobacterium e M. tuberculosis. Porém. com o
auxilio de nvestigadores do Grupo Genética de Micobacterias, novos alvos foram desenhados in silico
para aumentar a eficiéncia das reagdes multiplex, e as avahagdes estio programadas para comecar em
qulho de 2024,

O doutorado sanduiche em Zaragoza, na Espanha, me proporcionon a oportunidade de conviver
com docentes, especialmente a Dra. Sofia Samper. e discentes excelentes que contribuiram para o meun
crescimento profissional e pessoal. Todos os conhecimentos adquiridos permitirio o desenvolvimento
de projetos voltados para o sequenciamento e analise de genomas em colaboracio entre o Nucleo de
Pesquisa em Microbiologia Médica e outros grupos de pesquisa da FURG e de outras institnicdes. O
conhecimento de ferramentas de sequenciamento gendmico e de analises bioinformaticas serdo de

grande importincia considerando a recente aquisicio de um sequenciador pela FURG.

Decumsnns assinada digitalmente
Firmada digitalmente

YASMIN CASTILLOS DE IBRAHIM DAS HEVES

' br : T . por Safia Samper

gﬂu Diata: 0092024 231 3350300 Soﬁa Samper Eecho: 20048911
winrifigue e g fualican i pav br : 2024.05.

16:42:3E +HIZ00
Yasmin Castillos das Neves Sofia Samper Blasco
(Discente) (Supervisora no exterior)
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| l & . Instituto de Investigacidn
Sanitaria Aragdn

D. Oscar Lépez Lorente, Director Ejecutivo de la Fundacion Instituto de Investigacion
Sanitaria (IIS Aragén);

CERTIFICA que,

D./Dfia. Yasmin Castillos de lbrahim das Neves ha realizado una estancia con el
Grupo de Investigacion GIIS049 “Grupo Genética de Micobacterias” gestionado por la
Fundacion Instituto de Investigacién Sanitaria Aragon. Las fechas de dicha estancia
han sido desde el 11 de noviembre de 2023 hasta el 30 de abril de 2024.

En Zaragoza, a 29 de octubre de 2024

25448429% Firmado digitalmente

por 25448429% OSCAR

OSCAR LOPEZ LOPEZ (R: Go9426132)
Fecha: 2024.11.08

(R: G99426132) 13.55.15 +0100°

Oscar Lopez Lorente
Director Ejecutivo
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Anexo D. Atividades de pesquisa, ensino e extensao

PRODUCAO TECNICO-CIENTIFICO

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. Apresentagao oral realizada por um dos autores.

Apresentacdo oral na 20* Mostra de Producéo Universitaria — MPU/FURG e 23° Encontro
de P6s-Graduacdo. Rio Grande, RS; 2021. Avaliacao de uma plataforma para a deteccéo

e identificacdo do Mycobacterium tuberculosis e de micobactérias ndo-tuberculosas.

Apresentacdo oral no 57° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP. Belém, PA; 2022. Sensores desoxirribozimas binarios na deteccédo e
identificacdo de micobactérias de importéncia clinica.

Menc¢do honrosa na 57° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP, Belém, PA; 2022. Titulo do trabalho: Sensores desoxirribozimas binarios na

deteccdo e identificacdo de micobactérias de importancia clinica.

Apresentacdo oral na 22* Mostra de Producéo Universitaria — MPU/FURG e 24° Encontro
de Pds-Graduacdo. Rio Grande, RS; 2023. Teste de PCR Real-Time para a identificacao
do Mycobacterium tuberculosis a partir da cultura de amostras pulmonares

provenientes de pacientes com suspeita de tuberculose.

Apresentacdo de poster no 58° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP. Salvador, BA; 2023. Desenvolvimento de um teste de PCR em tempo real
para a deteccdo de Mycobacterium avium a partir do cultivo em sistema BD
Mycobacteria Growth Indicator Tube de amostras pulmonares procedentes de

pacientes com suspeita de tuberculose.

Bolsa CAPES-Print/FURG de doutorado sanduiche no exterior. Projeto intitulado
“Genotipagem de isolados de Mycobacterium tuberculosis procedentes da provincia de
Aragén, na Espanha, pelos métodos de Sequenciamento de Genoma total e 1S6110-
RFLP e padronizacdo de uma plataforma de PCR multiplex em tempo real para a

deteccdo de M. tuberculosis e de micobactérias ndo-tuberculosas de importancia
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clinica” (Anexo C). Local: Zaragoza, Espanha. Periodo: novembro/2023 a abril/2024.

Supervisora no exterior: Profa. Dra. Sofia Samper.

Artigo publicado como primeira autora: Detection of Mtb and NTM: preclinical
validation of a new asymmetric PCR-binary deoxyribozyme sensor assay (Artigo 1;
Secdo 6). 2024. Microbiology Spectrum. DOI: 10.1128/spectrum.03506-23.

Apresentacédo oral na 23* Mostra de Producéo Universitaria — MPU/FURG e 25° Encontro
de Pds-Graduacdo. Rio Grande, RS; 2024. Sequenciamento de genoma total em
comparacdo com métodos classicos de genotipagem para a caracterizacdo
epidemioldgica e filogenética de isolados de Mycobacterium tuberculosis. Resumo

relacionado ao Doutorado Sanduiche em Zaragoza, Espanha (Anexo C).

Apresentacdo oral de um relato de experiéncia na 23* Mostra de Produgdo Universitaria —
MPU/FURG e 2° Mostra de Internacionalizacéo 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 Sanduiche em Zaragoza, Espanha (Anexo C).

Manuscrito em desenvolvimento como primeira autora: Desenvolvimento e avaliacéo pré-
clinica de Real-Time PCR para a deteccdo do Mycobacterium tuberculosis e de
micobactérias ndo-tuberculosas de importancia clinica (Artigo 2; Secéo 7). The Journal

of Molecular Diagnostics.

Nao-relacionada a tese

1.

2.

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.

Apresentacdo oral na 212 Mostra de Producdo Universitaria — MPU/FURG e 24° Encontro
de Pos-Graduacao. Rio Grande, RS; 2022. Analise bacterioldgica de infecgdo de corrente
sanguinea de dois filhotes de toninhas (Pontoporia blainvillei) em reabilitacdo apos
encalhe.
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Palestrante no WORKSHOP InvestigacGes Epidemioldgicas para o Enfrentamento da
Tuberculose. Rio Grande, RS; 2023. Impacto do fluxo migratério no perfil genotipico

do Mycobacterium tuberculosis disperso na América Latina.

Resumo publicado na 222 Mostra de Producdo Universitaria— MPU/FURG e 32° Congresso
de Iniciacdo Cientifica. Rio Grande, RS; 2023. Identificacdo de micobactérias néo-

tuberculosas em pacientes com suspeita de tuberculose.

Resumo publicado na 22* Mostra de Producdo Universitaria — MPU/FURG e 24° Encontro
de Po6s-Graduacdo. Rio Grande, RS; 2023. Uso de sensores desoxirribozimas binarios
para a deteccdo do Mycobacterium tuberculosis com diferentes perfis de suscetibilidade

aos antimicrobianos: Um estudo piloto.

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.

Resumo publicado na 23 Mostra de Producéo Universitaria — MPU/FURG e 25° Encontro
de PoOs-Graduacdo. Rio Grande, RS; 2024. Identificagdo molecular de resisténcia a
isoniazida em Mycobacterium tuberculosis utilizando sensores desoxirribozimas
binarios.

Resumo publicado na 23* Mostra de Producdo Universitaria — MPU/FURG e 7° Saldo de

Indissociabilidade, RS; 2024. Desenvolvimento de materiais didaticos sobre tuberculose

para aplicacdo em um municipio com alta carga da doenca: um relato de experiéncia.

Resumo publicado no 59° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical -
MEDTROP. Sédo Paulo, SP; 2024. Tuberculose e pds-graduacao: como estdo os registros

de propriedade intelectual vinculados a teses e dissertagdes produzidas no Brasil?

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.

Artigo em desenvolvimento como coautora: Avancos no diagnostico de tuberculose e
outras micobacterioses e identificacao de resisténcia aos antimicrobianos, com énfase

na busca de plataformas point-of-care.
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12. Artigo em desenvolvimento como coautora: Producéo resultantes de teses e dissertagoes

sobre tuberculose no Brasil.

PARTICIPACAO EM PROJETOS DE PESQUISA E EXTENSAO:

1.

Projeto de pesquisa: Deteccdo point-of-care de TB e MNT utilizando sensores
Desoxirribozima fluorescentes e dispositivo alimentado por bateria, impresso em 3D.
Projeto desenvolvido em colaboracdo com a University of Central Florida (UCF) e o
Ndcleo de Pesquisa em Microbiologia Médica (NUPEMM) da FURG. Coordenador: Prof.
Dr. Pedro Eduardo Almeida da Silva. Concluido; 2019-2024.

Projeto de pesquisa: Inovacdo, desenvolvimento e validacdo de plataformas para o
diagnostico laboratorial da tuberculose e outras micobacterioses de importancia clinica.
Coordenadora: Profa. Andrea von Groll. Concluido; 2021-2023.

Projeto de pesquisa: Desoxirribozima como estratégia molecular para o desenvolvimento
de uma plataforma diagndstica point-of-care para a deteccdo da tuberculose e da resisténcia
de Mycobacterium tuberculosis aos antimicrobianos. Coordenadora: Profa. Dra. lvy

Bastos Ramis de Souza. Em andamento; 2022-atual.

Projeto de pesquisa: Ensaio clinico prospectivo multicéntrico para avaliar a acurécia de
novos testes diagndsticos de TB e TB droga resistente em diferentes regifes do pais:
Standard M10 e MDR MTB LAMP. Coordenador: Prof. Dr. Afranio Lineu Kritski. Em

andamento; 2024-atual.

Projeto de pesquisa: Vigilancia genémica e metagendmica da resisténcia a
antimicrobianos no contexto de satde Unica. Coordenador: Profa. Dra. Livia Kmetzsch.
Em andamento; 2023-atual.

Projeto de extensdo: 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: Préatica de ferramentas convencionalmente utilizadas em
laboratorio de microbiologia. XXIV Jornada Biologica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
FURG; Rio Grande, RS. Periodo: 28/08/2023 a 01/09/2023 (4 horas).
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Realizacdo de curso tedrico-pratico: Nova geracdo de sequenciamento, montagem e
analise de genoma completo de Mycobacterium tuberculosis. Centro de Ciéncias
computacionais, FURG; Rio Grande, RS. Ministrante: Prof. Dr. Jodo Perdigao
(Universidade de Lisboa). Periodo: 09/10/2023 a 10/10/2023 (20 horas).

Participacdo em comissdo organizadora: WORKSHOP InvestigacGes Epidemiologicas
para o Enfrentamento da Tuberculose. Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica e
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude, FURG; Rio Grande, RS. Periodo:
outubro/2023.

Participacdo em comissdo de ensino: Representante discente da P6s-Graduacdo em
Ciéncias da Saude no Conselho da Faculdade de Medicina, FURG. Rio Grande, RS.
Periodo: janeiro/2022 a novembro/2023.

. Participacdo em comisséo interna de avaliacdo do PPG Ciéncias da Saude para indicacao

de tese ao Prémio CAPES de Tese: Representante discente na edi¢éo 2022.
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