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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

CARACTERIZAÇÃO DAS INFECÇÕES MISTAS NA 
TUBERCULOSE POR SPOLIGOTYPING, MIRU-VNTR EM 

COORTES DAS POPULAÇÕES GERAL E CARCERÁRIA DE 
RONDÔNIA E POR WGS EM GENOMAS DO BRASIL E DE 

MOÇAMBIQUE 

ABSTRACT 

TESE DE DOUTORADO 

Ícaro Rodrigues dos Santos 

A tuberculose (TB), provocada pelo Mycobacterium tuberculosis, é uma doença 
crônica contagiosa em aglomerados populacionais como as unidades 
prisionais. Neste trabalho realizou-se a identificação molecular de isolados de 
M. tuberculosis  e investigação de infecção mista utilizando spoligotyping e 
MIRU-VNTR em 224 amostras de uma coorte do estado de Rondônia, 
populações geral e carcerária e análises de bioinformática em dois grupos 
distintos de genomas de micobactérias, sendo 30 genomas de Moçabique e 88 
genomas da coleção do nosso laboratório. Amostras de escarro foram 
submetidas à baciloscopia, cultura para micobactérias, teste de sensibilidade 
aos antimicrobianos e identificação molecular pela técnica de Spoligotyping e 
MIRU-VNTR demonstraram a diversidade dos isolados de M. tuberculosis 
circulantes na região havendo a predominância de 63,8%  da família LAM, 
seguido da família X com 11,6%, Haarlem 6,3% e família T com 4%, além de 
dois isolados da família Ural e cinco da família EAI. Ainda, 18 novos perfis 
foram identificados, incluindo um perfil que há indícios de exclusividade do 
Brasil. Os resultados indicam que as cadeias de transmissão entre as 
populações geral e carcerária estão interligadas. As unidades prisionais 
apresentaram formação de grupos específicos de aglomerações e 
exclusividade das subfamílias T3 e X3. Entre a coorte de Rondônia, a taxa de 
resistência foi de 28% (4,8% MDR) e 46,6% entre os genomas analisados. 
Além disso, sugere-se que os isolados resistentes estão mais associados a 
população geral desse estudo e que processos evolutivos potencialmente 
associados ao surgimento de resistência. Foi detectada uma frequência de 
19,3% de infecção mista pelo MIRU-VNTR e 80% por WGS; casos suscetíveis 
foram mais associados a infecção mista, exceto para casos MDR/XDR da 
coorte Brasil/Moçambique. Portanto, verifica-se a manutenção dos índices de 
TB em Rondônia, mas com uma diversidade maior do que o esperado, 
incluindo famílias com notificação em baixa frequência, bem como a indicação 
de que a presença da infecção mista pode ter importância clínica de acordo 
com a população.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

CHARACTERIZATION OF MIXED INFECTIONS IN 
TUBERCULOSIS BY SPOLIGOTYPING, MIRU-VNTR IN 

GENERAL AND PRISIONAL COHORTS OF RONDÔNIA AND BY 
WGS IN GENOMES OF BRAZIL AND MOZAMBIQUE 

ABSTRACT 

DOCTORAL THESIS 

Ícaro Rodrigues dos Santos 

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, is an infectious 
chronic disease in agglomerations such as prison units. In this work, the 
molecular identification of M. tuberculosis isolates and investigation of mixed 
infection using spoligotyping and MIRU-VNTR was carried out in 224 samples 
of a cohort in the state of Rondônia, general and prison populations and 
bioinformatics analyzes in two distinct groups of mycobacterial genomes, 30 
genomes from Mozambique and 88 genomes from the collection of our 
laboratory. Samples were analyzed with sputum smear microscopy, 
mycobacterial culture, antimicrobial susceptibility test and molecular 
identification using the Spoligotyping and MIRU-VNTR technique which 
revealed the diversity of M. tuberculosis isolates present in the region, with a 
predominance of 63.8% of the family LAM, followed by family X with 11.6%, 
Haarlem 6.3% and family T with 4%, in addition to two isolates from the Ural 
family and five isolates from the EAI family. In addition, 18 new profiles were 
identified, including a profile that shows signs of being exclusive to Brazil. The 
results indicate that the transmission chains between the general and prison 
populations are interconnected. The prison units showed specific groups of 
agglomerations, and subfamilies T3 and X3 were exclusive to this population. In 
the Rondônia cohort, the resistance rate was 28% (4.8% MDR) and 46.6% 
among the analyzed genomes. In addition, the results suggest that resistant 
isolates are more associated with the general population of this study and that 
evolutionary processes potentially associated with the emergence of resistance. 
We detected a frequency of 19.3% of mixed infection by MIRU-VNTR and 80% 
by WGS; susceptible cases were more associated with mixed infection, except 
for MDR/XDR cases from the Brazil/Mozambique cohort. Therefore, the TB 
rates in Rondônia persist, with a greater than expected diversity, including 
families with low frequency notification. The suggestion of mixed infection may 
have clinical importance according to the population.  
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1  INTRODUÇÃO 
 

Tuberculose (TB) é uma doença infecciosa, um dos maiores problemas 

de saúde pública, uma das 10 principais causas de morte no mundo e principal 

causa de morte causada por um agente infeccioso. Tem como agente 

etiológico o bacilo Mycobacterium tuberculosis, que se dispersa quando 

indivíduos com TB expelem bactérias no ar, por exemplo, pela tosse. 

Tipicamente afeta os pulmões (TB pulmonar), mas também pode afetar outros 

locais (TB extrapulmonar). Aproximadamente, um quarto da população mundial 

está infectada por M. tuberculosis e está em risco de desenvolver a doença 

(WHO, 2019).  

TB é uma doença antiga – estudos de esqueletos humanos mostram que 

ela tem afetado humanos por milhares de anos – mas sua causa permanecia 

desconhecida até 24 de março de 1882, quando o Dr. Robert Koch anunciou 

sua descoberta do bacilo e o nomeou Mycobacterium tuberculosis (Koch, 1882; 

Sakula, 1982; Hershkovitz et al., 2015). 

A doença pode afetar qualquer um, qualquer lugar, mas a maioria das 

pessoas que desenvolve TB (cerca de 90%) são adultos – maior proporção de 

homens – e os índices de casos em níveis nacionais variam de 50 a mais de 

5000 para cada 1 mi da população por ano. Quase 90% dos casos anuais se 

concentram em 30 países com alta taxa de TB. Globalmente, estima-se que 1,7 

bi de pessoas estejam infectadas com M. tuberculosis e estão, portanto, sob 

risco de desenvolver a doença (WHO, 2019). 

 

1.1 Epidemiologia da Tuberculose 

1.1.1 Transmissão 

Wiliam Osler, em 1909, escreveu, como citado por Dobbs & Kimmerling 

(2008) que „todos aqueles que se misturam com pacientes com tuberculose 

são infectados, mas permaneceram bem pelo tempo que eles se cuidaram e 

mantiveram o solo em condições desfavoráveis para o crescimento da 

semente”.  
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Ao longo de um século de pesquisa sobre tuberculose, nossa 

compreensão da transmissão da tuberculose e da progressão da doença foi 

aprimorada: em 1934, Wells descreveu tempos de queda e evaporação para 

núcleos de gotículas e Riley, em 1961, descreveu a deposição de bactérias 

transportada pelo ar no pulmão e, em 1959-1962, descreveu a disseminação 

aérea de M. tuberculosis em uma enfermaria de tuberculose (Devoto, 1934; 

Riley, 1959, 1962). Chapman, em 1964, descreveu os fatores sociais e outros 

fatores associados com a transmissão da tuberculose em famílias afetadas por 

tuberculose.  

Indivíduos com tuberculose laríngea ou pulmonar ativa geram núcleo de 

gotículas que contém M. tuberculosis através da tosse, canto, grito, espirro ou 

qualquer outra manobra expiratória forçada que cisalha secreções respiratórias 

das vias aéreas, com a tosse sendo a mais eficiente em gerar aerossóis 

infecciosos (Turner & Bothamley, 2015). 

Uma visão amplamente aceita é que a infectividade dos pacientes 

diminui suficientemente depois de duas semanas de tratamento antituberculose 

a um ponto tal que a transmissão para os contatos se torne improvável 

(Dharmadhikari et al., 2014, Yates et al., 2016). 

Churchyard e colaboradores, em 2017, redefiniram a cascata proposta 

por Dowdy e colaboradores (2014) que segue: (1) um caso de origem da 

tuberculose (2) gerando partículas infecciosas (3) que sobrevivem no ar e (4) 

são inaladas por um indivíduo suscetível (5) que pode se tornar infectado e que 

então pode desenvolver a tuberculose (figura 1.1).  
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Figura 1.1. Cascata de transmissão da tuberculose. (Fonte: The Aurum Institute. Adaptado 
de Churchyard et al., 2017) 

A intensidade da transmissão local de TB é dependente da prevalência 

(e infectividade) de indivíduos com formas infecciosas de TB, o número (e 

suscetibilidade) de indivíduos com quem os indivíduos infecciosos terão 

contato, a frequência e proximidade das interações entre indivíduos infecciosos 

e suscetíveis, bem como características biológicas de M. tuberculosis que 

afetam a transmissão (Mathema et al., 2017), de modo que diferentes isolados 

podem ser adaptados para ter maior sobrevivência no ar, maior capacidade de 

dispersão e mecanismos que favorecem o sucesso da infecção. 

Em cenários com carga alta de tuberculose, a transmissão é mais 

provável de ocorrer fora de casa, em escolas, transporte público, locais de 

trabalho, centros de saúde, minas e prisões (Corbett et al., 2007; Escombe et 

al., 2010; Johnstone-Robertson et al., 2011; Andrews et al., 2013; Andrews et 

al., 2014; Telisinghe et al., 2014; Yates et al., 2016). Entretanto, visar famílias 

afetadas pela tuberculose para o rastreamento da infecção, teste para HIV e 

encaminhamento para o tratamento da tuberculose ou da infecção por M. 

tuberculosis permanece como prioridade devido a alta prevalência de 

tuberculose e infecção por M. tuberculosis entre contatos dentro de casa 

(Churchyard et al., 2017). 
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As taxas de contatos podem ser reduzidas através de desenvolvimento 

socioeconômico levando à redução de aglomeração, melhoria na nutrição para 

diminuir a progressão para tuberculose. Controle aprimorado da infecção 

também inclui desenvolvimento socioeconômico, principalmente melhorias de 

ventilação em áreas onde o contato é mais provável de ocorrer, como nos 

locais supracitados (Dowdy et al., 2014; Hermans et al., 2015). 

 A infectividade dos casos de tuberculose pode ser definida 

clinicamente, incluindo a presença de tosse e organismos ácido-resistentes no 

escarro, quando indivíduos ainda não receberam a terapia efetiva contra 

tuberculose. Entretanto, infectividade pode estar presente antes dos sintomas 

se manifestarem (Dowdy et al., 2014, Esmail et al., 2014, Esmail et al., 2016).  

Apesar disso, há um espectro no curso clínico da tuberculose (Barry et 

al., 2009), que inclui: tuberculose subclínica (caracterizada por resultados 

negativos na triagem de sintomas da tuberculose, mas com resultados 

positivos na cultura, com tuberculose presumivelmente infecciosa); doença pré-

diagnóstico (caracterizada pelos sintomas que são suficientemente perceptíveis 

para a detecção sintomática, mas não graves o suficiente para buscar cuidados 

médicos); e doença clínica (caracterizada pela busca ativa de tratar os 

sintomas, apesar de que frequentemente ocorre apenas depois de um atraso 

devido às dificuldades de diferenciação entre outras infecções do trato 

respiratório em locais onde o diagnóstico clínico permanece como a prática 

padrão). 

Fatores relacionados ao hospedeiro podem aumentar um risco individual 

de progressão para doença pulmonar ativa após a infecção. Determinantes 

relacionados ao hospedeiro incluem: infecção por HIV (Corbett et al., 2002), 

diabetes (Jeon & Murray, 2008), consumo de cigarro (Lin & Murray, 2007) e 

excesso de álcool (Lönnroth et al., 2008) e desnutrição (Menon et al., 2016).   

 Quatro principais abordagens são usadas para mensurar a transmissão 

da tuberculose e identificar seus condutores. A primeira abordagem é a taxa de 

notificação dos casos, que é utilizada para identificar países e regiões nas 

quais o risco de tuberculose é alto (WHO, 2015). Taxas de notificações 

também podem gerar tendências temporais de transmissão (Hermans et al., 

2015); além disso, elas podem ser usadas para identificar populações de risco 
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em locais com baixa incidência entre estrangeiros, prisioneiros e moradores de 

rua (Broekmans et al., 2002), bem como a heterogeneidade do risco entre 

comunidades dentro de cenários com alta incidência (transporte público 

(Andrews et al., 2013), igrejas (Murray et al., 2009), escolas (Andrews et al., 

2014 e 2015), bares (Muray et al., 2013) e favelas (Koenig et al., 2015; Pereira 

et al., 2015; Wobudeya et al., 2015). 

 A segunda abordagem é a estimativa do risco de ser infectado e 

identificar os fatores de riscos por ser infectado. Esta abordagem usa a prova 

cutânea da tuberculina e ensaios de liberação de interferon γ para identificar 

infecções. Estimativas de tendências no risco anual de infecção tem sido 

derivadas de avalia  es repetidas  frequentemente incluindo crian as na 

escola prim ria  St  lo et al., 1969, Odhiambo et al., 1999, Kritzinger et al., 

2009). 

Além disso, em cenários de alta transmissão, episódios de infecção 

repetida não podem ser facilmente identificados com estes tipos de ensaios de 

infecção que fornecem alguma medida da exposição cumulativa. Para estimar 

infecções recentemente adquiridas, triagem para a infecção por M. tuberculosis 

também pode ser feita nas investigações de contatos e entre os grupos de 

riscos, como imigrantes de países com alta carga ou profissionais da saúde 

(Mathema et al., 2017).  

Desde que a tipagem molecular de isolados se tornou avaliável nos anos 

1990 (van Embden et al., 1993), uma terceira abordagem, acessar as ligações 

genotípicas entre o presumido caso índice de tuberculose e seus presumidos 

casos secundários, se tornou possível. Em nível populacional, métodos como 

n-1 e outras técnicas baseadas em modelagem tem sido desenvolvidas para 

níveis estimados de transmissão, baseados em agrupamento genotípico (Small 

et al., 1994; Yeun et al., 2013; France et al., 2015; Kasaie et al., 2015). Estudos 

de epidemiologia molecular também tem confirmado que adolescentes estão 

no grupo de alto risco para a transmissão de tuberculose, estabelecendo a 

importância da transmissão nosocomial (Wobudeya et al., 2015), além de 

identificarem outros fatores de risco para transmissão recente, incluindo 

residência urbana, falta de moradia (Bamrah et al., 2013) e a exposição a 

ambientes lotados, como prisões (Sacchi et al., 2015; Valença et al., 2015). 
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Com o avançar do tempo, a resolução da tipagem dos isolados foi 

aprimorada; o sequenciamento do genoma completo (WGS) agora providencia 

a habilidade máxima de distinguir isolados com base nas diferenças de simples 

nucleotídeos (Walker et al., 2014). Diferentes das abordagens anteriores que 

dependem da transmissão e do risco de progressão da infecção para doença. 

A quarta e indireta abordagem tem sido a caracterização da fonte dos 

casos. Tradicionalmente, medidas da carga bacilar a partir do esfregaço do 

escarro e a presença e extensão da cavitação pulmonar tem sido utilizadas 

para estimar a infectividade dos casos iniciais como uma busca pelo número de 

casos esperado de contatos infectados e casos secundários (Rieder, 1999). 

Ainda mais recentemente, novas formas de avaliar a infectividade foram 

desenvolvidas (Fennely et al., 2012; Wood et al., 2016). 

Por fim, intervenções que tenham como alvo a bactéria, o hospedeiro ou 

catalisadores comportamentais da transmissão irão interromper a transmissão 

da tuberculose e acelerar o declínio na incidência e mortalidade da tuberculose 

(Dowdy et al., 2014). 

 

1.1.2 Números  

Globalmente, estima-se que 10 mi (9-11 mi) de pessoas desenvolveram 

TB em 2018, número que tem sido relativamente estável nos últimos anos. A 

carga da doença varia enormemente entre os países, de pouco mais que cinco 

para mais que 500 novos casos por 100 000 habitantes por ano, com a média 

global sendo cerca de 130 (WHO, 2019) (figura 1.2). 
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Figura 1.2: Taxas estimadas da incidência de TB em 2018. (retirado de WHO, 2019) 

Estima-se que ocorreram 1,2 mi de mortes por TB entre a população 

HIV-negativa em 2018 (redução de 27% em relação ao ano 2000 que foi de 1,7 

mi), e um adicional de 251 mil mortes (223-281 mil) entre indivíduos HIV-

positivos (redução de 60% em relação ao ano 2000, 620 mil) (WHO, 2019). 

TB afeta pessoas de ambos os sexos em todas a faixas etárias, mas as 

taxas mais altas são em homens (com 15 anos ou mais velhos), que 

respondem por 57% de todos os casos de TB em 2018. Enquanto, mulheres 

representam 32% e crianças (abaixo dos 15 anos) correspondem a 11%. Entre 

todos os casos de TB, 8,6% eram pessoas vivendo com HIV (PLHIV) (WHO, 

2019). 

 Geograficamente, a maior parte dos casos de TB em 2018 ocorreram 

nas regiões do sudeste da Ásia (44%), África (24%) e Pacífico Ocidental (18%), 

com percentagens menores no Mediterrâneo Oriental (8%), nas Américas (3%) 

e Europa (3%). Oito países contabilizaram dois terços do total global: Índia 

(27%), China (9%), Indonésia (8%), as Filipinas (6%), Paquistão (6%), Nigéria 

(4%), Bangladesh (4%) e África do Sul (3%). Estes e outros 22 países, 

incluindo o Brasil, estão na lista da WHO dos 30 países com altas taxas de TB 

que correspondem a 87% dos casos mundiais (WHO, 2019). 
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 Entre os 30 países, três destes se mostraram com taxas de incidência 

per capita evidentemente mais baixas: Brasil, China e Rússia, com as 

estimativas de 45, 61 e 54, respectivamente, para cada 100 mil habitantes. 

Visando a redução desta doença, o Plano Global para o Combate da 

Tuberculose 2011-2015 (The Global Plan to Stop Tuberculosis 2011-2015) 

proposto pela OMS (Organização Mundial de Saúde) teve a finalidade de 

reduzir drasticamente a carga da doença até 2015; isto foi feito de acordo com 

o que foi pactuado nos Objetivos de Desenvolvimento do Milênio (ODM) onde a 

Tuberculose aparece no 6º objetivo intitulado: combater a AIDS, a malária e 

outras doenças. O Plano ainda apresenta como principal meta a eliminação da 

tuberculose como problema de saúde pública até o ano 2050.  

Segundo o Ministério da Saúde (2016), o Brasil atingiu as metas 

propostas pela OMS em 2015, bem como a redução dos coeficientes de 

prevalência e de mortalidade previstos.  

Seguindo a  stratégia pelo  im da Tu erculose da OMS  W O         o 

Ministério da Sa de  MS   por meio da  oordena ão  eral do Programa 

Nacional de Controle da Tu erculose    PN T   lan ou o Plano Nacional pelo 

 im da Tu erculose como Pro lema de Sa de P  lica  Plano Nacional    rasil  

       com metas para reduzir os coeficientes de incid ncia da doen a para 

menos  de 10 casos e de mortalidade para menos de um   ito a cada     mil 

ha itantes até     .  s estratégias estão organizadas em tr s eixos   – 

preven ão e cuidado integrado centrados na pessoa com tu erculose    – 

pol ticas arrojadas e sistema de apoio  e   – intensifica ão da pesquisa e 

inova ão. 

No  rasil  em       foram diagnosticados   .    casos novos de T   o 

que corresponde a um coeficiente de incid ncia de      casos     mil ha  

(figura 1.3). Embora, tenha sido o servada uma queda média anual de      

no per odo de      a       o coeficiente de incid ncia aumentou nos anos de 

     e      em rela ão ao per odo de      a        rasil       .  
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Figura 1.3. Coeficiente de incidência de tuberculose (por 100 mil hab.), Brasil, 2009-2018. 
(Brasil, 2019). 

 s taxas de incid ncia e de mortalidade por tu erculose  no  rasil  foram 

reduzidas a cada ano até o ano de       em que foram registrados  .    

  itos pela doen a  o que equivale ao coeficiente de mortalidade de     

  itos     mil ha .  o mesmo o tido no ano anterior.  e      a       o 

decréscimo médio anual do indicador foi igual a       com queda de      a 

     e posterior esta iliza ão   rasil       e      .  

No entanto, esses resultados não foram homog neos entre as unidades 

federais e capitais  e tam ém não são suficientes para se alcan arem as metas 

do Plano Nacional pelo  im da Tu erculose como Pro lema de Sa de P  lica 

(Brasil, 2017).  

O aumento do coeficiente de incid ncia da T  nos dois  ltimos anos e 

em alguns su cen rios pode representar uma amplia ão do acesso  s 

ferramentas de diagn stico. No entanto  este aumento tam ém pode estar 

relacionado  s mudan as no contexto social e econ mico do pa s nos  ltimos 

anos.  lém disso  a maior representatividade de popula  es vulner veis   T  

entre os casos novos é um aspecto que precisa de especial aten ão.   essa 

forma, torna-se ainda mais importante que os Programas de Tuberculose 

considerem o contexto em que estão inseridos  para que suas estratégias 

sejam efetivas e superem os desafios locais. Serão necess rios esfor os 

adicionais  com a articula ão das tr s esferas de gestão do SUS  para se 

atingir um  nico o jetivo  aca ar com a tu erculose como pro lema de sa de 

p  lica no  rasil   rasil       e       
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1.1.3 Prisão 

 Estudos demonstraram que a tuberculose epidêmica em prisões 

representa um grande desafio para o controle nacional de tuberculose no Brasil 

(Basu et al., 2011, Barbour et al., 2010, Bourdillon et al., 2017). 

Prisões tem sido fontes similares não apenas em surtos de países com 

baixa carga de tuberculose (Valway et al., 1994), mas também com altos níveis 

de transmissão endêmica nos países com renda média e baixa (Baussano et 

al., 2010, Sanchez et al., 2013). Por meio dos dados de notificação da 

tuberculose em nível nacional do Brasil, Bourdillon et al demonstraram que 

>25% de todos os casos incidentes entre homens entre os 20 e 29 anos 

ocorreram em prisões, onde as taxas de notificação foram 31 vezes maiores do 

que na população geral (Bourdillon et al., 2017; Yang et al., 2017).  

Também foi visto que as taxas encontradas nas prisões influenciaram 

para que ocorresse um aumento na proporção da carga nacional de 

tuberculose; de fato, em 2014, os casos de tuberculose em prisão 

representaram 8,4% de todos os casos reportados no país (Bourdillon et al., 

2017). 

Segundo o Gerenciador de Ambiente Laboratorial (2014), das 700 

amostras de escarro analisadas em Porto Velho, no ano de 2012,  apenas 27 

(3,85%) eram da população carcerária sendo que 8 culturas foram positivas, o 

que equivale à 29,6% de positividade (Gonçalves, 2016).  

O impacto causado pela tuberculose em presídios vai além da 

população carcerária, pois também afeta seus familiares e funcionários dos 

presídios, durante e após a detenção, ou seja, toda a comunidade com que se 

relacionam (Oliveira & Cardoso, 2004).  

Portanto, evidencia-se a necessidade de elaboração e implantação de 

programas específicos de vigilância epidemiológica e de controle da 

tuberculose na população carcerária. Entretanto, ainda não são numerosos os 

estudos a respeito da real situação das unidades carcerárias brasileiras quanto 

à ocorrência de casos de tuberculose.  
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1.1.4 Evidências de Infecção Mista 

Por muitas décadas, acreditou-se que as infecções por M. tuberculosis 

eram homogêneas e permaneciam estáveis dentro do hospedeiro durante o 

curso da infecção. O fenômeno das infecções com isolados mistos, 

reconhecido pela primeira vez em 1975 por Mankiewicz & Liivak, foi 

apresentado como um importante desafio ao diagnóstico, ao tratamento e ao 

controle da tuberculose (Zheng et al., 2015; Kontsevaya et al., 2017). 

Enquanto o conceito anterior era que os pacientes com tuberculose 

estavam infectados com um único isolado conservado geneticamente (van Rie 

et al., 2005), a aplicação de métodos moleculares demonstrou que o fenômeno 

das infecções mistas em tuberculose é mais comum do que o inicialmente 

considerado (Péres-Lago et al., 2016). 

A evidência de infecção mista em um único hospedeiro, sugerindo 

reinfecção antes ou durante a doença, foi observada incialmente pelo método 

de tipagem por fagos (Mankiewwics & Liivak, 1975, Bates et al., 1976) e foi 

posteriormente confirmado utilizando a análise de DNA fingerprint (Niemann et 

al., 2000, Braden et al., 2001, Garcia de Viedma et al., 2003).  

Foi mostrado, recentemente, usando métodos de geotipagem baseados 

em PCR, que pacientes com tuberculose em cenários de alta carga 

frequentemente tem diferentes isolados na mesma amostra de escarro (Warren 

et al., 2004, van Rie et al., 2005). 

Posteriormente, de acordo com recomendações de padrão internacional 

(Supply et al., 2006), a técnica MIRU-VNTR 24 locus teve maior sensibilidade e 

poder discriminatório em detectar isolados mistos do que outros métodos de 

análise (Cohen et al., 2011, Huyen et al., 2012). 

Diversos estudos reportaram infecções mistas em 1% a 60% dos 

pacientes, com mediana de 20%, dependendo da incidência de tuberculose e 

do cenário do estudo (revisado por Cohen et al. 2012). 

Estudos epidemiológicos moleculares demonstram que infecções 

complexas e heterogêneas dentro de um simples hospedeiro podem surgir 
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devido a infeções mistas com diferentes isolados de M. tuberculosis que são 

simultaneamente ou sequencialmente adquiridos (figura 1.4) (Fang et al., 

2008, van Rie et al., 2005) ou devido a infecções heterogêneas onde mutações 

espontâneas resultam de microevoluções dentro do hospedeiro (Al-Hajoj et al., 

2010; Navarro et al., 2013; Péres-Lago et al., 2013). 

 

Figura 1.4. Doença recorrente e infecções com estirpes mistas de M. tuberculosis. Vários 
cenários que levam a tuberculose recorrente e infecções mistas. Infecções mistas podem 
ocorrer tanto na infecção primária quanto na recorrente (secundária, terciária e assim por 
diante). Durante a doença primária, infecções mistas podem ocorrer durante um único episódio 
de infecção, onde duas estirpes distintas estão presentes ao mesmo tempo durante o episódio 
de infecção inicial. Alternativamente, uma infecção com uma estirpe secundária (superinfecção) 
pode ocorrer durante a infecção latente ou doença ativa. A reinfecção com uma segunda 
estirpe pode também resultar na reativação de uma estirpe subjacente (adaptado de McIvor et 
al., 2017).  

 

Ley et al., em 2019, revisaram estudos que se basearam no 

sequenciamento do genoma completo para compreender a microevolução 

dentro do hospedeiro. Após a análise de 38 estudos diferentes, observaram a 

ocorrência de vários níveis de microevolução e diversidade entre os estudos, 

com a demonstração da presença simultânea de várias subpopulações dentro 

do mesmo hospedeiro, enquanto outros encontraram genomas muito estáveis 

com poucas ou nenhuma alteração genômica.  
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Alguns estudos no intuito de inferir a transmissão direta, determinam a 

distância de variantes de único nucleotídeo (SNV, do inglês Single Nucleotide 

Variant) entre isolados de uma cadeia de transmissão. Walker et al. (2013) 

apontam que uma distância <12 SNVs entre dois isolados seriam suficientes 

para indicar transmissão direta.  

Trabalhos mais recentes sugerem que este limite pode não ser válido 

em todos os cenários e que vários fatores como o tempo passado entre os 

isolados, a pressão seletiva, infecções mistas ou clonalidade dos isolados da 

cadeia podem impactar no número de SNVs que surgem dentro do hospedeiro, 

alterando a distância entre os isolados (Eldholm et al., 2014; Péres-Lago et al., 

2014; Casali et al., 2016; Lieberman et al., 2016; Herranz et al., 2017).  

Devido as limitações inerentes dos métodos utilizados para detectar 

infecções mistas, os cenários reais podem estar sendo subestimados. Modelos 

matemáticos sugerem que as infecções mistas impactam o controle da 

tuberculose em pacientes tanto ao nível individual como ao nível populacional 

(Cohen et al., 2012).  

Foi inferido que essa mistura de isolados aumente a probabilidade do 

surgimento de resistência à isoniazida após a terapia preventiva por isoniazida 

em tuberculose latente (Cojin et al., 2009), o que reduziria a efetividade da 

cobertura das vacinas que cobrem apenas um subgrupo de genótipos de M. 

tuberculosis (Cohen et al., 2008).  

A infecção mista também foi apontada como um fator negativo em  

isolados obtidos de pacientes com TB-MDR (van Rie et al., 2005); outros 

estudos mostraram que a presença de múltiplos isolados pode resultar em um 

desfecho ruim para o tratamento (Theisen et al., 1998; Niemann et al., 2000; 

Baldeviano-Vidalon et al., 2005). 
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1.2 Caracterização do agente etiológico 

Os agentes etiológicos da TB em humanos e outros animais são um 

grupo de bacilos ácido-alcool resistentes intimamente relacionados que 

coletivamente são conhecidos como o Complexo Mycobacterium tuberculosis 

(CMTB) (Brites & Gagneux, 2017; Malone & Gordon, 2017). Os membros do 

CMTB adaptados aos humanos, representados na figura 1.5, compreendem 

cinco principais linhagens filogenéticas referidas como Mycobacterium 

tuberculosis sensu stricto (linhagens 1-4 e 7) e duas linhagens tradicionalmente 

conhecidas como Mycobacterium africanum (linhagens 5 e 6) (de Jong et al., 

2010; Brites & Gagneux, 2017; Yeboah-Manu et al., 2017). Desse modo, essas 

linhagens são apenas capazes de manter seus ciclos de vida completos, 

doença e transmissão aérea tendo os humanos como hospedeiros (Ernst, 

2012). A dispersão geográfica destas linhagens difere nitidamente, com 

algumas linhagens demonstrando distribuição global e outras com restrição 

geográfica (Gagneux et al 2006b; Gagneux & Small, 2007). 

 

Figura 1.5. Filogeografia global dos membros do CMTB adaptados ao homem. 
Filogeografia global dos membros do CMTB adaptados ao homem. (a) Filogenia de 220 
isolados do CMTB obtidas por Comas et al. (2013) baseado no método de máxima 
verossimilhança. (b) Distribuição das sete principais linhagens adaptadas ao homem. As 
linhagens possuem as mesmas cores de (a) e os círculos representam a linhagem ou 
linhagens dominantes em cada país (Gagneux & Small, 2007). Adaptado de Brites & Gagneux, 
2017. 
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Entre os membros do CMTB adaptados aos outros animais, alguns 

infectam primariamente espécies de mamíferos selvagens (Malone & Gordon, 

2017). Estes incluem M. microti  (Brodin et al., 2002), Mycobacterium 

pinnipedii  (Cousins et al., 2003), Mycobacterium orygis  (van Ingen et al., 2012) 

e o bacilo de Dassie  (Mostowy et al., 2004), Mycobacterium mungi  (Alexander 

et al., 2010), Mycobacterium suricattae  (Parsons et al., 2013  e o “chimpanzee 

 acillus”  Coscolla et al., 2013).  

Mycobacterium bovis e Mycobacterium caprae, por outro lado, são 

principalmente encontrados em gado e cabras, mas também são 

frequentemente isolados de diversos animais selvagens que agem como seus 

reservatórios (Malone & Gordon, 2017).  

Mycobacterium canettii é considerado parte do CMTB baseado em sua 

identidade de nucleotídeos; entretanto, M. canetii está mais associado com à 

vida livre, sendo encontrado em infecções oportunistas ocasionais em 

humanos (Koeck et al., 2010; Supply et al., 2013). 

Ao estudar o tropismo por hospedeiro, é importante diferenciar entre 

hospedeiros reservatórios daqueles que correspondem aos membros 

transversais de seu ciclo de vida completo, incluindo a transmissão aos 

hospedeiros secundários (Malone & Gordon, 2017). Para exemplificar, apesar 

do M. tuberculosis sensu stricto estar bem adaptado à transmissão entre a 

espécie humana (Brites & Gagneux, 2015), também pode, ocasionalmente, ser 

isolado de gado e outros animais que entraram em contato com humanos 

(Ameni et al., 2011; Ghodbane & Drancourt, 2013). 

M. tuberculosis apresenta-se como um bacilo levemente curvo ou reto 

(com 0,2-    μm de largura x    -   μm de comprimento   aer  io estrito  não 

formador de esporo, não encapsulado, imóvel, com alto conteúdo de guanina e 

citosina (G+C, 61-71%) em seu genoma e alto teor de ácidos micólicos, o que 

confere às micobactérias a capacidade de álcool-ácido resistência na 

coloração de Ziehl-Neelsen (ZN), sendo por isso denominado bacilo álcool-

ácido resistente (BAAR) (Williams & Wilkins, 1986; Koneman et al., 2001; 

Barrera, 2007).  
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O sequenciamento do genoma da cepa H37Rv foi publicado por Cole et 

al. em 1998. A partir desse primeiro sequenciamento foi possível identificar 

uma série de características importantes a respeito do M. tuberculosis. O 

genoma é único e circular com aproximadamente 4,4 Mb, conteúdo G+C 

relativamente constante através do genoma, rico em DNA repetitivo, em 

especial sequências de inserção, genes constitutivos duplicados e repertório 

metabólico amplo e flexível. Percebeu-se a ausência de plasmídeos e não 

foram encontradas evidências de transferência horizontal de genes. As regiões 

codificadoras de epítopos são conservadas e cerca de 10% do genoma 

compreende genes das famílias PE e PPE – nomes derivados de seus motivos 

conservados, prolina (P) e ácido glutâmico (E), encontrados na extremidade 

amino-terminal – que codificam antígenos associados a evasão do sistema 

imune. Ainda foi sugerido que a resistência aos antibióticos é mediada 

exclusivamente por mutações e rearranjos cromossomais, o que 

posteriormente foi mostrado por diversos estudos (revisado por Warner & 

Mizrahi, 2006). 

 

1.3 Resistência e suscetibilidade aos antimicrobianos 

A tuberculose é normalmente tratada com a combinação de 

medicamentos por meio de terapia observada diretamente (TDO). Como 

resumido por Borrell & Trauner (2017), para tuberculose suscetível aos 

antimicrobianos, a TDO se baseia na administração de quatro medicamentos: 

isoniazida (INH), rifampicina (RIF), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA), por 

um período de seis meses. A resistência combinada a INH e RIF, conhecida 

como TB-multirresistente (TB-MDR, do inglês multi-drug-resistant-TB) (Brasil, 

2008) é uma das maiores ameaças em relação a tuberculose. O regime de 

tratamento de TB-MDR atualmente depende de fluoroquinolonas (FQ) e 

aminoglicosídeos injetáveis (AG) para desfechos favoráveis. A aquisição de 

resistência a essas classes de antibióticos é definida como TB extremamente 

resistente (TB-XDR) (WHO, 2019).  

Uma terapia apropriada pode ser providenciada apenas se o padrão de 

suscetibilidade aos antimicrobianos do agente infectante for conhecido. Um 
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teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) para M. tuberculosis pode 

ser executado por métodos fenotípicos ou pela detecção molecular de 

determinantes genéticos associados com a resistência aos antimicrobianos. 

Um TSA convencional baseado no crescimento micobacteriano em meios 

líquido e sólido consome tempo e é desafiado por dificuldades técnicas e 

problemas de biossegurança (Kim 2005; WHO 2012a, b; Jiang et al. 2013; 

Somoskovi & Salfinger 2015; Cirillo et al., 2017).  

O desenvolvimento de tecnologias moleculares favoreceu a 

aplicabilidade de ensaios rápidos de diagnóstico emergencial para a detecção 

de resistência. Apesar dos avanços na tecnologia e na vasta quantidade de 

dados que estão sendo coletados com o sequenciamento genômico completo a 

respeito dos perfis de suscetibilidade e resistência, ainda não se pode 

abandonar completamente o TSA fenotípico (resumido por Cirillo et al., 2017). 

 O CMTB depende de dois tipos de mecanismos de resistência: 

modificação do alvo e perda da ativação pró-fármaco. Mutações no alvo 

resultam na perda da afinidade de ligação e ocorrem em muitas classes de 

fármacos. Por exemplo, a RIF inibe a RNA polimerase (RNAP) e mutações na 

região determinante da resistência a RIF (RDRR) da subunidade b da RNAP 

(rpoB) diminuem a afinidade de sua interação com o antibiótico (Campbell et 

al., 2001).  

 Similarmente, mutações na região determinante de resistência de 

quinolonas (RDRQ) da subunidade a da DNA girase (GyrA) tem o mesmo 

efeito na afinidade da ligação da FQ (Piton et al., 2010), assim como mutações 

no RNA ribossomal 16S interrompem a ligação de muitos AG (Magnet & 

Blanchard, 2005).  

Muitos antibióticos específicos para o CMTB são pró-fármacos e se 

tornam ativos apenas através da interação com enzimas intracelulares, 

ativadoras de pró-fármacos. Resistência a esse tipo de antibióticos, os quais 

incluem INH, PZA, etionamida (ETH) e os nitroimidazóis, frequentemente 

ocorrem pela modificação ou perda da ativação enzimática, mais do que pela 

mutação do alvo (Haver et al., 2015). 
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O efluxo de fármacos e a modulação transcricional também ocorrem 

como mecanismos de resistência para bedaquilina e INH/ETH, 

respectivamente, mas sua frequência relativa é muito menor, possivelmente 

por conta de sua contribuição na resistência do CMTB tender a ser menos 

pronunciada (Trauner et al., 2014).  

 O quadro 1 resume as principais regiões genômicas envolvidas no 

surgimento da resistência aos antimicrobianos aos medicamentos anti-

tuberculose. 

Quadro 1.1. Principais regiões associadas com resistência aos antimicrobianos em M. 
tuberculosis. Adaptado de Cirillo et al. 2017. 

Medicamentos Genes contendo mutações associadas 

Amikacin rrs 

Bedaquiline mmpL5, mmpS5, Rv0678, atpE, pepQ 

Capreomycin rrs, tlyA 

Clofazimine Rv0678, pepQ 

Delamanid ddn, fgd1, fbiA, fbiB and fbiC 

Ethambutol embA, embB, embC, ubiA 

Ethionamide inhA, ndh, ethA, ethR 

Fluoroquinolones gyrA, gyrB 

Isoniazid katG, inhA, ndh, furA, kasA 

Kanamycin rrs, gidB, eis, tap, whiB7 

Linezolid rplC, rrl 

Pyrazinamide pncA, rpsA, panD 

Rifampicin rpoB 

Streptomycin rpsL, rrs, gidB, tap, whiB7 

  

A TB resistente aos medicamentos continua um sério problema de 

saúde pública. Em 2018, ocorreram cerca de 500 mil novos casos de TB 

resistente a rifampicina (dos quais 78% eram TB multirresistente). Os três 

países que compartilharam a maior taxa global foram a Índia (27%), a China 

(14%) e a Rússia (9%).  Globalmente, 3,4% dos novos casos de TB e 18% dos 

que foram tratados previamente apresentaram TB resistente a rifampicina e TB 
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multirresistente (RR-TB e MDR-TB, respectivamente), com maiores proporções 

em países que formavam a União Soviética (WHO, 2019). 

Taxas de resistência no CMTB em países de alta renda não são 

representativas da frequência de isolados de TB MDR/XDR pelo mundo. 

Regiões com TB-MDR epidêmica são definidas como hotspots, onde a 

prevalência dos casos de TB-MDR são >5% (Blower & Chou, 2004). Apesar de 

sua prevalência relativamente baixa, o fato de que 36% da população mundial 

total viva na China e Índia representa que 50% da carga de TB-MDR está 

nestes dois países.  

A razão da prevalência de TB-MDR variar significativamente através do 

globo é um resultado de muitos fatores. Estes fatores incluem programas de 

controle efetivos variáveis (Zignol et al., 2012, Cohen et al., 2014), fatores 

ambientais como a permanência em prisões e minas (Dalton et al., 2012; Zignol 

et al., 2016), a presença de comorbidades, que podem influenciar o surgimento 

e a dispersão de TB-MDR (como o HIV) (Wells et al., 2007; Escombe et al., 

2008; Dean et al., 2014) e diversos fatores relacionados ao paciente.  

Em conjunto com a heterogeneidade ambiental e fatores do hospedeiro está a 

diversidade genética do CMTB, a qual apresenta uma discreta distribuição 

filogeográfica (Coscolla & Gagneux, 2014, Brites & Gagneux, 2017). É possível 

que as diferenças regionais da carga de resistência sejam devidas às 

diferenças genotípicas entre as linhagens do CMTB. Se a linhagem dominante 

na região foi a mais propensa a adquirir resistência quando comparada a 

outras, isto poderia exacerbar a carga de resistência na região. Suportando 

essa possibilidade está o fato de que linhagens em hotspots MDR são 

frequentemente similares. Russia e China apresentam a predominância da 

linhagem 2, que inclui os isolados da família Beijing (Merker et al, 2015); 

diversos relatos tem associado os isolados Beijing com uma probabilidade 

aumentada de TB-MDR (Munsiff et al., 2003). 

 

1.4 Tipagem molecular 

Durante várias décadas, a tipagem do CMTB tem sido alvo de estudos 

intensivos em diversos campos e aplicações, incluindo vigilância 



 20 

epidemiológica local e global, bem como a evolução do patógeno e sua 

interação com o hospedeiro humano. O amplo campo de aplicação da 

genotipagem reflete a sua importância global, a epidemiologia complexa e os 

múltiplos padrões de tuberculose, assim como a quantidade de questões e 

desafios que permanecem a serem completamente compreendidos em relação 

a patobiologia e a transmissibilidade do organismo, e no aprimoramento do 

diagnóstico. 

 Devido ao número de questões que ainda não estão clarificadas e fontes 

não identificadas da transmissão e da infecção do M. tuberculosis, a 

genotipagem pode efetivamente guiar investigações epidemiológicas, 

identificar os principais pontos de acesso da transmissão, principalmente em 

cenários ou buscas por causas da dispersão de isolados específicos de uma 

região ou em escala global (Merker et al., 2017).  

 A necessidade por métodos efetivos de genotipagem do CMTB também 

é guiada por questões de pesquisa mais básica, como a definição da 

diversidade biológica e geográfica do patógeno e sua associação com as 

populações hospedeiras (Hirsh et al. 2004; Tsolaki et al. 2004; Brudey et al. 

2006; Gagneux et al. 2006; Hershberg et al. 2008; Comas et al. 2013), a 

compreensão da origem do CMTB (Fabre et al. 2004, 2010; Gutierrez et al. 

2005, 2006; Supply et al. 2013; Boritsch et al. 2014, 2016a), e a reconstrução 

da história evolutiva e a demografia do CMTB (Brosch et al. 2002; Mostowy et 

al. 2002; Wirth et al. 2008; Comas et al. 2013, 2015; Pepperell et al. 2013; Luo 

et al. 2015; Merker et al. 2015; Mokrousov et al. 2016), assim como de alguns 

de seus clones mais importantes em associação com a resistência a múltiplos 

medicamentos (Mokrousov 2013; Merker et al. 2015). 

Esses obstáculos foram resolvidos gradualmente pelo desenvolvimento 

de métodos moleculares de tipagem baseados em DNA - também 

denominados genotipagem - de isolados de MTBC, que agora culminam com o 

seqüenciamento completo do genoma (WGS). 

Os genomas dos isolados de M. tuberculosis geralmente mostram 

apenas um grau limitado de diversidade em suas sequências e a espécie é 

descrita como geneticamente monomórfica, isto é, a maior parte de seu 

genoma não estaria apta a sofrer alterações (Achtman, 2008). Portanto, 
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diversos métodos de DNA fingerprinting para patógenos com essas 

características se baseiam nos elementos genéticos móveis ou repetitivos, os 

quais presumivelmente possuem uma frequência mutacional intrínseca mais 

elevada. Assim, Southern blotting com elementos de DNA repetitivos como 

sondas que foram associadas com altos níveis de polimorfismo, como Major 

Polymorphic Tandem Repeats (MPTR), repetições diretas (DR), polimorfismo 

de sequências repetitivas ricas em GC (PGRS), sequ ncias de inser ão   S  

    e       foram e são amplamente aplicadas  Sch rch   van Soolingen  

2012), além do MIRU-VNTR (Supply et al., 2006) (figura 1.6). 

 

Figura 1.6. Representação esquemática do cromossomo de um isolado hipotético de M. 
tuberculosis e genotipagem de M. bovis BCG, M. tuberculosis H37rv e a estirpe X com 
base na sequência de inserção IS6110 e MIRU. Adaptado de Barnes & Cave, 2003. 

  

A divisão da classificação dos isolados de M. tuberculosis foi 

inicialmente baseada na prevalência e fonte geográfica de seus membros (Sola 

et al., 2001, 2003). Os clados mais definidos pela região eram pertencentes as 
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linhagens modernas eram Beijing (altamente prevalente na Ásia Oriental, CAS 

(Ásia Central) e Harleem, X e LAM (Latin American-Mediterranean) e M. 

africanum e EAI (East African Indian) definidas como as linhagens ancestrais. 

Devido às comparações genômicas (Brosch et al., 2001), regiões variáveis 

resultantes de eventos de inserção-deleção foram descobertas e um novo 

cenário evolutivo surgiu, graças a essas regiões denominadas regiões de 

diferença (RD) (Brosch et al., 2002). Análises combinadas conduziram a 

inúmeras avaliações e permitiram a separação dos isolados de M. tuberculosis 

em diferentes clados (tabela 1) (Barbier & Wirth, 2016). 

Tabela 1.1. Correspondência dos isolados de CMTB adaptados aos humanos identificados 
pelos principais métodos de tipagem e a última nomenclatura. Adaptada de Barbier & Wirth, 
2016. 

Idade evolutiva 
Baseada em SNP 

Sublinhagem  

(associada a RD) 
Spoligotype 

Ancestral 

(M. tuberculosis) 

Indo-Oceanic  
1 [RD239] 

1.1 EAI3, EAI4, EAI5, EAI6 

1.2 EAI2 

Modernas 

(M. tuberculosis) 

East-Asian 

2 

2.1 (não Beijing) MANU ancestral e perfil órfão 

2.2 (Beijing) [RD105, 

RD207] 
Beijing 

East Africa-Indian 
3 [RD750] 3.1 

CAS (exceto CAS1-Delhi), CAS1-Kili, 

CAS2 

Euro-American 

4 

4.1 X1, X2, X3, T1, H1 

4.2 (Ural) H3, H4, LAM7-TUR, T1 

4.3 (LAM) 
LAM1, LAM3, LAM4, LAM9, LAM11-

ZWE, T5 

4.4 S, T1, T2 

4.5 [RD122] H3, H4, T1 

4.6 (Uganda e Cameroon) T2-Uganda, T2, T3, LAM10-CAM 

4.7 T1, T5 

4.8 [RD219] T1, T2, T3, T4, T5 

4.9 (H37rv-like) T1 

Ancestral 

(M. africanum) 

West-Africa 1 5 [RD711]  AFRI2, AFRI3 

West-Africa 2 6 [RD702]  AFRI1 

Intermediária Linhagem 7 7   

 

1.4.1 Análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição (RFLP) 

A análise do polimorfismo dos fragmentos de restrição (RFLP, do inglês 

Restriction Fragment Length Polymorphism) é uma técnica na qual o DNA 

bacteriano é clivado por uma enzima de restrição e os fragmentos de restrição 

do DNA são separados em um gel de eletroforese. Em seguida, a técnica de 

Southern Blotting é usada para transferir os fragmentos de restrição para uma 
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membrana. A sonda de DNA marcada é aplicada à membrana em um ensaio 

de hibridação, complementar às sequencias repetidas de interesse.  

Uma sonda que é frequentemente utilizada é específica para a 

sequência IS6110, que é um elemento móvel de inserção de sequência 

repetitiva (McAdam et al., 1990). O elemento IS6110 pode se duplicar e 

integrar em novos locais genômicos, não necessariamente de modo aleatório 

(Hermans et al., 1991; McHugh & Gillespie, 1998). O número de cópias de 

IS6110 varia de zero a cerca de 25 cópias por isolado e com a variação dos 

locais de inserção, a tipagem por IS6110 pode apresentar milhares de padrões 

de banda. Desde o início dos anos 1990 em diante, RFLP foi o padrão ouro na 

tipagem de M. tuberculosis. A aplicação deste método permitiu estudos 

internacionais e trouxe novos conhecimentos a respeito da epidemiologia da 

tuberculose (Githui et al., 1999; Kremer et al., 1999; Niemann et al., 1999; 

Suffys et al., 2000; Braden et al., 2001; van Soolingen et al., 2001). Entretanto, 

IS6110 RFLP apresenta problemas de reprodutibilidade, pois demanda 

técnicas e programas sofisticados, necessários para analisar e comparar 

resultados. A tipagem por IS6110 RFLP, apesar de ter um poder discriminatório 

maior do que do spoligotyping e ter a capacidade de diferenciar estirpes de 

CMTB, é laboriosa e consome tempo, pois pode levar semanas para crescer 

bactérias suficientes para se obter dois microgramas de DNA. Além disso, para 

isolados com um número baixo de cópias, como M. bovis  ou isolados 

desprovidos de  S      essa tipagem tem um poder discriminat rio limitado e 

requer métodos de tipagem secund rios  Sch rch   van Soolingen       . 

 

1.4.2 Spoligotyping 

 Spoligotyping foi o primeiro método de genotipagem baseado em PCR a 

ser utilizado em larga escala para o CMTB (Kamerbeek et al., 1997). Este 

método tem como alvo o lócus de repetição direta DR, do inglês Direct Repeat) 

(Hermans et al., 1991) que está virtualmente presente em todas as estirpes de 

CMTB. O lócus DR é um membro da família bacteriana de loci de Repetições 

Palindrômicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespaçadas (CRISPR) 

(Makarova et al., 2011).  
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O lócus contém uma série de sequências espaçadoras diferentes, 

variáveis entre os isolados, separados por motivos repetidos conservados 

chamados repetições diretas. O grupo de espaçadores presentes em um 

isolado é amplificado por PCR com um par de primers que pareiam nas 

repetições diretas que flanqueiam cada espaçador. Os amplicons obtidos são 

então hibridados em um set de referência dos 43 espaçadores – originados de 

M. tuberculosis H37rv e M. bovis BCG – imobilizados em uma membrana, para 

revelar a ausência ou presença de cada espaçador no isolado testado (figura 

1.7). A correspondência dos sinais de ausência/presença pode ser codificada 

como código de barras (isso é, 0/1 ou branco/preto), propiciando um sistema 

que permite uma análise mais rápida e fluida (Kamerbeek et al. 1997; Barnes & 

Cave 2003).  
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Figura 1.7. Estrutura do locus DR no genoma micobacteriano. (A) Os cromossomos de M. 
tuberculosis H37rv e M. bovis BCG contém 48 e 41 DRs, respectivamente (representados em 
retângulos), que são interpassadas com espaçadores únicos variando em comprimento de 35 a 
41 pb. Os espaçadores (enumerados) utilizados correspondem a 37 espaçadores de M. 
tuberculosis H37rv e 6 de M. bovis BCG. O sítio de integração do elemento de inserção IS6110 
está destacado. (B) Princípio da amplificação in vitro da região DR pela PCR. Qualquer DR na 
região de DR pode servir como um alvo para estes iniciadores, portanto, o DNA amplificado é 
composto por uma mistura de um grande número de diferentes tamanhos de fragmentos. A 
figura demonstra a combinação de fragmentos que seriam produzidos por amplificação in vitro 
de um alvo DR contendo apenas cinco DRs contínuas. (C) os padrões de hibridação 
(spoligotypes) de DNAs amplificados por micobactérias de 35 amostras para M. tuberculosis e 
5 amostras para M. bovis. A ordem dos espaçadores no filme de raio-x corresponde a sua 
ordem no genoma. Fonte.: Kamerbeek et al. (1997). 
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Com o intuito de cobrir certas limitações da execução do spoligotyping, 

como o número de passos da hibridação, a variação da qualidade das 

membranas, possibilidade de contaminação das sondas e sinais fracos de 

hibridação, Cowan et al (2004) transpuseram o princípio da técnica para o 

sistema de multianálise Luminex, que permite uma análise mais rápida e 

automatizada. O sistema foi, posteriormente, adaptado para incluir a análise 

paralela de mutações associadas a resistência à rifampicina na região do gene 

rpoB, que foi disponibilizado em kit comercial (Gomgnimbou et al., 2012). 

Posteriormente, foi desenvolvido um ensaio 59-plex, para a tipagem molecular 

por meio de spoligotyping e análise de mutações de resistência para 

rifampicina e isoniazina, nomeado TB-SPRINT (tuberculosis-spoligo-rifampin-

isoniazid typing) (Gomgnimbou et al., 2013). 

Apesar de suas vantagens, spoligotyping não possui resolução ao nível 

de estirpe, apenas providencia informação em nível de família ou subfamília, 

por ser baseado na conservação de alguns espaçadores típicos (Kremer et al., 

1999; Brosch et al., 2002; Brudey et al., 2006). Devido ao seu poder 

discriminatório limitado, spolityping não pode ser utilizado como o único método 

para averiguar conexão epidemiológica entre casos de tuberculose (Barnes & 

Cave, 2003), pois, como se espera de um marcador molecular de um lócus, já 

foi mostrado que possui um nível significativo de homoplasia (semelhança não 

relacionada a ancestralidade comum) e evolução convergente que interfere na 

análise filogenética (Comas et al., 2009). 

 

1.4.3 MIRU-VNTR 

 A tipagem molecular baseada em PCR dos isolados de CMTB é 

principalmente realizada por meio da tipagem de MIRU-VNTR. Este método 

analisa múltiplos loci genômicos, sobretudo em regiões intergênicas, que 

contém números variáveis de repetições de DNA em tandem. Os tamanhos das 

unidades de repetição variam de 50 a 110 pb; os loci, portanto, mostram uma 

estrutura similar de regiões minissatélite em genomas de eucariotos superiores 

(Supply et al., 2000).  
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 Esta genotipagem é executada pela amplificação das regiões alvo, 

usando primers que se anelam às regiões flanqueadoras, seguida da análise 

do tamanho dos fragmentos amplificados. A partir dos comprimentos das 

unidades repetidas nos diferentes marcadores, que já são bem definidos, os 

números das unidades para cada alvo podem ser simplesmente deduzidos a 

partir do tamanho dos amplicons, simplesmente comparando com a tabela de 

alelos padrão. O resultado é um código numérico (sendo o padrão de 24 

números), que permite fácil comparação dos resultados entre os experimentos 

e laboratórios, facilitando o estabelecimento de sistemas de nomenclatura e 

análise padrão baseados em rede como MIRU-VNTRplus (www.miru-

vntrplus.org). 

 Para facilitar o uso uniforme de vigilância molecular global, o formato de 

24 loci, incluindo o subconjunto discriminatório de 15 loci com as maiores taxas 

de evolução, foi padronizado internacionalmente em 2006 (Supply et al., 2006). 

O conjunto padrão de loci foi selecionado baseado na análise por amostragem 

global de 824 isolados selecionados para testar a robustez da técnica, 

reprodutibilidade  e equilíbrio apropriado entre o poder discriminatório de 

distinguir os isolados das principais linhagens e a estabilidade clonal nos 

diferentes conjuntos de isolados longitudinais de pacientes cronicamente 

infectados ou de cadeias de transmissão confirmadas, assim como entre 

colônias de isolados cultivados individualmente (Supply et al., 2006). 

 Kits comerciais (Genoscreen) estão disponíveis e espera-se que 

facilitem a implementação e uso robusto. O maior rendimento alcançado é 

através de analisadores de DNA automatizados com até 96 capilares e PCR 

multiplex baseada em múltiplos corantes, com análise de fragmentos e 

chamada de alelos semi-automatizados (Allix et al., 2004; Cowan et al., 2005; 

Supply et al., 2006).  

  O quadro geral, após a análise em diversas populações, era que a 

tipagem por MIRU-VNTR, por si só ou em combinação com spoligotyping, tem 

um poder discriminatório similar ao IS6110 RFLP, e geralmente está de acordo 

com as descobertas das investigações de clusters ou fatores de risco, fazendo 

dele um método adequado para sistemas de vigilância de tuberculose, pelo 

menos como uma alternativa ao IS6110 RFLP (van Deutekom et al. 2005; 

http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.miru-vntrplus.org/
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Oelemann et al. 2007; Allix-Beguec et al. 2008a, 2008c; Alonso-Rodriguez et 

al. 2009; Bidovec-Stojkovic et al. 2011; Roetzer et al. 2011; de Beer et al. 

2013). 

  No entanto, MIRU-VNTR 15 ou 24 loci carecem de poder de resolução 

para discriminar de forma acurada clones intimamente relacionados que podem 

ser predominantes em cenários com alta incidência, como clones circulando 

em comunidades de humanos confinados residindo nas regiões Árticas (Lee et 

al. 2015a,b; Bjorn-Mortensen et al. 2016), ou os clones da linhagens Beijing 

que prevalecem na Rússia e Ásia Oriental (Kremer et al. 2005b; Nikolayevskyy 

et al. 2006; Iwamoto et al. 2007; Wada et al. 2007; Mokrousov et al. 2008; 

Roetzer et al. 2011; Luo et al. 2014a). 

 Consistente com sua base multilocus, mesmo analisando os loci 

separadamente pode-se ver os padrões de evolução homoplásicos (Supply et 

al., 2000; Comas et al., 2009), a informação filogenética carregada pelos perfis 

de MIRU-VNTR 24 loci é menos propensa a homoplasia do que spoligotyping 

(Wirth et al., 2008; Comas et al., 2009; Cardoso-Oelemann et al., 2011). 

  

1.4.4 Sequenciamento de genoma completo 

O sequenciamento de genoma completo (WGS, do inglês Whole 

Genome Sequencing) fornece a fonte mais compreensiva de informação em 

relação ao conteúdo do genoma de um dado isolado clínico, que pode então 

ser usado para definir precisamente seu conjunto de posições de sequências 

variáveis, quando comparado com a estirpe referência (H37rv). Esta variação 

pode então ser examinada por diversas questões, desde a predição de 

resistência para virtualmente todos os marcadores de resistência (resistoma) 

(Niemann & Supply, 2014; Walker et al., 2015; Pankhurst et al., 2016) à 

definição de alta resolução dos clusters da transmissão da tuberculose 

(Comas, 2017). 

O fluxo de trabalho padrão para a análise de WGS de isolados de 

CMTB, como revisado por Meehan et al, em 2019, envolve o cultivo de 

espécimes isolados de escarro em meio líquido ou sólido, extração de DNA das 

células, preparo da biblioteca e sequenciamento utilizando as tecnologias de 
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reads curtas (por exemplo, plataforma Illumina) (WHO, 2018 guide). A análise 

de WGS do CMTB envolve diversos passos fundamentais, como a validação 

dos dados do input e controle de qualidade seguido do mapeamento a um 

genoma referência (geralmente M. tuberculosis H37rv) e detecção de variantes 

genômicas como SNPs e inserções ou deleções (indels). Essas análises são 

organizadas em pipelines, que consistem organização desses elementos em 

cadeia de modo que a saída de um elemento seja a entrada do elemento 

seguinte. Numerosos pipelines de resequenciamento estão disponíveis para 

CMTB, mas nenhum como padrão ouro até o momento. Estas abordagens 

tipicamente excluem ˜    do genoma por conta de mapeamentos errôneos em 

certas regiões os quais resultam em falsas chamadas de variantes – como 

famílias dos genes PE e PPE, elementos genéticos móveis e outros genes 

repetitivos (Cole et al., 1998) e aplicar vários critérios, como a profundidade das 

reads, qualidade da base e o strand bias (fitas positiva e negativa com 

diferenças significativas no genótipo), para filtrar as variantes falsas positivas. 

Por fim, com base nas variantes detectadas, diversas tarefas podem ser 

executadas, incluindo (mas não limitadas a) predição dos perfis de resistência 

e susceptibilidade aos antimicrobianos, tipagem de isolados e identificação de 

clusters de transmissão. 

A resolução maior frequentemente permite discriminar isolados 

agrupados em clusters por genotipagem clássica, desse modo, permite uma 

resolução mais precisa de surtos, principalmente em locais ou condições onde 

a diversidade genética é baixa (Merker et al., 2017). Além do mais, dados da 

análise do WGS também podem possibilitar estimar escalas temporais da 

tuberculose epidêmica depois do cálculo das taxas de evolução do genoma e 

datar os ancestrais das populações de isolados estudados, baseado na 

reconstrução de filogenias baseadas em SNPs (Roetzer et al. 2013; Walker et 

al. 2013, 2014; Luo et al. 2014b; Niemann & Supply 2014; Cohen et al. 2015; 

Eldholm et al. 2015; Merker et al. 2015). 

WGS possibilitou a diferenciação retrospectiva entre infecção recidiva e 

reinfecção (Bryant et al., 2013), a reconstrução de cadeias de transmissão e a 

predição de casos superespalhadores e casos em potencial não 

diagnosticados (Gardy et al., 2011; Walker et al., 2013). 
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O método de análise de dados de WGS para fins epidemiológicos e para 

diversos estudos evolutivos dos isolados de CMTB tem sido baseado em 

mapear as reads sequenciadas e a detecção de sequências variantes em 

relação a uma determinada sequência genômica de referência (Comas et al. 

2010, 2013; Gardy et al. 2011; Biek et al. 2012; Roetzer et al. 2013; Supply et 

al. 2013; Walker et al. 2013a, 2014; Luo et al.2014b; Niemann & Supply 2014; 

Cohen et al. 2015; Eldholm et al. 2015; Merker et al. 2015; Stucki et al. 2015, 

2016b; Boritsch et al. 2016a). O arcabouço conservado e altamente clonal dos 

genomas do CMTB (Boritsch et al., 2016b) favorece esta abordagem de 

comparação à uma referência comum sobre abordagens de montagem de 

novo que são computacionalmente exigentes. 

Uma classificação dos isolados das sete linhagens associadas à 

infecções humanas, muitas das associadas aos outros animais e suas 

sublinhagens pode ser derivada diretamente da chamada de variantes usando 

listas de SNPs definidos às linhagens (Homolka et al., 2012; Coll et al., 2014; 

Lipworth et al., 2019). Essa abordagem é importante para a compreensão da 

estrutura populacional e potenciais diferenças genotípicas entre as linhagens 

(Brown et al., 2010) e para a comparação dos isolados em nível global (Comas 

et al., 2013; Merker et al., 2015). 

Perfis de suscetibilidade e resistência aos antimicrobianos podem ser 

determinados com alta acurácia para muitos medicamentos usados no 

tratamento da tuberculose através da comparação da chamada das variantes 

com listas de alta confiabilidade das variantes que conferem resistência. As 

listas foram estabelecidas, primariamente, usando associações do genótipo 

com o fenótipo identificadas de análises estatísticas de grandes conjuntos de 

dados de WGS clínicos (Coll et al., 2015; Miotto et al., 2017; Meehan et al., 

2019). 

Os dados genômicos para um conjunto de isolados podem também ser 

utilizados para vigilância e investigação de transmissão. Para isso, a 

abordagem mais comum é usar um método de agrupamento baseado em um 

limite de SNPs, apresentando resultados similares a tipagem de sequência 

multilocus (MLST) (Meehan et al., 2018, Kohl et al., 2018). O ponto de corte 

dos SNPs é definido através da construção de uma lista de alta confiança de 
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SNPs inequívocos encontrados em cada isolado, frequentemente excluindo 

indels e regiões relacionadas a resistência aos antimicrobianos. Esses filtros 

são importantes quando o limite da distância dos SNPs é pré-definida para ser 

utilizado na definição de clusters de estirpes e definir cadeias de transmissão 

recente (Meehen et al., 2019).  

Dada a baixa diversidade genética do CMTB, apesar de alguns estudos 

terem utilizado uma variação de 0 a 50 SNPs (Clark et al., 2013; Lee et al., 

2015; Guthrie et al., 2018), os limites de SNPs de 5 a 12 SNPs são utilizados 

frequentemente para sugerir conexões epidemiológicas, apesar destes limites 

terem sido calibrados para cenários com baixa incidência com uma população 

diversa (Walker et al., 2013). Ainda não está claro se um único limite pode ser 

usado para detectar e ligar os casos epidemiologicamente em todos os 

períodos temporais e contextos. O uso de WGS tem apresentado uma 

performance melhor no rastreio de contatos e com maior resolução do que as 

abordagens clássicas como MIRU-VNTR (Gröschel et al., 2018; Jajou et al., 

2018; Koster et al., 2018; Meehan et al., 2018; Wyllie et al., 2018). 

A detecção de subpopulações e diversidade dentro do hospedeiro 

permanece um desafio. Entretanto, variantes de baixa frequência que não são 

devidas aos artefatos técnicos podem indicar a presença de infecções mistas 

ou microevolução levando a subpopulações intimamente relacionadas, ou, 

ainda, heterorresistência (Streicher et al., 2012; Lieberman et al., 2016; Trauner 

et al., 2017). Diversos pipelines foram resumidos por Meehan et al. (2019), que 

demonstram um alcance de 10% a 70% de limites de detecção das 

subpopulações e são fortemente influenciados pela profundidade das reads.  

Abordagens de modelagem matemática tem sido desenvolvidas para 

identificar infecções mistas. Gan et al (2016) apresentaram um método 

baseado em filogenia de análise profunda do sequenciamento com uma 

sensibilidade de até 0,64% do isolado minoritário na amostra. Sobkowiak et al 

(2018) desenvolveram dois métodos baseados na chamada de bases 

heterozigotas, que avalia a frequência de variação dos alelos identificados com 

profundidade maior do que 10 (isso é, pelo menos 10 reads com a presença da 

variante).  
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2 . OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral: 

Compreender a importância da infecção mista em pacientes diagnosticados 

com TB. 

2.2 Objetivos específicos: 

•  escrever a ocorr ncia de infec ão mista em amostras provenientes de 

pacientes com TB e identificação molecular por spoligotyping, MIRU-VNTR e 

WGS; 

•  nalisar a associa ão de infec ão mista em T  com dados cl nicos e 

epidemiológicos; 

•  aracterizar as muta  es genéticas relacionadas   resist ncia  s principais 

drogas anti-TB; 

•  valiar a associa ão de determinadas linhagens de M. tuberculosis à 

ocorrência de casos de infecção mista; 
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3 . METODOLOGIA 

3.1. Desenho de estudo, pacientes e amostras 

Esse estudo foi dividido em duas partes e dois fluxos de trabalho, como 

mostrado na figura 3.1. A primeira se baseia na identificação molecular de 

isolados de M. tuberculosis utilizando spoligotyping e MIRU-VNTR em uma 

coorte do estado de Rondônia. Esse estudo faz parte de um projeto que inclui 

esta tese e uma dissertação de mestrado (Gonçalves, 2017). Na dissertação 

em questão, foram executados e apresentados os dados de baciloscopia, 

cultivo, sensibilidade aos antimicrobianos e os padrões de spoligotyping. Nesta 

tese, foi refeita a análise dos padrões de spoligotyping em um banco de dados 

atualizado (SITVIT2), foi feito o MIRU-VNTR, identificação das mutações 

associadas à resistência através da fita Hain GenoType MTBDRplus e todas as 

análises a partir desses dados. 

  A segunda parte se baseia em análises de bioinformática em dois 

grupos distintos de genomas de micobactérias, sendo 30 genomas publicados 

por Feliciano et al. 2018 e 88 genomas, da coleção do nosso laboratório, 

publicados por Brynildsrud et al. (2018). Essa parte utiliza de programas de 

acesso livre para identificar suas linhagens, polimorfismos associados à 

resistência e SNPs em geral, e buscamos detectar infecções mistas. Esses 

genomas foram analisados por testes de suscetibilidade aos antimicrobianos 

anteriormente a este estudo (quadro em azul na parte II da figura 3.1). O 

pipeline consiste, para a parte cinza, na retirada dos adaptadores provenientes 

do sequenciamento e dos fragmentos de baixa qualidade através do uso de 

Sickle. Bowtie2 mapeou os fragmentos e montou o genoma a partir do genoma 

de referência. As variantes (SNPs) foram identificados e compilados usando 

SAMtools/BCFtools. Por fim, o script MixedInfectR definiu a presença e 

proporção de infecções mistas. 
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Figura 3.1. Fluxo de desenvolvimento das partes I e II. Parte I. experimentos relativos as 
amostras submetidas ao TSA, spoligotyping, MIRU-VNTR e fita Hain consequentemente 
analisadas pelas ferramentas de dois bancos de dados, SITVIT2 e MIRU-VNTRplus. Parte II. 
Em laranja, dois grupos de genomas utilizados. Em cinza, programas utilizados para a 
detecção de infecções mistas. Em verde, programas para a identificação das linhagens e 
SNPs.  

 

Trata-se de um estudo transversal, onde foram analisadas 756 amostras 

de escarro de indivíduos adultos do sexo masculino na faixa etária de 18 a 60 

anos de idade admitidos nas três maiores unidades prisionais da capital de 

Rondônia no período de janeiro de 2014 a junho de 2015. As unidades 

selecionadas para o estudo foram: Casa de Detenção Dr. José Mário Alves da 

Silva - Urso Branco, Penitenciária Estadual Ênio dos Santos Pinheiro e 

Penitenciária Estadual Edvan Mariano Rosendo – Panda.  

Para fins comparativos, a pesquisa analisou 1.260 amostras de escarro 

de indivíduos adultos de ambos os sexos na faixa etária de 18 a 60 anos de 

idade atendidos pelo Laboratório Central de Saúde Pública de Rondônia 

(LACEN/RO) no período de janeiro de 2014 a junho de 2015.  

  



 36 

3.1.1 Critérios de Inclusão  

 Foram incluídos na pesquisa indivíduos adultos do sexo masculino na 

faixa etária de 18 a 60 anos reclusos nos presídios participantes do estudo que 

se encontravam sintomáticos respiratórios ou como contatos de casos de 

tuberculose, assim como indivíduos adultos da população geral de ambos os 

sexos na faixa etária de 18 a 60 anos atendidos pelo Laboratório de 

Tuberculose do LACEN/RO. 

3.1.2 Critérios de Exclusão  

Foram excluídos da pesquisa os indivíduos que não aceitaram participar 

e aqueles cujas amostras foram insuficientes para os testes em laboratório.  

3.1.3 Aspectos éticos  

 Os participantes da pesquisa preencheram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa pelas Faculdades Integradas Aparício Carvalho (FIMCA), sob o 

número do parecer nº 1.671.793/2016. 

3.2 Cultura de micobactérias, armazenamento e extração de DNA  

 Para a análise das amostras de escarro, realizou-se baciloscopia. 

Simultaneamente à baciloscopia, realizou-se a cultura para micobactérias do 

escarro no meio de cultura de Löwenstein-Jensen, conforme orientação do 

Programa Nacional do Controle da Tuberculose (MS, 2008). Para a extração de 

DNA de M. tuberculosis foi utilizado o kit QIAprep® Spin Miniprep e PureLink® 

Genomic DNA. O DNA extraído foi quantificado por espectrofotômetro 

NanoDrop2000.  
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3.3 Fenótipos e genótipos associados a resistência aos 

antimicrobianos 

  O teste de suscetibilidade fenotípico foi executado por meio do kit 

BD BACTEC MGIT 960 SIRE como procedimento qualitativo de M. tuberculosis 

em cultura    estreptomicina  isoniazida  rifampicina e etam utol.  

 As mutações associadas a resistência às drogas foram identificadas 

através do Hain GenoType MTBDRplus tapes (Genotype MTBDR; Hain-Life 

Science, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante, esses 

experimentos foram executados no Laboratório de Bacteriologia e Bioensaios 

em Micobactérias (Lab Bact/INI).  

 

3.4. Genotipagem 

3.4.1 Spoligotyping  

  Realizou-se a caracterização dos isolados pela técnica 

Spoligotyping com Protocolo de Hibridização (TB-SPRINT) da Beamedex® 

(Gomgnimbou et al., 2013). Esta tipagem molecular é baseada na detecção da 

presença ou ausência de sequências espaçadoras entre as repetições diretas 

(DR) através da hibridização dos fragmentos amplificados em microesferas 

com sondas específicas para cada um dos 43 espaçadores. 

 Os resultados geraram um código binário, que foram introduzidos em 

uma tabela de Excel e os perfis observados foram comparados com o banco de 

dados internacional de Spoligotyping, SITVIT2 (http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT2/index.jsp) para a obtenção do SIT (Shared 

International Type). 
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3.4.2 MIRU-VNTR 

Foram avaliados 24 loci de MIRU-VNTR para os isolados identificados 

por Spoligotyping seguindo as recomendações do manual (Supply, 2005) com 

modificações. O multiplex PCR foi realizado de acordo as condições descritas 

abaixo. De acordo com o protocolo, são realizadas reações de PCR contendo 

três pares de oligonucleotídeos marcados com fluoróforos diferentes em um 

total de 8 reações triplex. Foi utilizado o MyTaq® Mix (Bioline) para a 

amplificação dos loci e a eletroforese foi feita no aparelho 3130xl Genetic 

Analyzer da plataforma de análise de fragmentos do IOC/Fiocruz (RPT01D).  O 

número de cópias de cada loci foi determinado utilizando o software 

GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, Thermo Fisher) para análise de picos de 

alelos.  

 

3.4.3 Análises de spoligotyping e MIRU-VNTR 

 Os números de repetições dos 24 loci de MIRU-VNTR e perfis de 

spoligotyping obtidos foram compilados em uma planilha com modelo pré-

definido pelo banco de dados e submetidos ao MIRU-VNTRplus 

(https://www.miru-vntrplus.org/MIRU/). Árvores de similaridades foram 

construídas utilizando o algoritmo Neighbor Joining a partir de uma matriz de 

distâncias e de acordo com o princípio da evolução mínima. Foi definido como 

um cluster (agrupamento) um grupo de duas ou mais amostras que tiveram 

perfis com distância máxima dos loci de 0,3.  

Os perfis de spoligotyping que não foram encontrados no SITVIT2 foram 

identificados pela ferramenta de identificação por similaridade disponível no 

banco de dados, não tendo sido considerados resultados com a distância maior 

do que 0,25. 

Os genótipos, sendo spoligotipos ou 24-MIRUs, foram introduzidos em 

formato Excel em BioNumerics versão 6.5 (Applied Maths, Bélgica) para a 

construção de minimum spanning tree (MST) – outra forma de representar os 

isolados em um gráfico selecionada para avaliarmos a dispersão dos isolados e 

a formação de agrupamentos dos mesmos. A MST é calculada pelos genótipos 

dos isolados e utiliza a contagem do número de lócus variáveis. Nesse estudo, 
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utilizamos o MIRU-VNTR com uma distância máxima de 2 loci para formar 

complexos clonais (CC) pelas diferenças em seus genótipos respeitando a 

distância selecionada.  

 

3.5 Análise de sequencias genômicas 

 Foram utilizados dois grupos de genomas. O primeiro é formado por 30 

genomas de M. tuberculosis, 17 genomas de M. tuberculosis isolados de 

pacientes brasileiros e 13 genomas de M. tuberculosis isolados de pacientes 

de Moçambique, que foram publicados por Feliciano et al. 2018. As sequências 

do genoma completo foram depositadas no European Nucleotide Archive e 

estão disponíveis através do número de acesso: PRJEB23648.  

 O segundo grupo é formado por 88 genomas de M. tuberculosis isolados 

de uma coorte do Brasil que pertencem a coleção no nosso laboratório e cujo 

sequenciamento foi realizado por Brynildsrud et al. (2018).  

 O sequenciamento do genoma inteiro foi realizado em DNA obtido 

usando kits de extração de uma varredura de múltiplas colônias de culturas 

sólidas para todas as amostras, usando a Illumina MiSeq Sequencing System 

MiSeqV2-500 cycles (Illumina, San Diego, CA, USA) gerando 2 x 250 leituras 

paired-end de 500 pares de base. A biblioteca de DNA foi preparada utilizando 

o Nextera XT library preparation kit (Illumina, San Diego, CA, USA). 

 

3.5.1 Tipagem molecular digital e identificação de polimorfismos de 

resistência a partir de genomas 

 Foram utilizados três programas, KvarQ, Mykrobe Predictor TB e TB-

profiler, para uma análise acurada das mutações presentes nos genomas. 

O KvarQ escaneia arquivos fastq com variantes conhecidas (Steiner, A, 

2014). O código fonte pode ser baixado em 

(http://github.com/kvarq/kvarq/releases). O catálogo de resistência inclui 

variantes localizadas dentro dos genes gyrA, rpoB, katG e pncA.  

http://github.com/kvarq/kvarq/releases
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 O Mykrobe Predictor TB, desenvolvido no Wellcome Trust Center for 

Human Genetics (Universidade de Oxford), foi projetado para uma previsão 

rápida de resistência à antibióticos e identificação de linhagens a partir de 

dados WGS de M. tuberculosis (Bradley, 2015).  Este programa é de livre 

acesso e pode ser obtido via GitHub (https://github.com/iqbal-lab/Mykrobe-

predictor/releases), utilizando apenas dados gerados pelo sequencimento da 

plataforma Illumina. O painel de resistência consiste em mutações nos genes 

rpoB, katG, inhA, gyrA, rrs, embB, rpsL e eis. A detecção de mutações 

relacionada a PZA não está incluída. Mykrobe Predictor TB é projetado 

especificamente para detectar mutações de resistência de baixa frequência, 

tendo potencial para detectar heterorresistência.  

 O TB-profiler é um servidor online que reporta previsões de resistência 

para 11 antibióticos e identifica linhagens de M. tuberculosis 

(http://tbdr.lshtm.ac.uk/). Sua produção inclui informações sobre as mutações 

de resistência em questão e mutações adicionais em 22 genes candidatos 

(Coll, 2015). 

 

3.5.2 Identificação de infecção policlonal através de análise de sequência 

de genoma  

 Entre os trabalhos utilizando abordagens de análise profunda de 

genomas para detecção de populações mistas de M. tuberculosis destacamos 

o do Sobkowiak et al. (2018), devido a capacidade de identificar misturas 

policlonais ou não, definir a proporção dos isolados e ter uma execução 

simples, quando comparado aos outros métodos publicados. Este trabalho usa 

basicamente dois tipos de ferramentas, divididas entre a função de chamada 

das bases variantes dentro dos genomas (SAMtools/BCFtools) e o uso de 

estatística (script em R, MixInfectR) a partir do arquivo obtido na primeira fase. 

 

3.5.2.1 Variant Call 

 As leituras sequenciadas foram verificadas em relação à sua qualidade 

usando FastQC e aparadas para remover sequências de adaptadores e 

leituras de baixa qualidade usando Sickle. As leituras foram mapeadas em 
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relação ao genoma da cepa referência de M. tuberculosis H37Rv (Genbank 

no.: NC000962.3) utilizando Bowtie2 (versão 2.3.4.3). A variant call foi 

conduzida usando SAMtools/BCFtools (versão 1.9), com variantes de baixa 

qualidade (escore de Phred Q <20, profundidade combinada DP <10) 

removidas e a chamada de heterozigotos foi habilitada – função que permite, 

em genomas diplóides, a identificação de mutações heterozigotas – para 

permitir a detecção da presença de alelos distintos dentro da amostra. 

 

3.5.2.2 Caracterizando chamadas de bases heterozigotas 

 Chamadas de base heterozigotas foram consideradas informativas para 

a determinação de infecções mistas. Em amostras de infecções mistas, as 

sequências mapeadas nesses locais serão uma combinação de leituras de 

uma cepa portadora de um SNP nessa posição e serão lidas de uma ou mais 

cepas adicionais que não o possuem, resultando em mais de uma chamada de 

alelo. Enquanto a presença destas assim chamadas bases heterozigóticas 

pode ser indicativa de mistura de cepas, estas chamadas também podem estar 

presentes na saída variante de amostras clonais não misturadas em locais sob 

forte seleção, ou em regiões de alta variabilidade. Além disso, para distinguir 

entre heterogeneidade clonal e verdadeiras infecções mistas, apenas amostras 

com > 10 locais heterozigotos serão consideradas como potenciais infecções 

mistas em análises posteriores. Esta estimativa foi calculada em trabalhos 

anteriores com as amostras do Malawi, com até 10 SNPs presentes entre 

indivíduos em cadeias de transmissão ou encontrados dentro de indivíduos 

evoluindo ao longo do tempo (Assunção Guerra et al., 2015). 

 

3.5.2.3 Detecção de infecção mista usando as chamadas de bases 

heterozigotas 

 A abordagem para detectar infecções mistas se baseou no uso de 

linguagem R e o número de chamadas de bases heterozigotas em todo o 

genoma para estabelecer um limite mínimo para distinguir misturas 

 denominado como o “método de locais heterozigotos” .  ste método simples 

permite a identificação rápida de misturas potenciais em grandes conjuntos de 
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dados sem requerer a interrogação mais complexa das leituras de sequência 

para calcular frequências alélicas em locais heterozigotos. 

 O limiar a partir do qual as amostras foram consideradas misturas foi 

determinado utilizando as amostras misturadas in vitro, cuja análise foi cega 

para a proporção de mistura conhecida de cada amostra, para determinar se 

um corte eficaz poderia ser estabelecido a partir de apenas uma variante. O 

script para isso, intitulado MixInfectR, foi publicado por Sobkowiak et al. (2018) 

e está disponível em Github (https://github.com/bensobkowiak/MixInfect); esse 

script precisa de um arquivo VCF com os campos genotype (GT), read depth 

(DP) e allele frequency DEPTH (AD), obtido por SAMtools/BCFtools.  

 

3.6 Análises estatísticas e produção de gráficos 

Os gráficos foram construídos, em sua maioria, utilizando o pacote 

ggplot2 do software Rstudio. Dados relacionados a proporção dos genótipos, 

baciloscopia e resistência foram submetidos à algumas análises estatísticas 

com GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Os dados foram expressos 

com medianas aritméticas. Teste-T ou teste Mann-Whitney foram usados para 

avaliar a significância das diferenças observadas, de acordo com a análise 

prévia de normalidade dos dados. Um valor p menor que 0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.  

 

 

  



 43 

4 . RESULTADOS 

4.1 Pacientes e amostras 

O presente estudo é a continuidade de uma dissertação de mestrado 

(Gonçalves, 2017) que inclui amostras de M. tuberculosis coletadas no período 

de janeiro de 2014 a junho de 2015 no estado de Rondônia, as quais são 

provenientes de uma população de 2.016 casos sugestivos de TB e que foram 

encaminhados ao LACEN-RO para investigação da carga de tuberculose nesta 

população. Essa tese partiu da repetição do spoligotyping e reanálise dos 

casos positivos, bem como a execução de outras técnicas de tipagem 

molecular (MIRU-VNTR) para uma caracterização mais acurada dos isolados 

obtidos, além do uso da fita Hain para identificar mutações associadas a 

resistência a rifampicina e isoniazida.  

Dentre as amostras da população geral, 166 (20%) foram positivas para 

M. tuberculosis; enquanto da população carcerária foram 58 (5,5%), das 

unidades prisionais – Casa de Detenção Dr. José Mário Alves da Silva - Urso 

Branco, Penitenciária Estadual Ênio dos Santos Pinheiro e Penitenciária 

Estadual Edvan Mariano Rosendo – Panda – sendo 170 do ano de 2014 e 54 

do ano de 2015. A maior parte das amostras da população geral pertence a 

Porto Velho, seguida de Guajará-Mirim e Ji-Paraná (tabela 4.1). Em relação ao 

status HIV/AIDS dos pacientes, 118 eram soronegativos, 13 soropositivos e 93 

não possuíam informações relacionadas ao status HIV. 

 

Tabela 4.1. Cidades/Locais dos pacientes, número e frequência. 

LOCAL N % 

Ariquemes 5 2,2 

BR 364 km 88 1 0,45 

Cacoal               2 0,9 

Candeias 1 0,45 

Espigão do Oeste 1 0,45 

Guajará-Mirim 15 6,7 

Humaitá 1 0,45 

Itapuã do Oeste 2 0,9 

Jaru 1 0,45 

Ji-Paraná 14 6,2 

Ouro Preto do Oeste 2 0,9 

Pimenta Bueno 1 0,45 
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Porto Velho 86 38,4 

Presidente Médici 1 0,45 

Rolim de Moura 1 0,45 

São Francisco do Guaporé 1 0,45 

Seringueiras 1 0,45 

Sitio 2 irmãos/linha 665 1 0,45 

Teixeirópolis 1 0,45 

Vilhena 4 1,8 

Não informado 24 10,7 

Presídio    58 25,9 

Total 224 100 

 

 

4.2 Faixa etária e sexo 

 Dos 224 pacientes, foi possível verificar a idade de 191 (figura 4.1). 

Destes, 43 (22,5%) pertencem à a faixa-etária dos 21-30 anos; 61 (31,9%) dos 

31-40 anos 44 (23%) dos 41-50 anos; 29 (15,2%) dos 51-60 anos; 9 (4,8%) dos 

61-70 anos; 4 (2,1%) dos 71-80 anos e 1 (0,5%) dos 81-90 anos. Assim, 

(77,4%) concentraram-se entre os 21-50 anos de idade. Em relação ao sexo 

dos indivíduos, dentre a população geral, 42/144 (29,2%) indivíduos 

pertenciam ao sexo feminino, 102/144 (70,8%) ao masculino e 22 não 

informaram. 

 

 

Figura 4.1. Idade dos pacientes. 

 

4.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

O resultado de TSA realizado para os 224 isolados de M. tuberculosis 

pode ser observado na tabela 4.2. Dentre os 166 isolados da população geral, 
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138 (83,1%) apresentaram sensibilidade e 28 (12,7%) algum tipo de resistência 

aos antibióticos. Quanto às 58 estirpes da população carcerária, 6,9% foram 

monorresistentes à estreptomicina. 

Tabela 4.2. Resultado do teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos 224 isolados de 

M. tuberculosis. 

TSA 
Geral Carcerária 

N % N % 

I
a
, S

b
, E

c
, R

d
 2 1,2 - - 

I, S, R 4 2,4 - - 

I, R 1 0,6 - - 

I, S 4 2,4 - - 

S, E 1 0,6 - - 

R 1 0,6 - - 

S 14 8,4 4 6,9 

S, E 1 0,6  - 

Sensíveis I,S,E,R 138 83,2 54 93,1 

Total 166 100 58 100 

a: (I) isoniazida, b: (S) estreptomicina, c: (E) etambutol, d: (R) rifampicina. 

 

4.4 Tipagem molecular por spoligotyping 

A distribuição da variabilidade de famílias dos 224 isolados de M. 

tuberculosis por Spoligotyping é melhor visualizada através dos gráficos na 

figura 4.2. A família Latino American & Mediterranean (LAM) foi a mais 

frequente tanto na população geral (60,8%) quanto na carcerária (72,4%) 

totalizando 63,8% de todas as amostras do estudo. Ela foi seguida pela 

linhagem europeia X (11,6%, 26/224), com 12,8% na população geral e 10,3% 

na carcerária, pela família H (6,3%, 14/224) com 6,6% na população geral e 

5,2% na carcerária e finalmente pela família T, com 3,6% da população geral e 

8,6% da população carcerária, em um total de 4,9% das amostras. Foi possível 

identificar apenas dois isolados com o perfil Ural-1 na população geral. A 

família EAI (East African Indian) apareceu exclusivamente entre a população 

geral representando 3% dos casos. Novos perfis, no total, representaram 

10,3% dos isolados analisados, sendo 12,8% da população geral e 3,5% da 

população carcerária.  
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Figura 4.2. Gráficos com a distribuição das famílias definidas por Spoligotyping entre as 
populações (Geral e Carcerária). 

 

A descrição das subfamílias identificadas dentre as seis famílias (LAM, 

X, T, H, EAI e Ural) pode ser observada na figura 4.3. Na população geral, 

dentro da família LAM, houve predomínio da subfamília LAM 9 (35,5%), 

seguido de LAM 6 (10,3%), LAM 5 (6,7%), LAM 1 (2,4%), LAM 3 (2,4%), LAM 

11-ZWE com 1,2% e LAM 2 com 0,6%. Já os isolados da população carcerária 

apresentaram LAM 9 (56,9%), LAM 1 (6,9%), LAM 6 (5,2%), LAM5 (3,5%) e 

LAM 4 (1,8%), não apresentando três subfamílias que foram identificadas na 

população geral: LAM 2, LAM 3 e LAM11-ZWE. A segunda família com maior 

número de isolados foi a X, sendo X3 (9,8% do total, 9,6% na população geral 

e 10,2% na carcerária), X1 e X2 (0,9% do total, cada), encontradas apenas na 

população geral representando 1,2%, cada. As subfamílias da família H, H1, 

H2 e H3 foram detectadas em 2,4%, cada dentro da população geral, e H2 e 

H3 com 1,7%, cada, entre os isolados dos indivíduos privados de liberdade. 
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Todos os isolados pertencentes a família EAI foram identificados entre a 

população geral, sendo EAI5 com 6,7% e EAI6-BGD1 0,6%. 

 

Figura 4.3. Distribuição de 167 isolados por Spoligotyping da população geral e 56 
isolados da população carcerária. 

 

A fim de obter mais dados da dinâmica da dispersão das famílias em 

relação ao tempo e a população analisamos a porcentagem de cada família em 

cada população de acordo com o ano de obtenção da amostra. No gráfico 

(figura 4.4), podemos observar que a família LAM se manteve em mais de 

60% em cada população. Os perfis não encontrados no banco de dados 

aumentaram 5-6% entre os anos de 2014 e 2015 em ambas populações. 

O oposto foi visto para a família T, reduzindo aproximadamente 2%. A 

família X foi identificada na população carcerária em 2014, mas não em 2015. 

Entre a população geral, 12% das amostras apresentaram o perfil X nos dois 

períodos. A família H não foi vista na população carcerária em 2014, mas 

representou 21% das amostras em 2015 desta população, sendo 6,4% e 7,5% 
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na população geral em 2014 e 2015, respectivamente. Por fim, a família Ural foi 

observada apenas na população geral em 2014 em duas amostras. 

 

 

Figura 4.4. Distribuição das famílias nos anos 2014 e 2015 entre a população geral e 
carcerária. 

 

Identificamos a presença de 50 SITs diferentes na população geral e 

carcerária, além de perfis novos (que não estão presentes no banco de dados). 

Os SITs mais frequentes foram SIT 42 (73//224; 32,65%), Novo/Órfão (22/224; 

9,8%), SIT 92 (19/224; 8,5%), SIT 150 (12/224; 5,4%), SIT 64 (10/224; 4,5%) e 

SIT 216 (9/224; 4%). Esses e os outros SITs que compreendem de um a seis 

isolados estão na tabela 4.3. 

Tabela 4.3. SITs de acordo com o banco de dados internacional SITVIT2 

Subfamília SIT
a
 n Subfamília SIT n Subfamília SIT n 

LAM9 42 73 X1 1080 2 ND 402 1 

ND NOVO 22 ND 1491 2 LAM9 452 1 

X3 92 19 LAM9 1758 2 T1 453 1 

LAM9 150 12 LAM9 2263 2 T3 565 1 

LAM6 64 10 T1 2499 2 
EAI6-
BGD1 

702 1 

LAM5 216 9 Ural-1 2503 2 LAM1 753 1 

LAM1 20 6 H3 3 1 T2 1664 1 

LAM6 95 6 ND 4 1 LAM9 1671 1 

H2 2 5 LAM2 17 1 LAM1 1803 1 
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EAI5 924 4 T3 37 1 LAM4 1895 1 

H3 50 3 H1 47 1 ND 2110 1 

LAM5 93 3 T2 52 1 LAM4 2514 1 

H1 151 3 
LAM11-

ZWE 
59 1 H3 2643 1 

X3 1751 3 LAM4 60 1 LAM6 3125 1 

LAM3 33 2 T 73 1 LMA6 3504 1 

X2 185 2 ND 232 1 LAM4 163 1 

T2 392 2 LAM6 396 1    

a: Shared International Type. ND: perfil não definido no banco de dados. 

 

As amostras que foram órfãs (orphans) ou novas, ou seja, que 

apresentaram padrões ainda não descritos no SITVIT2, podem ser visualizadas 

no quadro abaixo (quadro 4.1). 

Quadro 4.1. Padrões novos ou órfãos. 

 Spoligopatterns 

ID Binário Octal 

1455  000000007760771 

1568  077737607560771 

791  400212400000130 

1310  417777777760771 

722  500046415760361 

529  577737607760700 

710  577737607760700 

711  577737607760700 

896  577737607760700 

1056  577737607760700 

1118  577737607760700 

331  577767607760771 

546  740000007760731 

1447  740000007760731 

379  767777605760771 

412  776243410100331 

119  777347605760361 

892  777577606060771 

515  777707607760771 

304  777737605560371 

1403  777737605560371 

1304  777737607760700 

736  777767617760771 

838  777777600000000 

115  777777607000770 

409  777777607000770 

1567  777777607000771 

1270  777777760000171 

4.5 Baciloscopia e famílias de spoligotyping 

Buscando entender a biologia dos isolados, fizemos uma comparação 

entre a baciloscopia e as famílias identificadas (dados no anexo I). Definimos 
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alguns parâmetros para essa análise. Assim, uma cruz (+) foi definida como 20 

bacilos, duas cruzes (++) como 100 bacilos e três cruzes (+++) como 500 

bacilos e, para as negativas foi dado o número 0 (zero).  

Foi possível notar que a família LAM, além de apresentar o maior 

número de isolados e de subfamílias também apresentou uma distribuição 

diversa da quantidade de bacilos encontrados na amostra. Apesar de 

aparentes diferenças entre as medianas obtidas, estas diferenças não foram 

estatisticamente significativas. 

 Por conta de sua diversidade, analisamos as subfamílias LAM em 

relação a baciloscopia dessas amostras. Foi possível notar que a concentração 

de amostras com +++ foi principalmente na subfamília LAM9 (SIT 42), ainda 

que sua mediana seja próxima com as outras subfamílias. Pode-se notar que 

apenas duas medianas ficaram maiores do que o restante, LAM1 (SIT 20) e 

LAM5 (SIT 216). De modo geral, não houve relevância estatística entre esses 

dados, exceto entre LAM9 (SIT 42) e LAM 5 (p = 0,0342). 
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4.6 MIRU-VNTR 

 Obtivemos resultados de MIRU-VNTR para 176 amostras deste estudo 

(135 da população geral e 41 da carcerária). A análise dos perfis de MIRU-

VNTR e spoligotyping dos isolados de M. tuberculosis no banco de dados 

MIRU-VNTRplus conduziu a seguinte classificação: 126/224 (56,3%) 

pertencendo a família LAM, 19/224 (8,5%) família H, 13/224 (5,85) família X e 

as famílias com apenas um representante estão resumidas na tabela 4.4.  

Tabela 4.4. Classificação baseada na combinação de MIRU-VNTR e spoligotyping. 

Família n % 

LAM 126 76,9 

H 19 11,6 

X 13 7,9 

Cameroon 1 0,6 

EAI 1 0,6 

Ghana 1 0,6 

NEW-1 1 0,6 

S 1 0,6 

UgandaI 1 0,6 

 164 100 

 

4.6.1 Mininum Spanning Tree (MST) 

Para avaliar a relação evolutiva entre os isolados, MST foram 

construídas a partir dos perfis de MIRU-VNTR-15 apresentados. Como pode 

ser observado na figura 4.5, 22 complexos clonais foram formados. A família 

LAM compôs, exclusivamente, 12 destes complexos e compôs outros 5 

complexos e conjunto com isolados de outras famílias. O maior complexo 

formado é composto por isolados LAM, T, Ural, H e 4 não identificados. 

A família X se concentrou em uma ramificação da árvore e formou 4 

complexos puros, isso é, compostos apenas por isolados unicamente de uma 

família. Houve a formação de dois outros complexos que incluem isolados da 

família X, mas em conjunto com outras famílias.  

Os isolados da família EAI, apesar de não formarem um complexo, 

foram reunidos juntos em uma ramificação mais distante do centro da árvore. 

Os dois únicos isolados Ural desse estudo foram dispostos com grande 

distância e em braços diferentes. 
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A família T não apresentou agrupamento de seus isolados, que ficaram 

dispersos pela árvore, bem como os isolados não identificados, od quais foram 

dispostos ao longo da árvore em associação com isolados LAM. 

Os isolados da população geral e carcerária se dispersam de forma a 

não divergirem, sugerindo que há transmissão entre as duas populações. 

Quanto a dispersão da infecção mista, pareceu ser disseminada por 

toda as ramificações, entretanto, foi possível notar que esteve mais presente 

em complexos compostos por mais de uma família, exceto para os grupos 

formados exclusivamente por LAM. 
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Figura 4.5. Minimum Spanning Tree baseada nos resultados de MIRU-VNTR-15. A. Análise baseada na população de origem da amostra. B. Análise a 
partir das famílias identificadas. C. Distribuição das infecções mistas. P: isolado puro. M: isolados mistos.
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4.6.2 SUGESTÃO DE INFECÇÃO MISTA 

 Dos 176 (geral 135, carcerária 41) resultados de MIRU-VNTR que 

obtivemos, 34 amostras apresentaram bandas duplas, isso é, dois alelos, para 

pelo menos um dos marcadores (anexo I). Denominaremos estas amostras 

como mistas.  

Identificamos 19,3% (34/176) de infecção mista nesta população – 

incluindo amostras policlonais, sendo 25/176 (14,2%) mistas entre a população 

geral e 9/176 (5%) na carcerária. Avaliando a presença de misturas 

proporcionalmente, observamos que a frequência de isolados mistos na 

população geral foi de 18,5% (25/135) e de 22% (9/41) na carcerária. Dentre as 

subfamílias presentes entre estas infecções mistas, a maior taxa foi da LAM9 

representando 41% (14/34). 

Avaliando a disposição dos isolados mistos quanto ao resultado de TSA, 

apenas três, todos entre a população geral, apresentaram resistência (como 

pode ser visto no anexo I), um para rifampicina, o segundo para estreptomicina 

e o terceiro MDR. Proporcionalmente, dentro de cada grupo, 8% (3/34) de 

infecções mistas resistentes e 20,4% (29/142) de infecções puras resistentes. 

 

4.6.2.1 investigando os isolados mistos 

Quando analisamos os picos diferentes dentro das amostras, 

mantivemos os picos mais altos para o isolado principal ou majoritário e 

substituímos esses picos altos pelos menores (entre parênteses), nomeando 

este como segundo isolado ou minoritário. Entretanto, cabe dizer que essa foi 

uma medida inferida, não necessariamente afirma ser uma medida de 

quantificação absoluta. Abaixo segue o exemplo de como foi feito (tabela 4.5). 

A partir disso, construímos uma árvore para verificar a distância entre elas.  

Tabela 4.5. Exemplo do esquema de separação dos picos duplos. 

MIRU (#) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

Amostra 2 4(+2) 2 2 1 4(+2) 1(+3) 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 

Majoritário 2 4 2 2 1 4 1 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 

Minoritário 2 2 2 2 1 2 3 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 
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Embora na relação entre os isolados majoritário e minoritário tenhamos 

observado uma similaridade genética, com base no spoligotyping e MIRU-

VNTR, as distâncias calculadas entre as mesmas foi suficiente para distingui-

las (figura 4.6). Ainda assim, duas amostras chamaram a atenção, 333 e 331, 

pois ficaram muito separadas de seus pares, sugerindo uma infecção mista por 

isolados diferentes e não provenientes do processo de microevolução. 

Em relação a 331, algo mais interessante pode ser notado. Sua 

distância não só foi maior, mas também, quando comparadas por similaridade 

no MIRU-VNTRplus, dentre os isolados distintos na amostra 331, um se 

assimilou apenas a LAM, mas o segundo bateu com LAM e H, e seu perfil de 

spoligotyping não foi encontrado no banco de dados.  
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Figura 4.6. NeighborJoining tree da variação por amostra. 
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4.6.3 Caracterização dos padrões de spoligotyping ausentes no banco de 

dados 

Durante a identificação dos isolados através de seus perfis de 

spoligotyping no SITVIT2, 17 não foram encontrados no banco de dados, e 6 

apresentavam apenas o SIT. Desse modo, submetemos os resultados do 

MIRU-VNTR 24-loci ao MIRU-VNTRplus, onde excluímos as que não tinham 

pelo menos 15 marcadores devidamente amplificados. 

Assim, tivemos 15 amostras que cumpriam os requisitos que foram 

submetidos a uma análise de NJ com o banco de dados MIRUVNTRplus, com 

apenas os resultados do MIRU ou com estes somados ao spoligotyping, em 

proporções diferentes (MIRU: spoligotyping; 1:1). 

Em quase todas as análises 13 amostras foram agrupadas com a família 

LAM em três braços diferentes da árvore e duas foram agrupadas no braço 

Cameroon-Uganda II. Na proporção 1:1, o perfil da maioria se repetiu, mas 

quatro amostras foram agrupadas em um braço divergente. Neste, duas 

amostras formaram uma ramificação com uma amostra Uganda I, a terceira 

amostra foi colocada sozinha em uma ramificação que forma um grupo com as 

duas primeiras, 10 isolados Beijing, quatro H e um Cameroon, enquanto a 

quarta amostra formou uma ramificação separada com cepas H (anexo II). 

 

4.7 Isolados de M. tuberculosis provenientes de amostras clínicas do 

mesmo paciente coletadas em diferentes momentos 

No intuito de buscar compreender a dinâmica da infecção nos pacientes, 

comparamos amostras diferentes do mesmo paciente – coletadas em 

momentos diferentes entre os anos de 2014 e 2015 -- baseadas na 

identificação molecular por spoligotyping. De 22 pacientes, 50 amostras 

apresentaram crescimento para M. tuberculosis conforme descrito na (tabela 

4.6), de acordo com sua ordem de coleta para cada paciente.  

Comparamos os resultados de spoligotyping desses isolados. A amostra 

proveniente do paciente número 1 apresentou a linhagem X1 (SIT 1080) na 

primeira coleta e X2 (SIT 185) na segunda coleta. Em uma amostra do paciente 

número 10 foi identificada a classe LAM9 (SIT 150) e na outra LAM9 (SIT 42) e, 
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as duas amostras do paciente número 15 também foram classificadas na 

classe LAM9, uma pertencente ao SIT 150 e a outra ao SIT 42. As duas 

amostras do paciente 14 foram classificadas na classe X3, uma pertencente ao 

SIT 92 e a outra ao SIT 1751. As amostras do paciente número 17 foram 

identificadas como classe LAM9 SIT 42 e SIT 150; o paciente número 19 

apresentou um perfil novo na primeira amostra com a ausência dos 

espaçadores 2 e 15 quando comparado com a segunda amostra que 

apresentou o perfil LAM9 (42). As amostras do paciente número 20 foram 

classificadas como LAM1 (SIT 20) e LAM9 (SIT 42). Quando analisamos as 

três amostras do paciente número 21, as amostras colhidas no primeiro e no 

segundo momento foram identificadas como LAM9 (SIT 42); no entanto, no 

terceiro momento a amostra foi caracterizada como pertencente a classe LAM9 

(SIT 150); por fim, identificamos as classes X1 (SIT 1080) e X2 (SIT 185) para 

o paciente número 22. O restante dos isolados não apresentou diferenças. 

Quanto aos perfis TSA, amostras de cinco pacientes apresentaram 

isolados com resultados diferentes. O paciente 2 com o primeiro isolado 

sensível para os quatro medicamentos, mas com o segundo isolado resistente 

para isoniazida. O primeiro isolado do paciente 4 apresentou resistência aos 

quatro antibióticos, o segundo isolado apresentou sensibilidade ao etambutol e 

o terceiro isolado apresentou o mesmo perfil do primeiro isolado. O caso 

seguinte, paciente 6, com sensibilidade total no isolado um, mas com 

resistência a isoniazida e estreptomicina no isolado 2. Para as 3 amostras do 

paciente 7, tivemos os seguintes perfis: resistência a estreptomicina nos 

isolados um e dois, e resistência adicional ao etambutol no terceiro. A 

sensibilidade a estreptomicina foi vista na segunda amostra do paciente 13, 

enquanto na primeira amostra havia sido detectado um perfil de resistência.  

 Com o intuito de avaliar o impacto da diferença desses perfis nessas 

amostras, analisamos a presença de polimorfismos associados à resistência a 

rifampicina e isoniazida através da fita Hain GenoType MTBDRplus. A maioria 

das amostras apresentou o perfil da fita compatível com o TSA, incluindo as 

MDR, exceto duas delas. Estas amostras, 649 e 546, tiveram TSA com perfil de 

resistência a isoniazida, mas apresentaram perfil sensível na fita Hain. 

Interessante ressaltar que a amostra 649 pertence ao paciente que demonstrou 
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um aumento na baciloscopia de acordo com o tempo (negativa na primeira 

amostra e +++ na segunda). 
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Tabela 4.6. Comparação das amostras provenientes de um mesmo paciente dispostas em ordem cronológica de coleta. 

Paciente Amostra Baciloscopia Subfamília SIT MIRU TSA
1 

Hain Padrão de Spoligotyping 

1 
530 +++ X1 1080 H/X Sens Sens  

709 Neg X2 185 H/X Sens Sens 

2 
410 Neg H1 151 H Sens Sens 

649 +++ H1 151 H I Sens  

3 
86 ++ LAM9 42  IR MDR 

1025 Neg LAM9 42 LAM IR MDR 

4 

17 + LAM9 42 LAM SIRE - 

161 ++ LAM9 42  SIR MDR 

875 ++   LAM SIRE -  

5 
830 + LAM6 95  Sens Sens 

857 Neg LAM6 95  Sens Sens 

6 
1447/14 - LAM3 1491 LAM Sens Sens 

546/15 Neg LAM3 1491 LAM SI Sens 

7 

395 +++ LAM5 216 LAM S Sens 

411 +++ LAM5 216 LAM S Sens 

1374 +++ LAM5 216 LAM SE - 

8 

925 +++ X3 92 H Sens - 

926 +++ X3 92 H Sens - 

927 +++ X3 92 H Sens Sens 

9 
372 ++ LAM6 64 LAM Sens - 

1291 ++ LAM6 64 LAM Sens - 

10 
703 ++ LAM9 150  Sens Sens 

704 ++ LAM9 42  Sens Sens 

11 
335 + LAM9 42 LAM Sens Sens 

1426 ++ LAM9 42 LAM Sens - 

12 
979 + LAM9 42 LAM S - 

1195 Neg LAM9 42 LAM S - 

13 
340 + LAM9 2263 LAM S Sens 

341 + LAM9 2263 LAM Sens Sens 

14 
1141 +++ X3 92 H Sens Sens 

1146 +++ X3 1751 H Sens - 

15 403 +++ LAM9 150 LAM Sens - 
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 1
 S: Estreptomicina, I: Isoniazida, R: Rifampicina, E: etambutol 

 

602 ++ LAM9 42 LAM Sens - 

16 
6 +++ LAM6 64  Sens Sens 

7 +++ LAM6 64 LAM Sens Sens 

17 
939 Neg LAM9 42 

NEW
-1 

Sens 
Sens 

972 Neg LAM9 150 LAM Sens - 

18 

1105 ++ LAM6 95 LAM Sens Sens 

1262 - LAM6 95 LAM Sens Sens 

1265 - LAM6 95 LAM Sens Sens 

1277 + LAM6 95 LAM Sens Sens 

19 
331 +++ NOVO  LAM Sens - 

428 + LAM9 42 LAM Sens - 

20 
640 +++ LAM1 20 LAM Sens - 

658 +++ LAM9 42 LAM Sens Sens 

21 

1507/14 +++ LAM9 42 LAM Sens - 

321/15 ++ LAM9 42  Sens Sens 

322/15 Neg LAM9 150  Sens Sens 

22 
549 Neg X2 185  Sens Sens 

943 Neg X1 1080  Sens Sens 
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4.7.1 MIRU-VNTR das amostras do mesmo paciente 

Utilizamos o número de repetições dos MIRU-VNTR a fim de 

compreender a dinâmica da infecção de isolados do mesmo paciente, 

principalmente a infecção mista. A presença de mais de um pico por marcador 

indicaria fragmentos com números de repetições diferentes, ou seja, duas 

populações diferentes. Do grupo de 22 pacientes com mais de uma amostra, 

apenas as amostras de quatro destes não apresentaram diferenças nos MIRUs 

identificados, como pode-se notar na tabela 4.7. 

Dentre os marcadores, três se destacaram em relação ao número de 

pacientes que apresentaram diferenças entre suas amostras, são eles VNTR 

43, discrepante nas amostras de nove pacientes, ETR-A e QUB-26, com oito 

pacientes cada um. Todos os marcadores apresentaram diferenças nos perfis 

nos pacientes, tendo em média variado em cinco pacientes. 

Apenas o MIRU 40 não apresentou nenhuma diferença entre os 

isolados. Nove MIRUs do painel apresentaram mais de um pico em pelo menos 

uma amostra, 424 apresentou dois picos em três amostras, MIRU 16 e VNTR 

47 com dois picos em duas amostras, cada. 

As amostras dos pacientes 4 e 16 apresentaram 15 e 14 MIRUs com 

perfis diferentes, respectivamente, seguidos pelo paciente 18 com 12 e o 

paciente 3 com nove. Foram três pacientes com sete MIRUs, seis com dois 

MIRUs e o restante com 1, 3 e 6. Cinco pacientes tiveram suas amostras 

apresentando picos duplos entre o MIRUs analisados, indicando uma 

população diversa. Quando analisamos as repetições diferentes ou mistas, nos 

pacientes 3, 19, 20, 21 e 22, podemos identificar pelo menos 3 populações 

diferentes em cada paciente, levando em consideração todas as amostras para 

cada um. 

Dentre essas 50 amostras e 22 pacientes, 9 apresentaram SITs 

diferentes. Destes, 3 não apresentaram qualquer diferença no painel de MIRU-

VNTR. Entretanto, 6 apresentaram diferenças no número de repetições 

comparados com as amostras do mesmo paciente bem como metade destas 

apresentaram picos duplos. 



 63 

A amostra 331, que não pode ser identificada no banco de dados em 

relação ao perfil de spoligotyping encontrado, apresentou um número alto de 

variação, não só em relação a segunda amostra desse paciente, mas também 

pelo número de MIRU com picos duplos.  
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Tabela 4.7. Número de repetições do MIRU-VNTR entre as amostras dos mesmos pacientes. 

COD 

 

 
MIRU 

02 
(154) 

VNTR 
42 

(424) 

VNTR 
43 

(577) 

MIRU 
04 

(580) 

MIRU 
40 

(802) 

MIRU 
10 

(960) 

MIRU 
16 

(1644) 
1955 

MIRU 
20 

(2059) 

QUB-
11b 

(2163b) 

ETRA 
(2165) 

VNTR 
46 

(2347) 

VNTR 
47 

(2401) 

VNTR 
48 

(2461) 

MIRU 
23 

(2531) 

MIRU 
24 

(2687) 

MIRU 
26 

(2996) 

MIRU 
27 

(3007) 

VNTR 
49 

(3171) 

MIRU 
31 

(3192) 

VNTR 
52 

(3690) 

QUB-
26 

(4052) 

VNTR 
53 

(4156) 

MIRU 
39 

(4348) Amostra SIT 

1 
530 

X1 
(1080) 2 2 3 2 3 4 3 4 2 3 4 5 4 2 5 1 5 3 3 3 4 9 2 2 

  
709 

X2 
(185) 2 2 3 2 3 4 3 4 -  3 4 5 4 2 5 1 5 3 3 3 4 9 2 2 

2 
410 

H1 
(151) 2 2 2 2 3 5 3 3 2 3 3 2 3 2 3 1 5 3 3 3 3 5 4 2 

  
649 

H1 
(151) 2 2 2 2 3 4 3 3 2 3 3 2 3 2 3 1 5 3 3 3 2 5 4 2 

3 
86 

LAM9 
(42) 2 4(+2) 2 2 1 3 2(+3) 3  - 4 4  - 1(+2)  - 6 1 4(+2) 3 -   - 2(+4) 1 3 2(+3) 

  
1025 

LAM9 
(42) 2 4 4 2  -  3 2 3 2 4 2 4 1 1 6 1 4 3 5 2 2 6 3 2 

4 
17 

LAM9 
(42) 2 4 4 2 1 

3 2 
4 2 4 2 4 1 1 6 1 4 3 5 

2 2 
6 

3 2 

  
161 

LAM9 
(42) 2 4 3 

            
2' 3 

5 3 
4 2 3 2 4 1 2 6 1 4 3 3 

4 2 
1 

3 2 

  875  - 2 4 2 2 1 3 2 3 3 4 4 4 1 1 6 2 4 1 5 2 2 6 3 2 

5 
830 

LAM6 
(95) 1 3 5 3 -  4 3 2 1 5 2 -  

1 
 - 3 1 -  3  - 3 

2 
2 

4 
2 

  
857 

LAM6 
(95) 2 3 5 3  - 5 2 2 2 5 2  - 

1 
-  6  -   - 2  -  -  

2 
2 

3 
 - 

6 
1447/14 

ND 
(1491) 2 3 2  - - 4 3 3 2 3 2 4 2 2 6 1  - 3 1 3 1 4 3 2 

  
546/15 

ND 
(1491) 2 3 2 2 4 4 3 3 2 3 2 4 2 2 6 1 5 3 1 3 1 4 3 2 

7  
395 

LAM5 
(216) 1 3 5 2  -   -   -  3 2 2 2 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2 7 4 2 

  
411 

LAM5 
(216) 1 3 5 2  -   -   -  3 2 2 2 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2  -  4 2 

  
1374 

LAM5 
(216) 1 3 5 2 7 4 3 2 2 2 2 4 1 2 6 1 5 3 3 3 2 7 4 2 

8  
925 

X3 
(92) 2 4 3 2  -  4 3 2 2 3 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 2 2 2 

  
926 

X3 
(92) 2 4 3 2 4 4 3 2 2 3 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 2 2 2 

  
927 

X3 
(92) 2 4 3 2  -   -   -  2 2 2 3 4  - 2 5 1 5  -  3  -   - 3 -  2 

9  
372 

LAM6 
(64) 1 4 4 2  -   -   -  4 2 2 2 4 1 2 6 1 5 3 3 2 2 4 3 2 

  
1291 

LAM6 
(64) 1 4 2 2 3 4 3 4 2 2 4 4 1 2 6 1 5 3 3 2 2 4 3 2 

10  
703 

LAM9 
(150) 2 1 2 2 1 2 3 3  - 4 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 11 3 2 

  
704 

LAM9 
(42) 2 1 2 2 1 2 3 3 2 4 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 11 3 2 

11 
335 

LAM9 
(42) 2 4 2 2 1 4 1 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 

  
1426 

LAM9 
(42) 2 4 4 2 1 4 1  -  0  -  2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2  -  3 2 
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12  
979 

LAM9 
(42) 1 1 4 2  -  4 3 3 2 2 2 4 1 2 6 1 4 3 3 3 2 7 4 2 

  
1195 

LAM9 
(42) 1 1 3 2 5 4 3 3 2 2 2 4 1 2 6 1 4 3 3 3 1 7 4 2 

13  
340 

LAM9 
(2263) 2 4 3 2 1 4 1 3 2 3 2 4 4 1 6 1 5 3 4 3 5 8  -  2 

  
341 

LAM9 
(2263) 2 4 2 2 1 4 1 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 -  2 8 3 2 

14 
1141 

X3 
(92) 2 4 3 2 4 4 3 2 2 2 3 4 4 2 5 1 5 3 3  - 3 3 2 2 

  
1146 

X3 
(1751) 2 4 3 2 4 4 3 2 2 2 3 4 4 2 5 1 5 3 3 3 3 3 2 2 

15  
403 

LAM9 
(150) 2 1 4 2  -   -   -  3 2 4 2  -  1  -  6 1 4 3 5  -  2  -   -  2 

  
602 

LAM9 
(42) 2 1 4 2 1 2 3 3 2 4 2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 1 3 2 

16  
6 

LAM6 
(64) 2 3 2 2 2 4 3 2 1 1 4 2 3 1 6 8 3 2 3 2 4 3 2 5 

  
7 

LAM6 
(64) 1 3 2 2 2 4 3 6 2 2 4 4 1 2 8 1 3 3 3 2 2 5 3 2 

17  
939 

LAM9 
(42) 2 1 4 2  -  2 3 3 2 4 2 1 -  1 6 1 5 3 5 3  - 11  - 2 

  
972 

LAM9 
(150) 2 1 4 2 1 2 3 2 2 4 2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2  -  3 2 

18  
1105 

LAM6 
(95) 1 3 5 2  -   -   -  5 2 2 2 4 1 2 6 1 5 2 3  -  2 2  -  2 

  
1262 

LAM6 
(95) 1 3 2 2 2 4 3 5 2 2 5 4 1 2 6 1 5 2 3 2 2 2 3 2 

  
1265 

LAM6 
(95) 1 3 2 2 2 4 3 5 2 2 5 4 1 2 6 1 5 2 3 2 2 2 3 2 

  
1277 

LAM6 
(95) 2 4 2 2 2 4 1 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 

19 331 Novo 2 4(+2) 2 2 1 4(+2) 1(+3) 3 2 3 4 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 8 3 2 

  
428 

LAM9 
(42) 2 4 4 2 1 4 1 3 2 1(+2) 2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 3 3 2 

20  
640 

LAM1 
(20) 2 1 4(+3) 2  -   -   -  3 2 4 2 4 1(+4) 1 6 1 5 3 5(+3) 3 2 3 3 2 

  
658 

LAM9 
(42) 2 4 4 2 1 3 2 3 2 4 2 4 1 1 6 1 4 3 5 2 2 6 3 2 

21  
1507/14 

LAM9 
(42) 2 1(+2) 2(+3) 2 1 2 3 2 2 4 4(+3) 4 1 1 6 1 3 3 5 3 2 11 3 2 

  
321/15 

LAM9 
(42) 2 1 4 2 1 2 3 4 2  -  2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 3 3 2 

  
322/15 

LAM9 
(150) 2 1 4 2 1 2 3 4 2 4 2 4 1 1 6 1 5 3 5 3 2 1(+2) 3 2 

22  
549 

X2 
(185)  - 1 1(+3) 2 3 4 3 2 2 6 4  - 4  -  - 1 5 3  - 3 7 9  -  - 

  
943 

X1 
(1080) 2 1 4 2  -   -   -  2 2 6 1(+3) 1  - 2 5 1 5 3 3  -   -  -   - 2 



 66 

PARTE II 

4.8 Análises genômicas 

Estratégias de novos diagnósticos rápidos e acurados para a resistência 

aos antibióticos são urgentemente necessárias para garantir que os pacientes 

sejam diagnosticados precocemente e possam iniciar a terapia apropriada para 

melhorar o desfecho e prevenir a dispersão das bactérias resistentes aos 

medicamentos. 

Uma das aplicações clínicas mais importantes do sequenciamento 

genômico de isolados de M. tuberculosis é a predição de fenótipo de 

resistência aos antibióticos. De qualquer modo, a confiança destas predições é 

feita de acordo com o nosso conhecimento da associação entre o fenótipo e o 

genótipo. Diversos estudos tem investigado a utilidade do WGS como uma 

ferramenta para TSA (13, 33, 35, Feliciano et al., 2018). 

 

4.8.1. Infecção mista por sequenciamento genômico em amostras com 

fenótipo de resistência 

Feliciano e colaboradores (2018), em um estudo seccional, avaliaram 30 

isolados de pacientes com TB-RD de São Paulo, Brasil, e da província Sofala, 

Moçambique (Feliciano et al., 2018). As amostras foram avaliadas quanto a 

sensibilidade aos antimicrobianos, fenotipicamente (MGIT-SIRE) e 

genotipicamente (Xpert-MT  R    MT  Rplus™  and MT  Rsl .  m seguida 

foram submetidos ao sequenciamento genômico.  

Os dados apresentados pelos autores reforçaram o potencial do WGS 

para ser utilizado como preditor de DR. Entretanto, houve uma discrepância 

entre o WGS e o TSA para resistência a rifampicina (figura 4.7). Em dois 

isolados, TSA apresentou resistência sem que mutações associadas fossem 

detectadas no WGS e em outro isolado o oposto foi observado. Os autores 

sugerem que isso pode estar relacionado a presença de mais de uma cepa na 

mesma amostra clínica. 

Dentre essas amostras, oito apresentaram fenótipo MDR entre as 

amostras do Brasil e seis entre as de Moçambique. Os isolados Br 536, Br 
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1874, Br 2782, Br 2943, Br 3360, MZB 243, MZB 2937 e MZB 3150 

apresentaram discrepâncias entre o fenótipo e o genótipo (TB-Profiler).  

 

Figura 4.7. Comparação dos perfis de resistência entre TSA fenotípico e WGS. Cor 
vermelha indica resistência ao antimicrobiano e cor verde indica suscetibilidade. H: isoniazida; 
R: rifampicina; E: etambutol; Sm: estreptomicina; NV: teste fenotípico não validado. Br: isolados 
do Brasil, MZB: isolados de Moçambique (Retirado de Feliciano et al., 2018).  

 

Portanto, buscando compreender as causas relacionadas a essa 

discrepância, utilizamos uma metodologia no ambiente R que se baseia na 

análise da profundidade do sequenciamento para identificar SNPs, 

diferenciando reads de cepas/clones distintos.  

Após a análise, 80% (24/30) foram identificadas como infecção mista, 

com dois isolados em cada e com uma média de 174,6 SNPs heterozigotos 

(96-992) em uma média de 1166,8 (612-2629) dos SNPs totais em relação a 

referência.  

Das 14 amostras com perfil MDR/XDR, seis apresentaram infecção com 

dois isolados distintos entre as amostras do Brasil, enquanto três das seis 

amostras MDR/XDR de Moçambique foram identificadas como infecção mista, 

como pode ser visto na tabela 4.8, totalizando 64,3% (9/14) de infecção mista 

entre os isolados MDR/XDR. Além disso, foi possível notar que seis das oito 

amostras que apresentaram discrepância foram definidas como infecção mista 

através das análises em R. Especificamente na amostra MZB 2937, foi 

detectada uma mistura de cepas pertencentes as linhagens 3 e 4, a proporção 
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de infecção mista foi similar nas duas análises, sendo de 89% (889/102) no TB-

profiler (não mostrado na tabela) e de 84% no MixedInfectR (na tabela 4.8).  

 

Tabela 4.8. Relação das amostras com infecção mista entre os genomas do Brasil e 
Moçambique obtidos com MixedInfectR. 

 
SNPs 

mistos 

Total 

SNPs 

Proporção 

het/total 

Número 

de 

isolados 

Proporção 

da 

majoritária 

Linhagem 

(TB-

profile) 

Fen/Gen
1
 

 
 

Br 241 61 920 6,63 2 64% 4.3   

Br 536 144 1560 9,23 2 69% 2.2 SIM MDR 

Br 868 59 573 10,30 2 75% 4.8   

Br 1028 72 925 7,78 2 71% 4.1   

Br 1245 139 1155 12,03 2 69% 4.1  MDR 

Br 1662 116 1078 10,76 2 71% 4.1  MDR 

Br 1696 72 642 11,21 2 67% 4.8   

Br 1804 68 891 7,63 2 74% 4.3   

Br 1874 133 1107 12,01 2 72% 4.3 SIM  

Br 2080 101 975 10,36 2 71% 4.3   

Br 2370 76 947 8,03 2 71% 4.3  XDR 

Br 2591 65 913 7,12 2 70% 4.3  MDR 

Br 2782 94 865 10,87 2 68% 4.1 SIM  

Br 3200 141 1113 12,67 2 69% 4.1  XDR 

MZB 227 114 1010 11,29 2 70% 4.3  MDR 

MZB 243 189 2386 7,92 2 68% 1.1 SIM  

MZB 751 80 938 8,53 2 64% 4.3  XDR 

MZB 894 75 721 10,40 2 71% 4.3   

MZB 964 131 1533 8,55 2 70% 2.2   

MZB 2075 81 874 9,27 2 73% 4.3   

MZB 2368 75 922 8,13 2 72% 4.3  ND 

MZB 2721 78 848 9,20 2 70% 4.1  XDR 

MZB 2937 882 1639 53,81 2 84% 3 e 4 SIM  

MZB 3150 120 2272 5,28 2 67% 1.1 SIM  

Fen/Gen: se existe discrepância entre o fenótipo e o genótipo de resistência. 
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4.8.2 Genomas de uma coorte do Brasil  

Depois de investigar a presença de infecção mista em 17 genomas de 

amostras do Brasil, conforme mostrado anteriormente, ampliamos a nossa 

amostragem no intuito de: (1) estudar genomas próprios da nossa coleção, 

sobre os quais possuímos maiores informações, (2) obter a proporção de 

infecção mista em uma coorte maior e exclusivamente brasileira, (3) buscar 

relação da infecção mista com os perfis de resistência e suscetibilidade, (4) 

identificar se a infecção pode influenciar em resultados divergentes entre os 

TSA fenotípico e fenotípico, além de (5) verificar a presença de mutações 

correspondentes a TB-XDR. Então, selecionamos 88 genomas de M. 

tuberculosis da nossa coleção no laboratório.  

 Com o objetivo de buscar relação entre as linhagens e a presença ou 

ausência de infecções mistas, identificamos as linhagens desses genomas 

utilizando o software TB-profiler, que apresenta resultados em nível de 

sublinhagens (por exemplo, 4.1, 4.3), diferente dos outros programas que 

apresentam apenas grandes divisões (por exemplo, EA, EAI ou 1, 2 e 3). 

Todas as amostras pertenciam a linhagem 4 e obtivemos os seguintes perfis, a 

sublinhagem 4.3 representou 44,3% (38/88), sublinhagem 4.1 com 34,1% 

(30/88), sublinhafem 4.4 com 4,6% (4/88), sublinhagem 4.7 com 6,8% (6/88), 

sublinhagem 4,8 com 9,1% e um isolado da sublinhagem 4,9 (figura 4.8) e a 

relação completa pode ser vista no anexo III.  

 

Figura 4.8. Sublinhagens identificadas nos 88 genomas. 
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Submetemos esses genomas à análise dos perfis de resistência em 

relação ao painel de SNPs associados a resistência contidos no Mykrobe-TB e 

Kvarq, adotando o primeiro como o padrão e o segundo para confirmar casos 

divergentes. Na tabela 4.10, comparamos a frequência entre o fenótipo e o 

genótipo de resistência. Foi visto que houve uma frequência maior de fenótipos 

de resistência quando comparados com os genótipos, pois 46,6% não 

apresentou resistência no TSA e 59% não apresentaram SNPs amplamente 

associados. Essa diferença foi vista tanto nas amostras com resistência apenas 

à isoniazida (13,6% no genótipo e 6,8% no fenótipo) como nas MDR (35,2% e 

20,5%, respectivamente, fenótipo e genótipo). O oposto foi visto em relação a 

resistência à rifampicina, pois observamos uma porcentagem maior no 

genótipo (6,8%) do que no fenótipo (4.6%). Além disso, 6,8% dos genomas 

apresentaram evidências de XDR. Entretanto, cabe ressaltar que 65 genomas 

(73%) apresentaram SNPs que já foram citados em pelo menos um trabalho 

como estando relacionados à alguma resistência.   

Tabela 4.9. Fenótipo e genótipo de resistência. 

 Fenótipo (TSA) Genótipo (Mykrobe TB) 

 n % n % 

Sensíveis 41 46,6 52 59,1 

Isoniazida 12 13,6 6 6,8 

Rifampicina 4 4,6 6 6,8 

MDR 31 35,2 18 20,5 

XDR - - 6 6,8 

 

Identificamos 40 polimorfismos associados a resistência entre esses 

genomas. O mais comum entre os ligados ao fenótipo de resistência a 

rifampicina foi o S450L no gene rpoB, presente em 51,4% (18/35) dos 

genomas com esse perfil; destes, seis em associação com alterações no gene 

rpoC (anexo III). Em relação a resistência à isoniazida, 34 SNPs foram 

identificados, a substituição S315T no gene katG foi observada em 58,1% 

(25/43) dos genomas. Quanto aos outros antimicrobianos, foram identificados 

SNPs no seguinte número de genomas: 16 em relação ao etambutol, nove 

para estreptomicina, oito para quinolonas, 20 para pirazinamida e quatro para 

amicacina, capreomicina e canamicina. 
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Em relação aos isolados com genótipo XDR, não foi possível identificar 

por limitação do teste de sensibilidade executado (resultados para apenas 5 

antimicrobianos), mas seis apresentaram polimorfismos associados a 

resistência a quase todos os antibióticos utilizados no tratamento como pode 

ser visto no quadro 4.2. Cabe ressaltar que um destes apresentou perfil no 

TSA de resistência apenas a isoniazida. 

Quadro 4.2. Perfil de resistência de isolados XDR em análises moleculares. 

 Resistência/Mutação 

Amostra RIF INH EMB PZA STR QR A/C/K 

BRZ-66 

R R S S NA NA NA 

rpoB D435X    
katG 

S315X 
embB 
M306X 

NA 
rpsL 
K88R  

gyrA 
S91X 

rrs 
A1401X 

rpoB H445Y - - - - - - 

BRZ-110 

R R R R NA NA NA 

rpoB D435X, 
S450X  

katG 
S315X 

embB 
M306X 

NA 
rpsL 
K43R 

- 
rrs 

A1401X 

rpoB S450L 
katG 

S315T 
embB 
M306V 

pncA 
M1L 

rpsL 
K43R 

- 
rsK 

S467S 

BRZ-111 

R R S S NA NA NA 

rpoB M434X 
katG 

S315X 
embB 
M306X 

NA - 
gyrA 
D94X 

rrs 
A1401X 

rpoB S450L, 
rpoC V483G  

katG 
S315T 

embB 
M306V 

pncA 
F58V 

- 
gyrA 

D94G 
rrsK.S467

S 

BRZ-75 

R R R S NA NA NA 

rpoB Q429X 
katG 

S315X 
embB 
M306X 

NA  
gyrA 
D94X 

rrs 
A1401X 

- - - - - - - 

BRZ-84 

S R S S NA NA NA 

rpoB Q429X, 
S450X 

katG 
S315X 

 -  NA  -  
gyrA 
S91X 

rrs 
A1401X 

rpoB S450L 
katG 

S315T 
embB 
M306I 

pncA 
Y41C 

rrsS 
S164S 

- - 

BRZ-76 

R R S S NA NA NA 

rpoB S450X 
katG 

S315X 
 -  NA rrs C516X 

gyrA 
A90X 

rrs 
A1401X  

- - - - - - - 

RIF: rifampicina, INH: isoniazida, EMB: etambutol, PZA: pirazinamida, STR: estreptomicina, 

QR: quinolonas, A/C/K: amicacina, capreomicina e canamicina. NA: não avaliado. 

TSA: AZUL; Mykrobe TB: VERDE; Kvarq: AMARELO 

 

Observando a distribuição desses perfis de acordo com a linhagem 

(figura 4.9), foi visto que a linhagem 4.1 teve o mesmo número de casos para 

MDR e sensíveis (13, cada), a linhagem 4.3 teve 12 casos MDR e 17 sensíveis. 
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Interessantemente, a linhagem 4.7 apresentou um número maior de MDR do 

que sensíveis, com 5 e 1, respectivamente.  

 

 

Figura 4.9. Distribuição dos fenótipos de resistência de acordo com as linhagens. 

Na figura 4.12, pode-se notar que a proporção de sensíveis aumentou 

em relação aos resistentes, mas o número de XDR também aumentou. A 

relação MDR-sensíveis se manteve na linhagem 4.7, tendo como diferença um 

isolado que teve o perfil fenótipo MDR apresentando um genótipo XDR. 
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Figura 4.10. Distribuição dos genótipos de resistência de acordo com as linhagens. 

 

4.8.2.1 Infecções mistas 

Após submeter esses genomas ao MixedInfectR, encontramos 81,8% 

(72/88) dos genomas com 2 a 3 isolados na mesma amostra (a relação das 

proporções de cada infecção mista pode ser vista no anexo III). Todas as 

sublinhagens apresentaram uma taxa maior de infecção mista do que pura, 

com exceção da 4.7 que apresentou o mesmo número para ambas e todas as 

4 amostras da sublinhagem 4.4 também foram mistas (figura 4.11).  
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Figura 4.11. Infecção mista de M. tuberculosis de acordo com a sublinhagem. 

 

Foi feita, então, a comparação das infecções mistas entre o fenótipo e o 

genótipo de resistência (figura 4.12 A e B). Foi visto que a proporção de 

mistas foi maior entre o fenótipo (21,6%) do que o genótipo (12,5%) em relação 

aos isolados com perfil MDR, quando levamos em conta números absolutos. 

Entretanto, proporcionalmente, a porcentagem de mistas exclusivamente nos 

isolados MDR, foi de 61,3% (genótipo) e 61,1% (fenótipo).  

Ao avaliar a proporção das infecções mistas apenas entre os genomas 

com fenótipo mono-INH (12,5% do total), os genomas com essas mutações 

representaram 5,7% das infecções mistas. Dentre a combinação infecção mista 

com mono-INH, observamos que 91,7% (1/12) dos genomas continham dois ou 

três isolados.  

Quando avaliamos os unicamente resistentes a rifampicina (RR-TB), 

ambos apresentaram 4 isolados mistos, mas dois genótipos puros foram vistos 

também. Por fim, a proporção de mistas e não mistas foi similar nos dois 

testes, mesmo que o número de isolados sensíveis tenha sido maior nas 

análises moleculares.  
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Figura 4.12. Proporção de infecção mista de acordo com o perfil de resistência. A. 
fenotípico. B. genotípico. 
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4.8.2.2 Número de isolados presentes por amostra nas diversas 

sublinhagens 

Na figura 4.13, pode-se observar que as sublinhagens 4.1 e 4.8 tiveram 

um número maior, proporcionalmente, de amostras com a presença de dois 

isolados, enquanto a 4.3 teve não apenas um número elevado de amostras 

com dois isolados, como também com três isolados. Mais uma vez a divisão na 

sublinhagem 4.7 se manteve equilibrada. Além disso, a amostra (no anexo III, 

BRZ-84) que possui perfil no TSA de morresistência a isonizida, mas perfil XDR 

no genótipo, apresentou infecção por pelo menos três isolados diferentes. 

Em relação ao número de isolados e a sensibilidade aos 

antimicrobianos, 53% das amostras com dois isolados (49 amostras) 

apresentaram algum tipo de resistência e 32% do total MDR/XDR, enquanto 

para as amostras com três isolados (23 amostras) foi visto que 34% estavam 

relacionados com resistência e 13% destes eram de MDR/XDR. Quanto as 

amostras puras (16 amostras), 81% teve relação com algum fenótipo de 

resistência e 75% com MDR. 

Analisando apenas entre os genomas com TSA sensível para todos os 

antimicrobianos testados, 56,1% (23/41) continham dois isolados e 36,6% 

(15/41) com três isolados. Observamos o mesmo perfil ao comparar o genótipo 

com 57,7% (30/52) e 34,6% (18/52) para genomas com dois e três isolados, 

respectivamente, enquanto a representação de amostras puras foi de 7,7% e 

7,3%, para o genótipo e o fenótipo, respectivamente. 
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Figura 4.13. Relação do número de isolados detectados na infecção mista em suas 
respectivas sublinhagens e perfis de resistência. 
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5 5. DISCUSSÃO 

Atualmente, técnicas moleculares têm sido utilizadas para identificar 

cepas de M. tuberculosis (Sreevatsan et al. 1997).  Mesmo em ambientes com 

baixa incidência de TB, estudos de epidemiologia molecular demonstraram 

uma alta proporção de transmissão recente da doença (Alland et al. 1994; 

Small et al. 1994). Diversos estudos demonstram que a associação do 

diagnóstico molecular com o tratamento pode ser responsável pela interrupção 

da cadeia de transmissão do microrganismo na comunidade (WHO, 2014). 

Os indivíduos podem ter características biológicas (imunodeficiência 

genética ou adquirida) e/ou sofrerem a ação de fatores de riscos ambientais ou 

adquiridos (deficiência nutricionais, diabetes ou alcoolismo), que os tornam 

mais favoráveis ao desenvolvimento do quadro clínico de tuberculose após a 

infecção e a falha terapêutica, sendo esta última a razão para que muitos 

pacientes não alcancem a cura e/ou venham a sofrer recidiva (Cohen et al. 

2012). 

A compreensão acerca destes cenários, através de estudos de coorte 

em países com altas taxas de TB, pode nos levar a novas perspectivas de 

tratamento e ao desenvolvimento de vacinas (Gomes et al. 2004).  

A taxa de incidência anual estimada e a fração atribuível à população 

mostram que um melhor controle de tuberculose nas prisões pode 

potencialmente proteger os presos e os funcionários da propagação de TB 

dentro da prisão e reduzir significativamente a carga nacional da TB (Baussano 

et al., 2010).  

A ocorrência de TB em prisões vem sendo descrita como um alarmante 

problema de saúde pública em muitos países. A prevalência mundial de TB 

entre detentos possui uma média 26,4 vezes maior do que a da população 

geral, podendo chegar até 61,8 vezes maior do que as médias nacionais 

(WHO, 2007; Baussano et al., 2010). 

A população carcerária possui grande vulnerabilidade para a TB, em 

decorrência de um conjunto de fatores, incluindo aqueles relacionados às 

características desta população e do confinamento, como também do acesso 

aos serviços de saúde e condutas para controle de infecções (CDC, 2006; 
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Baussano, 2010). As prisões representam um reservatório para a transmissão 

da doença à comunidade em geral, de acordo com a literatura. A infecção por 

TB pode se espalhar para a população em geral através de funcionários da 

prisão, visitantes e contatos próximos de prisioneiros libertos (Niveau, 2006). A 

dinâmica de transmissão entre as populações geral e carcerária tem sido 

hipotetizada para desempenhar um papel fundamental na condução da 

incidência, prevalência e mortalidade da TB na população em geral (Stuckler et 

al., 2008).  

Pessoas de todas as idades são afetadas por TB, mas as maiores taxas 

estão entre homens adultos (WHO, 2019) que contabilizaram 57% de todos os 

casos no mundo. Dentre a população geral deste estudo, 70,8% são homens e 

54,4% tinham idade entre 21-40 anos (figura 4.1).  

De acordo com a OMS (WHO, 2019), a TB-MDR permanece como uma 

grande preocupação de saúde pública em muitos países. Entre os 37 países 

com alta carga de TB ou alta carga de TB-MDR, no ano de 2019, o Brasil 

consta entre os quatro países que não possuem dados nacionais em relação 

ao número de casos MDR. 

Estima-se que em 2018, 3,4% dos novos casos mundiais e 18% dos 

casos previamente tratados apresentavam TB-MDR ou TB-RR (WHO, 2019). 

Dentre os casos identificados entre a população de Rondônia por este trabalho, 

apenas três casos já tinham sido tratados previamente, o que pode sugerir uma 

transmissão ativa de isolados resistentes entre esta população, principalmente 

resistência primária.  

Na população estudada, os casos com resistência por TSA a pelo 

menos um dos medicamentos foi de 28%, enquanto para TB-MDR/RR foi 4,8% 

(tabela 4.2). Entre os estudos brasileiros, houve grande variabilidade de 

resultados, dadas as características de cada população estudada, variando de 

9,4% a 19,2% e para TB-MDR variou de 3,4% a 15% (Brito et al., 2010; 

Marques et al., 2010; Coelho et al., 2012; Garrido et al., 2015; Fregona et al., 

2017). 

Na população de Rondônia incluída no presente estudo, houve a 

predominância de resistência à estreptomicina na população geral, sendo esta 
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a única resistência encontrada entre os privados de liberdade, seguida pela 

resistência à isoniazida e então à rifampicina. Para os casos TB-MDR, a maior 

frequência foi a resistência combinada de isoniazida, rifampicina e 

estreptomicina. 

De forma divergente, outros estudos brasileiros (nos estados do Espírito 

Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro  e São Paulo) 

observaram uma predominância de resistência a isoniazida seguida por 

estreptomicina e, em casos TB-MDR, maior frequência de isoniazida em 

conjunto com rifampicina (Braga et al., 2003; ; Souza et al., 2006; Brito et al., 

2010; Marques et al., 2010; Coelho et al., 2012; Fregona et al., 2017). Fregona 

et al. (2017) argumentam que esses perfis de resistência podem estar 

relacionados às políticas de notificação, mas também foi sugerido que perfis de 

resistência podem ser diferentes de acordo com a região ou a coorte estudada 

(Dalcolmo et al., 2007; Basit et al., 2014). 

Famílias por spoligotyping 

Evidências apontam que a migração humana tem influência na 

composição genética e variabilidade de M. tuberculosis associada à região 

(Mokrousov, 2007; Brites & Gagneux, 2017). 

As principais famílias encontradas neste estudo foram LAM, X, H e T 

(63,8%, 11,6%, 6,3% e 4,9%, respectivamente), que representam 86,6% dos 

isolados estudados (figura 4.2). Destas famílias, LAM, H e T são as mais 

frequentes na África, América Central, Europa e América do Sul (Brudey et al., 

2006). Outros estudos do Brasil, que não incluem Rondônia, apontam as 

famílias LAM, H e T como as predominantes, mas com uma baixa frequência 

da família X (Miranda et al., 2011; Gomes et al., 2012; Ritacco et al., 2012; 

Furlaneto et al., 2013; Dantas et al., 2015).  

A família H tem sido associada à TB-MDR, e a associação deste 

genótipo com surtos de cepas resistentes demonstra claramente seu potencial 

epidêmico (Mardassi et al., 2005; Farnia et al., 2006). Entretanto, o oposto foi 

visto entre os 14 isolados de H identificado neste estudo, pois foram 

observados apenas três com resistência no TSA, sendo um deles TB-MDR. 
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Cinco isolados foram identificados como pertencentes a família EAI, 

representando 3% das amostras desse estudo (figura 4.2). A família EAI está 

entre as mais frequentes na população paraense, também na região norte do 

Brasil; no entanto é raramente relatada na América do Sul (Miranda et al., 

2011; Gomes et al., 2012; Conceição et al., 2017). Duarte et al. (2017) 

sugerem, após reunir dados de diversos estudos que incluem amostras de 10 

estados brasileiros entre os anos 1995-2011, que a família EAI pode ser 

endêmica, mas de baixa frequência no Brasil; sua presença no território 

brasileiro pode ter relação com a migração entre o leste africano e o Brasil 

durante o período de tráfico de escravos (Conceição et al,. 2019). 

Identificamos dois isolados da família Ural, ambos Ural-1 (SIT 2503), 

entre as amostras da população geral (figura 4.2). Essa família tem sido 

descrita circulando principalmente no Norte da Europa e da Ásia, na Rússia e 

em países que formavam a União Soviética, com isolados esporádicos em 

outras localidades (Mokrousov, 2012, 2015). Ambos apresentaram resistência 

no TSA (anexo I), um isolado apenas a RIF e o segundo isolado sendo MDR 

(INH, RIF e STP). Estudos recentes de diferentes partes do leste europeu 

(Moldova, Lituânia, noroeste da Rússia) relataram um aumento na circulação 

de isolados MDR de Ural, alguns como XDR ou pré-XDR (resistência a INH e 

RIF, incluindo a FQ ou a um agente injetável de segunda linha, mas não 

ambos) (Barnejee et al., 2008; Crudu et al., 2014; Morrousov, 2015; Vyazovaya 

et al., 2015). Sinkov et al (2018) caracterizaram um cluster de Ural associado a 

pré-XDR e suas mutações características associadas à resistência. Esses 

dados, somados a frequência, ainda que baixa, de 0,1 a 1,2% (representando 

de 1 a 5 isolados por estudo), dos isolados circulantes no Brasil (Nogueira et 

al., 2016; Conceição et al., 2017; Medeiros et al., 2018), demonstram 

importância para serem investigados e acompanhados.  

A população carcerária apresentou 8,6% (5/56) de família T – em maior 

proporção do que a população geral que foi de 3,6% -- sendo 5,3% (3/56) T1 e 

3,6% (2/56) T3 (figura 4.3). A família T não é bem definida levando a 

convergência e a uma classificação não real dos isolados.  

Foi possível observar que, apesar da sobreposição da distribuição das 

subfamílias entre as duas populações, algumas delas foram vistas apenas em 
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uma população e/ou ano específico, como pode ser visto nas figuras 4.3 e 4.4. 

Isto indica que, apesar da existência dessa sobreposição sugerir que ambas as 

populações tem cadeias de transmissão em comum, ainda existem cadeias de 

transmissão específicas para cada população. 

Em relação às subfamílias encontradas apenas na população geral, 

identificamos 10: EAI5 e EAI6, LAM2, LAM3, LAM11-ZWE, T, T2, Ural-1, X1 e 

X2. Destas, todas as pertencentes à família EAI e os dois isolados Ural-1 só 

foram identificados no ano de 2014, o que sugere que a presença desses 

isolados específicos pode estar sujeita a algum evento específico que ocorreu 

apenas nessa população. 

 Na população carcerária foram encontradas duas subfamílias não 

detectadas na população geral, as subfamílias T3 e X3. A presença exclusiva 

destas duas indica que existe uma cadeia de transmissão ocorrendo e se 

mantendo nesse cenário, o que reforça a importância de identificar e tratar os 

casos no interior das unidades prisionais que podem servir de reservatórios. 

A família X é altamente prevalente nas Américas do Norte e Central e 

pode estar ligada a uma ascendência anglo-saxã, sendo encontrada em áreas 

colonizadas pelos ingleses, como no Reino Unido, EUA, Austrália, África do Sul 

e no Caribe (Brudey et al., 2006a). Neste estudo a família X apresentou as 

subfamílias X1, X2 e X3, com maior proporção do SIT92 de distribuição 

universal, o qual também foi encontrado por Malaspina et al. (2008) em 

Ribeirão Preto/SP, por David (2007) em Portugal e por Cafrune et al. (2009) em 

Porto Alegre em seus estudos. Diversos estudos em coortes brasileiras 

detectaram baixa frequência ou nenhum isolado dessa família (Gomes et al., 

2012; Kuhleis et al., 2012; Perizzolo et al., 2012; Luiz et al., 2013; Martins et al., 

2013; Vinhas et al., 2013; Huber et al., 2014; Machado et al., 2014; 

Vasconcenllos et al., 2014; Nogueira et al., 2016; Conceição et al., 2017) 

divergindo do que foi encontrado neste estudos, pois foi observada uma 

frequência de 11,6% (figura 4.2), especialmente com a subfamília X3 (figura 

4.3).  

Os spoligotypes mais frequentes neste estudo foram: 42, 92, 150, 64 e 

216 (tabela 4.3). Amplamente distribuídos, os spoligotypes SIT42 (LAM9) 

agruparam o maior número de amostras, englobando 33,6% (73/224) de todos 
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os casos deste estudo, seguido por 22/224 (9,8%) de spoligotypes não 

descritos no banco de dados, fato que pode sugerir que ambos são mais 

facilmente transmitidos e possivelmente mais adaptados.  

Na população em geral, observaram-se 20 subfamílias (figura 4.3) 

enquanto na população prisional, 11 subfamílias. Assim, nos presídios se 

identificou um menor número de famílias, portanto, uma menor diversidade 

encontrada quando comparadas com a população geral, fato que já era 

esperado visto que o tamanho populacional das prisões é menor e/ou devido a 

transmissão recente entre essa população. 

Foram descritos 18 SIT observados pela primeira vez no Brasil que 

podem estar relacionados à questão das movimentações populacionais, em 

que existe forte movimento de migração, conforme proposto por Gomes et al. 

(2011). Um destes perfis (código octal 577737607760700, quadro 4.1) foi 

identificado em seis pacientes e parece ser exclusivo do Brasil (Couvin et al., 

2018), sugerindo uma elevada adaptação desse genótipo no Brasil.  

Um estudo recente mostrou uma associação entre uma maior virulência 

e a carga bacteriana elevada dos escarros antes do tratamento (Tram et al., 

2018). Também relacionaram menor virulência em isolados da linhagem 4 

(Euro-American) do que a linhagem 2 (East Asian/Beijing). Neste estudo, foi 

possível comparar os resultados da baciloscopia com as famílias e subfamílias 

identificadas. Apesar das limitações deste trabalho, foi possível observar uma 

sutil diversidade nas cargas bacterianas em relação as subfamílias LAM, 

principalmente entre LAM9 (SIT 42) e LAM 5 (SIT 216), mas será preciso 

aumentar a amostragem, refinar os critérios e selecionar outras formas de 

medição para investir profundamente essa questão. 

MIRU-VNTR 

A combinação de Spoligotyping e MIRU-VNTR tem sido proposta como 

um novo padrão molecular para estudos epidemiológicos (Supply et al., 2006; 

Gomes et al., 2011; Miranda et al., 2011). Bem como para a definição de 

clusters e indicação potencial de transmissão (Merker et al., 2017). 

 Desse modo, submetemos os isolados já identificados por spoligotyping, 

ao MIRU-VNTR 24 loci, especialmente quando foi possível coletar mais de uma 
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amostra, em momentos diferentes, para cada paciente. Os perfis das famílias 

identificadas, de modo geral, não foram discrepantes com e sem a associação 

do spoligotyping com o MIRU-VNTR, exceto para a superfamília T, que foi 

agrupada entre as estirpes da família H no banco de dados MIRU-VNTRplus. 

Essas diferenças na classificação através dessas duas técnicas foram 

descritas primeiramente por Vasconcellos et al (2014) e, mais recentemente, 

foram novamente apontadas por Salvato et al (2019). 

 Delineamos MST para resumir as prováveis relações entre os perfis de 

MIRU-VNTR-15 em nosso estudo (figura 4.5). A família LAM foi disposta em 

todos s braços da MST, como esperado para uma família tão diversa composta 

por tantas subfamílias neste estudo. Alguns isolados de outras famílias 

apresentaram fracas ligações em outros ramos, e houve uma representação 

central e superior de isolados LAM e uma ramificação abaixo reunindo 

exemplares das famílias X, H e alguns T. Resultados similares foram vistos em 

outros estudos (Gomes et al., 2012; Nogueira et al., 2016; Medeiros et al., 

2018). Esses resultados reforçam que os eventos de transmissão entre as 

populações estão intimamente relacionados e ocorrendo de forma simultânea. 

 Interessantemente, os dois isolados Ural-1 foram dispostos em pontos 

distantes da MST, o que sugere que esses casos possam não estar ligados a 

mesma cadeia de transmissão. Isto, além do fato de ter sido identificada por 

outros autores em isolados do Brasil (Nogueira et al., 2016; Conceição et al., 

2017; Medeiros et al., 2018) levantam a possibilidade de que a prevalência 

dessa subfamília possa estar ocorrendo de forma subnotificada. 

Os isolados EAI, pertinentes apenas a população geral, foram dispostos 

em um braço mais distante da árvore, como esperado por pertencerem a 

linhagem 1 que é relativamente distante das outras famílias do estudo que 

compõem a maioria da árvore, como a linhagem 4 (Comas et al., 2013; Coll et 

al., 2014; Stucki et al., 2016). 

Ainda, na porção superior da MST (figura 4.5 B), formou-se um cluster 

composto por isolados das famílias LAM, X, Ural, T e quatro perfis novos, 

agrupando tanto amostras da população geral quanto da carcerária. 

Interessantemente, também inclui isolados mistos – todos provenientes da 

população carcerária e isolados das famílias LAM e X. Esse agrupamento 
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ressalta a proximidade da transmissão destas populações e poderia sugerir 

que a ocorrência de infecção mista estaria associada a um cenário onde existe 

presença de diversas estirpes e não apenas por casos de reinfecção da 

mesma estirpe. 

Sugestão de infecção mista 

Entre as abordagens moleculares, MIRU-VNTR atualmente é o método 

mais utilizado para a detecção de infecções policlonais ou mistas (Oelemann et 

al., 2007; Fang et al., 2008). A infecção mista na tuberculose pode ocorrer 

especialmente em países com alta carga da doença (Chatterjee & Mistry, 

2013). Existem diversos relatos sobre a determinação de infecções mistas em 

países com carga mediana (Cohen et al., 2012). Infecções mistas são uma das 

razões que podem levar a falha na terapia da tuberculose, mas a frequência 

das infecções mistas frequentemente não é conhecida. Desse modo, a 

determinação destas infecções policlonais é crucial para o controle da 

tuberculose nas populações (van Rie et al., 2005). 

Alguns autores definem infecção mista utilizando o MIRU-VNTR, quando 

por exemplo um isolado apresenta mais de uma amplificação para dois ou mais 

loci, e a amplificação múltipla de um único locus como uma representação de 

evolução clonal (Cohen et al., 2012, Hajimiri et al., 2016). Por outro lado,outros 

autores consideram infecção mista quando pelo menos um locus apresenta 

mais de um alelo (Fang et al., 2008; Mokrousov et al., 2009; Navarro et al., 

2011). 

Através do uso do MIRU-VNTR-24 loci, detectamos 19,3% (34/176) de 

infecção mista em nossas populações de estudo, seja por casos de reinfecção 

pela mesma estirpe (com apenas um locus de diferença) ou por isolados 

correspondentes a estirpes divergentes (dois ou mais loci diferentes). Essa 

taxa está de acordo com as taxas que foram encontradas em diversos estudos. 

Um estudo com pacientes do Irã demonstrou a existência de infecções mistas 

em 26,6% das amostras (Hajimiri et al., 2016); alguns países da Ásia e da 

África apresentaram uma frequência de até 19% (Warren et al., 2004; Rigouts, 

2006; Fang et al., 2008; Mokrousov et al., 2009; Dickman et al., 2010). Em 

Malawi e Taiwan, as taxas foram de 2,8% e 11,3% de infecções mistas, 



 86 

respectivamente (Huang et al., 2010; Mallard et al., 2010). No Quirguistão 

foram detectados 13,7% dos pacientes com tuberculose com infecções mistas 

(Mokrousov et al., 2009). No Vietnã a prevalência foi de 3,1% (Huyen et al., 

2012), enquanto para a África do Sul e Uganda, as taxas foram de 9% e 7% 

respectivamente (Dickman et al., 2010; Navarro et al., 2011). Esses resultados 

reforçam a linha de que cenários onde as cargas da doença são maiores 

favorecem a ocorrência das infecções mistas, e o Brasil é um dos 30 países 

com as maiores cargas de tuberculose (WHO, 2019).  

Alguns autores buscaram associar a presença da infecção mista à 

alguma linhagem ou família específica. Hanekom et al. (2013) indicaram as 

famílias Beijing (linhagem 2) e H (Harleem, linhagem 4) como mais prováveis 

de ocorrerem em infecções mistas, sugerindo, ainda, que possa existir uma 

adaptação de determinadas estirpes às populações que costumam infectar.  

Huang et al (2010) não apenas avaliaram as infecções mistas como 

apontaram que estas influenciam nos perfis de suscetibilidade, onde a 

presença de infecção mista (Beijing + não-Beijing) estava mais associada a 

presença de pelo menos uma resistência – incluindo MDR, enquanto estirpes 

puras da família Beijing estavam mais associadas aos casos unicamente MDR, 

e estirpes puras não-Beijing apresentavam maior frequência de suscetibilidade. 

Como pode ser verificado no anexo I, 33 infecções mistas identificadas 

nesse estudo pertencem a linhagem 4 e uma EAI (linhagem 1), e apenas 3 

destas apresentaram resistência no TSA (1 MDR, 1 RIF e 1 STP), essas 

últimas pertencem a família LAM. Essa proporção de mistura associada à 

linhagem 4 era esperada por conta do número de isolados pertencentes a 

mesma e principalmente da família LAM. Portanto, apesar do grande número 

de LAM9 (SIT42) compondo infecções mistas, o número de amostras deste 

estudo é um fator limitante para essa associação. Entretanto, foi possível 

observar uma taxa proporcional de mais do que o dobro de infecções puras 

resistentes do que infecções mistas com esse perfil (20,4% para os isolados 

puros e 8% para os mistos). 

 Ainda com base nos resultados de MIRU-VNTR, buscamos investigar 

mais profundamente essas infecções mistas, através da definição do que seria 

o isolado majoritário e o minoritário. Partimos do ponto em que aquele que 
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estaria em maior concentração na amostra apresentaria uma amplificação 

maior e, consequentemente, um pico mais alto nas análises para todos os 

alelos de cada amostra. Como pode ser visto na figura 4.6, a maior parte dos 

isolados foi disposta próxima aos seus pares, como é de se esperar em um 

cenário com endemia típica de determinadas famílias. Entretanto, as distâncias 

dos isolados das amostras 331 e 333 foram suficientes para que estes fossem 

dispostos em braços diferentes e distantes das árvores, sugerindo que existe 

uma relação mais dinâmica entre as estirpes e a ocorrência de infecção mista 

por isolados de diferentes estirpes. 

 Foi feita uma análise por similaridade a fim de verificar se esses isolados 

se diferenciavam a ponto de pertencerem a famílias, subfamílias ou mesmo 

linhagens diferentes. Apenas a amostra 331 apresentou uma diferença 

significativa, pois a majoritária possui o perfil LAM, e a minoritária possui a 

mesma similaridade para duas subfamílias distintas, LAM e H, sugerindo uma 

infecção por pelo menos 3 isolados ou algum conflito na classificação. 

Chaterjee & Mistry (2013) relataram um caso similar, em que uma infecção 

mista seria a responsável por um conflito na classificação, com subfamílias 

caracterizadas por esses perfis mistos corroborando o nosso resultado, pois a 

amostra 331 apresentou um perfil de spoligotyping não registrado no banco de 

dados, enquanto a amostra 333, nesta divisão, apresentou perfil LAM para 

ambas. 

 Durante a identificação das amostras por spoligotyping, 22 amostras 

apresentaram perfis não identificáveis no SITVIT2, portanto utilizamos os 

resultados de MIRU-VNTR para ampliar a resolução de sua identificação. 

Através da análise por similaridade e construção de uma árvore NJ (anexo II), 

foi possível inferir que 13 isolados podem fazer parte da cadeia evolutiva da 

família LAM, enquanto outras foram aproximadas de estirpes identificadas 

como UgandaI, Beijing, H e Cameroon. Esse resultado indica que é preciso 

levar em consideração a evolução das estirpes pertencentes as famílias 

endêmicas. Além disso, sugere que na circulação de outras estirpes com baixa 

predominância no Brasil, estas podem apresentar variações em suas taxas 

evolutivas ao ponto de seus perfis de spoligotyping serem alterados e não 

identificáveis.  
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Utilizamos os perfis de spoligotyping para investigar a dinâmica das 

populações de M. tuberculosis nesses pacientes. Obtivemos mais de uma 

amostra para 22 pacientes, em momentos diferentes. Destes pacientes, nove 

apresentaram diferenças de SIT entre suas amostras (tabela 4.6), sendo cinco 

com a ausência de um ou mais espaçadores da DR numa amostra coletada em 

um segundo ou terceiro momento, em relação a primeira amostra coletada 

desse paciente. O oposto também ocorreu, ou seja, a segunda ou terceira 

amostra do paciente com a presença de um ou mais espaçadores em relação a 

primeira amostra. Então, é possível inferir alguns cenários, baseados no que 

sugere a literatura em relação a infecções mistas (McIvor et al., 2017; Ley et 

al., 2019):  

Para as amostras que “perderam” espa adores      isto poderia ser 

devido a uma microevolução dentro do hospedeiro ou (2) devido a uma cadeia 

de infecção onde os eventos aconteceram dentro de uma população restrita ou 

(3) por uma superinfecção com ambos os perfis onde houve seleção durante a 

coleta do escarro  ou durante o cultivo . Quanto as amostras que “ganharam” 

espaçadores, (1) reinfecção por outro isolado ou (2) recidiva de uma infecção 

anterior ou (3) superinfecção com ambos os perfis e, consequentemente, 

seleção na coleta e/ou cultivo. 

Apesar da existência da infecção mista por M. tuberculosis ser aceita de 

modo geral (Alonso et al., 2012; Chatterjee & Mistry, 2013; Bidovec-Stojkovič et 

al., 2014), estudos abrangentes sobre seu impacto no tratamento ainda são 

raros. Infecções policlonais de M. tuberculosis podem ter impacto negativo no 

TSA tanto por métodos fenotípicos quanto genotípicos (Zheng et al., 2012; 

Zetola et al., 2014). Isto representa um outro problema para o diagnóstico e 

tratamento de pacientes com TB, cuja heterorresistência é mais difícil de 

detectar pelo método TSA típico (Hofmann-Thiel et al., 2014). 

Ao analisar os dados de spoligotyping, TSA e fita Hain dessas amostras 

(tabela 4.6), foi possível observar que todas as diferenças de resistência desta 

amostragem estavam presentes entre os pacientes que não apresentaram 

diferenças nos perfis de spoligotyping de suas amostras. Entretanto, cabe 

ressaltar que isolados de dois pacientes que inicialmente foram sensíveis no 

TSA e que foram confirmados como resistentes em um segundo momento, 
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foram os mesmos que contiveram discrepância entre o TSA e a fita Hain, com 

essa última não detectando mutações associadas a resistência, o que reforça a 

ocorrência de resistência sem a presença das mutações já caracterizadas. 

Por conta da não associação dos resultados de spoligotyping com 

heterorresistência, investigamos se a os perfis de MIRU-VNTR, sugerindo 

infecção mista ou apenas a diferença de alelos entre os isolados do mesmo 

paciente, poderiam servir de indicadores. Entre os cinco pacientes que 

apresentaram discrepâncias de resistência em suas amostras, apenas o 

paciente 6 apresentou infecção monoclonal pelo MIRU-VNTR, enquanto os 

outros quatro pacientes não apresentaram infecções mistas, apenas diferenças 

entre os alelos. O caso com a maior diferença foi o do paciente 4 que continha 

14 loci diferentes. Os isolados desse paciente demonstraram a presença de 

resistência a SIRE no primeiro momento, sensibilidade à estreptomicina na 

segunda coleta e, novamente, perfil SIRE. Isso pode sugerir tanto uma 

competição entre esses isolados heterorresistentes quanto a seleção pelos 

métodos de análise. 

Ainda temos o exemplo do paciente 7, cujos dois primeiros isolados 

possuíam perfil suscetível no TSA e sem diferença nos MIRU; o último isolado, 

porém, continha um locus diferente dos outros dois e resistência a dois 

antimicrobianos, etambutol e estreptomicina. Esse resultado sugere uma 

microevolução que levou ao surgimento da resistência. Outro cenário foi visto 

com o paciente 13, que previamente era resistente a estreptomicina e, depois, 

com três alelos diferentes, totalmente suscetível, esse evento estaria associado 

à uma reinfecção por outra estirpe.  

A avaliação de infecções mistas é importante por diversas razões: 

diagnóstico acurado da doença, tratamento efetivo dos pacientes e controle 

populacional da tuberculose (Cohen et al, 2012); estes tipos de infecções terão 

mais impacto caso haja perfis de heterorresistência (Hajimiri et al., 2016). 

Deste modo, a dinâmica das infecções mistas e microevolução pode implicar 

em resultados discordantes entre TSA fenotípico e genotípico, mudança de 

perfis de resistência e suscetibilidade e heterorresistência se mostrando ser 

ainda mais complexa do que mostra a literatura. 
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Evidências de infecção mista em WGS 

A inovação do sequenciamento de genoma completo (WGS) trouxe 

desenvolvimentos significativos ao nosso entendimento das dinâmicas de 

doenças bacterianas, incluindo a transmissão de patógenos e a dispersão de 

resistência aos antimicrobianos. 

Abordagens baseadas em WGS estão deixando de ser utilizadas 

exclusivamente em laboratórios de pesquisa, passando para o atendimento 

clínico e outras aplicações de saúde pública, ainda que esse processo esteja 

em um ritmo baseado na redução do custo dos aparelhos e das reações. A 

OMS já está utilizando o WGS para a vigilância de resistência aos 

antimicrobianos (Zignol et al., 2018) e uma avaliação das tecnologias de 

sequenciamento para a rotina de TSA genotípico está programada (WHO, 

2018).  

As análises genômicas mapeiam, a partir da referência, variantes como 

SNPs e inserções ou deleções. Assim, com base nas variantes detectadas, 

pode-se inferir resistência aos antimicrobianos, genotipagem, etc. Entretanto, 

essas análises de variantes podem identificar mais de um alelo em um único 

locus, resultando em uma chamada de base heterozigota em genomas 

bacterianos haplóides. Estas chamadas heterozigotas ou SNPs mistos podem 

ser biologicamente relevantes e indicar a presença de infecção mista (Mallard 

et al., 2010; Cohen et al., 2012; Eyre et al., 2013). 

Dado que o M. tuberculosis é haploide, a existência de um amplo 

número de variantes heterozigotas de alta qualidade pode sugerir infecção 

mista (Guerra-Assunção et al., 2015). Por exemplo, Koser et al. identificaram 

209 SNVs de um cultivo prévio e proveniente de um paciente que estava 

infectado com dois isolados Beijing relativamente distantes (Koser et al., 2013). 

Chan e colaboradores aplicaram análises metagenômicas a uma amostra de 

múmia de 215 anos e identificaram 398 SNVs heterozigotos depois de mapear 

os dados de sequenciamento em relação ao genoma de H37rv, o que sugere 

que o indivíduo estava com infecção mista de M. tuberculosis (Chan et al., 

2013).  
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Entretanto, devido a interferência de erros de sequenciamento, a 

chamada de bases heterozigotas de alta qualidade normalmente precisa de 

grande abundância do isolado minoritário (>30%) na infecção mista (Koser et 

al., 2013; Guerra-Assunção et al., 2015). Além disso, através dos métodos que 

eram utilizados até então, apenas infecções mistas causadas por isolados 

relativamente distantes (isso é, com diferença genômica >100 SNVs) poderiam 

ser detectadas de forma inequívoca por estes métodos. Quando apenas um 

pequeno número de SNVs é detectado, a acurácia será menor em afirmar que 

sua heterogeneidade é causada por isolados mistos ou microevolução após a 

infecção (Guerra-Assunção et al., 2015).  

Abordagens filogenéticas que utilizavam SNPs heterogêneos para criar 

ramificações divergentes nas sequências dos genomas e, assim, diferenciar 

dois ou mais genomas, foram bem-sucedidas em detectar infecção mista na 

tuberculose (Gan et al., 2016), apesar deste método poder ser limitado pela 

robustez da árvore evolutiva e pela reconstrução do ancestral. 

Levando tudo isso em consideração, utilizamos dados de WGS para 

investigar a frequência das infecções mistas a partir de populações distintas. A 

primeira análise foi a respeito de genomas publicados por Feliciano et al (2018) 

em um trabalho que demonstrou a divergência entre o TSA fenotípico e 

genotípico (figura 4.7). Os próprios autores sugeriram a possiblidade de uma 

infecção mista como um dos fatores que poderiam estar influenciando esses 

resultados.  

Sendo assim, após submetemos esses genomas ao MixedInfectR, 

obtivemos 80% (24/30) das amostras com infecção mista, tendo a média de 

174,6 SNPs heterozigotos (96-992) (tabela 4.7). Gan et al (2016) encontraram 

proporções similares em suas análises para chamadas heterozigotas com a 

média de 222 SNPs (61-625) e Sobkowiak et al (2018) encontraram de 6 a 609 

chamadas heterozigotas. 

O estudo que desenvolveu o método utilizado nesse trabalho analisou 

1963 amostras e encontrou 9,9% de infecção mista no Malawi (Sobkowiak et 

al., 2018). Em diversos países foram encontradas altas taxas de infecção 

mista, como por exemplo de 57,1% no Uzbequistão (Hofmann-Thiel et al., 

2009), taxas de 55,3% - 55,95% no Irã (Farmanfarmaei et al., 2017; Kamakoli 
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et al., 2017; Sadegh et al., 2017) e 29,4% na África do Sul (Cohen et al., 2016); 

esses resultados, porém, foram baseados em MIRU-VNTR-24 locus. Devido ao 

fato de que essas técnicas são mais indicadas para diferenciar isolados 

relativamente mais distantes (de Boer et al., 2000), é provável que as taxas de 

infecção mista sejam maiores do que foram descritas. 

Dentre os 30 genomas (figura 4.7), 14 apresentaram perfil fenotípico 

MDR/XDR; destas, 64,3% (9/14) com infecção mista e seis das oito 

discrepâncias também foram mistas (tabela 4.8). Esses resultados estão de 

acordo com o que mostraram outros trabalhos, que associaram infecção mista 

à resistência e divergência de resultados (Cohen et al., 2012; Zheng et al., 

2012; Zetola et al., 2014; Hajimiri et al., 2016). 
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Genomas exclusivamente do Brasil 

Devidos aos resultados obtidos nas análises dos 30 genomas na seção 

anterior, definimos uma amostragem maior e com genomas que já estávamos 

analisando, desde a execução do TSA às análises de SNPs relacionados à 

resistência, no intuito de verificar se as taxas de infecção mista e seu padrão se 

mantém. 

Inicialmente, genotipamos esses genomas utilizando TB-profile e a 

relação pode ser vista na figura 4.8. Como era esperado, todos pertencem a 

linhagem 4, que é a predominante no Brasil (Stucki et al., 2016; Brites & 

Gagneux, 2017) com grande representação das sublinhagens 4.1 (X e H) e 4.3 

(LAM), enquanto as outras sublinhagens (4.4, 4.7, 4.8 e 4.9) pertencem a 

superfamília T e suas divisões, o que está de acordo com a literatura (Gomes 

et al., 2012). 

Em seguida, analisamos, por meio de Mykrobe TB, os SNPs associados 

a resistência aos antimicrobianos para sua comparação com o fenótipo. Este 

resultado pode ser visto na tabela 4.10, a qual mostra que a análise do 

genótipo não correspondeu ao resultado de TSA, com menor sensibilidade em 

relação a MDR e INH e menor especificidade a RIF. Resultados similares foram 

vistos por Feliciano et al (2018), diferentemente de Coll et al (2015) que 

encontraram alta sensibilidade e especificidade, bem como Walker et al (2015), 

que sugere que é necessária uma relação completa dos determinantes de 

resistência, ou seja, um mapeamento completo das mutações. Esses 

resultados podem estar relacionados a heterorresistência ou mutações 

diferentes conferindo resistência. 

A maioria dos isolados resistentes a rifampicina (51,4%) apresentou 

mutações no gene rpoB, cuja mutação mais frequente foi S450L como 

demonstrado em outros estudos (Ramaswamy & Musser, 1998; Brossier et al., 

2017; Feliciano et al., 2018). Apesar da base molecular da resistência à 

isoniazida ser mais complexa, a mutação S315 no gene KatG foi a mais 

encontrada (58,1%), como relatado na literatura, incluindo outro estudo no 

Brasil (Bollela et al., 2016, Feliciano et al., 2018)  
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Seis genomas apresentaram mutações que conferem o perfil XDR, mas 

esses isolados não continham informação sobre antimicrobianos de segunda 

linha no TSA, mas sim MDR ou MDR mais alguma resistência. Isso pode ser 

devido a limitação do TSA, por ter sido executado apenas para cinco 

antimicrobianos (outros estão em andamento) ou verdadeira divergência entre 

os testes. De qualquer modo, quatro desses genomas foram definidos como 

infecção mista (anexo III) e também foram identificadas mutações divergentes 

entre os programas (quadro 4.2), o que reforça a evidência de infecção mista, 

mas precisa ser visto com cuidado por conta das diferenças de análises feitas 

por esses programas, sendo necessária a utilização de critérios bem definidos. 

Foi vista uma alta frequência de MDR entre as linhagens 4.1 (43%, 

13/30) e 4.3 (30,8%, 12/39) (figura 4.9), o que é preocupante, dado que essas 

são as linhagens mais comuns circulantes no país. Apesar da literatura mostrar 

que a linhagem 2 está mais associada a maior virulência e o surgimento de 

resistência do que a linhagem 4 (Borrell & Trauner, 2017), a ocorrência das 

infecções mistas pode influenciar nesses resultados. 

Uma alta taxa de infecção mista (81,8%) também foi vista nessa 

amostragem (figura 4.11), em especial entre as linhagens mais frequentes 

desse estudo, 4.1 (83,3%, 25/30) e 4.3 (82,1%, 32/39), perfil similar ao que foi 

visto nos resultados anteriores (tabela 4.8) e que já foram discutidos acima. 

Apesar das divergências entre os TSA fenotípico e genotípico, não foi 

possível observar diferenças na proporção da ocorrência de infecção mista 

(figura 4.12). 

De acordo com a análise do número de isolados em uma amostra 

(figura 4.13), a linhagem 4.1 estava relacionada com a frequência de dois 

isolados por amostra, enquanto a linhagem 4.3 apresentou frequências 

similares para dois e três isolados. Esse resultado traz uma nova informação 

para a dinâmica da infecção, sugerindo, apesar da necessidade em ampliar 

essa investigação, que fatores associados a linhagem podem influenciar em 

sua capacidade de competir com outras estirpes ou linhagens dentro do 

hospedeiro. 
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Foi vista uma relação maior das infecções mistas nos genomas com 

perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, com pouco mais de 56% tanto 

para o teste genotípico quanto fenotípico para os genomas com dois isolados e 

mais de 34% para os genomas com três isolados, enquanto os genomas com 

apenas um isolado totalizaram pouco mais de 7% das amostras suscetíveis. 

Ao analisar apenas os genomas com perfis de resistência, o padrão se 

manteve, dentre os genomas puros 81% apresentaram resistência enquanto 

entre os genomas com dois e três isolados foram observadas frequências de 

53% e 34%, respectivamente. 

Esses dois últimos resultados, diferentemente do que esperado, 

relacionaram infecções mistas com perfil de suscetibilidade e infecção pura 

com perfil de resistência. 
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6 . CONCLUSÕES 

Essa foi a primeira caracterização de isolados de M. tuberculosis 

provenientes das populações geral e carcerária de Rondônia com a 

combinação de spoligotyping e MIRU-VNTR. Essa classificação filogenética 

demonstrou uma composição genética bacteriana com predominância das 

famílias LAM, X, H e T; com particularidades a serem mencionadas. Foi 

observada a frequência de 11,6% das famílias X, genótipo de baixa frequência 

no Brasil e dois isolados de Ural-1, incomum e associado, na literatura, com a 

resistência aos antimicrobianos.  

Em relação à população carcerária, foi verificada a presença de isolados 

de M. tuberculosis que apresentavam os mesmos genótipos detectados na 

população geral, indicando cadeias de transmissão compartilhadas. Entretanto, 

a presença de subfamílias específicas exclusivamente na população carcerária, 

sugere a presença também de uma cadeia de transmissão independente da 

população geral. Vale destacar, no entanto, que a obtenção das datas das 

coletas seria importante para reforçar essa conclusão. 

Foram descritos novos perfis observados pela primeira vez, ampliando o 

conhecimento sobre a diversidade dos isolados circulantes nesta região do 

Brasil. Além disso, apesar das limitações deste estudo, esses dados reforçam a 

importância do uso de análises moleculares a fim de acompanhar a distribuição 

e dispersão das famílias circulantes entre as populações no intuito de buscar 

também a distribuições que podem estar relacionadas com os genótipos, como 

perfis de resistência. 

O uso do MIRU-VNTR para a detecção de infecções mistas foi satisfatório 

permitiu identificar que 19,3 % dos pacientes sofreu de infecção mista. 

Permitindo algumas conclusões em relação, principalmente, às amostras 

provenientes do mesmo paciente, como as amostras 331 e 333 confirmaram, 

através da distância evolutiva, a infecção mista por isolados distintos. Amostras 

coletadas em diferentes momentos de nove pacientes apresentaram diferenças 

nas famílias genotipadas. Das 33 infecções mistas, apenas três apresentaram 

alguma resistência no TSA. Esses dados evidenciam que existe diversidade 

populacional de M. tuberculosis dentro de cada paciente e a presença de 
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infecção mista não teve relação com resistência nessa coorte de Rondônia.  

Entretanto, ampliar a amostragem e definir um número maior de amostras por 

pacientes seria necessário para uma melhor compreensão dessa dinâmica. 

Quando analisamos o perfil de resistência aos antimicrobianos da 

presente população de estudo, observamos que a taxa de resistência a pelo 

menos um medicamento foi de 12,7%, sendo 4,8% MDR. Entretanto, não foram 

detectados casos MDR ou com monorresistência a isoniazida ou rifampicina 

nas unidades prisionais, sugerindo que existe uma relação da dispersão de 

clones resistentes com a transmissão entre a população geral nesta coorte. 

Identificar a dinâmica de dispersão é importante para acompanhar esses casos 

e verificar e tratar os contatos de modo a controlar e eliminar a dispersão 

desses isolados resistentes. 

Houve mudança no perfil TSA dos pacientes ao passar do tempo, tanto 

para resistente (três casos) quanto sensível (dois casos), sugerindo que 

processos microevolutivos podem estar associados ao surgimento de 

resistência, principalmente, ao etambutol e à estreptomicina. Além disso, 

pacientes com divergência de lóci entre duas ou mais amostras apresentaram 

diferenças no TSA, sugerindo heterorresistência. A capacidade de identificar a 

presença de heterorresistência pode representar uma melhora no tratamento 

ao se identificar um possível isolado resistente, evitando sua proliferação no 

paciente e, consequente, dispersão entre os contatos do mesmo. 

Em conjunto com dados da análise dos genomas, ainda concluímos que 

dentre 88 genomas do Brasil houve predominância das sublinhagens 4.1 e 4.3, 

com a frequência de MDR nestas duas linhagens de 43% e 30,8%, 

respectivamente. Ainda que esses resultados tenham apresentado dados 

interessantes é recomendado aumentar a amostragem para uma análise mais 

compreensiva. 

Análises de WGS demonstraram 80% de infecção mista e linhagens 4.1 e 

4.3 com a respectivas taxas de infecção mista de 83,3% e 82,1%. A infecção 

mista na coorte Brasil-Moçambique (30 genomas publicados por Feliciano et 

al., 2018) foi associada aos casos MDR/XDR (64,3%), oposto ao restante do 

estudo, pois entre a coorte de 88 genomas exclusivamente brasileiros não 

houve associação entre infecção mista e divergências de TSA, entretanto, 
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houve maior taxa de infecção mista nos casos suscetíveis. A divergência entre 

TSA fenotípico e genotípico foi vista em uma frequência de 64,3% em conjunto 

com infecção mista na população Brasil-Moçambique; sendo que este 

fenômeno ocorreu também principalmente entre MDR e monoINH. Por fim, 

infecções mistas ocorreram com maior frequência entre divergência MDR 

(fenótipo) x XDR (genótipo), sugerindo que a presença da infecção mista pode 

ter importância clínica de acordo com a população. 
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ANEXO I (Conotinuação) 

 

ID INH SM EMB RMP Fita Hain 

Gênero Nasc Bac. Origem HIV/AIDS 

782 S S S S  Masculino 08/06/1980  +++ Porto Velho neg 

1579 S S S S  Masculino 18/05/1982  Guajará Mirim neg 

33 S S S S  Feminino 25/12/1976  +++ Porto Velho neg 

384 S S S S  Masculino 04/07/1984  ++ Porto Velho NR 

473 S S S S  Masculino 10/07/1968  neg Porto Velho pos 

91 S S S S S Masculino 09/02/1962  + Porto Velho NR 

823 S S S S S Masculino 25/07/1952  +++ Porto Velho neg 

596 S S S S  Masculino 22/02/1991  + Presídio    NR 

1464 S S S S  Feminino 18/05/1996 neg Porto Velho NR 

542 S S S S  Masculino 14/07/1991 6 bacilos Presídio    neg 

382 S S S S  Feminino 10/01/1973  5bacilos Porto Velho neg 

649 R S S S S Feminino 01/03/1994  +++ NA NR 

410 S S S S S  01/03/1994 neg Guajará Mirim NR 

13615 S R S S  Masculino 02/06/1976  + Presídio    NR 

548 S S S S  Masculino  neg Guajará Mirim neg 

1404 S S S S  Feminino 05/06/1986  +++ Ji-Paraná pos 

390 S S S S  Masculino 25/02/1965  neg NA NR 
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162 R R S R   Masculino 30/08/1966  ++ Presidente Medici neg 

9 S S S S  Feminino 07/09/1984  neg Porto Velho pos 

640 S S S S   25/12/1983  +++ Presídio    NR 

70 S R S S S Feminino 23/09/1970  ++ Rolim de Moura neg 

892 S S S S  Masculino 22/04/1959  Ji-Paraná neg 

1040 S S S S  Masculino 29/03/1981  + Porto Velho NR 

1060 S S S S  Feminino 25/11/1992  Ji-Paraná neg 

789 S S S S  Masculino 11/03/1956  neg Porto Velho neg 

3014 S S S S S Masculino 10/05/1986  + Porto Velho pos 

86 R S S R  rpoB MUT3 (S531L/S450L); katG MUT1 (S315T1) Feminino 03/10/1973  ++ Porto Velho NR 

428 S S S S   18/02/1991  + Presídio    NR 

321 S S S S S Feminino 12/02/1962  ++ Ariquemes neg 

63 S S S S  Masculino  22/01/2014  neg Presídio    NR 

595 S S S S  Feminino 21/10/1986  ++ Presídio    NR 

773 S S S S  Masculino 15/05/1975  ++ Presídio    NR 

821 S S S S  Feminino 21/10/1986  + Presídio    NR 

13614 S S S S  Masculino 27/09/1984  Presídio    NR 

325 S S S S  Feminino 24/03/1941  neg Porto Velho neg 

333 S S S S S Masculino 27/11/1995 neg Porto Velho neg 

464 S S S S  Masculino 09/06/1965  ++ Porto Velho neg 

783 S S S S  Masculino 13/07/1977  ++ Porto Velho neg 

32215 S S S S S  12/02/1962 neg Ariquemes neg 

379 S S S S  Masculino 26/02/1995 neg Ji-Paraná neg 

848 S S S S  Masculino 03/07/1976 neg Presídio    NR 

1120 S S S S  Masculino 12/12/1955  Ji-Paraná neg 
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587 S S S S  Feminino 28/10/1985  + Porto Velho neg 

1138 S S S S  Feminino 25/07/1975  +++ Espigão do oeste NR 

1313 S S S S  Masculino 12/12/1988 neg Presídio    NR 

1400 S S S S  Feminino 27/09/1962  Ouro Preto do Oeste NR 

392 S S S S  Masculino 03/09/1988 neg Presídio    NR 

591 S S S S  Masculino 21/04/1966 neg Presídio    NR 

1252 S S S S  Masculino 05/04/1989  +++ Presídio    neg 

1311 S S S S  Masculino 16/09/1975 neg Presídio    NR 

1351 S S S S  Masculino 14/05/1983  + Presídio    neg 

1352 S S S S  Masculino 20/05/1989  +++ Presídio    NR 

1415 S S S S  Masculino 02/05/1992 neg Presídio    NR 

1597 S S S S   20/03/1976  +++ Presídio    NR 

1117 S S S S  Masculino 25/11/1988 neg Ji-Paraná neg 

1278 S S S S  Feminino 02/10/1989  ++ Porto Velho NR 

1316 S S S S  Masculino 23/09/1988  Porto Velho neg 

1329 S S S S  Masculino 07/08/1965  +++ Ouro Preto do Oeste neg 

1333 S S S S  Feminino 23/04/1980 neg Porto Velho neg 

1336 S S S S  Masculino 27/05/1983  + Jaru NR 

1337 S S S S  Masculino 13/01/1977  ++ Porto Velho neg 

1342 S S S S  Masculino 22/07/1979  ++ Porto Velho neg 

1422 S S S S  Masculino 07/10/1985  ++ NA NR 

1423 S S S S  Masculino 14/12/1984  + Porto Velho pos 

1485 S S S S  Masculino 21/11/1989  +++ Porto Velho neg 

1534 S S S S  Feminino 12/12/1971  Porto Velho neg 

504 S S S S  Masculino 25/06/1979  +++ Presídio    neg 
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510 S S S S  Masculino 18/02/1983  ++ Presídio    NR 

650 S S S S  Masculino 21/06/1984  + Porto Velho neg 

1421 S S S S  Masculino 30/09/1956  ++ NA NR 

681 S S S S  Feminino 29/03/1989 neg Presídio    NR 

847 S S S S  Masculino 28/05/1990  2bacilos Presídio    neg 

286 S S S S  Feminino 21/12/1993  +++ Porto Velho neg 

488 S S S S  Masculino 12/09/1978  ++ Porto Velho NR 

501 S S S S  Masculino 24/02/1970  +++ Vilhena neg 

67 S S S S S Masculino 20/08/1945 neg NA NR 

897 S S S S  Masculino 26/06/1944  Seringueiras neg 

443 S S S S  Feminino 05/05/1956  ++ Porto Velho NR 

833 S S S S  Masculino 22/11/1973  + BR 364 km 88 neg 

432 R R S S  Masculino 15/04/1991 neg Pimenta Bueno neg 

401 S S S S  Masculino 10/12/1989  ++ Presídio    neg 

345 S S S S  Masculino 06/01/1970  ++ Vilhena neg 

564 S S S S  Masculino 07/10/1984  ++ Humaita neg 

730 S S S S  Feminino 13/05/1953  ++ Porto Velho neg 

395 S R S S S Masculino 27/03/1997  +++ Porto Velho neg 

411 S R S S S  27/03/1977  +++ NA NR 

1133 S R S S  Masculino 12/12/1978  +++ Porto Velho NR 

1374 S R R S   27/03/1977  +++ NA NR 

133 S S S S  Masculino 11/04/1981 neg Presídio    NR 

829 S S S S  Masculino 30/07/1992  +++ Porto Velho neg 

932 S S S S  Masculino 12/12/1951  + Porto Velho neg 

956 S S S S  Masculino 29/05/1977  ++ Porto Velho pos 
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515 S S S S  Masculino 12/09/1988  ++ Presídio    NR 

1176 S R S S  Feminino 01/02/1989 neg Porto Velho neg 

372 S S S S  Masculino 10/09/1977  ++ Presídio    neg 

1291 S S S S  Masculino 10/09/1977  ++ Presídio    NR 

6 S S S S S Feminino 19/03/1983  +++  Porto Velho neg 

7 S S S S S  19/03/1983  +++ NA NR 

39 S S S S S Feminino 30/04/1985 neg NA NR 

950 S S S S  Feminino 15/03/1939  Guajará Mirim neg 

962 S S S S  Masculino 19/03/1968  ++ Porto Velho neg 

830 S S S S S Masculino 11/11/1965  + são francisco do guaporé neg 

857 S S S S S  11/11/1965 neg Porto Velho NR 

1105 S S S S S Feminino 07/08/1976  ++ Guajará Mirim neg 

1262 S S S S S  07/08/1976  NA NR 

1265 S S S S S  07/08/1976  NA NR 

1277 S S S S S  07/08/1976  + NA NR 

695 S S S S  Masculino 07/05/1965 neg Porto Velho neg 

1025 R S S R  rpoB MUT3 (S531L/S450L); katG MUT1 (S315T1)  03/10/1973 neg Porto Velho NR 

979 S R S S  Masculino 24/07/1982  + Presídio    NR 

1195 S R S S   04/07/1982 neg Presídio    NR 

28 S R S S S Masculino 04/09/1987  + Porto Velho neg 

634 S R S S  Masculino 17/08/1992  ++ Porto Velho neg 

873 S R S S  Masculino 12/11/1988  +++ Porto Velho NR 

3015 S R S S S Masculino 17/11/1983 neg Porto Velho neg 

704 S S S S S  28/01/1979  ++ NA NR 

335 S S S S S Feminino 15/07/1991  + Porto Velho neg 
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1426 S S S S   15/07/1991  ++ Porto Velho NR 

602 S S S S   11/09/1972  ++ Presídio    NR 

939 S S S S S Feminino 07/09/1976  neg Porto Velho pos 

658 S S S S S Masculino 25/12/1983  +++ Porto Velho neg 

1507 S S S S   12/02/1962  +++ Ariquemes NR 

21 S S S S  Masculino 27/04/1989  + Presídio    neg 

29 S S S S  Masculino 31/08/1987  ++ Presídio    neg 

88 S S S S  Masculino  29/12/1978  ++ Presídio    NR 

240 S S S S  Masculino 25/12/1985 neg Presídio    NR 

323 S S S S  Masculino 22/06/1991  ++ Presídio    neg 

490 S S S S  Masculino 20/10/1989 neg Presídio    neg 

576 S S S S  Masculino 16/12/1983  +++ Presídio    neg 

2714 S S S S S Masculino 27/12/1989  neg Presídio    neg 

32214 S S S S  Masculino 20/11/1985  +++ Presídio    NR 

107 S S S S S Masculino 30/11/1985  ++ Porto Velho neg 

222 S S S S  Masculino 25/11/1990  ++ Porto Velho neg 

251 S S S S  Masculino 06/01/1977  ++ Porto Velho neg 

292 S S S S  Masculino 23/08/1977  ++ NA NR 

293 S S S S  Masculino 18/04/1969  + Guajará Mirim neg 

465 S S S S  Masculino 18/01/1959 neg Porto Velho NR 

466 S S S S  Masculino 11/07/1984  +++ Guajará Mirim NR 

496 S S S S  Feminino 12/06/1994 neg Porto Velho neg 

528 S S S S  Masculino 16/08/1987  + Ji-Paraná neg 

642 S S S S  Masculino  neg Porto Velho NR 

699 S S S S  Masculino 09/07/1979  ++ Porto Velho neg 



 132 

870 S S S S  Masculino 19/03/1964  + sitio 2 irmãos/linha 665 pos 

2715 S S S S  Feminino 17/01/1989  ++ Candeias neg 

1182 R R S S  Masculino 09/03/1954 neg Porto Velho pos 

161 R R S R  rpoB MUT3 (S531L/S450L); katG MUT1 (S315T1) Masculino 10/11/1965  ++ Porto Velho NR 

17 R R R R    10/11/1963  + Porto Velho neg 

875 R R R R    10/11/1965  ++ Porto Velho NR 

733      Masculino 05/02/1982  +++ Porto Velho neg 

123 S R S S S Feminino 02/09/1970  + Porto Velho neg 

703 S S S S S Masculino 28/01/1976  ++ Porto Velho neg 

403 S S S S  Masculino 11/09/1972  +++ Presídio    NR 

972 S S S S   07/09/1976 neg Presídio    NR 

338 S S S S  Masculino 23/08/1971  + Porto Velho neg 

555 S S S S  Masculino 26/09/1980 neg Porto Velho pos 

712 R R S R   Masculino 20/10/1987 neg Vilhena neg 

280 S S S S  Masculino 04/06/1990  ++ NA NR 

425 S S S S  Masculino 09/10/1986  +++ Presídio    neg 

676 S S S S  Masculino 20/09/1992  ++ Presídio    neg 

630 S S S S  Feminino 27/10/1995 neg Cacoal               neg 

340 S S S S S Masculino 29/06/1973  + Porto Velho neg 

341 S S S S S  29/06/1973  + NA NR 

838 S S S S  Masculino 24/01/1957  +++ Porto Velho neg 

331 S S S S  Masculino 18/02/1991  +++ Presídio    neg 

791 S S S S  Masculino 29/07/1985  ++ Guajará-Mirim neg 

896 S S S S  Masculino 13/03/1998  Ji-Paraná neg 

1455 S S S S  Masculino 02/09/1959  Guajará Mirim neg 
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1567 S S S S  Masculino 28/02/1953  Porto Velho neg 

722 S S S S  Masculino 24/05/1975  ++ Porto Velho NR 

1118 S S S S  Masculino 11/08/1970  Ji-Paraná neg 

1304 S S S S  Feminino 28/01/1967  Cacoal               neg 

1403 S S S S  Feminino 21/10/1995  +++ Ji-Paraná neg 

1568 S S S S  Feminino 19/05/1963  ++ Itapuã do Oeste NR 

1270 R R S S  Masculino 28/04/1995  Guajará Mirim neg 

1447 S S S S S  10/07/1974  Guajará Mirim NR 

546 R R S S S  19/10/1974 neg Guajará Mirim pos 

119 S R S S S Masculino 18/02/1972  +++ Porto Velho neg 

412 S R S S  Masculino 07/06/1988 4 bacilos Porto Velho neg 

304 S S S S  Masculino 20/08/1958 neg Presídio    neg 

115 S S S S S Masculino 02/02/1987  neg Guajará Mirim NR 

409 S S S S  Masculino  neg NA NR 

529 S S S S  Masculino 08/06/1979  ++ NA NR 

710 S S S S  Masculino 04/01/1964 neg Ji-Paraná neg 

711 S S S S  Masculino 14/07/1980 neg Ji-Paraná neg 

1056 S S S S  Feminino 18/06/1995  Teixeropolis neg 

811 S S S S  Masculino 28/05/1992  ++ Presídio    NR 

736 S S S S S Masculino 10/08/1966  +++ Porto Velho neg 

659 S S S S  Masculino 11/07/1960  ++ Porto Velho neg 

1405 S S S S  Feminino 24/05/1962  +++ Ji-Paraná pos 

1203 S S S S  Masculino 19/01/1965  ++ Presídio    neg 

1087 S R S S  Masculino 25/10/1982 neg Presídio    NR 

888 S S S S  Masculino 04/06/1987  +++ Presídio    NR 
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1310 S R S S  Masculino 25/03/1957  +++ Ariquemes Neg 

346 S S S S  Masculino 17/07/1962  +  Vilhena NR 

960 S S S S  Masculino 06/08/1976  neg Porto Velho NR 

427 S S S S  Masculino 02/01/1981 neg Presídio    neg 

124 S S S R  rpoB MUT3 (S531L/S450L); katG MUT1 (S315T1) Masculino 09/09/1972  ++ Porto Velho neg 

628 R R S R   Feminino 24/01/1986  +++ Porto Velho neg 

943 S S S S S  07/02/1933 neg Guajará Mirim neg 

549 S S S S S Masculino 07/02/1933 neg Guajará Mirim NR 

1143 S S S S  Masculino 11/09/1976  +++ Presídio    neg 

1493 S S S S  Masculino 18/05/1988  ++ Presídio    neg 

1131 S S S S  Feminino 04/11/1965  ++ Porto Velho neg 

1432 S S S S  Masculino 30a  neg Porto Velho NR 

1305 S S S S  Masculino 15/11/1974  +++ Porto Velho neg 

530 S S S S S  16/07/1980  +++ Ji-Paraná NR 

709 S S S S S Feminino 16/07/1980  neg NA NR 

925 S S S S   28/04/1976  +++ Itapuã do Oeste neg 

926 S S S S   28/04/1976  +++ NA NR 

927 S S S S S Masculino 28/04/1976  +++ NA NR 

1141 S S S S S Masculino 19/01/1987  +++ NA NR 

369 S S S S  Masculino 12/11/1986  +++ Presídio    NR 

599 S S S S  Masculino 03/01/1994  +++ Presídio    neg 

818 S S S S  Masculino 23/11/1994 neg Presídio    NR 

158 S S S S S Masculino 10/10/1975  + Porto Velho NR 

206 S S S S  Feminino 25/05/1979  ++ NA NR 

235 S S S S  Masculino 29/05/1970  + Porto Velho NR 
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525 S S S S  Masculino 11/01/1964 neg Ariquemes neg 

589 S S S S  Masculino 07/03/1991  + Porto Velho neg 

639 S S S S  Masculino 23/10/1990 neg NA neg 

728 S S S S  Feminino 27/11/1985  +++ Porto Velho NR 

930 S S S S  Masculino 28/07/1986  neg Porto Velho pos 

1146 S S S S   19/01/1987  +++ Presídio    neg 

705 S S S S  Feminino 27/07/1967  ++ Porto Velho neg 
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9 ANEXO II 
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10 ANEXO III 

Dados das amostras   TSA MixInfectR Mykrobe TB (perfil e evidências) 

Amostra

s 

Nume

ro 

NIPHNa

me Year Studyidentifier 

Sublinhag

em 

RIF

F 

INH

F 

PZA

F 

EMB

F RIF RIFPLUS 

Mixed 

SNPs 

Total 

SNPs 

Proportion 

het/total SNPs 

Isolad

os 

Mist

a 

Major strain 

proportion 

Linhag

em 

RI

F 

IN

H 

EM

B Q 

STRE

P Resist RIFEvideMKTB 

INHEvideM

KTB 

EMBevideM

KTB 

STRevideM

KTB 

QEvideMK

TB 

KANAMYCINCAPREOMYCINAMIKAC

INMKTB 

DF105 41 

BRZ-

41 

200

6 

BrazilBRZ-

412006 4.9 S S S S S S 340 648 52,4691358 2 

SI

M 78% EA S S S   S S431X in gene rpoB        

7928 110 

BRZ-

110 

201

0 

BrazilBRZ-

1102010 4.8 R R R R MDR 

MDR+E

P     1 

NÃ

O  EA R R R S R XDR 

D435X, S450X in 

gene rpoB 

S315X in 

gene katG 

M306X in 

gene 

embB K43R in gene rpsL A1401X in gene rrs 

SP207

15 16 

BRZ-

16 

200

4 

BrazilBRZ-

162004 4.8 S S S S S S 177 823 21,5066829 2 

SI

M 72% EA S S S   S         

SP256

16 17 

BRZ-

17 

200

4 

BrazilBRZ-

172004 4.8 S S S S S S 357 972 36,7283951 2 

SI

M 77% EA S S S   S         

SP225

27 22 

BRZ-

22 

200

4 

BrazilBRZ-

222004 4.8 S S S S S S 188 689 27,2859216 2 

SI

M 73% EA S S S   S         

DF205 28 

BRZ-

28 

200

5 

BrazilBRZ-

282005 4.8 S S S S S S 270 874 30,8924485 2 

SI

M 77% EA S S S   S C513X in gene rrs        

DF05 53 

BRZ-

53 

200

7 

BrazilBRZ-

532007 4.8 S S S S S S 614 

119

2 51,5100671 3 

SI

M 67% EA S S S   S A451X in gene rpoB        

SP200

34 21 

BRZ-

21 

200

4 

BrazilBRZ-

212004 4.8 S S S S S S 300 882 34,0136054 2 

SI

M 81% EA R S S   RR-TB 

L430X in gene rpoB, H445X in gene 

rpoB       

DF325 42 

BRZ-

42 

200

6 

BrazilBRZ-

422006 4.8 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 539 

108

5 49,6774194 2 

SI

M 84% EA S R S   

MONOI

NH S315X in gene katG        

8398 111 

BRZ-

111 

201

0 

BrazilBRZ-

1112010 4.7 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R R R S XDR M434X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB 

D94X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

SP200

13 20 

BRZ-

20 

200

4 

BrazilBRZ-

202004 4.7 S S S S S S 432 

100

9 42,814668 2 

SI

M 79% EA S S S   S S315X in gene katG        

6518 104 

BRZ-

104 

201

0 

BrazilBRZ-

1042010 4.7 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R S S S MDR S450X in gene rpoB S315X in gene katG      

7596 106 

BRZ-

106 

201

0 

BrazilBRZ-

1062010 4.7 R R S R MDR MDR+E     1 

NÃ

O  EA R R R   MDR S450X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB     

6402 88 

BRZ-

88 

201

0 

BrazilBRZ-

882010 4.7 R R S R MDR MDR+E 278 895 31,0614525 2 

SI

M 72% EA R R R S R MDR 

Q429X, S450X in 

gene rpoB 

S315X in 

gene katG 

M306X in 

gene 

embB 

K43R in 

gene rpsL H87X in gene gyrA   

6415 93 

BRZ-

93 

201

0 

BrazilBRZ-

932010 4.7 R R S S MDR MDR 293 870 33,6781609 2 

SI

M 77% EA R R R   MDR 

F433X, S450X in gene 

rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB D94X in gene gyrA   

3047 84 

BRZ-

84 

200

8 

BrazilBRZ-

842008 4.4 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 388 

123

4 31,4424635 3 

SI

M 50% EA R R S R S XDR 

Q429X, S450X in 

gene rpoB S315X in gene katG  

S91X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

SP219

70 19 

BRZ-

19 

200

4 

BrazilBRZ-

192004 4.4 S S S S S S 321 

118

5 27,0886076 2 

SI

M 78% EA S S S   S H85X in gene gyrA        
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DF262 29 

BRZ-

29 

200

5 

BrazilBRZ-

292005 4.4 S S S S S S 204 

105

6 19,3181818 2 

SI

M 78% EA S S S   S S315X in gene katG        

SP250

61 72 

BRZ-

72 

200

8 

BrazilBRZ-

722008 4.4 S S S S S S 374 

122

8 30,4560261 3 

SI

M 58% EA S S S   S S450X in gene rpoB        

DF435 44 

BRZ-

44 

200

6 

BrazilBRZ-

442006 4.3 R S S S RR-TB RR-TB 274 

121

6 22,5328947 2 

SI

M 70% EA S S S   S         

DF75 61 

BRZ-

61 

200

7 

BrazilBRZ-

612007 4.3 R S S S RR-TB RR-TB 329 

120

4 27,3255814 2 

SI

M 68% EA S S S   S Q432X e N438X in gene rpoB       

3304 83 

BRZ-

83 

200

8 

BrazilBRZ-

832008 4.3 R R S S MDR MDR 761 

155

0 49,0967742 2 

SI

M 83% EA S S S   S         

SP236

85 18 

BRZ-

18 

200

4 

BrazilBRZ-

182004 4.3 S S S S S S 142 

108

4 13,099631 2 

SI

M 70% EA S S S   S         

SP229

39 23 

BRZ-

23 

200

4 

BrazilBRZ-

232004 4.3 S S S S S S     1 

NÃ

O  EA S S S   S         

SP199 24 

BRZ-

24 

200

4 

BrazilBRZ-

242004 4.3 S S S S S S 335 

125

6 26,6719745 2 

SI

M 78% EA S S S   S         

SP236 25 

BRZ-

25 

200

5 

BrazilBRZ-

252005 4.3 S S S S S S     1 

NÃ

O  EA S S S   S         

DF199 27 

BRZ-

27 

200

5 

BrazilBRZ-

272005 4.3 S S S S S S 155 

107

2 14,4589552 2 

SI

M 72% EA S S S   S         

DF242 35 

BRZ-

35 

200

6 

BrazilBRZ-

352006 4.3 S S S S S S 152 

106

1 14,3261074 3 

SI

M 60% EA S S S   S S450X in gene rpoB        

DF263 37 

BRZ-

37 

200

6 

BrazilBRZ-

372006 4.3 S S S S S S 171 

101

6 16,8307087 2 

SI

M 78% EA S S S   S G426X in gene rpoB        

DF230 38 

BRZ-

38 

200

6 

BrazilBRZ-

382006 4.3 S S S S S S     1 

NÃ

O  EA S S S   S G442X in gene rpoB    C517X in gene rrs   

DF257 43 

BRZ-

43 

200

6 

BrazilBRZ-

432006 4.3 S S S S S S 383 

125

8 30,445151 3 

SI

M 55% EA S S S   S T444X in gene rpoB        

DF131 45 

BRZ-

45 

200

6 

BrazilBRZ-

452006 4.3 S S S S S S 423 

125

6 33,6783439 3 

SI

M 67% EA S S S   S H85X in gene gyrA        

DF215 48 

BRZ-

48 

200

6 

BrazilBRZ-

482006 4.3 S S S S S S 442 

119

0 37,1428571 3 

SI

M 66% EA S S S   S A451X in gene rpoB        

DF25 49 

BRZ-

49 

200

6 

BrazilBRZ-

492006 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 356 

125

1 28,4572342 3 

SI

M 59% EA S S S   S Q436X in gene rpoB        

DF445 52 

BRZ-

52 

200

6 

BrazilBRZ-

522006 4.3 S S S S S S 220 

108

1 20,3515264 3 

SI

M 58% EA S S S   S         

DF07 54 

BRZ-

54 

200

7 

BrazilBRZ-

542007 4.3 S S S S S S 500 

134

4 37,202381 3 

SI

M 67% EA S S S   S A451X in gene rpoB        

DF09 62 

BRZ-

62 

200

7 

BrazilBRZ-

622007 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 413 

130

3 31,696086 2 

SI

M 76% EA S S S   S         

DF01 63 

BRZ-

63 

200

7 

BrazilBRZ-

632007 4.3 S S S S S S 295 

120

3 24,5220283 3 

SI

M 69% EA S S S   S         

DF125 65 

BRZ- 200 BrazilBRZ-

4.3 S R S S 

MONOI MONOI

262 

115

22,7430556 2 

SI

71% EA S S S   S         
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65 7 652007 NH NH 2 M 

DF66 67 

BRZ-

67 

200

7 

BrazilBRZ-

672007 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 303 

121

8 24,8768473 2 

SI

M 71% EA S S S   S         

DF55 69 

BRZ-

69 

200

7 

BrazilBRZ-

692007 4.3 S S S S S S 315 

118

7 26,5374895 3 

SI

M 56% EA S S S   S D435X in gene rpoB        

SP256

85 73 

BRZ-

73 

200

8 

BrazilBRZ-

732008 4.3 S S S S S S 345 

127

7 27,0164448 2 

SI

M 75% EA S S S   S         

3018 74 

BRZ-

74 

200

8 

BrazilBRZ-

742008 4.3 S S S S S S 326 

115

2 28,2986111 3 

SI

M 57% EA S S S   S         

3266 80 

BRZ-

80 

200

8 

BrazilBRZ-

802008 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 486 

108

4 44,8339483 3 

SI

M 58% EA S S S   S         

7114 103 

BRZ-

103 

201

0 

BrazilBRZ-

1032010 4.3 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R S R R  RR-TB 

Q436X, P439X, S450X in gene 

rpoB 

M306X in 

gene 

embB 

C516X in 

gene rrs A90X in gene gyrA   

DF203 32 

BRZ-

32 

200

5 

BrazilBRZ-

322005 4.3 R R S S MDR MDR 235 

124

2 18,921095 2 

SI

M 64% EA R S S   RR-TB S450X in gene rpoB        

6477 94 

BRZ-

94 

201

0 

BrazilBRZ-

942010 4.3 R R S S MDR MDR 238 

114

3 20,8223972 2 

SI

M 74% EA R S R R  RR-TB 

D435X, S450X in 

gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB 

A90X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

DF288 33 

BRZ-

33 

200

5 

BrazilBRZ-

332005 4.3 R S S S RR-TB RR-TB 116 

103

4 11,2185687 2 

SI

M 75% EA S R S   

MONOI

NH S315X in gene katG        

DF318 46 

BRZ-

46 

200

6 

BrazilBRZ-

462006 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 333 

119

9 27,7731443 2 

SI

M 73% EA S R S   

MONOI

NH 

Q436X in gene rpoB, 

S441X in gene rpoB S315X in gene katG      

DF313 50 

BRZ-

50 

200

6 

BrazilBRZ-

502006 4.3 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 416 

129

3 32,1732405 3 

SI

M 64% EA S R S   

MONOI

NH 

S428X in gene 

rpoB,S431X in gene 

rpoB  S315X in gene katG      

6694 100 

BRZ-

100 

201

0 

BrazilBRZ-

1002010 4.3 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R R   MDR S450X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB 

D89X, D94X in gene 

gyrA   

7882 109 

BRZ-

109 

201

0 

BrazilBRZ-

1092010 4.3 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R R   MDR 

M434X, H445X in 

gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB     

8807 112 

BRZ-

112 

201

0 

BrazilBRZ-

1122010 4.3 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R S R  MDR S450X in gene rpoB S315X in gene katG  G88X in gene gyrA   

3308 85 

BRZ-

85 

200

8 

BrazilBRZ-

852008 4.3 R R S R MDR MDR+E 765 

175

7 43,5401252 2 

SI

M 79% EA R R S R S MDR S450X in gene rpoB S315X in gene katG 

C513X in 

gene rrs D94X in gene gyrA   

3031 86 

BRZ-

86 

200

8 

BrazilBRZ-

862008 4.3 R R S S MDR MDR 463 

134

7 34,37268 3 

SI

M 67% EA R R S S S MDR L452X in gene rpoB S315X in gene katG      

6412/1

0 92 

BRZ-

92 

201

0 

BrazilBRZ-

922010 4.3 R R S S MDR MDR 651 

148

4 43,8679245 2 

SI

M 71% EA R R R R  MDR S450X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB 

P86X, D94X in gene 

gyrA   

6504 96 

BRZ-

96 

201

0 

BrazilBRZ-

962010 4.3 R R S R MDR MDR+E 384 

126

4 30,3797468 3 

SI

M 55% EA R R R   MDR 

N437X, S450X in 

gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB     

6513 98 

BRZ-

98 

201

0 

BrazilBRZ-

982010 4.3 R R S R MDR MDR+E 380 

120

5 31,5352697 2 

SI

M 80% EA R R S R  MDR 

Q432X, S450X in 

gene rpoB Cu15X in gene fabG1  A90X in gene gyrA   

DF165 66 

BRZ-

66 

200

7 

BrazilBRZ-

662007 4.1 R R S S MDR MDR 440 

125

1 35,1718625 2 

SI

M 81% EA R R R   XDR D435X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG 
M306X in 

gene 

K88R in 

gene rpsL 
S91X in 

gene 

A1401X in 

gene rrs 

sensível a na fita 

2 A, C, K 
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embB gyrA 

3299 75 

BRZ-

75 

200

8 

BrazilBRZ-

752008 4.1 R R S R MDR MDR+E 848 

185

0 45,8378378 2 

SI

M 80% EA R R R   XDR Q429X in gene rpoB 

S315X in 

gene katG M306X in gene embB 

D94X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

2961 76 

BRZ-

76 

200

8 

BrazilBRZ-

762008 4.1 R R S S MDR MDR 756 

173

9 43,4732605 2 

SI

M 78% EA R R S   XDR S450X in gene rpoB S315X in gene katG 

C516X in 

gene rrs 

A90X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

6798 101 

BRZ-

101 

201

0 

BrazilBRZ-

1012010 4.1 R R S R MDR MDR+E     1 

NÃ

O  EA S S S S  S         

DF203 26 

BRZ-

26 

200

5 

BrazilBRZ-

262005 4.1 R R S S MDR MDR 275 

133

2 20,6456456 2 

SI

M 75% EA S S S   S         

DF94 30 

BRZ-

30 

200

5 

BrazilBRZ-

302005 4.1 R S S S RR-TB RR-TB 137 

107

1 12,7917834 3 

SI

M 57% EA S S S   S  M434X in gene rpoB;  M306X in gene embB;  D94X in gene gyrA   

SP208

30 15 

BRZ-

15 

200

4 

BrazilBRZ-

152004 4.1 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 581 

161

1 36,0645562 2 

SI

M 78% EA S S S   S 

 P86X in gene gyrA, G88X in gene 

gyrA       

DF471 34 

BRZ-

34 

200

6 

BrazilBRZ-

342006 4.1 S S S S S S 213 

111

7 19,0689346 3 

SI

M 60% EA S S S   S         

DF217 36 

BRZ-

36 

200

6 

BrazilBRZ-

362006 4.1 S S S S S S 323 

108

6 29,7421731 2 

SI

M 77% EA S S S   S 

A451X in gene rpoB, L452X in gene 

rpoB;   G88X in gene gyrA   

DF469 40 

BRZ-

40 

200

6 

BrazilBRZ-

402006 4.1 S S S S S S 331 

127

3 26,0015711 2 

SI

M 72% EA S S S   S D435X in gene rpoB        

DF433 51 

BRZ-

51 

200

6 

BrazilBRZ-

512006 4.1 S S S S S S 404 

136

0 29,7058824 3 

SI

M 61% EA S S S   S 

Q429X, Q436X, H445X in gene 

rpoB   D94X in gene gyrA    

DF11 56 

BRZ-

56 

200

7 

BrazilBRZ-

562007 4.1 S S S S S S 555 

154

1 36,0155743 3 

SI

M 64% EA S S S   S         

DF12 57 

BRZ-

57 

200

7 

BrazilBRZ-

572007 4.1 S S S S S S 497 

147

2 33,763587 2 

SI

M 71% EA S S S   S         

DF13 58 

BRZ-

58 

200

7 

BrazilBRZ-

582007 4.1 S S S S S S 469 

145

9 32,145305 2 

SI

M 77% EA S S S   S    G515X in gene rrs    

DF15 59 

BRZ-

59 

200

7 

BrazilBRZ-

592007 4.1 S S S S S S 725 

163

7 44,2883323 2 

SI

M 80% EA S S S   S S441X in gene rpoB        

DF16 60 

BRZ-

60 

200

7 

BrazilBRZ-

602007 4.1 S S S S S S 548 

144

0 38,0555556 3 

SI

M 51% EA S S S   S    

C517X in 

gene rrs H85X in gene gyrA   

DF18 64 

BRZ-

64 

200

7 

BrazilBRZ-

642007 4.1 S S S S S S 475 

144

9 32,7812284 2 

SI

M 74% EA S S S   S         

DF22 68 

BRZ-

68 

200

7 

BrazilBRZ-

682007 4.1 S S S S S S 507 

151

2 33,531746 2 

SI

M 72% EA S S S   S D94X in gene gyrA        

3149 77 

BRZ-

77 

200

8 

BrazilBRZ-

772008 4.1 S S S S S S 831 

178

1 46,6591802 2 

SI

M 80% EA S S S   S R: F433X in gene rpoB, Q: D89X in gene gyrA      

3143 79 

BRZ-

79 

200

8 

BrazilBRZ-

792008 4.1 S S S S S S 367 

133

2 27,5525526 2 

SI

M 72% EA S S S   S F433X in gene rpoB   C517X in gene rrs A1401X in gene rrs 

6943 102 

BRZ-

102 

201

0 

BrazilBRZ-

1022010 4.1 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R S S S R RR-TB D435X in gene rpoB   

A514X in 

gene rrs D94X in gene gyrA   
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6221 91 

BRZ-

91 

201

0 

BrazilBRZ-

912010 4.1 R R S R MDR MDR+E 711 

169

4 41,9716647 2 

SI

M 79% EA R S R   RR-TB S450X in gene rpoB  M306X in gene embB     

8409 87 

BRZ-

87 

201

0 

BrazilBRZ-

872010 4.1 R R S S MDR MDR 515 

141

3 36,4472753 3 

SI

M 63% EA S R S   

MONOI

NH  S315X in gene katG      

DF153 31 

BRZ-

31 

200

5 

BrazilBRZ-

312005 4.1 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH     1 

NÃ

O  EA S R S   

MONOI

NH 

Q436X in gene rpoB, 

H445X in gene rpoB S315X in gene katG      

7751 107 

BRZ-

107 

201

0 

BrazilBRZ-

1072010 4.1 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R S   MDR S428X in gene rpoB S315X in gene katG  H85X in gene gyrA   

7846 108 

BRZ-

108 

201

0 

BrazilBRZ-

1082010 4.1 R R S S MDR MDR     1 

NÃ

O  EA R R S   MDR S450X in gene rpoB S315X in gene katG      

3050 81 

BRZ-

81 

200

8 

BrazilBRZ-

812008 4.1 R R S S MDR MDR 567 

157

8 35,9315589 2 

SI

M 78% EA R R S R R MDR D435X in gene rpoB S315X in gene katG 

K88R in 

gene rpsL 

A90X in 

gene 

gyrA A1401X in gene rrs 

3223 82 

BRZ-

82 

200

8 

BrazilBRZ-

822008 4.1 R R S S MDR MDR 514 

148

8 34,5430108 2 

SI

M 77% EA R R S   MDR 

M434X E S450X in 

gene rpoB S315X in gene katG      

6479 95 

BRZ-

95 

201

0 

BrazilBRZ-

952010 4.1 R R S S MDR MDR 355 

130

1 27,2867025 2 

SI

M 74% EA R R S S S MDR H445X in gene rpoB S315X in gene katG      

6269 90 

BRZ-

90 

201

0 

BrazilBRZ-

902010 4.1 S R S S 

MONOI

NH 

MONOI

NH 712 

169

3 42,0555227 2 

SI

M 79% EA R R S S S MDR H445X in gene rpoB S315X in gene katG      

 


