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RESUMO 
 

​ Recentemente a bedaquilina foi introduzida para o tratamento da tuberculose 

droga resistente (TB-DR), sendo a primeira inclusão após 40 anos sem novos fármacos. 

Apesar de promissor, este medicamento já possui relatos de resistência em outros países, e a 

farmacovigilância torna-se necessária para o uso racional do fármaco e a compreensão dos 

fenômenos de aquisição de resistência. Este Trabalho tem como objetivo implementar fluxo 

de análise genômico acessível para usuários com pouca experiência para a análise de genomas 

do Complexo Mycobacterium Tuberculosis CMTB e propor um fluxo de sequenciamento de 

genoma completo a partir da cultura utilizada na rotina de diagnóstico e a análise de seus 

resultados. Este trabalho é considerado um projeto piloto para integrar o sequenciamento 

genômico à rotina laboratorial da tuberculose no Pará, um importante passo na implementação 

da rede de vigilância norte-nordeste da tuberculose (REVIGET). Isolados utilizados na rotina 

de diagnóstico do LACEN-PA e identificadas como resistentes a rifampicina e/ou isoniazida 

tiveram o DNA extraído utilizando o kit Instagene Matrix e sequenciadas na plataforma 

Illumina Nextseq550. As análise foram realizadas com o pipeline MAGMA. Resultando na 

detecção dos primeiros casos de Tuberculose Extensivamente Droga Resistente (TB-XDR) no 

Pará, com 2 casos de resistência à bedaquilina e 1 caso de resistência à linezolida, além de 

revelar a rede de transmissão para os casos em questão. Ao integrar dados clínicos, 

epidemiológicos e genéticos este trabalho ampliou a compreensão sobre a dinâmica da 

tuberculose droga resistente no Pará, trazendo metodologias modernas aplicadas em outros 

países para a região amazônica, com a expectativa de auxiliar na tomada de decisões para o 

enfrentamento da TB no estado e lançar base para o fortalecimento da rede de vigilância norte 

nordeste da tuberculose no pará. 

Palavras-chave: Sequenciamento completo do genoma (WGS); Tuberculose 

Extensivamente Resistente a Medicamentos, Bedaquilina, Linezolida. 

 



ABSTRACT 
 

Recently, bedaquiline was introduced for the treatment of drug-resistant tuberculosis 

(DR-TB), marking the first inclusion of a new drug after 40 years without novel anti-TB 

medications. Despite its promising inclusion, resistance to this drug has already been reported 

in other countries, highlighting the need for pharmacovigilance to ensure its rational use and 

to understand the mechanisms of resistance acquisition. This study aims to implement an 

accessible analysis workflow for users without prior experience to analyze MTBC genomes 

and propose a workflow for WGS using culture from the diagnostics routine and to analyze its 

results. This study is a pilot project to integrate genomic sequencing into the routine 

tuberculosis laboratory workflow in Pará, and represents a significant step in the 

implementation of the North-Northeast Tuberculosis Surveillance Network (REVIGET).  

Strains used in the routine diagnostics of LACEN-PA, identified as resistant to rifampicin 

and/or isoniazid, were extracted using the Instagene Matrix kit, sequenced on the Illumina 

NextSeq550 platform, and analyzed using the MAGMA pipeline. This resulted in the 

detection of the first XDR-TB cases in Pará, with two cases of bedaquiline resistance and one 

case of linezolid resistance, as well as the identification of the transmission network 

associated with these cases. By integrating clinical, epidemiological, and genetic data, this 

study expanded the understanding of drug-resistant tuberculosis dynamics in Pará, bringing 

modern methodologies applied in other countries to the Amazon region. The findings are 

expected to support decision-making in tackling TB in the state and lay the foundation for 

strengthening the North-Northeast Tuberculosis Surveillance Network in Pará. 

 

Keywords: Whole Genome Sequecing (WGS); Extensively Drug Resistant 

Tuberculosis, Bedaquiline, Linezolid. 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 

BCG Bacilo Calmette-Guérin 

CIM Concentração Inibitória Mínima 

CMTB Complexo Mycobacterium tuberculosis 

GEMIBRA Genomas de Micobactérias do Brasil 

GWAS Genome-Wide Association Study 

HIV Human Imunodeficiency Virus 

LACEN Laboratório Central do Estado 

LPA Line Probe Assay 

MAGMA Maximum Accessible Genome for Mtb Analysis 

MGIT Mycobacteria Growth Indicator Tube 

MIRU-VNT

R 

Micobacterial Interspaced Repetitive Unitis - 

Variable Number Tandem Repeats 

MNT Micobactérias Não-Tuberculosas 

MTB Mycobacterium tuberculosis 

OMS Organização Mundial da Saúde 

REVIGET Rede de Vigilância Genomica da Tuberculose 

SCG Sequenciamento Completo de Genoma 

SNP Single Nucleotide Polymorfisms 

SUS Sistema Único de Saúde 

TB Tuberculose 

TB-DR Tuberculose - Droga-Resistente 

TB-MDR Tuberculose - Multi-Droga-Resistente 

TB-RR Tuberculose - Rifampicina-Resistente 

TB-XDR Tuberculose - Extensivamente-Resistente 

TRM Teste Rápido Molecular 

TSA Teste de Susceptibilidade Antimicrobiano 



UBS Unidade Básica de Saúde 

UMS Unidade Municipal de Saúde 

URES Unidade de Referência Especializada em Saúde 

WGS Whole Genome Sequencing 

 



 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO.....................................................................................................................6 

2. JUSTIFICATIVA.................................................................................................................. 7 

3. REVISÃO DA LITERATURA...............................................................................................9 

3.1 ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE.......................................................................9 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DO AGENTE ETIOLÓGICO......................................................... 9 

3.3 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA TUBERCULOSE...............................................12 

3.4 O DIAGNÓSTICO DA TUBERCULOSE......................................................................... 12 

3.5 A ESTRUTURA OPERACIONAL DO DIAGNÓSTICO NO ESTADO DO PARÁ........13 

3.6 A ROTINA DE DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA........................................................... 15 

3.7 A RESISTÊNCIA ÀS DROGAS ANTITUBERCULOSE................................................ 18 

3.8 ESQUEMAS DE TRATAMENTO DA TUBERCULOSE E DA TUBERCULOSE 

DROGA-RESISTENTE............................................................................................................18 

3.9 BEDAQUILINA E SUA RESISTÊNCIA.......................................................................... 20 

3.10 VIGILÂNCIA GENÔMICA DA TUBERCULOSE........................................................ 21 

4. OBJETIVOS........................................................................................................................23 

4.1 OBJETIVO GERAL........................................................................................................... 23 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS..............................................................................................23 

5 PRODUÇÃO TÉCNICA E CIENTÍFICA........................................................................ 24 

5.1 ARTIGOS............................................................................................................................24 

5.2. PRODUÇÃO TÉCNICA................................................................................................. 86 

5.3. APRESENTAÇÃO DE TRABALHOS EM CONGRESSO........................................... 127 

5.4 CURSOS MINISTRADOS...............................................................................................146 

6 CONCLUSÕES.................................................................................................................. 147 

7. FONTES DE FINANCIAMENTO.................................................................................. 148 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS................................................................................149 

ANEXO A: CERTIFICADOS DAS ATIVIDADES MENCIONADAS NO TEXTO..... 155 

 

 



 

1. INTRODUÇÃO 

A tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa e uma das principais causas de 

morte em todo o mundo. Apesar de ser um problema de saúde pública milenar, o combate a 

TB ainda é um desafio a ser superado devido principalmente à emergência de estirpes 

droga-resistentes e sua disseminação na população (Bagcchi, 2023). 

Após 40 anos desde a última introdução de um medicamento na terapia da TB, foram 

recentemente propostos quatro novos medicamentos: bedaquilina, delamanida, pretomanida e 

linezolida. O desenvolvimento destes novos medicamentos, bem como o uso de fármacos 

remanejados para tratar a TB, levaram à atualização das diretrizes para formulação de 

esquemas de tratamento pela Organização Mundial de Saúde (OMS) (OMS, 2022c).  

No Brasil, bedaquilina foi aprovada e incorporada ao Sistema Único de Saúde (SUS) 

em novembro de 2021 como principal opção terapêutica para pacientes com TB resistente à 

rifampicina (RR), multirresistente (MDR) e extensivamente resistente a medicamentos (XDR) 

(Brasil, 2020, 2021). 

Todavia, apesar de sua introdução dessa recente inovação em outros países, já tem sido 

reportado o desenvolvimento de resistência a tais medicamentos de modo, assim, a sua 

inserção em tratamentos clínicos deve ser acompanhada de testes de susceptibilidade 

antimicrobianos (TSA), uma vez que o conhecimento a respeito dos mecanismos de 

resistência permanece escasso (Nguyen et al., 2018, 2020; Satapathy et al., 2024). 

Quanto a isso, uma das dificuldades a serem superadas é a ausência de testes 

padronizados e diretrizes claras sobre os fenômenos de aquisição de resistência para tais 

medicamentos (Mallick et al., 2022). Alternativamente, à detecção fenotípica por TSA, tem 

sido proposto o uso do sequenciamento completo do genoma (SCG), uma vez que esta 

ferramenta tem sido popularizada e com custos diminuídos, além da proposta recente um 

painel de mutações pela OMS e um catálogo sugerindo interpretação para tais mutações  

(OMS, 2022a). 

No entanto, ainda existem limitações quanto à seleção de variantes relacionadas à 

resistência à bedaquilina. Tendo sido classificadas como incertas ou não significantes, em 

decorrência da ausência de testes fenotípicos de alta qualidade que permitam a associação 

entre o SCG e a concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados resistentes e a 
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necessidade um maior número amostral de cepas resistentes (Nimmo et al., 2024; OMS, 

2023). 

Além desse cenário inovador e desafiador na área terapêutica, o contexto 

epidemiológico da TB no mundo, no Brasil e no estado do Pará são preocupantes. O Brasil 

está listado entre os 30 países com maiores cargas de TB no mundo e o Pará é foi o 6º estado 

com maior incidência da TB no ano de 2022  (Bagcchi, 2023; Brasil, 2024). 

Considerando-se que a introdução da bedaquilina ocorreu em novembro de 2021 no 

Brasil, e a duração do esquema atual é de 1 ano e 6 meses, os primeiros pacientes já encerram 

seus tratamentos. Com base no atual cenário epidemiológico e sociodemográfico brasileiro 

quanto à TB, há grandes chances da ocorrência de infecção mista e/ou re-infecção, e 

emergência de resistência antimicrobiana aos novos medicamentos, seja por falha terapêutica 

ou abandono do tratamento. Diante disso, o presente estudo objetiva realizar a vigilância da 

TB-DR no contexto da incorporação do novo fármaco por meio da epidemiologia genômica 

no estado do Pará. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Tecnologias de vigilância genômica foram amplamente utilizadas para a durante a 

pandemia de Covid-19 para a busca ativa de mutações, investigações filogenéticas e 

rastreamento de casos com impacto imediato de políticas públicas a partir dos resultados 

encontrados (Robishaw et al., 2021). Da mesma forma, tal abordagem pode ser aplicada à 

investigação para controle da TB-DR. 

Com base no protocolo de pesquisa do estudo clínico a partir de medicina 

personalizada em andamento na África do Sul, o qual utiliza o Sequenciamento Completo de 

Genoma (SCG) para direcionamento do tratamento da TB-RR, sendo um importante exemplo 

para aplicação no contexto do Brasil, que também possui alta carga de TB. Dada a natureza 

pragmática, o estudo auxiliará os formuladores  de políticas na tomada de decisões sobre a 

integração do SCG na rotina de TB-RR (Van Rie et al., 2022). 

Como resultado preliminar do estudo desenvolvido na África do sul, relatos de casos 

de TB-XDR com resistência à bedaquilina têm sido observados e o SCG tem sido importante 

ferramenta para apoio no resgate adequado e manejo terapêutico. Ressalta-se que a África do 

Sul foi o primeiro país a incluir a bedaquilina (em 2018) no sistema de saúde para tratamento 

da TB-MDR, todavia, em 2022 foram observados casos de recidiva ou abandono do 
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tratamento em indivíduos que utilizaram previamente a bedaquilina. Embora o SCG seja um 

apoio no diagnóstico, a falta de vigilância genômica inicial tem dificultado a compreensão do 

cenário epidemiológico atual de transmissão da resistência à bedaquilina, quatro anos após a 

sua introdução (Conceição et al., 2022). 

Esse exemplo revela a importância da implementação inicial da vigilância genômica 

aliada ao acompanhamento clínico como ferramenta para monitorar a emergência da 

resistência à bedaquilina. Além disso, a utilização dos dados individuais dos participantes, 

compartilhados por programas nacionais e grupos de pesquisa, tem sido fundamental para 

apoiar a geração de conhecimento e diretrizes baseadas em evidências (OMS, 2018b). 

Apesar do SGC ser uma realidade como apoio diagnóstico, a interpretação de seus 

resultados e sua associação com à clínica e a tomada de decisão ainda deve ser explorada. Um 

recente estudo qualitativo que incluiu médicos do Brasil com experiência no manejo da 

bedaquilina demonstrou que a percepção e interpretação dos valores de probabilidade de 

resistência à bedaquilina variaram amplamente entre os médicos (Tu et al., 2022). 

Neste contexto, as hipóteses deste estudo quanto à implementação inicial da vigilância 

genômica da TB-DR integrada ao fluxo existente de diagnóstico laboratorial no Pará são:  

1.​ O SCG é uma ferramenta importante para auxílio na tomada de decisão clínica 

local para o manejo de casos complexos de resistência antimicrobiana;  

2.​ Na ausência de diretrizes para o TSA, o SCG é um método alternativo para o 

monitoramento da emergência de resistência à bedaquilina;  

3.​ Há transmissão de estirpes TB-DR local; 

4.​ Há grupos de risco para a transmissão de estirpes TB-DR local; 

5.​ Existem  mutações associadas a resistência à bedaquilina que ainda não foram 

propostas. 

Assim, as predições são: 

1.​ Auxiliar na tomada de decisão clínica-terapêutica local;  

2.​ Viabilizar o monitoramento da emergência da resistência antimicrobiana - 

principalmente contra a bedaquilina;  

3.​ Auxiliar o monitoramento epidemiológico da transmissão de estirpes TB-DR e 

da emergência de novos genótipos;  

4.​ Contribuir para a detecção de grupos/locais de risco para aquisição ou 

desenvolvimento de TB-DR 

5.​ Ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de resistência antimicrobiana a 

nível genético dos novos medicamentos com impacto local e global. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE 

A TB é uma doença curável se o tratamento for administrado adequadamente. A 

maioria das pessoas expostas à TB não desenvolvem os sintomas, pois a bactéria pode viver 

sob a forma inativa dentro do organismo do indivíduo (forma latente) (OMS, 2022c). 

Entretanto, variações no sistema imunológico do hospedeiro, como enfraquecimento 

causado por desnutrição, ou infecção pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) por 

exemplo, a bactéria pode então sair do estado latente e passar para a forma de TB ativa e 

contagiosa. Demonstrando os seguintes sintomas clássicos: tosse persistente e prolongada (por 

mais de duas semanas), que pode apresentar-se ou não com sangue ou escarro; febre; perda de 

peso; fadiga, sudorese noturna; e dor no peito  (OMS, 2022c). 

A tuberculose pode se apresentar na forma pulmonar, com apresentação ou não de 

cavitações pulmonares. As manifestações externas ao pulmão como pleural, meningítica, 

óssea são classificadas como tuberculose extrapulmonar   (OMS, 2022c). 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DO AGENTE ETIOLÓGICO 

As Micobactérias (gênero: Mycobacterium) são bactérias gram positivas da classe dos 

actinomicetos, caracterizadas por um alto conteúdo guanina-citosina em seu genoma (>65%) 

e parede celular de rica em lipídeos e ácido micólico, o qual deu origem ao nome do gênero. 

São bactérias de crescimento lento (superior a 7 dias) de ampla dispersão no ambiente, 

possuindo representantes não patogênicos, patógenos obrigatórios ou facultativos, 

destacam-se por serem bacilos com coloração álcool-ácido resistente (Tortora; Case; Funke, 

2016). 

O principal agente etiológico da TB, também conhecido como “bacilo de Koch” (BK), 

é o Mycobacterium tuberculosis var. tuberculosis e faz parte do complexo Mycobacterium 

tuberculosis (CMTB). Embora taxonomicamente diferentes, os membros do CMTB 

pertencem à mesma espécie por possuírem cerca de 99% de similaridade genômica, eles são 

divididos quanto a sua adaptação aos hospedeiros . Dentre esses, os membros adaptados a 

humanos são: M. tuberculosis var. tuberculosis, M. tuberculosis var. BCG e M. tuberculosis 
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var. africanum e são categorizados em dez linhagens filogenéticas  (L1 – L10) (Riojas et al., 

2018; Ngabonziza et al., 2020; Guyeux et al., 2024). 

É importante diferenciar a tuberculose pulmonar, causada por M. tuberculosis de 

infecções pulmonares causadas por outras micobacterioses não tuberculosas (MNTs) causadas 

majoritariamente por organismos dos complexos  M. abscessus-chelonae e M. avium. Ambas 

possuem apresentações radiológicas e sintomatológicas semelhantes, mas os agentes 

etiológicos e seu padrão de resistência comumente se diferem, sendo necessário a adequação 

do tratamento para cada caso. Um fenômeno importante, é a ocorrência de Infecções mistas, 

as quais são caracterizadas pela ocorrência de bactérias do complexo CMTB e MNT 

simultaneamente. Esse fenômeno apesar de relatado em diversas instâncias, é complexo e 

deve ser avaliado em cada um dos casos, sendo necessária a investigação através de diversas 

metodologias para sua confirmação (Yılmaz; Uçar; Sağlam, 2017; Mertaniasih et al., 2017; 

Kim et al., 2024). 

Antes da descrição completa do  genoma de MTB por Brosch e colaboradores (1998), 

no qual a cepa H37Rv foi completamente sequenciada revelando um genoma de 

aproximadamente 4.4Mb, diversas técnicas foram utilizadas para a diferenciação de membros 

do complexo MTB e da diferenciação de clones, como exemplificado na figura 1. 
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Figura 1. Esquemas das técnicas amplamente utilizadas para estudos de tipagem de 

Mycobacterium tuberculosis: Spoligotyping, MIRU-VNTR, WGS. 

 

 
Fonte: (Guimaraes; Zimpel, 2020) 
​

As técnicas mais utilizadas foram Spoligotyping e MIRU-VNTR. A primeira se baseia na 

hibridização de sondas com os locus DR (Differentiation Region - Região de Diferenciação) 

do genoma de MTB, e identifica o perfil de presença ou ausência de espaçadores. A segunda 

se baseia na identificação do número de repetições de cada loci VNTR ( Variable Number 

Tandem Repeat - Repetição em Tandem de Número Variável) para a identificação da 

quantidade de unidades de repetições da região variável em tandem. Posteriormente, o uso de 

técnicas baseadas no sequenciamento genômico e na busca por SNPs permitiram identificar 

perfis clonais de maneira mais confiável e robusta, além de também permitir a realização do 

perfil de spoligotyping simultaneamente a outras ferramentas (Guimaraes; Zimpel, 2020). 
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3.3 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS DA TUBERCULOSE 

Estima-se que 10,6 milhões de pessoas adoeceram com TB em 2021 no mundo, um 

aumento de 4,5% em relação aos 10,1 milhões em 2020. A taxa de incidência TB (novos 

casos por 100.000 habitantes por ano) aumentou 3,6% entre 2020 e 2021, revertendo declínios 

de cerca de 2% ao ano durante a maior parte das duas últimas décadas. A redução líquida de 

2015 a 2021 foi de 10%, apenas meio caminho do primeiro marco do plano estratégico Fim da 

TB (End TB Strategy) até 2035 (Bagcchi, 2023).  

A OMS sugere que em 2020 houve uma diminuição no diagnóstico de TB por conta 

da sobrecarga dos sistemas de saúde ao redor do mundo por causa da pandemia de 

COVID-19, com uma parcial recuperação no ano de 2021. O aumento da incidência da TB 

pode estar relacionado a diminuição no número de diagnósticos, uma vez que muitos casos 

não foram identificados adequadamente, e portanto, não foram tratados (Bagcchi, 2023).  

No Brasil, a incidência de TB foi de 36,3 no ano de 2022, com acréscimo ao 

comparando-se com os anos de 2021 (34,9), 2020 (33,3), porém similarmente ao relatado pela 

OMS, o Ministério da Saúde também acredita que esses valores não refletem a totalidade da 

realidade devido à COVID-19. Os diagnósticos baseados em teste rápido molecular 

enfrentaram uma recuperação gradual após a pandemia e observa-se o aumento da quantidade 

dos testes realizados e consequentemente aumento no número total de casos  (Garcez et al., 

2022). 

O Norte do país é a região com maior incidência de TB no Brasil (52,7), que, 

semelhantemente ao estado do Pará (49,4), possui indicador de incidência maior que a média 

nacional (36,3). No ano de 2020 foram identificados 2.061 novos casos de TB na região 

metropolitana de Belém-Pará, destes, sendo 336 TB-DR, apesar da baixa testagem 

laboratorial. Nesta região, a incidência da TB foi de 94,1; valor aproximadamente três vezes 

maior que a média nacional para o mesmo ano (32,6). Além disso, um estudo epidemiológico 

recente em Ananindeua-PA (região metropolitana de Belém) demonstrou a situação de TB 

super-endêmica, sugerindo a necessidade do reforço na vigilância da TB neste local(SESPA, 

2021; Brasil, M. da S., 2022; Garcez et al., 2022). 

 

3.4 O DIAGNÓSTICO DA TUBERCULOSE 

A identificação de TB ativa pode ser feita em todas as esferas de atenção da saúde 

pública, sendo recomendada em todas as situações de tosse persistente, produtiva ou não e 

mediante a avaliação dos sintomas clínicos por um médico.  Após a suspeita clínica, a 
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metodologia  mais utilizada para diagnóstico é o exame microscópico direto (baciloscopia 

direta, também chamado de microscopia do esfregaço), nos locais onde há disponibilidade, o 

Teste Rápido Molecular (TRM) deve ser utilizado em razão da velocidade do resultado, no 

caso de positividade em ambos os casos deve ser solicitada cultura para realização de teste de 

susceptibilidade aos antimicrobianos de primeira linha (Brasil, 2019, 2022). 

No Brasil o Teste Rápido Molecular (TRM) é realizado pelo teste Xpert Ultra 

MTB/RIF, o qual é capaz de detectar simultaneamente a TB e sua resistência, ou não, ao 

principal medicamento do esquema básico, a rifampicina. Todavia, este teste não é aplicável 

para todos os casos suspeitos de tuberculose, como por exemplo casos extrapulmonares 

(Brasil, 2022). Independentemente do uso de baciloscopia ou do TRM, o exame de cultura 

deve ser realizado. Em todos os resultados positivos, deve ser solicitado o TSA (Brasil, 2019). 

 

 

3.5 A ESTRUTURA OPERACIONAL DO DIAGNÓSTICO NO ESTADO DO PARÁ 

O Laboratório Central do Estado do Pará (LACEN-PA) é o laboratório de referência 

estadual, responsável pela realização dos testes de sensibilidade para drogas de primeira linha, 

distribuição dos kits de testes rápidos moleculares, testagem da tuberculose latente por meio 

do ensaio IGRA e envio de cepas para a referência nacional para realização de TS de segunda 

linha.  

Recentemente o LACEN-PA realizou treinamento para incorporação do LPA de 

primeira e segunda linha, sendo esperada a oferta do serviço com a distribuição do material 

pelo Ministério da Saúde. 

A rede de teste rápido molecular no Pará possui 8 máquinas geneXpert e é atualmente 

formada pelos municípios de Belém, Ananindeua, Marabá, Santarém, Altamira e Santa Izabel. 

A distribuição das máquinas pode ser observada na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Distribuição das máquinas de teste rápido molecular pelo estado do Pará 

 

Município Localização 

Belém UMS Guamá 

Belém HUJBB - Hospital Universitário João de Barros Barreto 
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Belém UMS Marambaia 

Ananindeua Sem informação 

Marabá Laboratório Central de Marabá - LACEM 

Santarém URES – Santarém 

Altamira CTA Altamira 

Santa Izabel Unidade de Saúde do complexo penitenciário de Santa Izabel 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

Uma característica particular do LACEN-PA é sua responsabilidade na rede de 

descentralização de exames de cultura utilizando a metodologia Ogawa-Kudoh, organizada 

pelo LACEN-PA para distribuição do material e apoio técnico na realização do diagnóstico 

base para tuberculose. No caso de positividade das culturas, o material é encaminhado ao 

lacen para realização de TS, fortalecendo o diagnóstico nos municípios. O LACEN-PA apoia 

todos os municípios do estado na realização de culturas e baciloscopia, na ausência de 

estrutura instalada para tal.  

É importante ressaltar a importância do LACEN-PA na organização da rede de 

diagnóstico da tuberculose no Pará, sendo o único laboratório que realiza testes de 

sensibilidade. Também realizando o controle de qualidade dos diagnósticos baseados em 

baciloscopia e treinamento das equipes de unidades laboratoriais do estado, de acordo com as 

competências dos LACENS estabelecidas na portaria 2606 do MS (Ministério da Saúde, 

2021, p. 5) 

Conforme o representado na figura 3, o fluxo de trabalho atual do LACEN-PA 

consiste no recebimento de amostras na forma de biópsia, escarro ou isolado bacteriano, a 

depender da disponibilidade do procedimento de cultura na unidade onde o paciente foi 

atendido. A partir do isolado são realizadas baciloscopia confirmatória e teste MPT-64 (teste 

baseado em anticorpos do CMTB), para identificação preliminar de culturas sugestivas para 

micobactérias não tuberculosas (MNT) ou confirmação do diagnóstico de CMTB.  

 

 

Figura 3: Diagrama representando o fluxo de Diagnóstico no Pará 
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Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 A Cepa é então submetida a Teste de sensibilidade de primeira linha utilizando uma 

das metodologias disponíveis: MGIT, LPA ou proporções. No caso da detecção de resistência 

a rifampicina, isoniazida e outra droga, as cepas são enviadas por transporte aéreo para a 

referência nacional, atualmente o Centro de Referência Professor Hélio Fraga em Jacarepaguá 

no Rio de Janeiro. Onde será realizado o teste de sensibilidade para drogas de segunda linha 

(aminoglicosídeos e fluoroquinolonas) de acordo com as metodologias preconizadas pelo MS 

(LPA ou MGIT). 

 

3.6 A ROTINA DE DETECÇÃO DE RESISTÊNCIA  

O padrão de referência para o TSA são os métodos baseados em cultivo utilizando 

meios sólidos (método das proporções) ou meio líquido (MGIT - Método Automatizado) 

combinados com soluções padronizadas das drogas. Devido ao crescimento lento da espécie, 

esses testes podem levar de semanas a meses para produzirem resultado, afetando a escolha de 

regime de tratamento (OMS, 2018a).  

A detecção indireta da resistência antimicrobiana também pode ser feita por TRM: 

detecção da rifampicina (Xpert/MTB RIF), o Line Probe Assay (LPA) para rifampicina e 

isoniazida (Genotype MTBDRplus v.2.0) e para fluoroquinolonas e drogas de segunda linha 

(Genotype MTBDRsl v.2.0), sendo este último apenas disponível em laboratórios de 

referência regional e nacional, com expectativa da incorporação do teste na rede dos LACENs 

quando a distribuição do produto for normalizada pelo Ministério da Saúde. 

Alternativamente, o sequenciamento parcial de genes relacionados à resistência (rpoB, 

katG e inhA) ou por meio do SCG permitem a predição da resistência utilizando como 

15 



 

interpretação para associação de resistência ou não o catálogo de mutações da OMS 

(Consortium, 2018, 2022; OMS, 2022b, 2023). Ressalta-se que a utilização do SCG para 

detecção do perfil de suscetibilidade antimicrobiana ainda não está disponível para fins de 

diagnóstico no Brasil e deve ser utilizado apenas para fins de pesquisa. 

Após a incorporação do LPA pela portaria “PORTARIA SCTIE-MS Nº 43, DE 6 DE 

JULHO DE 2021”, a estrutura básica da detecção de resistência foi alterada de acordo com o 

representado nas recomendações de técnicas para o LPA e na figura 2 (Brasil, M. da S., 

Secretaria de Vigilância em Saúde e Ambiente, Departamento de HIV/Aids, Tuberculose, 

Hepatites Virais e Infecções Sexualmente Transmissíveis., 2023). 
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Figura 2: Fluxo diagnóstico atualizado pelo Ministério da Saúde. 

 
Fonte: (Brasil, M. da S., Secretaria de Vigilância em Saúde e Ambiente, Departamento de HIV/Aids, 

Tuberculose, Hepatites Virais e Infecções Sexualmente Transmissíveis., 2023) 

 

Sendo o LPA tratado como principal forma de detecção de resistência, e o TS 

fenotípico tratado como confirmatório dos exames genotípicos, considerando que TS 

baseados em cultura devem continuar sendo realizados, independente do resultado do LPA1,2.  

2 Durante o presente estudo, o LACEN-PA realizou LPAs a partir da cultura 
1 Durante o presente estudo, LPAs de segunda linha não estavam disponíveis na rede de LACENS 
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A norma sugere que o Teste de Sensibilidade baseado em LPA ou TRM seja realizado 

diretamente do escarro, diferenciando três casos: tuberculose droga-resistente, tuberculose 

sensível e negativo para tuberculose. Caso seja detectada uma mutação indeterminada, não 

haja disponibilidade para teste genotípico ou não seja detectado um membro do CMTB, a 

cultura deve ser realizada para determinação de teste fenotípico. Na detecção de mutação 

determinada, o teste genotípico de segunda linha deverá ser realizado e a amostra deverá ser 

encaminhada para teste de sensibilidade fenotípica. 

 

3.7 A RESISTÊNCIA ÀS DROGAS ANTITUBERCULOSE 

A classificação de resistência em M. tuberculosis var. tuberculosis foi recentemente 

atualizada pela OMS, podendo ser classificada em MDR, pre-XDR, XDR. Sendo pré-XDR 

uma nova classificação que abrange as estirpes classificadas como MDR que também são 

resistentes a isoniazida e qualquer outra fluoroquinolona e a reclassificação de XDR, sendo 

estirpes MDR com resistência fluoroquinolonas e à pelo menos uma droga do grupo A 

(bedaquilina, linezolida, levofloxacina, moxifloxacina ) (OMS, 2021). 

Majoritariamente a aquisição de resistência no CMTB ocorre aleatoriamente através 

de polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs), inserções e deleções (indels) não sendo 

reportados consistentemente a ocorrência de transferência horizontal (Allué-Guardia; García; 

Torrelles, 2021). O mecanismo de aquisição de resistência aos fármacos anti-TB no CMTB 

ocorre principalmente por mutações espontâneas em genes relacionados às proteínas-alvo dos 

fármacos durante o processo de multiplicação (Almeida Da Silva; Palomino, 2011).  

Além disso, a resistência antimicrobiana pode ser classificada em inata ou intrínseca, a 

partir das estruturas existentes na célula micobacteriana que impedem a ação do fármaco, ou 

mecanismos que inativam ou modificam a molécula-alvo do fármaco. Os principais 

mecanismos de resistência inata do CMTB são: bombas de efluxo, modificação de alvos, 

modificação de antibióticos, degradação enzimática de antibióticos (Smith; Wolff; Nguyen, 

2013).  

 

3.8 ESQUEMAS DE TRATAMENTO DA TUBERCULOSE E DA TUBERCULOSE 

DROGA-RESISTENTE 

Para o tratamento da TB no Brasil, o governo federal através da secretaria de 

vigilância em saúde via Ministério da Saúde, propôs uma série de recomendações quanto aos 

esquemas de tratamento, os quais são divididos em duas fases: intensiva (redução da 

população bacilar) e manutentiva (eliminação de bacilos persistentes) (Brasil, 2019). 
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O esquema básico para para tratamento de TB pulmonar em adultos e adolescentes é 

composto por dois meses de tratamento utilizando rifampicina, isoniazida, pirazinamida e 

etambutol (fase intensiva) e quatro meses utilizando rifampicina e isoniazida (2RHZE/4RH). 

Em casos onde a resposta clínica for insatisfatória a fase manutentiva pode ser estendida por 

até três meses (Brasil, 2019). 

A falência no tratamento básico é caracterizada pela persistência de baciloscopia de 

escarro positiva ao final do tratamento; baciloscopia fortemente positiva (++ ou +++)  com 

positividade até o quarto mês de tratamento e baciloscopia inicialmente positiva, seguida de 

negativação e nova positividade, por dois meses consecutivos, a partir do quarto mês de 

tratamento. No caso da suspeita de resistência, o paciente deve ser encaminhado para 

referência terciária (Brasil, 2019). 

O acompanhamento do tratamento deve ser realizado na Unidade Básica de Saúde 

mais próxima da residência do indivíduo. Em caso de reações adversas, evolução 

desfavorável ou detecção de resistência, o caso deverá ser encaminhado para a referência de 

tratamento a tuberculose para ajuste do tratamento, o Ministério da saúde também recomenda 

a adoção do tratamento diretamente observado nestes casos (Brasil, 2019). 

Quando detectado resistência a rifampicina no teste rápido molecular ou resistência 

aos fármacos de primeira linha no TS, deve ser administrado esquema para TB-DR. O qual 

deve ser composto por, pelo menos, três fármacos que devem ser selecionados baseados nos 

seguintes critérios: não terem sido usados pelo paciente em outro tratamento e efetividade 

testada através de teste de sensibilidade. Sendo pelo menos dois fármacos do grupo essencial 

e ao menos um do grupo dos acompanhantes e o esquema podendo ser revisto após a 

evolução clínica, laboratorial e radiológica ser considerada desfavorável pelo agente de saúde 

responsável (Brasil, 2019). 

O esquema básico para tuberculose rifampicina resistente e multirresistente vigente no 

período do estudo (nov/2021-dez/2022) é composto por bedaquilina, levofloxacino, linezolida 

e terizidona (BLevLTzd). No caso de disponibilidade de TS para drogas de segunda linha ou 

presença fatores de risco ligados ao paciente (intolerância medicamentosa, comorbidades ou 

interações medicamentosas), outros fármacos podem ser incluídos como: moxifloxacino, 

clofazimina, imipenem-cilastatina, meropenem, amicacina, estreptomicina, etionamida e 

ácido paraminossalicílico. Compondo assim um esquema de tratamento individualizado 

(Brasil, 2021). 

Quanto à duração do tratamento para TB-DR, a fase intensiva (com o uso da 

bedaquilina) deve durar de seis a oito meses, sendo considerada completa após duas culturas 
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negativas com intervalo de pelo menos 30 dias. Em demora de conversão da baciloscopia para 

negativa suspeita de ineficácia de fármacos durante fase manutenção ou de resistência a 

fluoroquinolonas a fase intensiva pode ser prolongada. Já a fase de manutenção deve durar de 

18 a 24 meses, sendo o tratamento completo quando três culturas foram negativas (Brasil, 

2019, 2021). 

É Importante ressaltar que em Janeiro de 2025, o tratamento de RR-TB e MDR foi 

alterado para a incorporação do esquema oral encurtado, incluindo pretomanida após sua 

aprovação pela CONITEC. O novo esquema é baseado em bedaquilina, pretomanida e 

linezolida com adição do moxifloxacino em alguns casos (BPaL e BPaLM), de acordo com a 

nota informativa N º 1/2025 e o manual de recomendação de tratamentos da OMS (Brasil, 

2023, 2025; OMS, 2022c).  

 

3.9 BEDAQUILINA E SUA RESISTÊNCIA 

A Bedaquilina (BDQ) é uma diarilquinolona comercializada sob nome Sirturo, cujo 

principal mecanismo de ação é a inibição da ATP sintase em micobactérias. Tendo um alto 

poder bactericida, mesmo contra bactérias resistentes a outras drogas, incluindo outras 

quinolonas. Os estudos clínicos iniciais sugeriram um valor de concentração mínima baixo 

para 99% das micobactérias testadas (Andries et al., 2005). 

A incorporação da BDQ ao tratamento da tuberculose foi vista como revolucionária 

pelo seu alto fator esterilizante e por obter sucesso em ensaios clínicos após 40 anos sem a 

incorporação de novos fármacos aos esquemas de tratamento de tuberculose. Apesar disto, a 

farmacovigilância torna-se necessária uma vez que diversos casos de falência terapêutica e 

desenvolvimento de resistência já são relatados na literatura. Portanto a adição ao SUS deve 

ser observada com cautela, mesmo sem relatos de desenvolvimento de resistência à 

bedaquilina no Brasil. O uso racional desse medicamento aliado às tecnologias de vigilância 

genômica são estratégias importantes no combate da tuberculose droga resistente, e são 

recomendadas pela OMS dentro da estratégia END TB. 

Quanto a mutações relacionadas a resistência a bedaquilina o catálogo de mutações da 

OMS em sua segunda versão traz 6 mutações no Rv0678 classificadas como grupo 1 de 

confiabilidade e novas mutações nas regiões Rv0678, atpE e pepQ classificadas como grupo 2 

de confiabilidade. Revisando os resultados da versão 1, que não possuía nenhuma variante 

classificada com alto grau de confiabilidade. Interessantemente, 42 variantes nas regiões 

Rv0678, mmpL5, Rv1979 e mmpS5 são classificadas como incertas ou de impacto 
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desconhecido, ressaltando a necessidade de estudos a respeito do desenvolvimento dos 

mecanismos de resistência à BDQ (OMS, 2023). 

Recentemente uma revisão procurou buscar e elucidar os mecanismos de resistência à 

bedaquilina, sendo o gene mmpR5 o único estatisticamente relevante para a aquisição de 

resistência. Através da simulação computacional do gene mmpR5 (rv0678), foi predito que as 

principais mutações relacionadas à maior impacto para aquisição de resistência são aquelas 

que modificam o sítio de ligação da proteína codificada pelo gene com o DNA. Impactando a 

atividade do fármaco na proteína. Apesar da descrição importante, o artigo ressalta a 

importância da realização de novos estudos a respeito, em virtude do baixo número amostral 

de cepas resistentes à bedaquilina com testes fenotípicos de resistência de qualidade (Nimmo 

et al., 2024).  

O surgimento de resistência à bedaquilina é uma ameaça para o enfrentamento à 

tuberculose, existindo relatos na literatura de desenvolvimento de resistência após a 

incorporação desse fármaco em outros países. Demonstrando uma crescente necessidade no 

estudo aprofundado do desenvolvimento de resistência, bem como na adequação dos 

esquemas de tratamento frente a esses fenômenos (Satapathy et al., 2024).  

Como forma de explorar a resistência a bedaquilina na ausência de testes fenotípicos 

padronizados, podem ser utilizadas técnicas in silico a partir dos variantes detectados de 

genomas com o fenótipo resistente como o uso de modelagem computacional de proteínas, 

simulação de dinâmica molecular e estudos de GWAS que são considerados promissores no 

âmbito da pesquisa para a melhor compreensão dos mecanismos por trás do desenvolvimento 

dessas resistências (Cohen et al., 2019; Sonnenkalb et al., 2023). 

Snobre e colabores (2024) exploram diversas mutações no gene rv0678 através de 

uma metodologia inovadora que combina o uso de ferramentas in silico para a predição do 

fenótipo baseada em sequenciamento de alta profundidade para identificação de variantes e a 

simulação de proteínas, buscando diminuir o vácuo entre a detecção de mutações relacionadas 

a resistência e seu real impacto no perfil fenotípico de resistência às drogas ao comparar os 

valores obtidos computacionalmente com os de concentração inibitória mínima. 

 

3.10 VIGILÂNCIA GENÔMICA DA TUBERCULOSE 

A vigilância genômica inclui a utilização do SCG na rotina diagnóstica, incorporando 

de ferramentas de bioinformática ao rastreamento e investigação de casos da TB (OMS, 

2018b). Ao trazer tecnologias comumente utilizadas na pesquisa acadêmica para o 

diagnóstico clínico é possível integrar a atenção individualizada para detecção sensível de 
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variantes a atenção populacional através da observação e incorporação das informações 

genômicas nos estudos epidemiológicos. 

No Brasil, os estudos utilizando o SCG estão sendo documentados banco de dados 

Genomas de Micobactérias do Brasil (GEMIBRA) <https://site.ioc.fiocruz.br/gemibra/> em 

parceria com o Laboratório de Biologia Molecular Aplicada às Micobactérias da Fundação 

Oswaldo Cruz (LABMAM-Fiocruz), o qual está em fase de desenvolvimento para tornar o 

banco de dados interativo e auxiliar na vigilância genômica das micobactérias como apoio a 

CGDR/DCCI/SVS/MS (Conceição et al., 2021). A proposta reúne todos os genomas públicos 

de Micobactérias do Brasil, através de uma curadoria semi-automatizada, e está em fase de 

atualização e ampliação pelo grupo que coordena esta atual proposta. Até o momento (27 de 

Janeiro de 2025) foram publicados 2.580 genomas de CMTB no Brasil e poderão ser 

incluídos comparativamente em estudos de diversidade genética do CMTB no Brasil. 

Nesse contexto ressalta-se a importância da incorporação de computadores de alto 

desempenho nos processos de vigilância, bem como o uso de fluxo de dados reprodutíveis 

baseados em linguagens voltadas para reprodutibilidade como Nextflow. Uma vez que a 

quantidade de dados gerados por projetos de vigilância genômica é substancialmente grande e 

precisa ser analisada de maneira efetiva e padronizada (Afolayan et al., 2021). 

Para a analisar esse tipo de conjunto de dados, a OMS sugere o uso de pipelines, 

apesar da OMS não reforçar o uso de uma ferramenta específica, mas sim, recomendar 

processo de chamada de variantes específicos internos aos softwares, podem ser destacados 

dois principais pipelines para análise de TB: MTBseq e MAGMA, recentemente, um estudo 

comparativo baseado em benchmark, sugeriu que o MAGMA seja uma ferramenta de melhor 

usabilidade por reforçar o uso específico do catálogo de mutações da OMS, enquanto 

MTBseq utiliza um banco de dados próprio. Além disto, o MAGMA realiza controle de 

qualidade das amostras interno, enquanto o MTBseq muitas vezes mantém amostras que não 

foram aprovadas no controle em suas análises finais (Heupink et al., 2023; OMS, 2018b, 

2022a, 2023). 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a epidemiologia genômica do Mycobacterium tuberculosis caracterizando 

transmissão, epidemiologia e resistência antimicrobiana durante a inserção da bedaquilina nos 

esquemas de tratamento da tuberculose droga-resistente. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1.​ Implementar fluxo de análise acessível para usuários com pouca experiência para a 

análise de genomas do CMTB; 

 

2.​ Propor um fluxo de sequenciamento de genoma completo a partir da cultura utilizada 

na rotina de diagnóstico e a análise de seus resultados; 

 

3.​ Descrever o perfil epidemiológico e casos de transmissão de TB droga resistente em 

associação com dados clínicos e genômicos; 

 

4.​ Identificar e Investigar padrões genômicos de susceptibilidade antimicrobiana das 

estirpes do CMTB por meio de WGS; 

 

5.​ Investigar fenômenos de infecção mista  e de heterorresistência. 

 

6.​ Investigar o impacto de mutações relacionadas à resistência à bedaquilina e seu 

impacto em modificações estruturais de proteínas do genoma. 
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5 PRODUÇÃO TÉCNICA E CIENTÍFICA 

5.1 ARTIGOS  

5.1.1 Mtbseq-Nf: Enabling Scalable Tuberculosis Genomics “Big Data” Analysis 

Through A User-Friendly Nextflow Wrapper For Mtbseq Pipeline 

Esta produção atende aos objetivos específicos: 1 

 

Este trabalho compreende o objetivo específico 1 do trabalho, e busca a implementação 

reprodutível da análise genômica de MTB utilizando um wrapper (código de software que 

busca tornar outro software mais acessível para o usuário) escrito na linguagem nextflow, e 

representa a colaboração do autor com Abhinav Sharma, dividindo a primeira autoria no 

estudo e colaborando de maneira pública em código aberto 

(https://github.com/mycobactopia-org/MTBseq-nf). 
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5.1.2 Comprehensive Genomic Surveillance Reveals Transmission Profiles Of 

Extensively Drug-Resistant Tuberculosis Cases In Pará, Brazil 

Esta produção atende aos objetivos específicos:  2, 3 e 4 

 

Este trabalho representa os principais resultados da dissertação após a implementação da 

extração a partir de amostras advindas de cultura e compreendendo a análise de 40 genomas 

do CMTB, investigando os 3 primeiros casos de TB-XDR no Pará. 
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5.1.3 Relato De Caso: Vigilância Genômica Revela Casos De Coinfecção Tb-Mnt E 

Tb-Tb Em Hospital Terciário De Belém.  

Esta produção atende ao objetivo específico 5. 

 

O Relato de caso busca investigar profundamente dois casos de infecção mista detectados 

pelo estudo principal. Partindo da investigação baseada em WGS para o ponto de vista 

clínico, relatando a complementaridade do sequenciamento genômico para o manejo de casos 

de alta complexidade no Hospital Universitário Barros Barreto. 
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5.1.4 Genomic Diversity Of The Rarely Observed Genotype Of The Mycobacterium 

Tuberculosis Central Asian (Cas) Lineage 3 From North Brazil 

 

Esta produção atende ao objetivo específico 1. 

 

Este trabalho foi publicado no início do mestrado do Discente, representando sua primeira 

colaboração com a Dra. Karla Lima, iniciada em estágio obrigatório e culminando no início 

do projeto de pesquisa.  

 

Atende ao objetivo específico 1, pois foram testados os primeiros scripts para análise de 

genomas do CMTB utilizando a infraestrutura do Instituto Evandro Chagas, os resultados 

desse estudo mostraram a presença  do primeiro caso da linhagem 3 (Centro asiática) no norte 

do Brasil. 
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5.1.5 Simulação Computacional De Variantes Relacionadas À Resistência À Bedaquilina 

Em Mycobacterium Tuberculosis 

 

Esta produção atende ao objetivo específico 6. 

 

Este trabalho atende ao objetivo específico 6, por investigar através de metodologias da 

simulação computacional de proteínas, o impacto de mutações detectadas por WGS. 

 

Artigo apresentando como Trabalho de Conclusão de Curso: Análise estrutural in silico 

baseada em modelagem molecular: Explorando variantes de resistência à bedaquilina 

em Mycobacterium tuberculosis. Apresentado pela Aluna Danna Karen Corrêa dos Santos 

para a obtenção do grau de bacharela em biomedicina na faculdade de biomedicina da 

Universidade do Estado do Pará. Este trabalho foi orientado pela Dra. Karla Lima e 

co-orientado pelo Discente: Davi Marcon durante a realização de seu projeto de mestrado. 
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5.2. PRODUÇÃO TÉCNICA 

5.2.1. REVIGET_POP001: Extração de DNA utilizando InstaGene Matrix e Controle de 

Qualidade de DNA 

A partir da análise da rotina laboratorial estabelecida no LACEN-PA, foi possível 

desenvolver, testar e implementar um Procedimento Operacional Padrão (POP) específico 

para a extração de DNA baseado no kit Instagene Matrix adaptando a metodologia descrita 

por Conceição e colaboradores (2024). O documento, intitulado REVIGET_POP001: 

Extração de DNA utilizando InstaGene Matrix e Controle de Qualidade de DNA, foi 

elaborado para padronizar o processo e orientar os integrantes da rede na realização do 

processo, com o objetivo de minimizar o impacto da introdução de uma nova técnica na rotina 

já existente. Atualmente, esse protocolo é adotado no projeto da Rede de Vigilância Norte e 

Nordeste da Tuberculose, sendo empregado nos diferentes laboratórios da rede que foram 

treinados para sua utilização no segundo semestre de 2024. 

Observou-se que a extração de DNA deveria ser inserida utilizando a cultura realizada 

para o primeiro Teste de Sensibilidade no LACEN-PA, obtendo-se o tubo indicador do 

controle de crescimento, o qual seria descartado após a realização do teste. Este tubo deve ser 

utilizado sem a realização de subcultivos, para evitar o viés de seleção de bacilos gerado por 

subcultivos. 

 

86 



 

87 



 

88 



 

89 



 

90 



 

91 



 

92 



 

93 



 

94 



 

95 



 

 

 

96 



 

5.2.2. REVIGET_POP003: Sequenciamento Genômico Utilizando O Kit Dna Prep E O 

Sequenciador Miseq (Illumina)”  

 

Este POP foi utilizado para a implementação do uso de WGS durante os treinamentos 

do projeto REVIGET. E baseou-se nos equipamentos disponibilizados em cada um dos 

laboratórios centrais, voltado para o preparo de bibliotecas utilizando o kit illumina DNAprep 

e o DNA extraído no POP_001 para posterior sequenciamento com o equipamento Illumina 

MiSeq. 
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5.3. APRESENTAÇÃO DE TRABALHOS EM CONGRESSO 

5.3.1 Validation Of The Use Of High-Performance Computing At The Evandro Chagas 

Institute For Genomic Surveillance Of Mycobacterioses 

Autores: Davi Josué Marcon¹, Reginaldo Sales da Silva Junior 3, Jedson Ferreira Cardoso³, 

Marília Lima da Conceição¹, Luana Nepomuceno Gondim Costa Lima 1 2,  Edivaldo Costa 

Sousa Junior 4, Lourdes Maria Garcez 2 4 , Abhinav Sharma 1 5 , Emilyn Costa Conceição 1 

5 , Karla Valéria Batista Lima 1 2. 

 

Afiliação:  

1.​ Evandro Chagas Institute, Bacteriology and Mycology Section, Ananindeua, PA, 

Brazil.   

2.​ State University of Pará, Institute of Biological and Health Sciences, Graduate 

Program in Parasitic Biology in the Amazon, Belém, PA, Brazil.   

3.​ Evandro Chagas Institute, Information Technology and Communication Section, 

Ananindeua, PA, Brazil.   

4.​ Evandro Chagas Institute, Parasitology Section, Ananindeua, PA, Brazil.   

5.​ Department of Science and Innovation - National Research Foundation Centre of 

Excellence for Biomedical Tuberculosis Research South African Medical Research 

Council Centre for Tuberculosis Research, Division of Molecular Biology and Human 

Genetics, Faculty of Medicine and Health Sciences, Stellenbosch University, Cidade 

do Cabo, África do Sul.   

 

 

Este resumo foi apresentado em formato de pôster no VI Simpósio Norte Nordeste em 

Bioinformática e premiado como 2º melhor pôster, o qual apresentou o resultado prévio do 

artigo 5.1 e resultados desenvolvidos durante os primeiros meses do projeto de mestrado. 
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Resumo Aprovado: 

 

Title: Validation Of The Use Of High-Performance Computing At The Evandro Chagas 

Institute For Genomic Surveillance Of Mycobacterioses 

Introduction: 

In the era of genomics, the increasing accessibility and popularity of sequencing technologies 

and advancements in bioinformatics tools have paved the way for transformative 

developments. Despite this progress, challenges persist in the form of the need for 

standardized processes, specialized knowledge, and robust infrastructure for the analysis of 

extensive datasets. Much like the imperative for monitoring Covid-19 transmission, investing 

in genomic surveillance for combating mycobacterial diseases presents both a challenge and 

an avenue for significant development. The IEC-PA (Instituto Evandro Chagas, Pará) boasts a 

high-performance computing cluster featuring a three-blade functional architecture, with an 

initial focus on viral pathogen analysis but with the inherent potential for broader 

microorganism analysis. 

Objective: 

This study aims to validate the utility of the computational infrastructure at the Evandro 

Chagas Institute, Pará (IEC-PA), as a strategic approach for genomic surveillance of 

Mycobacterioses in Brazil. This involves leveraging high-performance computing and 

cutting-edge techniques. 

Methodology: 

Following technical meetings for knowledge exchange and system familiarization, we 

conducted an analysis of 1691 genomes of Mycobacterium tuberculosis using the Nextflow 

language (MTBSeq-nf) and the Tower platform. The conda package manager facilitated the 

seamless installation of essential packages. Both individual and group analyses were 

employed to assess the performance of the processes. 

Results: 

The individual analysis, encompassing quality control, mapping, and variant acquisition, 

consumed a total of 22 days, 21 hours, and 39 minutes. Group analysis (genomic distance 

calculation) required 4 days, 9 hours, and 26 minutes. Notably, only 1350 genomes passed the 

stringent quality control criteria (genomic coverage <75%). The computational infrastructure 

utilized 40 CPUs (X86 architecture) and 100GB of RAM. The adoption of Nextflow and 

Tower significantly enhanced the optimization of computational resources, streamlining 

process monitoring and statistical analysis. 
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Several challenges were identified, including data storage complexities, which demand 

increased attention to alternative storage solutions and standardized backup protocols. 

Additionally, the establishment of clear guidelines for cluster utilization, necessitating 

standardized operating procedures, emerged as a crucial consideration. Furthermore, there is a 

recognized need to expand existing resources. 

Conclusion: 

The IEC-PA cluster demonstrates promising potential for large-scale genomic analysis, with a 

particular focus on the surveillance of mycobacterial diseases such as tuberculosis, leprosy, 

and other related conditions. Its capabilities extend to contributing valuable insights into 

transmission patterns, genetic diversity, emergence of novel genotypes, drug resistance 

diagnosis and monitoring, as well as the identification of new microbial species. Continuous 

improvements, especially in addressing the identified challenges, will further solidify the 

cluster's relevance and efficacy for the broader scientific and health communities. 

Keywords: 

Genomic Surveillance, Mycobacteria, Bioinformatics, High-Performance Computing, 

Nextflow. 

Poster apresentado: 
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5.3.2  Simulação Computacional De Variantes Relacionadas À Resistência À Bedaquilina 

Em Mycobacterium Tuberculosis 

Autores: Danna Karen Corrêa dos Santos 1, Davi Josué Marcon 2,3 , José Anderson Monteiro 

Pantoja 4, Karla Valéria Batista Lima 2,3,4. 

 

Afiliação: 

1.​ Faculdade de Biomedicina, Universidade do Estado do Pará. Belém, Pará, Brasil 

2.​ Seção de Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Pará,Brasil 

3.​ Programa de Pós graduação em Biologia Parasitária na Amazônia, Belém, Brasil 

4.​ Faculdade de Biologia, Universidade do Estado do Pará, Belém, Pará, Brasil 

 

 

Este resumo foi publicado nos anais do IX Congresso de Norte/Nordeste de Infectologia, 

tendo sido selecionado para apresentação oral e classificado como um dos 6 finalistas de 

melhor apresentação.  

 

O qual apresentou os primeiros resultados do Trabalho de Conclusão de Curso: Análise 

estrutural in silico baseada em modelagem molecular: Explorando variantes de 

resistência à bedaquilina em Mycobacterium tuberculosis.  
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Resumo Aprovado 

 

Simulação computacional de variantes relacionadas à resistência à bedaquilina em 

Mycobacterium tuberculosis 

 

 

Introdução/Objetivo: A emergência de estirpes resistentes de Mycobacterium tuberculosis tem 

agravado os desafios terapêuticos, especialmente com a resistência a novos fármacos, como a 

bedaquilina (BDQ). Utilizada no tratamento de pacientes com tuberculose resistente à rifampicina, 

multirresistente ou extensivamente resistente, a eficácia da BDQ vem sendo comprometida pela 

resistência emergente. Este estudo tem como objetivo analisar as modificações estruturais de proteínas 

do genoma de M. tuberculosis relacionadas à resistência à BDQ, utilizando análises in silico, com o 

intuito de explorar as variantes genéticas responsáveis pela resistência ao fármaco. 

Métodos: Foram analisados 41 isolados de M. tuberculosis com Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) ≥1 e ≥2, selecionados de 12.289 amostras do banco de dados do consórcio CRyPTIC. A 

identificação de variantes foi realizada utilizando o pipeline MAGMA 1.1.1 para alinhamento e busca 

por mutações. A modelagem estrutural foi feita com o ColabFold 1.5.5, e a docagem molecular com o 

AutoDock 4.2, a visualização das interações proteína-ligante foi realizada com LigPlot+ 2.2 e 

ChimeraX 1.8. Foram avaliados parâmetros de energia livre de ligação (ΔG) e constante de inibição 

(Ki) para correlacionar com os valores de CIM. 

Resultados: Detectaram-se 19 variantes nos genes mmpL5, Rv0678, atpE, mtrB, Rv1979c, e lpqB, que 

estão potencialmente associadas à resistência à BDQ. Embora descritos no catálogo da OMS como 

relacionados à resistência, não foram observadas mutações nos genes mtrA, mmpS5 e pepQ nas cepas 

avaliadas. Variantes como atpE_var2 apresentaram valores elevados de Ki (653,32 µM), indicando 

resistência. As variantes de Rv0678 mostraram um padrão interessante, com Rv0678_var1 exibindo Ki 

= 145.95 µM, e Rv0678_var2 com Ki = 531.79 µM, ambas demonstrando resistência significativa, 

enquanto Rv0678_var6 apresentou maior afinidade pela BDQ (ΔG = -6,13 kcal/mol) e menor Ki 

(31,89 µM), sugerindo baixo nível de resistência. 

Conclusão: O estudo forneceu contribuições inéditas quanto ao uso da simulação computacional no 

estudo da resistência e das interações entre as variantes de M. tuberculosis e BDQ, destacando a 

importância da modelagem e docagem para predição e correlação de mutações com a resistência. Os 

achados podem ser aplicados para o monitoramento contínuo da resistência, contribuindo para um 

melhor entendimento dos mecanismos moleculares que influenciam a eficácia da BDQ. 

 

 

132 



 

 

 

133 



 

5.3.3 Vigilância Genômica Revela Perfil de Transmissão dos primeiros Casos de 

Tuberculose Extensivamente Resistentes no Estado do Pará 

 

Autores: Davi Josué Marcon 1,2, Abhinav Sharma 3, Alex Brito Souza 2, Rafaella 

Bonfim Barros4, Valnete das Graças Dantas Andrade4, Lúcia Helena Martins Tavares 

Monteiro 5, Luana Nepomuceno Gondim Lima 1,2, Ricardo José de Paula Souza e Guimarães 

6, Emilyn Costa Conceição 3, Carlos Augusto Abreu Alberio7, Karla Valéria Batista Lima 

1,2. 

 

Afiliação: 

1.​ Seção de Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, Pará,Brasil 
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University, Cape Town, South Africa. 

4.​ Laboratório Central do Pará, LACEN-PA, Belém, Pará, Brasil. 

5.​ Coordenadora do Programa de Controle da Tuberculose, Secretaria de Estado de 
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6.​ Laboratório de Geoprocessamento  do Instituto Evandro Chagas, Ananindeua, 

Pará,Brasil 

7.​ Hospital Universitário João de Barros Barreto, Universidade Federal do Pará, Belém, 
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​ Este trabalho foi apresentado no 59º Congresso da Sociedade Brasileira de 

Medicina tropical, e compreende aos resultados preliminares da dissertação, tendo sido 

apresentado em formato de Pôster. 
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Resumo Aprovado 
Eixo 13 | Tuberculoses e outras Microbactérias Humanas e Veterinárias 

Vigilância Genômica Revela Perfil de Transmissão dos Primeiros Casos de Tuberculose 

Extensivamente Resistente no Estado do Pará 

Resumo: 

Com a introdução dos novos medicamentos no tratamento da tuberculose droga resistente (TBDR) a 

partir de 2021 no Brasil, tornou-se crucial a vigilância genômica (VG) para monitoramento e 

disseminação da resistência antimicrobiana. Este estudo objetivou iniciar a VG de Micobactérias  

provenientes de indivíduos tratados para TBDR entre out/2021 e dez/2022 no estado do Pará. O 

projeto foi aprovado pelo Comitê de ética/IEC (parecer 3.950.565). O DNA micobacteriano foi 

extraído no Laboratório Central do Pará, as bibliotecas foram preparadas com o kit Illumina 

Nextera-XT e o sequenciamento genômico (WGS) foi realizado no NextSeq 550. Os genomas foram 

analisados utilizando o MAGMA v.3.1 e TB-Profiler v.6.10. Para análise de transmissão foram 

utilizados os cutoffs de 5 e 12 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Também foi realizada 

distribuição espacial dos casos. Dos 103 casos notificados como TBDR, 87 obtiveram cultura viável, 

das quais realizamos WGS para 40 isolados (casos). Os dados genômicos de duas amostras sugerem 

eventos de infecção mista (duas linhagens de Mycobacterium tuberculosis L1 e L4) e de co-infecção 

M. tuberculosis e M. chelonae que foram analisados separadamente. O perfil genético de sensibilidade 

antimicrobiana obtido pela VG evidenciou que 7,5% (N=3) dos isolados não apresentavam os genes de 

resistência conhecidos ou definidos como alta significância segundo a Organização Mundial da Saúde, 

20% (N=8) apresentaram monorresistência à rifampicina (RIF) ou isoniazida (INH). 

Multidroga-resistência (MDR) foi evidenciada em 47,5% (N=19), pré-XDR (pré-TB extensivamente 

resistente em 20% (N=8) e extensivamente resistente (XDR) em 5% (N=2) com resistência à 

bedaquilina (BDQ) e clofazimina em um isolado e resistência à Linezolida (LZD) em outro. Dos 38 

isolados de M. tuberculosis, 36.84% (N=14) foram agrupados em cinco clusters (C1-C5) com cutoff de 

12 SNPs sugerindo transmissão da TB entre estes. Deste, o perfil de resistência por cluster foi: RIF 

(C1), MDR (C2), XDR e pré-XDR (C3), MDR (C4 e C5). Os membros do C2 residem no município 

de Marabá e os demais na capital Belém. Este é o primeiro relato de resistência à BDQ e LZD no 

Brasil com confirmação genômica de transmissão da TB pré-XDR e XDR já no primeiro ano de 

inclusão dos novos medicamentos (BDQ e LZD) no esquema de tratamento da TBDR, reforçando a 

importância da VG para precisão em saúde pública. Sugerimos atenção de saúde pública nas áreas com 

casos pré-XDR e XDR para rastreamento de contatos. 

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, Micobactérias Não Tuberculosas, Vigilância 

Genômica, Bedaquilina, Linezolida, Tuberculose Extensivamente Resistente. 
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5.3.4 Caso complexo de Tuberculose e Micobacteriose (TB/MNT) em referência no 

Estado do Pará. 
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Resumo Aprovado 

 
Eixo 13 | Tuberculoses e outras Microbactérias Humanas e Veterinárias 

Caso complexo de coinfecção TB-MNT em referência no estado do Pará 

Objetivos: 

Descrever um caso de infecção pulmonar causada por M tuberculosis e micobactéria não tuberculose. 

Relato do caso: 

Paciente diabético de 46 anos, sexo masculino, apresentou sintomas sugestivos de TB em mar/2022, 

sendo diagnosticado com tuberculose pulmonar - motivo pelo qual se iniciou tratamento com esquema 

padrão RHZE. A radiografia de tórax realizada no momento do diagnóstico apresentou cavitação 

unilateral.  

Dois testes Xpert MTB/RIF realizados em abril/2022 resultaram em presença de MTB e resistência à 

rifampicina, resultando em alteração no esquema de tratamento para seis meses utilizando bedaquilina 

(Bdq), levofloxacino (Lfx), linezolida (Lzd) e terizidona (Trd) complementado com Vitamina B6 (B6), 

com fase manutentiva de  12 meses com Lfx, Lzd, Trd e B6. No terceiro mês de tratamento, foi 

solicitado um teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA), que resultou em resistência fenotípica à 

isoniazida, rifampicina e etambutol, com sensibilidade à estreptomicina. O TSA de 2a linha foi 

rejeitado em jan/2023 por apresentar resultados inconsistentes e novas Identificações moleculares 

foram realizadas em dez/22 e mai/23 confirmando coinfecção causada por M. abscessus.As 

baciloscopias foram negativas durante todo o curso do tratamento. As culturas de acompanhamento 

tiveram resultado variado, alternando entre positivas e negativas. Sendo negativas do 5º ao 8º mês, 

positiva no 9º, novamente negativas no 10º e 11º mês e positivas nos meses subsequentes até o 15º mês 

de tratamento. A vigilância genômica reavaliou a amostra inicial de 2022 em mai/2024, identificando a 

cepa como M. chelonae com mutações que predizem resistência a beta-lactâmicos, aminoglicosídeos e 

rifamicinas. Ao observar os resultados, sugere-se uma infecção inicial  mista causada por M. 

tuberculosis e M. chelonae, seguida de uma sucessão de infecção por M. abcessus. 

Conclusão: 

Mesmo com resultados divergentes no diagnóstico e com culturas positivas até o 15º mês de 

tratamento, o paciente apresentou melhora clínica e desfecho favorável após 19 meses de tratamento. 

A vigilância genômica colaborou com o esclarecimento das espécies envolvidas e o na investigação de 

casos complexos bem como a efetividade do tratamento baseado em BDQ para infecções causadas por 

TB e MNT. 
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Resumo Aprovado 

From Research to Surveillance: Leveraging the State of Whole Genome Sequencing for 

Precision Public Health in a High-Burden Tuberculosis Setting 

Abstract 250/250 words 

Tuberculosis (TB) continues to pose a significant public health challenge in 30 high-burden 

TB countries, including Brazil. Whole-genome sequencing (WGS) offers promising prospects 

in the realm of precision public health. By facilitating the pinpointing of individuals involved 

in recent TB transmission chains, WGS emerges as a valuable asset for TB surveillance. 

Through a literature review, we aimed to assess all Mycobacterium tuberculosis complex 

genomes isolated in Brazil that are publicly accessible to evaluate TB transmission and drug 

resistance. We employed the MAGMA pipeline utilizing two distinct cut-off analyses 

involving 5 and 12 Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Drug resistance profiling 

(DRP) was obtained using TB-Profiler v.6.2.0. From 23 studies, we obtained 2182 FASTQ 

paired-end files, of which 65 failed quality control. Of the 2118 genomes analysed, 1340 were 

identified within 333 clusters using a 12 SNP cut-off, while 789 genomes clustered into 286 

clusters with a 5 SNP cut-off. Based on 12 SNPs, 21 clusters harboured strains from different 

states and regions: Southeast-Southeast (5), Southeast-South (5), South-Mideast (5), 

Southeast-Midwest (4), South-South (1), and Southeast-Southeast-Midwest (1). This suggests 

transmission chains across these Brazilian regions. Lineage 4 (1994/94.15%) was the most 

frequent. The DRP was: pan-susceptible (1364/64.40%), multidrug-resistant (298/14.07%), 

mono-isoniazid (149/7.03%), pre-extensively resistant (76/3.59%),  mono-rifampicin 

(46/2.17%) and others (185/8.73%). No resistance was detected to para-aminosalicylic acid, 

clofazimine, linezolid, bedaquiline, or delamanid. This is preliminary data that will be 

accessible for research and TB surveillance purposes in Brazil within the GEMIBRA 

(Genome of Mycobacteria in Brazil) web platform v.2 which is currently under development. 

Keywords: Tuberculosis, Whole genome sequencing, Precision Public Health, Genomic 

Surveillance, Brazil. 
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5.4 CURSOS MINISTRADOS 

5.4.1 1o Minicurso de Introdução à Bioinformática: 

Realizado na seção de Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas, teve 

como objetivo introduzir conceitos básicos de bionformática aos colaboradores envolvidos em 

projetos de genômica bacteriana. O discente ministrou aulas introdutórias sobre pipelines, e 

servidores, além de realizar atividade prática de introdução a linha de comando para análise 

de genomas bacterianos. 

 

 

5.4.2 1º Workshop da Rede de Vigilância Norte e Nordeste: 

O discente participou ministrando a palestra “Acelerando o fluxo de diagnóstico a 

partir do Escarro” no LACEN-PA e na Fiocruz Bahia, a última disponível online em: 

https://www.youtube.com/watch?v=eSn9s6Kv_cg entre os minutos 2:07:00 e 2:57:00. 

Além disso, participou ministrando o treinamento pŕatico e teórico em extração de 

DNA, preparo de bibliotecas, sequenciamento genômico e bioinformática nos sítios de 

treinamento LACEN-PA e LACEN-BA. 

Os certificados de palestras e treinamentos deste evento ainda encontram-se em fase 

de produção. 

 

5.4.3 Rotinas Moleculares: Da Extração ao Sequenciamento Capilar 

O discente ministrou aulas teórico-práticas durante o treinamento realizado em 2024 

na seção de Bacteriologia do Instituto Evandro Chagas, no qual foram introduzidas técnicas 

de avaliação e interpretação de resultados de sequenciamento capilar e identificação de 

organismos utilizando análise de homologia de sequências. 

Os certificados deste treinamento ainda encontram-se em fase de produção. 
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6 CONCLUSÕES 

A implementação do wrapper MTBSeq-nf tornou mais acessível o uso do software 

MTBseq, permitindo sua execução em diversas nuvens como Azure, AWS e Google Cloud. 

Além disso, o uso de parâmetros centrados no usuário e linhas de comando simplificadas, 

extenderam as funcionalidades originais do programa. A análise posterior dos resultados, 

demonstrou que o uso paralelizaclismo na execução, não alterou de maneira significativa os 

resultados, sendo estes reprodutiveis nas plataformas testadas. 

Os primeiros relatos de TB-XDR e a Associação do SIT2517 com estudos anteriores, 

revelam a evolução da resistência da tuberculose no Pará, o SIT raro e apenas descrito no 

Pará, anteriormente só era relacionado a TB-MDR, e neste estudo, foi relacionado a pré-XDR. 

Com perfil de resistência primária, ou seja, transmitida de um indivíduo para outro, este perfil 

pré-XDR, esteve relacionado a posterior aquisição de TB-XDR, com o surgimento de 

mutações de baixa frequência em indivíduos da coorte estudada. 

O uso translacional do WGS para a investigação de casos complexos em estudo de 

caso, demonstrou de maneira prática a utilidade da ferramenta para a saúde individualizada, 

permitindo que, sejam identificados fatores genéticos associados a complexidade do caso. A 

identificação de MNTs ou múltiplos clones de TB em amostra pode ser feita de maneira 

efetiva com a especificidade  que técnicas baseadas em cultivo não permitiriam. 

Complementarmente aos trabalhos publicados, o desenvolvimento de POPs e 

treinamentos baseados nestes, são marcos de contribuição do estudo piloto para o projeto para 

o fortalecimento da Rede de Vigilância Norte Nordeste. A qual, expandirá a vigilância 

genômica no estado do para até 2025, e em outros estados. Os produtos gerados a partir da 

vigilância genômica na introdução da bedaquilina, são um exemplo do uso de WGS para a 

saúde pública para o enfrentamento da tuberculose droga-resistente, fornecendo base para a 

formulação de políticas públicas e justificando a expansão em outros projetos. Através de 

artigos, resumos, protocolos operacionais padrão e treinamentos realizados. 
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