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Introdução: A tuberculose (TB) é uma das doenças infecciosas de maior impacto no mundo. Apesar de grandes avanços no controle da doença, vem ocorrendo atualmente aumento do número de casos resistentes às drogas de primeira linha do tratamento em diversos países, inclusive no Brasil. O diagnóstico da doença resistente é demorado e ainda pouco acessível em diversas regiões, o que gera atrasos no início do tratamento correto e perpetua a transmissão de cepas resistentes. Considerando-se a resistência bacilar como um problema de grande impacto para o controle da doença e ainda pouco explorado em diversos países de grande incidência de TB, este se torna um campo bastante promissor para pesquisas moleculares. Neste sentido, o sequenciamento genômico total é superior aos métodos de tipagem mais comumente empregados, uma vez que possibilita a avaliação precisa de mutações gênicas implicadas na seleção de resistência aos diversos tuberculostáticos. A compreensão de mecanismos moleculares associados à resistência pode também possibilitar maiores avanços no desenvolvimento de novas estratégias diagnósticas e terapêuticas, fornecendo informações sobre possíveis alvos para novas drogas e, finalmente, contribuições para o controle da doença. 

Objetivo: caracterizar os isolados clínicos de Mycobacterium tuberculosis de pacientes da região nordeste do estado de São Paulo, no Brasil e da província de Sofala, em Moçambique através do sequenciamento genômico, além de correlacionar os genótipos encontrados com a presença de diferentes perfis de resistência bacilar e com a forma clínica da doença.

Materiais e métodos: estudo descritivo e transversal que baseou-se na coleta de espécimes clínicos de casos de TB resistente por ocasião da investigação diagnóstica rotineira, seguido de processamento destas amostras conforme rotina já estabelecida do laboratório de micobactérias do Hospital. Após identificação do complexo Mycobacterium tuberculosis, as amostras foram avaliadas por quatro testes de sensibilidade às drogas anti tuberculose, sendo um fenotípico, considerado atualmente padrão ouro para o diagnóstico de resistência (MGIT( SIRE) e três genotípicos (Genotype MTBDR plus(, Genotype MTBDR sl( e GeneXpert MTB/RIF(). Posteriormente, as amostras foram submetidas ao sequenciamento genômico total utilizando o equipamento Illumina MiSeq Sequecing System (Illumina, San Diego, CA, USA) com posterior avaliação de bioinformática, que prevê a comparação dos genomas das cepas analisadas com o genoma de referência M. tuberculosis H37Rv e utilização de bases de dados validadas para análise de mutações associadas à resistência a diversas drogas (TB profiler online tool, M. tb Drug Resistence Directed Sequencing Database).

Resultados parciais: até o momento foram avaliadas 61 amostras, sendo 35 provenientes de Moçambique e 26 do Brasil. Todas foram submetidas aos quatro testes de sensibilidade descritos e ao sequenciamento genômico total. Os resultados da análise dos testes genotípicos para rifampicina e isoniazida mostram que a maioria dos isolados caracterizam-se como causadores de tuberculose multidroga resistente e que dentre as mutações que conferem resistência à isoniazida, a mutação S315T que altera o gene katG é a mais frequente no Brasil e em Moçambique. Em ambos os países, a mutação S531L no gene rpoB é a mais frequente associada à resistência do bacilo à rifampicina. Os resultados da análise da qualidade do sequenciamento demonstram um alto valor de Phread score (>30), tanto quando verifica-se os dados brutos como na análise dos dados trimados. Quanto à cobertura do sequenciamento, observa-se uma variação entre 10 a 70 vezes, com uma média de cobertura entre 20-25 vezes. Os resultados de mutações nos genomas sequenciados ainda estão em análise. 
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