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Gonçalves MG. Perfil mutacional dos genes responsáveis pela 

resistência de Mycobacterium tuberculosis à rifampicina (rpoB) e 

isoniazida (katG e inhA) em cepas isoladas no Estado de São Paulo e 

avaliação do uso da PCR em tempo real para a detecção rápida destas 

mutações.  

 

RESUMO 

 

INTRODUÇÃO. A detecção rápida de isolados resistentes contribui para 

prevenir a transmissão e orientar na escolha inicial das drogas para o 

tratamento da tuberculose. A PCR em tempo real (RT-PCR) detecta todas 

as mutações do Mycobacterium tuberculosis (MTB) que ocorrem na região 

de 81pb do gene rpoB, códon 315 do katG e sítio de ligação ribossomal 

inhA, responsáveis pela resistência à rifampicina (RIF) e isoniazida (INH), 

respectivamente. OBJETIVO. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

sensibilidade, especificidade e rapidez do método de RT-PCR em 

determinar a susceptibilidade de isolados de MTB à RIF e INH em 

comparação ao método tradicional de susceptibilidade às drogas. 

MATERIAL E MÉTODOS. Foram analisados 988 isolados de MTB do 

Estado de São Paulo, o método BACTEC™MGIT™ 960 foi utilizado como 

padrão de referência para os testes de susceptibilidade às drogas. Na RT-

PCR a susceptibilidade à INH e/ou RIF foi determinada pelo padrão de 

reatividade de diferentes sondas para regiões específicas dos genes katG e 

inhA e rpoB, respectivamente. O sequenciamento dos fragmentos dos 

genes amplificados foi utilizado como contraprova. RESULTADOS. A 

sensibilidade da RT-PCR na detecção de resistência à INH pelos genes 

katG e inhA, individualmente, foram de 55% e 25%, respectivamente e 73% 

quando combinadas; e para a RIF foi de 99%. A especificidade para ambos 

os testes foi de 100%. Todas as mutações no gene katG foram no códon 

315  e 87% das mutações no sítio de ligação ribossomal inhA foram na 



 

 

 

posição -15. A maioria das mutações no gene rpoB ocorreram nos códons 

531 (68%) seguidos pelo códon 526 (23%). CONCLUSÃO. Nossos 

resultados confirmam que a RT-PCR pode detectar a resistência à RIF e 

INH em menos de 4 horas com alta sensibilidade. O perfil mutacional dos 

isolados analisados foi similar aos descritos na literatura.  

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, PCR em tempo real (RT-

PCR); resistência às drogas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Gonçalves, M.G. Mutational profile of genes responsible for 

Mycobacterium tuberculosis resistance to rifampicin (rpoB) and 

isoniazid (katG and inhA) in strains isolated from the São Paulo State 

and evaluation of the use of real-time PCR for rapid detection of these 

mutations.  

 

ABSTRACT 

 

INTRODUCTION. Rapid detection of resistant strains is important for 

preventing the transmission and directing the initial choice of drugs for 

tuberculosis treatment. Real-time (RT)-PCR assays can detect all mutations 

that occur in the Mycobacterium tuberculosis (MTB) 81bp-core region of rpoB 

gene, codon 315 of the katG gene and inhA ribosomal biding site, 

responsible for resistance to rifampin (RIF) and isoniazid (INH), respectively. 

OBJECTIVE. The aim of this study was to compare the performance of RT-

PCR versus the traditional culture-based method to determine RIF and INH 

drug-susceptibility on MTB isolates.  MATERIAL AND METHODS. Nine 

hundred eighty- eight MTB isolates from São Paulo State were analyzed and 

the BACTEC™ MGIT™ 960 was used as the gold standard method for drug-

susceptibility testing. The susceptibility to RIF and/or INH was determined by 

RT-PCR pattern of reactivity of different probes for specific regions of katG, 

inhA, and rpoB genes, respectively. The sequencing was used to confirm the 

results. RESULTS. The sensitivity of RT-PCR in detecting INH resistance by 

genes katG and inhA individually were 55% and 25%, respectively, and 73% 



 

 

 

when combined; and 99% to detect RIF-resistance. The specificity for both 

PCRs was 100%. All mutations of katG gene were at codon 315 and 87% of 

the mutations in the inhA ribosomal biding site was at -15 position. The most 

frequently mutated codons of rpoB gene was 531 (68%) followed by codon 

526 (23%). CONCLUSION. Our results confirm that RT-PCR can detect INH 

and RIF resistance in less than 4 hours with high sensitivity. The mutation 

profiles of the isolates analyzed were similar to those described in the 

literature.   

Key words: Mycobacterium tuberculosis; real time PCR (RT-PCR); drug-

resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Classificação, morfologia e doença 

 A espécie Mycobacterium tuberculosis (MTB) é classificada 

taxonomicamente no grupo de espécies do Complexo Mycobacterium 

tuberculosis do gênero Mycobacterium da família Mycobacteriaceae, 

subordem Corynebacteriaceae, ordem dos Actinomicetales, classe 

Actinobacteria, subreino Bactéria do reino Monera e domínio Prokaryota 

(Garrity et al., 2007). 

 A classificação do gênero Mycobacterium é definida por três critérios 

principais: resistência à descoloração por álcool-ácido pela técnica de Ziehl-

Neelsen, concentração entre 58 e 71% das bases C-G no DNA e síntese de 

ácidos micólicos (Levy-Frebault e Portaels, 1992; Cole et al., 2001). 

 As micobactérias são bactérias aeróbicas de crescimento lento, pois 

demoram entre 16 a 20 horas para se multiplicarem, apresentam a forma de 

bastões, sendo assim denominados de bacilos, que podem ser retos ou 

ligeiramente curvos medindo entre 0,2 e 0,6 μm de largura por 1 a 10 μm de 

comprimento. São imóveis, com ausências de esporos e cápsulas. Suas 

colônias não contêm pigmentação (acromógenas) e formam ramos 

alongados e tortuosos caracterizando a formação em corda, o qual é 

utilizado como um dos indicadores do Complexo Mycobacterium tuberculosis 

(Brasil/MS, 2002; Cole et al., 1998). 
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Figura 1- Aspectos da morfologia do MTB  

Legenda: Morfologia do MTB pela técnica de microscopia eletrônica de varredura (1.a e 1c). Cultivo 

típico de MT com formação do fator corda em lâmina corada pela técnica de Ziehl Neelsen (1b). 

Fonte:http://www.raw-milk-facts.com/images/tuberculosis.htlm); 

http://traumwerk.stanford.edu/mycobacteriumtuberculosis. 

 Várias espécies de micobactérias podem causar a tuberculose (TB) 

em humanos e animais e estão agrupadas no Complexo Mycobacterium 

tuberculosis as espécies: MTB, M. microti, M. africanum, M. bovis, M. 

pinnipedii, M. caprae e M. canettii.  Este complexo se diferencia das outras 

micobactérias pela presença de marcadores moleculares em seu DNA, 

ausências de pigmentação das colônias e de inibição do crescimento na 

presença de ácido-p-nitrobenzóico (PNB), (Cole et al., 1998; Palomino et al., 

2007).  

As micobactérias quando submetidas à coloração com fucsina 

fenicada quente pelo método de Ziehl-Neelsen ou a frio pela auramina, 

resistem à descoloração por álcool acrescido de ácido, configurando a sua 

classificação como bacilo-álcool-ácido-resistente (BAAR), devido à presença 

de ácido micólico na composição de sua parede celular. Apresentam 

http://traumwerk.stanford.edu/mycobacteriumtuberculosis
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também alto teor lipídico em sua parede celular, responsável pela formação 

de granuloma no sítio da infecção (Brasil/MS, 2002; Leão, 2004). 

O genoma do MT possui 4.411.529 pares de base (pb), presenças 

repetidas de vários genes e elementos de inserção, principalmente o 

IS6110, alta concentração das bases nitrogenadas Guanina e Citosina. 

Grande parte do genoma codifica enzimas que agem na degradação de 

lipídeos do hospedeiro do MTB, que serão convertidos em nutrientes e 

precursores para constituição de sua parede bacteriana. (Brasil/MS, 2002; 

Palomino et al., 2007).  

 A doença é adquirida pelo contato direto com aerossóis expelidos 

de indivíduos bacilíferos, principalmente durante a tosse, que os liberam no 

ar sob a forma de gotículas infectantes. As gotículas mais leves ficam em 

suspensão por várias horas, e as que contem os núcleos secos (núcleo de 

Wells) com 1 a 2 bacilos em seu interior e diâmetro de até 5 μm conseguem 

penetrar pela mucosa respiratória, e se não eliminados pelo sistema de 

defesa, atingem os alvéolos pulmonares onde se multiplicam. Macrófagos 

pulmonares são ativados para promover a fagocitose dos bacilos e conter a 

infecção, porém algumas dessas células de defesa não conseguem efetivar 

sua ação, devido a mecanismos de escape desenvolvidos pelo bacilo, 

permanecendo com o bacilo íntegro em seu interior, assim o bacilo 

consegue se multiplicar no interior desses macrófagos. Neste momento, 

outros fatores do sistema imune são desencadeados no intuito de conter a 

dispersão dessas células infectadas, dando início à formação de um 

granuloma tuberculoso, no qual o bacilo pode se manter em estado de 

latência por muitos anos, podendo ou não ser reativado.  Uma vez 

reativados os bacilos podem ser disseminados a vários outros 

tecidos/órgãos ocasionando, de acordo com o local acometido, outras 

manifestações de TB. A evolução para a infecção está diretamente 

associada a vários fatores sociais, genéticos e\ou imunológicos do indivíduo 

exposto, além da carga e virulência do bacilo (Brasil/MS, 2002).  
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Visualizamos na Figura 2, a imagem de um raio-X de tórax e 

esquema de um granuloma de TB. 

 

Figura 2- Esquema do granuloma tuberculoso 

Legenda: Calcificação caseosa/granuloma tuberculoso pela coloração de hematoxilina-eosina (2a); 

raio-X de tórax (anteroposterior-AP) revelando a formação de cavitação típica de TB pulmonar na 

região apical direita e infiltrado pulmonar bilateral (2b).  

Fonte: 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.pathologyatlas.ro/pathology_atlas_imagini/pulmon

ary_tuberculosis_chro 

http://www.saberweb.com.br/wp-content/uploads/imagens/doencas/tuberculose/01g.jpg, 

http://phil.cdc.gov/phil/details.asp 

 As aglomerações nos sistemas prisionais está entre os maiores 

fatores de risco de adoecimento e disseminadores da tuberculose, 

determinados pelo EPI-Tb 2005, elevando esses fatores em 20 vezes em 

relação à população geral. Já entre as doenças associadas destaca-se o 

alcoolismo (12%) superando a Aids (11%), o diabetes (5%), doença mental 

(2%) entre outras causas indefinidas (BEPA 2006). Estima-se também que 1 

indivíduo bacilífero irá propagar a sua TB a 10 ou 15 pessoas no decorrer 

de 1 ano (Dye et al., 2005; Kritski et al., 2005). 

 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.pathologyatlas.ro/pathology_atlas_imagini/pulmonary_tuberculosis_chro
http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.pathologyatlas.ro/pathology_atlas_imagini/pulmonary_tuberculosis_chro
http://www.saberweb.com.br/wp-content/uploads/imagens/doencas/tuberculose/01g.jpg
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1.2. Breve histórico 

1.2.1. Do descobrimento a epidemiologia atual 

 A TB é uma das doenças infecciosas mais antigas, há relatos de 

lesões tuberculosas observadas em esqueletos datados de 2000 anos antes 

de Cristo, que afetam a humanidade e que perdura até os dias atuais, 

apesar de tratável, com um alto índice mundial de indivíduos acometidos 

(Brasil/MS, 2009).  

 O nome TB foi proposto em 1839 pelo médico Johann Schönheim, e 

o acometimento pulmonar e comprovação da doença em 1865 por Jean 

Villemin. Em 1882 o MTB, agente etiológico da tuberculose, foi isolado e 

cultivado pelo médico alemão Robert Koch, sendo desde então referenciado 

como bacilo de Koch e premiando-o com o Nobel de Medicina (Daniel et al., 

1994). 

 A industrialização iniciada no século XVIII levou ao desenvolvimento 

desestruturado de cidades densamente povoadas, extenuação da mão-de-

obra disponível, que acrescidas às condições inadequadas de higiene e 

nutrição, acarretou na disseminação da tuberculose, transformando-a em 

epidemia, e com isso favorecendo sua propagação pela Europa, Américas e 

África (Ribeiro, 1955).  

 As conquistas territoriais e colonizações históricas promoveram à 

propagação mundial do bacilo da tuberculose, no Brasil a TB chegou por 

volta de 1.500 com os jesuítas e escravos africanos que aqui 

desembarcaram na época do descobrimento e rapidamente se espalharam 

as tribos indígenas reduzindo drasticamente o seu contingente. O 

desenvolvimento urbano e populacional que se seguiu nos séculos 

posteriores favoreceu a sua disseminação e estabelecimento no país 

(Rosemberg, 1999).  
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 Junto ao desenvolvimento sócio-econômico seguiu-se às melhorias 

nas ciências médicas, a preocupação com o bem-estar-social com melhorias 

no sistema habitacional, nutrição e saneamento básico, que entre outros 

fatores contribuíram para o declínio da TB ao longo do século XX. No 

entanto, isto não foi suficiente para elevar a TB à tão desejada erradicação 

mundial, ao contrário, em 1993 a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

declara a sua re-emergência, com um aumento alarmante no número de 

casos. Entre as principais explicações atribuídas a esse evento destacam-se 

a pandemia da Aids resultando na coinfecção TB X Aids, pois se estima que 

entre 8 a 10% dos casos de TB mundial estão vinculadas à AIDS e a 

evolução das tuberculoses multi-drogas resistentes (MDR-TB), Gandy e 

Zumla (2002).  

 Atualmente as infecções pelo MTB continuam sendo a maior causa 

de morbidade e mortalidade no mundo, em 2008 em torno de dois milhões 

de mortes (4.500 mortes/dia) e nove milhões de novos casos de TB foram 

reportados globalmente e 5% destes classificados como resistentes às 

drogas anti-TB (WHO, 2009). Dados da OMS revelam que o Brasil está entre 

os 22 países responsáveis por 80% dos casos de TB no mundo com uma 

incidência de 48/100.00 habitantes (WHO, 2009), sendo no Estado de São 

Paulo o maior contingente, 20% de todos os casos (Seicento et al., 2009). 

No país a TB é a 4ª causa de mortalidade entre as doenças infecciosas e a 

7ª no ranking de gastos com internações e a 2a ou 1a em letalidade para 

pacientes HIV positivos, cuja co-infecção compreende 14% do total de casos 

brasileiros (Brasil/MS/SVS, 2005). Abaixo visualizamos os mapas 

compilados pela OMS, referentes à incidência mundial da TB (Figura 3) e 

TB/HIV (Figura 4).  
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Figura 3- Estimativa de incidência de TB/mundo em 2008 (WHO2009).  

Fonte: Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010 global report on surveillance 

and response. WHO/HTM/TB/2010.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Estimativa de incidência TB/HIV (casos novos TB) no mundo 

em 2008 (WHO 2009). 

Fonte: Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010 global report on surveillance 

and response. WHO/HTM/TB/2010.3 
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 O uso prévio e inadequado de medicamentos também contribui ao 

desenvolvimento da resistência prejudicando a efetividade do tratamento da 

TB. A resistência micobacteriana aos quimioterápicos da tuberculose é um 

fenômeno biológico natural, selecionando-se bacilos mutantes entre uma 

população selvagem. Para avaliar a eficácia do tratamento é necessário 

classificar o tipo de resistência apresentada (Brasil/MS, 2010), sendo:  

 Resistência primária a que se verifica em pacientes sem histórico de 

tratamento anterior e contaminados com bacilos previamente 

resistentes ou cuja periodicidade do tratamento foi inferior a 1 mês. 

 Resistência adquirida ou secundaria a que se verifica em pacientes 

com tuberculose inicialmente sensível, mas que desenvolvem a 

resistência após a exposição aos medicamentos em uso a mais de 1 

mês. 

 Resistência global ou combinada àquela encontrada nos pacientes 

avaliados independente do histórico anterior. 

  Diferentes padrões de resistência podem ser apontados por testes 

de susceptibilidade as drogas como monorresistencia (1 droga), 

polirresistencia [2 drogas ou mais, com exceção da rifampicina (RIF)  e  

isoniazida (INH)], multirresistência-MDR (resistência a RIF e INH) e 

resistência extensiva-XDR ( RIF, INH, fluorquinolona e injetável de segunda 

linha), (Brasil-SVS, 2010; Rocha et al., 2008). 

  Para a Organização Mundial da Saúde (OMS) a MDR-TB pode ser 

adquirida ou desenvolvida durante o curso do tratamento com a RIF e INH, 

as mais efetivas drogas de combate a TB (Hofling et al., 2005).  

 Desde 1994 a OMS recebe periodicamente relatórios de 114 países 

que promovem a vigilância de MDR-TB verificando a sua crescente mundial 

(5% entre os casos novos notificados), (WHO, 2009). 

 Entre os casos de MDR-TB, 150 mil mortes foram globalmente 

relatadas em 2008, destas 97.000 sem associação com HIV. Na Figura 5 
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esta demonstrada à compilação dos dados mundiais de MDR-TB entre os 

novos casos de TB, entre eles verificou-se no Brasil uma estimativa entre 0-

3% (WHO, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Distribuição mundial de MDR-TB entre casos novos notificados, 

segundo relatório WHO 2010. 

Fonte: Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010 global report on surveillance 

and response. WHO/HTM/TB/2010.3  

 

 Já entre os casos com antecedentes de tratamento, a frequência de 

resistência tem se mostrado maior, neste contexto o Brasil dobra o seu 

intervalo de incidência, bem como outros países, como podemos visualizar 

no mapa abaixo (Figura 6). 
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Figura 6- Distribuição mundial de MDR-TB entre casos previamente 

tratados, notificados segundo relatório WHO 2010 

Fonte: Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010 global report on surveillance 

and response. WHO/HTM/TB/2010.3 

  

 Além da crescente preocupação com os casos TB-MDR, há a 

evolução mundial dos casos TB-XDR (super ou extensivamente resistentes), 

para os quais a dificuldade terapêutica é ainda maior.  

 EM 2008, 963 casos de XDR foram mundialmente relatados 

podendo este número não corresponder à realidade devido à dificuldade em 

se diagnosticar esse padrão de resistência, novamente o Brasil está entre os 

países nos quais foram relatados ao menos 1 caso de XDR até janeiro de 

2010 (WHO, 2010), demonstrados na Figura 7.  
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Figura 7- Notificação mundial de no mínimo 1 caso de XDR-TB até 

janeiro de 2010.   

Fonte: Multidrug and extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB): 2010 global report on surveillance 

and response. WHO/HTM/TB/2010.3 

 

1.2.2. Tratamento quimioterápico 

 As primeiras tentativas de desenvolvimento de drogas para o 

tratamento da TB iniciaram-se em 1914 por Selman A. Waksman, que isolou 

e purificou a actinomicina, todavia, apesar do efeito inibitório do crescimento 

do MTB “in vitro” se mostrou extremamente tóxica para o uso em animais e 

humanos, sendo então descartada. Em 1943 Selman obteve resultados 

promissores com a Estreptomicina, com eficácia considerável e menor 

toxicidade, sendo então iniciada como tratamento para TB em 20 de 

novembro de 1944. Porém com o uso da monoterapia, começaram a surgir 

casos de resistência, acarretando no declínio do tratamento, felizmente com 

a associação de outras drogas ao tratamento este retornou a sua eficácia, 
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surgindo assim o esquema de tratamento com associação de drogas. Nos 

anos consecutivos, novas drogas foram sintetizadas como o ácido 

paraminossalicílico em 1946, INH em 1952, pirazinamida em 1954, 

cicloserina em 1955, etambutol em 1962, RIF em 1967 e a partir dos anos 

70 os aminoglicosídeos e quinolonas (Cole e Telenti, 1995; Daniel et al., 

1994).  

 No Brasil o esquema de associação de drogas utilizando 

estreptomicina, INH e ácido paraminossalicílico por um período de 12 a 24 

meses, foi introduzido pelo Professor Hélio Fraga e alterado nos anos 80 

com a introdução da RIF e pirazinamida, ao invés da estreptomicina e ácido 

paraminossalicílico mantendo-se a INH no esquema e redução do 

tratamento para 6 meses (Brasil/MS, 2002).  

 Atualmente o controle da TB consiste em programas 

governamentais, no qual está incluso o DOTS (Estratégia de Tratamento 

Diretamente Observado), que visam diagnosticar e tratar os casos de TB a 

fim de interromper o mais rápido possível a transmissão da doença. Para 

minimizar a emergência e disseminação da resistência às drogas o princípio 

do tratamento quimioterápico básico é administrar simultaneamente 

múltiplas drogas para as quais o microrganismo é sensível (Brasil/MS/SVS, 

2009; CVE, 2010).  

 Devido ao aumento da resistência primária a INH de 4,4% para 6%  

e de 1% para 1,4% quando associada a RIF, apontados pelo II Inquérito 

Nacional de Resistência aos Fármacos, o método padrão recomendado pela 

OMS para o tratamento da TB no Brasil é um regime de multi-drogas, 

recentemente reformulado, em uma fase inicial (dois meses) são utilizados 4 

fármacos: RIF, INH, pirazinamida e etambutol. Na segunda fase, que em 

geral é de 4 meses, são utilizadas somente as drogas INH e RIF. Caso haja 

alguma intolerância e/ou falência à RIF ou INH, estas drogas são 

substituídas por outras ao qual o bacilo seja suscetível, entre elas as 

quinolonas, aminoglicosídeos. Os casos de MDR são avaliados 
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individualmente de acordo com o padrão de resistência e clínica 

apresentadas, esticando-se o tempo de tratamento geralmente entre 12 e 24 

meses (Brasil/MS/SVS, 2009; CVE, 2010). 

 

1.3. Mecanismos de resistência 

 Nos últimos 10 anos, o mecanismo de ação da maioria dos agentes 

anti-tuberculose (anti-TB) foi descrito e com isso começamos a entender o 

mecanismo molecular pelo qual o MTB se torna resistente.  O bacilo da TB 

é frequentemente adquirido muito cedo na vida de um indivíduo. A primo 

infecção dá início ao desenvolvimento de certa imunidade e formação de 

granuloma e calcificação. Isto é seguido por um período de latência de 

tempo variável, o qual continua até ocorrer à reativação em uma proporção 

destes indivíduos. Isto significa que os bacilos tuberculosos possuem pouca 

oportunidade de interagir e trocar informação genética com outros, como 

por exemplo, organismos que colonizam a nasofaringe ou o trato 

gastrointestinal. Nestes locais, outras bactérias podem transmitir 

determinantes de resistência a antibióticos através de elementos de 

transferência genética, por transdução ou transformação (Dale, 1995). 

 Apesar de um tratamento adequado levar à cura na maioria dos 

casos, a frequência de isolados resistentes a drogas tem aumentando nas 

últimas décadas, sendo uma das causas da falha no tratamento e cura 

(Telenti e cols, 1993). Em MTB, isolados MDR aparecem como resultado de 

mutações em genes que codificam os alvos para as drogas e/ou enzimas 

ligadas a estes alvos (Gillespie, 2002).  

 Telenti et al. (1993) foram os primeiros a determinarem os sítios de 

mutação que resultaram na resistência do bacilo à RIF. Eles encontraram 15 

mutações distintas no gene rpoB entre 64 cepas resistentes a RIF isoladas 

em diversos países. Cada uma destas mutações resultou em substituição de 

1 a 8 aminoácidos em uma pequena parte do gene rpoB de 69 pb. Mutações 
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nos diferentes genes que estão associados à resistência às drogas anti-TB 

estão sumarizados no Quadro1.  

 

Desde sua introdução a RIF tem sido uma componente chave na 

terapia de infecções tuberculosas. A resistência a ela está relacionada a 

mutações na subunidade β da RNA polimerase DNA dependente, codificada 

pelo gene rpoB, onde ocorre a ligação da droga inibindo a transcrição de 

RNA e por consequência a síntese de proteínas (Ramaswamy e Musser, 

1998; Blanchard, 1996). O amplo uso da RIF e seus derivados resultaram na 

emergência da resistência a ela. Estudos genéticos demonstram que 

aproximadamente 95% das mutações associadas à resistência a RIF, 

 

          

 

Droga 
Gene ou elemento 

genético associado 
Referência bibliográfica 

 

 

    

  

  

  

  

 

 

Rifampicina 

 

rpoB 

 

Ramaswamy e Musser, 1998 

 

 

 

Isoniazida 

 

katG, inhA, oxyR, 

ahpC, furA 

 

Ramaswamy e Musser, 1998;  

Telenti 1997 

 

 

 

Estreptomicina 

 

rrs, rpsL 

 

Ramaswamy e Musser, 1998 

 

 

 

Pirazinamida 

 

 

pncA, IS 6110  

 

 

Ramaswamy e Musser, 1998; 

 Morris et al, 1995;  

 

 

 

Etambutol 

 

embB 

 

Ramaswamy e Musser, 1998 

 

 

 

Fluoroquinolonas 

 

gyrA, gyrB 

 

Takiff et al, 1994; Telenti 1997  

 

 
          

Quadro 1. Genes mutados e elemento de inserção (IS) de MTB  

relacionados à resistência as drogas.  
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ocorrem na região de 81 pares de bases do gene rpoB, que codifica os 

aminoácidos de posição 507 a 533, as outras 5% ocorrem fora desta região 

(Telenti et al., 1993; Cole e Telenti, 1995). Os isolados sensíveis à RIF não 

possuem mutações neste gene; assim, a presença de mutação indica que o 

isolado de MTB é resistente à RIF. A RIF é um excelente marcador de 

isolados MDR, pois todos estes isolados são resistentes à RIF (Telenti e 

cols, 1993). As frequências comumente encontradas destas mutações são 

41% no códon 531, 32 a 36% no códon 526, e 7 a 9% no códon 516 

(Ramaswamy e Musser, 1998; Abate et al., 2001;Torres et al., 2003).  

 Em muitos casos, mutações gênicas associadas com resistência a 

drogas podem causar diferentes níveis de resistência ou podem não estar 

diretamente relacionadas ao mecanismo de resistência. Este é o caso da 

INH. Mutações parciais, totais, pontuais ou inserções no gene katG que 

codifica para a catalase-peroxidade, eliminam ou diminuem a atividade da 

catalase e produzem altos níveis de resistência à INH (Zhang et al., 1993; 

Heym et al., 1999; Ramaswamy e Musser, 1998).  

 A atividade da enzima catalase é essencial para ativar a INH em seu 

derivado ativo hidrazina, que entre outras funções atua inibindo a síntese de 

ácido micólico, componente estrutural rígido da parede das micobactérias, 

permitindo a sua ruptura. A deficiência em atividade enzimática produz altos 

níveis de resistência encontrada em mais de 80% das isolados resistentes à 

INH (Piatek e cols, 2000). Alternativamente, baixos níveis de resistência 

podem ser causadas por mutações pontuais na região do promotor do gene 

inhA, o qual codifica a enzima inhA (enoyl-ACP-redutase) que catalisa uma 

etapa primária na biossíntese do ácido micólico.  

 Assim, contrariamente a relação direta entre mutações no gene rpoB 

e resistência à RIF, os isolados resistentes à INH mostram mutações em 

diversos genes, sendo que 75% de todas as mutações já descritas, ocorrem 

no códon 315 do gene katG ou inhA, seguidos por mutações nos genes 

oxyR, e ahpC (Valim et al., 2000; Rossetti et al., 2002). Entretanto, muitos 
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isolados clínicos de MTB resistentes a RIF e INH não possuem mutações 

nestes alvos, mas a presença de mutações nestes sítios é indicativa de 

resistência (Telenti e cols, 1993; Zhang et al., 1993).  

 Estudos que compreendem dados brasileiros descrevem 

porcentagens similares de mutações nos genes rpoB e katG (Brasil/MS, 

2008; Valim et al., 2000), aproximadamente 60% a 62% das mutações no 

katG estão localizadas no códon 315, e 64% das mutações no gene rpoB 

estão localizadas nos códons 526, 531 e 533 (Williams et al., 1994; Espinal 

et al., 2001).  

 Os dados, entre 1986 a 1990, referentes ao perfil de resistência a 

drogas nos isolados de MTB no Brasil, principalmente no Estado de São 

Paulo são preocupantes. A análise do perfil de resistência, publicado por 

Silva (1992) neste Estado, revelou uma taxa inicial de 16,54% e adquirida de 

47,45%. Este perfil pouco se alterou quase 20 anos após, pois o Núcleo de 

Tuberculose e Micobacteriose do Instituto Adolfo Lutz (NTM-IAL), laboratório 

de referência estadual, recebem anualmente cerca de 5.000 isolados, 80% 

destas são submetidas ao teste fenotípico de sensibilidade para INH e RIF 

entre outras drogas. Dos 11.900 isolados processados nos últimos 3 anos 

(2007 a 2009), 15% apresentaram algum tipo de resistência e 5.5% foram 

MDR (comunicação pessoal: Dra. Rosângela Siqueira de Oliveira-NTM-IAL).  

 

1.3.1. Perfil de resistência de MTB isolados no Brasil 

 Resultados dos Inquéritos Nacionais de Resistência aos Fármacos 

anti-TB, demonstram que do primeiro inquérito (1995-1997) para o segundo 

inquérito (2007-2008), houve uma crescente nos dados de resistência 

brasileiros, sendo de 4,4% para 6% a resistência primária à INH, de 1,3% 

para 1,5% a resistência primária à RIF e de 1,1% para a multirresistência 

primária (Santos e Galesi, 2010). 
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 Segundo Vareldzis et al., 1994, (apud WHO/TB/84), no mínimo 15% 

dos casos de TB nos países em desenvolvimento apresentam algum tipo de 

resistência. Nos dados obtidos pelo IAL decorrentes da análise de 1.448 

isolados processados nos últimos 4 anos (2004 a 2007), provenientes do 

Estado de São Paulo, verificou-se a presença de algum tipo de resistência, 

sendo no ano de 2004 de 17%, 2005 15%, 2006 15% e 2007 15%, 

compondo uma média geral de resistência para esses anos de 16% de 

resistência contra 84% de sensibilidade.  

 

1.3.2. Importância do conhecimento das mutações e suas frequências 

 Ramaswamy e Musser (1998) compilaram dados de estudos 

epidemiológicos diversos onde 96% das mutações no gene rpoB 

comprometiam a região de 81 pares de base, sendo 43% destas no códon 

531 e  36% no códon 526, com a substituição de Serina por Leucina (42%) 

no 531 e Histidina por Treonina (23%) no 526 as mais frequentes, além 

disso as mutações nos códons 513, 526 ou 531 foram associadas a um alto 

nível de resistência e nos códons 514 ou 533 a um baixo nível de resistência 

à RIF. Já pra INH a posição 315-Serina com substituição por Treonina foi a 

mais comum, alterando substancialmente a atividade da catalase, porém 

mutações no códon 463-Leucina, não alteraram esta atividade. Ao nível de 

redução ou inibição total da atividade da enzima vincula-se o nível de 

resistência à droga.    

No entanto, sabe-se que a variação geográfica influência a 

frequência e o tipo de mutações, como resultado da disseminação regional 

de isolados resistentes.  Como exemplo, podemos citar que:  

I- A frequência em isolados Americanos do códon 526 mutado para 

TAC no gene rpoB é de 30% e de apenas 12% em isolados de 9 

outros países (Telenti et al., 1993).  

II- Nenhum dos isolados resistentes à INH na Guiné Equatorial tinham 
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mutações no principal gene envolvido na resistência a isoniazida, 

o katG, mas sim mutações no gene inhA em 80,5% (Tudó et al., 

2004). 

       

III- A influência da área geográfica nos tipos de genes envolvidos na 

resistência e frequências de certas mutações nestes genes têm 

implicações importantes no desenvolvimento de estratégias 

moleculares destinadas à identificação rápida destes mutantes 

(Haas et al., 1997).  

 

1.4. Diagnósticos de sensibilidade e resistência às drogas 

 Atualmente o diagnóstico rápido para avaliar a sensibilidade ou 

resistência às drogas utiliza a metodologia da cultura líquida contendo 

antibióticos, teste este denominado de TSA (Teste de Susceptibilidade às 

Drogas), pelo sistema BACTEC-MGIT960 (Tubo indicador de Crescimento 

de Micobactéria). Com este sistema foi possível reduzir o tempo diagnóstico 

para 7 a 14 dias, em comparação ao método anterior, o da proporção em 

meio Loweinstein-Jensen (LJ), ainda amplamente utilizado, cujo período 

mínimo estima-se entre 20 a 25 dias (Carvalho et al., 2007). Essas 

metodologias requerem o crescimento/cultivo do MTB, que permanece como 

padrão-ouro para o diagnóstico definitivo, mas leva semanas até a obtenção 

de resultados. Neste sistema, o crescimento bacteriano é precocemente 

acusado pelo consumo de oxigênio e liberação de fluorescência. O TSA 

utiliza como princípio o método das proporções em LJ, amplamente utilizado 

para detecção de resistência (El Hajj et al., 2001; Wada et al., 2004). 

 O desenvolvimento de metodologias que permitam um rápido 

diagnóstico de TB resistente é muito importante para o controle e redução na 

disseminação da doença, sendo uma urgência na Saúde Pública. Dentre 

essas tecnologias destacam-se as moleculares empregando-se a reação em 

cadeia da polimerase (PCR).  
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 A PCR consiste na amplificação “in vitro” de sequências específicas 

de DNA sintetizadas enzimaticamente. Muitos pesquisadores têm 

pesquisado e desenvolvido métodos “in house” com diferentes protocolos e 

modelos desta reação, no intuito de aplicá-la para o diagnóstico da 

resistência às drogas anti-tuberculose, muitas indústrias também 

apresentam diferentes sistemas de detecção, alguns em fase de avaliação e 

outros já disponíveis no mercado (Pai et. al, 2009), entre esses sistemas 

estão: 

 Análise de Polimorfismo Conformacional - SSCP PCR (Single-

Strand Conformation Polymorphism), no qual o DNA é amplificado e 

seu produto é submetido a eletroforese, observando-se a diferença 

no padrão de migração do fragmento de DNA (Orita et al., 1989; 

Telenti et al., 1997).    

 PCR Heteroduplex cujo princípio é a diferença de migração 

apresentada devido às diferenças na conformação da molécula de 

DNA, onde 2 fragmentos de DNA (idênticos ou não) são 

desnaturados e posteriormente hibridizados, caso haja diferença 

entre os fragmentos (alteração de bases) resultará em 3 fitas 

duplas, dois pares de fitas totalmente idênticas e um terceiro par 

com diferenças entre as bases o que promoverá a formação de 

alças no local da ligação entre essas bases (heteroduplex), assim 

quando submetidas à eletroforese resultarão em 3 bandas, uma 

delas (heteroduplex) com mutação (Williams et al., 1994; Delwart et 

al., 1993). 

 Cromatografia líquida de Alta Eficiência em Temperatura 

Desnaturante (DHPLC - Denaturing high performance liquid 

chromatography): cujo princípio também é a formação de um 

heteroduplex na qual se detecta a presença de mutação, porém 

revela-se através da cromatografia ao invés de gel (eletroforese), 

(Shi et al., em 2006). 

 INNO-LIPA Rif TB: kit comercial composto por 10 sondas (fitas 
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impregnadas com nucleotídeos), cujo princípio é a amplificação 

(PCR) de um segmento do gene rpoB (codifica uma região alvo da 

resistência à RIF) que posteriormente é desnaturado e hibridizado 

nessas fitas para ser ou não reconhecida a presença de mutação. 

Utiliza-se como controle uma sonda específica para o Complexo 

MTB, nove para perfil mutante e cinco para o perfil selvagem. Este 

ensaio apresenta a vantagem do tempo de realização (48 horas), 

porém com a desvantagem do custo elevado (De Beenhouwer et al., 

1995; Rossau et al., 1997).  

 GenoType MTBDR: Princípio similar ao INNO-LIPA detecta  

simultaneamente mutações que conferem resistência à RIF  e INH, 

englobando os principais sítios de mutação dos genes rpoB, katG e 

inhA (Hillemann et al., 2007). 

 LSSP PCR: PCR de baixa estringência (Low Stringency Single 

Specific Primer Polymerase Chain Reaction), cujo princípio é 

submeter o amplicom do fragmento desejado novamente a PCR em 

condições de baixa estringência, esse novo amplicom resulta em um 

perfil de bandas típicas do alvo em questão (Pena et al., 1994).     

 GeneXpert: sistema que combina preparação da amostra com 

extração de ácido nucléico, PCR em tempo real e detecção de 

resistência à RIF, aplicados diretamente em amostras de escarros,  

(Helb et al., 2010; Lawn et al., 2011). 

 Infelizmente há obstáculos que devem ser levados em conta na 

aplicação desses novos testes, pois além do alto custo, sua disponibilidade 

ao sistema público de saúde cuja demanda de amostragem é extremamente 

alta, depende de licitações e pregões, onde o menor preço é preponderante, 

podendo ocorrer a troca do ensaio, dificultando uma padronização 

metodológica que permita a avaliação de sua eficácia durante seu uso 

contínuo.  Além disso, existem ainda muitas técnicas de PCR disponíveis 

para serem padronizadas e otimizadas que podem ser aplicadas em 
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sistemas públicos de saúde, permitindo ao serviço público reduzir sua 

dependência das indústrias de kits diagnósticos. 

 Um método mais recente, a PCR em tempo real (RT-PCR) tem sido 

proposta para detectar a resistência microbiana. Neste sistema um marcador 

fluorescente e um dispositivo ótico ou câmera CCD (Charge Coupled 

Device) são acoplados a um termociclador, o que possibilita a observação 

direta da amplificação do DNA.  

 Esta metodologia emprega um sistema de sonda fluorescente 

acrescida aos iniciadores (primers) que reconhecem sequências especificas 

no DNA alvo e emitem um sinal fluorescente correspondente ao ciclo de 

amplificação no qual o DNA alvo é replicado.  

 Para que haja emissão da fluorescência, a molécula fluorescente ou 

fluoróforo absorve a energia de uma fonte luminosa, processa essa energia 

internamente excitando suas moléculas e libera esta energia em forma de 

luz, num determinado comprimento de onda, o qual é captado pela câmera 

CCD. Estes sinais após serem analisados por um software são plotados em 

forma de curvas de amplificação e de fluorescência e convertidos em 

números de cycle threshold (Ct) ou crossing point (Cp), ou seja, o número 

exato do ciclo no qual foi sinalizada a amplificação do DNA alvo, capaz de 

ultrapassar a linha limítrofe entre sinais positivos e negativos, já subtraídos 

todos os sinais inespecíficos ou de fundo (referência normalizadora), que 

possam ter sido gerados.  

 Em resumo, a PCR em tempo real une os processos de amplificação 

e detecção que são relatados pelo número de Ct ou Cp no qual o produto da 

PCR acumula-se significativamente em relação aos níveis de referência, 

detectado pela interação com sondas fluorescentes (Marras et al., 2002).  

 Tanto os iniciadores (primers) quanto a sonda (probe) são 

desenhados para reconhecer uma sequência complementar (ligação entre 

as bases nitrogenadas A-T, C-G) no DNA alvo, aumentando assim a 
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especificidade da reação. Esta metodologia é realizada em sistema fechado 

inibindo possíveis contaminações ambientais e pessoais com material 

genético e excessivas manipulações dos isolados. 

 Há vários sistemas químicos empregados na metodologia de RT-

PCR disponíveis no mercado, todos com o mesmo princípio químico, 

sensibilidade e aplicabilidade, alterando apenas os tipos e conformação das 

sondas. 

  A maioria das sondas são compostas por uma molécula 

fluorescente (denominada de Reporter) na extremidade 5’ e uma molécula 

bloqueadora (denominada de Quencher) na outra extremidade-3’. Enquanto 

essas duas moléculas de mantiverem próximas não haverá liberação de 

fluorescência, porém quando forem separadas, cessará a ação do 

bloqueador e ocorrerá a emissão de fluorescência, isto acrescido a ação 

corretiva (exonuclease de 5’ para 3’) da enzima Taq DNA-polimerase, cuja 

função é estender as novas fitas de DNA que estão sendo replicadas, e 

corrigir erros de adição de bases. Quando esta enzima encontra algo 

“estranho” na fita de DNA que está multiplicando, neste caso a sonda ligada, 

ela promove a sua retirada para dar continuidade a sua atividade, e neste 

exato momento em que estará sendo amplificado o DNA alvo, ocorrerá à 

liberação de fluorescência, que será detectada pelo sistema (Marras, 2008).  

 Existem vários sistemas de PCR em tempo real, os mais comumente 

encontrados são o formato 5’ nuclease, comercialmente conhecido como 

sistema TaqMan®, que utilizam sondas de hidrólise,  o molecular beacons ou 

grampos moleculares como modelo de sondas de hibridização, e um corante 

de DNA dupla-fita, o Sybr green, que não se configura como sonda, pois são 

moléculas ligantes de DNA, que se intercalam neste quando há a formação 

de dupla fita.  

 Nos formatos TaqMan® e molecular beacons há a ação da atividade 

exonucleásica da enzima Taq DNA polimerase, porém no TaqMan® ocorre a 

cada ciclo, a destruição da sonda e novas sondas são consumidas nos 
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ciclos seguintes de amplificação, já no molecular beacons a sonda se solta 

do alvo após a hibridização retornando a sua conformação original, estando 

apta para atuar em cada um dos ciclos posteriores (Espy et al., 2006). Na 

figura abaixo estão representadas estes 3 modelos de químicas 

fluorescentes utilizadas no sistema de RT-PCR. 

 

 

 

 

    8a                                    8b                                                   8c 

Figura 8- representação esquemática de três modelos de químicas 
fluorescentes utilizadas na PCR em Tempo real 

Legenda: 8a Sybr Green, 8b 5'nuclease (TaqMan
®
) e 8c molecular beacons. 

Fonte: Imagens modificadas e extraídas do site: 

http://e-ciencia.com/recursos/enciclopedia/PCR_en_tiempo_real 

 

Entre as vantagens da RT-PCR está à capacidade da técnica em 

monitorar a amplificação em tempo real, reduzir o tempo de obtenção dos 

resultados, simplificar todo o processo envolvido na finalização do ensaio, 

bem como a minimizar a contaminação ambiental e ampliar o número de 

amostragem pesquisada (Tyagi et al..,1998; Marras, 2008).  

A RT-PCR têm sido proposta para detectar todas as mutações que 

ocorrem na região de 81 pares de base do gene rpoB, no códon 315 do katG 

e sítio de ligação ribossomal inhA do MTB por vários autores, pois permite a 

redução de tempo na obtenção de resultados em relação à cultura (Piatek et 

al., 1998; El-Hajj et al., 2001; Rossetti et al., 2002; Garcia de Viedma , 2003; 

Ruiz et al.,  2004; Yesilkaya et al., 2006), auxiliando prontamente o clínico 

sobre o uso do esquema terapêutico apropriado. Com isso, o 

desenvolvimento de estudos que permitam caracterizar rapidamente a 
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resistência antimicrobiana na TB e mutações associadas principalmente ao 

rpoB e katG, são essenciais no desenvolvimento de estratégias que 

permitam minimizar a disseminação da doença e cepas resistentes, além de 

auxiliar no seguimento terapêutico.  

 A proposta deste trabalho é avaliar a utilização da RT-PCR, 

empregando-se molecular beacons, para a detecção de sensibilidade e ou 

resistência em isolados, dos principais sítios mutantes para os dois 

principais fármacos utilizados no tratamento da TB (RIF e INH).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 Avaliar a aplicação da metodologia da RT-PCR para a determinação 

da resistência à INH e RIF do MTB, através da comparação dos dados 

obtidos por RT-PCR e sequenciamento com os resultados gerados pela 

determinação da resistência através do método fenotípico (teste de 

Susceptibilidade às drogas-TSA). 

  

 2.2. Específicos 

 Padronizar a técnica da RT-PCR para detectar os principais 

sítios de mutação que conferem a resistência do MTB à INH e RIF. 

 Determinar a sensibilidade e especificidade da RT-PCR em 

comparação ao teste fenotípico (padrão de referência). 

 Verificar a frequência e os tipos de mutações encontradas 

nos isolados provenientes do Estado de São Paulo, avaliadas neste estudo.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1. Área e população de estudo  

 

 Trata-se de um estudo de coorte prospectivo. Foram selecionados 

os primeiros 988 isolados de MTB provenientes de pacientes com TB, que 

vivem no Estado de São Paulo, prospectivamente recebidos pelo Núcleo de 

Tuberculose e Micobacteriose do Instituto Adolfo Lutz (NTM-IAL) entre 30 de 

Outubro de 2008 e 13 de Março de 2009 para a realização rotineira do Teste 

Fenotípico de Sensibilidade às drogas (TSA).  

 Os isolados foram gerados de diferentes sítios de coleta, realizados 

em seu local de origem (hospitais) e depois de isolados encaminhados ao 

NTM-IAL, dos quais foi possível identificar 25 sítios com predominância de 

coletas do sítio pulmonar, a natureza destes sítios está descrita na Tabela 4.   

   As análises de resistência e sensibilidade foram dirigidas aos 

fármacos INH e RIF, sendo alvo de estudo para INH os genes katG que 

compreendem os códons 313 a 318 e sítio de ligação ribossomal inhA as 

posições -13 a -18 e para RIF o gene rpoB  entre os códons 507 a 533. 

 

3.2. Definições fenotípicas de resistência  

 Definem-se fenotipicamente como isolado resistente à RIF e INH, 

aqueles que através do método “in vitro”, automatizado Bactec MGIT 960, 

forem capazes de crescer em concentrações de 1,0 µg/mL de RIF e 0,1 

µg/mL de INH. O isolado padrão H37RV (ATCC 27294) de MTB foi utilizado 

como referência para os testes de sensibilidade à INH e RIF, RT-PCR e 

sequenciamento de DNA dos genes rpoB, katG e região promotora do gene 

inhA. 
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3.3. Delineamento 

 Estudo laboratorial descritivo. Semanalmente foram recebidas cerca 

de 80 isolados bacterianos para o estudo até a obtenção do total de 988 

isolados. Os isolados bacterianos foram submetidos ao teste fenotípico 

realizado no Núcleo de Tuberculose e Micobacterioses-NTM (Centro de 

Bacteriologia), e os testes genotípicos no Laboratório de Diagnóstico 

Molecular das Infecções Bacterianas-DMIB (Centro de Imunologia). Os 

isolados foram registrados em ordem crescente de acordo com o lote 

enviado em planilha no formato Excel do sistema Windows. 

 A partir dos resultados obtidos pelo teste fenotípico e RT-PCR, 

selecionamos todos os isolados resistentes a RIF e/ou INH e 10% das 

sensíveis para amplificação de parte dos genes katG, inhA e rpoB e 

posterior análise por sequenciamento de DNA destes fragmentos 

amplificados. Para a seleção dos 10% de isolados sensíveis, foi efetuado um 

sorteio aleatório com base no total de sensíveis daquele lote, realizando-se 

uma contagem progressiva de acordo com o número sorteado, para isso 

foram providenciados papelotes contendo numeração de 1 a 80 dobrados 

individualmente e colocados em um recipiente para serem agitados e 

retirados um a um. Caso o número sorteado não estivesse disponível, 

procedia-se a um novo sorteio.  De acordo com o número sorteado, 

procurava-se no registro daquele lote, após filtragem na planilha, dos 

isolados sensíveis, qual era o isolado a ser analisada. Todos os isolados 

foram submetidos a vários ensaios de RT-PCR visando à detecção de 

mutações ligadas à resistência a INH e RIF. 

 

3.4. Preparo das suspensões bacterianas  

 Uma alçada dos isolados em meio Lowenstein-Jensen (LJ) foi 

transferida para um tubo de rosca com tampa contendo 1 mL de água ultra-

pura grau PCR e homogeneizadas em agitador de tubos por 5 segundos.   
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 Nos casos dos isolados em meio líquido de 7H9 MGIT 960, foi 

transferido 1 mL deste crescimento para um tubo de rosca com tampa. Estas 

suspensões foram aquecidas em banho seco a 100ºC por 20 min, 

homogeneizadas por 5 seg e congeladas a -70ºC durante a noite (overnight), 

entre 16 a 18 horas, para promover a morte e ruptura celular. Esta etapa foi 

realizada no NTM, Laboratório com Nível de Biossegurança 3-NB3, do 

Centro de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz. 

 Após este período as suspensões foram encaminhadas ao DMIB-

Centro de Imunologia, onde foram novamente aquecidas a 100ºC por 20 

min, homogeneizadas em agitador de tubos por 5 seg e congeladas a -70ºC 

por 20 min. Findo esta etapa as suspensões foram mantidas dentro da 

cabine de segurança biológica até serem totalmente descongeladas, 

posteriormente foram centrifugadas a 10.000g por 2 min, em cabine de 

segurança biológica, foram transferidos 10 µL de cada sobrenadante para 

outro tubo contendo 90 µL de água ultrapura grau PCR (Roche Diagnostics, 

Indianopolis, Ind), obtendo-se com isso uma diluição final a 1/10 de cada 

suspensão, que foram mantidas à -20ºC até serem utilizadas. 

 

3.5. Teste fenotípico  

 Foi utilizado o método automatizado BACTEC™ MGIT™ 960 

(Becton, Dickson and Company, Maryland, USA) para o teste de 

susceptibilidade as drogas (TSA) utilizando-se o kit SIRE, contendo as 

seguintes drogas: estreptomicina (SM), INH, RIF e etambutol (EMB) com as 

seguintes concentrações das drogas: 1.0 µg/ml de SM, 0.1 µg/ml de INH, 1.0 

µg/ml de RIF e 5.0 µg/ml de EMB, de acordo com as instruções do manual 

de procedimentos da Becton & Dickson (BD), acrescidos de 2 tubos, um 

contendo meio de crescimento e ausência dos antibióticos SIRE, para 

controle de crescimento do MTB e outro contendo meio de crescimento e 

paranitrobenzeno (PNB) que inibe o crescimento do MTB mas não das 

micobactérias não tuberculosas (MNT), promovendo assim a diferenciação 
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entre estas. Neste método há a necessidade do crescimento da cepa, a qual 

é detectada através da fluorescência liberada pelo consumo de oxigênio. 

Dentre as principais vantagens deste método está a realização de um 

número maior de exames e o resultado é liberado em menos tempo, cerca 

de 5 a 11 dias. Outros métodos fenotípicos que utilizam meio de Lowenstein 

Jensen (LJ), demoram de 20 a 40 dias para serem finalizados e são os 

utilizados pela maioria dos laboratórios do país. 

 

3.6. RT-PCR para identificação de MTB  

 Para a confirmação da identificação os 988 isolados foram 

submetidos à reação de RT-PCR utilizando o sistema TaqMan RT-PCR 

através da amplificação do gene mpt64, específico para o complexo MTB 

(CMTB), previamente descrita por Takahashi et al., 2006, cujas sequências e 

concentrações dos iniciadores e sonda estão descritas na Tabela 1. As 

sondas foram marcadas na posição 5’ com 6-carboxyfluorescein (FAM) e na 

posição 3’ com Black Hole Quencher 1 (BHQ1). 

Tabela 1. Sequência de iniciadores e sonda utilizados para a reação de 

TaqMan® RT-PCR para o CMTB.  

Gene 

alvo

Iniciadores (primers ) e 

Sonda (probe )
Nome             Sequência (5´- 3´) *Tm

Concentração 

Final 

MyF GTG AAC TGA GCA AGC AGA CCG 300 nM

MyR GTT CTG ATA ATT CAC CGG GTC C 300 nM

mpt64

RT-PCR Probe MyPb FAM-TAT CGA TAG CGC CGA ATG CCG G-BHQ1 100 nM

RT-PCR Iniciadores

60 °C

*Tm (temperatura de anelamento), FAM=Fluoróforo; BHQ1=Bloqueador

 

 Um volume total de reação de 25 μL foi utilizado para todas as 

amostras, composta de 5 μL da suspensão bacteriana pré-diluída a 

1/10,12.5 μL de 2X TaqManMaster MixUniversal (Universal PCR Master 

Mix - Applied Biosystems), 2 μL de cada iniciador a 3,75 μM e 2 μL da sonda 
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a 1,25 μM, 1.5 μL água grau PCR (Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind). As 

ciclagens foram realizadas no aparelho 7.300 ABI Real Time PCR Systems 

(Applied Biosystems) da seguinte forma: 1 ciclo de 2 min a 50ºC; ativação da 

enzima por 10 min a 95ºC; e 45 ciclos de amplificação de 15 seg a 95ºC e 1 

min a 60ºC cada. Foram incluídos em cada reação dois poços de controle 

positivo (cepa H37RV) e quatro de controles sem DNA. Os dados foram 

coletados na fase de extensão (1 min a 60ºC). Ao final da corrida foi 

estabelecido um valor de “Cycle Threshold” (Ct) ≤ 39 como cut-off  para 

determinar a positividade, observando-se a curva exponencial e a 

compatibilidade dos multicomponentes (cada um dos sinais fluorescentes, 

incluindo a referência passiva (ROX). 

 

3.7. RT-PCR para detecção de resistência/sensibilidade dos isolados 

 Para a realização da RT-PCR foi utilizado o sistema molecular 

beacons como composição das sondas. A escolha deste formato baseou-se 

no trabalho descrito por Piatek et al. (1998) para o gene rpoB, incorporando-

se este sistema para os demais alvos. Os iniciadores utilizados neste estudo 

para amplificação dos genes katG, rpoB e sítio de ligação ribossomal inhA, 

tanto para RT-PCR como para amplificação pré-sequenciamento e 

sequenciamento,  estão descritos na Tabela 2, bem como as referências 

bibliográficas de onde cada um deles foi selecionado. A escolha desses 

oligonucleotídeos baseou-se no desempenho em termos de sensibilidade, 

especificidade e reprodutibilidade relatadas, e maiores frequências em que 

estes foram referenciados em publicações prévias. 
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 Avaliou-se a especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) submetendo suas sequências para pesquisa no Centro Nacional 

de Informações Biotecnológicas de banco de dados (NCBI), através do 

algoritimo Basic Local Alignment Search Tool - BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e com isso foi possível verificar um 

provável erro na publicação na referência escolhida para o gene inhA, pois 

consta no artigo a sequência para o iniciador antissenso : CTC CGG TAA 

CCA GGA GTG AAC GGG, e após alinhamento com a sequência do gene, 

verificou-se que a sequência correta seria CTC CGG TAA CCA GGA CTG 

AAC GGG, com troca de G para C (este erro de publicação foi 

posteriormente confirmado pelo autor do trabalho através de contato por via 

e-mail). 

 Todas as sondas utilizadas foram desenhadas para serem capazes 

de reconhecer a região com sequência complementar referente ao padrão 

da cepa selvagem H37RV (ATCC 27294), que é sensível tanto a INH como 

RIF, ou seja, região sem a presença de mutação, ocorrendo a liberação de 

sinal fluorescente, portanto um isolado sensível, já na presença de mutação 

não há o reconhecimento pela sonda resultando em ausência de sinal 

fluorescente, portanto um isolado resistente. 

 A detecção de resistência a INH foi dirigida ao códon 315 do gene 

katG, sendo a sonda desenhada para reconhecer entre os códons 313 a 318 

e para as posições -15 e -16 da sítio de ligação ribossomal inhA.   

 Para a detecção de resistência a RIF foram empregadas cinco 

sondas separadamente, capazes de reconhecer entre os códons 507 a 533: 

denominadas de SW143 (códons 507 a 512), SW89 (códons 511 a 518), 

SW111 (códons 518 a 523), SW112 (códons 522 a 527) e SW182 (códons 

528 a 533), cujas posições estão exemplificadas no esquema abaixo:  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Figura 9- Esquema do gene rpoB, região entre os códons 507 a 533: em 

amarelo regiões da abrangência das sondas e em azul sítios de 

localização das mutações   

 

    As reações de RT-PCR foram realizadas nos aparelhos 

LightCycler II 480 (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind.) e modelo 7.300 

Applied Biosystems ( Foster City, CA, USA). 

 

3.7.1. Análise/expressão dos resultados da RT-PCR  

 As análises dos resultados foram efetuadas pelos softwares das 

plataformas utilizadas, a saber: 7.300 Systems Software Sequence Detection 

Software (SDS) versão 1.2.3 (Applied Biosystems) e LightCycler®480 SW 

versão 1.5 (Roche Diagnostics), levando em consideração a variação da 

fluorescência (ΔRn) em relação ao número do ciclo de amplificação, sendo 

estatisticamente registrado o ciclo no qual foi emitida a maior intensidade de 

fluorescência, excluídos os sinais inespecíficos ou de fundo/ruído. Portanto a 

ΔRn indica a magnitude do sinal gerado, sendo o ciclo no qual este sinal foi 

computado, inversamente proporcional a quantidade de DNA presente na 
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amostra. No sistema da Applied Biosystems (ABI) os resultados são 

expressos na forma de Ct (Cycle threshold) e no da Roche Diagnostics 

(Roche) em Cp (Crossing point), (Literaturas gerais e Manuais: ABI e 

Roche). 

 Por conveniência neste trabalho utilizamos para ambas às 

plataformas a denominação de Ct. 

 Foram utilizados neste estudo como algoritmos: valores de Ct entre 

16 e 39 como indicativos de positividade ou sensibilidade, e valores iguais a 

0 e maiores ou iguais a 40 como indicadores de negatividade ou resistência,  

ficando a faixa entre 1 e 15 para o cálculo da definição da linha limite 

(threshold) e exclusão dos sinais de fundo/ruídos (background). Os 

resultados de Ct=39 foram repetidos e reanalisados, para assegurar a 

reprodutibilidade e garantir a confiabilidade do resultado. 

 Nas figuras abaixo podemos visualizar um exemplo das curvas de 

amplificação (Figura 10) e de fluorescência (Figura 11), indicativas de 

positividade na reação (isolados sensíveis). 

 

Figura 10- Plotagem das curvas de amplificação da RT-PCR (exemplo), 

utilizando molecular beacons, revelando a presença de isolados 

sensíveis. 

 

    background 

threshold 

Ct  



 

56 

 

 

Figura 11- Plotagem de uma curva de fluorescência (exemplo), liberada 

durante a amplificação da RT-PCR, utilizando molecular beacons, 

confirmando a presença de isolado sensível. 

Legenda: Rox= fluoróforo utilizado como referência passiva (ABI); FAM= fluoróforo utilizado como 

marcador na sonda para o sítio alvo. 

 

3.7.2. Concentração dos oligonucleotídeos: Iniciadores (Primers) e 

Sondas (Probes) e Ciclagens  

 A padronização das concentrações dos iniciadores, senso (F) e 

antissenso (R), para a RT-PCR do sistema molecular beacons foram 

determinadas testando-se as concentrações entre 300-900 nM e entre 100-

300 nM para as sondas, escolhendo-se a menor concentração capaz de 

produzir o melhor sinal de detecção com menor Ct, após análise detalhada 

de todas as curvas de amplificação e liberação de fluorescência. Para isso 

procedeu-se da seguinte maneira: fixou-se a concentração da sonda em 100 

nM para todos, variando as concentrações dos oligonucleotídeos 

(iniciadores) senso (F) nos orifícios horizontais (linha) e do antissenso (R) 

nos orifícios verticais (coluna), conforme esquema (2) exemplificado abaixo: 
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Tabela 3- Esquema das concentrações empregadas na padronização 

dos oligonucleotídeos (iniciadores e sondas). 

 

 

 

 

 

 

 Findo a determinação da concentração ótima dos iniciadores senso 

e antissenso, procedeu-se de maneira similar a determinação da 

concentração da sonda, mantendo-se fixas as concentrações dos 

iniciadores, agora escolhidos de acordo com a concentração ótima pré-

definida para cada gene. As concentrações ótimas escolhidas para trabalho 

estão descritas na Tabela 2. 

 Para as reações RT-PCR, todas as sondas utilizadas foram 

marcadas na extremidade 5’ com o fluoróforo (reporter) FAM e na 

extremidade 3’ com o bloqueador (quencher) Black Hole 1 (BHQ1), 

inicialmente todas as reações focavam  em um único alvo (formato “single”).  

 À medida que os dados foram sendo gerados, complexamos o 

ensaio para o gene rpoB de 5 reações individuais para o formato “duplex”. 

Dois tipos de reações foram então padronizadas, a primeira destinada a 

detectar apenas um alvo por reação, RT-PCR “single” e a segunda, 

destinada a detectar dois alvos por reação, RT-PCR “duplex”, 

acrescentando-se um controle sabidamente resistente e outro sensível para 

cada uma das sondas, além do controle positivo padrão. 

 
       

             
 F300 

 
      F300 

 
     F300 

  

       R300       R600      R900   
       Pb100       Pb100      Pb100   

       F600        F600        F600   
       R300       R600      R900   
       Pb100       Pb100       Pb100   

       F900          F900         F900      
       R300       R600        R900    
       Pb100       Pb100      Pb100   
F= Foward (senso); R= Reverse (antissenso); Pb=  
Probe (sonda)  
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  As reações que empregaram dois alvos na mesma reação (formato 

“duplex”) tiveram a sonda para um alvo marcada com o fluoróforo FAM (6-

carboxyfluorescein) e a outra, para o outro alvo, marcada com HEX 

(4,7,2’,4’,7’-hexachloro-6-carboxyfluorescein), para que pudessem compor o 

“duplex”. 

 A escolha das sondas para “duplex” baseou-se nas análises de 

prevalência dos sítios mutantes do gene rpoB, duas reações em formato 

“duplex” foram padronizadas. Estes dois ensaios foram capazes de cobrir 

toda a área onde as mutações encontradas no gene rpoB ocorreram. Para 

controle destes ensaios foram escolhidos isolados sensíveis e resistentes 

para cada sonda da composição de cada “duplex”.  

 Para aos ensaios de padronização foram escolhidos 2 isolados que 

apresentassem mutações no sítio alvo de uma sonda, resultando em perfil 

resistente (mutante) para esta sonda e sensível para a outra e 2 sem a 

presença de mutação neste mesmo sítio, resultando em perfil sensível para 

esta sonda e resistente para a outra.  

 Após vários testes avaliando diferentes concentrações dos 

componentes da PCR, iniciadores e sondas para a reação de RT-PCR 

“duplex”, escolhemos as combinações que nos forneceram melhor sinal de 

leitura (curva de amplificação e fluorescência), menor sinal de fundo/ruído 

(background) e melhor definição entre positivos e negativos. 

 Para as ciclagens na RT-PCR (single e/ou duplex) utilizou-se um 

ciclo inicial de 50ºC por 2 min, 95ºC por 10 min, seguidos de 45 ciclos de 

95ºC por 30 seg (desnaturação), 50ºC por 1 min (anelamento) e 60ºC por 1 

min (extensão), exceto para a sonda SW 89 do gene rpoB e sonda do gene 

inhA cujas temperaturas de anelamento foram a 55ºC. Todos os dados 

foram coletados pelo software na fase de anelamento (hibridização) da 

sonda. 
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3.8. Amplificação e sequenciamento 

 Para as reações de amplificação e sequenciamento dos fragmentos 

de 555 pb do gene katG, de 248 pb do gene inhA e 189 pb do gene rpoB, 

cujas sequências dos oligonucleotídeos estão descritos na Tabela 2, foram 

preparadas misturas para PCR convencional com volume total de 50 µL, dos 

quais 10 µL foram utilizadas para eletroforese e 40 µL para a reação de 

sequenciamento.  

 O ciclo para amplificação dos genes consistiu em uma desnaturação 

a 94ºC por 5 min, a amplificação do produto foi realizada com uma 

sequência de 30 ciclos, cada um deles composto de 94ºC por 40 seg para 

desnaturação do DNA, 60ºC por 30 seg para o anelamento dos iniciadores, 

72ºC por 20 seg para a extensão das novas cadeias. Ao final dos ciclos 

seguiu-se um aquecimento a 72ºC por 10 min para extensão final e 

temperatura de manutenção de 4ºC até a retirada do produto, com exceção 

para o gene inhA cujo anelamento foi realizado a 58ºC por 30 seg. 

 Para confirmação da amplificação, todos os produtos foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 1X [Tris-

Borato-EDTA; 0,90 mM Tris-HCL, ácido bórico 0,90 mM, EDTA 5 mM (pH 

8,0)], acrescido de 0,5 g/mL de brometo de etídeo (Sambrook et al., 2001). 

  A eletroforese foi realizada a 100 volts por aproximadamente 1 h e 

45 min, em cuba horizontal, sendo aplicados 10 L do produto de cada PCR 

acrescidas de 5 L de tampão de carregamento (Blue Juice: 0,3% de azul de 

bromofenol, 65% sacarose, 10 mM Tris-HCL pH 7,5, 10 mM EDTA) por 

caneleta do gel.  O marcador 50 bp DNA Ladder (BioLabs®) foi utilizado 

como padrão de massa molecular. Ao final da eletroforese os géis foram 

visualizados e documentados no programa AlphaImager EC (Alpha 

Innotech®), pelo sistema de captura de imagem (AlphaImager Software). 
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3.9. Purificações dos produtos de PCR 

 As purificações dos produtos da PCR (40 µL) foram realizadas com 

o Kit comercial PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen Corporation, 

Carlbad, USA) seguindo-se  as orientações do manual de procedimento do 

fabricante. Todos os DNA purificados foram dosados pelo equipamento 

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) antes de serem 

sequenciados, para avaliar as quantidades necessárias referidas pelo Kit Big 

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit-Protocol, que compreendem: 

para produtos entre 100-200 pb (1-3 ng), entre 200-500 pb (3-10ng) e para 

500-1000 pb (5-20ng), (Applied Biosystems, 2002).  

 

3.10. Sequenciamentos do DNA 

 As reações de sequenciamento foram realizadas para cada uma das 

fitas de DNA de forma bidirecional, utilizando-se Big Dye Terminator versão 

3.1 Cycle Sequencing Kit com a enzima AmpliTaq DNA polymerase (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) no aparelho ABI Prism 3130xl DNA 

Sequence (Applied Biosystems).  

 As reações de amplificação pré-sequenciamento foram realizadas 

em placas de 96 orifícios, em um volume total de 20 μL para todas as 

amostras, compostas de 3 μL de produto de PCR purificado, 4 μL de tampão 

5X, 1 μL de iniciador a 0.16 μM, 2 μL de Big Dye versão 3.1 e 10 μL de água 

grau PCR (Roche Diagnostics, Indianopolis, Ind). Foram preparadas duas 

reações separadas (bidirecional) uma para o iniciador senso e outra para o 

iniciador antissenso, as sequências dos iniciadores estão descritos na 

Tabela 2. As amplificações foram realizadas em 25 ciclos de 96ºC por 10 

seg, 50ºC por 5 seg, 60ºC por 4 min e mantidas a 4ºC até a retirada do 

aparelho Termociclador Veriti (Applied Biosystems). 
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 Findo esta etapa os produtos foram purificados com etanol de 

acordo com Protocolo Big Dye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing, (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), com algumas modificações: 

centrifugação da placa a 1.500g por 5 segundos, abertura e adição de 80 µL 

de etanol a 70% (mantido a temperatura ambiente) por orifício, selagem e 

incubação da placa, mantendo-a em repouso, no escuro em temperatura 

ambiente, por 15 min. Na sequência a placa foi centrifugada a 1.500g por 45 

min a 4ºC, aberta e invertida bruscamente sobre a pia para remoção 

mecânica do volume de seus orifícios. Sequencialmente a placa foi 

pressionada sobre papel absorvente Kimwipes (Kimberly-Clark Global Sales, 

Inc., Roswell, GA) para secagem das bordas, em seguida adicionou-se 100 

µL de etanol a 70%, selou e centrifugou-se a placa a 1.500g por 45 min a 

4ºC. Findo esta etapa removeu-se os volumes dos orifícios da placa 

invertendo-a bruscamente sobre a pia. Na etapa seguinte a placa foi 

invertida sobre vários papeis absorventes Kimwipes, acondicionada no 

suporte de placas da centrífuga e fixada com fita crepe para centrifugação a 

150g por 10 seg. Ao final a placa foi acondicionada aberta em termociclador 

a 60ºC por 10 min, para secagem, selada e mantida a -20ºC até ser 

efetuado o sequenciamento.  

  Para o sequenciamento, a placa foi retirada do freezer, estabilizada 

à temperatura ambiente e 10 uL de  formamida HiDi (Applied Biosystems) 

foram adicionados em cada poço. A placa foi então centrifugada a 1.500g 

por 5 seg, aquecida a 95ºC por 5 min no termociclador Veriti (Applied 

Biosystems) e colocada em banho de gelo por 3 min antes de ser submetida 

ao sequenciador ABI Prism 3130xl DNA Sequence (Applied Biosystems).   

 As sequências obtidas foram editadas, alinhadas e analisadas pelos 

programas EDITSEQ, ALIGN e SEQMAN (DNASTAR) e comparadas com 

as sequências depositadas no Genbank de números L27989 (rpoB) e 

X68081 (katG).   
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Sítios de coleta das amostras submetidas ao isolamento. 

 Do total de 988 isolados submetidos à cultura, em seus respectivos 

postos de atendimento, foi possível verificar a natureza do inóculo em 85% 

das amostras (839/988), com a predominância de escarro em 73% 

(722/988), seguidos de amostras de origem brônquica (aspirado e lavado) 

em 3% (27/988), sangue em 1% (13/988), dentre o total de 25 sítios 

identificados.  

 Em 15% (149/988) dos isolados enviados não foi possível identificar 

o tipo de amostra submetida ao isolamento, a natureza desses sítios esta 

descrita na Tabela 4. 
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Tabela 4. Relação dos sítios das amostras submetidas ao isolamento 

para pesquisa de Mycobacterium tuberculosis e os resultados obtidos. 

 

 

                      

SÍTIO DE COLETA DA AMOSTRA PARA CULTURA 
 

TOTAL 
POR 

 
MGIT 960 

 
RT-PCR 

  SÍTIO   RESISTENTE SENSÍVEL   RESISTENTE SENSÍVEL 

           ABCESSO CERVICAL 
  

1 
  

1 
  

1 

ABCESSO DA PAREDE ABDOMINAL 

  

1 
  

1 
  

1 

ASPIRADO BRONQUICO/LAVADO BRONCOALVEOLAR 

 

27 
 

4 23 
 

2 25 

ASPIRADO DE LINFONODO 

  

2 
  

2 
  

2 

ASPIRADO DE TUMORAÇÃO 

  

1 
  

1 
  

1 

ASPIRADO GANGLIONAR 

  

1 
  

1 
  

1 

BIÓPSIA SEM SÍTIO DEFINIDO 

  

2 
  

2 
  

2 

BIÓPSIA COLUNA LOMBAR 

  

1 
  

1 
  

1 

GANGLIONAR 

   

8 
  

8 
  

8 

ESCARRO 

   

722 
 

93 629 
 

68 654 

FRAGMENTO PULMONAR 

  

3 
  

3 
  

3 

LAVADO GÁSTRICO 

  

4 
  

4 
  

4 

LINFONODO 

   

4 
 

1 3 
 

1 3 

LÍQUIDO DE ABCESSO 

  

1 
  

1 
  

1 

LÍQUIDO ASCÍTICO 

  

6 
 

1 5 
 

1 5 

LÍQUIDO PERITONEAL 

  

1 
  

1 
  

1 

LÍQUIDO PLEURAL 

  

12 
 

1 11 
 

1 11 

LÍQUIDO SINOVIAL 

  

1 
  

1 
  

1 

LÍQUOR 

   

9 
 

2 7 
 

2 7 

NÓDULO CERVICAL 

  

1 
  

1 
  

1 

NÓDULO PULMONAR 

  

1 
  

1 
  

1 

SANGUE 

   

13 
 

1 12 
 

1 12 

SECREÇÃO GANGLIONAR 

  

4 
  

4 
  

4 

SECREÇÃO TRAQUEAL 

  

9 
 

1 8 
  

9 

URINA       4 
  

4 
  

4 

TOTAL  

   

839 
      

SEM INFORMAÇÃO 

  

149 
 

25 124 
 

34 115 

    
  

129 859 
 

110 878 

TOTAL DE AMOSTRAS 
  

988 
 

988 
 

988 

        
       

    
       

* Informações coletadas das papeletas de encaminhamento dos isolados ao Instituto Adolfo Lutz Central- Núcleo 

de Tuberculose e Micobacteriose. 
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4.2. Confirmações do CMTB por RT-PCR 

 Todos os 988 (100%) isolados selecionados como MTB foram 

confirmados pelo ensaio de TaqMan mpt64 RT-PCR. Todos apresentaram 

valores de Ct inferiores a 39, sendo o Ct ≤ 39 definido como padrão de 

positivo para este teste. Estas amostras foram posteriormente submetidas à 

RT-PCR pelo sistema molecular beacons para determinação do perfil de 

sensibilidade e/ou resistência. Estes resultados foram então comparados 

com o resultado do teste fenotípico (TSA).  

 

 4.3. Resultados fenotípicos 

4.3.1. Análise dos perfis de sensibilidade e resistência 

 

 Dos 988 isolados de MTB analisados fenotipicamente, 87% 

(859/988) foram sensíveis a ambas as drogas (IC de 95%:85,89). Os 129 

(13%) restantes apresentaram resistência à INH e/ou RIF.  

  Entre os 129 isolados resistentes 55 (42,6%) foram resistentes 

somente à INH, 9 (6,9%) somente resistentes à RIF e 65 (50,4%) foram 

resistentes a ambas as drogas (MDR), (Gráfico 1). 
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Gráfico 1- Distribuição do perfil de isolados de MTB fenotipicamente 

resistentes.  

 

            INH: Isoliazida; MDR: multi-drogas-resistente; RIF: rifampicina. 

 

  

 

 

4.4. Determinações genotípicas da resistência 

 

4.4.1. Por RT-PCR (INH e RIF)  

 

 Dos 988 isolados de MTB analisados por RT-PCR, 89% (878/988) 

foram sensíveis a ambas as drogas (IC de 95%: 85,89). Os 110 (11%) 

restantes apresentaram resistência à INH e/ou RIF. 

 Entre os 110 isolados resistentes 35 (31,8%) foram resistentes 

somente à INH, 22 (20%) somente resistentes à RIF e 53 (48,2%) foram 

resistentes a ambas as drogas (MDR), Gráfico 2. 

 

 

 

 

 

 

 55 

INH 
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Gráfico 2- Distribuição do perfil dos isolado de MTB para INH e RIF por 

RT-PCR.   

 

 INH: Isoliazida; MDR: multi-drogas-resistente; RIF: rifampicina; S: Sensível;  

                 R: resistente. 

 

 

4.4.1.1. RT-PCR - Isoniazida  

 

 Dos 988 isolados analisados por RT-PCR 91% (900/988) foram 

sensíveis à INH e as 88 (9%) restantes resistentes. 

 Entre os 88 isolados resistentes 58 (65,9%) foram resistentes 

somente por mutação no katG , 22 (25,0%) resistentes somente por mutação 

no inhA e 8 (9,1%) foram resistentes por mutação em ambos os genes, 

Gráfico 3. 

 

Gráfico 3- Distribuição do perfil dos isolados de MTB para INH por RT-

PCR.   
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 Para os genes katG e inhA , os valores de Cts apresentados pela 

RT-PCR ficaram entre 18 ≥ Ct ≤ 38, sendo a média observada dos Cts de 

23, com um desvio padrão de 3.0, estes valores foram arredondados para 

cima.  

 

 

4.4.1.2. RT-PCR Rifampicina 

   

 Dos 988 isolados analisados por RT-PCR 92,4% (913/988) foram 

sensíveis e 7,6% (75/988) foram resistentes à RIF, Gráfico 4. 

 

Gráfico 4- Distribuição do perfil dos isolados de MTB para RIF por RT-

PCR.   

 

   

 Para o gene rpoB, os valores de Cts apresentados pela RT-PCR 

ficaram entre 18 ≥ Ct ≤ 36, sendo a média observada dos Ct de 24, com um 

desvio padrão de 4.0, estes valores foram arredondados para cima.  

 

 Resumimos abaixo (Tabela 5) os resultados de sensibilidade e 

resistência à INH e/ou RIF pelo ensaio fenotípico e RT-PCR no total da 

amostragem estudada.  
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Tabela 5. Resumo da sensibilidade e resistência obtidas nos 988 

isolados através dos métodos Fenotípicos e RT-PCR. 

Método 
 

Somente à 
   

  INH RIF INH+RIF 
Total de 

RIF 
Total de 

INH 

       

Fenotípico 

Sensível (859) 87% 

  
     

Resistente 

(129) 13% 

      

 
5,6% 0,9% 6,6% 7,5% 12,1% 

 
55 9 65 74 120 

       

       

RT-PCR 

Sensível (878) 89% 

  
     

Resistente 

(110) 11% 

 
3,5% 2,2% 5,3% 7,6% 8,9% 

 
35 22 53 75 88 

              

 

 

4.4.2. Por sequenciamento 

 Dos 185 isolados fenotipicamente sensíveis à INH (90) e/ou RIF 

(95), que foram sequenciados, 2 isolados apresentaram perfil de resistência 

para RIF (gene rpoB).  

 Dos 194 isolados fenotipicamente resistentes à INH (120) e/ou RIF 

(74), que foram sequenciados, 1 isolado apresentou perfil de sensibilidade 

para RIF (gene rpoB).  

 

 

4.4.2.1. Sequenciamento - Isoniazida 

 

 Dos 210 isolados INH analisados por sequenciamento 120 foram 

resistentes e 90 foram sensíveis baseados nos resultados fenotípicos. Dos 
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120 resistentes, 55% (66/120) apresentaram mutações somente no gene 

katG, 25% (30/120) apresentaram mutações somente no gene inhA (IC: 

95%: 46, 64 e 18, 34), respectivamente, e 7% (8/120) apresentaram 

mutações nos dois genes, Gráfico 5. 

 

Gráfico 5. Distribuição dos resultados obtidos por sequenciamento 

para INH. 

 

 

  

 

4.4.2.1.1. Sequenciamento - Gene katG  

 

 A amplificação e o sequenciamento do gene katG só foi possível em 

118 dos 120 isolados fenotipicamente resistentes à INH, e destes somente 

em 65 (55% dos 118 sequenciados), verificou-se a presença de mutação. 

Foram analisados o sítio que compreende os códons 313 ao 318, e todas as 

mutações encontradas foram no códon 315. Neste códon, a substituição de 

AGC para ACC que leva a uma modificação do aminoácido serina para 

treonina (S to T), foi encontrada em 59 (90%) isolados. Adicionalmente, 

mutações pontuais neste códon de AGC (S) para AAC (N), AGA (R), CGC 

(R), ou ACG (T) também foram encontradas, estes dados estão compilados 

na Tabela 6 e exemplificados na Figura 12. 
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4.4.2.1.2. Sequenciamento - Gene inhA  

 

 O gene inhA pode ser amplificado e sequenciado em todos os 120 

isolados fenotipicamente resistentes à INH. As mutações foram encontradas 

em somente 30 (25%), (Tabela 6 e Figura 12), abaixo: 

 

Tabela 6- Mutações gênicas associadas à resistência a INH na TB, em 

isolados de pacientes do Estado de São Paulo. 

Número Bases

315 AGC ACC 59 91%

AAC 2 3%

AGA 2 3%

CGC 1 1.5%

ACG 1 1.5%

-15 G A 26 87%

-16 C A 4 13%

katG 65 100%

inhA 30 100%

% por 

códon
Gene

Isolados 

com 

mutação

Codon Base 

alterada 

para

No. De 

Isolados

% por 

mudança

 

 

 

Figura 12- Esquema dos sítios de mutação para INH- resistentes, 

encontrados nos isolados de pacientes do Estado de São Paulo. 

 

Legenda: Localização das regiões dos códons e suas respectivas mutações. Aminoácidos: Isoleucina 

(Ile), Treonina (Thr), Serina (Ser), Glutamato (Glu), Prolina (Pro), Tirosina (Tyr), Arginina (Arg), 

Leucina (Leu), Alanina (Ala). Bases nitrogenadas: Adenina (A), Timina (T), Citosina (C), Guanina (G). 
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4.4.2.2. Sequenciamento – Rifampicina 

 Dos 169 isolados RIF analisados por sequenciamento, entre as 74 

resistentes e 95 sensíveis, baseados nos resultados fenotípicos, obtivemos 

pelo sequenciamento 75 (44%) resistentes, e 94 sensíveis (56%). Todos os 

75 resistentes apresentaram mutações somente na região de 81pb do gene 

rpoB.  

 Das 74 fenotipicamente resistentes (padrão de referência utilizado), 

99% (73/74) apresentaram mutações no gene rpoB. Das 95 sensíveis, 

somente 2% (2/95) apresentaram mutações no gene rpoB (Gráfico 6). 

 

Gráfico 6. Distribuição dos resultados obtidos por sequenciamento 
para RIF. 

 

 

 Dos 75 isolados sequenciados a mutação mais frequentemente 

encontrada foi no códon 531 (67%), sendo TCG para TTG (64%; 48/75) e 

TCG para TGG (3%; 2/75), seguido pelo códon 526 (23%; 17/75), códon 516 

(8%; 6/75) com as substituições de GAC para GTC (7%; 5/75) e para TAC 

(1%; 1/75) e códons 522 (TCG para TTG) e 533 (CTG para CCG) (1%; 1/75 

cada). O códon 526 (23%) foi polimórfico com cinco substituições diferentes 

CAC para: GAC (47%; 8/17), TAC (35 %; 6/17), TGC, CTC, e TGC (18%; 

3/17;), (Tabela 7).   

  Todas estas mutações foram encontradas pelas análises do 

sequenciamento de DNA. Elas estão localizadas em quatro das cinco 
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regiões complementares às sondas utilizadas nas reações de molecular 

beacons. Estas regiões juntas cobrem a totalidade da região de 81 pb do 

gene rpoB (regiões SW89, SW111, SW112, e SW182). Nenhuma mutação 

foi encontrada na região SW143. Estes dados estão sumarizados na Tabela 

7 e Figura 13, inseridos abaixo: 

Tabela 7- Mutações gênicas associadas à resistência a RIF na TB, em 

isolados de pacientes do Estado de São Paulo. 

Número Bases

516 GAC GTC 5 7%

TAC 1 1%

522 TCG TTG 1 1% 1%

526 CAC CGC 1 1%

TGC 1 1%

CTC 1 1%

GAC 8 12%

TAC 6 8%

531 TCG TTG 48 64%

TGG 2 3%

533 CTG CCG 1 1% 1%

8%

% por 

códon

rpoB 75 23%

67%

Gene

Isolados 

com 

mutação

Codon
Base 

alterada 

para

No. De 

Isolados

% por 

mudança
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Figura 13- Esquema dos sítios de mutação para RIF-resistentes, 

encontradas nos isolados de pacientes do Estado de São Paulo. 

Legenda: Localização da região de 27 códons do gene rpoB e seus respectivos aminoácidos. 

Aminoácidos: Glicina-Gly (G), Treonina-Thr (T), Serina-Ser (S), Glutamina-Gln (Q), Leucina-Leu (L), 

Fenilalanina-Phe (F), Metionina-Met (M), Ácido aspártico-Asp (D), Aspargina-Asn (N), Prolina-Pro (P), 

Histidina-His (H), Lisina-Lys (K), Alanina-Ala (A), Arginina-Arg (R), Tirosina-Try (T), Triptofano-Trp (W), 

Valina-Val (V). Bases nitrogenadas: Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G). 

 

4.5. Cálculos de sensibilidade e especificidade 

 Para esses cálculos utilizou-se estatística analítica descritiva, pela 

planilha Excel, do pacote Microsoft Office do Windows 2007, e empregou-se 

a tabela de contingência 2X2, esquematizada na Tabela 8.  

 Para os cálculos de intervalo de confiança dos dados utilizou-se o 

método exato descrito por Clopper e Pearson (1934). 
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Tabela 8- Esquema da tabela de contingência (2X2) utilizada para 

compilação dos cálculos estatísticos. 

   Para detectar Resistência    

 
  

      
  

 
 

  
      

  
 

 
  

 
MGIT 960 

 
VERDADEIRO S   

 
 

  
    

VERDADEIRO R   
 

 
    + -   FALSO S   

 

 RT-PCR 
+ a b e FALSO R   

 

 
- c d f 

  
  

 

 
  

 
g h N Sensibilidade em  (d/(h)   

 
 

  
    

detectar R 
 

  
 

 
  

    
    

 
 

  
    

    
 

 
                

 
          

              S= Sensível; R= Resistente 

 

 

4.5.1. RT-PCR: No formato simples, ou seja, utilizando um único alvo 

(SINGLE) 

 Todos os 988 isolados foram testados para detecção de mutação de 

resistência utilizando-se seis ensaios de RT-PCR, um para o gene katG, um 

para o gene inhA e quatro para o gene rpoB. A sensibilidade e 

especificidade destes ensaios foram calculadas comparando-se os 

resultados obtidos nos ensaios de RT-PCR com os obtidos pelo ensaio 

fenotípico. 

 

4.5.1.1. Para INH   

 A sensibilidade da reação de RT-PCR em detectar resistência à INH 

pela detecção individual de mutações no gene katG,  utilizando como alvo 

principal o códon 315 foi de 55% (66/120), IC 95%: 46, 64. (Tabela 9). 
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Tabela 9- Sensibilidade e especificidade da RT-PCR em detectar 

resistência à INH nos isolados de MTB estudados, utilizando a região 

315  do katG.  

 

VERDADEIRO S 868

VERDADEIRO R 120

S R FALSO S 54

S 868 54 922 FALSO R 0

R 0 66 66

868 120 988

 n = 988
  

INH por katG  
MGIT 960

RT-PCR

Sensibilidade em 

Detectar R
55%

 
R=Resistente; S= Sensível 

        

 A sensibilidade da reação de RT-PCR em avaliar a resistência à INH 

pela detecção individual de mutações no sítio de ligação ribossomal inhA foi 

de 25% (30/120), com IC 95%: 18 ,34, (Tabela 9).  

Tabela 10- Sensibilidade e especificidade da RT-PCR em detectar 

resistência à INH nos isolados de MTB estudadas, utilizando o sítio de 

ligação ribossomal inhA 

 

VERDADEIRO S 90

VERDADEIRO R 120

S R Falso  S 90

S 90 90 180 Falso  R 0

R 0 30 30

90 120 210

 n = 210

  

Sensibilidade em 

Detectar R
25%

MGIT 960

RT-PCR

INH por inhA

  
R=Resistente; S=Sensível 
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     Quando o resultado de ambas as reações foram combinados, a 

sensibilidade do ensaio de RT-PCR em detectar resistência à INH através da 

detecção simultânea de mutações nos genes katG e inhA foi de 73% 

(88/120), com IC 95%: 64, 81, (Tabela 11). A especificidade de ambas as 

reações de RT-PCR foi de 100% (IC 95%: 97,100) quando comparadas às 

mutações encontradas pelo sequenciamento de DNA dos genes katG e inhA  

detectadas pelas sondas utilizadas nas reações de RT-PCR.  

Tabela 11- Sensibilidade e especificidade da RT-PCR em detectar 

resistência à INH nos isolados de MTB estudados, para os sítios do 

katG e inhA. 

 

VERDADEIRO S 868

VERDADEIRO R 120

S R Falso  S 32

S 868 32 900 Falso  R 0

R 0 88 88

868 120 988

 n = 988

  

MGIT 960

RT-PCR

Sensibilidade em 

Detectar R
73%

INH por katG + inhA

                                                       

R=Resistente; S=Sensível. 

 

4.5.1.2. Para RIF  

 A sensibilidade da reação da RT-PCR em avaliar a resistência à RIF 

pela detecção individual de mutações no gene rpoB foi de 99% (73/74), IC 

95%: 93, 100. Houve a perda de 1 isolado, que apresentou mutação no 

códon 522 (TCG para TTG), sonda SW111, e não foi detectada pelo RT-

PCR  quando foram utilizadas as cinco sondas previamente descritas e 

referenciando como padrão o teste fenotípico. Porém, se avaliarmos a 

sensibilidade do teste de RT-PCR em detectar resistência à RIF apenas pelo 
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sequenciamento teríamos um total de 75 isolados resistentes (Tabela 12), 

onde 2 deles foram erroneamente classificados como sensíveis pelo teste 

fenotípico, pois apresentaram mutação, um no códon 516 (GAC para TAC), 

e o outro no códon 526 (CAC to CTC), detectadas pelas sondas SW89 e 

SW112, respectivamente. 

Tabela 12- Sensibilidade e especificidade da RT-PCR em detectar 

resistência à RIF nos isolados de MTB estudados, utilizando a região 

de 81pb do rpoB.           

             

R=Resistente; S= Sensível. 

 

4.5.2. RT-PCR: Em formato duplo, ou seja, utilizando dois alvos 

(duplex) 

 Todos os 988 isolados foram testados para detecção de mutação de 

resistência no gene rpoB, preferencialmente em dois ensaios de RT-PCR, 

sendo que em cada um deles foram utilizadas duas sondas diferentes 

(SW182+SW112 e SW89+SW111). 

 A sensibilidade e especificidade destes ensaios foram calculadas 

comparando-se os resultados obtidos no ensaio de RT-PCR com os obtidos 

pelo ensaio fenotípico. A combinação de duas sondas para cada ensaio RT-

  

VERDADEIRO S 914 

VERDADEIRO R 74 

S R Falso   S 1 

S 912 1 913 Falso   R 2 

R 2 73 75 

914 74 988 

n  =  988 

Sensibilidade em  
Detectar R 

99% 

RIF -  rpoB   (SW-89 + 111+112+143+182) 

MGIT 960 

RT-PCR 
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PCR “duplex” obedeceu a prevalência das mutações presentes no fragmento 

de 81 pb do gene rpoB encontradas neste estudo.  

 A sonda SW143 não foi utilizada para a composição do duplex, 

permanecendo no formato individual, pois nenhuma mutação foi encontrada 

na região complementar a ela, no fragmento de 81 pb do gene rpoB.  

 Houve 100% de concordância entre os resultados do RT-PCR 

“single” e “duplex”. 
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5. DISCUSSÃO  

 

 O aumento da incidência mundial de isolados resistentes às drogas 

anti-TB remete a imediata necessidade do desenvolvimento de ensaios que 

possibilitem a rápida detecção de isolados resistentes, pois o conhecimento 

do padrão de susceptibilidade ao tratamento a ser empregado 

individualmente é fundamental para a escolha de um regime de tratamento 

apropriado, aumentando a possibilidade de cura além de limitar a 

propagação deste tipo de cepa na comunidade.  

 O Centro de Controle de Doenças americano (CDC) recomenda que 

informações sobre resistência sejam reportadas no prazo máximo de 28 dias 

após recebimento da amostra. A análise da susceptibilidade dos isolados de 

MTB às drogas com os meios de cultura líquida, atual padrão de referência, 

agilizou a liberação dos resultados, mas o método ainda depende do 

crescimento bacteriano, que para o MTB é muito lento.  

 Resultados mais rápidos podem ser obtidos empregando-se técnicas 

que analisem diretamente o DNA dessas culturas sem a necessidade de se 

efetuar a subcultura desses isolados (Garcia de Viedma, 2003; Edlin et al., 

1992; Fischl et al., 1992). 

 Ensaios mais rápidos que utilizem análises genéticas para a 

detecção de mutações associadas com a resistência às drogas já foram 

descritas (Telenti et al.,1993; Torres et al., 2000; El-Hajj et al., 2001; Torres 

et al., 2003; Garcia de Viedma et al., 2003; van Doorn et al., 2003; Marín et 

al., 2004; Kapur et al., 1994; Wada et al., 2004; Yesilkaya et al., 2006), e o 

ensaio de RT-PCR tem sido proposto como uma alternativa para a detecção 

de organismos com resistência antimicrobiana (Piatek et al., 2000; Garcia de 

Viedma et al., 2002; Marín et al., 2004; Ruiz et al., 2004).  
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 A aplicação da RT-PCR com o uso de sondas no formato molecular 

beacons já foi proposta por vários autores, como um método promissor para 

a detecção de sítios de mutações específicas em genes que conferem 

resistência às drogas (Tyagi et al., 1998; Cockerill III, 1999; Piatek et al., 

2000; Garcia de Viedma et al., 2002; Nyendak et al., 2009).  

 Os testes de susceptibilidade às drogas devem apresentar 

sensibilidade e especificidade em níveis capazes de minimizar possíveis 

resultados falsos, tornando-os tecnicamente confiáveis e clinicamente 

relevantes (Canetti et al., 1969; Vareldzis et al., 1994). 

 Do total de amostras analisadas neste estudo 13% delas 

apresentaram fenotipicamente algum perfil de resistência, esses dados se 

enquadram a alguns perfis descritos na literatura. Segundo Ramaswamy e 

Musser (1998), o CDC encontrou 13% de resistência a pelo menos uma 

droga de primeira linha anti-TB e 1,6% para RIF e INH, entre os casos novos 

de TB nos Estados Unidos. Nos países que lideram o topo da lista em 

incidência de TB a situação se agrava, a China reportou ter uma 

probabilidade (entre 15,9% a 30%) entre os casos novos de possuírem 

resistência, sendo quase 8% desses MDR em 2000 (Zhang et al., 2007).  

 Índices diferentes aos encontrados por nós já foram descritos para 

outros estados brasileiros, Clemente et al. (2008) reporta um percentual de 

17% para resistência e 11,9% para MDR para Minas Gerais, no Ceará entre 

1990-1999  Barroso et al. (2001) descreve 27% de resistência, no Rio de 

Janeiro Brito et al. (2004) apresenta em seu trabalho percentual semelhante 

aos aqui compilados para o Estado de São Paulo. Assim como Marques et 

al. (2010) no Mato Grosso do Sul entre 2000-2006.  A discrepância entre 

regiões diferentes é esperada, devido às desigualdades sociais encontradas, 

visto que o aumento da TB está relacionado às condições sócio-econômicas 

menos favorecidas e aumento da pobreza. 

 Apesar do avanço obtido com a introdução da quimioterapia no 

combate à TB e a utilização de dose fixa combinada, além de programas de 
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tratamento supervisionado, o tratamento da TB ainda permanece como um 

longo e difícil caminho a ser percorrido pelo enfermo. A desistência durante 

o percurso torna-se uma realidade, promovendo assim a seleção e 

disseminação de bacilos resistentes, bem como a criação de reservatórios 

de resistência na comunidade. As taxas de abandono ao tratamento no 

Brasil são muito variáveis, ficando em média 14% (Ruffino Netto, 1999), no 

entanto podem atingir entre 38% a 42%, dependendo da região pesquisada 

(Rodrigues et al., 2010). Segundo Campos et al. (2000), altas taxas de 

abandono são documentadas no Estado do Recife, onde 55,8% dos casos 

em retratamento no ano de 1997 são justificados pelo alto índice de  

abandono.  

 Do ponto de vista social, dentre as diferentes formas de tuberculose 

apresentada pelo enfermo, as de acometimento pulmonar destacam-se 

como as prioritárias para a Saúde Pública, pois constituem a principal via de 

disseminação e manutenção da doença, sendo a busca ativa de sintomático 

respiratório fundamental ao controle da TB (Brasil/MS, 2010). Em nosso 

estudo pudemos observar que a coleta de sítios pulmonares, com 

predominância de escarro (73%), destacou-se entre os diferentes tipos de 

coleta de amostras submetidas ao isolamento. No entanto, devido à 

disparidade entre as quantidades de diferentes tipos de amostras, não foi 

possível estabelecer correlação entre sítio e resistência. Entretanto podemos 

ressaltar que em nosso estudo, dos 129 isolados resistentes à RIF e/ou INH, 

72% (93/129) foram isolados provenientes de escarro (Tabela 4). 

 Muitos esforços têm sido feitos pela maior adesão ao tratamento, 

recentemente foi reformulada a apresentação da quimioprofilaxia com a sua 

complexidade para o esquema 4X1, ou seja, 4 drogas (Isoniazida, 

rifampicina, pirazinamida e etambutol) numa  única cápsula, para tentar  

reduzir a taxa de abandono ao tratamento e com isso bloquear o avanço da 

resistência bacilar (Brasil/MS/SVS/2010).   
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 O principal mecanismo pelo qual o MTB adquire resistência é pelo 

acúmulo de pontos de mutação nos genes que codificam os alvos de ação 

ou de enzimas conversoras das drogas. Quanto as frequências e tipos de 

mutações encontradas, entre as que envolvem resistência à INH, a 

substituição de um aminoácido no códon 315 do katG, com a alteração de 

Serina para Treonina (AGC por ACC) é a mais comum em diferentes áreas 

geográficas (van Soolingen et al., 2000; Clemente et al.,  2008; Cardoso et 

al., 2004; Ramaswamy e Musser, 1998). Esta alteração reduz a atividade da 

catalase prejudicando a eficiência da INH em seu sítio de ação, outras 

mutações ou a supressão total do gene são raros (Hofling et al., 2005).  

 Neste trabalho encontramos esse tipo de alteração (S315T) em 90% 

das amostras resistentes à INH, seguidas de Aspergina (AGC por AAC), 

(AGC por AGA), ambas com 3% de frequência e Arginina (AGC por CGC e 

ACG) em ambas e com 2% de frequência, todas no códon 315 do katG. 

Segundo van Soolingen et al. (2000) isolados com substituição de 

aminoácidos na posição 315 do katG, podem potencializar a resistência, ou 

seja, são mais propensas de adquirir resistência adicional as outras drogas 

empregadas no tratamento. 

 Em relação ao inhA a substituição de G por A na posição -15 

prevaleceu em 83% (CGT por CAT) dos mutantes. Esta é uma das 

substituições que ocasiona a expressão exacerbada do gene inhA, 

provocando um aumento no número de sítios alvo para os quais a droga INH 

é direcionada, resultando em um fenótipo mais resistente à sua ação. Estes 

dados corroboram com a literatura (Rouse et al., 1995; Morris et al., 1995; 

Haas et al., 1997; Ramaswamy e Musser, 1998; van Doorn et al., 2003; Wu 

et al., 2006).     

   A RIF tem alta efetividade bactericida contra o MTB, sendo, portanto 

uma componente chave do tratamento e o mais importante agente 

esterilizante, (Mitchison, 1985). O mecanismo pelo qual o MTB desenvolve 

resistência a esta droga apontam para alterações na região de 81bp do gene 
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rpoB. Mutações nesta região alteram o sítio de ligação da RIF na 

subunidade β da RNA polimerase, cuja droga atua inibindo o início da 

transcrição. As mutações mais comuns neste sítio reportadas são a 

substituição Ser531Leu (42%) e His526Tyr (23%). Em nosso estudo 

proporções superiores em alguns sítios de mutação foram encontradas 

como de 67% no códon 531 com 65% da substituição de Ser531Leu, 

seguidos do códon 526 (23%), 516 Asp-Glu (8%) e substituições nos códons 

Ser522Leu e Leu533Pro com 1% cada. O códon 526 foi polimórfico com 

cinco substituições diferentes, His526/Asp/Tyr/Arg/Ser/Val, nas respectivas 

proporções 47%, 35% e 6% cada, estes dados se enquadram a outros 

previamente publicados por Ramaswamy e Musser, 1998; Hofling et al., 

2005; Piatek et al., 1998;  Rossetti et al., 2002.  

 Muitos testes diagnósticos foram empregados e avaliados para a 

triagem de resistência as drogas, a fim de possibilitar a rapidez diagnóstica 

na tuberculose resistente, porém nem todos ainda aprovados pela FDA ( 

Food and Drug Administration-EUA), apresentando para RIF sensibilidade e 

especificidade superior a 90%, como o INNO-LIPA Rif (Traore et al., 2000), 

GeneXpert MTB/Rif (Helb et al., 2010; Lawn e Nicol 2011) e o GenoType 

MDRTB plus (Hillemann et al., 2007 e Bernard et al., 2008), que para RIF 

possui sensibilidade semelhante aos anteriormente citados e inclui também 

a INH  com sensibilidade avaliada entre 67-88% (Palomino 2009, Brasil/MS 

2010). 

 Neste estudo conseguimos demonstrar que é possível reduzir o 

tempo de detecção da resistência à INH e RIF para aproximadamente 3 

horas pela detecção de mutações pontuais nos genes katG, inhA e rpoB 

com  alta especificidade (100%). 

  Com uma sensibilidade de 99% para RIF é possível usar este 

ensaio para a detecção de monorresistência a esta droga, e 

consequentemente a detecção de todos os MDR diagnosticados neste 

estudo. Dados analisados pelo teste MGIT 960 no primeiro semestre de 
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2010, demonstraram que 40% dos 216 isolados apresentaram resistência à 

RIF, com ou sem associação à outra droga, sendo deste montante 5,5% 

com monorresistência e 34,5% com RIF associado a outras drogas 

(comunicação pessoal, Dra. Rosângela Siqueira de Oliveira: NTM-IAL), o 

que possivelmente também seriam detectadas pela RT-PCR, com a 

vantagem da redução no tempo para este conhecimento (Anexo 4). O 

diagnóstico precoce da resistência a rifampicina é fundamental ao 

monitoramento e controle da TB-MDR (Williams et al., 1988), principalmente 

em pacientes HIV positivos, cuja co-infecção com TB-MDR reduz a 

sobrevida (Small et al., 1993). Um estudo americano demonstrou que essa 

coinfecção (TB-MDR X HIV) era 100 % letal e foi reduzida para até 50% por 

medidas de conscientização e diagnóstico rápido (Salomon et al., 1995).   

 Já para INH encontramos uma sensibilidade de 55% quando 

avaliamos somente a posição 315 do katG e se acrescidos da inhA (25% 

individualmente) há um aumento para 73%, No entanto, entre 10-25% de 

resistência à isoniazida são ainda inexplicáveis, pois não apresentam 

mutações em genes alvos conhecidos (Riska et al., 2000) e esta 

problemática parece uma universalidade, Herrera-Léon et al. (2005) 

desenvolveu um multiplex, para detecção da resistência à INH conseguindo 

uma sensibilidade de 68,7%, assim como Ruiz et al. (2004), com 53,8% de 

sensibilidade, ambos com especificidade de 100%. 

  Neste trabalho os resultados de RT-PCR, confirmados por 

sequenciamento de DNA foram consistentes com os resultados fenotípicos 

com duas exceções:  

(i), em um isolado a sonda SW111 não foi capaz de detectar a mutação no 

códon 522 (TCG para TTG) do gene rpoB. Não fomos capazes de explicar 

esta discrepância após inúmeras repetições nos ensaios fenotípicos, RT-

PCR e sequenciamento. A mutação em questão, não detectada pela sonda 

SW111 está localizada muito próximo da extremidade 3’ da sequência da 

sonda, somente 3 nucleotídeos antes do braço da sonda molecular beacons. 
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É possível que a habilidade da sonda SW111 em se ligar ou não, seja 

afetada quando não houver pareamento na região tão próxima da 

extremidade 3’ da sonda, devido a esta falha, obtivemos uma sensibilidade 

de 99% na RT-PCR;    

(ii), houve também discrepâncias entre os resultados fenotípicos e 

genotípicos com relação à resistência à RIF em dois isolados. De acordo 

com as sequências de DNA da região de 81 pb do gene rpoB destes dois 

isolados, eles deveriam ser resistentes fenotipicamente, mas se mostraram 

repetidamente sensíveis.  

 Se considerarmos que qualquer mutação na região de 81 pb do 

gene rpoB promove resistência à RIF, estes dois casos demonstram que o 

ensaio de RT-PCR pode em algumas circunstâncias ser mais acurado do 

que o método fenotípico. Discrepâncias similares a estas já foram 

anteriormente descritas, na qual mutações no códon 533, que são 

compatíveis com a resistência clínica à RIF, não foram detectadas e 

erroneamente foram consideradas como sensíveis pelo ensaio fenotípico 

(Riska et al., 2000).  

 Verificamos neste estudo que, no grupo de amostras analisadas 

podemos sugerir que houve uma taxa de “erro” do teste genotípico (RT-

PCR) para detectar resistência em 1% (1/74) e de 2% (2/95) do teste 

fenotípico (MGIT) para detectar sensibilidade, quando os comparamos ao 

sequenciamento. 

 Todos os 75 (100%) isolados resistentes à RIF, por sequenciamento,  

neste estudo possuíam mutações no gene rpoB. Este dado contrasta outros 

já publicados mostrando que no Brasil, cerca de apenas 80% a 89% dos 

isolados resistentes à RIF possuem mutação no gene rpoB (Valim et al., 

2000; Miranda et al., 2001, Clemente et al., 2008).  

 Dados anteriormente publicados sobre katG mostram que mutações 

neste gene ocorrem em aproximadamente 60% a 85% dos isolados 
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resistentes à INH (Rossetti et al., 2002; Cardoso et al., 2004; Hofling et al., 

2005; Clemente et al., 2008), mas neste estudo, mutações no gene katG 

estão presentes em apenas 55% (65/118) dos isolados fenotipicamente 

resistentes à INH. As razões para estas discrepâncias não são totalmente 

conhecidas, mas é possível que estejam relacionadas à três possibilidades:  

(I), diferenças entre os métodos utilizados para a determinação fenotípica da 

resistência às drogas;  

(II), diferenças relacionadas aos locais e ano de isolamento das cepas de 

MTB;  

 (III), diferenças no número total de isolados em cada coleção estudada. 

 O ensaio de RT-PCR não intenciona substituir completamente o 

teste de susceptibilidade fenotípico, pois estes podem detectar resistência 

devido a outros mecanismos genéticos ainda não conhecidos e também a 

um número maior de drogas. Existem várias limitações no uso de ensaios de 

RT-PCR, por exemplo, a resistência a drogas podem envolver modificações 

em múltiplos genes e em múltiplas localizações dentro de um mesmo gene. 

Além disso, os genes e seus mecanismos envolvidos em resistência não 

foram todos identificados e/ou completamente entendidos, isso representa 

uma significante limitação no diagnóstico molecular. Mas o fato de que a 

grande maioria da resistência à INH e RIF em isolados de MTB é devida a 

mutações pontuais nos genes katG, inhA e rpoB, respectivamente, técnicas 

moleculares tais como RT-PCR são promissoras.  

 Todavia, quando técnicas moleculares são utilizadas, existe a 

necessidade de monitoramento constante para detectar modificações nos 

padrões de mutação para que se novos grupos clonais de MTB emergirem, 

um diagnóstico apropriado seja feito. 

 O custo de ensaios moleculares “in house” pode ser equivalente ou 

até menor que os custos da técnica fenotípica, especialmente quando meios 
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líquidos são utilizados. Entretanto, custo, rapidez ou pessoal especializado 

não são os únicos fatores a serem considerados. Neste estudo as análises 

das 988 amostras, desconsiderando-se as repetições para ambos os testes, 

obtivemos para a RT-PCR, um custo total de R$: 84.888,96 para todos os 

sítios propostos para a susceptibilidade à INH e RIF (em torno de R$ 85,92 

por amostra), e de R$: 202.559,76 (custo por amostra estimado em R$ 

205,02) do MGIT 960 utilizando o Kit SIRE, o qual compreende a avaliação 

de susceptibilidade para 4 drogas. Estas análises estão sumarizadas no 

Anexo 3. 

  Com a análise molecular de resistência podemos obter informação 

adicional e essencial, que não são obtidas pelo método fenotípico. Análises 

genotípicas também mostram quais são as mutações envolvidas na 

resistência, o que nos ajuda a identificar isolados com alto grau de 

resistência e/ou a um amplo número de drogas (van Soolingen et al., 2000; 

Garcia de Viedma et al., 2003). É razoável pensar que para a determinação 

da resistência em isolados de MTB, o melhor seria ter ambas as 

metodologias disponíveis no laboratório, e que o uso de cada uma delas se 

vinculasse a informação clínica do paciente, e mesmo que haja a 

necessidade de repetições dos testes, considerando que cerca de 1% dos 

resultados é repetido rotineiramente por motivos técnicos diversos, 

aumentando o tempo para a liberação dos resultados, isto também poderá 

ocorrer na RT-PCR, porém com tempo e custos reduzidos.  
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6. CONCLUSÃO  

 

 Como os principais sítios de resistência para INH (katG 315 e inhA) 

e RIF (região de 81bp do rpoB) foram aqui detectados pelo ensaio de RT-

PCR com excelente acurácia, este teste poderia ser disponibilizado 

inicialmente para triagem na rotina de  susceptibilidade as drogas, e 

futuramente com a adição de um alvo ou mais para INH, no intuito de 

aumentar sua sensibilidade, ser utilizado como diagnóstico para os dois 

principais fármacos no tratamento da tuberculose. 

 Embora haja limitação do método RT-PCR em detectar 27% das 

resistências a INH, este método detectou os isolados monorresistentes à RIF 

(99%) e todos os MDRs.  

   

6.1 Considerações finais:  

 Este foi o primeiro estudo a utilizar o ensaio de RT-PCR em uma 

rotina diagnóstica para testar a sensibilidade e resistência em um número 

grande de isolados no Brasil. 

 Neste trabalho demonstramos ser viável o uso rotineiro da RT-PCR, 

favorecendo a dinâmica em laboratórios que apresentem um grande volume 

de amostragem, aumentando a sua competência diagnóstica tanto em 

números de ensaios como biosseguridade e rapidez.  

 Por economia de tempo e trabalho, a RT-PCR é uma ferramenta 

laboratorial importante, pois:  

(i), é simples de ser realizada e automatizada para análise de muitas 

amostras simultaneamente;  
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(ii), os resultados do ensaio permitem o diagnóstico rápido (menos de 4 

horas), e a decisão imediata na prescrição de regimes mais agressivos de 

terapia permitindo uma antecipação do prognóstico;   

(iii), faz o controle de resistência às drogas em casos clínicos com 

tratamento falho mais rapidamente. 
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Anexo 1. Encaminhamento a Comitê de Ética externo 

 

 

 



 

 

 

Anexo 2. Aprovação Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 



 

 

 

Anexo 3. Custos 

Análise de custos diretos dos ensaios de RT-PCR e MGIT 960/Novembro 2010

 

US$=1.7 Reais

I  -  Material de Consumo

Ponteiras 1,00 1,00

Qiagen 5,00

Placas 0,12

Caps 0,05

Sonda 0,39

M Mix 4,25

Diversos 1,00 1,00

Controles 0,83

SIRE 117,60

* PNB 1,00

Total em U$ Dollar 120,60 12,64

Total em Reais 1,7 205,02 21,49

12,64 por exame= R$ 21,49

a) 2 Pincipais sítios INH/RIF: 315 katG  e 531 rpoB = 42,98 42,96

Total 42,96

b) INH (315 katG  + inhA ) =2X21,49= 42,96 42,96

b) RIF(SW182+SW112 e SW89+SW111), 2 duplex=42,98 42,96

Total 85,92

RT-PCR MGIT 960

R$ 205,02

988 CEPAS ANALISADAS a b

R$ 42.444,48 84.888,96 202.559,76

SIRE RT-PCR

Custo por Exame

ANÁLISE DO TOTAL GERAL 

OPÇÕES RT-PCR em R$

TODOS OS ALVOS

CÁLCULOS POR EXAME EM REAIS(RT-PCR)

 

 

 

 

 



 

 

 

Anexo 4. Comunicação pessoal (Dra. ROSÂNGELA SIQUEIRA DE 

OLIVEIRA). 

Levantamento de resultados de MGIT 960 no primeiro semestre de 2010, no 

total de 216 isolados encaminhados para realização do TSA no Núcleo de 

Tuberculose e Micobacterioses-NTM (Centro de Bacteriologia) do Instituto 

Adolfo Lutz-São Paulo. 

TIPO DE 
RESISTÊNCIA  

NÚMERO DE 
CULTURAS 

PORCENTAGEM 

EIPR 1 0,5% 

EIR 3 1,5% 

I 76 35,0% 

IP 2 1,0% 

IPR 12 5,5% 

IR 34 15,5% 

P 2 1,0% 

R 12 5,5% 

S 41 19,0% 

SEIPR 2 1,0% 

SEIR 2 1,0% 

SI 5 2,5% 

SIP 4 2,0% 

SIPR 5 2,5% 

SIR 15 7,0% 

Total Geral                                                      216 100,0% 

         E: Etambutol; I: Isoniazida; P: Pirazinamida; R: rifampicina; S: Estreptomicina 

 


