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RESUMO 

 

 

FREITAS, Flávia Alvim Dutra. Perfil genético por sequenciamento e genotipagem de 
cepas multirresistentes e sensíveis do Mycobacterium tuberculosis provenientes de 
diversos estados brasileiros. 2013. 137 f. Tese (Doutorado em Biociências) – Programa 
de Pós Graduação em Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2013. 
 

A tuberculose multirresistente (MR) a drogas é uma séria ameaça à saúde pública 
devido à maiores complexidade, custo e efeitos colaterais do tratamento. Poucos estudos 
descreveram a epidemiologia molecular de isolados de Mycobacterium tuberculosis MR 
no Brasil. Neste trabalho foi investigada a diversidade genética e mutações associadas à 
resistência a drogas de 99 isolados MR e 7 não MR coletados em um período de 8 anos e 
provenientes de 12 estados brasileiros. Esta investigação foi feita através da análise do 
polimorfismo de fragmentos de restrição do elemento de inserção IS6110 (IS6110-
RFLP), spoligotyping e sequenciamento de regiões dos genes rpoB e katG que conferem 
resistência aos antibióticos rifampicina e isoniazida, respectivamente. Mutações nos 
genes katG e rpoB foram encontradas em 90,9% e 93% dos isolados MR analisados, 
respectivamente. Para o gene rpoB, 91,9% das mutações estavam contidas na região 
RRDR de 81-pb. Um total de 51 (51.5%), 23 (23.3%) e 11 (11.1%) isolados MR 
apresentaram mutações nos códons 531, 526 e 516, respectivamente. Com relação ao 
gene katG, foram encontradas mutações em 93% dos isolados MR analisados, sendo que 
7 apresentaram mutações apenas na primeira região analisada (katG1). O codon 315 da 
segunda região analisada do gene katG (katG2) apresentou mutações em 82.8% dos 
isolados MR, sendo a maioria Ser315Thr. A região katG1 apresentou mutações em 30.3% 
dos isolados MR sendo a maioria deleção do códon 4. Pelo spoligotyping foi possível 
determinar que os isolados MR deste estudo pertencem a 5 diferentes famílias (com suas 
subfamílias) de M. tuberculosis circulantes no Brasil, onde as mais frequentemente 
encontradas foram: LAM (46%), T (17%) e H (12%). Nós observamos que uma das 
famílias, a EAI5, carrega mutações no códon 463 do gene katG, o que não ocorre para as 
demais. Além disso, entre nossos isolados foi identificada um isolado pertencente à cepa 
Beijing (extremamente virulenta), mas este fato não é alarmante já que se tratou de 
apenas um caso. Através de nossos dados foram descritos novos alelos mutados para os 
genes rpoB e katG. Com exceção da família X2, foi identificada uma região inicial do gene 
katG com alta frequência de mutações nos isolados MR. A análise por IS6110-RFLP 
revelou que 25 isolados formaram 11 grupos genotípicos enquanto 74 mostraram um 
padrão único de bandas. Esta alta taxa de polimorfismo indica aquisição independente de 
resistência entre nossos isolados. Para a família H, foi identificada uma inversão na 
freqüência de ocorrência de mutações no gene rpoB, sendo o códon 516 o mais mutado, 
seguido pelo 526 e 531. Os resultados deste estudo fornecem informações úteis para um 
melhor entendimento do espectro de mutações dos isolados MR de pacientes no Brasil. 
Nossos resultados também se tornam úteis no desenvolvimento de testes diagnósticos de 
tuberculose MR e para auxiliar no rastreamento da transmissão global desta doença. 
 
Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis. Isoniazida. Rifampicina. Spoligotyping. 

IS6110-RFLP. 



 

ABSTRACT 

 

 

FREITAS, Flávia Alvim Dutra. Genetic profile by sequencing and genotyping of 
multidrug resistant and sensitive strains of Mycobacterium tuberculosis from 
several brazilian states. 2013. 137 f. Tese (Doutorado em Biociências) – Programa 
de Pós Graduação em Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2013. 

 
 

Multidrug resistant (MR) tuberculosis  is a major threat to public health due to 
the greater complexity, cost and side effects of treatment. Few studies have described 
the molecular epidemiology of MR Mycobacterium tuberculosis isolates in Brazil. In 
this study, we investigated the genetic diversity and mutations associated with drug 
resistance of 99 MR and 7 non-MR isolates  collected in a 8-year period from 12 
Brazilian states. This investigation was performed by restriction fragment length 
polymorphism analysis of the IS6110 insertion element (IS6110-RFLP), spoligotyping 
and sequencing of the rpoB and katG genes that, when mutated, confer resistance to 
isoniazid and rifampin, respectively. Mutations in rpoB and katG were found in 90.9% 
and 93% of the MR isolates analyzed, respectively. For the rpoB gene, 91.9% of the 
mutations were found in the 81-bp RRDR region Fifty-one (51.5%), 23 (23.3%) and 11 
(11.1%) MR isolates had mutations in codons 531, 526 and 516, respectively. In the 
katG gene, mutations were found in 93% of the MR isolates analyzed. Seven isolates 
had mutations only in the first region analyzed (katG1). Codon 315 of the second katG 
gene region analyzed (katG2) had mutations in 82.8% of the MR isolates, mostly being 
a Ser315Thr substitution. Mutations were found in 30.3% of the MR isolates in the 
katG1 region and the majority was a codon 4 deletion. Spoligotyping detected 5 
different M. tuberculosis families (with their subfamilies) in the MR isolates in this 
study. The most common were: LAM (46%), T (17%) and H (12%). We observed that 
one of the families, the EAI5, carries mutations in codon 463 of the katG gene, which 
does not occur for the other isolates. In addition, among our isolates we identified an 
isolate belonging to the Beijing family (highly virulent), but this fact is not alarming 
since this was only one case. We described new alleles for the rpoB and katG genes. 
With the exception of the X2 family, we identified an initial region of the katG gene with 
high frequency of mutations in the MR isolates. IS6110-RFLP analysis demonstrated 
that 25 isolates formed 11 genotypic groups while 74 showed a unique pattern of 
bands. This high rate of polymorphism indicates independent acquisition of resistance 
among our isolates. Concerning the H family, an inversion in the frequency of 
mutations occurred in the rpoB gene with codon 516 being the most mutated one 
followed by codons 526 and 531. The results of this study provide useful data for 
better understanding the spectrum of mutations of the MR isolates from patients in 
Brazil. Our results are also useful for the development of diagnostic tests for MR 
tuberculosis and to aid in tracking global transmission of this disease. 
 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis. Isoniazid. Rifampin. Spoligotyping. IS6110-
RFLP. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 

A tuberculose, causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, é uma das 

doenças infecto-contagiosas que mais causam mortes em todo o mundo. A 

organização mundial da saúde (OMS) estimou 8,7 milhões de novos casos (13% co-

infectados com HIV) e 1,4 milhões de óbtos devido à tuberculose para o ano de 

2011, incluindo quase 1 milhão de mortes entre pacientes HIV negativos e 

aproximadamente 430 mil mortes entre pacientes HIV positivos. Segundo a OMS, a 

incidência da tuberculose em 2011 no Brasil foi entre 69 e 97 mil novos casos (OMS, 

2012).  

O tratamento padrão para novos casos de tuberculose é uma quimioterapia 

com rifampicina (RMP), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) e etambutol (EMB) de 

seis meses de duração. Cada droga age sobre uma população específica do M. 

tuberculosis e, como no caso de outros antibióticos, a não adesão ao tratamento tem 

como consequência a seleção de organismos resistentes.  

A maior preocupação com relação aos programas de controle da tuberculose 

é o desenvolvimento de resistência à drogas em cepas do M. tuberculosis. Ela pode 

surgir espontaneamente mas geralmente é causada pelo abandono do tratamento 

por parte do doente. A tuberculose multirresistente (MDR) é definida por resistência 

à RMP e INH, duas drogas extremamente importantes para o tratamento de primeira 

linha. Estas cepas resistentes não podem ser submetidas ao tratamento inicial 

padrão, sendo necessário que outras drogas sejam incluídas neste regime, 

aumentando consideravelmente o tempo e o custo do tratamento e suas reações 

adversas, além de mostrar taxa de cura bem menos elevada. Mundialmente, foram 

estimados para 2011, entre 460 e 790 mil casos de tuberculose MR (OMS, 2012). 

 As mutações genéticas responsáveis pela resistência à diferentes fármacos 

são alvo de diversos estudos. Mutações em genes específicos estão relacionadas à 

resistência para uma determinada droga. A resistência à RMP e INH, por exemplo, é 

geralmente devido à alterações nos genes rpoB e katG, respectivamente.  

A transmissão de bacilos MR é uma séria ameaça à saúde pública. Portanto, 

torna-se essencial a rápida e eficiente detecção de resistência em cepas do M. 

tuberculosis para que o tratamento seja realizado com eficácia. Além disso, até o 

presente momento, pouco se sabe sobre as principais cepas circulantes em nosso 
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país e menos ainda sobre as cepas MR e suas associações com diferentes 

genótipos. Neste contexto, torna-se relevante uma investigação epidemiológica para 

um rastreamento e posterior controle das diferentes cepas de M. tuberculosis 

existentes no Brasil.  
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

1.1 Tuberculose: causa e locais de maior ocorrência 

 

 

A tuberculose é uma doença infecciosa que atinge principalmente os pulmões, 

embora também possa afetar outros órgãos. Esta doença acompanha a humanidade 

há milênios e é sensível à ação dos profissionais, o que representa, ao mesmo 

tempo, uma vantagem e uma grande responsabilidade para os agentes de saúde. 

Apesar desta doença ser mais bem controlada nos países mais desenvolvidos como 

EUA, Canadá, Japão e alguns países da Europa, ela ainda causa muitos problemas 

nos países em desenvolvimento, como no Brasil e principalmente na África, onde a 

epidemia de HIV/AIDS é associada à tuberculose, o que dificulta a erradicação da 

doença. Portanto, a tuberculose é uma doença geralmente associada à pobreza, 

ocorrendo preferencialmente em locais onde as condições de moradia são precárias 

e nos aglomerados urbanos, como favelas, presídios e comunidades (Brito et al., 

2004; Abrahão et al., 2006; Mendes et al., 2007). Assim, esta doença acaba sendo 

negligenciada, se tornando uma ameaça à saúde pública. No entanto, não é correto 

afirmarmos que a tuberculose é uma doença apenas das classes desfavorecidas. 

Algumas doenças de base podem tornar populações de nível social mais alto 

suscetíveis ao M. tuberculosis, como o diabetes, insuficiências renais crônicas, 

transplantes, neoplasias, pacientes sob quimioterapia, alcoolismo, dietas de 

emagrecimento, depressão, atividades extenuantes e o próprio envelhecimento 

(Jansen et al, 2012).  

O M. tuberculosis também conhecido como bacilo de Koch, tem a forma reta 

ou ligeiramente curva, imóvel, não esporulado e não encapsulado. Ele é uma 

espécie aeróbia estrita, por isso, se multiplica facilmente no pulmão e em cavidades 

aéreas. Sua reprodução é lenta (14 a 20 horas), o que retarda tanto a evolução da 

doença quanto a eficácia da medicação. O M. tuberculosis é capaz de reprimir seu 

metabolismo e sua multiplicação, podendo permanecer latente por longos períodos, 

o que justifica a reativação da doença anos após a primeira infecção (Silveira, 2000).  

A parede celular da micobactéria é complexa, com cerca de 60% de sua 

estrutura formada por ácidos graxos de cadeias longas e curtas que constituem os 
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ácidos micólicos (Ducati et al., 2006).  Esta característica, que lhe dá a propriedade 

de reter o corante carbo-fucsina na presença de álcool-ácido, lhe confere proteção e 

permite a sobrevivência e multiplicação dentro dos lisossomos do macrófago até que 

este seja ativado pelos linfócitos T CD4+ (Yoshikai, 2006). 

 

 

1.2 Raio X do Mycobacterium tuberculosis 

 

 

O sequenciamento genomico da cepa H37Rv do M. tuberculosis foi 

completado em 1998, permitindo enorme avanço no conhecimento de sua biologia. 

O bacilo tem um cromossomo circular com 4.411.532 pares de base (pb), 4.043 

genes que codificam 3.993 proteínas e conteúdo G + C de 65.6%. Nenhum 

plasmídio foi identificado no M. tuberculosis, bem como em outras micobactérias do 

complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. microtii, M. bovis, M. 

bovis BCG, M. africanum, M canetti, M caprae). Cerca de 230 genes estão 

envolvidos no metabolismo lipídico. Dezessete por cento dos genes do M. 

tuberculosis codificam componentes da parede celular (Brodin et al., 2005).    

Cerca de 3,4 % do genoma do M. tuberculosis é constituído por seqüências 

de nucleotídeos denominadas seqüências de inserção (IS). A seqüência IS6110 

possui 1.365 pares de base e é a mais importante, com o número de cópias 

variando de zero a mais de 25 por genoma. A caracterização destas inserções é 

feita por RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição) onde uma 

enzima de restrição corta o DNA em fragmentos de tamanhos variáveis que são 

separados em gel de agarose e transferidos para uma membrana. Os elementos 

IS6110 presentes nos diferentes fragmentos são visualizados radiograficamente por 

hibridização com uma cópia do IS6110 marcado. A análise por RFLP com o IS6110 

provou ser um método conveniente e confiável para diferenciação de cepas de M. 

tuberculosis sendo considerado por muito tempo o método de “padrão-ouro” na 

tipagem molecular desse microorganismo, possuindo um alto poder discriminatório 

(van Embden, 1993). 

O genoma do M. tuberculosis também apresenta uma região que contém 

cópias de seqüências com 36 nucleotídeos que se repetem entre 10 a 50 vezes, 



 

 

16 

denominadas direct repeats (DR). Elas são mais numerosas e mais confiáveis para 

análise quando as IS estão presentes em número inferior a cinco cópias. A 

determinação das DR baseia-se na técnica de PCR com oligonucleotídeos 

marcados, que é denominada spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) (Cave et 

al., 2005). A técnica de spoligotyping é uma tipagem molecular que torna possível a 

classificação das cepas de M. tuberculosis em determinadas famílias de acordo com 

o padrão encontrado, pois analisa uma região específica do complexo, o locus DR, 

pela determinação da presença ou ausência de espaçadores específicos entre as 

sequencias DR. Esta técnica também facilita a diferenciação das espécies do 

complexo M. tuberculosis graças à existência de um banco de dados internacional 

que permite uma vasta comparação.  

 A virulência do bacilo influencia na agressividade da doença. A cepa com o 

genótipo Beijing, mais comum na China, Rússia e demais países asiáticos, é uma 

das mais virulentas no mundo e rapidamente adquire resistência aos medicamentos 

(Kubica et al., 2005). A disseminação de cepas MR e de alta virulência representa 

uma séria ameaça para o mundo. Não existem muitos estudos que analisem as 

diferentes cepas do M. tuberculosis que ocorrem por todo o Brasil. É essencial que 

haja uma investigação epidemiológica para que se possam desenvolver programas 

de controle.  

 

 

1.3 Epidemiologia da tuberculose 

 

 

A tuberculose é uma das principais causas de morbidade e mortalidade 

afetando os principais grupos vulneráveis (adultos jovens, crianças e pessoas com 

HIV/aids). Como dito anteriormente as estimativas da OMS atualmente giram em 

torno de nove milhões de casos novos em todo o mundo, e quase um milhão e meio 

de óbitos por tuberculose para o ano de 2011. Efetivamente têm sido notificados 

para a OMS somente cerca da metade dos casos estimados. A maioria destes casos 

ocorreu nas regiões da Ásia (59%) e da África (26%), enquanto as regiões do 

Mediterrâneo Oriental (7,7%), Europa (4,3%) e Américas (3%) teriam os menores 

percentuais (OMS, 2012). A Figura 1 nos dá uma visão geral do número de mortes 

causadas por doenças infecciosas no mundo, onde notamos a grande expressão da 
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tuberculose tanto no ano de 1997 quanto na progressão estatística para o ano de 

2020. Apesar do aumento no número de casos novos, a taxa de incidência global 

permaneceu relativamente estável de 1990 até por volta de 2001 e, em seguida, 

começou a cair. Entre os anos de 2010 e 2011 a taxa de declínio foi de 2,2%. A 

incidência da tuberculose vem diminuindo lentamente (menos de 1% ao ano), sendo 

estimada uma taxa de 125 casos por 100.000 habitantes (OMS, 2012).  

Estimativas da OMS indicam que 20% das pessoas que adquirem tuberculose 

no mundo falecem (Ruffino-Netto, 2002; Costa Neto, 2007). Noventa e cinco por 

cento dos casos no mundo e 98% dos óbitos ocorrem em países emergentes (Ducati 

et al., 2006). Embora os países da Ásia apresentem grandes populações e um 

grande número de casos de tuberculose em valores absolutos a maior incidência da 

doença se dá na África, principalmente nos países subsaarianos, onde os casos 

excedem 600 por 100.000 habitantes (Corbett et al., 2006; Dye, 2006).  

 

Figura 1 - Número estimado de mortes, em adultos, devido à doenças infecciosas, 

no mundo (1997 à 2020*) * Estimativa 

 
 

Fonte: Banco Mundial, 1997. 
 

Desde 1993 que o Brasil figura na lista dos 22 países do mundo considerados 

de alto índice da doença, que representam 82% da carga mundial da tuberculose. 

Entre os 8,7 milhões de casos, 0,5 milhões são crianças e 2,9 milhões de casos de 

tuberculose acorrem em mulheres. Em 2007, o Brasil notificou 72194 casos novos, 

correspondendo a um coeficiente de incidência de 38/100.000 habitantes. Estes 

indicadores colocam o Brasil na 19ª posição em relação ao número de casos e na 

104º posição em relação ao coeficiente de incidência de acordo com a classificação 
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da OMS. A distribuição dos casos está concentrada em 315 dos 5564 municípios do 

país, correspondendo a 70% da totalidade dos casos. No Brasil, o estado de São 

Paulo apresenta o maior número absoluto de casos e o estado do Rio de Janeiro, a 

maior taxa de incidência da doença no País (71,8 casos por 100 mil habitantes). 

Mundialmente, em 2008, a tuberculose foi a 4ª causa de morte por doenças 

infecciosas e a 1ª causa de morte dos pacientes com aids (OMS, 2011). Portanto, 

estamos diante de uma doença muito importante no Brasil em termos de incidência 

e de amplo alcance social.  

Aproximadamente 1/3 da população mundial já teve contato com o bacilo de 

Koch. O fato é que apenas 10% das pessoas que entram em contato com a bactéria 

desenvolvem sintomas de tuberculose. Esta resistência ocorre devido ao nosso 

sistema imune que é bastante competente em impedir a progressão da doença. 

Apesar desta resistência,  a bactéria muitas vezes não é completamente eliminada 

pelo sistema imune, ficando adormecida no organismo, sem causar sintomas, à 

espera de uma queda imunológica para voltar a se multiplicar. A infecção inicia-se 

sempre pelos pulmões, mas pode se alastrar por todo o corpo. Nem todos 

desenvolvem a tuberculose ativa e alguns permanecem com a bactéria adormecida 

no organismo, tendo tido ou não sintomas de tuberculose pulmonar. A bactéria pode 

ficar alojada durante anos em qualquer parte do corpo, como cérebro, meninge, rins, 

intestinos, coração, linfonodos, ossos, entre outros (MD. Saúde, 2009). 

A Figura 2 mostra a estimativa mundial da taxa de incidência da tuberculose 

em 2011. Como a incidência e letalidade da doença é primariamente influenciada 

pelas condições sócio-econômicas e pelo desinteresse dos políticos de saúde, a 

tuberculose apresenta alta prevalência em países subdesenvolvidos, que abrigam 

95% de todos os casos (Ruffino Netto, 1997; Rosemberg, 1999; Lauzardo & Ashkin, 

2000). Os cinco países de maior incidência da tuberculose em 2011 foram: Índia (2,0 

milhões - 2,5 milhões), China (0,9 milhões - 1,1 milhões), África do Sul (0,4 milhões - 

0,6 milhões), Indonésia (0,4 milhões - 0,5 milhões) e Paquistão (0,3 milhões - 0,5 

milhões). A Índia e a China representam 26% e 12% dos casos globais, 

respectivamente. 

A tuberculose segue as ondas de migração dos povos, desde os países em 

desenvolvimento até o alvo migratório, os países ricos, acelerando a sua  expansão. 

Nestes países, imigrantes são responsáveis pelo aumento da incidência da doença 
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e pela introdução de cepas resistentes e do genótipo Beijing, principalmente na 

Europa e nos Estados Unidos (genótipo W) (Cain et al., 2008; Pratt et al., 2008).  

 

Figura 2 - Estimativa da taxa de incidência da tuberculose, 2011   

                        

 

  

 

Com o surgimento da síndrome da imunodeficiência adquirida (aids), a 

epidemiologia da tuberculose foi modificada, o que dificultou mais ainda seu controle. 

A Figura 3 mostra a estimativa da prevalência do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) para novos casos de tuberculose no ano de 2011. Na África, notadamente na 

África do Sul, onde a incidência de tuberculose é de 560/100 mil habitantes, a 

prevalência de casos HIV positivos é de 18,8% da população.  

A partir de 1986 a desorganização dos programas de controle da tuberculose 

trouxe consigo o aumento progressivo da incidência da doença no Brasil e no mundo 

(MS, 1998; Schluger & Rom, 1998; Kritski et al., 2000; Espinal, 2001). Com o 

aumento do número de casos houve, em vários países e regiões, microepidemias de 

tuberculose MR, associadas ou não à aids, tanto em prisões como em ambientes 

hospitalares (Menzies et al., 1995; Kritski et al., 1997; Toledo et al., 2000; 
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Shemyakin et al., 2004). A infecção por HIV é o maior fator de risco para um 

indivíduo adoecer por tuberculose, sendo ele previamente infectado pelo bacilo. Ela 

é uma das primeiras complicações, surgindo antes de outras infecções frequentes, 

devido à maior virulência do M. tuberculosis. 

 

 

Figura 3 - Prevalência estimada de HIV em novos casos de tuberculose, 2011 

 
 

Nos países da África, da América Latina e em algumas populações de países 

desenvolvidos, 30 a 60% dos infectados com HIV estão co-infectados pelo bacilo da 

tuberculose. A proporção de indivíduos co-infectados foi maior para os países da 

África, que obteve uma estimativa de 39% dos casos de tuberculose, representando, 

em nível mundial, 79% dos casos de tuberculose entre pessoas com HIV (OMS, 

2012).    

Nos Estados Unidos, a proporção de pacientes HIV positivos com tuberculose 

gira em torno de 30 a 40%. Nesse mesmo país, onde a tuberculose vinha sendo 

reduzida, houve um pequeno aumento de casos no grupo de homens com idade 

sexualmente ativa, nos quais predomina a infecção por HIV. No Brasil, entre 

pessoas com 13 ou mais anos de idade, a tuberculose está presente em 27% do 
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total dos casos de AIDS notificados. A tuberculose, desde 1996, passou a ocupar o 

segundo lugar entre as doenças oportunistas ligadas à aids, ficando atrás somente 

da candidíase oral. Segundo a OMS, no Brasil entre 1980 e 2000, ocorreram 

190.523 casos de aids. Estima-se que 20 a 40% destes indivíduos desenvolveram 

tuberculose que é a única doença contagiosa associada à infecção por HIV e pode 

ser também transmitida a indivíduos não infectados pelo vírus (SESMG, 2006). 

Segundo a OMS, quando dados de pesquisa não estão disponíveis, a 

prevalência da tuberculose pode ser indiretamente estimada através do produto da 

incidência e a duração média da doença, mas com uma considerável incerteza. 

Houve uma prevalência da tuberculose em 2011 de 12 milhões de casos, 

equivalente a 170 casos por 100.000 habitantes. A taxa de prevalência caiu 

mundialmente em 36% desde 1990. A taxa de mortalidade (excluindo mortes entre 

HIV positivos) tem caído 41% desde 1990 graças às pesquisas realizadas na área 

(OMS). 

A tuberculose MR é uma doença crônica que envolve diagnóstico e 

tratamento complexos. Mundialmente, em 2011, foram estimados 630.000 casos de 

tuberculose MR (variando de 460.000 a 790.000) entre os 12 milhões de casos da 

doença. 

 

 

1.4 Tratamento da tuberculose 

 

 

O tratamento para tuberculose consiste na administração padronizada de 

drogas combinadas. Para casos novos é utilizado por 2 meses uma combinação de 

INH, RMP, PZA e EMB (fase intensiva) e, em seguida INH e RMP por 4 meses (fase 

de continuação), totalizando 6 meses de tratamento. No entanto, se o paciente 

possuir histórico de tratamento prévio, a administração das drogas é feita da 

seguinte maneira: 2 meses de INH, RMP, PZA, EMB e ST (estreptomicina) (fase 

intensiva), um mês de INH, RMP, PZA e EMB (ainda denominada fase intensiva) e 

cinco meses de INH, RMP e EMB (fase de continuação), totalizando 8 meses de 

tratamento. Já no caso da MR, a duração mínima para o tratamento sobe para 18 

meses e seu custo torna-se muito mais elevado. Este tratamento, além de drogas de 

primeira linha e fluoroquinolonas administradas via oral, inclui drogas injetáveis 
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como canamicina, amicacina, capreomicina ou estreptomicina. A fase intensiva, que 

inclui as drogas injetáveis, deve ocorrer por pelo menos 6 meses e a duração total 

do tratamento não deve ser inferior à 18 meses (Muller et al, 2013). 

Uma vez que cada droga tem seus alvos específicos, a retirada de uma droga 

do tratamento pode causar resistência selecionando organismos que não são 

afetados pelos outros medicamentos. A resistência às drogas também pode surgir 

espontaneamente nos bacilos, mas a principal causa de existirem bacilos resistentes 

é a não adesão ao tratamento. A partir de 1982, com a adoção do esquema de 

tratamento medicamentoso de seis meses mencionado acima (exceto EMB que foi 

incluído recentemente no esquema de tratamento inicial), denominado esquema “de 

curta duração” (Diniz et al., 1995; Picon et al., 2000), passou-se a acreditar na 

extinção gradual da tuberculose.  

Em 1993, a OMS passou a recomendar a estratégia DOTS (tratamento 

diretamente observado de curta duração), no qual o governo de cada nação tem que 

se comprometer em tratar os casos de tuberculose e evitar a disseminação da 

doença (Frieden, 2007). A estratégia tem como objetivos diminuir acentuadamente o 

abandono do tratamento, a mortalidade por tuberculose, o surgimento da MR, além 

de aumentar para acima de 70% os casos diagnosticados e 85% os casos de cura. 

Nesta estratégia, a OMS recomenda cinco itens operacionais: 1. O compromisso 

político de cada país em alocar verbas para o controle da tuberculose; 2. Melhoria 

dos laboratórios com o objetivo de aumentar o diagnóstico bacteriológico da doença; 

3. Garantir o suprimento constante de medicamentos de alta qualidade; 4. Manter 

um sistema de registro e controle dos casos; 5. Proceder o DOTS (Davies, 2003; 

Cavalcante et al., 2007). Esta estratégia também deve ser aplicada nos casos de 

MR (DOT-Plus) (Zumia et al., 2001). Nesta década, grandes regiões críticas no 

mundo vêm aplicando com sucesso esta estratégia (Figura 4) (Subramani et al., 

2008). 

Em 2011, 6,2 milhões de casos de tuberculose foram notificados por 

programas nacionais de controle da doença e reportardos à OMS: 5,8 milhões foram 

indivíduos com casos novos e 0,4 milhões previamente tratados (cujo regime de 

tratamento foi alterado). A Índia e a China foram responsáveis por 39% dos casos de 

tuberculose notificados para todo o mundo em 2011. A África ficou em segundo 

lugar com 24% e os 22 países com maior incidência da doença foram responsáveis 

por 81% dos casos (OMS, 2012). 
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A estratégia DOTS resultou em grandes conquistas para o cuidado e controle 

da tuberculose. Entre 1995 e 2011, 51 milhões de passoas foram tratadas com 

sucesso para tuberculose nos países que adotaram a estratégia, salvando 20 

milhões de vidas (OMS, 2012).  

Em nosso país, um inquérito epidemiológico de resistência às drogas usadas 

no tratamento da tuberculose, realizado no período de 1995 a 1997, que incluiu 

5.138 pacientes com tuberculose pulmonar e baciloscopia positiva, de 13 unidades 

da Federação, mostrou taxa de resistência primária ao tratamento com INH e RMP 

de 1,1%, exibindo, ainda, MR adquirida de 7,94% (Braga et al., 2003). Neste 

inquérito não houve distinção de casos HIV positivos que, quando em tratamento 

hospitalar, adquirem tuberculose com taxa de resistência primária significativamente 

maior (Gomes et al., 2000). Mas o HIV não é um fator de risco independente para a 

MR (Espinal et al., 2001b). Em países com resistência primária significativa, o 

tratamento inicial da tuberculose com quatro drogas (RMP, INH, PZA e EMB) já vem 

sendo realizado há algum tempo (Gilespie, 2002; Timperi et al., 2005).  

 
Figura 4 - DOTS no mundo e no Brasil Ano 2004 
 

 
Fonte: http://www.saude.gov.br 

 

O M. tuberculosis apresenta uma frequência de mutantes naturalmente 

resistentes à drogas, variável de acordo com cada uma delas (Guttmacher et al., 

2002). São extremamente raros para RMP (1 em cada 10 milhões), menos raros 

paro o etambutol (EMB), a INH e a estreptomicina (ST) (1 em cada 100 ou 10 mil) e 

http://www.saude.gov.br/
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mais frequentes para a etionamida e a pirazinamida (1 em cada mil) (Gillespie, 2002). 

Esta é a chamada resistência natural aos medicamentos que se deve a mutações 

genéticas existentes previamente nas populações bacilares, antes mesmo da 

exposição a eles. Por esta razão, para evitar a seleção de bacilos resistentes, o 

tratamento inicial é realizado com pelo menos quatro drogas, com ações diferentes 

entre si. No entanto, o principal mecanismo de resistência do M. tuberculosis aos 

fármacos se dá por mutação genética adquirida que é a chamada resistência 

adquirida. Como mencionado anteriormente, esta é desencadeada por tratamentos 

irregulares, interrompidos antes de uma completa esterilização do organismo ou com 

doses inadequadas. Neste caso, uma mesma cepa bacilar pode desenvolver 

resistência a um ou mais medicamentos (Espinal et al., 2001a). 

 Bacilos multirresistentes são, quase sempre, produtos de tratamentos 

inadequados. Os bacilos resistentes selecionados, além de exigirem medicamentos 

diferentes dos anteriormente utilizados, podem ser transmitidos para outros 

indivíduos que, mesmo sem qualquer tratamento prévio, já apresentarão cepas 

resistentes. Esta é a chamada resistência primária. Quanto mais medicamentos 

forem utilizados de forma inadequada, mais resistência irá aparecer, selecionando 

cepas resistentes a mais de uma droga, como na MR. No Brasil, um bacilo é 

considerado MR quando há resitencia à 3 das principais drogas utilizadas nos 

esquemas de tratamento (RMP, INH e mais uma - EMB, ST ou PZA). A MR sempre 

causa impacto social, operacional, financeiro e epidemiológico (Rajbhandary et al., 

2004).  

No Brasil, o tratamento inicial com duração de seis meses tem custo para o 

Ministério da saúde (MS) de menos de cem reais. Entretanto, o tratamento para a 

MR, com duração mínima de 18 meses, possui custo superior a quatro mil dólares 

(Fortes & Dalcolmo, 1997; Dalcolmo et al.,1999).  

 

 

1.5 Multirresistência 

 

 

Como foi dito anteriormente, a interrupção da quimioterapia ocasiona 

comumente a chamada MR à drogas. A transmissão destes bacilos é uma séria 

questão de saúde pública, aumentando os óbitos, o número de casos e o custo do 
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tratamento. O M. tuberculosis tem a mutação genética como principal mecanismo de 

resistência para os medicamentos (Telenti, 1998). Genes específicos relacionam-se 

a antibióticos específicos na aquisição de resistência e não há resistência cruzada 

ou "em bloco". Ela se faz droga por droga. O Quadro 1 mostra a relação entre 

medicamentos para a tuberculose e os genes associados (Muller et al., 2013). 

 
 

Quadro 1 - Drogas antituberculostáticas e mecanismos de resistência às drogas 
 

Droga Gene 
envolvido na 
resistência 

Função  Papel na formação da resistência 
quando mutado 

Isoniazida ahpC Alquil hiperperoxida redutase Mutações Compensatórias 

fabG 3-Oxoacil-tioester redutases Desconhecido 

fadE24 Envolvido na β-oxidação de ácidos 
graxos 

Desconhecido 

inhA Enoil redutase Alteração do alvo da droga 

inhA promotor Regulação da expressão do inhA Superexpressão do alvo da droga 

iniA Associação com bomba de efluxo Atividade alterada da bomba de 
efluxo 

katG Catalase/peroxidase Eliminação da conversão da pré-
droga 

Rifampicina rpoA α-Subunidade da RNA polimerase Mutações compensatórias 

rpoB β-Subunidade da RNA polimerase Alteração do alvo da droga 

rpoC β’-Subunidade da RNA polimerase Mutações compensatórias 

Pirazinamida pncA Nicotinamidase Eliminação da conversão da pré-
droga 

Estreptomicina gidB 7-metilguanosina metiltransferase Alteração do alvo da droga 

rpsL S12 proteína ribosomal Alteração do alvo da droga 

ssr 16S rRNA Alteração do alvo da droga 

Etambutol embA Arabinosil transferase Alteração do alvo da droga 

embB Arabinosil transferase Alteração do alvo da droga 

embC Arabinosil transferase Alteração do alvo da droga 

embR Regulador da expressão de embCAB 
do operon 

Superexpressão do alvo da droga 

iniA Associação com bomba de efluxo Atividade alterada da bomba de 
efluxo 

rmlD dTDP-4-dehidroramnose redutase Desconhecido 

Fluoroquinolonas gyrA DNA girase Alteração do alvo da droga 

gyrB DNA girase Alteração do alvo da droga 

Canamicina/amicacin
a 

rrs 16S rRNA Alteração do alvo da droga 

rrs 16S rRNA Mutações Compensatórias 

Capreomicina/viomici
na 

tlyA rRNA metiltransferase Alteração do alvo da droga 

rrs 16S rRNA Alteração do alvo da droga 

Etionamida inhA  Enoil redutase Alteração do alvo da droga 

inhA promotor Regulação da expressão de inhA Superexpressão do alvo da droga 

Ácido para-amino-
salicílico 

thyA Timidilate sintase A Eliminação da conversão da pré-
droga 

Fonte : Adaptado de Muller et al; 2013 

 

Os mecanismos bioquímicos e genéticos associados à MR em M. tuberculosis 

comumente envolvem mutações nos genes que codificam proteínas que são alvo 

direto das drogas ou que as metabolizam. As mutações podem envolver trocas de 

aminoácidos que vão gerar uma proteína com menos atividade ou afinidade pela 

droga ou nos promotores dos genes, alterando a expressão gênica. Cada droga 
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apresenta pelo menos uma proteína envolvida em seu metabolismo e ação que 

pode ser alvo de alterações genéticas.  

O M. tuberculosis também possui outras formas de resistência aos 

medicamentos. Como em todas as bactérias existem mecanismos de barreira, como 

bomba de efluxo e parede celular protetora, que no gênero Mycobacterium é 

espessa, constituída essencialmente de ácidos micólicos. Esta característica reduz a 

permeabilidade a inúmeras substâncias, inclusive dando-lhe resistência a ácidos e 

álcalis fortes, propriedade que permite, no laboratório, o uso destas substâncias para 

descontaminação de outras bactérias. O M. tuberculosis também produz -

lactamases e outras enzimas modificadoras de medicamentos que lhes dão 

proteção contra inúmeros antibióticos.  

Em nosso país, um inquérito epidemiológico em nível nacional, realizado pelo 

MS nos anos de 1996-1997, revelou uma incidência de resistência à INH tanto nos 

casos virgens de tratamento (resistência primária) quanto nos casos de retratamento 

(resistência adquirida), de 4,4 e 11,3%. Estes valores foram mais baixos para a RMP 

com resistência primária de 1,3%, e adquirida de 6,6%. A resistência total para os 

outros medicamentos foi baixa (0,3% para a estreptomicina, 0,1 % para o EMB e 

praticamente zero para a PZA). A resistência primária combinada para INH e RMP 

foi de 1,1% (Braga et al., 2003). Por isso o tratamento inicial para a tuberculose no 

Brasil é feito com a associação de três medicamentos (CRFHF, 2002).  Por outro 

lado, em outros países, nos quais a resistência primária é alta, faz-se necessária a 

associação de mais um medicamento, como EMB ou ST (Timperi et al., 2005).   

Atualmente, em muitos países a prevalência de MR permanece em menos de 

1%. Todavia, em determinadas regiões a proporção de MR é alarmante. Na 

província de Henan, na China, a proporção de MR é de 35% dos casos. Em Oblast, 

na Rússia, 43,4% das cepas do genótipo Beijing são MR, ao contrário das outras 

cepas em que a proporção de MR é de 10%. Na Latvia, Rússia, a MR primária é de 

8,6% e a resistência total é de 34,5%. Na Lituânia, ocorre um dos maiores índices de 

MR do mundo, com 9% de resistência primária e 54% adquirida (Huang et al., 2002; 

Toungoussova et al., 2002; Tracevska et al. 2003, Dewan et al. 2002).  A 

disseminação de cepas MR e do genótipo Beijing, de maior virulência (Bifani et al. 

2002; Kremer et al., 2004; Kubica et al., 2004; Sajduda et al., 2004), representam 

uma séria ameaça para o mundo (Espinal et al., 2003).   
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No ano 2000, após padronização de um esquema de tratamento para a MR 

pelo MS, o Centro de Referência Prof. Helio Fraga (CRPHF) criou o Programa de 

Vigilância Epidemiológica da tuberculose MR, com a notificação e acompanhamento 

dos casos e a organização de um banco de dados nacional. Atualmente, o Sistema 

de Informação da tuberculose MR (Sistema TbMR), ligado ao CRPHF, gerencia o 

banco de dados, o provedor do sistema informatizado, os medicamentos específicos 

e é referência técnica para as unidades de tratamento. 

Inicialmente, o tratamento padronizado pelo MS, para MR, compreendia o uso 

de cinco medicamentos: clofazimina, EMB (ou PZA), amicacina, terizidona e 

ofloxacina. A partir de 2005, a clofazimina foi retirada do esquema, por 

recomendação da OMS (que a destinou exclusivamente para o tratamento da 

hanseníase), e foi substituída pela PZA durante os primeiros seis meses. Este 

tratamento, administrado por 18 a 24 meses, é sabidamente menos efetivo do que 

os regimes de primeira linha e apresenta mais efeitos colaterais, além de oferecer 

custo muito mais elevado. 

O banco de dados do Sistema TbMR demonstra que de 2000 a 2006 foram 

notificados 2308 novos casos de tuberculose MR no Brasil. Destes, 65,3% dos 

casos foram do sexo masculino. A média de idade compreendeu a faixa de 35 a 44 

anos. Em 94,3% dos casos a resistência foi adquirida. A resistência primária foi de 

5,7%. Dos pacientes tratados no período de 2000 a 2004, 62% se curaram, 8% 

abandonaram o tratamento, 11% faleceram e 18% evoluíram com falência e doença 

crônica. Houve 7% de associação com a infecção pelo HIV, inferindo-se não existir 

relação direta entre MR e infecção por HIV, como acontece nos países africanos. No 

entanto, os doentes com esta associação evoluíram com menor taxa de cura e maior 

número de óbitos que os demais. No período de 2000 a 2006, 34% dos casos de 

MR ocorreram no estado do Rio de Janeiro (OMS, 2008a).   

A MR vem aumentando gradativamente no mundo, na ausência de novos e 

eficientes medicamentos que possam controlá-la (Espinal et al., 2001; Petrini et al., 

1999). Conforme dados da OMS, no ano de 2000 houve 273 mil casos de 

tuberculose MR no mundo (3,1% do total de casos). Em 2006, o número de casos foi 

de 489 mil (4,8% de todos os casos de Tuberculose) e em 2011 este valor aumentou 

para 630 mil. Um percentual de 3,7% de novos casos e 20% de casos previamente 

tratados são MR (OMS, 2012). A Figura 5 mostra mundialmente a porcentagem de 

MR entre os novos casos de tuberculose para o ano de 2011. As incidências variam 
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de 0% a 32,3% e são mais altas em Belarus (32,3%), Estônia (22,9%), Cazaquistão 

(30,3%), Kyrgyzstão (26,4%), República da Moldávia (19,4%) e Uzbequistão (23,2%). 

Embora a média da proporção de pacientes com MR na Federação Russa seja 

menor que em outros países, a proporção é alta em Oblast (35,1% em 2010) (OMS, 

2012). 

Os países com maior número de casos foram: China, Índia, Tailândia e países 

da antiga União Soviética, principalmente a Estônia. China e Índia responderam por, 

aproximadamente, 50% dos casos do mundo, e a Federação Russa por 7% dos 

casos. A República Dominicana, Argentina e Peru apresentam números 

significativos de MR. Os países da Europa Ocidental e os Estados Unidos 

mostraram baixa incidência de MR (OMS, 2008b). O maior número de casos de 

tuberculose nestes países vem ocorrendo em imigrantes (Loddenkemper et al, 2002). 

 
 
Figura 5 - Porcentagem de novos casos de tuberculose com MR, 2011 
 

 
Fonte: OMS, 2012. 

  

A proporção de casos MR Tuberculose previamente tratados é mostrada na 

Figura 6. Esta proporção varia de 0% a 65,1%. Países com áreas subnacionais que 

obtiveram os índices mais altos foram: Azerbajão (cidade de Baku, 55,8% em 2007), 

Belarus (75,6% em 2011), Estônia (57,7% em 2011), Casaquistão (51,6% em 2011), 

República da Moldávia (63,5% em 2011), Tajiquistão (53,6% em 2011) e 

Uzbequistão (62,0% em 2011). Estes dados confirmam que os países da Europa 
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oriental e da Ásia Central continuam a representar áreas críticas para MR, com 

quase um terço dos novos casos e dois terços dos casos previamente tratados para 

tuberculose sendo representados por estas regiões. 

 

Figura 6 - Porcentagem de casos de tuberculose com MR previamente tratados, 

2011 

 

 
Fonte: OMS, 2012. 

 

Atualmente, uma grande ameaça para o mundo é a possível expansão de um 

tipo de tuberculose denominado tuberculose-XDR (extremely drug-resistant 

tuberculosis), inicialmente descrito na província de KwaZulu-Natal, cidade de Tugela 

Ferry, na África do Sul (OMS, 2007). A tuberculose-XDR caracteriza-se pela 

resistência à INH, RMP, à pelo menos mais uma medicação de segunda linha 

injetável – canamicina, amicacina ou capreomicina - e a qualquer fluoroquinolona 

(Raviglione, 2008). Seu diagnóstico é dificultado pela necessidade de comprovação 

bacteriológica, por cultura e testes de sensibilidade para medicações de segunda 

linha, que ainda não estão padronizados. O tratamento deste tipo de tuberculose é 

extremamente difícil, tanto pela escassez quanto pelo preço dos fármacos 

envolvidos. Já foram encontradas cepas XDR em mais de 50 países, inclusive no 

Brasil, apesar de em nosso país os estudos sobre elas ainda serem escassos (Chan 

e Iseman, 2008; Dye, 2009). 
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Em Maio de 2006 foi divulgada uma epidemia de tuberculose-XDR em Tugela 

Ferry, uma cidade rural da província de KwaZulu-Natal na África do Sul. Foram 

identificados 53 casos de tuberculose-XDR desde Janeiro de 2005 a Março de 2006. 

Metade destes doentes não possuíam tratamento anterior para tuberculose e seis 

eram trabalhadores de saúde. Destes 53 doentes, 44 fizeram o teste de HIV e todos 

foram positivos. A média de sobrevida foi de 16 dias após a colecta de 

expectoração, período que resultou em 52 óbitos. Até Setembro de 2007 foram 

identificados cerca de 400 casos de tuberculose-XDR em 39 hospitais da África do 

Sul (OMS, 2006b).  

Os números mais significativos de tuberculose-XDR ocorrem nos países da 

antiga União Soviética, onde aproximadamente 10% de todos os casos de MR são 

XDR, variando de 4% na Armênia até a quase 24% na Estônia. Na África do Sul, a 

proporção de casos XDR entre os casos MR foi de 5,6%. Porém, na província de 

KwaZulu-Natal a proporção foi de 14%, conforme os dados coletados de 2004 a 

2007 (Singh at al., 2007). Os casos de tuberculose-XDR têm sido poucos na Europa 

central e ocidental, bem como na América (CDC, 2006). A tuberculose-XDR, assim 

como a MR, ocorre pela não aderência dos doentes ao tratamento ou quando estes 

se infectam com bacilos já resistentes (resistência primária) (Teixeira, 2007). Os 

países africanos estarão entre as nações com maior incidência da MR e de HIV 

positivos no mundo, se considerarmos o número de novos casos em termos de 

população (Zager e McNerney, 2008).  

A tuberculose-XDR surgiu como uma grande ameaça para o mundo 

(Raviglione, 2008). O tratamento deste tipo de tuberculose é extremamente difícil, 

pela escassez e preço dos fármacos envolvidos. Na Coréia, um grupo de 1.407 

pacientes, com diagnóstico de MR, HIV-negativos, foram analisados como uma 

coorte por sete anos. Setenta e cinco casos apresentavam Tuberculose – XDR 

(5,3%). O número de curas foi baixo no grupo XDR (29,3% vs. 46,2%, p= 0,004) e a 

mortalidade maior (49,3% vs. 19,4%, p < 0,001) (Kim et al., 2008). Em outro trabalho, 

nos Estados Unidos, envolvendo 651 casos de MR, 48 (7,4%) eram XDR e HIV 

negativos. O tempo de tratamento teve mediana de 25 meses e o regime de 

tratamento compreendia uma média de 5,3 medicamentos. Os fármacos mais 

usados foram: capreomicina, moxifloxacina ou levofloxacina, cicloserina, etionamida, 

amoxacilina + clavulanato e clofazimina (medicamento já fora de uso). Outros 

fármacos, como etambutol, pirazinamida, amicacina e ácido paramino salicílico 
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(PAS), também foram empregados em menor número. Os autores tiveram cura em 

29 casos (60,4%), abandonos em 3 (6,2%) e óbitos em 11 (22,9%). Cinco casos 

(10,9%) se tornaram falidos. A percentagem de cura deste trabalho foi alta, 

considerando-se a gravidade da doença (Mitnick et al., 2008). É clara a necessidade 

do desenvolvimento de medidas para controle da disseminação das cepas MR e 

XDR, assim como testes rápidos para sua detecção, possibilitando uma intervenção 

terapêutica mais eficiente. 

 
 
1.6 Resistência à Isoniazida 

 
 

 A INH e a RMP são os medicamentos mais eficazes para o tratamento da 

tuberculose. A INH tem estrutura simples, constituída de um anel piridínico e um 

grupo hidrazida (Figura 7). É altamemte ativa contra o M. tuberculosis, com 

concentração inibitória mínima variando de 0,02 a 0,2 µg/mL. Sua ação se restringe 

ao bacilo em crescimento não agindo contra a forma latente (Zhang et al., 2005).  

 

Figura 7 - Estrutura química da isoniazida, da rifampicina, da pirazinamida e do 

etambutol 
 

 

Fonte: Adaptada de Zhang et al., 2005. 
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Ao contrário da resistência à RMP, na qual a maioria das mutações se 

concentra em uma pequena região de um só gene, a resistência à INH é mais 

complexa, pois pode ocorrer por mutações em vários genes, sendo os mais 

importantes o katG (32 a 93% dos casos), e o inhA (de 15 a 25%) (Höfling et al., 

2005). 

O gene katG codifica a enzima catalase-peroxidase, importante para o  

metabolismo do bacilo (Rouse et al., 1996). Esta enzima ativa a INH, que é uma pré-

droga (Figura 8 A e B), produzindo radicais reativos de oxigênio (superóxido, 

peróxido de hidrogênio, peroxinitrato) e radicais orgânicos que inibem a formação de 

ácidos micólicos da parede bacilar e produzem dano no DNA (Ramaswami & Musser, 

1998; Slayden & Barry, 2000). A mutação mais comum no gene katG surge no 

códon 315  pela substituição do aminoácido serina (AGC) por treonina (ACC), com 

diminuição da atividade catalase, o que resulta em resistência à INH (Slayden & 

Barry, 2000; Pyn et al., 2002). 

 

Figura 8 - Sensibilidade à isoniazida 

 
       

 
 

A isoniazida é uma pré-droga que sob a ação da catalase - peroxidase 

bacteriana se transforma em substâncias reativas tóxicas e se liga à NADH 

bloqueando a ação da enzima acil (ACP) redutase (INHA), importante na síntese de 

ácidos micólicos, produzindo morte celular. Mutações no gene katG produzem 
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diminuição acentuada da enzima catalase – peroxidase  e a não  ativação da  

isoniazida, o  que caracteriza a resistência. 

 

Figura 9 -Resistência à Isoniazida 
      

 

 
 

 

O gene inhA codifica a  enzima carreadora de enoil – acil (ACP) redutase - 

NADH dependente, importante na síntese de ácidos micólicos. Um dos produtos da 

INH ativada – o radical acil isonicotínico – se liga à NADH (nicotinamida adenina 

dinucleotídeo) e impede a atividade da enzima, resultando na morte da bactéria, por 

interferência na síntese dos ácidos micólicos (Slayden et al., 2000). A mutação 

estrutural do gene inhA faz com que a enzima modificada perca afinidade pelo 

NADH e com isso  a bactéria se torna resistente à INH (Basso et al., 1998).  O gene 

mabA que codifica a enzima 3-cetoacil ACP redutase também participa na síntese 

dos ácidos micólicos e forma um operon mabA-inhA. Mutações na região promotora 

do gene inhA (que precede o operon) produzem superexpressão do gene e 

resistência à INH por mecanismo de aumento do consumo dos derivados da 

Isoniazida. Este tipo de mutação é mais freqüente que a mutação na estrutura do 

gene (Heym et al., 1999; Cardoso et al., 2004). 

Mutações no gene kasA (codifica a enzima beta – cetoacil ACP sintase, que 

participa da síntese do ácido micólico) são mais raras e na maioria das vezes 

associadas a mutações nos genes katG ou inhA. Mutações na região intergênica 

oxyR – ahpC, onde se localiza o promotor do gene ahpC, são consideradas como 
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um mecanismo regulador do estresse oxidativo para compensar a  perda de função 

da enzima catalase – peroxidase nas cepas INH resistentes (Cardoso et al., 2004; 

Silva et al., 2003). 

 

 

1.7 Resistência à Rifampicina 

 

 

A RMP é o fármaco mais potente dos medicamentos para tuberculose. É um 

antibiótico de largo espectro, com estrutura química complexa (Figura 6) e lipofílica. 

Esta propriedade permite uma rápida difusão do fármaco através da parede 

hidrofóbica do M. tuberculosis. Sua ação bactericida se faz tanto no bacilo em 

crescimento quanto na fase estacionária. Esta característica lhe permite atuação 

eficiente no encurtamento da terapêutica para tuberculose (Zhang & Telenti, 2000). A 

concentração inibitória mínima, capaz de matar 99% das bactérias sensíveis, é de 

40µg/mL. 

A resistência à RMP é causa importante de falência no tratamento da 

tuberculose. Além de exercer um potente efeito bactericida inicial sobre os bacilos 

metabolicamente ativos, esta droga possui excelente efeito esterilizante tardio, 

agindo sobre bacilos semidormentes. Foi este efeito, aliado à eficácia adicional da 

INH e da PZA, que possibilitou a redução do tratamento de um ano para seis meses. 

Portanto, a rifampicina é desde seu surgimento há mais de 30 anos é o 

medicamento mais importante no tratamento da tuberculose. 

A RMP inibe a transcrição gênica da micobactéria por bloqueio da RNA-

polimerase DNA dependente, impededindo a síntese de RNA mensageiro (mRNA), 

produzindo  morte celular (Figura 9) (Ramaswami & Musser, 1998). Mutações do 

DNA produzem modificações da estrutura da RNA polimerase fazendo com que a 

RMP não mais se ligue à esta enzima, liberando a síntese de mRNA. Cerca de 95% 

das cepas resistentes à rifampicina apresentam mutações na região central do gene 

rpoB que codifica a subunidade beta da RNA polimerase (Telenti et al., 1993; Miller 

et al. 1994; Somoskovi et al., 2001; Gillespie, 2002). Esta região central, 

denominada rifampicin resistance determining region (RRDR) ou hot spot, possui 81 

pb (27 códons) e é delimitada pelos códons 507 a 533. Mais de 96% das cepas 

resistentes à RMP apresentam mutações nesta região, o que facilita o diagnóstico 



 

 

35 

molecular de resistência (Whelen, 1995; Oliveira et al., 2003; Somoskovi et al., 2001; 

Gillespie, 2002). As mutações mais freqüentes nesta área ocorrem nos códons 526 

e 531 (Mani et al., 2001; Williams et al., 1994). 

As mutações mais freqüentes (65 – 86%) alteram o códon 526 ou 531 e 

resultam em alta resistência a RMP. Entretanto, nem todas as mutações na região 

de 81 pb conferem o mesmo grau de resistência. Mutações nos códons 511, 516, 

518 e 522 conferem uma baixa resistência a esta droga (Somoskovi et al., 2001). 

Estudos adicionais sobre mutações no genoma do M. tuberculosis são importantes 

para melhor compreensão dos mecanismos de resistência, suas variações regionais 

e correlações com a doença. 

 

Figura 10 - Resistência à Rifampcina. Mutações no gene rpoB produzem 

modificação na região de ligação da RNA polimerase com a 

rifampicina e perda de sua ação 

 

            

Legenda: Em vermelho a dupla fita de DNA do gene rpoB. A RMP liga-se a RNA 
polimerase e inibe a formação de mRNA (em amarelo). 

Fonte: Siqueira et al, 2005. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1  Objetivo geral 

 

 

Analisar um banco de DNA, constituído de cepas de Mycobacterium 

tuberculosis provenientes do Centro de Referência Prof. Helio Fraga (FIOCRUZ), 

realizando a genotipagem através de IS6110-RFLP, Spoligotyping e análise 

mutacional de katG e rpoB para permitir uma melhor compreensão da epidemiologia 

da tuberculose em nosso país.     

 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

a) Comparar o perfil e freqüência das mutações nos genes rpoB e katG 

(responsáveis pela resistência à INH e à RMP respectivamente),  das cepas 

MR e não MR com o perfil genético encontrado e determinar se há  

associações.  

b) Determinar as relações genotípicas entre isolados provenientes das várias 

regiões do Brasil por IS6110-RFLP e spoligotyping.  

c) Através do spoligotyping, classificar as cepas de M. tuberculosis em 

determinadas famílias de acordo com o padrão encontrado.  

d) Traçar um perfil geográfico correlacionando as famílias com o perfil 

mutacional de katG e rpoB. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

As culturas de M. tuberculosis, os experimentos de extração de DNA, testes 

de sensibilidade para RMP, INH, PZA, EMB e ST e IS6110-RFLP foram realizados 

no Laboratório de Bacteriologia do Centro de Referência Professor Helio Fraga 

(FIOCRUZ). Os sequenciamentos automáticos foram realizados no Laboratório de 

Genoma do Departamento de Bioquímica (DBq) no Instituto de Biologia Roberto 

Alcantara Gomes (IBRAG), Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Os 

experimentos de genotipagem por spoligityping Luminex®
 foram realizados no 

laboratório do Instituto de Genética e Microbiologia da Universidade Paris-Sud, 

Orsay, França.  

 

 

3.1 Isolados e teste de sensibilidade / identificação 

 

 

As cepas de M. tuberculosis foram cedidas pela micobacterioteca do 

Laboratório de Micobacteriologia do Centro de Referência Prof. Helio Fraga. Este 

centro é referência nacional para diagnóstico e tratamento de Tuberculose MR. 

Possui ambulatório para pacientes MR e o Laboratório de Bacteriologia recebe 

material para cultura e teste de sensibilidade de pacientes do Estado do Rio de 

Janeiro e de diversos outros estados brasileiros. 

   Os testes de sensibilidade foram realizados em meio de cultura LJ, segundo 

o método das proporções descrito por Canetti et al., 1963. As concentrações críticas 

de RMP e INH empregadas no teste de sensibilidade e as concentrações e 

proporções críticas de mutantes resistentes foram 40 μg/mL e 1.0% para RMP, 0.2 

μg/mL e 1.0% para INH, 100 μg/mL e 10% para PZA, 4 μg/mL e 10% para St e 2.0 

μg/mL e 1.0% para EMB (Silva et al., 2001). Foram utilizados, como controle, 

isolados do mesmo grupo em que os testes de sensibilidade mostraram-se sensíveis 

à RMP, independentemente dos resultados para a INH e outros medicamentos.  

Para a identificação da espécie M. tuberculosis foram acrescentados aos 

meios de cultura os agentes inibidores ácido p-nitrobenzóico - PNB e hidrazida do 

ácido tiofeno-2-caboxilíco -TCH (MS, 1994). 
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3.2 Culturas e extração do DNA 

 

 

Foram utilizadas 99 culturas de Tuberculose MR e sete culturas que 

apresentaram sensibilidade à RMP. O material foi coletado entre 1995 e 2003. Estas 

cepas foram cultivadas em meio de Löenstein Jensen (LJ) e provinham de pacientes 

em que a maioria dos testes de sensibilidade demonstrou resistência à RMP e INH. 

Estas amostras foram obtidas de material de vias respiratórias e selecionadas da 

micobacterioteca do Laboratório do Centro de Referência.  

A extração de DNA seguiu o protocolo sugerido por Van Embden et al. (1993). 

Foi feita a transferência das colônias do meio LJ para um tubo de 2 mL com 1 mL de 

água estéril. Em seguida, inativou-se o cultivo bacteriano pelo aquecimento à 80ºC 

por 20 minutos em banho-maria (a inativação pode ser feita por no máximo 1 hora) e 

centrifugou-se por 5 minutos à 14000 rpm para que o sobrenadante fosse 

desprezado por aspiração com micropipeta. Foi adicionado 500 µl de tampão TE pH 

8,0 e em seguida 50 µl de lisozima (5 mg/mL). Após agitação em vórtex, houve a 

incubação à 37ºC por 1 hora. Foram então adicionados 70 µl de solução lauril sulfato 

de sódio (10%) e em seguida 6 µl de proteinase K (10 mg/mL). Após uma nova 

agitação em vórtex, foi feita a Incubação à 65ºC por 10 minutos. Mantendo as 

amostras à 65ºC, foi adicionado 100 µL da solução de NaCl 5M e 80 µL da solução 

de CTAB (50 mM). O material foi incubado à 65ºC por 10 minutos e 750 µL de 

clorofórmio foram adicionados aos tubos que foram em seguida agitados em vórtex 

por 30 segundos. O material foi centrifugado à 14000 rpm por 5 minutos e a fase 

superior (aquosa) foi transferida para um tubo de 1,5 mL (ao qual foram previamente 

adicionados 420 µL de isopropanol). Os tubos foram armazenados à -20ºC por pelo 

menos 30 minutos ou por até 18 horas. Posteriormente, o DNA foi obtido após 

centrifugação à 14000 rpm por 20 minutos na temperatura de 4ºC. O DNA 

sedimentado foi lavado com 250 µL de etanol a 75%, centrifugado à 14000 rpm por 

5 minutos na temperatura de 4ºC. O sobrenadante foi aspirado e o DNA foi 

solubilizado em 40 µL de tampão TE, pH 8,0 e armazenado á -20ºC.  
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3.3 Genotipagem por IS6110-RFLP 

 

 

O genotipagem através de IS6110 RFLP foi conduzida nos isolados de acordo 

com sugerido por van Embden et al. (1993). O DNA dos isolados (5µg) foi digerido 

com a endonuclease de restrição PvuII (Invitrogem), seguindo-se as recomendações 

do fabricante. No dia seguinte, foi feita eletroforese por 12 horas em gel de agarose 

1% com tampão TBE 1X (Ttris Acido Borico -EDTA). O DNA foi transferido para uma 

membrana que foi hibridizada com uma sonda de 245 pb codificando parte do 

elemento IS6110. As autoradiografias foram escaneadas e o perfil de repetições de 

IS6110 foi analisado no programa Bionumerics (Windows version 4.0, Applied 

Maths). Marcadores internos foram utilizados para normalização das posições de 

IS6110 e a acurácia do procedimento foi verificada atrevés da comparação do perfil 

de bandas da cepa de referência Mt.14323. Matrizes de similaridade foram 

construídas utilizando o coeficiente de similaridade de Dice com um intervalo de 

tolerância de 2,0% do comprimento padrão e dendrogramas foram gerados pelo 

método algoritmo de agrupamento (UPGMA). 

 

 

3.4 Genotipagem por Spoligotyping Luminex®  

 

 

O método de spoligotyping foi conduzido segundo o procedimento  sugerido 

por Kamerbeek et al (1997). Foram utilizados os primers DRa (5’ biotinilado GGT 

TTT GGG TCT GAC GAC 3’) e DRb (5’ CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3’), que 

anelam nas extremidades das sequencia DR,  para amplificação das sequencias 

espaçadoras entre duas DRs. Para as reações de amplificação foram utilizados 100 

ng de DNA, 20 pmoles de cada um dos primers, 200 µl de dNTP (Invitrogen), 10 mM 

Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 3 mM MgCl², 2,5 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen). No termociclador, foi seguido o seguinte protocolo: temperatura de 95°C 

por 3 minutos, para desnaturação inicial do DNA, 25 ciclos de 95°C (30 segundos) - 

desnaturação, 65°C (30 segundos) - anelamento e 72°C (30 segundos) - extensão, 

terminando com 72°C por 5 minutos para extensão das fitas. Os produtos 

amplificados foram hibridizados com um conjunto de 43 oligonucleotídeos através do 
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programa com apenas um ciclo: 95°C por 10 minutos e 50°C por 20 minutos. Cada 

um dos 43 oligonucleotídeos corresponde a uma das sequencias únicas dos 

espaçadores dentro do lócus DR (Isogen, Bioscience BV, Holanda). Em seguida, a 

placa foi incubada a 50°C (temperatura de hibridização) por 5 minutos para que 

ocorresse a corrida na plataforma automatizada Luminex 200®. Os padrões gerados 

foram submetidos a um banco de dados do Instituto Pasteur de Guadeloupe 

(SITVIT2), que é uma versão mais recente do banco de dados SpolDB4 (disponível 

online http://www.pasteur-guadalupe.fr.8081/SITVITDemo) (Brudey et al, 2006). 

 

 

3.5 PCR e Sequenciamento 

 

 

As técnicas de PCR e seqüenciamento foram realizadas no Laboratório de 

Genoma (IBRAG e Faculdade de Ciências Médicas - UERJ) que dispõe de um 

seqüenciador automático MegaBACE 1000 com 96 capilares. O DNA isolado de 

cada amostra foi visualizado em gel de agarose a 0,8%, para avaliação qualitativa 

de integridade e quantificado no espectrofotômetro (NanoVue Plus 

Spectrophotometrer – GE Healthcare), utilizando-se 40 ng de cada amostra nas 

reações de PCR. Para amplificação da região central do gene rpoB, de 350 pares de 

base, compreendendo os códons de 445 a 560, foram utilizados os seguintes 

oligonucleotídeos:  

- rpoB senso: 5’ CAT CGA CCA CTT CGG CAA CCG 3’, posição 2171 a 2191 da 

seqüência de número de acesso do genebank L27989. 

- rpoB anti-senso: 5’ TTT CGA TCG GGC ACA TCC GGC 3’, posição 2504 a 2524 

da mesma seqüência acima.  

 Duas regiões do gene katG foram amplificadas: A primeira, de 414 pb, 

correspondendo ao N-terminal da proteína foi amplificada com os seguintes 

oligonucleotídeos:  

-katG1senso: 5’ ACT TCG CGA TCA CAT CCG TG 3’, posição 1921 a 1940 da 

seqüência de número de acesso do genebank U06258. 

-katG1anti: 5’ GCG GCC GTC GTG GAT GCG GTA 3’, posição 2315 a 2335 da 

seqüência de número de acesso do genebank U06258. 
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 A segunda região, de 712 pb correspondendo ao meio da proteína foi 

amplificada com os seguintes oligonucleotídeos: 

-katG2asenso: 5’ CGG CGG TCA CAC TTT CGG TA 3’, posição 2779 a 2798 da 

seqüência de número de acesso do genebank U06258. 

-katG2anti: 5’ CCC GAC TTG TGG CTG CAG GC 3’, posição 3471 a 3491 da 

seqüência de número de acesso do genebank U06258. 

 Para a reação de amplificação (PCR) seguiu-se um protocolo padrão com a 

enzima Taq Platinum polimerase (Invitrogem), utilizando-se Tampão 1x (fornecido 

pelo fabricante), 0,1 Mm de dNTP (GE Healthcare), 50 ng dos primers senso e anti-

senso (Operon) e o DNA a ser amplificado (40 ng). No termociclador (PCR Express 

Thermal Cycler – Thermo Hybaid), a amplificação foi iniciada com a temperatura de 

96°C por cinco minutos, para desnaturação inicial do DNA, e 35 ciclos de 96°C (45s) 

- desnaturação, 63°C (45s) - anelamento para o gene katG e 72°C (1min) - extensão, 

terminando com 72°C por 10min para extensão das fitas.  A temperatura de 

anelamento para o gene rpoB foi de 57° C. Após a reação, os produtos foram 

analisados em gel de agarose a 2%. Uma alíquota de cada amostra foi utilizada para 

a reação de seqüenciamento feita por “cycle sequencing” com o kit específico (Die 

terminator) para o seqüenciador automatizado MegaBace 1000. Cada produto do 

PCR foi sequenciado pelo menos 3 vezes nas duas direções. 

Os cromatogramas resultantes foram processados nos programas Chromas 

2, Staden pregap 4 e gap 4 para se obter uma seqüência de alta qualidade. Uma 

seqüência única (contig) foi montada a partir do programa CAP 3 (http://pbil.univ-

lyon1.fr/cap3.php). A seqüência final foi utilizada em um banco de dados 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para alinhamento com a seqüência de referência 

do gene rpoB (acesso no Gene Bank: L27989) e do gene katG (acesso no Gene 

Bank: U06258), para diagnóstico da mutação.  

 

 

3.6 MabA-15 MAS-PCR  

 

 

Foi realizada uma investigação em 8 isolados MR que não apresentaram 

mutação no gene katG. Para detecção simultânea do alelo especifico do gene katG 

e da região promotora inhA-15 (MabA-15) utilizamos um protocolo baseado no 
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estudo de Zhenhua Yang (2005). Foram utilizados os primers: katGF (4pmol) 

5’GCAGATGGGGCTGATCTACG3’ e katGR (4pmol) 

5’ATACGACCTCGATGCCGC3’;InhA-15F(6 pmol) 5’GCGCGGTCAGTTCCACA3’ e 

InhA-15R (6 pmol) 5’CACCCCGACAACCTATCG3’. Para a reação de amplificação 

(PCR) seguiu-se um protocolo padrão com a enzima Taq Platinum polimerase 

(Invitrogem), utilizando-se Tampão 10 vezes, 0,1 Mm de dNTP (GE Healthcare), 50 

ng dos primers senso e anti-senso (Operon) e o DNA a ser amplificado (40 ng). No 

termociclador (PCR Express Thermal Cycler – Thermo Hybaid), a amplificação foi 

iniciada com uma desnaturação inicial de 96o C por 3 minutos, seguida por 30 ciclos 

de 95o C (50s) - desnaturação, 68o C (40s) - anelamento e 72o C (1min) - extensão, 

terminando com 72º C por 7 minutos para extensão das fitas. Após a reação, 10 µL 

dos produtos foram analisados em gel de agarose a 2,5 % tampão TBE 1X (tris-

borate-EDTA), um marcador de peso molecular (100pb) foi usado para estimar o 

peso molecular do fragmento amplificado. Um fragmento de 292 pb indica o tipo 

selvagem (não mutado) no gene katG (códon) 315 e o fragmento de 270 pb indica o 

tipo selvagem para inhA-15.  

 

 

3.7 Análise estatística 

 

 

Os dados observados foram analisados estatisticamente através do programa 

GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA). As associações 

entre as variáveis categóricas foram avaliadas pelo teste qui-quadrado ou teste 

exato de Fisher. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamene 

significantes. 
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4 RESULTADOS 

 

 

Foram analisados 106 amostras de isolados de pacientes do Centro de 

Referência Professor Helio Fraga. Entre estes isolados analisados, 99 eram 

resistentes à pelo menos RMP e INH, o que os define como MR. Sete destes 

isolados demonsntraram sensibilidade à RMP, o que os desclassifica como MR, 

apesar de serem resistentes à INH. No entanto, o teste de sensibilidade para outras 

drogas de primeira linha também foi realizado (EMB e ST) e todas essas sete cepas 

apresentaram resistência à uma ou às duas drogas. Portanto, analisamos 

separadamente os 99 e os 7 isolados MR e não MR, respectivamente. Os testes de 

sensibilidade para PZA foram excluídos das análises, pois a maioria se demostrou 

inconclusiva para esta droga. 

Com relação aos 99 isolados MR analisados, todos apresentaram resistência 

à INH e RMP, enquanto 52 demonstraram resistência à EMB e 35 à ST (Tabela 1). 

Os resultados dos testes de sensibilidade para alguns isolados não puderam ser 

determinados devido à limitações do método utilizado (método das proporções).  

 

Tabela 1 - Perfil de resistência para os 99 isolados MR analisados 
 

Perfil de resistência n 
 INH RMP EMB ST 

R R S S 32 

R R R R 25 

R R R S 23 

R R R ND 4 

R R ND ND 3 

R R S R 8 

R R ND R 2 

R R S ND 2 
R- Resistente 
S- Sensível 
ND-Não determinado 

 

O resultado completo, para cada isolado, do teste de sensibilidade pode ser 

visualizado na Tabela 2. Como já mencionado anteriormente, os resultados para 

PZA foram excluídos das análises. No entanto, tais resultados estão descriminados 

na Tabela. 
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Tabela 2 - Perfil de resistência para cada um dos 99 isolados MR 

Número do 
isolado 

Perfil de resistência  

INH RMP EMB ST PZA 

111 R R S S R 

009 R R R R R 

039 R R S S ND 

1010 R R R S ND 

1085 R R R ND ND 

1126 R R R ND ND 

1194 R R R R R 

1205 R R ND ND ND 

1221 R R S S R 

1251 R R S S R 

1264 R R R S R 

1269 R R S S ND 

1275 R R S R ND 

1314 R R R S ND 

1316 R R R R S 

1411 R R R S ND 

156 R R ND R R 

1576 R R S S ND 

1740 R R R R R 

2010/02 R R R R R 

2010/97 R R R R R 

2056 R R R R R 

2153 R R R R R 

2197 R R S R ND 

229 R R S R ND 

2316 R R S S ND 

232 R R R ND ND 

235 R R R S ND 

2355 R R R R ND 

2410 R R R R R 

2414 R R R S ND 

2417 R R S S ND 

243 R R R S ND 

247 R R R R ND 

2475 R R R R R 

2505 R R R S ND 

262 R R R R ND 

263 R R R R ND 

265 R R R S ND 

2668 R R R S R 

2678 R R R S ND 

2688 R R R S ND 

2689 R R R R ND 
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Tabela 2  - (continuação) 

2697 R R S S ND 

270 R R S S ND 

274 R R R S ND 

276 R R S S ND 

2788 R R R R ND 

2791 R R R S ND 

294  R R S R S 

310 R R R R ND 

314 R R R S R 

319 R R S S R 

32 R R R S R 

379 R R S S ND 

415 R R R R ND 

433 R R R S ND 

480 R R S S ND 

491 R R S R ND 

529 R R S S ND 

543 R R S S ND 

563 R R R S R 

605 R R ND ND S 

640 R R S ND ND 

682 R R S S ND 

711 R R S S ND 

720 R R R R R 

78 R R R R R 

790 R R S S ND 

826 R R R ND ND 

836 R R S S ND 

837 R R R R ND 

847 R R R R ND 

850 R R R R R 

865 R R S ND ND 

884 R R R S ND 

885 R R R R ND 

886 R R R S ND 

89 R R ND ND R 

933 R R R S R 

96 R R ND R ND 

972 R R R S R 

976 R R R S ND 

981 R R R R S 

452 R R S S S 

358 R R S S S 

378 R R S S S 

02 R R S R S 
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Tabela 2 (Continuação) 

155 R R S S S 

150 R R S S S 

231 R R S S S 

285 R R S S S 

107 R R S R R 

03 R R S S S 

07 R R S S S 

11 R R S S S 

76  R R S S S 

261 R R S R R 

88 R R S S S 

R – Resistente 
S – Sensível 
ND – Não determinado 

 

Para os 99 isolados MR analisados, cinquenta e três eram provenientes de 

pacientes residentes do estado do Rio de Janeiro e 46 eram de pacientes residentes 

em outros 12 estados brasileiros (Amazonas: 3; Pará: 5; Maranhão: 4; Ceará: 2; 

Paraíba: 3; Pernambuco: 5; Bahia: 2; Goiás: 3; Minas Gerais: 4; São Paulo: 6; 

Paraná: 7 e Rio Grande do Sul: 2), cobrindo a maior parte do território brasileiro 

(Figura 10).  

 

Figura 11 - Mapa do Brasil mostrando os diferentes estados e o 

número de isolados por estado (99 MR) 
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Com relação aos 99 isolados MR analisados, 91 (91,9%) apresentaram 

mutações na região RRDR de 81-pb do gene rpoB. Um total de 51 (51.5%), 23 

(23.3%) e 11 (11.1%) isolados apresentaram mutações nos códons 531, 526 e 516, 

respectivamente, confirmando ser este segmento do gene uma região de maior 

probabilidade de ocorrência de mutações responsáveis pela resistência à RMP, 

como já observado em estudos anteriores (Höfling et al, 2005; Chan et al, 2007; 

Lipin et al, 2007). As frequências de ocorrências de mutações nos codons 531, 526 

e 516 encontradas neste trabalho é similar ao observado ao redor do mundo (Valin 

et al., 2000; Yue et al., 2003; Jou et al., 2005; Höfling et al., 2005; Poudel et al., 

2012).  

Três isolados não apresentaram mutações neste gene, apesar de serem 

resistentes à RMP. Os outros cinco isolados apresentaram mutações nos códons 

471, 475, 539 e 545, geralmente associadas à outra mutação em um códon 

pertencente à região RRDR (Tabela 3).  
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Tabela 3 - Perfil de mutação para os genes rpoB e katG encontrado nos 99 isolados 
MR analisados 

Gene 

Mutação 
N° de 

mutações Códon 
mutado 

Mutação 
específica 

Mudança 
de 

aminoácido 

rpoB 531 TCG - TTG Ser - Leu 44 

  TCG - TGG Ser - Trp 7 

 513 CAA - CCA Gln - Pro 2 

 516 GAC - GTC Asp - Val 3 

  GAC - TAC Asp - Tyr 8 

 526 CAC - GAC His - Asp 9 

  CAC - TAC His - Tyr 8 

  CAC - CGC His - Arg 2 

  CAC - TGC His - Cys 2 

  CAC - AAC His - Asn 2 

 511 CTG - CCG Leu - Pro 4 

 475* GTG - GGG Val - Gly 1 

 522* TCG - TTC Ser - Phe 1 

 539* TCA - TTC Ser - Phe 1 

 533 CTG - CCG Leu - Pro 1 

 545* CTG - CCG Leu - Pro 2 

 508* ACC - CCC Thr - Pro 1 

 471* ATG - ATT Met - Ile 1 

katG1 4 Deleção (A) na posição 60  26 

 65* Deleção (G) na position 241  2 

 17* AGC - ACC Ser - Thr 1 

 92-93* Inserção (T) na posição 325  1 

 2* Deleção (C) na posição 54  1 

 11* Deleção (C) na posição 81  1 

 26* Deleção (G) na posição 126  1 

 107 Deleção (G) na posição 368  1 

 67 Deleção (G) na posição 249  1 

 115* Iserção (T) na posição 392  1 

 1* GTG - GCG Val - Ala 1 

 93 GCC- ACC Ala - Thr 1 

katG2 315 AGC - ACC Ser - Thr 75 

  AGC - AAC Ser - Asn 3 

  AGC - ACA Ser - Thr 3 

  AGC - ATC Ser - Ile 1 

 463 CGG - CTG Arg -Leu 2 

 431 Deleção (G) na posição 1293  1 

 399* GAA - GAG Glu - Glu 2 

 493* Deleção (A) na posição 1525  1 

 439 Inserção (G) na posição 1365  1 

  485* Deleção (G) na posição 1501   1 
*associado com outro codon mutado 
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Sete isolados apresentaram mutações duplas e o isolado 2153 (em 

destaque na Tabela 4) apresentou mutação tripla (códons 531, 522 e 539), onde 

um dos códons mutados invariavelmente pertencia ao grupo de maior frequência 

(531, 526 ou 516) (Tabela 4). Podemos observar nas Tabelas 3 e 4 que, além dos 

três códons mais frequentemente mutados, foram encontradas mutações em 

outros nove códons: 513, 475, 522, 539, 511, 533, 545, 508 e 471. Destes, os mais 

frequentes foram o 511 (4 isolados), 513 e 545 (2 isolados cada). Algumas destas 

mutações encontram-se fora da região RRDR, nos códons: 471, 475 e 545. Com 

excessão da mutação no códon 545 que em uma cepa foi encontrada 

isoladamente, estes códons apresentaram-se sempre associados à mutação de 

maior frequência, na região RRDR (códon 531).  

Neste trabalho, foram descritos 4 novos alelos para o gene rpoB, nos códons 

471, 475, 539 e 545. Três destes ocorreram como mutações duplas e, conforme dito 

acima, envolvendo sempre um dos códons mais frequentemente mutados. Destes 

novos alelos, 3 eram provenientes do Estado do Rio de Janeiro enquanto a mutação 

do códon 471 foi encontrada em um isolado pertencente ao Estado de Pernambuco. 

Mutações nos códons 471, 475 e 539 nunca foram antes descritas na literatura. No 

entanto, já foi observada uma mutação no códon 545 (Leu CTG para Met ATG) 

(Aslan et al, 2008). Porém a mudança de aminoácido encontrada no presente 

trabalho (Leu CTG para Pro CCG) é inédita, o que configura um novo alelo (em 

destaque na Tabela 4).  

Na Tabela 4, podemos observar detalhadamente todas as mutações 

encontradas para os dois genes analisados para cada isolado. Através dela, 

observamos as mutações (mutações pontuais, inserções e deleções) e a ausência 

das mesmas, que ocorreram concomitantemente nos genes, bem como em suas 

regiões. Algumas mutações não causam diretamente a resistência, por exemplo, 

polimorfismos e mutações silenciosas. 
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Com relação ao gene katG, duas regiões foram sequenciadas e nomeadas 

como katG1 e katG2, a última contendo o codon 315, que é o mais frequentemente 

mutado (Höfling et al, 2005 ; Chan et al, 2007 ; Valvatne 2009 ; Afanas’ev et al, 

2007; Araya et al, 2011; Kozhamkulov et al, 2011).  

 Para os 99 isolados MR analisados, foram encontradas mutações em 92 (93 

%) sendo que 7 apresentaram mutações apenas na primeira região analisada 

(katG1). Entre estes 92 isolados, 82 carregavam mutações no codon 315 e 5 tiveram 

mutações duplas na segunda região analisada (katG2) nos codons 463, 399, 493 ou 

485, acompanhadas por mutações no codon 315 (Tabela 7). Embora já tenham sido 

descritas na literatura alterações de aminoácidos no codon 431 (Cardoso et al, 

2004), neste trabalho foi encontrada uma deleção de um nucleotídeo para este 

códon (em destaque na Tabela 4), o que caracteriza, conforme mencionado acima, 

um novo alelo para este gene. Trinta (30,3 %) isolados MR, apresentaram mutações 

no katG1. Destes, 26 possuíam deleções no codon 4. Os outros 4 isolados 

apresentaram inserções, deleções e mutações. Os resultados completos para 

mutações nos genes rpoB e katG encontram-se na Tabela 4.  

 Como podemos observar mais detalhadamente na Tabela 4, dos 99 isolados 

MR analisados, 69 não apresentaram mutações na região katG1. Nos outros 30 

isolados, como mostrado na Tabela 3, houve 33 deleções de nucleotídeos. A maioria 

foi uma deleção do último nucleotídeo do códon 4, que esteve presente 21 vezes 

isoladamente e em 5 isolados associada com outras mutações. Apenas 2 inserções 

e 3 mutações pontuais foram registradas. 

 Na região katG2, entre os 99 isolados MR, ocorreram 2 mutações isoladas 

no códon 463, de Arginina (CGG) para Leucina (CTG). Este alelo é considerado 

apenas como um polimorfismo (Hijjar, 2008). Nos outros 98 isolados houve 3 

deleções, 1 inserção e 86 mutações pontuais, sendo 82 no códon 315 (82,8 %). A 

mutação Serina (AGC) para Treonina (ACC) ocorreu 75 vezes (70 vezes como forma 

isolada e cinco vezes associada a mutações em outros códons). A mutação Serina 

(AGC) para Asparagina (AAC) aconteceu 3 vezes, para Treonina (ACA) três e para 

Isoleucina (ATC) uma vez. Nesta mesma região houve duas mutações silenciosas 

no códon 399, de Ácido Glutâmico (GAA) para Ácido Glutâmico (GAG), associadas à 

outra mutação, responsável pela resistência à INH. 

Três isolados MR não apresentaram mutações nos genes katG e rpoB e 6 

outros foram resistentes à RMP mas não apresentaram mutações no gene rpoB. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kozhamkulov%20U%22%5BAuthor%5D
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Embora a maioria dos isolados analisados neste trabalho seja proveniente do 

Estado do Rio de Janeiro, apenas um destes 6 isolados pertencia à este estado. 

Além disso, 4 outros isolados resistentes à INH não possuiam mutações no gene 

katG. É possível que alguns destes isolados possuam outros mecanismos de 

resistência à INH, como bombas de efluxo que causam a extrusão de compostos 

estrutural e funcionalmente não relacionados através de bombas transportadoras, 

por exemplo. Este mecanismo pode ser responsável pela resistência intrínseca e 

adquirida à drogas em células procarióticas e eucarióticas (da Silva et al, 2011).  

No entanto, com relação à aquisição de resistência à INH, mutações em 

outros genes podem estar envolvidas. Por esta razão, nós também investigamos se 

estes isolados resistentes à INH, porém sem mutações no gene katG, apresentavam 

mutações na região mabA-15 do gene inhA.  Entre os 8 isolados analisados através 

de reação de PCR multiplex alelo-specifico (MAS-PCR), apenas um mostrou-se 

mutado nesta região. Mutações que ocorrem até o 15o nucleotideo precedente ao 

operon mabA-inhA são responsáveis por resistência à INH devido à um mecanismo 

de titulação que gera a superprodução do alvo da droga, sendo responsável por  8-

30 % das cepas resistentes (Siu et al, 2011). Mutações em outros genes são raras e, 

geralmente, coexistem com outras mutações em regiões “hotspots” dos genes katG 

e mabA-inhA (Siu et al, 2011).  

Com o objetivo de avaliar se as frequências e tipos de mutações sofrem 

influência das associações de isolados em diferentes grupos genotípicos, nós 

investigamos possíveis relações genéticas através do IS6110 – RFLP. O número de 

cópias da sequência IS6110 observado variou de 2 a 18 com uma média de 10 

cópias. Vinte e cinco isolados foram agrupados formando 11 grupos com 2 ou 3 

isolados com perfís idênticos de RFLP (Table 8). Os outros 74 isolados MR 

mostraram padrões únicos de IS6110 e não foram encontradas associações com as 

frequências de mutações para cada códon mutado ou com o perfil de sensibilidade. 
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Tabela 5 - Grupos genotípicos de IS6110-RFLP e suas mutações para os genes 

rpoB e katG 

Cluster N° do isolado Perfil de resistência Mutação no rpoB  Mutação no katG  

1 
2316/02 INH, RMP Ser531Leu Ser315Thr, Del 4 

2410/02PA* INH, RMP, EMB, ST His526Cys Ser315Thr 

2 
235/03 INH, RMP,EMB Ser531Trp Ser315Thr, Del 4 

243/03 INH, RMP, EMB Ser531Trp Ser315Thr 

3 

274/03 INH, RMP, EMB Ser531Leu Ser315Thr 

CE02 INH, RMP, ST NM Ser315Thr 

MG 285 INH, RMP NM Ser315Thr 

4 
009/03 INH, RMP, EMB, ST Ser531Trp Ser315Thr 

720/03 INH, RMP, EMB, ST Ser531Trp Ser315Thr 

5 
2475/02 

682/03 

INH, RMP, EMB, ST 

INH, RMP 

Ser531Leu Ser315Thr 

Ser315Thr Ser531Leu 

6 

1275/03 INH, RMP, ST Asp516Tyr Ser315Asn 

2010/97 INH, RMP, EMB, ST Gln513Pro Ser315Thr 

865/03 INH, RMP Ser531Leu Ser315Thr/Del 485 

7 
1194/03 INH, RMP, EMB, ST His526Asp Ser315Thr 

529/03MA INH, RMP His526Tyr Ser315Thr, Del 4 

8 
847/03 INH, RMP, EMB, ST 

Leu511Pro 
Ser315Thr 

Asp516Tyr 

850/03 INH, RMP, EMB, ST Asp516Tyr Ser315Thr, Del 4 

9 

1010/03 INH, RMP, EMB Ser531Leu Ser315Thr 

PE76 INH, RMP His526Tyr Ser315Thr 

PA107 INH, RMP, ST NM Ser315Thr 

10 
1221/03 

480/03 

INH, RMP 

INH, RMP 

Ser531Leu Ser315Thr 

Ser315Thr, Del 4 His526Asn 

11 
1269/03 INH, RMP Ser531Leu Ser315Thr 

276/03 INH, RMP Ser531Leu Ser315Thr, Del 4 

NM- Nenhuma mutação na região estudada. 
*O estado de origem de cada isolado está indicado como PA-Pará; MA-Maranhão; CE-Ceará; MG-
Minas Gerais e PE-Pernambuco.                
Todos os outros isolados são provenientes do Rio de Janeiro.  
 

 

Dois dos grupos formados (grupo 4 e grupo 5) com 2 isolados cada 

mostraram um perfil de resistência similar e apresentaram mutações nos códons 531 

e 315 dos genes rpoB e katG, respectivamente. No entanto, vale lembrar que estas 

duas mutações são as mais frequentemente encontradas nestes genes, logo, não 

podemos afirmar que este perfil semelhante entre os isolados do cluster 4 e do 5 



 

 

57 

seja determinante para considerarmos se tratar da mesma cepa. Ou seja, pode ter 

havido uma cepa MR circulante entre estes pacientes, mas também é possível que o 

perfil idêntico de mutações se deva a maior probabilidade destas ocorrerem, mesmo 

estando os isolados com idêntico padrão de repetições IS6110. Além disso, no 

cluster 5, o perfil de resistência foi diferente para cada isolado com relação ao EMB 

e ST.  

Quando observamos os outros nove grupos formados no RFLP, não foi 

possível detectar relações entre mutações ou perfís de resistência. As mutações 

encontradas nos genes rpoB e katG apresentam algumas diferenças entre isolados 

de um mesmo grupo. Alguns grupos apresentam isolados com mutação no mesmo 

códon, mas que possuem mudanças de aminoácidos dististintas (grupos 6 e 7). Em 

outros grupos, foram observadas, para seus isolados, diferentes mutações para o 

gene rpoB (grupos 1, 3, 6, 8, 9, 10). Curiosamente, a deleção do codon 4 que, 

conforme observamos é relativamente comum, foi encontrada em apenas um 

isolado de cada grupo (com dois isolados cada) (grupos 1, 2, 7, 8, 10 e 11) (Tabela 

5). Além disso, os grupos 1, 3, 7 e 9 são formados por isolados de diferentes 

estados brasileiros.  

 Outro método de genotipagem que utilizamos foi o spoligotyping (Figura 10A). 

Para identificar todos os padrões de spoligotyping, nós utilizamos uma versão mais 

recente do banco de dados SpolDB4, o SITVIT2 do Instituto Pasteur de Guadeloupe. 

Uma amostra é classificada como nova (new) quando não apresenta um Spoligotype 

International Type (SIT), o que representa padrões partilhados por dois ou mais 

isolados. Portanto, um spoligotype definido como new é aquele que nunca foi 

reportado anteriormente. Já os isolados classificados como desconhecidos 

(unknown) possuem um número de SIT mas a linhagem (família) a qual ele pertence 

é desconhecida. 

Com relação aos 99 isolados MR analisados, 82 foram classificados em 5 

diferentes famílias (Figura 11A). Quarenta e seis pertencem à família Latin-America 

and Mediterranean (LAM), 17 à família T, 12 à família Haarlem (H), 6 à família X2 e 1 

à família East African Indian (EAI). Os outros 17 isolados foram classificados como 

novos (9 isolados) e desconhecidos (8 isolados). Análises estatísticas revelaram que 

não há diferenças significativas com relação à frequência de ocorrência de famílias 

entre isolados do estado do Rio de Janeiro e os isolados dos outros estados (p= 

0.43). Isto indica, que nossas amostras são representativas de isolados MR que 
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ocorrem no país como um todo, podendo, assim, serem utilizadas para um desenho 

de perfil genético e consequente desenvolvimento de testes diagnósticos para 

tuberculose MR em todo o Brasil (Tabela 6). 

 

Figura 12 - Famílias (A) e subfamilias das principais famílias (B e C) determinadas 

por spoligotyping 

                                                     

 

 
 

 

 

 

 

 

 

A. Famílias definidas pelo spoligotyping para 

os 99 isolados analisados

LAM

T

H

X2

EAI

U

NEW

46

17

12

6

1 8

9

B. Família LAM (subfamílias) 

LAM

LAM1

LAM2

LAM3

LAM4

LAM5

LAM6

LAM9

3

5 1

1

9

34

20

C. Família T (subfamílias) 

T1

T2

T3

T4

T5

12

2

1
1 1
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Tabela 6 - Dados demográficos e incidência da tuberculose em diferentes regiões do 

Brasil 

Regiões do 

Brasil 

Estados População
a
 Incidência de 

tuberculose
b
 

N° (%) de 

isolados no 

estudo 

Norte Amazonas  3,221,939 66.71 3 (3,0%) 

 Pará 7,065,573 45.78 5 (5,0%) 

Nordeste Ceará 8,185,286 41.99 2 (2,0%) 

 Pernambuco 8,485,386 47.81 5 (5,0%) 

 Maranhão 6,118,995 39.73 4 (4,0%) 

 Paraíba 3,641,395 27.56 3 (3.0%) 

 Bahia 14,080,654 41.25 2 (2,0%) 

Centro-oeste Goiás 5,647,035 14.59 3 (3.0%) 

Sudeste Minas Gerais 19,273,506 23.99 4 (3,0%) 

 Rio de Janeiro 15,420,375 73.27 53 (53,53%) 

 São Paulo 39,827,570 36.51 6 (6,0%) 

Sul Paraná 10,284,503 24.70 7 (7,0%) 

 Rio Grande do Sul 10,582,840 41.51 2 (2,0%) 

a
Fonte: http://saladeimprensa.ibge.gov.br/en/noticias?view=noticia&id=1&busca=1&idnoticia=1065 

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística-IBGE, população em 2007) 
b 

Fonte: http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2009/d0202.def (Indicadores e Dados 
Básicos-IDB, incidência da Tuberculose em 2007) 
Taxa de incidência: casos novos/100.000 habitantes 

 

Os isolados pertencentes às famílias LAM e T foram distribuídos em 8 e 5 

subfamílias, respectivamente (Figura 10B e 10C). Com relação à família LAM, a 

subfamília com maior frequência de ocorrência foi a LAM9 (20 isolados), seguida 

pela subfamília LAM4 (9 isolados). Para a família T, a subfamília T1 foi a mais 

frequente com 12 isolados. Já a família H, foi subdividida nas subfamílias H1 e H3 

com 2 e 10 isolados, respectivamente. Os resultados da genotipagem, tanto por 

IS6110-RFLP, quanto por spoligotyping (com número octal, SIT e família) para cada 

isolado MR podem ser observados na Tabela 7.  

 

http://saladeimprensa.ibge.gov.br/en/noticias?view=noticia&id=1&busca=1&idnoticia=1065
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2009/d0202.def
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Os 11 grupos obtidos com o IS6110–RFLP foram confrontados com os 

resultados do spoligotyping (Tabela 8). Como esperado, isolados que foram 

agrupados por RFLP eram membros da mesma subfamília. Realizamos uma análise 

pareada no programa Bionumerics dos resultados obtidos a partir do IS6110-RFLP e 

spoligotyping. Esta análise nos permitiu uma verificação mais acurada dos grupos 

com o mesmo padrão de repetição IS6110. Como podemos observar na Tabela 8, 

nos grupos 10 e 11 formados a partir do RFLP, os isolados apresentaram novos 

SITs, apesar de terem sido classificados como LAM através no número octal. Os 

isolados do grupo 11, por exemplo, possuiam um perfil idêntico de repetições IS6110, 

o mesmo número octal com idêntico perfil de presença ou ausência de repetições 

DR e foram classificados como membros da subfamília LAM3.  
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Quando comparamos as mutações encontradas nos genes katG e rpoB para 

as famílias definidas pelo spoligotyping, encontramos algumas relações 

interessantes (Tabela 9). Embora a deleção no códon 4 da primeira região do gene 

katG (katG1) seja comum em nossos isolados, a família X2 foi a única que não 

apresentou esta deleção. No entanto, esta família foi a única que apresentou a 

mutação no codon 315 da segunda região do gene katG (katG2) para todos os 

membros. Ao observarmos o padrão mutacional para a família H, notamos que o 

gene rpoB apresenta um perfil atípico, sendo os códons 516, 526 e 531 os mais 

frequentemente mutados, respectivamente. No entanto, para os outros isolados, os 

codons mais frequentemente alterados coicidiram com os dados normalmente 

encontrados em estudos de resistência à RMP em diversos países e regiões 

(codons 531, 526 e 516).  

 

Tabela 9 - Associação entre famílias do spoligotyping e mutações nos genes rpoB e 

katG para os 99 isolados MR 

 

Característica 

N° (%)* de isolados 

Família do spoligotype Total 

LAM (46)
#
 T (17) H (12) X2 (6) EAI 1 (1)  

A.mutação rpoB         

531 27 (58,7%) 11 (57,9%) 1 (7,7%) 2 (33,3%) 0 (0%) 41 

526 11 (23,9%) 2 (10,5%) 4(30,8%) 1 (16,7%) 1 (25%) 19 

516 1 (2,2%) 2 (10,5%) 6(46,1%) 1 (16,7%) 0 (0%) 10 

Outras 
mutações 

6 (13%) 
2 (10,5%) 2 (15,4%) 1 (16,7%) 0 (0%) 11 

B.mutation katG        

315 37 (80,4%) 13 (72,2%) 9 (75,0%) 6 (100%) 1 (100%) 66 

Del 4 11 (23,9%) 6 (33,3%) 4 (30,8%) 0 (0%) 1 (100%) 22 

Outras 
mutações 

14 (30,4%) 
3 (15,8%) 1 (7,7%) 1 (16,7%) 0 (0%) 20 

Total (A+B)     107 39 27 12 3 189 

*A porcentagem de mutações refere-se ao número de isolados que apresentaram aquela mutação em 
relação ao número total de isolados para a família em questão. Os tipos classificados como novos ou 
desconhecidos foram excluídos desta tabela. 

#
Total de isolados em cada família. 

 

 As duas principais famílias encontradas através do spoligotyping foram LAM 

(46%) e T (17%). Nós comparamos estas duas famílias com seus respectivos perfís 

mutacionais (Tabela 10) e encontramos algumas associações interessantes entre 

alterações no katG1 e as subfamílias. LAM6 e LAM9 mostraram um número bem 

mais alto de deleções nesta região (katG1) quando comparadas com outras 

subfamílias da família LAM (p = 0,008). LAM, LAM4 e LAM 5, por exemplo, não 

apresentaram nenhuma mutação nesta região. Além disso, todos os isolados 
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pertencentes às famílias LAM e T tiveram mutações no códon 315 do gene katG2. 

Outra observação interessante é que a família T apresenta uma diversidade de 

mutações menor tanto para o gene rpoB quanto para o gene katG quando 

comparada à familia LAM. 
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Na Tabela 11 podemos observar o padrão de resistência para os sete 

isolados que demonstraram sensibilidade à RMP.  

 

Tabela 11 - Padrão de resistência dos 7 isolados sensíveis à RMP analisados 
Padrão de resistência  

n INH RMP EMB ST 

R S R S 3 

R S S R 2 

R S R R 2 

R- Resistente 
S- Sensível 

 

Na Tabela 12 está demonstrado o perfil de mutações para a primeira e 

segunda região do gene katG analisadas nestas amostras. 

 

Tabela 12 - Perfil de mutações para o gene katG encontradas nos 7 isolados 

sensíveis à RMP 

 Mutação  

Gene Codon  

mutado 

Mutação 

específica 

Mudança de 

aminoacido 

n 

katG1 4 Deleção (A) na posição 60  1 

katG2 315 AGC - ACC Ser – Thr 3 

 315 AGC - AAC Ser – Asn 1 

 341* TGG - GGG Trp - Gly 1 

 463 CGG - CTG Arg -Leu 4 

*associada com mutação em outro códon 
 

A Tabela 13 nos mostra um perfil completo destes 7 isolados, com os 

resultados do teste de sensibilidade, sequenciamento e spoligotyping. Nela 

podemos observar um fato interessante: no total de isolados analisados neste 

trabalho (106) obtivemos 4 da família EAI (1 da subfamília EAI1 e 3 da subfamília 

EAI5). Todos os 3 isolados pertencentes a EAI5  fazem parte do grupo sensível à 

RMP. Poderíamos pensar na hipótese de ter havido uma transmissão cruzada, já 

que os 3 isolados são provenientes do Estado do Rio de Janeiro. No entanto, esta 

hipótese pode ser descartada já que as 3 cepas possuem perfis de RFLP 

totalmente distintos.   

Além disso, como podemos observar na Tabela 13, a subfamília EAI5 

carrega mutações preferencialmente no códon 463 do gene katG, associada com 
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outra mutação no códon 315 ou no códon 341. A mutação no códon 463, ao 

contrário da mutação no códon 315, não é comumente encontrada, o que pode 

configurar uma associação deste tipo de mutação com isolados da subfamília EAI5 

que sejam sensíveis à RMP. No presente estudo, por exemplo, para os 99 

isolados MDR, apenas 2 apresentaram mutação no códon 463. No entanto, seriam 

necessários estudos adicionais com um maior número de isolados com 

sensibilidade à RMP pertencentes à subfamília em questão para que esta 

observação fosse confirmada.  

Como revelado nas análises de genotipagem por spoligotyping, um isolado 

proveniente do Estado do Rio de Janeiro pertence à família Beijing (Tabela 13), 

que é extremamente virulenta. No entanto, este fato não é alarmante já que este 

genótipo foi encontrado em um único isolado.  

 

Tabela 13 - Perfil de genotipagem encontrado para os 7 isolados sensíveis à RMP 
N° do 
isolado 

Estado 
de 
origem 

Perfil de Resistência Mutação no katG  Família 

INH RMP EMB ST katG1 katG2 

501 RJ R S R S -- -- LAM9 

24 RJ R S R S -- 463 (Arg-Leu) Beijing 

405 RJ R S S R -- 315 (Ser-Thr) H4 

2525 RJ R S R S -- 315 (Ser-Thr) e 463 (Arg-Leu) EAI5 

5794 RJ R S R R -- 315 (Ser-Thr) e 463 (Arg-Leu) EAI5 

7011 RJ R S R R -- 341 (Trp-Gly) e 463 (Arg-Leu) EAI5 

792 RJ R S S R Del 4 315 (Ser-Asn) T1 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A Tuberculose MR, por representar uma séria ameaça ao controle da 

tuberculose, deve ser investigada e tratada com muita cautela. Muitos estudos 

definem como MR cepas que no teste de sensibilidade foram resistentes à INH e 

RMP. Neste trabalho, demonstramos a necessidade de serem testadas outras 

drogas de primeira linha no tratamento da tuberculose antes que determinada 

cepa seja considerada MR. Santos et al (2010) analisou 132 cepas de M. 

tuberculosis do centro-oeste do Brasil e classificou estas cepas como MR ou não 

apenas através do teste de sensibilidade para INH e RMP. Eles consideraram 8 

isolados como MR por serem resistentes à RMP e INH. No entanto, eles também 

tiveram um isolado resistente apenas à RMP e 9 resistentes à INH mas sensíveis à 

RMP. Telenti et al (1997) analisou 95 isolados e como 71 eram resistentes à INH e 

RMP, estas amostras foram classificadas como MDR. Porém, eles também tiveram 

18 amostras que eram resistentes à INH ou RMP. Como nós mostramos, estes 

isolados podem ser resistentes à outras drogas de primeira linha. Portanto, testes 

de sensibilidade para outros fármacos deveriam ter sido realizados. Esta 

classificação de resistência é importante por influenciar fortemente no tratamento a 

ser seguido. Em suma, nós demonstramos que o conceito internacional de 

tuberculose MR precisa ser visto com prudência quando for decidido o tratamento 

a ser seguido pelo paciente.  

Nós observamos, entre nossos isolados não MR, uma ocorrência da família 

Beijing. Não é a primeira vez que esta cepa extremamente virulenta é observada 

no Brasil. Um trabalho com 420 cepas de uma região pobre de São Paulo, em que 

havia 22 amostras MR e outras 72 obtidas de pacientes HIV positivos, mostrou um 

grupo genotípico de quatro isolados com genótipo Beijing, sendo dois deles MR. A 

multirresistência dos 22 casos estava associada à não aderência ao tratamento, 

mesmo entre os casos HIV positivos. A resistência primária foi muito baixa (Telles 

et al., 2005). Com exceção de alguns países da África, não existe correlação entre 

infecção por HIV e tuberculose MR na população em geral, como tem sido descrito 

em microepidemias de tuberculose MR e HIV em países com baixa incidência de 
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tuberculose. Esta associação é encontrada em populações restritas em presídios 

ou em clínicas para pacientes HIV positivos. A frequência, no Brasil, da associação 

entre tuberculose MR e HIV é de 8% (Baptista et al., 2002).  

Chan et al (2007) encontraram uma cepa com mutação no códon 516 do 

gene rpoB (Asp516Tyr) que demonstrou sensibilidade à RMP, enquanto 3 outras 

cepas com essa mesma mutação eram resistentes à essa droga. Estes autores 

observaram que mutações idênticas podem ser ocasionalmente associadas à 

variados fenótipos de resistência, encontrando níveis de resistência variáveis para 

a mesma mutação. É possível que duas cepas carreguem a mesma mutação, mas 

tenham características fenotípicas em níveis variados se estas possuírem 

diferentes tipos de mutações compensatórias. No entanto, nós sugerimos que os 

resultados de Chan et al (2007) sejam verificados no que diz respeito à mutações 

que carregam fenótipos reversos de resistência, principalmente com relação à 

Asp516Tyr no gene rpoB. Nós obtivemos 8 mutações deste tipo, com todos os 

isolados demostrando resistência à RMP. 

Foram descritos, neste trabalho, 4 novos alelos para o gene rpoB. Sandgren 

et al (2009) criaram um web site interativo que permite aos usuários visualizar 

todas as mutações específicas já descritas associadas com resistência para cada 

droga.  Entre estes, se encontram os genes rpoB e katG, logo, este banco de 

dados será enriquecido com os achados deste trabalho. O fácil acesso a estas 

informações sobre os mecanismos de resistência à drogas ajuda no 

desenvolvimento de novos e rápidos métodos de diagnóstico, bem como na 

descoberta de novas drogas. 

A deleção no códon 4 foi detectada em alta frequência na primeira região do 

gene katG, que não é comumente estudada. Este fato foi observado por nosso 

grupo e publicado anteriormente (Siqueira et al 2009), onde descrevemos o perfil 

de mutações para katG1 e katG2 de 97 isolados MR, dos quais 64 foram incluídos 

neste trabalho. Os outros 35 isolados tiveram estas regiões sequenciadas para o 

presente estudo, formando um total de 99 isolados MR. 

O perfil mutacional encontrado neste trabalho para os genes rpoB e katG, 

responsáveis por grande parte da resistência à RMP e INH respectivamente, foi 

semelhante aos obtidos em outros estudos ao redor do mundo. Além disso, 
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descrevemos novas mutações nos isolados MR que nos permitiu traçar um perfil 

genético com associações de isolados coletados em um período de oito anos e 

provenientes de diferentes estados brasileiros. Estes resultados podem contribuir 

para o desenvolvimento de testes rápidos de diagnóstico que poderão 

simultaneamente detectar a tuberculose e a MR através de novas estratégias 

como, por exemplo, o HRM (desnaturação de alta resolução) em qPCR, onde 

através da curva de dissociação podemos identificar se o tipo de mutação 

investigada está presente ou não e assim inferir a resistência à droga em questão. 

Nove entre os onze grupos genotípicos encontrados no RFLP mostraram 

diferentes perfis de mutação para os genes rpoB e/ou katG. Os resultados da 

genotipagem por IS6110-RFLP indicam que a transmissão da mesma cepa entre 

os pacientes aconteceu antes que o fenótipo de MR estivesse estabelecido, 

sugerindo uma aquisição independente de resistência aos antibióticos para estes 

isolados. Além disso, quatro dos onze grupos encontrados (grupos 1, 3, 7 e 9) 

agruparam isolados de diferentes estados brasileiros, indicando que a mesma 

cepa pode ter circulado livremente entre as regiões do Brasil. É possível que tenha 

havido uma transmissão destas cepas circulantes e uma posterior aquisição da 

resistência às drogas. Logo, nossos dados não apontam para uma transmissão de 

cepas MR entre os pacientes que fosse alarmante para o período de 1996 a 2003 

no Brasil. 

A alta taxa de polimorfismo de IS6110-RFLP, indicando aquisição 

independente de resistência entre os 99 isolados MR analisados, não nos 

surpreende visto que a resistência secundária (adquirida) é a principal causa do 

desenvolvimento de MDR em nossas amostras. O oposto foi observado por 

Perizzolo et al (2012), onde isolados MR coletados em dois hospitais 

independentes do Rio Grande do Sul foram genotipados e demonstraram uma alta 

porcentagem de agrupamento, concluindo que estes pertenciam principalmente à 

cepas que tinham sido transmitidas entre os pacientes nos últimos anos.  

Como resultado da genotipagem por spoligotyping, encontramos como 

famílias de maior ocorrência no Brasil, a família LAM (46,5%), a família T (17,2%) 

e a família H (12,1%). Estes resultados são semelhantes a outro estudo realizado 

recentemente (Gomes et al, 2011), também através de spoligotyping, para 
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amostras de M. tuberculosis nacionais, onde as principais famílias encontradas 

foram LAM, T e H, com frequências semelhantes as encontradas em nossos 

isolados MR. Curiosamente, em nossos isolados, a família EAI, esteve 

representada por um isolado entre as amostras MR e por 3 isolados entre as 

amostras não MR. Esta família é filogeograficamente específica do sudeste da 

Ásia, Índia e leste da África. Este fato é indicativo de que deve ter havido uma 

transmissão destas cepas entre diferentes continentes.  

Nós observamos que alguns isolados dentro do mesmo cluster do IS6110-

RFLP e que pertenciam à mesma família determinada pelo spoligotyping eram 

provenientes de estados brasileiros diferentes e mostraram variados perfis 

mutacionais. Isto fortalece a idéia de que houve uma aquisição independente de 

resistência à drogas entre estes isolados.  

Quando comparamos o perfil mutacional encontrado dentro das famílias de 

tuberculose MR analisadas, observamos que a família X2 foi a única que não 

apresentou deleção do códon 4 para o gene katG1 (deleção encontrada com 

frequência em nossos isolados MR) em nenhum dos seus representantes. 

Fizemos uma análise estatística comparando para presença ou ausência de 

deleção no códon 4 para todas as famílias com o número de ocorrências. No 

entanto, devido ao baixo número de isolados pertencentes à família X2, não 

alcançamos significância (p=0,17). Estudos adicionais serão necessários para que 

esta hipótese seja confirmada e para que possamos determinar se, em países com 

alta taxa de ocorrência desta família, a mutação no códon 4 não precise ser 

considerada para testes diagnósticos ou investigativos.  

A família H, como pode ser observado na Tabela 9, apresentou uma 

inversão do códon mais frequentemente mutado. Para todas as outras famílias o 

códon 531 apresentou o maior número de mutações, o que já está extensamente 

descrito em estudos prévios. No entanto, a família H, apresentou maior número de 

mutações no códon 516, seguido pelo 526 e 531. Esta inversão na frequência 

alcançou significância estatística (p<0.0001) e achamos que deve ser levada em 

consideração em análises laboratoriais que envolvam investigações relacionadas à 

esta família.  
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Um estudo analisou 217 isolados MR de M. tuberculosis da Russia através 

de spoligotyping, IS6110-RFLP e perfil de mutações nos genes katG e rpoB (Lipin 

et al, 2007). Entre estes isolados, 46%, 10% e 2% pertenceram à família LAM, H e 

T, respectivamente. Os isolados da família LAM obtiveram, como principais códons 

mutados para o gene rpoB, o 516 (75%) e 531 (7%) e, para o gene katG, o códon 

315 (99%). No presente estudo, 46.5% dos isolados MR pertenceram a família 

LAM com uma alta frequência de mutações no códon 315 (82,6%), assim como 

encontrado nos isolados da Rússia. No entanto, para o gene rpoB, nós 

observamos o códon 531 mutado em 60,9% dos isolados,  enquanto apenas 2,2% 

apresentaram alterações no códon 516.  

Com relação à família H, Lipin et al. (2007) não encontraram nenhuma 

mutação no gene katG em 43% dos isolados MR da Rússia enquanto, para nossos 

isolados MR, esta porcentagem foi de 16,7%. Esta diferença significativa também 

foi observada para o gene rpoB, onde 48% dos isolados da Rússia não 

apresentaram mutações, enquanto apenas 8,3% dos nossos isolados MR não 

possuiam alterações nesse gene. Esta comparação sugere que podem ocorrer 

diferenças regionais relacionadas à frequência de mutações específicas para 

determinados códons quando comparados isolados pertencentes à uma mesma 

família. Com relação à um outro estudo realizado no Brasil (Perizzolo et al, 2012), 

nossos resultados foram semelhantes. Neste estudo, entre 121 isolados MR do 

estado do Rio Grande do Sul, 20% e 12% não apresentaram mutações nos genes 

katG e rpoB, respectivamente.  

Para nossos isolados MR, a família H, apresentou o códon 516 como mais 

frequentemente mutado enquanto o mesmo não foi observado nos isolados da 

Rússia. Além disso, Lipin et al. (2007), encontraram apenas 4 (1,8%) membros da 

família T nos isolados da Rússia, enquanto esta porcentagem foi de 17,2% para os 

nossos isolados MR. Outra diferença significativa entre os isolados da família T 

analisados por nós e por Lipin et al. (2007) é com relação à mutação no códon 531 

do gene katG. Enquanto este não apresenta nenhuma mutação para os isolados 

da Rússia, ele foi o mais frequentemente mutado entre nossos isolados. Estas 

diferenças reforçam a hipótese de que a frequencia de determinadas mutações em 

famílias específicas depende da região geográfica a qual os isolados pertencem.  
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Perizzolo et al. (2012) também observaram uma porcentagem pequena de 

membros da família H (4.1%) em estudos com pacientes com M. tuberculosis MR 

do estado do Rio Grande do Sul quando comparado a outros estudos realizados 

com populações de cepas sensíveis provenientes de isolados deste mesmo 

estado. No entanto, nós observamos uma porcentagem significativa de cepas 

pertencentes à família H para nossos isolados MR brasileiros (12%), o que sugere 

que esta diferença deve ocorrer apenas quando o Rio Grande do Sul é analisado 

separadamente dos outros estados brasileiros.  

Perizzolo et al. (2012) também observaram que a subfamília com maior 

frequencia de ocorrência foi a LAM5 (15% das cepas estudadas), o que é 

raramente observado em amostras sensíveis à drogas desta mesma região do 

Brasil. Em nosso estudo, a frequencia de ocorrencia da subfamília LAM5 foi baixa 

(3%), mostrando um comportamento similar ao encontrado em amostras sensíveis 

do Rio Grande do Sul e reforçando o sugerido por Perizzolo et al. (2012), que 

provavelmente ocorreu uma transmissão de cepas MR entre os isolados dos 

pacientes analisados por ele. Com relação ao tipo de mutação encontrado para 

isolados da subfamília LAM5, os resultados dos dois estudos são bastante 

similares, com um isolado que não apresentou mutação e mutações nos códons 

531 e 315 dos genes rpoB e katG, respectivamente, para todos os outros isolados. 

O perfil de mutações nesta subfamília parece ser bastante similar entre os isolados 

brasileiros.  

Ao observarmos o comportamento do perfil mutacional das subfamilias 

pertencentes às duas famílias mais frequentes entre nossos 99 isolados MR, 

notamos claramente uma maior frequência de deleções na região katG1 nas 

subfamílias LAM6 e LAM9. Esta observação alcançou significância estatística 

quando analisada a presença ou ausência de deleções no gene katG1 para as 

diferentes subfamílias LAM (p=0,008). 

Apesar de observarmos na Tabela 10 que a diversidade de mutações para 

os dois genes analisados é maior para a família LAM quando comparado à família 

T, não podemos afirmar que este seja um comportamento característico destas 

duas famílias, pois não alcançamos significância estatística, tanto para o gene 
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rpoB (p=0,5) quanto para o gene katG (p=1,0), quando comparamos a  diversidade 

de mutações das famílias T e LAM.  

A tuberculose MR é uma séria ameaça mundial no que diz respeito ao 

controle da doença. Os testes de sensibilidade para drogas de primeira linha 

exercem forte influência na determinação do tratamento a ser seguido. A rápida 

detecção de resistência a drogas anti-tuberculostáticas é um componente 

essencial para que este controle ocorra. Neste trabalho, descrevemos o perfil de 

mutações para genes relacionados à resistência à duas das três principais drogas 

envolvidas no tratamento da tuberculose, RMP e INH. Além disso, descrevemos 

mutações não observadas em estudos prévios, o que auxiliará a área clínica no 

desenvolvimento de testes diagnósticos. Foram realizadas também correlações 

entre os perfís de resistência, os resultados obtidos a partir do IS6110-RFLP e 

entre mutações nos genes analisados, para que fossem determinadas possíveis 

associações. Nós observamos que isolados pertencentes ao mesmo grupo 

genotípico, determinado pelo padrão de repetições IS6110, não necessariamente 

apresentam o mesmo perfil de resistência ou mutacional, indicando que esta 

genotipagem não pode predizer a resistência da cepa analisada. Este tipo de 

investigação pode ser otimizada pelo método Luminex® de spoligotyping (o 

Spoligoriftyping), desenvolvido recentemente, que permite a identificação 

simultânea das principais mutações para o gene rpoB (códons 531, 526 e 516), 

das principais mutações em genes relacionados à resistência à INH (katG 315, 

inhA -15) e spoligotyping (Gomgnimbou et al, 2012). 

Apesar da maioria dos isolados analisados neste trabalho ter sido 

proveniente do estado do Rio de Janeiro, foram analisados isolados de outros 11 

estados brasileiros, conforme mostrado na Figura 10. Desta maneira, nós 

pudemos avaliar o comportamento e perfil genético para todo o território nacional. 

Embora a resistência à INH esteja associada à alguns genes, 

principalmente katG, inhA e ahpC, nossas análises mostraram que mutações no 

gene katG são bastante relevantes como indicadores da resistência à essa droga 

pois, com relação aos nossos isolados MR, 93% apresentaram mutações no 

códon 315, onde houve uma predominância da mutação específica Ser315Thr 

(89% dos isolados mutados no gene katG). Esses resultados corroboram com os 

http://jcm.asm.org/search?author1=Michel+Kir%C3%A9opori+Gomgnimbou&sortspec=date&submit=Submit
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encontrados em outros países (Afanas’ev et al., 2007; Chan et al., 2007; Valvatne 

et al., 2009; Araya et al., 2011; Kozhamkulov et al., 2011) e com estudos prévios 

realisados em isolados MR brasileiros (Cardoso et al., 2004; Höfling et al., 2005; 

Perizzolo et al., 2012).  

Afanas’ev et al. (2007) analisou 412 cepas de M. tuberculosis da Russia e 

percebeu que 76.9% das cepas resistentes à INH apresentaram mutações no 

códon 315 do gene katG. Araya et al. (2011) analisaram 28 isolados MR de M. 

tuberculosis do Chile e obtiveram 73% das cepas resistentes à INH mutadas no 

códon 315. Kozhamkulov et al. (2011) encontraram 98.4% das cepas resistentes à 

INH mutadas no códon 315 em isolados provenientes de Cazaquistão (Europa). 

Estes resultados são consistentes com os encontrados também no Brasil. Cardoso 

et al. (2004) encontrou mutações no gene katG em 85.6% dos 97 isolados 

resistentes à INH analisados sendo que 61.9% destas ocorreram no códon 315. 

Höfling et al. (2005) encontraram a substituição Ser315Thr em 60.4% dos isolados 

MR. Um estudo publicado em 2010 (Santos et al.), encontrou uma baixa 

prevalência de mutações em cepas brasileiras no códon 315 do gene katG em 

relação aos outros estudos, levantando a questão a respeito da variação desta 

prevalência ser influenciada pela distribuição geográfica. No entanto, nós 

analisamos diversas regiões do Brasil e os códons mais frequentemente mutados 

mantiveram um padrão.  

Estudos têm demonstrado que as mutações do tipo Ser315Thr ocorrem 

mais frequentemente em cepas MR do que em cepas resistentes apenas à INH e, 

além disso, que esta mutação não produz uma alteração no fitness bacteriano 

(Silva & Palomino., 2011). Neste trabalho, nós analisamos 7 cepas não MR, com 

sensibilidade para RMP mas resistência à INH e resistência à EMB ou ST ou 

ambos (Tabela 1). Assim, pudemos observar que cepas não MR, mas que também 

não são monorresistentes à INH, não se comportam como estas últimas com 

relação à alteração Ser315Thr, tendo sido observado que, entre as sete cepas, 

três apresentaram este tipo de mutação (Tabela 3), o que a descaracteriza como 

incomum.  

Santos et al., 2010, encontraram uma baixa incidência de mutações no 

códon 315 do gene katG (6 em 17) em isolados brasileiros resistentes à INH 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kozhamkulov%20U%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kozhamkulov%20U%22%5BAuthor%5D
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provenientes de Goiás, levantando a questão de que diferenças geográficas entre 

as cepas podem ser responsáveis por variações nas predominâncias de mutações. 

No entanto, como dito anteriormente, nós analisamos isolados de diversos estados 

brasileiros e obtivemos perfis de mutações semelhantes aos observados 

mundialmente. Além disso, entre nossos 99 isolados MR, o estado de Goiás 

estava representado por 3 isolados. Dentre estes, dois apresentaram a 

substituição Ser315Thr e apenas um não apresentou mutação nesta segunda 

região do gene katG (katG2).  

Outro ponto interessante que podemos destacar ao observarmos os 

isolados do estado de Goiás separadamente do restante dos isolados analisados 

neste trabalho, é que, apesar de um deles não ter demonstrado mutação na 

primeira região do gene katG (katG1), nos outros dois foi identificada uma deleção 

no códon 65 (associada à outras) que não foi observada em qualquer outro isolado 

analisado neste trabalho (tanto MR quanto não MR). Ou seja, pode ser que esta 

deleção no gene katG1 (que não é habitualmente analisado, como o gene katG2) 

seja muito mais frequente, ou até mesmo característica, para o estado de Goiás do 

que para os outros estados.  

Esta observação é reforçada pelo fato destes três isolados não terem sido 

classificados dentro de grupos genotípicos pela técnica de IS6110-RFLP. Ou seja, 

como apresentam perfis genéticos distintos, apesar de serem cepas provenientes 

do mesmo estado, podemos descartar a hipótese de ter havido uma transmissão 

cruzada entre um paciente que já apresentasse a cepa com deleção no códon 65 

e outro paciente que estivesse adquirindo esta cepa já mutada. Além disso, 

conforme pode ser observado na Tabela 7, estes três isolados também 

pertenceram a grupos distintos com relação à técnica de spoligotyping 

(apresentaram número de SIT variados) e foram classificados em subfamílias 

diferentes (LAM4, LAM6 e LAM9). No entanto, seriam necessários estudos 

adicionais com maior número de isolados deste estado para que esta observação 

alcançasse um respaldo estatístico. A Tabela 13 permite que estes dados obtidos 

para o estado de Goiás sejam mais facilmente visualizados. O único isolado que 

não apresentou a deleção no códon 65, mostrou sensibilidade tanto para EMB 

quanto para ST, enquanto os outros eram ou resistentes à estes dois 
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medicamentos (isolado número 1316) ou sensíveis a EMB mas resistentes à ST 

(isolado número 2197). 

 

Tabela 14 - Perfil de mutações encontradas para o estado de Goiás  
N° do 
isolado 

Estado de 
origem 

Gene e códon mutado 

rpoB katG1 katG2 

150 GO His526Asp NM Ser315Thr 

1316 GO Ser531Leu Del4, Del 65 NM 

2197 GO His526Tyr Del4, Del 26, Del 65 Ser315Thr 

NM – Nenhuma mutação  

 

Segundo Costa et al (2009), existe uma assiciação entre a mutação no 

codon 315 do gene katG e a família H em isolados da América do Sul (Brasil, Peru 

e Argentina) mas esta associação não é observada para a família LAM. Porém, 

nós obtivemos uma alta frequência de mutações no códon 315 para estas duas 

famílias. Embora a mutação Ser315Thr resulte em uma enzima sem capacidade 

de ativar a INH (que é uma pré-droga), ela conserva aproximadamente 50% da 

atividade catalase-peroxidase (Rouse et al; 1996). Portanto, esta enzima alterada 

resulta em altos níveis de resistência à INH, porém mantendo um nível de 

proteção oxidativa, o que cria uma vantagem para os isolados com esta mutação. 

Possivelmente este tipo de mutação produz um ótimo balanço entre a atividade 

diminuída de catalase e nível suficiente de atividade da peroxidase, o que daria 

condição de permanência ativa da bactéria resistente, com redução mínima de seu 

metabolismo. 

Neste trabalho, observamos 15 isolados MR, ou seja, com resistência à INH, 

que não apresentaram mutações na segunda região do gene katG analisada 

(katG2). Sete destes mostraram mutações na primeira região (katG1), a qual 

pertence o códon 4 (encontrado mutado com grande frequência nesta região do 

gene em nossos isolados). Portanto, nós sugerimos que o katG1 deve ser incluído 

rotineiramente em investigações de resistência à INH, conforme já demonstrado 

anteriormente por nosso grupo (Siqueira et al., 2009), já que esta região 

apresenta-se frequentemente alterada em isolados resistentes à INH que não 

estejam mutados na região katG2. Este tipo de análise diminuiria bastante a 

probabilidade de haver resultados falso negativos para resistência à esta droga, o 
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que configura-se como um sério problema para o paciente e seu médico com 

relação a  escolha do tratamento a ser seguido, além de poder mascarar o 

rastreamento para estudos epidemiológicos de cepas que carreguem esta 

importante resistência. 

Existe a possibilidade de que vários isolados MR sajam, na realidade, XDR. 

São pacientes que tomaram amicacina, ofloxacina, terizidona, etambutol e 

clofazimina ou pirazinamida (nos primeiros seis meses), por 18 a 24 meses, até 

serem considerados MR falidos. Como estes doentes pioram rapidamente quando 

é retirado todo o esquema tuberculostático, eles foram mantidos com terizidona, 

ofloxacina e etambutol e sob consulta médica periódica. No entanto, seriam 

necessários testes de sensibilidade para ofloxacina e amicacina para que a 

distinção entre MR e XDR de nossos isolados ocorresse.  

Nós investigamos, neste trabalho, possíveis correlações entre os resultados 

obtidos através do teste de sensibilidade e sequenciamento com àqueles gerados 

pelo spoligotyping e IS6110-RFLP. Estas associações são extremamente 

relevantes para o estudo da transmissão global da tuberculose. Um estudo com 99 

isolados MR de Portugal, por exemplo, mostrou que o IS6110-RFLP em 

associação com análises de mutações no gene rpoB pode ser útil para confirmar 

identidades de isolados e propor ligações epidemiológicas (Portugal et al., 1999). 

Em outro trabalho foram analisados 114 isolados de pacientes de uma prisão na 

Rússia (Toungoussova et al., 2003) e foi determinada a transmissão ativa de 

cepas MR entre os prisioneiros através da alta taxa de MR e idênticos perfis de 

RFLP, spoligotypes e mutações no gene rpoB entre novos casos. A alta proporção 

de isolados que formaram grupos genotípicos (79.8%) indica uma transmissão 

recente e ativa da doença. 

Apesar do Brasil possuir uma alta taxa de prevalência da tuberculose, até o 

momento existem poucos estudos com analises comparativas de mutações nos 

genes rpoB e katG com resultados obtidos através de IS6110-RFLP e 

spoligotyping em isolados MR brasileiros. Nós realizamos estas análises em 

isolados coletados ao longo de um período de 8 anos provenientes de diferentes 

estados brasileiros. Portanto, nossos achados não só permitem uma melhor 

compreensão das mutações envolvidas na resistência à RMP e INH entre isolados 
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MR brasileiros, como podem auxiliar no desenvolvimento ou aprimoramento de 

testes diagnósticos para tuberculose MR. Além disso, nossos resultados permitem 

um maior entendimento dos mecanismos de resistência e suas relações com 

determinadas famílias genotípicas. Nós estabelecemos, por exemplo, o perfil de 

resistência para as principais famílias encontradas em isolados brasileiros (LAM e 

T), proporcionando resultados importantes para o controle da MR em nosso país.  
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CONCLUSÕES 

 

 

a) A família EAI5 do M. tuberculosis carrega mutações diferenciadamente no 

códon 463 do gene katG. 

b) A cepa Beijing (extremamente virulenta) esteve circulante no Brasil no 

período de 1996 a 2003. No entanto, este fato não é alarmante por se tratar 

de uma ocorrência apenas. 

c) Nós descrevemos quatro novos alelos para o gene rpoB (nos códons 471, 

475, 539 e 545). Três destes foram encontrados fora da região RRDR 

(códons 471, 475 e 545). Estes achados irão auxiliar na investigação dos 

mecanismos de resistência, bem como no desenvolvimento de novos testes 

diagnósticos. 

d) Além de confirmarmos que a região do gene katG contendo o códon 315 é  

um bom marcador para resistência à INH, nós demonstramos outra região 

deste gene que possui alta relevância para este tipo de investigação.  

e) Um novo alelo foi descrito para o gene katG (deleção no códon 431). 

f) Foram identificadas 5 diferentes famílias (com suas subfamílias) de 

tuberculose MR circulantes no Brasil, onde as mais frequentemente 

encontradas foram: LAM (46%), T (17%) e H (12%). 

g) Com relação ao gene katG, em localidades onde a família X2 for comum, a 

primeira região do gene katG analisada neste trabalho não deve ser 

utilizada como marcador para resistência à INH, mas sim a segunda região. 

h) Para a família H, ocorre uma inversão na freqüência de ocorrência de 

mutações no gene rpoB, sendo o códon 516 o mais mutado, seguido pelo 

526 e 531. 

i) As subfamílias LAM 6 e LAM 9 possuiram mutações na primeira região  do 

gene katG (katG1) com freqüência superior às outras subfamílias, 

mostrando uma preferência pelas deleções desta região. 

j) A família T demonstrou ter menor diversidade de mutações, tanto para o 

gene rpoB quanto para o gene katG, que a família LAM. 
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k) A alta taxa de polimorfismo de IS6110-RFLP encontrada entre nossos 

isolados, indica aquisição independente de resistência entre eles. 

l) Alguns grupos do RFLP agruparam isolados de diferentes estados 

brasileiros, indicando que houve cepas de livre circulação entre as 

diferentes regiões do nosso país nos anos analisados. 

m) A ocorrência de 4 isolados da família EAI1 (específica do sudeste da Ásia, 

Índia e leste da África) indica ter havido transmissão destas cepas entre 

diferentes continentes. 

n) Cepas MR provenientes do estado de Goiás parecem carregar uma 

freqüência relevante de mutações no códon 65 em katG1, fato que não 

ocorre com as cepas das demais regiões brasileiras. 
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