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RESUMO 

 

 

FREITAS, Flavia Alvim Dutra. Bases moleculares da multiresistência a drogas 
em Mycobacterium tuberculosis. 2009. 106 f. Dissertação (Mestrado em 
Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 

 
A tuberculose (Tb) é a principal causa de morte no mundo, por um agente 

infeccioso. O tratamento padrão é a quimioterapia: rifampicina (RMP), isoniazida 
(INH) e pirazinamida (PZA). O maior problema global da Tb é o aumento de cepas 
multirresistentes (resistência pelo menos à INH e à RMP) do Mycobacterium 
tuberculosis (MTb). A resistência à INH e RMP ocorre geralmente por mutação 
genética nos genes KatG e rpoB, respectivamente. Os objetivos deste trabalho 
foram: 1. Analisar os tipos e freqüências de mutações em duas regiões iniciais do 
gene katG do MTb. 2. Determinar os tipos e freqüências das mutações no gene 
rpoB. Duas regiões do gene katG e uma do gene rpoB foram amplificadas por PCR 
e seqüenciadas para o diagnóstico das mutações. Para a análise do gene katG 
foram utilizadas 101 cepas. Dentre estas, 4 eram sensíveis e não apresentaram 
mutação (controle). Das 97 cepas restantes, na primeira região seqüenciada do 
KatG, não ocorreram mutações em 67. Nas outras 30 cepas houve 33 deleções de 
nucleotídeos, sendo que 24 ocorreram no último nucleotídeo do códon 4 (24,7%), o 
que caracterizou um novo alelo. Na região 2, dentre as 97 cepas não houve mutação 
em 16 - sete estavam associadas a ausência de mutação na região 1. Ocorreram 83 
mutações pontuais, sendo 75,3% no códon 315. Sete cepas resistentes a INH não 
apresentaram mutações em nenhuma das duas regiões analisadas. As mutações na 
região 2 permitiram o diagnóstico de resistência à INH em 79 cepas ou 81,4%. Nove 
cepas que não mostraram mutações na região 2 tiveram mutações na região 1. 
Logo, esta região permitiu o acréscimo do diagnóstico de resistência à INH para 88 
cepas, aumentando a positividade em 9,3%. Em sete casos resistentes não houve 
mutação em ambas as regiões. Na análise do gene rpoB usamos 120 cepas de 
MTb. Nenhuma mutação foi encontrada em 13 isolados resistentes à RMP. O códon 
que apresentou maior freqüência de mutação foi o 531 (45.6%), seguido pelo 526 
(26%) e 516 (12.5%). Em outros onze códons, foi encontrado um total de 18 
mutações (15.2%), principalmente nos códons 511 (3.4%) e 513 (3.4%). Nenhum 
dos isolados sensíveis à RMP apresentou mutações. No Estado do Rio de Janeiro, 
as mutações mais freqüentes foram: 516 (5%), 526 (2.5 %) e 531 (21.2%). Dentre os 
outros estados, as mutações mais freqüentes foram: 516 (2.5 %), 526 (11%) e 531 
(19.4%). A freqüência de mutações dos isolados do Rio de Janeiro foi comparada 
com a encontrada nos outros estados, mas quando o removemos da análise, a 
freqüência de mutações nos códons 531 e 526 para os outros 15 estados é 
semelhante. A análise estatística mostra que este dado é significativo (p=0.002). No 
entanto, quando todos os estados são analisados simultaneamente, o códon 531 é 
novamente o mais freqüentemente mutado. A análise do gene rpoB diagnosticou a 
resistência à rifampicina em 89,17% das cepas. Nossos resultados confirmam que, 
no Brasil, mutações na região RRDR do gene rpoB podem predizer resistência a 
RMP.  

 
Palavras-chave: Tuberculose. Rifampicina. Isoniazida. Multirresistencia. 



ABSTRACT 

 

 

FREITAS, Flávia Alvim Dutra. Molecular bases of multidrug resistance in 
Mycobacterium tuberculosis. 2009. 106 f. Dissertação (Mestrado em Biociências) - 
Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009. 
 

Tuberculosis (Tb) is the main cause of death in the world due to a infectious 
pathogenic agent. The standard treatment is chemotherapy: rifampicin (RMP), 
isoniazid (INH), and pyrazinamide (PZA). One of the most serious global problems is 
the increase in the occurrence of multidrug resistant M. tuberculosis (MTb) strains, 
resistant to, at least, INH and RMP. Resistance to INH and RMP generally occurs by 
gene mutations in the KatG and rpoB genes, respectively. There are two objectives 
in this thesis: 1- To analyze the type and frequencies of mutations in two different 
regions of the katG gene; 2- To determine the type and frequency of rpoB gene 
mutations. Two regions of the KatG gene and one of the rpoB gene were amplified 
by PCR, and sequenced to identify the mutations. For the analysis of the katG gene 
101 strains were used. Among them, 4 were sensitive and showed no mutation 
(controls). Among the 97 remaining, in the first sequenced region of the katG gene, 
no mutations occurred in 67. Thirty cases had 33 nucleotide deletions, with 24 
deletions at codon 4 (24.7%), which characterized a new allele. In region 2, 16 
strains had no mutations - seven were associated with a lack of mutations in region 
1. There were also 83 mutations, 73 in codon 315 (75.3%). Seven INH-resistant 
strains showed no mutations in any of the two regions analyzed. Mutations in region 
2 allowed the diagnosis of INH resistance in 79 strains or 81.4%. Nine strains which 
showed no mutations in region 2 had mutations in region 1. This means that the 
analysis of this region allowed the increase in INH resistance diagnosis for 88 strains 
(90.7%), increasing the positive rate in 9.3%. In seven cases, there were no 
mutations associated with resistance in any of the regions. In the rpoB analysis 120 
MTb strains were used. No mutations were found in 13 RMP resistant isolates. The 
codon with the highest mutation frequency was 531 (45.6%), followed by 526 (26%) 
and 516 (12.5%). In other eleven codons, a total of 18 mutations were found (15.2%), 
mainly at codons 511 (3.4%) and 513 (3.4%). None of the RMP sensitive isolates 
showed any mutations. In the State of Rio de Janeiro, the most frequent mutations 
were: 516  (5%), 526 (2.5%) and 531 (21.2%). Within the other states, the most 
frequent mutations were: 516 (2.5%), 526 (11%) and 531 (19.4%). The frequency of 
mutations at codons 516, 526 and 531 from the Rio de Janeiro isolates was 
compared with those found in other states. When Rio de Janeiro was removed from 
the analysis, the frequency of mutations at codons 531 and 526 for the other 15 
states was similar. The statistical analysis shows that this data is significant (p = 
0.002). However, when all states were analyzed together, the codon 531 is again the 
most frequently mutated. The analysis of the rpoB gene diagnosed RMP resistance 
in 89.17% of the strains. Our results confirm that, in Brazil, mutations in the RRDR of 
the rpoB gene are good predictors of RMP resistance.  

 
Keywords:  Tuberculosis. Rifampin. Isoniazid. Multidrug resistance. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Considerações gerais e tuberculose no mundo 

 

 

 A tuberculose (Tb) é causada pelo Mycobacterium tuberculosis (MTb), 

espécie do gênero Mycobacterium. Esta bactéria, também conhecida como bacilo de 

Koch, tem a forma reta ou ligeiramente curva, sendo imóvel, não esporulada e não 

encapsulada. O MTb é espécie aeróbia estrita e, por isso, multiplicam-se bastante 

no pulmão e em cavidades aéreas. Sua reprodução, durando de 14 a 20 horas, é 

lenta quando comparada com outras bactérias patogênicas, o que explica a lenta 

evolução da doença bem como a eficácia da medicação, quando bem administrada. 

A MTb é capaz de diminuir seu metabolismo e sua multiplicação podendo 

permanecer latente por longo período, o que condiz com os achados clínicos de 

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

 A Tb, entre as doenças infecciosas causadas por um único microorganismo é 

a que mais causa óbitos no mundo (Kato-Maeda et al., 2001; Frieden et al., 2003) 

(Figura 1). Seu agente causal, o MTb, infecta um terço da humanidade e causa 8 

milhões de novos casos de Tb por ano, provocando anualmente 1,9 milhão de 

óbitos. A prevalência da Tb foi estimada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

em 1,8 bilhão de pessoas e aproximadamente 1/3 da população mundial já teve 

contato com o bacilo (WHO, 2006a). Noventa e cinco por cento dos casos no mundo 

e 98% dos óbitos ocorrem em países emergentes. Cerca de 80% dos casos da 

doença acontecem na Ásia e na África (Ducati et al., 2006). Embora os países da 

Ásia apresentem grandes populações e grandes quantidades de casos de Tb, em 

valores absolutos, a maior incidência da doença se dá na África, principalmente nos 

países subsaarianos, onde os casos excedem a 600 por 100.000 habitantes (Corbett 

et al., 2006; Dye, 2006).  

A Figura 2 mostra a incidência da Tb no mundo. A expansão da Tb também é 

facilitada pela epidemia de infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) e 

sua conseqüência, a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS). Na África, 

notadamente na África do Sul, onde a incidência de Tb é de 560/100 mil habitantes, 

a prevalência de casos soro positivos (HIV) é de 18,8% da população (Figura 3) 
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(WHO/UNAIDS, 2007). Assim sendo, ao analisarmos as estimativas de que 20% das 

pessoas que adquirem Tb no mundo falecem, tais números apontam que em muitos 

países o sistema de saúde falha ou não tem condições econômicas de dar 

tratamento aos pacientes (Ruffino-Netto, 2002; Costa Neto, 2007).  

 

Figura 1 - Número estimado de mortes, por ano, devido à doenças infecciosas, no 
mundo 

 

                   

Fonte: Apud Folder da Sociedade QTROP de Química Fina para o Combate 
a Doenças Infecciosas. 

 

 

Figura 2 - Distribuição da tuberculose no mundo no ano de 2003 

              

Fonte: (http://www.who.int/tb/publications/globalreport_2003). 
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Figura 3 - WHO/UNAIDS. Prevalência da infecção por HIV no mundo  

 

       

Fonte: (http://www.who.int/globalatlas/dataquery/default.asp) 

 

Como a incidência e letalidade da Tb é primariamente influenciada pelas 

condições sócio-econômicas e pelo desinteresse político, esta doença apresenta 

alta prevalência em países subdesenvolvidos, que abrigam 95% de todos os casos 

(Figura 4) (Ruffino Netto, 1997; Rosemberg, 1999; Lauzardo & Ashkin, 2000; WHO, 

2003). 

 
Figura 4 - Ocorrência mundial da tuberculose 

 

             
Fonte: WORLD HEALTH STATISTICS REPORT

América Central

Brasil

África

Oriente Médio

Ásia

Fonte: WORLD HEALTH STATISTICS REPORT

América Central

Brasil

África

Oriente Médio

Ásia

http://www.who.int/globalatlas/dataquery/default.asp


18 

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

desenvolvimento até o alvo migratório, os países ricos, ampliando a expansão da 

doença. Atualmente, nestes países, alvos da migração e receptáculos de imigrantes, 

a doença ocorre mais em imigrantes, tendo ainda como agravante o aumento da 

incidência de cepas resistentes e do genótipo Beijing, principalmente na Europa e 

nos Estados Unidos (genótipo W), como mostra a Figura 5 (Cain et al., 2008; 

Toungoussova et al., 2002; Hillemann et al., 2005; Glynn et al., 2002; Pratt et al., 

2008). Se considerarmos que no mundo somos 6,6 bilhões de pessoas e que, dentre 

esses, oitocentos e trinta milhões são miseráveis, podemos entender a Tb como 

uma doença social que está fora de controle embora seja curável (Montinho et al., 

2003; Mendonça, 2008).    

 

Figura 5 - Distribuição do genótipo Beijing no mundo     

 

 

 

A partir de 1982, com a adoção do esquema de tratamento medicamentoso 

rifampicina (RMP), isoniazida (INH) e pirazinamida (PZA) por seis meses, 

denominado esquema “de curta duração” (Diniz et al., 1995; Picon et al., 2000), 

passou-se a acreditar na extinção gradual da Tb. No Brasil e em outros países 

houve a desativação dos setores governamentais de controle, bem como cortes de 

verbas para o combate à doença (Natal, 1998; Ruffino Netto, 1999). A eclosão da 
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Aids a partir de 1986 e a desorganização dos programas de Tb trouxeram consigo o 

aumento progressivo da incidência da Tb no Brasil e no mundo (MS, 1998; Schluger 

& Rom, 1998; Kritski et al., 2000; Espinal, 2001). Com o aumento do número de 

casos de Tb houve, em vários países e regiões, inúmeros casos de microepidemias 

de tuberculose multirresistente (TbMR), associadas ou não à Aids, tanto em prisões 

como em ambientes hospitalares (Menzies et al., 1995; Kritski et al., 1997; Toledo et 

al., 2000; Shemyakin et al., 2004).  

Em 1993, a OMS declarou quanto à Tb, um estado de emergência, e criou o 

programa “STOP Tb” com o objetivo de reunir instituições de alto nível científico ou 

de poder econômico para organizar uma luta mais efetiva contra a doença (WHO, 

2006b). Neste mesmo ano, 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 Tb e evitar a disseminação da 

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

abandono do tratamento, a mortalidade por Tb, o surgimento da TbMR, 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 Tb; 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 

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

mundo vêm aplicando com sucesso esta estratégia (Figura 6) (Subramani et al., 

2008). 
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Figura 6 - DOTS no mundo e no Brasil. Ano 2004 
   

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

 

Numa população de MTb que nunca entrou em contato com qualquer 

medicação para Tb, existem mutantes naturalmente resistentes a drogas 

tuberculostáticas (Guttmacher et al., 2002). Esta é a chamada resistência natural, 

que possui uma prevalência baixa. No caso da RMP, por exemplo, ocorrem 3,32 X 

10-9 mutações por bactéria por divisão celular sendo, portanto, em cada um bilhão 

de bacilos, 3,32 mutantes resistentes (Gillespie, 2002). Este fato obriga a que se 

faça o tratamento inicial com pelo menos três drogas, com ações diferentes entre si, 

para evitar a seleção de bacilos resistentes. Procede-se o tratamento com três 

drogas com a finalidade de evitar a resistência a uma determinada droga quando 

esta é usada em monoterapia, por erro de prescrição ou por não adesão do 

paciente. Devemos ressaltar que o principal mecanismo de resistência do MTb aos 

fármacos se dá por mutação genética adquirida - resistência adquirida - devida ao 

tratamento mal realizado ou ao abandono do tratamento. Neste caso, uma mesma 

cepa bacilar pode desenvolver resistência a um ou mais medicamentos (Espinal et 

al., 2001a). Por outro lado, chamamos de resistência primária à forma de Tb que se 

desenvolve em um paciente que se infecta com bacilos já resistentes.  

 
 
 
 

 

http://www.saude.gov.br/
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Tuberculose no Brasil e no Rio de Janeiro 
 

 

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, multirresistência (MR) adquirida de 7,94% (Braga et al., 

2003). Neste inquérito não houve distinção de casos HIV positivos que, quando em 

tratamento hospitalar, adquirem Tb 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 Tb se realiza com quatro drogas – RMP, INH, 

PZA e etambutol (EMB) (Gilespie, 2002; Timperi et al., 2005).  

 Em 2006, a OMS priorizou 22 países onde se encontram 80% dos casos 

estimados de Tb e os classificou em ordem decrescente. O Brasil estava em 15° 

lugar com 110.000 casos estimados por ano, mas apresentou a menor incidência 

estimada do grupo – 60/100 mil (Hijjar et al., 2005). Em nosso país, em 2006, 

ocorreram 78.147 novos casos de Tb, que correspondem à incidência de 41,8/100 

mil habitantes, com grandes variações regionais. A mortalidade estimada tem sido 

de 5.000 casos (Bierrenbach et al., 2007). O Estado de São Paulo tem o maior 

número absoluto de casos e o Estado do Rio de Janeiro apresenta a maior 

incidência de Tb do país, com 73,2/100 mil (Hijjar, 2008). Na cidade do Rio de 

Janeiro este número sobe para 105/100.000, atingindo proporções bem maiores em 

alguns bolsões de pobreza (Mendes el al., 2007). No Brasil, a prevalência estimada 

de pacientes com sorologia positiva para o HIV entre os casos novos de Tb em 

adultos é de 8%. Esta percentagem varia em cada estado, sendo de 20% no Rio 

Grande do Sul (Siqueira et al., 2005). 

A MR sempre causa impacto social, operacional, financeiro e epidemiológico 

(Rajbhandary et al., 2004). No Brasil, o tratamento inicial com RMP, INH e PZA, tem 

duração de seis meses e custo para o Ministério da saúde (MS) de menos de cem 

reais. Entretanto, o tratamento para a TbMR - quando há resistência à RMP, INH e  

pelo menos a mais um medicamento, EMB, ST ou PZA - tem duração mínima de 18 

meses, com menor efetividade, maiores efeitos colaterais e custo superior a quatro 
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mil dólares (Fortes & Dalcolmo, 1997). O tratamento se faz com a associação dos 

medicamentos clofazimina, amicacina, terizidona e ofloxacina (Dalcolmo et al.,1999). 

Em nosso país, no período de 2000 a 2003, foram notificados 1.496 casos com 

resistência à RMP, INH e, pelo menos, a mais um medicamento acima descrito. Em 

96% dos casos a resistência era adquirida, com média de 2,8 tratamentos prévios. A 

resistência primária foi de 4%. A taxa de resultados favoráveis com o tratamento foi 

de 61,4%. Houve 242 óbitos (30,2%) e 67 doentes abandonaram o tratamento 

(8,4%). A freqüência de associação com a infecção pelo HIV foi de 6,8% (98 

pacientes) (Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004a). 

 

 

Características do MTb 

 

 

O MTb tem características marcantes, diferentes de outras bactérias, que  

dão vantagens para sua prevalência no mundo. Ele se propaga por via respiratória, 

na forma de aerossóis contendo partículas infectantes, com um a dois bacilos, que é 

um meio muito efetivo de disseminação de doença (Kenyon et al., 1996). Os 

aglomerados humanos – famílias, escolas, favelas, prisões, hospitais e abrigos – 

favorecem a propagação do bacilo (Mendes et al., 2007; Abrahão et al., 2006; Brito 

et al., 2004). A imunidade ao bacilo é mediada por células e depende de linfócitos T 

CD4 e CD8 ativados (Yoshicai, 2006; Woodworth & Behar, 2006). Na lesão, os 

bacilos em condições de anaerobiose entram em latência, persistem viáveis (bacilos 

persistentes) e a queda da imunidade pode reativar a doença. A persistência do 

bacilo na lesão faz com que o tratamento da doença seja prolongado e mantido 

mesmo quando o paciente já se encontra assintomático (CRFHF, 2002). Se o 

paciente não for advertido para este fato, cessa a terapia e a doença piora, com a 

possibilidade de resistência aos medicamentos (Oliveira et al., 2000; Siqueira et al., 

2006). A reprodução do bacilo é lenta, ocorrendo a cada 12 a 24 horas. Isto faz com 

que a doença inicie também lentamente, se desenvolva e, quando atinge o pulmão, 

freqüentemente a baciloscopia do escarro já é positiva, fechando desta forma o ciclo 

epidemiológico (CRFHF, 2002). 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 ácidos micólicos (Ducati et al., 2006).  Esta característica, 
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que lhe dá a propriedade de reter o corante carbo-fucsina na presença de álcool-

ácido, lhe confere proteção e permite sobrevivência e multiplicação dentro dos 

lisossomos do macrófago até que este seja ativado pelos linfócitos T CD4+ 

(Yoshikai, 2006). 

 A imunidade ao bacilo difere para cada pessoa. Apenas 10% dos indivíduos 

infectados pelo MTb desenvolvem a doença, sendo 5% no primeiro ano e os outros 

no período restante da vida. Isto mostra que há uma imunidade natural, congênita e 

variável nas pessoas que pode estar diminuída pela desnutrição, doenças 

imunológicas, medicamentos imunossupressores, ou mesmo aumentada pela 

vacinação BCG (CRFHF, 2002).  Os doentes com HIV/AIDS apresentam risco de 

adoecimento por Tb de 5 a 10% a cada ano (Siqueira et al., 2005). 

A Tb tem “opção preferencial” pelos pobres que são desnutridos, de baixa 

escolaridade e que não valorizam adequadamente os cuidados com a saúde 

(Albuquerque et al., 2001). Por se tratar de doença que acomete preferencialmente a 

população carente, as verbas para a implementação das políticas de saúde pública 

são insuficientes. Além disso, por falta de retorno financeiro, os investimentos por 

parte dos laboratórios farmacêuticos no sentido de desenvolver  novos fármacos são 

pequenos. Esta é a razão porque há 40 anos não surgem novos medicamentos 

específicos para a Tb (Paolo et al., 2004; Norrby et al., 2005). 

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). 

 

 

Resistência do MTb aos medicamentos 

 

 

Em nosso país, um inquérito epidemiológico, em nível nacional, do MS, 

realizado nos anos de 1996-1997, mostrou maior resistência à INH tanto nos casos 

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

(resistência adquirida), sendo respectivamente 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, 
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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). Isto possibilita que o 

tratamento inicial para a Tb no Brasil seja feito com a associação de três 

medicamentos – INH, RMP e PZA (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 estreptomicina (ST) (Timperi et al., 2005).   

Considera-se como definição internacional de multirresistência (MR) a 

resistência a pelo menos INH e à RMP (Seiscento et al., 1997).  No Brasil, como 

existe o esquema 3 (E-3) - ST, PZA, EMB e etionamida (ET) - padronizado pelo MS 

e aplicado nos postos de saúde (CRFHF, 2002), define-se como MR a resistência à 

INH e RMP e a pelo menos mais um dos medicamentos (Quadro 1) (Sociedade 

Brasileira de Pneumologia e Tisiologia, 2004b; Dalcolmo et al, 2007).  

 

Quadro 1 - Definição dos casos de MR conforme o conceito brasileiro 

 

 A MR, qualquer que seja o seu tipo, é um fenômeno que não existia antes do 

tratamento quimioterápico para a Tb. Decorre da irregularidade ou do abandono do 

tratamento na grande maioria dos casos e, mais raramente, pelo uso inadequado de 

esquemas terapêuticos de baixa potência, ou por deficiência do sistema de saúde 

(Natal, 2002). Na resistência primária, o paciente é uma vítima sem culpa, e ela 

tanto mais ocorre quanto maior o número de doentes com resistência adquirida na 

população (Teixeira et al., 2001). 

 
Confirmado: 

 Resistência à isoniazida e à rifampicina e a pelo menos a mais um 
terceiro medicamento dos esquemas I e III, independentemente do 
esquema em uso. 

 

 Resistência à isoniazida e à rifampicina, acompanhadas de falência do 
tratamento com o esquema III. 

 
Provável:  

 Resistência à isoniazida ou à rifampicina e falência bacteriológica 
comprovada ao esquema III. 

 

 Sensibilidade  à  isoniazida  e à rifampicina, porém  com  falência  clínica 
ou  efeitos  colaterais  importantes  e  falência  do tratamento com o 
esquema III. 
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Atualmente, em muitos países a prevalência de TbMR 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 multirresistência 

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; Glynn et al., 2002; Kremer et al., 2004; Kubica et al., 2004; 

Sajduda et al., 2004), representam uma séria ameaça para o mundo (Zumia et al., 

2000, Espinal et al., 2003).   

No ano 2000, após padronização de um esquema de tratamento para a MR 

(conceito brasileiro) pelo MS, o Centro de Referência Prof. Helio Fraga (CRPHF) 

criou o Programa de Vigilância Epidemiológica da tuberculose multirresistente 

(TbMR) com a notificação e acompanhamento dos casos, e a organização de um 

banco de dados nacional. Atualmente, o Sistema de Informação da Tb 

Multirresistente (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, etambutol (ou pirazinamida), 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 pirazinamida 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 TbMR no Brasil. Destes, 65,3% dos casos foram do 

sexo masculino. A media 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 
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7% de associação com a infecção pelo HIV, inferindo-se não existir relação direta 

entre TbMR 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 TbMR 

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

 

 

Multirresistência no mundo 
 

 

A multirresistência (conceito internacional) vem aumentando gradativamente 

no mundo, na ausência de novos e eficientes medicamentos que possam controlá-

la, o que tem sido grande causa de preocupação (Espinal et al., 2001; Petrini et al., 

1999).  Conforme dados da OMS, no ano de 2000 houve 273 mil casos de TbMR 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 Tb). As Figuras 7 e 8 ilustram este aumento. Os países com 

maior número de casos foram: China, Índia, Tailândia e países da antiga União 

Soviética, principalmente Cazaquistão e Estônia. China e Índia responderam por, 

aproximadamente, 50% dos casos do mundo, e a Federação Russa respondeu 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 (WHO, 2008b). O maior número de casos de Tb 

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

problema do aumento da multirresistência está associado à deficiência do sistema 

público de saúde. O grande exemplo foi a epidemia de TbMR na cidade de Nova 

York, no final da década de 1980, que aconteceu por falta de financiamento e pelo 

descontrole dos órgãos públicos, associados ao aumento da pobreza ao número 

significativo de casos de infecção pelo HIV. A situação só foi revertida com o gasto 

de um milhão de dólares para a reorganização do sistema de controle e tratamento 

dos casos (Zumia et al., 2001; Paolo & Nosanchuk, 2004; Frieden et al, 1993). 
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Figura 7 - Prevalência da Tuberculose multirresistente no mundo entre os novos 
casos de tuberculose no período de 1994 a 1999 

 

 

 

Figura 8 -  Multirresistência no Mundo no ano 2000 
 

       
 
 

       Sem informação            0 - 0,9%     1 - 2,9%                 
       3 - 4,9%                         5 - 6,9%     7 - 15%                  > 15

 (10)
 

 
Fonte: (WHO/HTM/TB/2006.361) 

 

 

Atualmente, a comunidade científica vem se preocupando com o 

aparecimento e possível expansão de um tipo de Tb denominado Tb-XDR 

(extremely drug-resistant tuberculosis, XDR-Tb) inicialmente descrito na província de 
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KwaZulu-Natal, cidade de Tugela Ferry, na África do Sul (WHO, 2007). Este tipo de 

Tb, resistente à INH, RMP, canamicina e ofloxacina – portanto, de difícil tratamento 

– vitimou 53 pessoas, com 52 óbitos, em um período de 16 dias, após a coleta inicial 

de escarro. O teste para HIV foi positivo em 44 pacientes testados (WHO, 2006c). A 

partir de outubro de 2006, a Tb-XDR passou a ser definida como Tb resistente à INH 

e RMP, a qualquer fluoroquinolona e a pelo menos mais um dos seguintes 

medicamentos injetáveis: capreomicina, canamicina ou amicacina (WHO, 2008c).  

Os números mais significativos de Tb-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%. Mas 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 Tb-XDR têm sido poucos na Europa central e 

ocidental, bem como na América (CDC, 2006). A Tb-XDR ocorre pela não aderência 

dos doentes ao tratamento ou quando estes se infectam com bacilos já resistentes 

(resistência primária) (Teixeira, 2007). O tratamento destes casos é complexo e 

muito oneroso. Segundo Zager e McNerney (2008) se considerarmos o número de 

novos casos de TbMR em termos de população, os países africanos estarão entre 

as nações de maior incidência desta doença no mundo. Se atentarmos para o fato 

de que estes países têm alta incidência de casos HIV positivos, passamos a 

entender porque a Tb-XDR se iniciou em um país africano. 

 

 

Características químicas da isoniazida e da rifampicina 

 

 

 A isoniazida e a rifampicina são os medicamentos mais eficazes para o 

tratamento da Tb. Associados à PZA, constituem o esquema E-1 de primeira linha, 

padronizado pelo MS. A INH tem estrutura simples, constituída de um anel piridina e 

um grupo hidrazida (Figura 9).  É altamemte ativa contra o MTb, 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). A RMP é o 

fármaco mais potente dos medicamentos para Tb. É um antibiótico de largo 

espectro, com estrutura química complexa (Figura 9) e lipofílica. Esta propriedade 
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permite uma rápida difusão do fármaco através da parede hidrofóbica do MTb. 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 Tb (Zhang & Telenti, 2000). A concentração inibitória mínima, capaz de matar 

99% das bactérias sensíveis, é de 40µg/mL. 

 
Figura 9 - Estrutura química da isoniazida, da rifampicina, da pirazinamida e do 

etambutol 
 

 

Fonte: Adaptada de Zhang et al., 2005. 

 

 

Mutação genética do MTb como causa de MR 

 

 

 O MTb tem a mutação genética como principal mecanismo de resistência 

para os medicamentos (Telenti, 1998). Como explicado anteriormente, em uma 

grande população bacteriana há alguns bacilos naturalmente resistentes a 

determinados medicamentos com os quais nunca entraram em contato, fenômeno 

que denominamos resistência natural. O uso de monoterapia para tratar tuberculose 

acaba por selecionar apenas os bacilos resistentes. Este processo só explica a 
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resistência a um medicamento. A resistência adquirida ocorre sempre que a bactéria 

permanece um tempo variável em contato com o fármaco em concentração abaixo 

da concentração inibitória mínima (MIC) e pode surgir para um ou mais 

medicamentos. A resistência natural não ocorre para dois ou mais medicamentos. 

Isto porque em uma cavidade pulmonar pode haver até 109 bacilos. Neste ambiente, 

existem bacilos naturalmente resistentes (que nunca entraram em contato com 

medicamentos) para os diversos fármacos, da grandeza de até 1 em 106 bacilos 

para a INH, 1 em 108 para a RMP, 1 para 109 para a estreptomicina e 1 para 107 

para o etambutol. Um bacilo com resistência natural a dois medicamentos (INH e 

RMP) só poderia surgir se a população bacteriana fosse superior a 1014 (Telenti, 

1998).  Assim, não havia a resistência a dois ou mais medicamentos antes da 

quimioterapia ter surgido já que decorre de duas ou mais mutações em diferentes 

genes da mesma bactéria. 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 2 mostra a relação entre medicamentos para a 

Tb e os genes associados (Zhang et al., 2005). 

 

Quadro 2 - Genes do MTb que mutados causam resistência aos medicamentos 
 

 
 
 
 
 
 

Medicamento         Gene envolvido na resistência           Função do gene 

                                                                                                                                                     
Isoniazida                             katG                                             Catalase e peroxidase   
                                                                                                 
                                             InhA                                              Enoil ACP redutase 
                                                                                                         
                                             ndh                                               NADH desidrogenase 
                                                                                                        
                                             ahpC                                             Alquil  hidroperoxidase 
                                                                                                        
Rifampicina                          rpoB                                              RNA polimerase 
 
Pirazinamida                        pncA                                             Nicotinamidase/pirazinamidase 

Etambutol                             embCAB                                      Desconhecida 
 
Estreptomicina                     rpsL S12                                       Proteína ribossomal 
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O genoma do MTb 

 

 

 O genoma do MTb H37Rv foi completamente seqüenciado em 1998, o que 

permitiu enorme avanço no conhecimento da biologia do bacilo. O bacilo tem um 

cromossomo circular com 4.411.532 pares de base e 4.043 genes que codificam 

3.993 proteínas e conteúdo G + C de 65.6%. Nenhum plasmídio foi identificado no 

MTb, 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 MTb codificam componentes da parede celular. Atualmente, 

são conhecidas as funções de 2058 proteínas codificadas, o que corresponde a 52% 

do proteoma. (Figura 10) (Brodin et al., 2005). 

 

    Figura 10 - Genoma do Mycobacterium tuberculosis 

    

Legenda: Metab Lip – metabolismo lipídico.  Vias Infor – vias de informação.  Par Cel – parede 
celular.  RNA Est – RNAs estáveis. IS – seqüências de inserção. Prot PE – proteínas PE. 
Metab Int – metabolismo intermediário. Prot F Desc – proteínas com função 
desconhecida. Prot Reg – proteínas reguladoras. Prot Cons – proteínas conservadas. 

 

Cerca de 3,0% do genoma é constituído por seqüências de nucleotídeos, 

denominadas seqüências de inserção (IS), que se repetem com distâncias 
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semelhantes para cada genótipo (Figura 11). A seqüência IS6110 possui 1.365 

nucleotídeos, e é a mais importante, com o número de cópias variando de zero a 

mais de 25.  A caracterização destas inserções é feita por meio de uma enzima de 

restrição, que corta o DNA em fragmentos de tamanhos variáveis, mas que se 

repetem nas bactérias com o mesmo genótipo, o que permite o estudo 

epidemiológico. Esta técnica denomina-se RFLP (polimorfismo de comprimento de 

fragmento de restrição). O genoma do MTb apresenta uma região que contém 

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

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

análise quando as IS são em número menor que cinco. A determinação das DRs  

baseia-se na técnica de PCR com oligonucleotídeos marcados, que é denominada 

como spoligotyping (spacer oligonucleotide typing) (Cave et al., 2005).  

 

Figura 11 - Genoma do Mycobacterium tuberculosis com exemplo de seqüências de 
inserção IS6110 

 

                  
Fonte: Adaptada de Peter et al., 2003. 

 

Mecanismos genéticos de resistência à isoniazida e à rifampicina 

 

 

O MTb possui várias formas de resistência aos medicamentos. Como todas 

as bactérias, este tem mecanismos de barreira, como bomba de efluxo e parede 
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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 MTb produz -lactamases e outras enzimas 

modificadoras de medicamentos que lhes dão proteção contra inúmeros antibióticos. 

Ao contrário de variadas bactérias, em que mecanismos genéticos de resistência 

aos antibióticos se fazem por troca de plasmídios e transposons, a resistência 

genética do MTb é essencialmente por mutação. E basta apenas a troca de um par 

de base que modifique um códon e um aminoácido numa região crítica de um gene 

para ocorrer resistência. 

 

 

Isoniazida 

 

 

  Ao contrário da resistência à RMP, na qual a maioria das mutações se 

concentra em uma pequena faixa 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 no 

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

droga (Figura 12 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 ação catalase, o que resulta em resistência à INH (Slayden & 

Barry, 2000; Pyn et al., 2002). 
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Figura 12 - Sensibilidade à isoniazida 

       

 
 
Figura 13 - Resistência à Isoniazida 
 

      

Legenda: Mutações no gene katG produzem diminuição acentuada da enzima catalase – peroxidase  
e a não  ativação da  isoniazida, o  que caracteriza a resistência. 

 
 

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 

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

interferência na síntese do 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 

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). 

 

 

Rifampicina 

 

 

A resistência à RMP é causa importante de falência do 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, desde seu surgimento, há mais de 30 anos é o medicamento 

mais importante no tratamento da Tb. 

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 (Figura13) (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% 
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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 

pares de base (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 molecular de resistência (Figura 14) (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 MTb são importantes para melhor 

compreensão dos mecanismos de resistência, suas variações regionais e 

correlações com a doença. 

 

Figura 14 - 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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Figura 15 - Região determinada de resistência à rifampicina (RRDR) ou Região Hot 
Spot 

 

       

Mutações no Gene rpoB de Cepas de Mycobacterium tuberculosis

Gene RpoB Acesso 27989 – Numeração dos Códons da região amplificada

Ile Asp   His  Phe Gly Asn Arg Arg Leu Arg Thr Val  Gly Glu Leu Ile

2161 aa acc gac gac atc gac cac ttc ggc aac cgc cgc ctg cgt acg gtc ggc gag ctg atc c

441                     445                          450        455                            460

Gln Asn Gln Ile Arg Val Gly Met Ser Arg Met  Glu Arg Val   Val Arg Glu Arg Met Thr

2221 aa aac cag atc cgg gtc ggc atg tcg cgg atg gag cgg gtg gtc cgg gag cgg atg acc a

461                     465                            470      475                             480    

Thr Gln Asp   Val  Glu Ala   Ile Thr Pro  Gln Thr Leu Ile Asn Ile Arg Pro  Val  Val Ala

2281 cc cag gac gtg gag gcg atc aca ccg cag acg ttg atc aac atc cgg ccg gtg gtc gcc g

481                     485                              490    495                            500     

Ala  Ile Lys Glu PhePhe Gly Thr Ser  Gln Leu Ser  Gln Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro

2341 cg atc aag gag ttc ttc ggc acc agc cag ctg agc caa ttc atg gac cag aac aac ccg c

501                     505                           510       515                             520   

Leu Ser Gly Leu Thr His  Lys Arg Arg Leu Ser   Ala  Leu Gly Pro Gly Gly Leu Ser Arg

2401 tg tcg ggg ttg acc cac aag cgc cga ctg tcg gcg ctg ggg ccc ggc ggt ctg tca cgt g

521                    525                             530      535                           540

Glu Arg Ala Gly Leu Glu Val  Arg Asp Val   His    Pro  Ser His   Tyr Gly Arg Met Cys Pro

2461 ag cgt gcc ggg ctg gag gtc cgc gac gtg cac ccg tcg cac tac ggc cgg atg tgc ccg a

541                      545                            550     555                            560

Ser Arg  Leu  Leu   Ala  Leu  Gly

gc cga ctg ttg gcg ctg ggg

A cor azul dos aminoácidos indica a região "Hot-Spot“ Códons 507 a 533

Os códons 445 e 560 delimitam a região do gene rpoB que foi amplificada  por PCR
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1 OBJETIVOS  

 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

Analisar um banco de DNA, constituído de cepas de Mycobacterium 

tuberculosis multirresistentes provenientes do Centro de Referência Prof. Helio 

Fraga (FIOCRUZ), para identificar mutações nos genes katG e rpoB responsáveis 

pela resistência à INH e à RMP, respectivamente. 

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Determinar a freqüência de mutações pontuais, inserções e deleções na 

região inicial do gene katG - ainda pouco estudada - e na região que contém 

o códon  315 – onde ocorre o maior número de mutações – das cepas do 

banco de DNA;  

 

b)  Analisar a contribuição de ambas as regiões para o diagnóstico de 

resistência a isoniazida;  

 

c) Determinar e comparar o perfil e freqüência das mutações do gene rpoB,  das 

cepas multiresistentes.     
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Material permanente 

 

 

Os equipamentos utilizados durante este trabalho estão listados a seguir: 

a) Agitador de tubos (Vortex Genie 2 marca Fisher Scientific); 

b) Balanças de precisão e analítica (Precision PR500 e Scientech AS210); 

c) Câmara vertical de fluxo laminar (Quimis); 

d) Câmera fotográfica (Kodak Eletrophoresis Documentation and Analysis 

System 120); 

e) Cubas para eletroforese horizontal (Horizon 58 marca Life 

Technologies); 

f) Espectrofotômetro µQuant da Bio-Tek instruments, inc.; 

g) Fonte de tensão (Amersham Pharmacia Biotech); 

h) Forno microondas (CCE modelo 000305); 

i) Freezer (Electrolux F250); 

j) Geladeira (Electrolux Refrigerador R310); 

k) Macrocentrífuga (Eppendorf modelo Centrifuge 5810 R); 

l) Microcentrífiga (Eppendorf modelo Mini Spin); 

m) Micropipetas automáticas (Eppendorf P10, P20, P100, P200 e P1000); 

n) Seqüenciador automático (MegaBace 1000); 

o) Termocicladores (Eppendorf modelo Mastercycler e Hybaid modelo 

PCR express); 

p) Transiluminador de luz ultravioleta (modelo TM20 UVP - EUA). 

 

 

2.2  Material de consumo 

 

 

a) Tubo de polipropileno de 1,5 e 0,5 mL (Eppendorf ou similar); 

b) Tubo de polipropileno de 0,2 mL para PCR (Axygen); 
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c) Ponteiras universais brancas 20-200 µL para pipetas automáticas 

(Axygen); 

d) Ponteiras universais azuis 200-1000 µL para pipetas automáticas 

(Axygen); 

e) Papel alumínio, filme de PVC, papel toalha, luvas cirúrgicas; 

f) Placa com fundo V para seqüenciamento automático (Bioscience, 

marca Sorenson). 

 

 

2.3 Reagentes 

 

 

a) Acetato de amônio (Merck); 

b) Ácido Bórico (GE Healthcare); 

c) Tampão Sódio Borato - SB (Brody and Kern, 2004); 

d) Agarose (GE Healthcare); 

e) Azul de Bromofenol (Merck); 

f) Azul de xileno cianol (Merck); 

g) Brometo de etídio (GIBCO/BRL); 

h) dNTPs (GE Healthcare); 

i) Enzima para PCR, Taq platinum (Invitrogem); 

j) Etanol absoluto (Merck); 

k) Kit específico para o seqüenciador automático MegaBace 1000 

(DYEnamic ET terminator); 

l) Primers senso e antisenso (Operon). 

 

 

2.4 Métodos 

 

 

As culturas de MTb, os experimentos de extração de DNA e testes de 

sensibilidade para RMP, INH, PZA, EMB e ST foram realizados no Laboratório de 

Bacteriologia do Centro de Referência Professor Helio Fraga (FIOCRUZ). Os 

métodos moleculares foram realizados no Laboratório de Genoma do departamento 
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de Bioquímica (DBq) no Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG), 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário Pedro Ernesto, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) 

(Anexo 1).  

 

 

2.5 Cepas 

 

 

As cepas de MTb 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 TbMR. 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. Os exames são solicitados, sobretudo quando há suspeita de resistência 

aos medicamentos do esquema 1 ou 3, ou durante o tratamento para MR.     

 

 

2.6 Culturas 

 

 

Foram utilizadas 101 e 120 culturas de MTb para as análises dos genes katG 

e rpoB, respectivamente. 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.  
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2.7 Teste de sensibilidade / identificação 

 

 

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

método das proporções descrito por Canetti et al., 1963 (MS, 1994). As 

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

proporções críticas de mutantes resistentes foram respectivamente, para RMP - 40 

µg/mL e para INH - 0,2 µg/mL com 99% de confiabilidade para cada (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). 

 

 

2.8  Extração do DNA das culturas isoladas de Mycobacterium tuberculosis 

 

 

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 (0,5 mL) 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 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 (no 

banho-maria). Mantendo as amostras à 65ºC, foi adicionado 100 µL da solução de 

NaCl 5M, 80 µL da solução de CTAB (50 mM). Posteriormente foi feita a Incubação 

à 65ºC por 10 minutos (no banho-maria), adicionado 750 µL do clorofórmio e cada 

tubo foi agitado em vórtex por 30 segundos. O material foi Centrifugado à 14000 rpm 

por 5 minutos, a fase superior (aquosa) foi transferida para um tubo de 1,5 mL (ao 
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qual foram previamente adicionados 420 µL de isopropanol) e armazenado à -20ºC 

por pelo menos 30 minutos ou por 18 horas. Posteriormente o DNA foi centrifugado 

à 14000 rpm por 20 minutos na temperatura de 4ºC, o sobrenadante foi retirado, o 

sedimento lavado com 250 µL de etanol a 75%, centrifugado à 14000 rpm por 5 

minutos na temperatura de 4ºC, o sobrenadante foi aspirado novamente. Foi 

necessário deixar os tubos com as tampas abertas por aproximadamente 30 

minutos, para a secagem das amostras e foi adicionado 40 µL de tampão TE pH 8,0. 

Os tubos foram armazenados á -20ºC. A figura 15 nos mostra alguns dos DNAs 

extraídos. 

 

Figura 16 - Gel de agarose 0,8% com o DNA de MTb extraído 

  

Nota: Estão representadas 78 amostras extraídas no Centro de Referência Prof. Helio Fraga. 
 

2.9 PCR e Seqüenciamento 

 

 

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. 
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O DNA isolado de cada amostra foi visualizado em gel de agarose a 0,8% 

(Figura 15), para avaliação qualitativa de integridade e quantificado no 

espectrofotômetro, 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.  

 Treze amostras foram seqüenciadas para uma região mais abrangente do 

gene rpoB, compreendendo a região entre os códons 161 e 683 da seqüência com o 

acesso do genebank explicitado acima. Para isso foram utilizados os seguintes 

oligonucleotídeos:  

- rpoB senso: 5’ GGT TCG CCG CGC TGG CGC GAA 3’, posição 1260 a 1281. 

- rpoB senso: 5’ CGA GCC GCG GCG CGT GGC 3’, posição 1681 a 1698. 

- rpoB senso: 5’ TCT GGT CCG CTT GCA CGA  3’, posição 2095 a 2113. 

- rpoB anti-senso: 5’ TCT GGT CCG CTT GCA CGA  3’, posição 2095 a 2113. 

- rpoB anti-senso: 5’ GCC GGA TGT GCC CGA TCG 3’, posição 2506 a 2523. 

- rpoB anti-senso: 5’ AGA AAG CGG AGT CAT CGA GGA GG’, posição 2996 a 

2319. 

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. 

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

enzima Taq Platinum polimerase, utilizando-se Tampão 10 vezes, dNTP (0,1 Mm), 

primers senso e anti-senso (50 ng) e o DNA a ser amplificado (40 ng). No 

termociclador, 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 e 72°C (1min) - extensão, terminando com 72°C por 10min 

para extensão das fitas.  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.  

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.  

 

 

2.10 Análise estatística 

 

 

 Para as análises dos dados foi utilizado o teste Qui-quadrado no programa 

GaphPad Prism (GrapPad, EUA), com relação à análise da variável de mutação no 

gene rpoB. Foram utilizados como fatores os estados de origem das amostras, 

sendo separados dois grupos: as amostras originárias do Estado do Rio de Janeiro e 

as provenientes dos outros estados.  
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3 RESULTADOS 

 

 

A tabela 1 mostra o resultado dos testes de sensibilidade para as amostras 

utilizadas na análise do gene KatG. 

 

Tabela 1 - Teste de sensibilidade e ano de coleta das cepas utilizadas na análise do 
gene katG 

 
  
  

Cepas 

Testes de Sensibilidade 

Ano INH RMP PZA EMB ST 

1 1996 R R S R R 

3 2003 R R R R R 

4 2002 R R -- S R 

6 2003 R R R -- R 

8 2002 R R R R R 

9 2003 R R -- R S 

10 2002 R R -- R S 

11 2002 R R -- S S 

12 2003 R R R R R 

14 2002 R R -- R S 

15 2003 R R -- S R 

16 2003 R R -- R R 

17 1996 R R S R R 

18 2003 R R -- R -- 

19 2002 R R R R R 

20 2002 R R -- S R 

21 2003 R R -- S S 

23 2002 R R -- R S 

24 2003 R R R -- -- 

27 2002 R R R R S 

28 2002 R R -- R S 

31 2002 R R -- R R 

32 2002 R R -- S S 

34 2002 R R R R S 

35 2003 R R R R S 

36 2003 R R -- R R 

40 2002 R R -- S S 

41 2002 R R -- R S 

42 2003 R R S -- -- 

43 2002 R R -- R S 

45 2003 R R -- S S 

46 2002 R R R R R 

47 2002 R R R R R 

49 2003 R R R R R 

50 2003 R R -- R R 
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Continuação da Tabela 1 

Cepas Ano INH RPM PZA EMB ST 

51 2003 R R R R S 

53 2002 R R R S S 

54 2003 R R -- S R 

55 2003 R R        -- S S 

56 2003 R R -- R R 

57 2002 R R R R R 

66 2003 R R R R R 

67 2002 R R R R R 

68 2003 R R -- R R 

71 95/97 R R S S S 

72 95/96 R R S S S 

74 95/96 R R R S S 

75 95/96 R R S S S 

76 2003 R R S S S 

77 1997 R R R R R 

78 2003 R R R R R 

79 95/96 R R S S S 

80 95/96 R R S S S 

82 95/96 R R S S -- 

85 95/96 R R S S S 

88 2002 R R R R R 

90 2003 R R -- R -- 

91 2002 R R S R S 

92 2003 R R R R R 

93 2003 R R -- R S 

94 95/96 R R S S S 

96 2002 R R S S S 

100 2003 R R -- S S 

101 2003 R R R S S 

103 2003 R R -- S S 

104 95/96 R R S S R 

105 95/96 R R S S S 

106 2003 R R -- R -- 

109 2003 S R -- R R 

114 95/96 R R S S S 

115 95/96 R R S S S 

117 2003 R R -- R S 

118 2003 R S -- S R 

123 2003 R R -- R -- 

125 95/96 R R S S S 

126 2003 R R -- R S 

127 2003 R R R R S 

128 2003 S S S -- -- 

130 2002 R R -- -- S 

131 2003 R R -- S S 
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Continuação da Tabela 1 

        Cepas                    Ano               INH             RMP               PZA               EMB                ST 

134 95/97 R R R S S 

135 2002 R R -- S S 

136 2003 R R R R S 

139 2003 R R -- R R 

141 2003 R R -- R R 

143 97 R R S S R 

144 2003 R R S - - 

146 2003 R R        -- S        -- 

147 2003 R R        -- S S 

148 2003 R R        --      R S 

149 2002 R R        --  R S 

152 95/97 R R S S S 

153 2003 S ... S S S 

154 2003 R R R R R 

156 2003 R R -- R S 

157 2003 R R -- S S 

158 2003 R R -- S        -- 

159 2003 R R R S S 

160 2003 R R -- S S 

171 2003 R S -- R S 

180 2002 S R       -- S S 

    101 Cepas 

S – sensível à isoniazida e ausência de mutação no gene katG  
R – resistente, -- Ausência de dados 

 

  A tabela 2 mostra o resultado dos testes de sensibilidade para as amostras 

utilizadas na análise do gene rpoB. 

 

Tabela 2 - Teste de sensibilidade e ano de coleta das cepas utilizadas na análise do 
gene rpoB 

 
                                                      Testes de Sensibilidade 

 Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S 

1 1996 R R S R R A  

2 2003 R R -- R S  RJ  

3 2003 R R R R R RJ  

4 2002 R R -- S R RJ  

5 2003 R R -- R S A  

6 2003 R R R -- R RJ  

7 2002 R R -- R R A  

8 2002 R R R R R RJ  

9 2003 R R -- R S A  

10 2002 R R -- R S A  

11 2002 R R -- S S RJ  

12 2003 R R R R R RJ  

13 2002 R R -- S S A  
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Continuação da tabela 2. 

 Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S 

14 2002 R R -- R S A  

15 2003 R R -- S R RJ  

16 2003 R R -- R R A  

17 1996 R R S R R A  

18 2003 R R -- R -- RJ  

19 2002 R R R R R RJ  

20 2002 R R -- S R A  

21 2003 R R -- S S RJ  

22 2003 R R -- -- R RJ  

23 2002 R R -- R S A  

24 2003 R R R -- -- RJ  

28 2002 R R -- R S A  

29 2002 R R -- R R A  

31 2002 R R -- R R RJ  

32 2002 R R -- S S A  

34 2002 R R R R S RJ  

35 2003 R R R R S RJ  

36 2003 R R -- R R A  

38 2003 R R -- R R A  

39 2003 R R -- S S A  

40 2002 R R -- S S A  

41 2002 R R -- R S A  

42 2003 R R S -- -- RJ  

43 2002 R R -- R S A  

45 2003 R R -- S S A  

46 2002 R R R R R RJ  

47 2002 R R R R R RJ  

49 2003 R R R R R A  

50 2003 R R -- R R  RJ  

51 2003 R R R R S A  

53 2002 R R R S S RJ  

54 2003 R R -- S R RJ  

55 2003 R R .... S S RJ  

56 2003 R R -- R R A  

57 2002 R R R R R RJ  

58 2003 R S ..... S S A S/ MUT S 

59 2003 R R -- R R A  

61 2003 R R -- R R A  

63 2003 R R -- S S RJ  

64 2003 R R -- R S RJ  

67 2002 R R R R R RJ  

68 2003 R R -- R R RJ  

69 95/96 R R S S S B  

70 95/96 R R S S S B  

71 95/97 R R S S S B  

72 95/96 R R S S S B  

73 95/96 R R R S S B  

74 95/96 R R R S S RJ  

75 95/96 R R S S S B  

77 1997 R R R R R RJ  
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Continuação da tabela 2. 

 Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S 

78 2003 R R R R R RJ  

79 95/96 R R S S S B  

80 95/96 R R S S S B  

81 95/96 R R R S R B  

82 95/96 R R S S -- B  

83 95/96 R R S S S B  

84 95/96 R R S S S B  

85 95/96 R R S S S B  

86 95/96 R R S S R B  

88 2002 R R R R R RJ  

89 2003 R R -- S R RJ  

90 2003 R R -- R -- RJ  

91 2002 R R S R S RJ  

92 2003 R R R R R RJ  

93 2003 R R -- R S RJ  

94 95/96 R R S S S B  

95 95/96 R R R S R B  

100 2003 R R -- S S RJ  

101 2003 R R R S S RJ  

103 2003 R R -- S S RJ  

104 95/96 R R S S R B  

105 95/96 R R S S S B  

106 2003 R R -- R -- RJ  

109 2003 S R -- R R RJ  

114 95/96 R R S S S B  

115 95/96 R R S S S B  

117 2003 R R -- R S RJ  

118 2003 R S -- S R RJ S/ MUT S 

122 2003 R R -- R -- A  

123 2003 R R -- R -- RJ  

124 95/96 R R S S S B  

125 95/96 R R S S S B  

126 2003 R R -- R S RJ  

127 2003 R R R R S RJ  

128 2003 S S S -- -- RJ S/ MUT S 

130 2002 R R -- -- S A  

131 2003 R R -- S S RJ  

134 95/97 R R R S S RJ  

135 2002 R R -- S S A  

136 2003 R R R R S RJ  

139 2003 R R -- R R RJ  

141 2003 R R -- R R A  

142 2003 R R -- R S A  

143 95/97 R R S S R B  

144 2003 R R S -- -- RJ  

148 2003 R R ... R S A  

152 95/97 R R S S S B  

156 2003 R R -- R S RJ  

157 2003 R R -- S S RJ  

158 2003 R R -- S -- RJ  

159 2003 R R R S S RJ  
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Continuação da tabela 2. 

 Cepas Ano INH RMP PZA EMB ST ESTADOS S/ MUT S 

160 2003 R R -- S S RJ  

161 2002 R R R R R RJ  

162 2003 S S ... S S RJ S/ MUT S 

163 2002 S S S S S RJ S/ MUT S 

164 2003 S S S S S RJ S/ MUT S 

166 2002 S S S S S RJ S/ MUT S 

168 2002 R R R R R A  

171 2003 R S -- R S RJ S/ MUT S 

172 2003 R R -- S S A  

173 2002 R R -- -- -- RJ  

174 2003 R R -- R S A  

175 2003 R R -- R R A  

176 2003 R R -- S S A  

177 2002 R R R R S A  

120 Cepas  

RJ - Cepas do Estado do Rio de Janeiro: 65 - 7 S/MUT S = 58  
A   - Cepas de outros estados: 39 - 1 S/ MUT S= 38 
B   - Cepas do Inquérito de Multirresistência = 24  
S/MUT S - cepas com sensibilidade à RMP e sem mutação   
Ano: ano de coleta do material para cultura 

 

Dentre as 101 cepas analisadas para o gene KatG, 11 não apresentaram 

mutação em qualquer das duas regiões estudadas. Destas, duas, provenientes da 

OMS, eram sensíveis à INH (e à RMP). No total, quatro culturas sensíveis à INH não 

apresentaram mutação nas duas regiões analisadas. No quadro 3 podemos 

diferenciá-las dos casos em que ocorreram ausência de mutação nas duas regiões e 

teste de sensibilidade com resistência à INH (7 casos).  

O Quadro 3 mostra ainda os resultados dos testes de sensibilidade para INH 

e RMP de 88 cepas que tiveram mutações em pelo menos uma das regiões do gene 

katG – o que correlaciona as mutações a resistência à INH (as duas cepas com o 

alelo 463 não foram consideradas). São apresentados também os mesmos testes de 

sensibilidade relacionados com as 11 cepas que tiveram ausência de mutações em 

ambas as regiões. Em quatro destes casos havia sensibilidade à INH (casos usados 

como controle) e os sete restantes apresentavam resistência. 
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Quadro 3 - Correlação entre os testes de sensibilidade e mutações das 99 cepas** 

T S Mutações 
Sem mutações em ambas 

regiões   

INH(R) RMP(R)# 21 (21,2%) 4 (4%) 

INH(R) RMP(R) ## 59 (59,6%) 2 (2%) 

INH(R) RMP(R) ### 7 (7%) - 

INH(R) RMP(S) 1 (1%) 1 (1%) 

INH(S) RMP(R) - 2 (2%) 

INH(S) RMP(S)### - 2 (2%) 

Total 88 (88,9%) 11 (11,1%) 

TS – teste de sensibilidade.    
R - resistência  
S - sensibilidade  

    #  Resistência somente à INH e à RMP 
    # # Resistência, pelo menos a um dos seguintes medicamentos: estreptomicina (S),      
    etambutol (E)  ou  pirazinamida (Z). 
    ### Ausência de informação pelo menos para um dos seguintes medicamentos: S, E, Z . 
    Ausência de resistência para os demais. 
    **  As duas cepas sem mutação na região 1 e  com polimorfismo na região 2 (códon 463)   
    foram retiradas da tabela. Ambas eram INH(R) RMP(R) 

 

A Figura 16 exibe o mapa do Brasil com a distribuição das cepas analisadas 

para o gene KatG para os diversos estados. O Estado do Rio de Janeiro está 

representado por maior número de isolados (62) devido à sua incidência de Tb e MR 

ser a mais alta do país. Os outros 39 isolados encontram-se distribuídos pelos 

outros estados, cobrindo a maior parte do território brasileiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

Figura 17 - Mapa do Brasil mostrando os diferentes estados de coleta e número de 
isolados analisados para o gene KatG 

 

 

Legenda: Duas das 3 cepas de GO são provenientes do DF. Estados: AM – Amazonas; PA – Pará; 
MA – Maranhão; CE – Ceará; PB – Paraíba; PE – Pernambuco; BA – Bahia: GO – Goiás; 
MG – Minas Gerais; ES – Espírito Santo; RJ – Rio de Janeiro; SP – São Paulo; PR – 
Paraná. 

 

Os quadros 4, 5 e 6 mostram as cepas com mutações apenas na região 1, 

apenas na região 2 do gene KatG e em ambas as regiões respectivamente. 

 

 
 
 Quadro 4 - Cepas com mutações apenas na região 1 do gene KatG 
 

Códon Mutado N° de Cepas 

Deleção no CD 107 2 

CD 93 – Ala p/ Thr (ACC) 1 

Deleção no CD 4 + Deleção no CD 65 1 

Deleção no CD 4 + CD 1 Val p/ Ala (GCG) 1 

Deleção no CD 67 1 

Deleção no CD 79 1 

(2) 
(5) (4) 

(4) 

(3) 

(6) 

(3) 

(5) 

(1) 

(2) 

(62) 

(3) 

AM 
PA MA CE 

PB 

PE 

BA 

GO 

MG 

SP 
ES (1) 

RJ PR 
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Deleção no CD 4 2 

TOTAL 9 
CD- Códon 

 

Quadro 5 - Cepas com mutações apenas na região 2 do gene KatG 

Códon Mutado N° de Cepas 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) 43 

CD 315 – Ser p/ Asn (AAC) 5 

Inserção no CD 439 2 

CD 463 – Arg p/ Leu (CTG) # 2 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + deleção no CD 493 1 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACA) 1 

CD 315 – Ser p/ Ile (ATC) 1 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + CD 399 Glu (GAA) p/ Glu (GAG) ## 1 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + CD 463 Arg p/ Leu (CTG) 1 

CD 336 – Leu p/ Pro (CCG) 1 

CD 439 Gln p/ TAG ### 1 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + deleção no CD 485 1 

TOTAL 60 
# Polimorfismo. ## Mutação silenciosa. ### Stop códon. CD- Códon 

 

 
Quadro 6 - Cepas que apresentaram mutações em ambas as regiões do gene KatG 
Região 1 – Códon Mutado Região 2 – Códon Mutado N° de Cepas 

Deleção no CD 4 CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) 12 

Deleção no CD 4 CD 315 – Ser p/ Asn (AAC) 2 

Deleção no CD 4 CD 315 – Ser p/ Thr (ACA) 1 

Deleção no CD 4 
CD 328 – Trp p/ Arg (CGG) + 

Inserção no CD 439 
1 

Deleção no CD 4 
CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + 

CD 463 Arg p/ Leu (CTG) # 
1 

Deleção no CD 4 
CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) + 

CD 399 Glu (GAA) p/ Glu (GAG) ## 
1 

Deleção no CD 4 +  

Deleção no CD 26 + 

Deleção no CD 65 

CD 315 – Ser p/ Thr (ACC) 1 

Deleção no CD 4 + 

Deleção no CD 2 + 

Deleção no CD 11 

CD 412 – Trp p/ Cys (TGC) 1 

CD 17 – Ser p/ Thr (ACC) + 

Inserção entre CD 92 e 93 
CD 315 – Ser p/ Thr (ACA) 1 

TOTAL  21 
# Polomorfismo. ## Mutação silenciosa. CD- Códon 

 

Através destes três quadros (4,5 e 6), podemos observar as mutações 

(mutações pontuais, inserções e deleções) e a ausência das mesmas, que 

ocorreram concomitantemente nas regiões 1 e 2. Com exceção de mutações no 

códon 486 e mutações silenciosas, qualquer outro tipo de mutação, em uma ou 

ambas as regiões, sempre produz resistência à INH. Na região 1 não ocorreram 



55 

mutações, em 71 cepas. Nas outras 30 cepas houve 33 deleções de nucleotídeos, 

sendo que a deleção do último nucleotídeo do códon 4 esteve presente 20 vezes, 

separadamente, e quatro vezes, em associação com outras mutações. Apenas uma 

inserção e três mutações pontuais foram registradas. Na região 2, das 101 cepas, 

não houve mutação em 20 - onze estavam associadas a ausência de mutação na 

região 1. Ocorreram três mutações isoladas no códon 463, de Arginina (CGG) para 

Leucina (CTG). Este alelo não causa resistência à INH e é considerado apenas 

como um polimorfismo (Hijjar, 2008). Nas outras 79 cepas houve duas deleções, três 

inserções e 83 mutações pontuais, sendo 73 no códon 315 (72,2% dos 101 casos). 

A mutação Serina (AGC) para Treonina (ACC) ocorreu 61 vezes (56 vezes como 

forma isolada, enquanto em seis vezes estava associada a mutações em outros 

códons). A mutação Serina (AGC) para Asparagina (AAC) aconteceu sete vezes, 

para Treonina (ACA) três e para Isoleucina (ATC) uma vez. Nesta mesma região 

houve uma mutação silenciosa no códon 399, de Ácido glutâmico (GAA) para Ácido 

glutâmico (GAG), associada à outra mutação, responsável pela resistência à INH.  

Em mais duas cepas surgiu uma mutação no códon 463, mas associada à mutação 

do códon 315.  A mutação no códon 439, de Glutamina (CAG) para (TAG) codifica 

um códon de parada de síntese de RNA (stop códon). As mutações da região 2 

permitiram o diagnóstico de resistência à INH em 79 cepas ou 78,2% dos 101 casos. 

Nove cepas que não mostraram mutações na região 2 tiveram mutações na região 1 

(Quadro 4). Isto significa que esta região permitiu o acréscimo do diagnóstico de 

resistência à INH para 88 cepas (87,1% das 101 cepas) o que aumentou a 

positividade em 8,9%. Um resumo das localizações das mutações encontradas para 

as duas regiões do gene KatG é apresentado na Figura 17, com seus principais 

resultados explicitados na Figura 18. 
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Figura 18 - Localizações das Mutações Encontradas no gene KatG 

 

 

 

 

      

 

 

 

Figura 19 - Principais resultados para as duas regiões do gene KatG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
              Legenda: Para as 97 cepas resistentes a INH, mutações no códon 315 

ocorreram em 75,3% e deleções no códon 4 em 24,7% dos 
casos.  

 

 

Com relação à análise do gene rpoB, a Figura 19 exibe o mapa do Brasil e a 

distribuição das cepas para os diversos estados. Como explicitado anteriormente, o 

Estado do Rio de Janeiro possui a maior incidência de Tb e MR do país, sendo 
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assim representado por 58 isolados. Os outros 62 isolados encontram-se 

distribuídos pelos outros 15 estados.  

 

Figura 20 - Mapa do Brasil mostrando os diferentes estados de coleta e número de 
isolados analisados para o gene rpoB 

 
       

 

 

Legenda: Estados: AC – Acre; AM – Amazonas; PA – Pará; MA – Maranhão; CE – Ceará; 
PB – Paraíba; PE – Pernambuco; BA – Bahia: GO – Goiás; MG – Minas Gerais; 
ES – Espírito Santo; RJ – Rio de Janeiro; SP – São Paulo; PR – Paraná, SC – 
Santa Catarina; RS – Rio Grande do Sul. 

 

O perfil de resistência a drogas (INH, RMP, EMB e ST) para 105 dos 120 

isolados multiresistentes é mostrado na Tabela 3. Testes para PZA não foram 

reportados devido à dificuldade de obtenção destes dados em meio LJ. Quinze 

isolados foram excluídos da tabela por terem apresentado apenas os resultados 

para INH e RMP, com resultados incompletos para EMB ou ST. No Rio de Janeiro, a 
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resistência a todas as drogas foi predominante (16 isolados), enquanto nos outros 

estados a resistênca dupla, a INH e RMP foi mais comum (26 isolados). 

 

Tabela 3 - Perfil de resistência a drogas dos isolados multirresistentesa 

Resistência 
Rio de Janeiro 

(N) 

Outros 

estados 

(N) 

Todos os 

estados 

(N) 

INH + RMP 14 (30,4%) 26 (44,0%) 40 (38,0%) 

INH + RMP + EMB 11 (23,9%) 13 (22,0%) 24 (22,9%) 

INH + RMP + ST 4 (8,7%) 6 (10,2%) 10 (9,5%) 

INH + RMP + EMB + ST 16 (34,8%) 14 (23,7) 30 (28,6%) 

(INH  S ) + RMP + EMB + ST 1 (2,2%) 0 (0,0%) 1 (1%) 

Totala 46 (100%) 59 (100%) 105 (100%) 
 
INH – isoniazida; RMP – rifampicina; EMB – etambutol; ST - streptomicina; 
 a
Para 15 isolados obtivemos informação para INH e RMP com resultados incompletos 

para EMB or ST. Estes 15 foram excluídos da tabela. 

 
  Entre os 120 isolados MR analisados, não foi encontrada mutação no gene 

rpoB em 13 cepas resistentes a RMP. Doze eram MR, e uma era sensível à INH e 

resistente à RMP. Estas foram seqüenciadas fora da região RRDR (do códon 161 

ao 683) e não foram encontradas mutações exceto uma silenciosa de GAC para 

GAT (ambos os códons codificam o ácido aspártico). As outras 107 cepas 

apresentaram 118 diferentes mutações no gene rpoB. A Tabela 4 mostra os tipos 

de mutações detectadas e suas freqüências. Entre as mutações encontradas, 57 

ocorreram em isolados do Rio de Janeiro e 61 em isolados de outros estados. 

Entre as 118 mutações, 96 foram simples, 9 duplas, uma tripla e houve uma 

inserção. Todas foram mutações pontuais com trocas de aminoácidos. Os códons 

mais freqüentemente mutados foram: 531 (45,6%), 526 (26%) e 516 (12,5%). Em 

outros onze códons, um total de 18 (15,2%) mutações foi encontrado, 

principalmente nos códons 511 (3,4%) e 513 (3,4%). Também foram observadas 

mutações fora da região RRDR, uma no códon 545, uma mutação simples, e 

quatro outras nos códons 471, 475, 483 e 545, que estavam presentes em quatro 

isolados de mutações duplas. Estas últimas apresentaram-se sempre associadas a 

mutações na região RRDR, nos códons 531 ou 526. Nenhum isolado sensível a 

RMP (utilizado como controle) apresentou mutação no gene rpoB. 
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Tabela 4 - Resumo das mutações encontradas no gene rpoB em 107 de 120 
isolados multirresistentes 

 

Codons                Tipo de mutação                                     N (%)                     

511 Leu CTG  Pro CCG    1 (0.8) 

  

513 Gln CAA  Pro CCA    3 (2.5) 

513 Gln CAA – Leu CTA    1 (0.8) 

  

516 Asp GAC  Tyr TAC    8 (6.8) 

516 Asp GAC Val  GTC    5 (4.2) 

  

526 His   CAC –Asp GAC    9 (7.6) 

 His   CAC – Tyr TAC  12 (10.1) 

 His   CAC –Asn AAC    1 (0.8) 

 His   CAC – Arg CGC    1 (0.8) 

 His   CAC – Leu CTC    2 (1.7) 

 His   CAC – Cys TGC                     2 (1.7) 

 His   CAC –  Ser TCC                      1 (0.8) 

  

531                        Ser   TCG  Leu TTG  44 (37.2) 

 Ser   TCG  Trp TGG    5 (4.2) 

  

545 Leu CTG   Pro CCG    1 (0.8) 

  

511   516    Leu CTG − Pro CCG  (511)    2 (1.7) 

 Asp GAC – Tyr TAC  (516)  

  

511   518  Leu CTG –  Pro CCG (511)         2 (1.7) 

 Asn AAC– Asp GAC (518)      

  

526   483   His CAC – Asn AAC (526)    2 (1.7) 

 Asp GAC– Gly GGC (483)      

  

526   508 His CAC –  Tyr TAC (526)    2 (1.7) 

 Thr ACC –  Pro CCC (508)      
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Continuação da Tabela. 4 

Codons                Tipo de mutação                                     N (%)                     

526   510   His CAC – Tyr TAC  (526)   2 (1.7) 

 Gln CAG –His CAC  (510)      

  

531   471   Ser TCG  – Leu TTG (531)    2 (1.7) 

 Met ATG – Ile   ATT (471)      

  

531   475 Ser TCG  – Leu TTG  (531)    2 (1.7) 

 Val GTG – Gly GGG  (475)      

  

531   511    Ser TCG  – Trp TGG  (531)    2 (1.7) 

 Leu CTG –  Pro CCG (511)       

    

531   545 Ser TCG  – Leu  TTG (531)    2 (1.7) 

 Leu CTG – Pro CCG  (545)       

  

531 516  522   Ser TCG  – Leu TTG (531)    3 (2.5) 

 Asp GAC– Glu GAA (516)      

 Ser TCG  – Leu TTG (522)      

  

514 − 515 Inserção  Phe TTC    1 (0.8) 

  

Total a                                                                118 (100) 

a
 Numero total (N) de mutações é a soma das mutações simples, duplas, 

triplas e inserções. Treze isolados não apresentaram mutações.   

 

            A Tabela 5 mostra o tipo e freqüência de mutações encontradas nos 

códons 531, 526 e 516, para o Rio de Janeiro e para os outros estados brasileiros. 

No Rio de Janeiro, as mutações mais freqüentes foram: Ser531 para Leu (21,2%), 

Asp516 para Tyr (5%) e  His526 para Asp (2,5%). Entre os outros estados, as 

mutações mais freqüentes foram: Ser531 para Leu (19,4%), His526 para Tyr (11%) 

e Asp516 para Tyr (2,5%).  
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Tabela 5 - Resumo das mutações encontradas nos códons 531, 526 e 516 do gene 
rpoB no Rio de Janeiro comparado com outros estados e a totalidade 
dos estados 

 

Codons                                                      RJ              Outros           Todos  
                                                                                     Estados         Estados 

                                       
516  Acido Aspartico  10 (8,4%) 5 (4,1%)     15(12,5%) 
    
526  Histidina 8 (6,6%) 23 (19,4%) 31 (26%) 
    
531  Serina 31(26,2%) 23 (19,5%)     54 (45,7%) 
    
Outros códons    8 (6.8%)  10 (8.5%)     18 (15.3%) 
    

Total 57 (48.0%)  61 (51.5%)   118 (100%) 

 

          A freqüência de mutações encontrada para os códons 531, 526 e 516 foi 

comparada entre o Estado do Rio de Janeiro, os outros estados e todos os 

estados. A Figura 16 mostra que, quando o Rio de Janeiro é removido da análise, 

a freqüência de mutações nos códons 531 e 526 para os outros 15 estados é 

similar. Apenas a diferença no número de mutações no códon 526 entre Rio de 

Janeiro e outros estados foi estatisticamente significativa (p= 0,002). No entanto, 

quando todos os estados são analisados ao mesmo tempo, o códon 531 volta a ser 

o mais freqüentemente alterado. 
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Figura 21 – Variação do número de mutações nos códons 531, 526 e 516 no 
Estado do Rio de Janeiro, nos outros estados e em todos os estados 
brasileiros analisados 

         

Legenda: Apenas a diferença no número de mutações do códon 526 entre o Rio de Janeiro e os 
outros estados foi estatisticamente significativa (p= 0.002) (teste Qui-quadrado). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

4.1 Análise do gene KatG 

 

 

A INH é um fármaco com estrutura molecular simples, mas com mecanismo 

de ação complexo, envolvendo vários genes, sendo os mais importantes o katG e o 

inhA. Para o estudo da resistência à INH, por mutações no gene katG, analisamos 

101 cepas de MTb. Dentre estas, 97 são multirresistentes e quatro são sensíveis à 

INH. Sete cepas multirresistentes não apresentaram mutação em ambas as regiões 

analisadas. Assim, pode-se concluir que a mutação responsável pela resistência 

encontra-se ou em uma região do katG não estudada ou se localiza em outro gene 

relacionado à resistência ao fármaco. Nosso estudo se concentrou em duas regiões 

próximas, no início do gene katG. Mutações (excluindo as mutações silenciosas e os 

polimorfismos), em qualquer destas regiões são capazes de produzir resistência a 

INH. Estas regiões apresentam comportamentos diferentes em relação aos números 

e tipos de mutação.  

Na região 1 do gene KatG houve grande quantidade de inserções e 

deleções. Em 24 cepas encontramos um novo alelo, ainda não descrito na 

literatura, gerado pela deleção do último nucleotídeo (adenina) no códon 4. Na 

região 2, as mutações no códon 315 foram as mais comuns (72,2% dos 101 casos), 

principalmente de Serina AGC para Treonina ACC (61 vezes) e para Asparagina 

AAC (sete vezes). A prevalência de mutações neste códon apresenta ampla 

variação geográfica no mundo. Estes números são importantes porque podem 

predizer a capacidade de um teste que use apenas a análise do códon 315, para 

diagnóstico rapido da resistência à INH. Na nossa casuística, a região 1 permitiu o 

diagnóstico de mutação em nove casos em que não houve mutações na região 2, 

aumentando a positividade do diagnóstico de resistência à INH em 8,9%. Já a 

análise da região 2 permitiu o diagnóstico de resistência à INH em 78,2% das 

cepas, resultado semelhante ao que é observado na literatura. Supondo que estes 

nove casos tivessem plena possibilidade de serem diagnosticados pela análise do 

gene inhA, teríamos que pesquisar as mutações tanto na parte estrutural quanto na 

região promotora do gene. 
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Em outro estudo realizado no Brasil, que analisou 97 cepas INH resistentes 

de dois estados - São Paulo e Paraná (Cardoso et al., 2004), foram observadas 83 

mutações no gene katG (85,6%), sendo 60 no códon 315 (61,9%) e 23 (23,7%) em 

outros códons. Quatorze cepas INH resistentes (14,4%) não tiveram mutações no 

gene katG. Destas, 12 (12,4%) apresentaram mutações em outros genes. O alelo 

Arginina 463 Leucina (polimorfismo) ocorreu em dois casos (2% dos 97 casos). No 

local correspondente à nossa região 1,  houve uma inserção no nucleotídeo 17 e 

quatro mutações pontuais. Na área correspondente à nossa região 2, além das 

mutações pontuais ocorreram duas inserções e uma deleção. Um outro trabalho do 

Estado de São Paulo analisou 48 cepas resistentes à INH, compreendendo os 

códons de 243 a 368 (376 nucleotídeos), que correspondem à região 2 da nossa 

análise. Houve mutação pontual no códon 315 em 60,4% das cepas, sendo a 

maioria (79,3%) de Serina (AGC) para Treonina (ACC) (Höfling et al., 2005). A 

análise de 69 cepas resistentes à INH em três estados brasileiros, explorando a 

região correspondente à nossa região 2, revelou mutações pontuais no códon 315 

em 60, 60,9 e 87,1% dos isolados dos Estados de São Paulo, Rio de Janeiro e Rio 

Grande do Sul, respectivamente. Dois casos de mutação pontual no códon 463 não 

implicaram em resistência à INH (Silva et al., 2003).  Logo, no Brasil, as variações 

do número de mutações no códon 315 são de 60 a 87,1%. 

Uma pesquisa realizada em KwaZulu - Natal, na África do Sul, com 79 cepas 

multirresistentes de Tb, usando a técnica de polimorfismo de conformação de fita 

simples (SSCP) para pesquisar mutações em uma região de 209 pares de base 

que contém o códon 315, diagnosticou 77 casos de resistência à INH (94,7 %) 

(Kiepiela et al., 2000). Em Barcelona, a análise de 61 cepas INH resistentes 

mostrou alterações no gene katG em 55% dos casos e as mutações no códon 315 

foram as mais prevalentes (32%) (Coll et al., 2005). Portanto, em outros países, as 

variações de mutações no códon 315 vão de 32% em Barcelona a 94,7% na África 

do Sul. 

 Em conclusão, a mutação no códon 315, de Serina AGC para Treonina ACC 

é a mais freqüente em todos os trabalhos. 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. 
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4.2 Análise do gene rpoB 

 

 

A RMP, embora apresente estrutura química complexa, tem um mecanismo 

de ação mais simples em relação à INH.  Cerca de 95% das cepas resistentes 

apresentam mutações na região central do gene rpoB, com 81 pares de base, 

delimitada pelos códons 507 a 533 e denominada RRDR (rifampin resistance 

determining region). Neste trabalho analisamos 120 cepas MR de MTb. Treze eram 

resistentes à RMP e não apresentaram mutações (10,8%). A resistência a RMP 

somada a ausência de mutação na região RRDR do gene rpoB geralmente está 

relacionada a ocorrência de mutações em outros códons fora desta região, como no 

146 ou 251, conforme descrito na literatura (Heep et al., 2001), ou a existência de 

outro mecanismo de resistência. Foram desenhados oligonucleotídeos específicos 

para uma região mais abrangente do gene rpoB para estas 13 amostras e foi 

encontrada apenas uma mutação silenciosa, o que aponta para a atuação de um 

outro mecanismo de resistência que não a mutação.  

          Uma pesquisa realizada na Federação Russa, com 412 cepas MR e técnica 

de análise por espectrometria de massa, observou ausência de mutação em 10,7% 

dos casos (Afanas’ev et al., 2007).
 Outra possibilidade para este fato, além das 

descritas acima, é a heterorresistência, definida como a coexistência de bactérias 

resistentes e sensíveis aos medicamentos para Tb, em um mesmo paciente. É um 

pré-estágio para a resistência, como um todo, e pode ocorrer por duas causas: a 

super-infecção, com duas diferentes cepas ou a transformação de uma cepa em 

duas, uma resistente e outra sensível, pela não aderência do doente ao tratamento. 

O cultivo em meio com RMP, de uma cepa suspeita de apresentar 

heterorresistência, seleciona a variante resistente e permite o diagnóstico correto 

das mutações (Fang et al., 2008).  Com a exceção dos casos de resistência primária, 

nossos pacientes foram submetidos a dois ou mais tratamentos com RMP no 

esquema terapêutico até o diagnóstico de multirresistência e isso elimina a 

possibilidade de heterorresistência. 

        A percentagem de códons mutados na resistência à RMP também sofre 

influências regionais. Na federação Russa, como já citado, as mutações 

predominantes ocorreram nos códons 531 (64,8%), 526 (10,3%) e 516 (7,7%) do 

gene rpoB, distribuição semelhante à observada no Brasil. A prevalência de 
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mutações no códon 531 também ocorre na Alemanha e na Itália, mas nos Estados 

Unidos e na China, o maior número de mutações ocorre no códon 526 (Afanas’ev et 

al., 2007). 

O diagnóstico de MR só se confirma através de cultura e teste de 

sensibilidade. O método em meio de Löwenstein-Jensen disponibiliza o resultado em 

30 a 60 dias, tempo demasiadamente longo. O método automatizado de cultura para 

micobactérias, como o sistema BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator 

Tube) é capaz de fornecer resultado em 10 a 15 dias, mas se torna dispendioso para 

uso em hospitais públicos (Srisuwanvilai et al., 2008; Almeida et al., 2005; Gouveia 

et al., 2008). O diagnóstico de resistência por mutação em determinados genes a 

partir do DNA do bacilo cultivado também é dispendioso mas vem permitindo a 

identificação de regiões gênicas com maior incidência de mutações e promove o 

desenvolvimento de métodos de diagnóstico rápidos e pouco trabalhosos, por meio 

de técnicas de biologia molecular. O método INNO-LiPA Rif. Tb é específico para a 

RMP e identifica as mutações mais comuns na RRDR (Rossau et al., 1997; Makinen 

et al., 2006). Os métodos Genotype MTBDR Assay e Real-Time PCR diagnosticam 

mutações tanto na RRDR quanto no códon 315 do gene katG (Cavusoglu et al., 

2006; Viedma et al., 2002; Hilleman et al., 2007). Estes métodos dependem de kits, 

que também são de alto custo para uso em instituições públicas. Mokrousov e 

colaboradores (Mokrousov et al., 2002) utilizaram, em seu trabalho, a técnica de 

PCR-RFLP (PCR- restriction fragment lenght polymorphism) que usa a enzima de 

restrição HAPII para diagnosticar a mutação no códon 315 (Serina AGC para 

Treonina ACC). Este método tem sido importante como um marcador de resistência 

para a INH no noroeste da Rússia por ser rápido, ter baixo custo, apresentar 

manipulação simples e ser fácil de interpretar. O método requer apenas 

aparelhagem padrão de PCR e de eletroforese. Novas pesquisas precisam ser 

realizadas para avaliar melhor esta técnica. 

 Neste trabalho, o Estado do Rio de Janeiro apresentou o maior número de 

isolados resistentes a todas as drogas de primeira linha no tratamento da 

tuberculose (INH, RMP, EMB, ST), enquanto, para os outros estados, a maioria dos 

isolados era resistente apenas a INH e RMP. Várias análises em diferentes regiões 

do mundo vêm demonstrando percentagens de mutação no gene rpoB em ordem 

decrescente  de freqüência nos códons 531, 526 e 516. Herrera et al. (2003) na 

Espanha encontrou as seguintes porcentagens: 531- 48.5%, 526- 27.8% e 516- 
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14.2%. Huang et al. (2002) na China, Mani et al. (2001) na Índia e Schilke et al. 

(1999) na África, observaram proporções semelhantes. Siddiqi et al. (2002) na Índia 

encontrou um número maior de mutações no códon 516 em comparação ao 526, 

tendo observado as seguintes freqüências: 531- 38.7%, 516- 21.5% e 526- 20.4%. 

Heep et al. (2001) na Alemanha, Tracevska et al. (2003) na Latvia – Rússia e Qian 

et al. (2002) em países do leste asiático (China, Korea, Japan e Taiwan) também 

obtiveram resultados semelhantes. 

Observa-se que as várias regiões do mundo mostram dois tipos principais de 

padrão de mutação, em ordem decrescente: códons 531, 526, 516 e 531, 516, 526. 

Mas nenhuma associação de mutação específica com um determinado genótipo 

pôde ser determinada em estudos publicados, quando se analisou a prevalência de 

mutações no gene rpoB no leste asiático ou na Latvia (Qian et al., 2002; Tracevska 

et al., 2003; Hillemann et al.,  2005). 

No Brasil, quatro estudos analisaram as mutações no gene rpoB, de cepas 

resistentes à rifampicina (Spindola de Miranda et al., 2001; Valim et al., 2000; 

Oliveira et al., 2003; Höfling et al., 2005). Em um deles, Valim et al. (2000) 

estudaram 82 cepas resistentes e 18 sensíveis, isoladas de pacientes do Rio 

Grande do Sul, São Paulo e Rio de Janeiro. Os principais códons afetados foram 

531 (54%), 526 (21%) e 516 (7%). Três cepas resistentes à RMP (4%) e as cepas 

sensíveis não apresentaram mutações. Em outro trabalho, Höfling et al. (2005) 

seqüenciaram 25 cepas resistentes à RMP e nove sensíveis, todas do estado de 

São Paulo. Entre as cepas resistentes houve mutações nos códons 531 (60%), 526 

(24%), 533 (4%) e 516 (4%). A única inserção ocorreu entre os códons Phe514 – 

Met515, o mesmo local em que ocorreu a nossa única inserção, mutação já descrita 

por Qian et al. (2002) para um isolado da cepa Beijing. O nosso estudo mostrou que 

nas 122 mutações pontuais (com relação a todos os estados) os códons mais 

afetados foram: 531 (46.8%), 526 (25.3%) e 516 (12.3%). Estes resultados seguem 

um dos padrões já descritos em várias regiões do mundo. 

 Spindola de Miranda et al. (2001) analisaram mutações em 62 cepas 

resistentes e sensíveis a RMP. Destas, 25 (18 resistentes) foram obtidos do Brasil 

(São Paulo e Rio de Janeiro) e 37 (16 resistentes) da França, África e Ásia. 

Mutações foram identificadas em 100% dos isolados resistentes a RMP 

provenientes da França (16/16) e em 89% (16/18) nos isolados brasileiros. Nenhuma 

mutação foi detectada nos 28 isolados sensíveis, como previsto. Entre os isolados 



68 

da Fraca, África e Ásia, as mutações ocorreram nos códons 531 (31,2%), 526, 513 e 

533 (18,7% cada), 516 (6,2%) e 516 em associação ao 533 (6,2%) enquanto, para 

os isolados brasileiros, o códon 531 foi o mais freqüentemente mutado (72,2%), 

seguido pelo 526 (11,1%) e 513 (5,5%).  

Como o Estado do Rio de Janeiro apresenta alta incidência de Tb e de TbMR, 

quisemos comparar as mutações que ocorreram em 58 isolados deste Estado com 

as presentes em 62 isolados de outros estados brasileiros. O Estado do Rio de 

Janeiro, mostrou a prevalência da mutação: Ser531 (26,2%), enquanto os outros 

estados mostraram uma freqüência similar para Ser531 (19,4%) e para His526 

(19,4%). Quando é feita a análise para todos os estados, o códon 531 volta a ser o 

mais freqüentemente alterado, seguido pelo 526 e 516. Nosso estudo foi, até o 

momento, o de maior número de isolados resistentes analisados no Brasil, e nós 

consideramos a freqüência de mutações nestes códons como um padrão brasileiro.  

 

 

4.3 Tuberculose, uma questão social        

 

 

Logo no início deste trabalho dissemos que a Tb é a principal causa de morte 

em adultos por doença infecciosa única nos países em desenvolvimento e que seu 

agente causal infecta um terço da humanidade e causa 8 milhões de novos casos de 

Tb por ano, com 1,6 milhão de óbitos (Frieden et al., 2003).  Estas considerações 

dão ao MTb o status de bactéria especial, com características diferentes e grande 

poder de infecção e de morte. Afirmamos também que a Tb tem opção preferencial 

pelos pobres, que são desnutridos, com pouca escolaridade, não valorizam 

adequadamente a saúde, residem em aglomerações e muitos são vítimas do 

alcoolismo e dependentes de um sistema de saúde precário (Albuquerque et al., 

2001). As características do bacilo, associadas à pobreza e à infecção pelo HIV, 

completam-se para a progressão e a agressividade da doença (Deriemer et al., 

2007). Se não fosse assim, a Tb teria o mesmo perfil de agressividade, tanto em 

países pobres quanto nos ricos ou em áreas ricas e pobres de uma cidade. Se 

considerarmos que no mundo existem oitocentos e trinta milhões de miseráveis, 

passamos a entender que o problema maior da Tb não é o bacilo. A tuberculose tem 

cura. Seu tratamento se baseia em dois medicamentos principais: isoniazida e 
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rifampicina. A resistência a um destes fármacos, ou a ambos, compromete bastante 

a possibilidade de resgate do paciente (Mak et al., 2008; Espinal et al., 2000).   

 

 

4.4 Considerações sobre estudos epidemiológicos 
 

 

 Vários trabalhos, em biologia molecular, que usam cepas de MTb, analisam 

previamente as amostras através da técnica de RFLP (restriction fragment length 

polymorphism) ou spoligotyping, não só para estudo epidemiológico, como também 

para identificar cepas repetidas de um mesmo paciente para eliminá-las. Isto é 

necessário porque os pacientes MR fazem muitas culturas de escarro durante o 

tratamento (Holtz et al., 2006). As cepas que recebemos para análise eram 

identificadas pelo nome e o estado de origem e pudemos eliminar 19 repetidas, sem 

necessidade de uso das técnicas citadas. 

 Embora tenhamos analisado mutações nos genes katG e rpoB de amostras 

de 13 e 16 estados, respectivamente, não tivemos o objetivo inicial de fazer estudos 

epidemiológicos. Mas é interessante procurarmos saber se existe o genótipo Beijing 

no Brasil e, existindo, como se comporta a associação HIV/multirresistência. 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 cluster de 

quatro casos 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 TbMR na 

população em geral, como tem sido descrito em microepidemias de TbMR e HIV em 

países com  baixa incidência de Tb. Esta associação é encontrada em populações 

restritas em presídios ou em clínicas para pacientes HIV positivos. A freqüência, no 

Brasil, da associação TbMR e HIV é de 8% (Baptista et al., 2002).  
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4.5 Tuberculose X – DR 

 

 

A Tb – XDR (resistência pelo menos à INH e à RMP, pelo menos a uma 

medicação de segunda linha injetável – canamicina, amicacina ou capreomicina - e 

a qualquer fluoroquinolona) surgiu como uma grande ameaça para o mundo 

(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 (WHO, 2008c). O tratamento deste tipo de 

Tb é extremamente difícil, pela escassez e preço de fármacos sensíveis. Na Coréia, 

um grupo de 1.407 pacientes, com diagnóstico de MR (definição internacional), HIV-

negativos, foram analisados como uma coorte por sete anos. Setenta e cinco casos 

apresentavam Tb – 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, de 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 a média de 5,3 medicamentos. Os fármacos mais 

usados foram: capreomicina 25 vezes (53,2%), moxifloxacina 34 (72,3%), ou 

levofloxacina  20 (42,6%), cicloserina 47 (100%), etionamida 31 (66,0%), 

amoxacilina + clavulanato 47 (100%)  e clofazimina 46 (97,9% - medicamento já não 

mais em uso). Outros fármacos, como etambutol, pirazinamida, amicacina e ácido 

paramino salicílico (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). 

Com relação aos pacientes analisados neste estudo, existe a possibilidade de 

vários MR falidos serem XDR. São pacientes que tomaram amicacina, ofloxacina, 

terizidona, etambutol e clofazimina (esta até 2005) 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. Os testes de sensibilidade para ofloxacina e amicacina podem classificar 

vários destes doentes como XDR.  
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CONCLUSÕES 
 

 

a) A análise das regiões 1 e 2 do gene katG diagnosticou a resistência à 

isoniazida em 87,1% dos 101 isolados analisados; 

b) A análise da região 1 aumenta o diagnóstico genotípico da resistência 

à isoniazida, por mutação pontual, deleção ou inserção no gene KatG e 

deve ser estudada em conjunto com a região 2; 

c) A região 1 do gene katG se caracterizou pela predominância de 

deleções, principalmente no códon 4 (24,7% das 97 cepas resistentes 

a INH); 

d) A região 2 do gene katG mostou predominância de mutações pontuais, 

principalmente no códon 315 (75,3% das 97 cepas resistentes a INH); 

e) Mutações concomitantes nas duas regiões do gene KatG não são 

comuns (21,6% das 97 cepas resistentes a INH); 

f) A mutação mais freqüente na região 2 do gene katG foi de Serina AGC 

para Treonina ACC (78,3% das 60 cepas que apresentaram mutação 

somente na região 2); 

g) Sete cepas resistentes a INH não tiveram mutação nas regiões de 

análise do KatG, o que indica a presença de mutação em outros genes 

relacionados a resistência a esta droga; 

h) A ausência de mutações, nas cepas resistentes à INH, indica que as 

mutações podem ter ocorrido em outra região do katG não analisada, 

ou em outro gene ligado a resistência à INH; 

i) A análise do gene rpoB diagnosticou a resistência à rifampicina em 

89,2% das cepas; 

j) Quase todas as amostras apresentavam mutações pontuais únicas no 

gene rpoB ou muito próximo a ela; 

k) Todas as mutações no gene rpoB ocorreram na RRDR; 

l) No gene rpoB, o padrão de mutações no Brasil (Serina, Histidina e 

Ácido aspártico) coincide com o padrão de vários outros países; 

m) Apenas uma mutação silenciosa foi encontrada nas 13 amostras 

seqüenciadas do gene rpoB fora da região RRDR, o que indica estar 

havendo um outro mecanismo de resistência que não a mutação. 
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ANEXO A -    Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário 

Pedro Ernesto – UERJ 
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ANEXO B - Isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis strains arising from 
mutations in two different regions of the katG gene 
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ANEXO C - Evolução clínica de um grupo de pacientes com TB multirresistente 
atendidos em um centro de referência na cidade do Rio de Janeiro 

 



93 

 
 



94 

 
 



95 

 
 



96 

 
 



97 

 
 



98 

 
 



99 

 
 



100 

 
 



101 

ANEXO D - Métodos moleculares no diagnóstico da tuberculose e na resistência do 

Mycobacterium tuberculosis às drogas 
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