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Resumo 

Entre as doenças infecciosas, a tuberculose (TB) é considerada uma das mais prevalentes e 

com altas taxas de mortalidade. O panorama é ainda mais complicado pelo aumento das cepas 

de Mycobacterium tuberculosis resistentes aos principais fármacos utilizados no tratamento 

anti-TB. O diagnóstico precoce e a identificação dos principais genes de resistência são 

considerados os fatores mais importantes para o controle da doença. O objetivo deste estudo 

foi padronizar e avaliar o uso da genotipagem por PCR em tempo real para identificar as 

principais mutações envolvidas na resistência à isoniazida - INH (katG 315 G/C e inhA -15 

C/T). Para a realização da PCR em tempo real foram analisadas 55 amostras de DNA extraído 

de cultura de M. tuberculosis resistente à INH, previamente caracterizadas por 

sequenciamento. A concordância entre os testes (PCR em tempo real versus sequenciamento) 

foi, para o alvo katG, o índice Kappa de 0,89. A sensibilidade e especificidade foram 97 e 

91%, respectivamente. Para inhA, o índice de Kappa foi de 0,91, a sensibilidade e 

especificidade foram 94 e 97%, respectivamente. A análise da curva ROC mostrou a área sob 

a curva (AUC) de 0,94 para katG e 0,96 para inhA (para ambas as avaliações, a AUC 

apresentou significância estatística de p <0,001). Concluiu-se que a genotipagem por PCR em 

tempo real é um bom método para identificar as principais mutações envolvidas na resistência 

à INH, assim como pode ser uma alternativa ao sequenciamento. 
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INTRODUÇÃO 

 A tuberculose (TB) resistente a medicamentos tem aumentado em todo o mundo, 

exigindo o desenvolvimento de novos testes de detecção de resistência. As principais drogas 

usadas no tratamento de primeira linha da TB são a isoniazida (INH) e a rifampicina (RIF), e 

a resistência a ambas às drogas configura-se em casos de tuberculose multidroga resistente 

(TB- MDR). Até recentemente, a RIF era considerada como um marcador de TB-MDR, visto 

que, frequentemente essa resistência está associada à resistência à INH. Há estudos 

recorrentes que mostram o agente Mycobacterium tuberculosis resistente à INH e sensível à 

RIF; significando um fator de risco para pobres desfechos (GARCIA-PRATS et al., 2016; 

DHEDA et al., 2017). 

 A monorresistência à INH apresentou uma média global, em 2014, de 9,5% de novos 

casos e 14% de casos de TB previamente tratada. No entanto, testes de rotina para a 

identificação da resistência à INH não são usados como testes de primeira escolha na maioria 

dos casos (DHEDA et al., 2017). Em geral, mutações que conferem resistência à INH 

ocorrem nos genes katG e inhA e são encontradas em 75-85% dos isolados resistentes a esse 

fármaco (PERIZZOLO et al., 2012, JAGIELlSKI et al., 2014, SEIFERT et al., 2015). A 

mutação mais comum no gene katG surge no códon 315 pela substituição do aminoácido 

serina (AGC) pela treonina (ACC), com diminuição da ação da catalase, importante para 

ativação do fármaco (SILVA; PALOMINO, 2011). Em vários estudos em todo o mundo, a 

frequência de cepas resistentes à INH varia de 50 a 100%, com a mutação no códon 315 do 

gene katG (HILLERMANN et al., 2005, ZHANG et al., 2005, VAN DOORN et al., 2006).

 O gene inhA codifica a proteína transportadora de ácido graxo enoil-ACP redutase 

(NADH), que é essencial na síntese de ácidos micólicos da parede celular da bactéria. A 

mutação do gene inhA modifica a enzima, que perde afinidade pelo NADH, resultando em 

resistência à INH (SIQUEIRA et al., 2009). 

 Tendo em vista a necessidade de mais estudos sobre a identificação de resistência à 

INH e o desenvolvimento de tecnologias mais custo-efetivas, este estudo teve como objetivo 

desenvolver, padronizar e avaliar dois ensaios de genotipagem por PCR em tempo real 

(ensaio Taqman) para detecção de marcadores de resistência à INH com DNA extraído. da 

cultura M. tuberculosis. 

 

 

 



 

 

METODOLOGIA 

 Utilizou-se um banco de amostras de DNA extraído de cultura de M. tuberculosis (de 

acordo com o descrito por Van Soolingen et al.(1994). As amostras foram armazenadas à -

80ºC no Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CDCT) da Secretaria Estadual de Saúde (SES), localizado na cidade de Porto 

Alegre, RS. A reação de amplificação foi realizada em termociclador de PCR em tempo real 

(StepOne Real-Time PCR Systems - AB Applied Biosystem) .A reação foi padronizada em um 

volume total de 20 μL, contendo 10 μL da master mix Kapa, 1 μL de solução de primers e 

sondas (AB Applied Biosystems) na concentração de 20X. Foram adicionados 2µL (10ng/µL) 

de DNA na mistura. O controle do tipo selvagem (WT) foi definido a partir do DNA da cepa 

de referência M. tuberculosis H37Rv. Como controle de negativo da reação, foi utilizada água 

ultrapura livre de nucleases. Estes foram ensaios customizados pela empresa Applied 

Biosystems / Thermo Fisher Scientific (ensaios de genotipagem SNP 4332077-Custom 

TaqMan não humanos, SM). 

 Os dados foram analisados utilizando o Microsoft® Excel 2016 e IBM® SPSS® 

(versão 21.0).  Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Faculdade de 

Saúde Pública / Secretaria de Saúde do ESP/SES/RS (número de aprovação: 1.607.182). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 O ensaio foi padronizado a partir de amostras de DNA extraídas da cultura de M. 

tuberculosis. Este DNA foi quantificado a 100 ng/μL e diluído a 10 ng/μL. A análise dos 

resultados foi realizada com uma ferramenta oferecida pelo fabricante: Thermo Fisher Cloud. 

Genotipagem do gene katG (315 G/C): Dos 55 DNAs extraídos de amostras resistentes à 

INH, foram detectados 43 mutantes (MUT) e 12 WT na região do gene, de acordo com a 

caracterização por sequenciamento. A genotipagem por PCR em tempo real detectou 42 

amostras de MUT (42/43) e 11 WT (11/12) (uma amostra falso positiva e uma falso negativa). 

O valor de concordância do índice Kappa foi de 0,89. A sensibilidade e especificidade foram 

97, 91%, respectivamente. A área acima da curva (AUC) foi de 0,94. 

Genotipagem do gene inhA (-15 C/T): A partir de 55 DNAs extraídos, o sequenciamento 

identificou 18 amostras de MUT e 37 de WT. A genotipagem por PCR em tempo real 

identificou 17 amostras MUT e 36 WT (um falso positivo e um falso negativo). O valor do 

índice Kappa foi de 0,91 (concordância considerada excelente). Sensibilidade e especificidade 

foram 94 e 97%, respectivamente. A curva ROC apresentou AUC de 0,96. 



 

 

 A falha em identificar um isolado resistente à INH é equivalente a perder a eficácia de 

uma das drogas e comprometer o regime básico de tratamento.  Os genes mais utilizados 

como marcadores, segundo estudos, como uma recente revisão sistemática (SEIFERT et al., 

2015), que avaliou 11.411 isolados de M. tuberculosis em 49 países (janeiro de 2000 a agosto 

de 2013), são o katG (315 G / C) e a região promotora do inhA (-15 C/T). Embora o uso de 

sequenciamento seja considerado o padrão ouro para detecção de resistência, estudos recentes 

mostraram que o uso da genotipagem por PCR em tempo real é amplamente utilizado em 

diagnósticos moleculares e em estudos de identificação de perfis de resistência, devido à sua 

especificidade, alto grau de automação e boa reprodutibilidade (DARBAN-SAROKHALIL et 

al., 2013, SEAGAR; NEISH; LAURENSON, 2017).  

 

CONCLUSÃO 

 Os resultados obtidos pelo método proposto indicam que testes moleculares podem ser 

usados para a detecção rápida de TB resistente a medicamentos, com alta precisão.  
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