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RESUMO 

 

Pereira, M.A.S.Detecção rápida da tuberculose multirresistente por método molecular. 

Dissertação de Mestrado Profissional em Pesquisa Clínica em Doenças Infecciosas do 

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas- Rio de Janeiro 2020. 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a tuberculose é classificada como 

tuberculose droga resistente (TB-DR) quando o isolado de Mycobacterium tuberculosis 

(MTB) apresenta resistência a qualquer um dos fármacos testados e tuberculose 

multirresistente (TB-MDR) quando o isolado do MTB apresenta resistência à, pelo menos, 

isoniazida (INH) e rifampicina (RIF) simultaneamente. A resistência à RIF tem sido associada 

a mutações no gene rpoB (códons 531, 526 e 516) e a resistência a INH têm sido relacionadas 

aos genes katG, inhA, ahpCe kasA, sendo a mutação no códon 315 do gene katG, a mais 

citada para resistência a este fármaco. Neste contexto, métodos moleculares têm sido 

propostos para a detecção de mutações gênicas em isolados de MTB que possam estar 

associadas à resistência aos fármacos RIF e INH a fim de agilizar o diagnóstico da TB-DR e 

intervir na cadeia de transmissão da doença. O presente estudo avaliou o desempenho da PCR 

multiplex alelo específico (MAS-PCR) na detecção de TB-DR e TB-MDR. A metodologia, 

MAS-PCR teve como alvos os genes rpoB, katG e inhA-15. Os resultados foram comparados 

com o método fenotípico e genotípico “padrão ouro” TSA-MGIT960 e Sequenciamento de 

DNA respectivamente. A MAS-PCR foi capaz de detectar a resistência gênica em 95,4% dos 

casos investigados. A concordância entre os métodos molecular foram avaliadas utilizando o 

software. “R” versão 3.6. Nossos resultados demonstram que a técnica, MAS-PCR pode ser 

uma boa ferramenta de triagem para a detecção da TB-DR e TB-MDR.  

 

Palavras-Chave: Mycobacterium Tuberculosis Multirresistente.Tuberculose resistente. 

MAS-PCR.  



 

 

 

 

ABSTRACT 

Pereira, M.A.S. Rapid detection of multiresistant tuberculosis by molecular 

method.Professional Master's Dissertation in Clinical Research in Infectious Diseases of the 

National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas - Rio de Janeiro 2020.  

 

According to the World Health Organization (WHO) tuberculosis (TB) is classified as drug-

resistant tuberculosis (TB-DR) when Mycobacterium tuberculosis (MTB) isolate is resistant 

to any of the multidrug-resistant TB drugs. (MDR-TB) when the MTB isolate is resistant to, 

at least, isoniazid (INH) and rifampicin (RIF) simultaneously. Resistance to RIF has been 

linked to mutations in rpoBgene (codons 531, 526 and 516). For INH, resistance-associated 

mutations have been reported in the katG, inhA, ahpC, and kasA genes, with the mutation at 

codon 315 of the katG gene being the most frequent. In this context, molecular methods have 

been proposed for the detection of gene mutations in MTB isolates that may be associated 

with drug resistance in order to expedite the diagnosis of TB-DR and to intervene in the 

MDR-TB transmission chain. The present study evaluated the performance of allele-specific 

multiplex PCR (MAS-PCR) in detecting TB-DR and TB-MDR. The MAS-PCR methodology 

applied in this study targeted rpoB, katG and inhA-15 genes. Results were compared with the 

phenotypic and genotypic “gold standard” method TSA-MGIT960 and DNA sequencing 

respectively. MAS-PCR was able to detect gene resistance in 95.4% of the investigated cases. 

Agreement between the methods was evaluated using software "R" Our results demonstrate 

that the MAS-PCR technique can be a good screening tool for TB-DR and MDR-TB 

detection.  

 

Key-words: Mycobacterium Tuberculosis Resistant. Resistant tuberculosis. MAS-PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa que afeta, prioritariamente, os 

pulmões, embora possa acometer outros órgãos e sistemas (BRASIL 2011a).  É uma 

doença grave com fortes raízes sociais eainda estigmatizada (PORTO, 2007). 

Desde 1993, a Organização Mundial de Saúde (OMS) considera a TB como uma 

emergência mundial. A OMS afirma que, em 2016, 10,4 milhões de pessoas adoeceram de 

TB no mundo e cerca de 1,3 milhões de pessoas morreram em decorrência da doença. O 

coeficiente de incidência da TB global em 2017 foi de 34,8/100.000hab. (WHO, 2018). 

No Brasil, o Ministério da Saúde (MS) diz quem 2016 a taxa de óbitos em decorrência 

da TB foi de 4.426 e que em 2017, foram registrados 69.569 casos novos da doença 

(BRASIL, 2018). 

Segundo a OMS, uma das principais causas para o aumento global das taxas de TB 

nas últimas décadas é acrescente resistência bacteriana e a demora no diagnóstico da 

tuberculose droga resistente (TB-DR) (WHO, 2010). Dos 8,7 milhões de novos casos de TB 

relatados no mundo, no período de 2010-2011, por exemplo, lamentavelmente, menos de 

5% foram submetidos a um teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) (WHO, 2017). 

Em termos de saúde pública, no Brasil, a resistência aos fármacos anti-TButilizados 

como primeira linha de tratamento (rifampicina[RIF], isoniazida[INH], pirazinamida[PZA] 

e etambutol[EMB]) agrava a evolução dos sintomas da doença, dificulta a cura e tem alto 

custo para o Sistema Único de Saúde (SUS). Nos casos de resistência aos fármacos de 

segunda linha (amicacina[AM], ofloxacina[OFL], canamicina[KN] e capreomicina[CAP]), o 

tratamento é mais complexo e mais prolongado, além disso, têm custo ainda mais alto para o 

SUS, aumenta os efeitos adversos e quase sempre leva a óbito (BRASIL, 2011a). 

Sobretudo, infelizmente, o diagnóstico tardio e a falta de recursos dos laboratórios 

têm se mostrado o elo mais fraco para o desenvolvimento de um sistema confiável de 

vigilância e controle das formas mais grave de tuberculose resistente aos fármacos (WHO, 

2011a). 

O método para identificação da TB ainda hoje utilizado na maioria dos laboratórios 

clínicos é a cultura em meio sólidoLowenstein–Jensen (LJ), tendo os resultados liberados em 

um período que varia entre 90 a 120 dias. No final da década de 1990, o sistema 

automatizado MB/BactecMGIT960R, com cultura em meio líquido, passou a ser considerado 



20 

 

 

 

“padrão ouro” para o diagnóstico da TB-DR, permitindo detectar bacilos resistentes aos 

fármacos entre7 e 14 dias (BRASIL, 2005). Lamentavelmente no decorrer desse tempo, o 

paciente que apresentar TB-DR ainda continuará liberando formas microbianas resistentes 

no ambiente, mesmo que esteja sendo tratado, com base no quadro clínico ou pela presença 

de um exame de baciloscopia de escarropositivo, o que em geral ocorre com a utilização do 

esquema básico de tratamento para TB (BRASIL, 2011a). 

Essa situação nos leva a crer que avaliar a sensibilidade do Mycobacterium 

tuberculosis (MTB) aos antimicrobianos constitui uma das tarefas mais importantes dos 

laboratórios clínicos (WHO, 2012). 

No Brasil, no ano de 2011, por exemplo, menos de 1% dos novos casos de TB e 

apenas 6% dos casos de retratamento foram submetidos ao teste TSA (BRASIL, 2014). A 

dificuldade de detectar precocemente e conter a transmissão de casos de tuberculose 

resistente aos fármacos são de maior gravidade no país Além disso, o surgimento de casos 

de tuberculose multirresistente (TB-MDR) que são resistentes aos dois principais fármacos 

anti-TB (RIF e INH) vem também acarretando problemas em termos de controle, tratamento 

e de medidas de saúde pública (DALCOLMO, et al., 2007; KRITSKI, et al., 2010). 

Em decorrência desses fatos, o Brasil ocupa o 20⁰lugar entre os países com maior 

taxa de TB e vem contribuindo para o panorama atual da TB-DR que, segundo a OMS, 

atingiu valores de aproximadamente, 4,8% da população mundial infectada em 2017 (WHO, 

2018). 

Diante disso, considera-se globalmente que novas medidas devem ser tomadas para 

conter o espalhamento da TB-DR e TB-MDR. Para a OMS umas dessas medidas incluem o 

desenvolvimento de metodologias que permitam um diagnóstico mais rápido e mais preciso 

da TB-DR e TB-MDR (WHO, 2012). 

Nas últimas décadas, técnicas baseadas na reação em cadeia da polimerase (PCR) 

têm sido bastante promissoras, dentre elas o sistema Gene XpertTMvem se destacando. O 

sistema Gene XpertTM combina a preparação da amostra clínica direta do escarro com a 

extração do ácido desoxirribonucléico (DNA), PCR em tempo real e a detecção de mutantes 

resistentes a RIF em um único processo (HELB, etal., 2010). O teste fornece resultado em 

menos de 2 horas (VAN RIE, A. et al., 2010). 

Embora, esse sistema em demonstrando ser bastante eficaz no diagnóstico da TB-

MDR apresenta a limitação de detectar resistência somente à RIF, além disso, o 

equipamento tem alto custo e a distribuição dos insumos (reagentes e cartuchos) ainda são 
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vinculadas exclusivamente as empresas que comercializam os kits (PINTO, et al., 2015; 

LIMA et al., 2017). 

Por este motivo, o desenvolvimento ou padronização de técnicas moleculares mais 

simples, sem a exigência de equipamentos e insumos de alto custo, e que detecte resistência 

a múltiplos fármacos tem sido considerados promissores porque podem contribuir para o 

diagnóstico rápido da TB-DR e TB-MDR. (IMPERIALE et al., 2011, YANG et al., 2005). 

Diante desse cenário, na tentativa de agilizaro diagnóstico da TB-DR e TB-MDR, a 

proposta do presente estudo foi avaliar uma metodologia molecular baseada em PCR-

Multiplex como ferramenta de diagnóstico rápido da TB-DR e TB-MDR. 

A técnica da PCR Multiplex Alelo Específico (MAS-PCR) descrito por Mokrousov e 

colaboradores em 2002, foi a nossa metodologia de escolha, por se tratar de uma técnica 

considerada de baixo custo, menos laboriosa e que não utiliza equipamentos sofisticados em 

comparação a outros métodos moleculares (IMPERIALE, 2011; YANG et al., 2005, 

GRUPTA et al., 2013). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA E REFERENCIAL TEÓRICO METODOLOGICO 

 

2.1 Tuberculose resistente (Breve história) 

 

O surgimento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e de cepas de 

MTB resistenteaos fármacos anti-TB na década de 80f ez ressurgir o panorama da epidemia 

da tuberculose no país. No final do século XX, a TB passou a ser novamente percebida 

como um grave problema de saúde pública em termos individuais e coletivos (ANTUNESet 

al., 2000). Em 2017, o país teve uma ocorrência de 1.900 (Hum mil e novecentos) casos de 

resistência a RIF/TB-DR entre os casos em tratamento da TB (BRASIL/MS/PNCT, 2018). 

A OMS considera todo indivíduo portador de TB que apresente teste de 

susceptibilidade revelando resistência bacilar para qualquer um dos fármacos anti-TB, como 

tuberculose droga resistente (TB-DR). A resistência pode ser classificada como “resistência 

primária”, quando o paciente nunca foi tratado para TB e tem bacilos resistentes, ou 

“resistência adquirida”, nesse caso, o indivíduo foi diagnosticado inicialmente com TB 

sensível e desenvolveu resistência após exposição aos medicamentos ou foi infectado já com 

bacilos resistentes e não foi detectado pelo TSA (WHO, 2006a). 

A comunidade científica pressupõe que a resistência em isolados de MTB vem 

ocorrendo, desde a introdução dos medicamentos anti-TB, por pressão seletiva (TELENTI, 

et al., 1993; HEIFETS; CANGELOSI, 1999). 

Sobretudo, estudos também deixam claro que a resistência do MTB aos fármacos está 

associada a mutações pontuais, deleções ou inserções no genoma do bacilo (SEKIGUCHI et 

al., 2007) sendo elevada a taxa de mutação espontânea, inerente a cada medicamento 

(KOCH; MIZRAHI; WARNER, 2014). 

A gravidade daTB-DR primária e adquirida é estabelecida de acordo com a resposta 

ao tratamento. A resistência primária aos fármacos de primeira-linha de tratamento (RIF, 

INH, PZA e EMB), por exemplo, agrava a evolução dos sintomas da doença, já a resistência 

adquirida, em casos de contatos com paciente infectado com bacilo resistente, além de 

dificultar o tratamento da doença contribui para o espalhamento da tuberculose resistente 

(BRASIL/MS/SVS, 2011). 

A OMS define como TB-MDR todos os casos de TB causada por bacilo que 

apresentar resistência à RIF e INH, associada ou não a outro fármaco. A tuberculose 

extensamente resistente (TB-XDR), atualmente, é definida e caracterizada por ser causada 
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por bacilo que apresente resistência à RIF e INH associada à resistência às fluoroquinolonas 

e, pelo menos, um fármaco anti-TBinjetável (CAP, KAN e AK), sendo considerada uma 

forma mais grave da doença (WHO 2008; CHIANG CY, 2010). 

A verdade é que as causas e os mecanismos moleculares de resistência aos fármacos 

anti-TB parecem ser bastante complexos e não muito bem definidos, apesar de estarem 

sendo globalmente estudados (HISBELLO, 1999; ALMEIDA DA SILVA, 2011; 

PALOMINO, 2011; SMITH et al., 2012). Isso nos leva a pensar na necessidade de 

estratégias governamentais emergenciais para conter o espalhamento da TB-DR no Brasil. 

De acordo com a OMS, para o país atingir as metas de eliminação da TB-DR serão 

necessários esforços adicionais com o comprometimento das três esferas do SUS-Municipal, 

Estadual e Federal (WHO, 2006a). 

 

2.2 Principais Fármacos antituberculose 

 

Os principais fármacos anti-TB utilizados no esquema primário de tratamento 

da TB são: Rifampicina, (RIF), Isoniazida (INH), Pirazinamida (PZA) e Emtabutol 

(EMB). 

 

2.2.1 Rifampicina 

 

A RIF foi descoberta em 1957, a partir do cultivo de uma cepa do gênero 

Streptomyces, que foi denominada de Streptomyces Mediterranei. Esta cepa foi isolada pela 

primeira vez de culturas obtidas do solo de uma floresta de pinheiros perto de Nice, na 

França, pelo Lepetit Research Laboratories (RIEDER, et al.,2002).  

Além do efeito bactericida sobre as bactérias metabolicamente ativas, o fármaco 

também possui uma ação esterilizante excelente frente às bactérias em estado de latência 

(QUIRÓS-ROLDÁN et al., 2001). Atua impedindo a transcrição e tradução do DNA do 

MTB (SATO, et al., 2003). 

A RIF é um fármaco muito efetivo no combate ao MTB e é um dos principais 

quimioterápicos de primeira linha utilizados no tratamento da TB. Foi introduzida no 

esquema terapêutico anti-TB a partir da década de 60. A dosagem diária é de 600mg para 

pacientes com 50kg ou mais, de 450mg para pacientes com menos de 50 kg, geralmente em 
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uma única administração. Para crianças até 12 anos é de 10 – 15 mg/kg de peso corpóreo 

(recomenda-se não superar a dose diária de 600mg). A RIF (substância ativa) deve, em 

geral, ser associado a outros tubérculostáticos. (SATO et al., 2003). 

 

2.2.2 Isoniazida (INH). 

 

A INH ou hidrazida do ácido isonicotínico é um fármaco efetivo contra a TB sendo 

também um dos principais quimioterápicos de primeira linha no tratamento. Após sua 

descoberta em 1912, foi potente agente contra MTB em 1952 (ROSSETI et al., 2002). 

O fármaco é bacteriostático para os bacilos com baixa multiplicação, mas é 

bactericida para os microrganismos que se multiplicam rapidamente. Possui boa 

absorção no sistema digestivo humano, podendo ocorrer significativa 

metabolização hepática por acetilação na primeira passagem pelo fígado. 

Entretanto, diferenças no metabolismo hepático, como indivíduos 

acetiladoresrápidos e lentos para o fármaco, são descritos na literatura, sendo que 

os indivíduos acetiladores lentos tendem a produzir mais manifestações de 

hepatoxicidade ao fármaco do que os indivíduos acetiladores rápidos. Além disso, 

a meia-vida da INH é de, aproximadamente, uma hora nosacetiladores rápidos e de 

três a cinco horas nosacetiladores lentos, elevando ainda mais a presença de 

hepatopatias. Quanto a duração da ação da INHno organismo esta é prolongada, 

pois os níveis sanguíneos exigidos para agir contra as microbactérias são muito 

baixos, permitindo o uso de dose única diária em dias alternados em casos de TB 

(LUNA et al., 2001; TEIXEIRA, R. et al., 2011). 

 

2.2.3 Pirazinamida (PZA) 

 

A PZA é um análogo estrutural da nicotinamida e tem sido usada, nos últimos 50 

anos, no esquema primário de tratamento contra TB, juntamente com INH e RMP. Por sua 

vez, a PZA, contribuiu para a redução do tempo de tratamento da TB de 12 para 6 meses. É 

conhecida comercialmente como “Pirazinon” e tem grande influência no ataque de bacilos 

semidormentes, destruindo a parede celular. Esse fármaco tem alta atividade em meios 

ácidos (pH=5,5), o que é característico de focos inflamatórios de TB, onde, geralmente, 

encontram-se esses bacilos (LIMA, C. H. S. et al., 2011). 
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A atividade da PZA é altamente específica contra MTB, apresentando pouco ou 

nenhum efeito em outras microbactérias, incluindo Mycobacteriumbovis que demonstra um 

alto nível de resistência intrínseca a esse fármaco. Entretanto, a PZA deve ser combinada a 

outros medicamentos para apresentar eficácia contra a TB, uma vez que o MTB pode 

oferecer resistência a esses medicamentos e for utilizado de forma isolada (LIMA, C. H. S. 

et al., 2011). 

 

2.2.4 Etambutol (EMB) 

 

O EMB, denominado quimicamente como dextro-etilenodiimino-di-1-butanol-

dihidroclorido,é um antimicrobacterianosintético,amplamente empregado no esquema 

primário de tratamento da TB e outras microbactérias como o complexo Mycobacterium 

aviume Mycobacterium kansasii. No tratamento da TB primária o EMB em combinação 

com outros fármacos como isoniazida, rifampicina e pirazinamida é  bastante eficaz 

(YENDAPALLY, R. et al., 2008). 

 

2.3 Mecanismo de ação dos principais fármacos antituberculose. 

 

Os principais mecanismos de ação dos fármacos utilizados no esquema básico de 

tratamento da TB consistem na atuação na síntese da parede celular, na síntese de ATP e na 

transcrição e tradução do DNA do MTB (BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006). 

O mecanismo de ação da RIF, por exemplo, é inibir a RNA-polimerase dependente 

de DNA nas células procarióticas, porém não nas eucarióticas (RIEDER, 2002). Isto ocorre 

pela ligação da RIF à enzima RNA-polimerase, a qual forma um complexo fármaco 

enzimático estável, inibindo a cadeia de formação da síntese de RNA mensageiro do MTB, 

mais especificamente a subunidade beta dessa enzima (ZHANG; YEW, 2009). 

O mecanismo de ação da INHé mais complexo e ainda pouco entendido, o que se 

sabe é que este fármaco é uma pró-droga e precisa ser ativada pela catalase–peroxidase 

(KatG) do bacilo. No processo de ativação, aproteína KatG promove a remoção de dois 

elétrons da INHtornando-a um intermediário ativo. A forma ativa da droga inibe a atividade 

das proteínas Enoil- (transportadora de acilreductase) (InhA) e a proteína β-cetoacil- 

(transportadora de acilsintetase) (KasA), que participam na síntese dos ácidos micólicos da 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Complexo_Mycobacterium_avium
https://pt.wikipedia.org/wiki/Complexo_Mycobacterium_avium
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Mycobacterium_kansasii&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Isoniazida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rifampicina
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parede celular do MTB. Mais especificamente, a proteína codificada pelo gene inhA 

estabelece uma ligação no seu local ativo com o NADH, utilizando-o como co-factor 

(ZHANG; YEW, 2009). Por sua vez, a INH ativada liga-se covalentemente com o carbono 4 

do NADH. O complexo InhA-NADH, na presença de oxigênio e magnésio, inibe a síntese 

de ácidos micólicos, que é um componente essencial para a formação da parede celular das 

microbactérias (RATTAN; KALIA; AHMAD, 1998).  

A INH também inibe a catalase-peroxidasemicrobacteriana (enzima de ativação da 

INH) responsável pela formação da parede celular. Em outras palavras, a exposição à INH 

leva a diminuição da quantidade de lipídios extraídos por metanol, tornando o MTB 

suscetível aos radicais de oxigênio e a outros fatores do meio, ocasionando a perda da 

permeabilidade da parede celular do bacilo o que leva à sua morte (RATTAN; KALIA; 

AHMAD, 1998). 

A PZA é considerada um pró-fármaco, visto que a PZA é convertida em ácido 

pirazinóico (POA) pela enzima bacteriana dependente de ferro conhecida como 

pirazinamidase (PZAse). O POA promove a acidificação e a alteração do potencial de 

membrana, o que induz a morte do bacilo. É um fármaco bastante eficaz, com alto poder 

esterilizante e com a principal ação em bacilos dormentes (LIMA, C. H. et al., 2011). A 

respeito da ação esterilizante do fármaco, estudos relatam que a PZA possui alta atividade in 

vivo e pouca atividade in vitro. Acredita-se que esse comportamento seja atribuído ao 

intenso processo inflamatório que ocorre durante a infecção pelo MTB, que provoca 

acidificação no local das lesões (SALFINGER, M., 1988; ZHANG, Y., 2003; LIMA, C. H. 

S., 2011). 

O mecanismo de ação do EMB não se conhece totalmente. Sabe-se que atua 

diretamente sobre a síntese de arabinose do MTB, difunde-se na micobactéria e, ao que 

parece, suprime a multiplicação do bacilo por interferir na síntese do RNA bacteriano. 

Acredita-se que seu mecanismo de ação está relacionado à inibição da incorporação do ácido 

micólico, essencial para a formação da parede das microbactérias (KHOO, K. H. et al., 

1996). É um fármaco considerado eficaz somente contra microbactérias que se dividem 

ativamente. É rapidamente absorvido (75 a 80%) no trato gastrintestinal logo após a sua 

administração oral, distribui-se pela maioria dos tecidos e líquidos e é eliminado por via 

renal, 80% é excretado em 24 horas (SOINI, H. et al., 2001). A figura 1 ilustra o mecanismo 

de ação dos principais fármacos anti_TB. 
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Figura 1: Mecanismo de ação dos principais fármacos utilizados no tratamento 

datuberculose. 

 

 

Fonte: Adaptado de NIAID (National Institute of Allergy and Infeccious Diseases). Google 

imagem//htt:www.google.imagem.com.br/mecanismodeacaofármacosantitb. 

 

Esses quatro fármacos (RIF + INH + EMB + PZA) combinados são bastante eficazes 

no combate ao MTB, sendo chamados de fármacos de primeira escolha ou de primeira linha 

no tratamento da tuberculose. Apresenta mais vantagens de serem de baixo custo e 

disponíveis em toda rede de saúde do país de forma gratuita (BRASIL, 2011). 

 

2.4 Mecanismos de resistência do Mycobacterium tuberculosisaos principais fármacos 

anti-TB. 

 

A resistência do MTB aos fármacos anti-TB pode ocorrer de forma natural ou 

influenciada pelo meio. (ZHANG, YEW 2009, BRITO et al., 2004). 

No que se refere à resistência natural do MTB a um determinado fármaco, o que se 

observa é o surgimento de mutações cromossômicas espontânea, geralmente, cerca de uma 

célula bacteriana resistente em 107 a 108 células por geração em uma população bacteriana 
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que não teve contato com medicamentos (CAMPOS, 1999). Já para à resistência natural há 

múltiplos fármacos, supõe-se que mutações causando resistência concomitante à INH e 

RMP apresentam uma frequência mutagênica de 1 para cada 108 e 109 replicações 

bacterianas, respectivamente. Dessa forma, acredita-se que, para que se tenha o surgimento 

de uma cepa de MTB naturalmente resistente a múltiplas drogas a probabilidade desse fato 

ocorrer será de aproximadamente de 1 para cada 1014-16 divisões celulares (MARTILLA e 

SOINI, 2003; GILLESPIE, 2002).  

Pesquisadores afirmam que a resistência é um fenômeno fundamentalmente ligado às 

grandes populações bacterianas e, que, quanto maior a população bacteriana no processo 

infeccioso, maior a chance de haver bacilos naturalmente resistentes, antes do início da 

quimioterapia (MOKROUSOV, 2002). Sobre tudo, estudos também afirmam que em uma 

população bacteriana, mutações cromossômicas que resultam em resistência natural aos 

fármacos anti-TB ocorrem em uma frequência relativamente baixa (CHIANG, C. Y. et al., 

2010; DAVI, H. L., 1970). 

O fato é que bacilos naturalmente resistentes aos fármacos anti-TB não pré-

determina resistência, mas sim a seleção das cepas resistentes, (TELENTI, 1997; 

MARTILLA e SOINI, 2003; CHIANG et al., 2010). A taxa da população bacteriana 

naturalmente resistente para as principais drogas anti-TB, estão ilustradas no quadro 1. 

 

Quadro 1: Frequência dos mutantes de Mycobacterium tuberculosis naturalmente 

resistentes aos fármacos em meio de cultura sólido Lowenstein-Jensen (LJ) 

 
Legenda: LJ=meio de cultura lowestein Jensen, µg=micrograma, ml=mililitro:Fonte: Adaptado do Canetti G. 

et al., 1969, * De Lemos et al.,2013. 

 

 

Fármaco   Concentração  LJ      Freqüência de  Mutantes Naturalmente   
Resist ê nte  

Rifampicina  40µg/mL  1 mutante resistente para 10  7 - 8  bacilos   

Isoniazida  0,2µg/mL  1 mutante resistente para 10  5 - 6  bacilos  

Pirazinamida  25µg/mL  1 mutante resistente para 10  2 - 4  bacilos  

Estreptomicina  4µg/mL  1 mutante resistente para 10  5 - 6 
 bacilos  

Etambutol  2µg/mL  1 mutante resistente para 10  5 - 6  bacilos  

Ethionamida  2µg/mL  1 mutante resistente para 10  3 - 6  bacilos  

Rifampicina + Isoniazida*      1 mutante resistente para 10  12 - 16  bacilos  
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Quanto à resistênciado MTB durante a quimioterapia, alguns autores acreditam que 

seja influenciada pelo meio, devido à seleção e multiplicação de mutantes resistentes, pré-

existentes nas populações das lesões. (CANETI, et al., 1965; HEYM, B., 1994; TELENTI, 

1997; MOKROUSOV, 2002; CHIANG, C. Y., 2010). Para esses pesquisadores o que ocorre 

é somente a destruição “morte” de grande parte dos bacilos sensíveis, no início do 

tratamento. No decorrer do tratamento, os bacilos mutantes resistentes continuam a crescer, 

porque não foram afetados pelo fármaco, e se nesse período o indivíduo não fizer a 

medicação “correta” ou “abandonar” o tratamento a população bacteriana resistente 

multiplicará na lesão, tornando-se a maioria (CHIANG, C. Y., 2010). 

O que se sabe é que em toda a população de bacilos sensíveis existe uma pequena 

proporção de bacilos resistentes, ou seja, bacilos que sofreram mutações espontâneas. 

Embora esses bacilos tenham originado de uma única célula eles não apresentam 

comportamento homogêneo na presença dos diferentes fármacos utilizados no tratamento da 

TB (GILLESPIE, 2002). 

Como conceito, mutações são alterações no material genético que podem ocorrer 

como um erro durante a duplicação do DNA ou por fatores ambientais. A mutação é uma 

fonte da variabilidade genética dos organismos vivos. Pode ocorrer em qualquer parte do 

material genético, sendo, classificadas em “mutações gênicas” que podem levar a perda, 

inserção, adição ou substituição de bases nitrogenadas em um trecho do DNA e “mutações 

cromossômicas”, que ocasionam mudanças no número ou na estrutura do cromossomo. 

(SANTOS, V. S., 2019). 

O MTB, ao longo de sua evolução, desenvolveu diferentes mecanismos de 

resistência aos fármacos anti-TB. O que se acredita até o momento é que esses mecanismos 

de resistência são exclusivamente mutações, não há indicação de resistência associada à 

transferência por plasmídeos ou transposons (HEYM, B., 1994). 

Estudos afirmam que as mutações ou erro de replicação cromossômica ocorrem em 

genes específicos, que codificam o alvo ou metabólitos de um fármaco (ROSSETI, 2002). A 

resistência à RIF, por exemplo, é causada, em sua maioria (97%), por mutações pontuais 

localizadas na região determinante de resistência àrifampicina (RRDR) de 81pb do gene 

rpoB do MTB, responsável por codificar a cadeia β da RNA polimerase (MOKROUSOV, 

2003; YANG, 2005). Entretanto, estudos também demonstram que algumas cepasde MTB 

podem apresentar diferentes níveis de resistência a um determinado fármaco e não estar 

diretamente relacionada a mudança em seu gene alvo (RAMASWAMY S. MUSSER, 1998; 
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ESPINAL et al., 2001; SIU, et al., 2011; ZAW M. T., et al., 2018), além disso, mutações 

“fora” da RRDR podem estar relacionadas a resistência a esse fármaco (WILLIAMS, et al., 

1994; ESPINAL et al., 2001). 

Ao contrário da resistência à RIF, a resistência à INH é mais complexa, esta pode 

ocorrer de formar a modificar a proteína ou enzima de ligação do fármaco, codificada por 

diferentes genes como katG, inhA, kasA e ahpC. Uma mutação no gene inhA pode modificar 

a enzima catalase, que perde afinidade pelo NADH, resultando em resistência a esse 

fármaco por exemplo (SLAYDEN; LEE; BARRY, 2000). Mutações no gene katG, levam 

asubstituição do aminoácido serina (AGC) por treonina (ACC), gerando uma diminuição da 

ação da catalase que resulta em resistência para INH (EVANS et al., 2008; WILLIAMS, et 

al.; 1994; HEEP, et al., 2001). 

No que diz respeito ao EMB, a resistência a esse fármaco, supõem-se estar associada 

a alterações na proteína EmbB codificada pelo gene embB e/ou no embC, em70% e 60% dos 

casos, respectivamente. São também encontradas mutações em múltiplos códons desses 

geneso que resultam em dois, três ou quatro aminoácidos diferentes nessa proteína. A 

mutação associada à resistência a esse fármaco altera o alvo do EMB (SAFI, H. et al., 2008; 

WOLUCKA, B. A. et al., 2008), entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos utilizados 

pelo MTB para aquisição de resistência a esse fármaco (TELENTI, et al., 1997; 

RAMASWAMY, S. et al., 2000; GIOVANNA RICCARDI, et al., 2009). 

Quanto a PZA, mais de 70% dos isolados de MTB resistentes a esse fármaco 

apresentaram mutações no gene pncA, que codifica a enzima pirazinamidase, a qual 

converte o fármaco PZA em sua forma ativa (MESTDAGH et al., 1999). Acredita-se que 

várias mutações encontradas nesse gene estão associadas a uma pirazinamidase ineficiente 

(MORLOCK, et al., 2000).  

 

2.5 A resistência aos fármacos anti-TB no Brasil 

 

A resistência aos fármacos anti-TB não é um fenômeno recente, globalmente, 

estudos já alertavam para essa possibilidade logo após a inserção dos primeiros fármacos 

anti-TB (FUJIWARA, P., 1997; ZANG, Y., 1994). Os primeiros estudos de investigação de 

resistência, realizado no Reino Unido, por exemplo, já revelavam a existência da resistência 

primária aos fármacos estreptomicina (SM) e INH (MITCHISON, D. A., 1986). Sobre tudo, 

em 2010, um estudo realizado em Paris–França afirmou que a resistência primaria aos 
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fármacos anti-TB pode ocorrer naturalmente por mecanismo de mutações genéticas e que a 

TB-DR não é necessariamente mais virulenta (CHIANG, C. Y., 2010). 

No Brasil, a resistência aos fármacos é tão antiga quanto a quimioterapia anti-TB, foi 

demonstrada logo nos primeiros 5 anos de uso dos esquemas terapêuticos padronizados no 

país e vem a cada ano atingindo níveis mais altos de resistência aos quimioterápicos 

utilizados (HISBELLO, S.; CAMPOS, 1999). 

 Os resultados de dois Inquéritos Nacionais de Resistência aos Fármacos anti-TB 

realizado no país demonstraram que do primeiro inquérito (1995-1997) para o segundo 

(2007-2008) houve um crescente aumento-nos dados de resistência. Houve um aumento de 

4,4% para 6% na resistência primária à INH, de 1,3% para 1,5% na resistência primária à 

RIF e de 1,1% para 1,0% a multirresistência primária (SANTOS; GALESI, 2010). Diante 

desses resultados, a busca de novas estratégias para conter o espalhamento da TB-DR no 

país mostra-se necessária. 

De acordo com o padrão de resistência dado pelo teste de sensibilidade, a resistência 

tem a seguinte classificação: monorresistência, caracterizada por apresentar resistência a um 

único fármaco anti-TB, polirresistência,apresenta resistência a dois ou mais fármacos anti-

TB, exceto a associação de RIF e INH, multidrogarresistente apresenta resistência à pelo 

menos RIF e INH e, por fim, a resistência extensiva, que representam resistência a RIF e 

INH acrescida da resistência a uma fuoroquinolona e uma droga injetável de segunda linha 

(AK, KAN ou CAP) (BRASIL, 2011). 

No Brasil, em 2016, dos 1.027 casos novos de TB resistente diagnosticados, 476 

(46,3%) eram de TB-DR, 442 (43,0%) de TB-MDR, 72 (7,0%) de polirresistência, 8 (0,8%) 

de TB-XDR e outros 29 (2,8%) com padrão de resistência não definido no momento do 

diagnóstico (BRASIL, BOLETIM 2017). 

Para a OMS a resistência aos fármacos está fortemente associada aos casos de 

tuberculose previamente tratados, sendo 10 vezes maior a probabilidade de surgirem cepas 

resistentes neste grupo do que nos casos novos de TB (WHO, 2016). O Programa Nacional 

de Controle da tuberculose (PNCT) admite que a resistência aos fármacos é um desafio para 

o sistema de saúde porque há poucos fármacos efetivos disponíveis, além disso, estudos 

afirmam que uma pessoa infectada por bacilo resistente pode levar a uma doença 

potencialmente intratável e altamente contagiosa (DALCOLMO, 2007; KRITSKI, 2010). 

 É pertinente assumir então que, independente do padrão de resistência, a TB-

resistente no Brasil precisa ser diagnosticada e tratada o mais precocemente possível. 
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Lamentavelmente, indivíduos infectados com cepas do MTB resistentes a esses fármacos 

têm os sintomas da TB agravado seconsequentemente a chance de cura diminuída (WHO, 

2016). 

 Diante do exposto, investigar as mutações associadas à resistência do MTB aos 

fármacos anti-TB é de grande importância para conter o espalhamento da TB-MDR. 

 

2.6 Diagnósticos da tuberculose resistente aos fármacos 

 

A cultura e o TSA, são os principais recursos utilizados no diagnóstico da TB-DR e 

TB-MDR no Brasil, sendo considerado “padrão ouro” (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 

2008/2011). 

A cultura é um método fenotípico de elevada sensibilidade e especificidade utilizado 

no diagnóstico da tuberculose resistente. Ela permite o isolamento etambémdetecta a 

multiplicação de bacilos àlcool àcido resistente (BAAR), em meios de cultura contendo 

concentração inibitória mínima (MIC) dos fármacos. Os meios de cultura mais utilizados são 

o meio LJ e o Ogawa-Kudoh (OgK) sendo ambos a base de ovo. Os meios de cultura são de 

menor custo e com baixo índice de contaminação, porém, ainda não são realizados em toda 

redepública, porque necessitam de infraestrutura laboratorial (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 

2008/2011). 

 O TSA permite detectar bacilos resistentes na presença de determinado fármaco. O 

teste mede a capacidade que certos medicamentos têm de inibir o crescimento das bactérias 

baseado na concentração crítica e/ou na concentração mínima inibitória determinada para 

cada fármaco. Se uma bactéria sofre a ação de um antibiótico, estáse diz “sensível” (S); se 

pelo contrário, o antibiótico não exerce qualquer efeito sobre a bactéria estase diz 

“resistente” (R) (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 2008). O resultado do TSA vai auxiliar o 

médico na escolha dos antibióticos mais eficazes contra o patógeno (BRASIL; MS; SVS; 

PNCT, 2011). 

 Diversos métodos laboratoriais, fenotípicos ou genotípicos, podem ser utilizados para 

medir a sensibilidade “in vitro” do MTB aos agentes antimicrobianos dos quais, os 

principais, são detalhados a seguir. 
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2.6.1 Principais métodos fenotípicos para detecção da tuberculose resistente 

 

O método das proporções (CANETTI, et al., 1963) e o método automatizado 

BactecMGITR (Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) são métodos fenotípicos, 

baseados em cultura e são também os mais utilizados no Brasil e na maioria dos países para 

o diagnóstico da TB-DR e TB-MDR (BRASIL; MS; SVS; PNCT, 2011). 

Muitas indústrias também apresentam diferentes sistemas e kits de detecção de 

resistência com base no fenótipo, alguns em fase de avaliação e outros já padronizados e 

disponíveis (PEI, et al., 2009). Essas metodologias são bastante eficazes (PALOMINO, et 

al., 2007; JAIN et al., 2011). 

 

2.6.1.1 Método das proporções 

 

O método das proporções, descrito por CANETTI e colaboradores em 1963, permite 

calcular a proporção de bacilos resistentes e de bacilos sensíveis em uma população de 

células bacterianas através da semeadura de diluições do inóculo em tubos contendo o meio 

de cultura L-J sem e com o fármaco na concentração crítica. A concentração crítica de um 

fármaco é baseada na proporção necessária do fármaco para neutralizar o crescimento do 

bacilo“in vitro”. A concentração crítica determinada para RIF é 40µg/mL, INH 0,2µg/mL, 

EMB 2µg/Ml e SM4µg/mL. Sendo assim, quando a população bacteriana resiste à ação do 

fármaco com a formação de um número de colônias igual ou maior a 1% da população geral 

observada no meio de cultura sem o fármaco, esta é considerada resistente para o fármaco 

que está sendo testado (CANETTI, et al., 1963).  

 

2.6.1.2 Método Bactec MGITR 

 

O sistema BactecMGITR (do inglês Mycobacteria GrowthIndicator Tube) (Becton 

Dickinson, Sparks, Maryland, USA) é um sistema automatizado de cultura em meio líquido, 

que detecta o crescimento do MTB através da detecção de fluorescência. No fundo do tubo, 

contendo meio líquido Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC (ácido oleico, dextrose e 

catalase) e panta (mistura de antibióticos para evitar contaminação), existe um composto 
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fluorescente embebido em silicone. Com a diminuição do oxigênio decorrente do 

crescimento bacteriano, há um aumento da fluorescência que é detectada pelo aparelho. 

Segue o mesmo formato do método das proporções, entretanto, com uma linha de corte (cut-

off) abaixo de 100 bacilos para sensível (S) e acima de 100 bacilos para organismos 

resistentes (R) ao fármaco. O método é totalmente automatizado e não radiométrico, 

demonstra desempenho similar ao método das proporções e apresenta tempo médio de 

detecção do bacilo em 7 (sete) dias. (HANNA, 1999). A técnica já foi validada em diferentes 

estudos (LOIEZ-DUROCHER, VACHEE; LEMAITRE, 2000; HUANG et al., 2004; 

KRUUNER, YATES; DROBNIEWSKI, 2006) e aprovada pela ANVISA para os fármacos 

de primeira linha: SM, INH, RIF e EMB (WHO,2009; BRASIL; MS; 2010).  

 São limitações para uma ampla implantação dessa técnica na rede pública o alto 

custo dos insumos e a necessidade de uma boa estrutura laboratorial com disponibilização de 

equipamentos para conter o risco biológico elevado do procedimento. Por esta razão, a sua 

utilização ocorre apenas em centros de referência, universidades e unidades de pesquisa 

(PALOMINO, 2007; BANADA et al., 2010). 

 

2.6.1.3 Método Microscopic Observation Direct SusceptibillyAssay (MODS). 

 

O ensaio MODS (do inglês Microscopic Observation Drug Susceptibility) é um teste 

baseado em cultura líquida que detecta MTB e avalia resistência a INH e a RIF diretamente 

nas amostras de escarro. O método faz uso de duas propriedades importantes do MTB. A 

primeira propriedade é seu crescimento mais rápido em meio líquido do que em meio sólido 

e a segunda é sua capacidade daformação do“fator corda” que é observado no crescimento 

em meio líquido do MTB. O fator corda é um efeito causado pela principal molécula 

associada ao ácido micólico, a trealose 6,6-dimicolato (TDM), um componente da parede 

celular das micobactérias que desenvolve um importante mecanismo imunomodulador 

responsável pela virulência. Nesse caso os bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) ficam 

dispostos em cadeias paralelas serpentiformes ao microscópico semelhantes a uma “corda”. 

(MONTEIRO, P. H. T. et al., 2003; INDRIGO, J. et al., 2003). 

A técnica utiliza um microscópio de luz invertida, uma placa de 24 poços inoculada 

com a amostra de escarro descontaminado e suspenso em meio Middlebrook 7H9 com e sem 

o antimicrobiano. A detecção é realizada, em 7 (sete) dias em média e a incorporação da 
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INH e RIF no teste possibilita a rápida detecção de TB-MDR. (MINION, JAIN, 2010; 

CHAIYASIRINROJE et al., 2012). 

 

2.6.1.4 Método TSA do Nitratase  

 

O ensaio da nitratase é uma técnica muito simples, baseada na capacidade do MTB 

em reduzir o nitrato incorporado ao meio de cultura, a nitrito e que é detectado pela adição 

do reagente de Griess. No método TSA nitratase O MTB é cultivado na presença ou 

ausência de um antibiótico e sua habilidade de reduzir nitrato é medida após 10 dias de 

incubação no meio de cultura. Cepas resistentes vão reduzir o nitrato a nitrito, que é 

revelado por uma coloração roxa (ANGEBY, KLINTZ; HOFFNER, 2002). 

 

2.6.1.5. Análise da amplificação de micobacteriófagos. 

 

São ensaios para detecção de resistência do MTB baseado no crescimento bacteriano 

em placas inoculadas com vírus amplificado ou através expressão de genes relatores 

(PALOMINO, 2006). 

No kit comercial FASTPlaqueTB (Biotec Laboratories Ltda, Ipswich, United 

Kingdom), por exemplo, os bacilos de MTB são infectados por micobacteriófagos D29 e 

depois inoculados em meio de cultura sólido, contendoo antibiótico a ser testado. Em 

seguida, inocula-se em toda a superfície do meio uma suspensão de Mycobacterium 

Smegmatis (M. Smegmatis) micobactéria de crescimento rápido. Caso a cepa de MTB seja 

sensível ao antibiótico em teste, o micobacteriófago não será replicado e o M. Smegmatis 

crescerá por todo o meio de cultura, formando um tapete. Entretanto, se a cepa for resistente, 

os bacilos de MTB estarão metabolicamente ativos, o vírus será replicado, sobretudo, 

provocará a lise das células do MTB e infectarão o M. Smegmatis que também será “lisado”, 

fazendo com que o crescimento no meio de cultura seja irregular, formando buracos (ou 

placas) no tapete bacteriano (JAIN et al., 2011; RONDON et al., 2011). A técnica é 

considerada um método menos sensível na detecção do MTB resistente comparado a outras 

tecnologias de amplificação de fagos (MUZAFFAR, R. et al.,2002; ALERT, H. et al., 

2004). 
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2.6.2 Principais métodos genotípicos ou moleculares para detecção da tuberculose resistente. 

 

Durante as últimas décadas, alguns métodos genotípicos e moleculares foram 

desenvolvidos com diferentes propostas para testes de diagnóstico da TB-DR. O principal 

objetivo dessas metodologias é a detecção rápida do agente causador da TB e seu perfil de 

resistência. Tais metodologias pesquisam por mutações no genoma bacteriano que possam 

conferir resistência a determinado fármaco (HILLEMANN, et al., 2007; BOEHME, C. C., et 

al., 2010; JAIN et al., 2011). Entre essas técnicas destacam-se: análise por sonda genética, 

análise da PCR e o sequenciamento de DNA.  

 

2.6.2.1 Análise por sonda genética 

 

O teste INNO-LIPA RIF/TB (Innogenetics NV, Ghent, Belgium) e o genotype MTB 

DRplus (Hain Lifescience, Nehren, Germany) são dois testes comerciais disponíveis para 

detectar TB-MDR. Ambos incluem sondas genéticas específicas para o MTB e para a região 

determinante de resistência a RIF (RRDR) no gene rpoB e um número de sondas selvagens 

(WT) sendo que o genotype MTB-DRplus também detecta resistencia a INH (DE 

BEENHOUVWER, H. et al., 1995). 

 Em uma revisão sistemática foi reportado que o teste INNO-LIPA tem sensibilidade 

alta, entre 82% e 100% e especificidade de 92% a 100% na determinação da resistência a 

RIF em cepas de TB-MDR (MORGAN, M. et. al., 2005). Já para o teste genotype MTB-

DRplus, estudos têm demonstrado uma sensibilidade de 89% a 91% na detecção de cepas 

TB-MDR (EVANS, et al., 2008; HILLEMANN, et al., 2007; TESSEMA, et al., 2012). 

Esses testes, INNO-LIPA RIF/TB e o genotype MTB DRplus apresentam a vantagem do 

tempo de realização de aproximadamente 24 a 48 horas para liberação do resultado, porém 

com desvantagem do custo elevado (DE BEENHOUWER, et al., 1995; ROSSAU et al., 

1997). 

 

2.6.2.2 Análise dareação em cadeia da polimerase 

 

A descoberta do DNA, em 1953, por Francis Crick, James Watson e Maurice 

Wilkins, abriu uma nova era para a ciência e contribuiu para o surgimento da biologia 

molecular. (Watson, J. D., 1953). Avanços na biologia molecular levaram ao 
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desenvolvimento da técnica da Reação em cadeia da Polimerase do Ingles, Polymerase 

Chain Reaction (PCR) por Kary Banks Mullis, em abril de 1983. A PCR é uma técnica de 

amplificação enzimática de uma sequência especifica de DNA, em quel, moléculas de DNA 

são amplificadas milhares ou milhões de vezes de forma bastante rápida durante diferentes 

ciclos térmicos. Todo o procedimento é realizado in vitro, gerando DNA em quantidade 

suficiente para análises posteriores (SAIKI et al., 1988). 

A PCR tem sido amplamente utilizada, em diferentes áreas no campo da pesquisa 

científica. Em escala global, os métodos de diagnóstico baseados em PCR para detecção da 

TB-DR e TB-MDR também vêm sendo testados, avaliados e aplicados em sistemas 

automatizados, a fim de reduzir o tempo de diagnóstico da tuberculose resistente (VICTOR; 

VAN HELDEN, 2001). Dentre as técnicas baseadas na PCR se destacam o sequênciamento 

de DNA, a PCR em tempo real, a Nested-PCR e a PCR multiplex. 

 

2.6.2.2a Sequênciamento do DNA 

 

O sequenciamentode DNA é considerado a metodologia “padrão-ouro” entre as 

análises moleculares.  É uma ferramenta automatizada que tem uma boa acurácia na análise 

de mutações em genes que conferem resistência aos fármacos anti-TB (SANGER, 1997; 

VICTOR; VAN HELDEN, 2001). A ampliação da tecnologia para Sequenciamento do 

Genoma Completo (WGS) vem possibilitando o maior entendimento das mutações já 

conhecidas e também identificando possíveis novas mutações gênicas envolvidas na 

resistência do MTB (SOINI; MUSSER, 2001; A. M. CARIIBBE, 2016). 

A desvantagem do sequênciamento de DNA é a dificuldade da técnica de ser 

implementada em uma rotina laboratorial, porque envolve várias etapas de reações, necessita 

de um profissional qualificado e, além disso, necessita de equipamentos e software 

específicos, o que torna o custo muito alto para os laboratórios públicos. Entretanto, tem 

sido amplamente usado nos laboratórios de pesquisa e espera-se que com o WGS a 

tecnologia resulte em um menor custo para que possa ser utilizada na rede de saúde pública 

(HAZBON, 2004). 
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2.6.2.2b PCR em tempo real (qPCR) 

 

A PCR em tempo real (do inglês Real Time Quantitative PCR- qPCR) é uma 

variação da técnica de PCR que permite a amplificação e detecção simultaneamente de 

diferentes gens alvos e também alvo único. O resultado é visualizado em tempo real durante 

a amplificação dasequência de interesse, com a capacidade ainda de gerar 

resultados quantitativos com maior precisão. Durante a amplificação, a quantificação é 

determinada pela quantidade de produto amplificado durante cada ciclo através da 

fluorescência emitida (SAUNDERS, N. A., 2004). Este metodo utiliza um equipamento com 

sistema de monitoramento da emissão da fluorescência presente no corante nareação de PCR 

(Sybrgreen) que se liga ao produto genético amplificado permitindo acompanhar a 

amplificação em tempo real.  A metodologia permite que os processos de amplificação, 

detecção e quantificação de DNA sejam realizados em uma única etapa, agilizando a 

obtenção de resultados, diminuindo o risco de contaminação da amostra e dando maior 

precisão ao teste (MACKAY, et al., 2004). 

O sistema Gene Xpert MTB/Rif® aplica a tecnologia da PCR em tempo real de uma 

forma totalmente automatizada, ou seja, há uma integração da lise do microorganismo, da 

reação da PCR, purificação e amplificação de ácidos nucléicos de maneira automatizada e da 

detecção de sequência específica do MTB.  O sistema permite detecta a presença do bacilo 

causador da TB etambém identificarsehá resistência àrifampicina, um dos principais 

medicamentos usados no tratamento da doença (DUROVNI et al., 2014). É um sistema 

padronizado e recomendado pela OMS como teste rápido molecular (TRM) nos laboratórios 

clínicos (WHO, 2011). 

A maior vantagem do GeneXpert MTB/Rif® é a rapidez devido ao uso direto da 

amostra de escarro, ou seja, sem a necessidade de cultivo. Além disso, o sistema tem baixo 

risco de contaminação (BANADA, P. P. et al., 2010). A principal desvantagem é que o 

equipamento e seus insumos (cartuchos e reagentes) ainda tem custo alto para o SUS 

(VADWAII, V. et al., 2011). 
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2.6.2.2c Nested-PCR 

 

 A Nested-PCR é uma variante da PCR convencional, a técnica envolve dois 

conjuntos de iniciadores usados em duas reações sucessivas de PCR. O segundo conjunto de 

iniciadores destina-se a amplificar um alvo secundário dentro do primeiro produto 

processado. Na prática é uma reamplificação do produto da PCR, (KOX, L. F., 1994). É um 

ensaio útil para amplificar amostras pobres, por exemplo, casos de TB extrapulmonar eTB 

em crianças cujas amostras tem pouco bacilo ou seja, são paucibacilares (PIERRE C, 1996; 

GOMEZ-PASTRANA D, et al., 1999; PORTILLO-GÓMEZ, L., 2000; LIMA, K.V. et al., 

2007).  

 

2.6.2.2d PCR-Multiplex 

 

A técnica também é uma variação da PCR, que permite amplificar várias sequências 

diferentes de DNA em diferentes genes alvos, utilizando múltiplos iniciadores em uma única 

reação de PCR (YANG, Z., 2005). E uma técnica bastante promissora para o diagnóstico da 

TB-DR e TB-MDR principalmente em países em desenvolvimento. (GUPTA, A. et al., 

2013). 

Mokrousov e colaboradores (2003) foram os primeiros a adaptar a técnica de PCR-

Mutiplex para detecção de múltiplos alelos específicos (MAS_PCR) em genes associados à 

resistência aos fármacos anti-TB. O quadro 2 mostra os diferentes estudos que demonstram 

que a técnica, MAS-PCR pode ser uma boa ferramenta para o diagnóstico da TB-DR e TB-

MDR. 
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Quadro 2: Principais estudos que propõem o MAS-PCR como uma boa ferramenta de 

diagnóstico da TB resistente, Multirresistente e Extensivamente resistente.  

 

AUTOR E ANO CATEGORIZAÇÃO PALAVRA CHAVE CONTRIBUIÇÃO 

CIENTIFICA 
Mokrousov I et al. 2003 

Herrera-Léon L, et al., 

2004. 
Bing-Shao Chia et al., 

2012. 

Imperiale B. R. et al., 

2013. 

 

Padronizaram e 

otimizaram a técnica 

MAS-PCR para detecção 
simultânea das mutações 

pontuais em genes 

associados a resistência ao 

principais fármacos  

MAS-PCR and  rapid 

Diagnostic and multidrug-

resistant Tuberculosis 

Propõe a MAS-PCR como uma 

ferramenta simples, rápida e barata 

na detecção de TB-MDR. 
 

Sugerem a MAS-PCR como teste 

de diagnostico rápido, podendo ser 

aplicada no diagnóstico de rotina 
como ferramenta auxiliar. 

Chowdhury et al., 2012. 

Gupta A. et al., 2013  
Majumdar, T. 2015. 

 

Compararam a 

sensibilidade e 
especificidade da MAS-

PCR e outras 

metodologias (padrão 

ouro). 

MAS_PCR , Tuberculosis 

resistant 
Alguns desses estudos apontam a 

metodologia como um teste 
eficiente no diagnóstico da TB-

MDR. 

 

 
Siu et al., 2011. 

Mistri,  et al.  2016 

Avaliação e aplicação do 

MAS-PCR na detecção do 
MTB resistente direto de 

amostras de escarro. 

 

MAS-PCR and  rapid 

Diagnostic and multidrug-
resistant  

 

A técnica tem demonstrado ser 

uma ferramenta promissora no 
diagnóstico da TB resistente 

 

Demonstra ser útil principalmente 

em países com pouco recurso cuja 
cultura não é possível. 

Dorothy Yeboah-Manu et 
a.l 2001 

 

Savita Kullkarni et al.  

2012 

Ravibalan Thirumurugan 

et al 2015 

Ankush Raj  et a.l 2016 

 
Utilização do MAS-PCR 

naidentificação de cepas 

do complexo MTB e 

MNT. 

MAS-PCR diagnostic 
Tuberculosis  and MNT 

Podendo ser utilizada na detecção 
de diferentes genes-alvo para 

auxiliar na diferenciação e 

caracterização das cepas complexo 

M.tuberculosis simultaneamente. 

 

Leg: etal.= colaboradores;RIF = rifampicina; INH=Isoniazida; MTB= mycobacteriumtuberculosis, 

MNT=mycobacterias Não tuberculosis, MAS_PCR Reação em cadeia da polimerase de múltiplos Alelos 

especific. 

Fonte: de pesquisabase de dados: Portal Periódicos Capes, PubMED e SVS. 

 

2.7 Importância de avaliar mutações e as suas frequências no diagnóstico da 

tuberculose resistente 

 

O conhecimento de que a resistência aos fármacos pode ocorrer por diferentes 

situações e por diferentes mecanismos do MTB, tem sido investigado amplamente e 

comprovado em diferentes estudos (TELENTI et al., 1993; ZHANG & TELENTI, 2003; 

TAKIFF, 2000; RISKA et al., 2000). Avanços no entendimento do genoma do MTB 

também vêm contribuindo para uma melhor compreensão das mutações relacionadas à 

resistência os fármacos anti-TB e ao desenvolvimento de novas ferramentas para auxiliar o 

diagnóstico da TB (SHARANA MAHOMED, 2017; SEYED HASNAIN, 2015). 
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Atualmente, a comunidade científica, já sabe que a resistência à RIF está relacionada, 

em sua grande maioria (95-97%), a mutações pontuais ocorridas no sítio de ligação desse 

fármaco, conhecido como região determinante de resistência a rifampicina (RDRR) ou 

região de 81pb do gene rpoB (MOKROUSOV, I et al., 2003). No que diz respeito à 

resistência a INH, diferentes genes estão associados à resistência a esse fármaco, sobretudo 

mutações no gene katG ocorre com uma frequência de 80% no códon 315 (MOKROUSOV, 

2003; CHIA et al., 2012). 

Uma revisão sistemática se monstrou que a frequência de mutações associadas à 

resistência à RIF e INH varia geograficamente. Na Europa, por exemplo, mutações no gene 

katG ocorrem com uma frequência de 69% já nas Américas a frequência é de 61%. Na 

Guiné Equatorial, menos de 10% dos isolados resistentes à INH tem mutação no gene katG, 

mas em 80,5% a mutação é no gene mab-inhA (MARVA SEIFERT et al., 2015). No que diz 

respeito à resistência a RIF, no Paquistão, no estudo de KHAN e colaboradores (2013) a 

frequência de mutações no códon 531 do gene rpoB foi de 54,5%, já na China mutação 

nesse códon ocorre em uma frequência considerada baixa em torno de 27,7% (YUE et al., 

2003). No sul da Índia no estudo de Thirumurugan e colaboradores, 2015 a frequência das 

mutações nos códons 531, 526 e 516 do gene rpoB foi de 54,4%, 18,9% e 55,6% 

respectivamente. 

Alguns autores também relatam que a frequência de mutações no gene rpoB e katG 

associadas a resistência à RIF e INH podem também variar em diferentes regiões de um 

país, principalmente em países com alta incidência da doença. Na África, por exemplo, a 

frequência de fenótipos resistentes à INH com mutação no gene katG é de 73,5 % no códon 

315 e de 17,1% na região promotora inhA-15 (MARVA; SEIFERT et al., 2015), entretanto, 

no Kwazulu Natal, Sul da África a frequência de mutações no códon 315 do gene katG é de 

100% nos isolados de MTB resistentes a INH (KIEPIELA et al., 2000).  

No Brasil, o cenario TB-DR também tem caracteristicas especiais de padrão de 

resistencia aos fármacos RIF e INH, nas diferentes regiões do país (FREITAS, et al., 2014; 

FERIZZOLO et al., 2012). Em um estudo relaizado em Goiás, Centro Oeste do Brasil, por 

exemplo, 13,6% dos casos novos de TB tinham resistencia à RIF ou a INH e 6,7% tinham 

resistencia multipla (RIF + INH). A frequência de multirresistencia nesse estudo foi 

considerada alta, entretanto, a prevalencia de mutações no códon 315 do gene katG foi 

considerada baixa (41%) comparada a outros estudos conduzidos no país (SANTOS, L. C.et 

al., 2010). 
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Diante desses fatos, diferenças fenotípica e genotipicas no padrão de resistencia entre 

os casos de TB-MDR nas diferentes regiões do Brasil, devem ser levadas em consideração 

principalmente no desenvolvimento de estratégias de vigilância e de novos métodos de 

diagnósticos da TB resistente no país (HAAS et al., 1997; CAVUSOGLU, C. et al., 2006). 

Nos quadros 4 e 5 estão o resumo dos principais estudos que contribuíram para o 

conhecimento da TB-DR e da frequência das mutações relacionadas a resistência a RIF e 

INH no Brasil. 

 

Quadro 3: Principais estudos que contribuíram para o conhecimento das bases moleculares 

da resistência do Mycobacterium tuberculosis. 

 

AUTOR E ANO CATEGORIZAÇÃO PALAVRA 

CHAVE 

CONTRIBUIÇÃ

O CIENTIFICA 
Zhang Y et al., 1992. 

Telenti et al., 1993. 

Ramaswamy, S. et al., 

1998 

Heym. B; et.al., 1999. 

Riska P. F. et al., 2000. 

 

 
Abate G. et al., 2001. 

Mokrousov et al., 2002. 

Martilla e Soini, 2003. 

Laurenzo D et al., 2011. 

 

*Pioneiros na descrição dos 

principais alvos genéticos 

moleculares (marcadores), para 

detecção de cepas de MTB 

resistente. 

 

 

*Caracterizaram as bases 
genéticas e os mecanismos 

moleculares da resistência no 

MTB. 

 
* e INH. 

Mutations and -

Resistant 

Mycobacterium 

tuberculosis and 

mechanisms of 

resistance. 

 

 
Mutations, rpoB, 

KatG and MTB  

Esses estudos 

contribuíram para o 

melhor entendimento dos 

principais mecanismos de 

resistência do MTB e 

também possibilitaram o 

surgimento e 

desenvolvimento de novas 
tecnologias, testes e Kits 

de diagnóstico para TB  

 

Determinaram 
afrequência e prevalência 

das principais mutações 

nos genesrpoBekatG 

associadas aresistênciaa 
RIF  

Leg: etal. = colaboraroes; RIF = rifampicina; INH=Isoniazida; MTB= mycobacteriumtuberculosis. 

Fonte: pesquisa base de dados: Portal Periódicos Capes, PubMED e SVS. 
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Quadro 4: Principais estudos nacionais que contribuíram para a caracterização e frequência 

das principais mutações associadas à resistência do Mycobacterium tuberculosisarifampicina 

e isoniazida nos genes rpoB e katG, respectivamente. 

 

Leg: et al. = colaboradores; RIF=rifapicina; INH=Isoniazida; MTB=mycobacterium tuberculosis 

Fonte de pesquisa base de dados: Portal Periódicos Capes, PubMED e SVS. 
 

Avaliar novas ferramentas de diagnostigoa da TB-DR com base nas principais 

mutaçoes relacionadas a resistencia do MTB aos farmacos é de grande relevancia. Este 

trabalho se propoe a avaliar a performace do método MAS_PCR no diagnostico rápido de 

casos de tuberculose sensível, resistente e multirresistente aos fármacos em cepas do MTB 

estocados no banco de cepas do laboratório do Centro de Referência Professor Hélio Fraga. 

 

  

AUTOR E ANO CATEGORIZAÇÃO PALAVRA 

CHAVE 

CONTRIBUIÇÃO CIENTIFICA 

 

Rossetti et al., 2002. 

Valim A. R. M et al., 2002. 
Cardoso R. F et al., 2004. 

Siqueira H. R et al., 2009. 

Coelho, M, B et al., 2011. 

De Freitas, F. A et al., 
2014. 

 

*Determinaram a frequência 

e prevalência das principais 
mutações pontuais nos genes 

rpoB e katG em cepas de M. 

tuberculosis resistentes 

isolados no Brasil. 

 

Mutations rpoB 

and KatG 
Tuberculosis and  

Brazil 

 

Tuberculosis 
Isoniazid 

Rifampin and 

resistance Brazil 

 

Estudos nacionais que ajudaram na 

caracterização do perfil de 
resistência do MTB circulante no 

país e na determinação da 

frequência das principais mutações 

associadas a resistência a RIF e 
INH. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a utilização do método MAS-PCR (Multiplex allele–specific-PCR) na 

detecção de cepas de Mycobacterium tuberculosis sensível, resistente e 

multirresistentes estocados no banco de cepas do Centro de Referência Professor 

Hélio Fraga no período de 1996-2007. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a eficiência do método MAS-PCR (Multiplex allele–specific-PCR) quando 

comparado aos resultados obtidos pelo método automatizado MGIT 960 (Bacton 

Dickinson-USA) e pelo sequenciamento de DNA no diagnóstico da tuberculose 

multidroga resistente. 

 Determinar a frequência de mutações nos genes rpoB, katG e da região promotora 

inhA-15 de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes à rifampicina e 

isoniazida no CRPHF. 

 Avaliar a detecção simultânea das principais mutações dos genes rpoB, katG e região 

promotora do gene inhA, que conferem resistência à rifampicina e isoniazida, 

respectivamente, através do método MAS-PCR em cepas do Mycobacterium 

tuberculosis mulitirresitentes. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Desenho do estudo  

 

Estudo laboratorial do tipo experimental retrospectivo para avaliar uma  técnica 

molecular baseada na reação em cadeia da polimerase de múltiplos alelos específicos (MAS-

PCR) na detecção de mutações associadas à resistência a RIF e INH em culturas do 

Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) sensível, resistente e multirresistente aos 

fármacosdo Laboratório de Referencia Nacional em Bacteriologia da Tuberculose Ângela 

Werneck do Centro de Referência Professor Hélio Fraga (LRNBT-

CRPHF/ENSP/FIOCRUZ). 

 

4.2 Amostras 

 

Amostras de conveniência de cultura estocadas no banco de cepas do LRNBT foram 

selecionadas para o estudo. O cálculo amostral estimado foi de 139 amostras, considerando 

os seguintes dados: erro amostral de 5%, intervalo de confiança de 95%, percentual máximo 

de 10% do estoque com base na calculadora online disponível em: 

https://praticaclinica.com.br/anexos/ccolaborativa-calculo-amostral/ccolaborativa-calculo-

amostral.php. 

A seleção das 139 culturas para o estudo foi realizada de forma aleatória e por sorteio 

com ajuda do aplicativoWWW.winepi.net/winipi2utilizando uma planilha excelR. Uma cepa 

padrão H37RV (ATCC 27294) do MTB foi utilizado como referência para perfil sensível 

aos fármacos e uma cepa padrão (ATCC9096) com resistência simultânea para RIF e INH 

foi utilizada como referência para perfil de múltiplaresistência. 

 

4.3 Banco de cepas 

 

Uma planilha do Sofware ExcelR foi criada e organizada anteriormente pela equipe 

do Laboratório do CRPHF, para o registro de todas as cepas pertencentes ao complexo 

Mycobacterium tuberculosis (CMTB) estocadas, após os procedimentos de diagnóstico e 

identificação do CMTB. Esse banco possui mais de 15.000 cepas que foram estocadas em 

freezer-70° nos últimos 25 anos, no LRNBT/CRPHF-ENSP/FIOCRUZ.  
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As amostras são armazenadas diariamente em caixa enumeradas para criotubo e 

cadastradas na planilha. A planilha ExcelR consistem das seguintes informações: Nas linhas 

1 a 10 e nas colunas de A á J são registradas a ordem e a posição das amostras estocadas em 

caixa de criotubos. Cada caixa permite estocar um total de 100 amostras e cada caixa recebe 

uma numeração especifica. O quadro 5 ilustra o modelo da planilha de estoque de criotubo 

do banco de cepas do laboratório do CRPHF. 

 

Quadro 5: Modelo da Planilha do Estoque do banco de cepas do laboratório do 

CRPHF/ENSP/Fiocruz 

 

Banco de cepas do Laboratorio de bacteriologia datuberculosedo CRPHF/ENSP/Fiocruz  
Cepas de Mycobacterium tuberculosis, MDR, XDR, R ou Sensíveis. 

Data ____/_____/____Caixa N _____ FREEZER _________ 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

A           

B           

C           

D           

E           

F           

G           

H           

I           

J           

Fonte: Planilha Excel do controle de estoque do laboratório do CRPHF. 

 

 

4.4 Plano de recrutamento 

 

Após a seleção aleatóriadas cepas armazenadas em freezer -70 °C por sorteio, 

conforme descrito anteriormente, as cepas foram aliquotadas em criotubos com rosca e 

submetidas à extração de DNA. As cepas que apresentaram boa qualidade na extração de 

DNA foram incluídas no estudo. O Sistema de Gerenciamento do Ambiente Laboratorial–
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GAL(https://gal.fiocruz.sus.gov.br/) foi utilizado para buscar padrão de resistência para os 

fármacos RIF e INH dos isolados incluídos no estudo após serem submetidos as 

metodologias proposta (Figura 2).  

 

Figura 2: Apresentação online do software do Sistema de Gerenciamento do Ambiente 

Laboratório (GAL) 

 

 

Fonte:https://gal.fiocruz.sus.gov.br/CRPHF. 

 

 

4.5 Extração de DNA apartir do estoque de cultivo 

 

De acordo com procedimento operacional padrão (POP) do CRPHF, após a retirada 

do criotubo do banco de cepas, os mesmos foram imediatamente colocados em recipiente 

com gelo e álcool a 70% por 30 minutos e armazenado em freezer a -20 °C por uma noite. 

Em seguida, os criotubos foram acondicionados a -4°C por 1 hora e depois colocados em 

isopor com gelo por 15 minutos. 

Na cabine de segurança biológica, 100µl do inóculo foram transferidos para outro 

tubo de rosca (1.5ml) com 500µl de água estéril, agitados com auxílio do vórtex por 30 

segundos, seguidos por uma centrifugação a 13.000xg por 10 minutos. Após centrifugação, 

os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 10 minutos para inativação do 

bacilo. As amostras foram armazenadas a 4°C para posterior extração do DNA. O protocolo 
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de extração de DNA utilizado nesse estudo foi desenvolvido em nosso laboratório por 

Campos e colaboradores, (2012).  

Após a inativação, foram adicionadasas culturas: 300µlde triton X-100 a 1%, 

amistura foi agitada no vórtex por 1 minuto e incubada atemperatura ambiente por 8 

minutos. Após essa incubação, 150µl do volume foram transferidos para outro tubo com 

100µl de tampão de lise (15% Chelex 100, 0,5% Tween 20 e Tris-EDTA). O tubo foi 

aquecido a 100 °C por 20 minutos agitado por 1 minuto, utilizando o vórtexe seguido por 

uma centrifugação de 13.000xg por 8 minutos. O sobrenadante foi então transferido para 

outro tubo e estocado a 4°C.  

O sobrenadante foi usado para as técnicas de MAS-PCR e sequenciamento de DNA. 

Para a execução dessas técnicas foi necessário uma concentração de 20 a 100ng de DNA 

estimado previamente em gel de agarose. 

 

4.6 Eletroforese após extração do DNA 

 

Para verificação da integridade do DNA extraído, uma alíquota de 5µL do mesmo, 

foi aplicado em gel de agarose 1% (Sigma-Aldrich Co, São Paulo, Brasil) acrescido do 

corante de corrida gelRed® (PAGE GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain). O DNA foi 

submetido a uma corrente de 90V em uma cuba de eletroforese com 200mL de tampão TBE 

1X ([Tris-borato-EDTA; 0,90mM Tris-HCl, ácido bórico 0,90mM, EDTA5mM (pH 8,0), 

por 20 minutos. Para cada corrida de eletroforese foi colocado uma amostra com 

concentração de DNA conhecida (20ng/100ng) como controle. Após a corrida, o gel foi 

fotografado em foto-documentador da marca Kodak Digital (Science Electrophoresis 

Documentation Analysis System-EDAS120), empregando luz ultravioleta (UV). 

 

 

 

 

4.7 Teste de Sensibilidade Fenotípico – TSA-MGIT960R 

 

O teste de sensibilidade fenotípico utilizado foi o método automatizado BACTEC™ 

MGIT™ 960 (Becton, Dickson and Company, Maryland, USA) de acordo com o manual de 

procedimentos da Becton & Dickson (BD). Foi utilizado o KIT- SIRE contendo as drogas 
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SM, INH, RIF e EMB nas seguintes concentrações: 0.1 μg/ml, e 1.0 μg/ml 5.0 μg/ml e 

1,0µg/mL respectivamente. Um tubo contendo o meio de crescimento com ausência dos 

antibióticos SIRE foi utilizado como controle do teste. Os resultados retrospectivos do teste 

Bactec MGIT 960R para os fármacos RIF e INH dos isolados selecionados para opresente 

estudo foram adquiridos no sistema de gerenciamento laboratorial (GAL). 

 

4.8 Teste Genotípico para detecção de mutações nos genes de resistência-

Sequenciamento de DNA. 

 

Para determinar os mutantes resistentesa RIF e INH foi utilizado o protocolo de 

sequênciamento de DNA descrito por (SANGER, 1997) para os seguintes alvos rpoB, katG 

e região promotora mab-inhA-15. Um fragmento de 435pb do gene katG (códon 224 ao 

370), 885pb do gene inhA, incluindo 648pb da região promotora mabA-inhA (que estende a 

271 a 377pb do gene estrutural mabA, que também tem sido associado a resistência a INH) 

e, finalmente, 250pb do gene rpoB, incluindo a região RDRR de 81pb (entre os códons 509-

533) foram amplificados. A reação inclui a combinação dos primers katGO-F/katG4-

R,inhA-F/InhA-R e por BRO-F/rpoBRI-Rseguido com adição de12,5µl daAmpliTaq Gold 

Master Mix (ABI,USA). A concentração utilizada de cada primer foi de 25pmole 0,2µg de 

DNA para um volume final de 50µl. A sequência dos primers alvos e as condições da reação 

de sequenciamento estão ilustradas no quadro 6 e 7. 
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Quadro 6: Iniciadores (Primers) para os gens alvos rpoB katG e mab-inhA utilizados no 

sequenciamento de DNA nesse estudo 

 

Sequencia dos iniciadores (primers) Conc.de uso Tam. 

Fragn 

Gene 

 alvo 

Fármaco 

ROF a5’ GTCGCCGCGATCAAGGA 3’ 

RIR a5’ TGACCCGCGCGTACA 3’ 

 

katGOF a GCAGATGGGGCTGATCTACG 

katG4R a  AACGGGTCCGGGATGGTG  

 

inhAF GTATGGGCCACTGACACAACAC    

inhAR CCGCCGAACGACAGCAGCAGGA                                       

25pmol/µL 

 

 

25pmol/µL 

 

 

25pmol/µL 

250pb  

 

 

435pb 

 

 

885pb 

rpoB 

 

 

katG 

 

 

mab-inhA 

 

Rifampicina  

(RIF) 

 

Isoniazida 

(INH) 

 

Isoniazida 

(INH) 

 

Legenda:R= reverse, F= foward, T=Timina, A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, pb=pares de base 

Prime adaptados do estudo de Mokrousov et al., 2002, 2003).a e prmier  adapatado de Yang et al 2005. 

 

A reação de amplificação para o gene katG foi realizada em termociclador nas 

seguintes condições: uma desnaturação a 96ºC por 3 min seguida da amplificação do 

produto realizada em 25 ciclos (de acordo com o protocolo padronizado) composto de 

desnaturação do DNA a 95ºC por 50s, anelamento dos iniciadores a 68ºC por 40s ea 

extensão das novas cadeias à 72ºC por 1 min. Ao final dos ciclos seguiu-se um aquecimento 

a 72ºC por 10 min para extensão final e temperatura de manutenção de 4ºC até a retirada do 

produto. 

Para o gene inhA e região promotora mab-inhA a desnaturação foi realizada a 94ºC 

por 3 min e a amplificação foi realizada em 26 ciclos com desnaturação a 94 ºC por 30s, 

anelamentoa 65ºC por 40s e extensão a 72ºC por 20s. A extensão final foi realizada a 72ºC 

por 7 minutos seguido de manutenção a 4ºC ao final dos ciclos.  

Para o gene rpoB a desnaturação inicial foi realizada a 96ºC por 3min, a 

amplificação por uma sequência de 30 ciclos, composto de desnaturação a 95ºC por 50s, 

anelamentoa 65ºC por 40s e extensão a 72ºC por 20s. A extensão final foi realizada a 72ºC 

por 3 minutos seguido de temperatura de manutenção a 4ºC até a retirada do produto do 

equipamento. (Quadro 7) 

Para confirmação da amplificação, 10µl dos produtos investigados foram aplicados 

em gel de agarose a 2% com tampão TBE 1X e Gel Red®. Submetidos aeletroforesea 90V 

por 2 horas em cuba horizontal com tampão TBE 1X Um marcador de 50pb DNA Ladder 

(BioLabs®) foi utilizado. Ao final da eletroforese os géis foram visualizados capturados e 

documentados utilizando o sistema de captura de imagem Alpha Imager EC (Alpha 

Innotech®). 
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 Dando prosseguimento, após avaliar a qualidade do produto amplificado dos gens 

alvos, a etapa seguinte foi a purificação do produto amplificado utilizando KIT CELLCO 

(Gel/PCR Purificaction KIT). De acordo com a recomendação do fabricante 250µl de 

tampão + 50µl do produto amplificado foi colocado em coluna (tubo coletor de 2mL). 

Centrifugado a 10.000g ou 9.980 rpm por 30s. Após centrifugação o que passou pela coluna 

foidescartado. 700 ul do tampão “Washing” foi adicionado na coluna e novamente 

centrifugado e descartado o que que passou pela coluna. Em seguida foi adicionado na 

coluna com tubo coletor30-50µl de tampão “Elution” e deixado por 1 minuto em 

temperatura ambiente. Em seguida centrifugar por 1minuto. 

A precipitação com etanol 70%foi realizada de acordo com Protocolo Big 

Dye®Terminator v3.1 CycleSequencing, (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com 

algumas modificações. A centrifugação da placa foi realizada a 1.500xg por 5s segundos, 

seguida de adição de 80μL de etanol a 70% (mantido a temperatura ambiente) por orifício, 

selagem e incubação por 15’ em repouso, no escuro e a temperatura ambiente. Na sequência, 

a placa foi centrifugada a 1.500xg por 45minutos a 4ºC, aberta e seu conteúdo foi removido 

por inversão bruscada placa sobre a pia. A placa foi pressionada sobre papel absorvente 

Kimwipes (Kimberly-Clark Global Sales, Inc, Roswell, GA) para secagem das bordas, em 

seguida, adicionou-se 100 μL de etanol a 70%, a placa foi seladae centrifugadaa 1.500xg por 

45minutos a 4ºC. Ao final dessa etapa, removeram-se os volumes dos orifícios da placa por 

inversão, a placa foi mantida invertida sobre vários papéis absorventes Kimwipes, 

acondicionada no suporte de placas da centrífuga e centrifugada a 1500xg por 10 seg. Ao 

final, a placa foi acondicionada aberta em termociclador a 60ºC por 10’ para secagem, em 

seguida, a placa foi selada e mantida a -20ºC. 

Para dar continuidade, a placa foi retirada do freezer, estabilizada à temperatura 

ambiente e 10µL de formamida HiDi (Applied Biosystems) foram adicionados em cada um 

dos poços. A placa foi centrifugada a 1.500xg por 5 seg, aquecida a 95ºC por 5 minutos no 

termociclador Veriti (Applied Biosystems) e colocada em banho de gelo por 3 minutos antes 

de ser submetida ao sequenciador automático ABI Prism 3130xl DNA Sequence (Applied 

Biosystems).  

Após o término, do sequenciamento, as sequências obtidas foram editadas, alinhadas e 

analisadas pelos programas EDITSEQ, ALIGN e SEQMAN (DNASTAR) e comparadas 

com as sequências H37RV depositada no Genbank. 
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Quadro 7: Condições da Reação da PCR sequenciamento de DNA para os genes alvos 

rpoB, KatG e Mab-inhA. 

 

 Condições dos Ciclos da PCR 

 Reação da PCR KatG435pb 

 

mabA-inhA 885pb  

 

rpoB 250pbs 

 

 

Sequenciamento de 

DNA 

96 °C -  3min 

95 °C – 50s 

68 °C - 40s         25X 

72° C – 1min 

72 °C – 10min 

4 °C 

 

94 °C – 3min 

94 °C - 30s  

65 °C - 40 s     26X 

72 °C - 20 s  

72 °C- 7 min 

4°C 

96 °C – 3min 

95 °C -  50s  

65 °C - 40 s     30X 

72 °C - 20 s  

72 °C –3min 

4 °C 

Legenda: °C=grau celsos, X=vezes, pb=pares de base, min=minutos, s=segundos 

Fonte:SANGER,1997. 

 

4.9 Teste Molecular dos Múltiplos Alelos Específicos (MAS-PCR) 

 

Para a análise-MAS-PCR, o ensaio foi realizado em 2 etapas, na primeira etapa 

foram avaliados os alelos específicos para rpoB531 e para região promotora inhA-15 e a 

segunda etapa para o rpoB526, rpoB516 e katG315, mantendo os mesmos parâmetros das 

condições da reação da PCR descritas por Mokrousov et al., (2002), Yang et al., (2005) e 

Imperial e et al.,(2010), com pequenas alterações no ciclo de anelamento. O tamanho do 

fragmento, a concentração e as sequência de cada iniciador (primer) utilizados na reação 

MAS-PCR estão descritas no Quadro 8.  

A primeira etapa da reação MAS-PCR foi realizadanas seguintes condições: MgCl2 

(50mM), dNTPs (25mM), tampão 10X, 1U da Taq polimerase, 1µl (20ng) do DNA para um 

volume final de 50µl completando o volume com H2O estéril. Os iniciadores utilizados 

nessa etapa foram: RpoB531 (25pmol/ul), RiRM (30pmol/ul), InhAF (3pmol/ul), InhAR 

(3pmol/ul). Para segunda etapa os iniciadores utilizados foram KatG5R (4pmol/ul), katGOF 

(4pmol/ul), rpoB526 (10pmol/ul), RpoB516 (10pmol/ul) e RIRM (30pmol). Os outros 

reagentes foram utilizados na mesma condição da reação1 (Quadro 10). 
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Quadro 8: Primer utilizados no MAS-PCR para detecção de mutações nos genes rpoB, 

katGe região promotorainhA-15. 

 

  

   Primers               Sequencia5’-3’ Conc. Tamanho  Fármaco Referencias 

  RpoBR531  

 

    R526  
 

   R516  

 

   RIRm 

5‘CACAAGCGCCGACTGTC 3 

 

5’CTGTCGGGGTTGACCCA3’ 
 

5´CAGCTGAGCCAATTCATGGA3 

 

5’TTGACCCGCGCGTACAC 3’ 

25pmol/µl 

 

10pmol/µl 
 

10pmol/µl 

 

30pmol/µl 

170pb 

 

185pb 
 

218pb 

 

250pb 

 

 

 
 

Rifampicina 

(RIF) 

 

 

 
Igor Mokrousov 

et al., 2002 

 
   KatG5R 

 

   KatGOF  

 
5’ATAC GAC CTC GAT GCC GCT3’ 

 

5’GCA GAT GGGCTGATCTACG 3’ 

 

 
4pmol/µl 

 

4pmol/µl 

 
292pb 

 
Isoniazida 

(INH) 

 
Igor Mokrousov 

et al., 2003 

 

 InhAP-15  
 

InhAPF2  

 

5’GCG CGG TCA GTT CCA CA 3’ 
 

5’CAC CCC GAC AAC CTA TCG3’ 

 

3pmol/µl 
 

3pmol/µl 

 

270pb 

 

Isoniazida 
(INH) 

 

Zhenhua Yang 
et al., 2005. 

 

Legenda: T=Timina, A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, pb=pares de base, ul= microlitro, pmol/µL= pico 

mol/microlitro, INH= izoniazida, RIF =rifampicina. Fonte: Adaptada de Mokrousov, I et al 2003. 

 

As etapas das reações 1 e 2 foram incubadas termociclador (MyClycleTM Thermal 

Cycler–BioRad, Richmond, CA, USA) com o protocolo Touchdown incluindo uma etapa de 

desnaturação de 96 °C por 3’, seguidos por 9 ciclos de 95°C por 50s e 72 °C por 40s e 72°C 

por 1’. A temperatura inicial de anelamento (72°C), diminui 0,5°C por ciclo durante os 9 

ciclos, seguidos por 30 ciclos, com desnaturação de 95 °C por 50s, anelamento 68°C por 40s 

e extensão de 72°C por 1’ e uma extensão final de 72°C por 7’. Nos quadros 10, 11 e 12 

estão os parâmetros eas condições das etapas do MAS-PCR para os múltiplos alelos 

específicos. Para cada reação de PCR foram adicionados dois controles positivos, a cepa 

referencia MTB H37Rv (27294ATCC) como padrão selvagem “WT” e MTB (9096ATCC) 

para padrão “mutado”, além de um controle negativo contendo apenas os reagentes da 

reação MAS-PCR e água no lugar do DNA. Para eletroforese em gel de agarosea 2 % foram 

utilizados 10µL do produto amplificado além de um marcador de peso molecular (MPM) de 

100pb (DNA ladder O’RangeRuler/Fermenta). A presença de bandas para os códons 

investigados e visualizados no gel de agarose após corrida de eletroforese, indica a região 

“WT” do códon, (demonstrando ausência de mutação). A ausência de bandas em qualquer 

um dos códons indicamutação no alelo investigado (Figura 3). O Esquema 1 A, B e C ilustra 

o sitio de ligação dos primers utilizados na MAS-PCR aos genes alvo e o quadros 9 e 10 os 

parâmetros da amplificação da reação MAS-PCR. 
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Quadro 9: Condições de preparo da primeira etapa do Mix MAS-PCR para detecção de 

múltiplos Alelos específicos nos códons rpoB 531 e inhA-15 

 

N. DE 

AMOSTRAS 

ÁGUA 

qsp 

50µL 

TAMPÃO 

10X 

MgCl2  

50mM 

RiRm 

10pmol 

rpoB 531       

25 pmol 

InhA F       

3 pmol 

InhA R         

3 pmol 

dNTPs      A, 

C, G, T 

Taq 

Polim. 

DNA 

extraído 

1X 35,3 5 3 1 1 1 1 0,4 0,3 2 

2 70,6 10 6 2 2 2 2 0,8 0,6 4 

3 105,9 15 9 3 3 3 3 1,2 0,9 6 

4 141,2 20 12 4 4 4 4 1,6 1,2 8 

5 176,5 25 15 5 5 5 5 2 1,5 10 

6 211,8 30 18 6 6 6 6 2,4 1,8 12 

7 247,1 35 21 7 7 7 7 2,8 2,1 14 

8 282,4 40 24 8 8 8 8 3,2 2,4 16 

9 317,7 45 27 9 9 9 9 3,6 2,7 18 

10 353 50 30 10 10 10 10 4 3 20 

11 388,3 55 33 11 11 11 11 4,4 3,3 22 

12 423,6 60 36 12 12 12 12 4,8 3,6 24 

Legenda: X= vezes, qsp=quantidade suficiente para, mM= mine molar, pmol= pico mol, A=Adenina, 

C=Citosina, G=Guanina, T= Timina. Fonte=própria. 

 

Quadro 10: Condições de preparo da Segunda etapa para reaçãodo Mix MAS-PCR para 

detecção de múltiplos Alelos específicos nos códons rpoB526, rpoB516 e KatG315 

 

Legenda: X= vezes, qsp=quantidade suficiente para, mM= mine molar, pmol= pico mol, A=Adenina, 

C=Citosina, G=Guanina, T= Timina. Fonte=própria. 

 

  

N. DE 

AMOSTRA 

ÁGUA 

qsp 

50µL 

TAMPÃO 

10X 

MgCl2   

50 Mm 

RiRm 

30pmol 

rpoB 526       

10pmol 

rpoB 516     

pmol 

katGOF

315 

4pmol 

katG5

R 

4pmol 

dNTPs      

A, C, G, 

T 

Taq 

Polim. 

DNA 

extraído 

1X 36,3 5 3 1 1 1 1 1 0,4 0,3 2 

2 72,6 10 6 2 2 2 2 2 0,8 0,6 4 

3 108,9 15 9 3 3 3 3 3 1,2 0,9 6 

4 145,2 20 12 4 4 4 4 4 1,6 1,2 8 

5 181,5 25 15 5 5 5 5 5 2 1,5 10 

6 217,8 30 18 6 6 6 6 6 2,4 1,8 12 

7 254,1 35 21 7 7 7 7 7 2,8 2,1 14 

8 290,4 40 24 8 8 8 8 8 3,2 2,4 16 

9 326,7 45 27 9 9 9 9 9 3,6 2,7 18 

10 363 50 30 10 10 10 10 10 4 3 20 

11 399,3 55 33 11 11 11 11 11 4,4 3,3 22 

12 435,6 60 36 12 12 12 12 12 4,8 3,6 24 
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Quadro 11: Parâmetros de amplificação dos múltiplos alelos específicos (MAS-PCR) 

 

Reação Temperatura(C) Tempo 

(min:sec) 

Ciclos 

 96 3:00 1 

 

Touchdown 

95 0:50  

72 * 0:40 9 

72 1:00 

    

 

MAS-PCR 

96 3:00 1 

95 0:50  

30 68 0:40 

72 1:00 

72 7:00 
*Variação da temperatura inicial de anelamento 72°C diminui 0,5°C por cada ciclo. 

Fonte: Imperiale, B,R. et al., 2010. Rapid detection of multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis by 

multiplex allele-specific polymerase chain reaction 
 

O tamanho dos fragmentos visualizados em gel de agarose após amplificação dos 

alelos específicos dos genes alvos rpoB, katG e inhA-15 estão na figura 3. Alocalização de 

cada alelo especifico, no sitio de ligação dos genes alvos investigados estão no esquema A, 

B e C. A visualização do padrão de “WT” e “Mutado” observados em gel de agarose de 

alguns dos alelos específicos encontrados no estudo estão ilustradas a figura 3. 

 

Esquema 1: Localização de ligação dos primers utilizados no MAS-PCR ao sítio alvo do 

genes rpoB (A), katG (B) e região promotora inhA-15 (C) do M. tuberculosis. 

 

A) rpoBB) katG 

 

 

 

c) inhA-15 

270-pb MAS-PCR fragment: inhA-15 CGA (WT) 

 

InhAP 

___________________ __CGA___ 

InhA PF . 

Legenda: As setas indicam o sentido da ligação dos iniciadores. As regiões de anelamento dos iniciadores nos 

códons estão em negrito. Os iniciadoresforam desenhados para se ligar na região selvagem (WT) do códon. O 
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“não anelamento”dos iniciadores indica possibilidade de “mutação” no códon investigado e não é visualizado 

no gel de agarose. 

Fonte: Mokrousov, I., et al 2003. 
 

Figura 3 Eletroforese em gel de agarose 2% dos padrões alelos específicos “WT” e 

“Mutado” observado 

 

 
Adaptado de: ZhenhuaYang; Riza Durmaz; Dong Yang; Selami Gunal; Lixin Zhang; Betsy Foxman; Ahmet 

Sanic; Carl F.Marrs. 

 

4.10 Análise retroativas do padrão de resistência fenotípica 

 

Dados retroativos dos padrão de resistência fenotípica (TSA-MGIT960R) dos isolados 

incluídos no estudo foram coletados no Sistema de Gerenciamento do Ambiente 

Laboratorial–GAL (https://gal.fiocruz.sus.gov.br/). 

 

4.11 Análise estatística  

 

A sensibilidade e especificidade da MAS-PCR foi calculada baseada na detecção da 

resistência à RIF e INH em comparação com o método “padrão ouro” fenotípico e 

genotípico. Através do software Rstudio (versão3.6/i386-w64-mingw32) disponível: 

http://cran.fiocruz.br foram calculados e interpretados os seguintes parâmetros: 

Sensibilidade e Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e Valor Preditivo Negativo 

(VPN) e índice Kappa. O intervalo de confiança (IC) adotado foi de 95%. Nível de 

significância foi de α= 5% (p< 0,05). 
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A acurácia do método MAS-PCR foi determinada pela concordância entre os 

métodos: TSA-MGIT960R e Sequenciamento de DNA na detecção das mutações associadas 

a resistência fármacos anti-TB (Rifampicina (RIF) e Isoniazida (INH). 

A reprodutibilidade foi avaliada pela repetição do teste em amostra duplicata. 

 

4.12 Calculo do tempo de execução e Custo 

 

O tempo de execução das técnicas por amostra foi calculado com base no grupo e 12 

amostras selecionadas aleatoriamente. O tempo médio de execução de cada metodo e o 

tempo total de execução foi medido de acordo com o tempo gasto em horas para execução 

de cada etapa dos testesa partir da preparação da amostra para extração de DNA até a 

liberação do resultado. 

O custo dos insumos necessário para cada teste realizado também foi calculado e 

comparados em moeda local (Reais=R$). 

 

4.13 Reanalise dos Padrões MAS-PCR  

 

Uma avaliação às cegas com releitura visual dos perfis eletroforéticos do MAS-PCR 

(gel/foto) de 60% (73/122) dos isolados foi realizada por 2 observadores independentes, com 

vasta experiência em métodos moleculares. Ambos consideraram os seguintes parâmetros:  

a) Presença de bandas no gel de agarose para padrão “WT”. 

b) Ausência de banda para o padrão “mutado” de acordo com o determinado pela 

metodologia MAS-PCR para os diferentes alelos específicos para os genes rpoB, katG e 

região promotora inhA-15.  

O resultado da interpretação dos padrões observados pelos 3 observadores seguiu os 

seguintes parâmetros de concordância: 

 

a) observador1 versosobservador2; 

b) observador3 versos observador1 

c) observador3 versos observador2. 
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A direta visualização dos “padrões de bandas” identificados pelos 3 observadores 

foram anotados em uma tabela Excel para calcular o porcentual de concordância observado 

entre os observadores. O grau de concordância adotado foi de: 

 

100%=ótimo, 

 90-80%=bom, 

70-60%=regular, 

≤ 50%=ruim/insuficiente. 

 

4.14 Aspectos éticos 

 

O estudo teve a dispensa do CEP-ENSP e CEP-INI e foi cadastrado no serviço de gestão 

em projetos do INI Protocolo 1382. 
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5 RESULTADOS 

 

Das 139 culturas estimadas, pelo cálculo amostral e selecionadas para o estudo, 7 

estavam contaminadas, 3 não obtivemos uma boa extração de DNA, 5 não conseguimos uma 

boa purificação ou amplificação para sequenciar alguns dos genes alvos e 2 não possuíam o 

resultado do TSA armazenado no sistema e por isso foram excluídas do estudo. Sendo 

assim, 87,7% (122/139) foram selecionados e analisados, pelas metodologias propostas no 

presente estudo. 

De acordo com o padrão de resistência fenotípica, os 122 isolados foram agrupados 

em sensível (S) referindo-se aos isolados com padrão fenotípico “sensível” para qualquer 

um dos fármacos testados no estudo (RIF+INH) 5,7% (7/122) e resistente (R) referindo-se a 

isolados com padrão fenotípico “resistente” a qualquer um dos fármacos testado no estudo 

(RIF+ INH), 94,2% (115/122), (tabela 1). 

 

Tabela 1: Padrão de resistência fenotípico aos fármacos Rifampicina e isoniazida dos 122 

isolados 

RIF                                  INH                              RIF  +  INH  

                                          no (%)                                 no (%)                               no (%) 

 

Sensível (S)             14/122(11,5%)                 7/122 (5,7%)                      7/115 (5,7%)   

 

Resistênte (R)        108/122 (88,5%)              115/122 (94,2%)                108/115 (94%)          

 Total                          122                               122                      ..             122 

Legenda:RIF=rifampicina, INH=isoniazida, S= sensível, R= resistente, n=número,%=percentis. 

 

 

5.1 Resultados do teste Fenotípico (MGITR960). 

 

Dados retrospectivos do teste fenotípico automatizado MGIT90R, das 122 amostras 

incluídas no estudo, 94,2% (115/122) tinham padrão de resistência (R) para RIF e/ou INH 

(R) e 5,7% (7/122) com padrão sensibilidade (S) a esses fármacos testados (TB-S),  

Dos 94,2% (115/122) casos resistentes (R) a qualquer um dos fármacos testados, 

108/115 (94%) desses apresentaram padrão de multirresistente para ambos os fármacos, 

rifampicina + isoniazida TB-MDR e 6% (7/115) com padrão de monor resistência somente 
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para isoniazida (TB-mono-INH). A tabela 2 mostra o padrão da resistência fenotípica dos 

115 isolados resistentes avaliados pelo MGIT960R. 

 

Tabela 2: Padrão fenotípico dos 115 isolados analisados pelo MGIT 960R 

 

 

 

 

 

Legenda: R= resistente, INH= Isoniazida, %=porcentagem 

 

5.2 Resultados do Teste Genotípico (Sequenciamento de DNA) 

 

No teste genotípico (Sequenciamento de DNA), dos 122 isolados analisados 97/122 

(79,5%) tiveram mutação detectada no gen rpoB, distribuídas nos códons 531com troca de 

aminoácido de serina para leucina (SerTCG-LeuTTG) em 57 isolados (58,7%), 526 

(HisCAC-AspGAC) em 24 (24,7%) e 516 (AspGAC-TyrTAC) em 16 isolados (16,4%). Dos 

isolados analisados, 25/122 (20,4%) não tiverem mutação detectados no gen rpoB, mutações 

estas que conferem resistência àRIF. 

 Entre os 122 isolados investigado para gen katG, 77% (95/122) a mutação foi 

detectada no códon 315, com substituição do aminoácido serina para theonina (SerAGC-

TheACC) e substituição com troca de amino ácido de serina para asparagina (SerAGC-

AspAAC) em 5 isolados. Em 28 isolados a mutação nesse gen não foi detectada. As 

mutações no gen katG conferem resistência à INH. 

Na análise do gen Mab-inhA, mutações na região promotora inhA-15 foi detectada 

em 13/122 (10,6%) com mudança da base C para T, (Citosina/Timina). Desses, 10 isolados 

apresentaram mutação dupla, ou seja, nos dois alvos katG315 e InhA-15. Além disso, 3/13 

isolados com mutação somente em inhA-15 foi detectado. As mutações na região promotora 

do gen inhA conferem resistência à INH. 

A frequência das mutações encontradas nos gens, rpoB e katG, encontradas pela 

sequenciamento de DNA, estão ilustradas na figura 4 e 5. 

 

 

TSA MGIT960R 

TB-Mono resistente INH                           7/115 (6%)         

TB- MDR                                                  108/115 (94%)  

Total Resistente                                               115 (100%) 



61 

 

 

 

Figura 4: Frequência das mutações detectadas pelo sequenciamento nos códons 531,526 e 

516 do gene rpoB entre os 122 isolados investigados nesse estudo. 

 

 

Legenda: A=Adenina, T= Timina, C=Citosina, G=Guanina, RDRR= região determinante da resistência a 

rifampicina;  

Fonte: Retirado de Google imagem adaptada a frequência de mutações no gene rpoB encontradasno presente 

estudo. 

 

Nota-se que a maior frequência das mutaçõesdo gene rpoB, ocorreu no códon 

531(SerTTGLeu) em 58,8% dos isolados analisados. 

 

Figura 5: Frequência das mutações detectadas no códon 315 do gene katG e Mab-InhA-15 

dos 122 isolados analisados nos estudos 

 

 
Legenda: A=Adenina, T= Timina, C=Citosina, G=Guanina 

Fonte: adaptada e Retirado de Google imagem com modificação para afrequência de mutações 

encontradas nos códons 315 do gen katG e mab-inhA-15 do presente estudo. 
 

 

Nota-se que mutação no gen katG ocorreu em 77% dos isolados investigados. O total das 

mutações encontradas pelo sequenciamento de DNA para os gens alvos rpoB, katG e mab-

inhA estão ilustradas tabela 3. 

Asp 
GAC
C 

Leu 
TTG 

Tyr 
TAC 

 
                             (16,5%)                                                           (24,7%)                         (58,8%) 

                 250p rpoB (507-533) 
RDRR 81pb  



62 

 

 

 

Tabela 3: Frequência das Mutações encontradas no presente estudo pelo sequenciamento de 

DNA para os genes alvos rpoB, KatG e Mab-inhA-15. 

 

 
Legenda: gen=gene, %=porcentagem. 
 

 

5.3 Resultados do teste molecular (MAS-PCR) 

 

Todas as 122 amostras foram submetidas ao ensaio, MAS-PCR e foram classificados 

de acordo com perfil “Mutado” (ausência de banda para os alvos com mutação no códon 

investigado associada a resistência ao fármaco RIF e INH) ou “WT” (presença de bandas 

para os alvos sensível aos fármacos investigados). Os alvos investigados foram: gene rpoB, 

associado a resistência a RIF, katG e região promotora InhA-15, ambos associados a 

resistência à INH. 

O perfil “mutado” para o gene rpoB foi detectado em 74,4% (91/122) e o perfil 

“WT” foi 25,4% (31/122) dos isolados testados para esse alvo. A frequência dos alelos 

específicos “mutados” no gene rpoB detectados no códon 531 foi 61% (56/91), no códon 

526 foi de 21% (19/91) e no códon 516 foi 18% (16/91). Mutação dupla nos códons 531 e 

516 também foram detectadas em dois isolados.  

Para o gene katG o perfil mutado foi em 78,6% (96/122) e 11,4% (14/122) na região 

promotora inhA-15. Mutação dupla no gene katG + inhA-15 foi detectado pelo MAS-PCR 

em 9 isolados (8,1%), além disso, em 3 isolados (2,7%) mutação somente na região 

promotora inhA-15 foi detectado.A frequência das mutações encontradas nosgenes rpoB, 

KatG e região promotora detectada pelo, MAS-PCR estão ilustradas na Tabela 4. 
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Tabela 4: Frequência das mutações nos genes rpoB, katG e região promotora inhA-15 

detectada pelo MAS-PCR 

 

Frequência das mutações detectadas pelo MAS-PCR 

nos genes rpoB, katG e inha-15 

Alvos Gen Amostra Frequência 

 rpoB 531 56/91 61% 

RpoB rpoB 526 19/91 21% 

 rpoB516 16/91 18% 

 

Freq. mutações  

rpoB 

 91/122 74,4 % 

 

KatG 

 

katG 315 

 

96/122 

 

78,6% 

Mutação rpoB + 

KatG  

KatG + rpoB  90/108 74% 

    

Reg Promotora 

InhA-15 

InhA-15 14/122 11,4% 

    

KatG + InhA-15 InhA-15  + katG 315 9/110 

 

8,1% 

 

Somente InA-15 InhA-15 3/110 2,7% 

Legenda: n=número,(%)=percentis,X=versos, SenS=sensibilidade, Esp=especificidade, VPP=valor preditivo 

positivo, VPN=valor preditivo negativo, kappa=índice kappa. Freq=frequência, Reg= região promotora. 

 

 

5.4 Comparação do MAS-PCR com o teste Fenotípico (TSA-MGIT960R) 

 

Dentre os 108/122 isolados com resistência fenotípica para à RIF, o MAS-PCR 

detectou mutação no gene rpo EMB 81,5% (88/108), ou seja, em 18,5% (20/108) das 

amostras com resistência a esse fármaco o MAS-PCR não detectou mutação. Entre os 

115/122 isolados com resistência fenotípica à INH, o, MAS-PCR detectou mutação em 82% 

(95/115) e 17,3% (20/115) a mutação para esse fármaco não foi detectados. A sensibilidade 

do MAS-PCR foi de 72% para o fenotípico de resistência à RIF e de 83% para o fenotípico 

de resistência à INH. A concordância do MAS-PCR comparado com o TSA-MGIT960R na 

detecção das mutações associada a resistênciafeno típica foi de 81,1% (99/122) entre os 

padrões sensível e resistente aos fármacos (tabela 5 e 6). 
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Tabela 5: Comparação do MAS-PC com o teste TSA-MGIT960R na detecção fenotípico da 

resistência aos fármacos RIF e INH. 

 

TSA-MGIT 960R MAS-PCR  SenS           Esp         VPP      VPN Kappa 

Fármaco Res Sem   

72%   100%     86,8%    34,4% 

 

 0.80 Rifampicina  

 

108                       14 88/108 

(81,5%)            

Isoniazida 115  7 95/115 (82%)  83%      100%     100%      26% 0.82 

Legenda: n=número, (%)=percentis, X=versos, SenS=sensibilidade, Esp=especificidade, VPP=valor preditivo 

positivo, VPN=valor preditivo negativo. 

 

 

Tabela 6: Analise MAS-PCR comparado ao teste fenotípico TSA-MGIT960. 

 

 Teste Fenotípico TSA-MGIT960  

 Res Sem Total SenS Esp VPP VPN Kappa 

MAS-PCR 

Detectado  
 

 

 99 

 

0 

 

99 

 

 

86,%    100%        100%     86% 

 

 

0,81 

Não detectado 16  7 23  

     

      

Total  115      7 122   

      

Concordância      MAS-PCR vs Padrão ouro Fenotípico 81,1% 

Res=resistente,Sen=Sensível,SenS=sensibilidade,Esp=especificidade,VPP=valor preditivo positivo, VPN= valor preditivo 

Negativo. 

 

 

5.5 Comparação do MAS-PCR com o teste Genotípico (sequenciamento de DNA) 

 

Na comparação da MAS-PCR com o tese genotípico padrão “ouro” (sequenciamento 

DNA) na detecção dasmutações pontuais no gene rpoB, MAS-PCR foi capas de detectar 

93,8%(91/97) dessas mutações, com uma sensibilidade e especificidade de 100 % 

/100%/96%/92%; 94%/98% para os códons 531, 526 e 516 respectivamente (Tabela 7). 
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Tabela 7: Comparação da MAS-PCR com o Sequenciamento de DNA na detecção das 

mutações pontuais nos códons 531, 526 e 516 do gene rpoB. 

 

 MAS-PCR  vs Sequenciamento de DNA (generpoB531) 

Alvos   Mutado  WT  Total SenS        Esp           VPP          VPN 

 

rpoB 531 

Detectado 56                0          56 

0                66          66 

 

100          100           100          95 Não 

detectado 

 Total56               66        122  

 

 

 

 

 

Legenda: Sem= Sensibilidade, Esp=especificidade, VPP=valor preditivo Positivo, VPN= valor preditivo negativo. 
Fonte: Própria 

 

A concordância da MAS-PCR na detecção das mutações nos códons 531, 526 e 516 

do gene rpoB foi de 83% (91/109) índice kappa de 0,83. 

Dos 95 isolados com mutação no gene KatG315, identificadas pelo sequenciamento 

de DNA, o MAS-PCR detectou 97,8% (93/95) dessas mutações, com uma sensibilidade de 

96% especificidade de 92%. Dos 14 isolados mutados no gene mab-inhA-15 identificados 

pelo sequenciamento de DNA, o MAS-PCR detectou 13 mutações na região promotora 

 MAS-PCR  vs Sequenciamento de DNA (gene rpoB526) 

Alvos  Mutad

o  

WT  Tota

l 

SenS             ESp         VPP        VPN 

 

rpoB526 

Detectado     15           4        19 

 

     4           99       103 

 

79                72             79              72 
Não 

detectado 

 Total                         19         103       

122 

 

 MAS-PCR vs Sequenciamento de DNA (gene rpoB 516) 

 Alvos  Mutad

o  

WT  Total SenS          ESp         VPP          VPN 

 

rpoB516 

Detectado 15             2            17 

 1           104          105 

 

94    98    88           99 
Não detectado 

  Total                  16          106         122  



66 

 

 

 

desse gene. Além disso, dez desses isolados apresentaram mutação simultânea em katG e 

inhA-15e 3 tinham mutação somente pra inhA-15 detectadas pelo MAS-PCR em 

concordância com o sequenciamento (tabela 8). 

 

Tabela 8: Comparação da MAS-PCR e Sequenciamentode DNA na determinação das 

mutações no gene katG315 e na região promotora inhA-15. 

 

 

 
 

 

 

Legenda: Sem=Sensibilidade, Esp=especificidade, VPP=valor preditivo positivo, VPN= valor preditivo 

negativo. 

 

A taxa de concordância do MAS-PCR com o sequenciamento de DNA na detecção 

de mutações associada ao gene katG315 foi de 95% (93/97) e para mutações na região 

promotora inhA-15 a concordância foi de 92% (12/13).  

O sequenciamento de DNA detectou mutações associadas a multirresistência (rpoB e 

katG) do MTBem de 97% dos isolados testados, já o MAS-PCR detectou 91,8% dessas 

mutações. Sobre tudo, ao levarem consideração o método TSA-MGIT960® como padrão 

“ouro” na detecção da multirresistência do MTB, O percentual de detecção dos isolados 

multirresistentes (resistente a RIF + INH) pelo MAS-PCR foi de 74% (90/108). A tabela 9 

resume o resultado das diferentes técnicas na detecção da resistência nos isolados 

investigados no presente estudo. 

 Sequenciamento de DNA gene katG 

 MAS-PCR  Mutado  W

T  

Total SenS      Esp    VPP     VPN            kappa   

 

  96%    92%     98%      85%           0.95  

katG315 

Detectado 93             2           95 

 

4              23           27 Não detectado 

 Total                97     25      122  

 

Sequenciamento de DNA região promotora inhA-15 

 MAS-PCR  Mutado WT  Total SenS     ESp     VPP   VPN    kappa  

 

 

92%      98%      86%    99%     0,92 

 

 

inhA-15 

Detectado 13                  1        14 

 

1                  107       108 Não detectado 

 Total                    14                108       122  
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Tabela 9: Resumo do percentual de detecção do padrão de resistência encontrado entre as 

metodologias avaliadas nesse estudo (dos 122 isolados). 

 

 TSA-

MGIT960® 

Sequenciamento de DNA MAS-PCR 

Resistência a RIF Mutação rpoB Mutação rpoB 

 108/122 (88.5%) 97/122 (79%) 91/122 (74,4%) 

Resistência a INH Mutação katG  inhA-15 Mutação  katG inhA-15 

 115/122(94,2%) 94/122 (77%) 13/122 (10,8%) 96/122 (78,6%) 14/122(11%) 

Resistência  a RIF+ INH Mutação rpoB + katG Mutação rpoB + katG 

Total  

 
 

108/122 (88,5%) 93/122 (76,2%) 90/122 (73,7%) 

Resistencia 

detectado 

115/122 (94,2%) 106/122 (86%) 99/122 (81%) 

Legenda: Rif=rifampicina, INH=isoniazida.  

 

 

5.6 MAS-PCR no diagnóstico da TB resistente.  

 

Dos 7 isolados fenotipicamente e genotipicamente sensível, 100% (7/7) foram 

identificados corretamente pelo ensaio, MAS-PCR. Entre os 115 casos TB-DR,95,6% 

(110/115) tiveram a resistência detectada e 4,3% (5/115) não detectada pelo MAS-PCR. Nos 

casos de TB-MDR, 83,5%, (90/108) tiveram a resistência múltipla (RIF + INH) detectada e 

em 16,6% (18/108) a resistêncianão foi detectada pelo MAS-PCR. (tabela 11). Entre os 7 

casos de TB-mono resistente a INH, 85,7% (6) a mutação associada resistência a esse 

fármaco foi confirmada e 14,2% (1/7) não foi detectada (Tabela 10). 

 

Tabela 10: MAS-PCR na detecção dos casos de tuberculose monoresistente a isoniazida 

(TB-mono-INH). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tuberculose Mono resistência-INH          n           % 

INH R Detectado 6/7 85,7% 

Mutação detectada katG 5/6 71,4% 

Mutação somente inhA-15 1/6 14,2% 

Não detectado 1/7 14,2% 
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Legenda: INHR=isoniazida resistente 

 

 

Tabela 11: MAS-PCR na detecção dos casos de TB-MDR 

 

Tuberculose multirresistente                 n°                  % 

  
 

TSA  TB-MDR 90/108        83,3% 

 

 

Total                                                        

 TB-MDR não detectada 18/108 

 

108 

16,6% 

 

 
Legenda: TSA= teste de sensibilidade antibiograma, TB-MDR= Tuberculose multiresistente. 

 

5.7 Avaliação do Método, MAS-PCR   

 

O método, MAS-PCR também foi avaliado no presente estudo da seguinte forma. 

Comparamos o “tempo” de execução, tempo de liberação do “resultado” e o “custo” de 12 

amostras submetidas a técnica MGIT960, sequenciamento e MAS-PCR na detecção da 

resistência aos fármacos anti-TB (RIF e INH) levando em consideração as seguintes 

questões: 

 

1) O tempo gasto a partir do preparo da amostra após seleção da cultura até o termino 

da execução das técnicas, expressos em minutos/hora/dias. (Quadro 12a, b, c). 

2) O tempo médio da análise do resultado e liberação do diagnostico MAS-PCR em 

comparação ao TSA e Sequenciamento (Quadros 12a, b, c).  

3) O custo médio dos reagentes e insumos utilizados nas metodologias propostas 

4) A eficácia do método na detecção das mutações associadas a resistência a RIF e 

INH (Quadro 13). 
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Quadro 12a: Tempo de execução da técnica TSA-MGITR960 relacionada a 12 amostras. 

 

 

 

Quadro 12b: Tempo de execução da técnica de sequenciamento de DNA relacionado à 12 

amostras. 

 

 
 

  

   Etapa do TSA-MGIT960

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Seleção da culturas 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Preparação da bateria 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Preparação do inoculo 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Diluição e EscalaMc.Farland 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Distribuição do teste 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Incubação no MGIT960 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo de processamento do Teste no equipamento 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160 20.160

Leitura e interpretação da resistencia ao farmaco 3 3 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Total  em  minutos 20177 20191 20211 20228 20245 20262 20279 20296 20313 20330 20347 20364

Total em horas 336,283 336,5166667 336,85 337,13333 337,4167 337,7 337,983333 338,26667 338,55 338,8333 339,117 339,4

Total em dias 14,0118 14,02152778 14,03542 14,047222 14,05903 14,070833 14,0826389 14,094444 14,10625 14,11806 14,1299 14,1417

Tempo de execução do TSA –MGIT 960  por amostra / minutos/horas/dias

Amostras

Etapas do Sequenciamento  DNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Preparação da amostra DNA 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Pré PCR seq gen rpoB 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120

Pré PCR seq gen KatG 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120

Pré PCR seq gen Mab-inhA 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120 120

Preparação gel de agarose 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Aplicação da amostra em gel de agarose 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Eletroforese 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Purificação do PCR seq. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Preparação da Placa de PCR seq. 7 14 21 28 35 42 48 55 62 69 76 83

Reação Sequenciamento 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080 1.080

Edição das Sequencias 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Alinhamento e análise das Sequencias. 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

leitura e Analise das Mutações 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

 Liberação do resultado 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Total  em  minutos 1600 1720 1840 1960 2080 2200 2319 2439 2559 2679 2799 2919

Total em horas 53,3333 57,33333333 61,33333 65,333333 69,33333 73,333333 77,3 81,3 85,3 89,3 93,3 97,3

Total em dias 2,22222 2,388888889 2,555556 2,7222222 2,888889 3,0555556 3,22083333 3,3875 3,554167 3,720833 3,8875 4,05417

         Tempo de execução Sequenciamento de DNA por amostra/minutos/horas/ dias

Amostras
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Quadro 12C: Tempo de execução da técnica MAS-PCR relacionado a 12 amostras  

 

 

 

A análise mostrou que o tempo médio de execução foi de aproximadamente 14 dias, 

para os métodos TSA-MGITR, menos que 4 dias, (3,3 dias) para o sequenciamento de DNA 

e um pouco mais de 1 dia (1,7 dias) para MAS-PCR (Quadro 12a,12b,12c). 

O quadro 13, mostra custo de uma amostra, em cada técnica avaliada no presente 

estudo com seu respectivo valore convertidos em moeda nacional (R$) e também o grau de 

complexidade das técnicas na detecção do MTB resistente aos fármacos RIF e INH. 

 

Quadro 13: Comparação do custo, tempo médio de execução, interpretação e liberação do 

resultado dos testes MGIT960, Sequenciamento e MAS-PCR para uma amostra. 

 

1 amostra MGIT 960® Sequenciamento MAS-PCR 

Custo estimado para 1 teste em R$   176,00 33,75 25,00 

Tempo estimado do teste em dias 7-14 4-6 1-2 

Execução do teste Moderado Complexo Fácil 

Interpretação do resultado do teste Moderado Complexo Moderado  

Liberação do diagnóstico da resistência RIF e 

INHem dias 

15 10 3 

 

 

Etapas do teste Molecular MAS-PCR

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Preparação da amostra DNA 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Preparação da 1
0
 etapa MAS-PCR rpob 531/ inhA-5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Preparação da 2
0
 etapa MAS-PCR rpoB 526/ 516/ kat315 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Reação dos Multiplos alelos especificos  MAS-PCR 210 210 210 210 210 210 210 210 210 210 210 210

Preparação do gel de agarose 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Aplicação da amostra no gel de agarose 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Eletroforese 60 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40

Foto Registro e arquivamento do gel de eletroforese 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

Analise das mutações  rpob 531 /inhA-15 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Analise das mutações  rpob 526 /516/katG315 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Analise da qualidade dos padrões do MAS-PCR 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Liberação do resultado 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Total  em  minutos 386 362 408 454 500 546 592 638 684 730 776 822

Total em horas 6,433333 6,033333333 6,8 7,5666667 8,333333 9,1 9,86666667 10,633333 11,4 12,16667 12,93333333 13,7

Total em dias 0,268056 0,251388889 0,283333 0,3152778 0,347222 0,3791667 0,41111111 0,4430556 0,475 0,506944 0,538888889 0,570833

Amostras

Tempo de execução MAS-PCR   por amostra /minutos/horas/dias 
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Uma reavaliação visual dos padrões, MAS-PCR obtidos e registrados em foto 

documentação do gel de agarose, foi realizado com 3 observadores da seguinte maneira: 8 

fotos de géis, aleatoriamente selecionados, totalizando 73 (60%) dos isolados avaliados no 

estudo, foram reavaliados visualmente em momentos distintos pelos observadores (Tabela 

12). Considerando os seguintes critérios para os padrões MAS-PCR observados em foto de 

gel de agarose: 

a) Presença de banda para “WT”, 

b) Ausência de banda para “mutado” e  

c) Não detectado “ND”, caso o observador não consiga interpretar o padrão 

observado. 

 

Tabela 12: Resultado da reavaliado visual dos 3 observadores, dos padrões, MAS-PCR 

“Mutados” e “WT” após foto de gel de agarose. 

 

rpoB katG inhA-15 

 Códons   

 531 526 516 315 inhA-15 

 Mut Wt N

D 

Mut W

t 

ND Mut W

t 

ND Mut W

t 

ND Mut W

t 

ND 

Observador 1 

Observador 2 

Observador 3  

31 
30 

32 

42 
40 

40 

0 
3 

1 

11 
8 

11 

62 
62 

62 

0 
3 

0 

17 
14 

16 

56 
56 

57 

0 
3 

0 

52 
52 

52 

21 
18 

20 

0 
3 

1 

7 
4 

6 

66 
66 

66 

0 
3 

1 

Legenda: Mut=mutação, WT= wath type, ND=Não detectado.  

 

A avaliação da concordância entre os três observadores foi medida em porcentagem 

com base nas recomendações de Landis e Koch com pequenas modificações conforme os 

valores a seguir: Ótimo, Bom e regular (Tabela 13).  

Os resultados dessa analise evidenciou uma média de concordância de Kappa=0,64 

na identificação dos padrões “Mutado” e de Kappa=0,96 para os padrões “WT”. De acordo 

com a análise visual entre os 3 observadores.   

A concordância da leitura de interpretação dos observadores, foi em média 

Kappa=0,75 para os padrões “Mutado” e de kappa=0,95 para “WT”. Conforme observado 

na tabela 13. 

 

 

 



72 

 

 

 

Tabela 13: Comparação da leitura visual entre os 3 observadores dos 73 padrões MAS-

PCR. 

 

 Observador 1 e 2 Observador 1 e 3  

 

Observador 2 e 3 

 

 Mut           WT     Mut                      WT Mut              WT 

rpoB 531 

rpoB 526 

rpoB 516 

31/30(96%)      42/40(95%) 

11/8(72%)         62/62(100%) 
17/14(82%)      56/56(100%) 

31/32 (96%)   42/40 (100%) 

11/11(100%)   62/62 (100%) 
17/16(94%)     56/57(98%) 

30/32(93%)   40/42(95%) 

8/11(72%)     62/62(100%) 
14/16(87%    56/57(98%) 

katG 315  52/52(100%)     21/18(85%) 52/52(100%)  21/20 (95%) 52/52(100     18/20(90%) 

inhA-15 7/4(57%)           66/66 (100%) 7/6(85%)          66/66 (100%) 4/6(66%)     66/66(100%) 

 

Concordância 

 

Boa             Muito boa 

 

Muito Boa           muito boa 

 

     Boa              Muito boa 

Legenda: Mut=mutação, WT= wath type (sem mutação).  

 

“A concordância entre os observadores foi considerada boa, para os padrões 

‘Mutados” e de muito boapara os padrões “WT”. Baseado na categorização apresentada na 

tabela 14 com o grau categórico adotado nesse estudo.  

 

Tabela 14: Grau categórico adotado para a concordância dos padrões “WT” e “Mutados” 

observados pelos 3 observadores no presente estudo. 

 

Concordância  Grau categórico 

Ótima 100-99 % 

Muito boa 90-79 

Boa 70-59 % 

Ruim/insuficiente ≤50 

Legenda: % percenti, ≤ igual ou menor que. 

Fonte: Escala de concordância índice Kappa com modificações (adaptado de Landis & Koch, Biometrics 

1977). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Métodos que sejam capazes de detectar a TB-DR e TB-MDR, são de grande 

relevância para o sistema de saúde do Brasil, mas ainda são um grande desafio para o 

PNCT. 

A escolha da, MAS-PCR como ferramenta de diagnóstico da tuberculose resistente 

no nosso estudo foi baseada nos diferentes estudos que demonstra uma elevada sensibilidade 

e especificidade do métodona detecção da TB-MDR. No estudo de Z. Yang e colaboradores 

(2005) por exemplo, a sensibilidade e especificidade do, MAS-PCR foi 93% e 98,9% 

respectivamente na detecção simultânea dos genes rpoB e katG. 

No estudo de THO e colaboradores (2008) eles compararam a técnicaMAS-PCR com 

o método comercial GenoType MTBDRplus (Fita Hai), a sensibilidade do teste MAS-PCR e 

MTBDRplus foram respectivamente 83,7% e 93,3% e ambos tiveram especificidade de 

100%. Os autores concluíram que o teste MAS-PCR é um método molecular rápido e pode 

auxiliar no diagnóstico da tuberculose (THO, et al., 2008). 

No presente estudo, ao compararmos, MAS-PCR e TSA-MGIT960, nossos dados 

demonstraram uma sensibilidade e especificidade de 86% e 100% respectivamente, com 

uma concordância de 81,1% na detecção os casos deTB-DR. O MAS-PCR identificou 

corretamente 93,5% dos casos de TB-MDR o que consideramos de maior relevância do 

estudo. Além disso, na detecção dos casos de TB-mono-resistência-INH o ensaio MAS-PCR 

foi capas de detectar 100% dos casos investigados. Levando em consideração que a 

resistência somente para INH geralmente é acompanhada pelo desenvolvimento da 

resistência à RIF, para nós esse fato reforça a ideia que o diagnóstico rápido dos casos com 

mono resistência INH pode ajudar a prevenir o surgimento de casos de TB-MDR na 

população. (BERGVAL et al., 2012). 

Na comparação das mutações no gene KatG e região promotora InhA-15 determinada 

pelo método genotípico (sequenciamento de DNA), no nosso estudo, a MAS-PCR foi capaz 

de detectar 76,9% das mutações, em um ambos os alvos, com uma concordância de k=0,82. 

A sensibilidade e especificidade da, MAS-PCR comparados ao sequenciamento foi de 85% 

e 91%, respectivamente. 

Resultado semelhante foi observado no estudo de Herrera-León e colaboradores 

(2005), que também comparam a, MAS-PCR com o sequenciamento de DNA na 

determinação da frequência de mutações no códon 315 do gene katG315 e na região 
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promotora inhA. No trabalho de Herrera-León e colaboradores (2005), 68,7% dos isolados 

investigados tinham uma ou ambas mutações nesses genes alvo. A sensibilidade do método 

MAS-PCR na detecção da frequência dessas mutações foi de 85% e especificidade foi de 

100%. Os autores concluíram que o MAS-PCR é um método de fácil execução e 

interpretação e pode ser implementado na rotina laboratorial em paises com alta frequência e 

prevalência da tuberculose resistente a INH. 

O presente estudo objetivou a detecção rápida da TB-DR e TB-MDR em culturas 

estocados no banco de cepas do laboratório do CRPHF. Entretanto, vale ressaltar que SIU e 

colaboradores (2011) sugerem a técnica em amostras direta de escarro e afirma ser bastante 

especifica na detecção do MTB resistente.  

Nossos resultados demonstram que a MAS-PCR foi bastante eficiente na determinação 

das principais mutações associadas à resistência aos fármacos RIF e INH, mas não foi capaz 

de detectar o padrão de resistência em 13,9% dos casos investigados (falso negativo). A 

ausência de mutação nesses isolados pode ser atribuído a um possível envolvimento de 

mutação em outro códon ou até mesmo por outros mecanismos de resistência que aqui não 

foram investigados (TAGHAVI, et al., 2011). 

Colônias das MTB, apesar de originarem de uma única célula elas não têm 

comportamento homogêneo frente aos fármacos anti-TB. Para Gillespie (2002) em toda a 

população de bacilos sensível existe uma pequena proporção de bacilos naturalmente 

resistente (Heterorresistencia), que pode sofre mutações espontâneassem apresentar 

resistência fenotípica a algum fármaco. Além disso, essa resistência pode não estar 

diretamente relacionada a mutação gênica (que são alvodas maiorias dos métodos 

genotípicos/moleculares), mas pode ocasionar falhas na terapia anti-TB. 

Vale apena ressaltar, que apesar do teste fenotípico, detectar resistência, 

independente do mecanismo de resistência (natural ou gênica, conhecido ou não), adotado 

pelo MTB, o MAS-PCR, permite a utilização simultânea de outros genes alvos envolvidos 

na resistência do MTB proporcionando a detecção dos casos mais graves de resistência, 

através da detecção de mutações sem genes associadas a resistência aos fármacos de 

segunda linha (VADWAI, V. et al., 2012). 

Embora, o, MAS-PCR tenha a limitação de detectar apenas mutações conhecidas e 

apresentar uma baixa sensibilidade na detecção de mutações do MTB em amostra direta de 

escarro. Estudos vêm discutindo e apontando soluções para essas limitações. Igor 

Mokrousov e colaboradores (2003), por exemplo, sugeriram o uso de mais 1 par de primers 
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internos na reação, MAS-PCR para detecção de múltiplos alelos específicos no generpoB. 

Essa nova variação da reação MAS-PCR permite amplificar mais uma sequência, próxima 

ao sitio alvo “multado” do gene rpoB, que na ausência ou presença da mutação, um produto 

é amplificado e pode servir como controle da reação MAS_PCR. (IGOR MOKROUSOV, 

2003). 

Recentemente, no estudo de MISTRI e colaboradores (2016), os autores sugerem o 

uso de primers com “base degenerada”, para melhorar a performance do MAS-PCR na 

detecção dos múltiplos alelos mutantes. Nesse ensaio, diferente do MAS-PCR tradicional, o 

produto amplificado e visualiza em gel de eletroforese é o alelo “mutado”e não alelo “WT”. 

Esses autores propõem uma pré amplificação (Nested-PCR) do gene alvo, que possibilita 

oaumento da quantidade de amplicon, para a reação MAS-PCR, aumentando 

significativamente a quantidade de mutantes presentes na amostra e diminuindoa chance de 

erro de interpretação ou dúvida do padrão multado em consequência da baixa concentração 

de mutantes na amostra investigada. Para esses, pesquisadores, essa nova adaptação do 

MAS-PCR pode contribuir para o aumento da sensibilidade do método MAS-PCR na 

detecção de mutantes resistentes em amostras direta de escarro. (MISTRI, S.K et al., 2016). 

Embora nossos resultados demonstrarem um elevado valor de significância estatística 

obtidos pelo ensaio MAS-PCR na detecção da TB-DR, nós avaliamos a performance do 

MAS-PCR no diagnostico rápido comparando o tempo de execução e o tempo de liberação 

do resultado das técnicas MGIT960, Sequenciamento e o MAS-PCR. Alem disso uma 

reavaliação com 3 observadores dos padrões MAS-PCR de 60% (73/122) dos isolados 

investigado foi realizado, afim de determinar a acurácia do método MAS-PCR.  

O tempo de diagnóstico dos casos TB-DR investigados pelo MAS-PCR foi “menor” 

(2 dias), comparado com TSA-MGIT960 (14 dias) e Sequenciamento (5 dias). 

A avaliação de reprodutibilidade de testes e exames de diagnostico baseados em 

analise de observadores tem sido realizada em diferentes estudos e serviram como base na 

condução dos nossos achados (SOUZA et al., 2006, MEDEIROS, 2009). 

Na reanalise dos padrões MAS-PCR em foto de gel de agarose após eletroforese, os 3 

observadores tiveram uma boa concordância na reavaliação dos padrões “WT” (k=0,99), 

sobre tudo, para o padrão “mutado” o grau de concordância entre os observadores variou de 

60% a 75%. Nesse caso entendemos que o ensaio MAS-PCR tem baixo nível de dificuldade 

para interpretar os padrões MAS-PCR sem mutação (padrão “WT”), e moderado para 
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multado. Embora o grau de concordância dos observadores entre os padrões “mutados” 

estarem na categoria de “Boa concordância”. 

Muitas técnicas e novas tecnologias estão sendo padronizadas para serem utilizadas 

em grande escala, para identificação e detecção do MTB resistente aos fármacos, como o 

teste rápido molecular-TRM-TB/RIF e Fita Haim. O (GeneXpert/MTB/RIF) por exemplo, 

permitir identificar e detectar bacilos resistentes à RIF diretamente a partir de material 

clínico em um curto período de tempo (2 horas). Essa técnica, no entanto, não avaliam a 

resistência a INH. Demostrando em nosso estudo um potencial de utilização do MAS-PCR 

que poderia então ser complementar ao método molecular GeneXpert especialmente na 

avaliação de resistência a INH, já que o método comercial Fita Hain tem auto custo e 

disponibilidade limitada (DUROVNI et al., 2014; ROSSAU et al., 1997). 

Uma limitação do presente estudo é o fato do MAS-PCR ter sido avaliado apenas em 

culturas. O GeneXpert por exemplo permite analise direta em amostra clinica. Siu e 

colaboradores utilizaram a técnica MAS-PCR diretamente em amostras de escarro e 

obtiveram bons resultados, sobre tudo o diferencial da técnica do MAS-PCR é que o 

GenXpert detecta apenas resistência a rifampicina o que torna o diagnóstico da TB-MDR 

mais demora pois depende do crescimento do bacilo em meio com droga, já o MAS-PCR 

permite detecção simultaneamente do MTB resistente a RIF e INH, em uma única reação da 

PCR o que torna mais rápido o diagnóstico da TB-MDR. 

  Nossos resultados sugere que o método MAS-PCR é mais rápido, tem custo baixo e 

pode ser utilizado na rotina de laboratório clinico como ferramenta de diagnóstico da TB-

DR e TB-MDR. Sobre tudo novos estudos com um número maior de isolados devem ser 

avaliados para melhor consolidar nossos resultados. 

  



77 

 

 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 Nossos resultados apontam, que, o, MAS-PCR pode ser uma ferramenta útil e 

bastante promissora para auxiliar o diagnóstico da TB-MDR e também para reduzir 

a dependência das indústrias de Kits de diagnóstico. 

 Na análise da eficácia do método MAS-PCR na definição dos padrões de resistência 

associados ao diagnóstico da TB-DR e TB-MDR a metodologia teve uma boa 

acurácia, comparada método fenotípico (TSA-MGIT960) e genotípico 

(sequenciamento de DNA). 

 Nossos dados apontaram um frequência alta de mutações no gene KatG e uma 

frequência baixa de mutações na região promotora IinhA-15 nos isolados do 

CRPHF. Além disso, apesar de ter uma frequência baixa, isolados com mutação 

somente na região promotora inhA-15 também foi encontrada no presente estudo. O 

que nos possibilitou obter informações adicionais essenciais do panorama da 

tuberculose mono resistentes a isoniazida (TB-mono INH) do Centro de Referência 

Nacional em bacteriologia da Tuberculose (CRPHF). 

 Na avaliação do método MAS_PCR na detecção simultânea das mutações que 

conferem resistência a rifampicina e isoniazida, acreditamos que a técnica possa ser 

adaptada e aplicada em laboratório de rotina como método de triagem no 

diagnóstico da TB-DR e TB-MDR. 

Apesar dos bons níveis de confiabilidade encontradas no presente estudo a técnica, 

MAS-PCR necessita ser aperfeiçoada e avaliada com um número maior de isolados, para 

melhor consolidar nossos resultados. 
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APENDICES 

 

Termo de confiabilidade 

 

 

Ministério da Saúde 

 

FIOCRUZ 

Fundação Oswaldo Cruz                                                                    
Centro de Referencia Professor Hélio Fraga 

  

 

TERMO DE CONFIABILIDADE 

 

Declaro para devido fins que os dados clínicos assim como a identidade dos 

pacientes envolvidos nesse estudo, serão preservados e não serão usadas na analise final da 

metodologia proposta.Nenhum questionário ou documentação clinica serão usados no 

estudo. Apenas serão usados dados referentes ao teste de sensibilidade a droga como 

padrão comparativo das técnicas fenotípicas e genotípicas na analise das mutações 

relacionadas a resistência do M.tuberculosis das principais drogas usadas no tratamento da 

tuberculose (Rifampicina e Isoniazida). 

As informações serão utilizadas única e exclusivamente para a execução do presente 

projeto.  

Assim como eu, os pesquisadores envolvidos no presente estudo se comprometem a 

preservar as informações garantindo o sigilo e a privacidade dos pacientes.  

 

 

Rio de Janeiro, 24 de Setembro de 2019. 

 

 
 

  



110 

 

 

 

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE COM A PESQUISA 

 

Eu, Marcia Aparecida da Silva Pereira, aluna de Mestrado profissional vinculada ao 

Programa de Pós-Graduação do Instituto Nacional de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,INI-

FIOCRUZ, matricula número 114411-652017. Comprometo-me a seguir fielmente a 

Metodologia descrita no Projeto de Pesquisa Intitulado: “Diagnostico Rápido da tuberculose 

multiresistente por Método Molecular” sob orientação da PhDa Sandra Cardoso Wagner–

INI e Doutora Fátima Cristina O. Fandinho–CRPHF  

O estudo será realizado nas dependências do Laboratório do Centro de Referencia Nacional 

em Bacteriologia da tuberculose Professor Helio Fraga. De acordo com as normas de 

biossegurança, Comprometo-me, ao fim do estudo, enviar relatório com a conclusão do 

estudo ao CEP-INI.Além disso, DECLARO: 

1 - Que vou pautar minhas ações, conforme os aspectos éticos da pesquisa  

2 - Que vou utilizar os EPIs (Equipamentos de Proteção Individual) e boas práticas 

de laboratório necessários para evitar riscos que inviabilize a pesquisa.  

3 - Que em caso de dúvidas, ou mesmo de um acontecimento adverso, estou ciente 

que devo prontamente procurar meus Orientadores e lhe informar todos os detalhes; 

4 - Que permito ao Centro de Referencia Professor Helio Fraga (CRPHF), ao final 

do meu trabalho de pesquisa, publicar em revista o resultado desta, bem como em 

evento científico próprio, conforme a conveniência. 

5 - Que autorizo que a Comissão de Pesquisas do CEP-INI fiscalize meus 

procedimentos metodológicos a qualquer momento; 

6 - Que em caso de alteração da Metodologia empregada na pesquisa, comunicarei 

imediatamente o fato ao CEP-INI, para conhecimento e providências que este julgar 

pertinentes; 

7 - Que assumo o compromisso de manter em sigilo os dados que direta ou 

indiretamente tiver acesso em razão do trabalho de pesquisa realizado nas 
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dependências do CRPHF, seja em documentos sob guarda do CRPHF ou em dados 

inseridos em seu sistema informatizado, especificamente sobre a identificação 

pessoal de paciente atendido nas dependências do Centro,não podendo em hipótese 

alguma fazer uso ou referência a qualquer um destes dados, no projeto de pesquisa 

ou fora dele. 

Rio de Janeiro, 25 de junho de 2018. 

 

Marcia Aparecida da Silva Pereira 

Matricula Mest-INI/ 114411-652017. 

Marcapas2011@gmail.com 

Tel: 98411-7479 

 

  

mailto:Marcapas2011@gmail.com
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TERMO DE COMPROMISSO NA UTILIZAÇÃO DO BANCO DE CEPAS 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DO LAB/CRPHF 
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JUSTIFICATIVA DA NECESSIDADE DO PARECER DA DISPENSA DA 

ANÁLISE ÉTICA AO CEP/ENSP 
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ifilr—dir Ministério da Saúde 
FlOCRUZ 

 ________  Fundação Oswaldo Cruz 

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas 
 

Evandro Chagas 
 

 

Rio de janeiro, 24 de Setembro de 2019 

Assunto: Justificativa da necessidade do parecer da dispensa da análise ética ao CEP/INI 

Prezados (as) Coordenadores do Comitê de Ética em Pesquisa-INI-FIOCRUZ, 

 

 

Nós, Dr. Sandra Wagner e Dr. Fatima Fandinho, pesquisadores do INIFiocruz e 

CRPHF- ENSP respectivamente e Marcia Aparecida da Silva Pereira, aluna do programa de 

Pós Graduação Mestrado Profissional em Pesquisa Clínica-INI, solicitamos o "Parecer 

de Dispensa de analise ética da presente pesquisa intitulada "Detecção rápida da 

tuberculose multidrogarresistente por método Molecular. 

A pesquisa envolverá culturas do Mycobacterium tuberculosis estocadas no banco 

de cepas do laboratório de bacteriologia da tuberculose do Centro de Referência Professor 

Helio Fraga (CRPF/ENSP/FIOCRUZ).  As mesmas, após seleção aleatório serão 

submetidas à técnica de inativação e extração de DNA para posteriormente os isolados 

serem submetidas as técnica de biologia molecular MAS-PCR e seqüenciamento de DNA.  

 

Informamos ainda que a pesquisa é decarater retrospectivo, não haverá nenhuma 

associação dos casos de TB com  as culturas investigados e  o resultado do estudo não 

afetara nas decisões terapêuticas.   

 

Termo de confiabilidade (TC), termo de compromisso e responsabilidade (TCR) 

na utilização do banco de cepas e termo de confidencialidade com a pesquisa, estão 

disponíveis na plataforma Brasil e poderão ser encaminhados a Comissão de Ética em 

Pesquisa do Instituto Nacional de Infectologia (CEP-INI) para avaliação caso seja 

necessário.  
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Além disso, a pesquisa não envolve seres humanos.Por esses motivos 

solicitamos o parecer de dispensa ética a essa conceituada comissão. 

 

Sandra Wagner Cardoso  

Pesquisadora ResponsáveL 

 

Av. Brasil. 4365 — Manguinhos Rio de Janeiro - RJ Brasil - CEP: 21040-900  

E-mail: ini(ã),ini.fiocruz.br htip://www.ini.riocruz.hr Tel: (21) 3865-9595 

http://ini.fiocruz.br/
http://www.ini.riocruz.hr/
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ANEXOS 

 

10.1 Tabela geral do estudo  

Amostragem   TSA   Sequenciamento    Multiplos Alelos Especificos 

      RIF INH codon Mut.RpoB   KatG   INHA   RpoB  KatG INHA 

N Amost   RIF INH 531 526 516 Amino Acido 315 Amino acido mab-InhA-15 inhA-15 531 526 516 315 InhA -15 

1 836/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T 531 WT WT Mut. Mut. 

2 543/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

3 314/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

4 837/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspAAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT  526 WT Mut. WT 

5 501/03 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT  WT WT WT WT 

6 1740/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT Mut. WT 

7 2355/02 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-ArgCGC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

8 2688/02 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-ValGTC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

9 491/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACA WT ND WT WT 516 Mut. WT 

10 247/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T WT WT 516 Mut. Mut. 

11 2056/02 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

12 270/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

13 2689/02 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

14 96/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-ValGTC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

15 232/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

16 640/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT 516 Mut. Mut. 

17 826/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

18 2678/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT WT  WT 

19 1205/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT SerAGC-ThrACC  Mut. C-T 531 WT WT WT  Mut. 

20 2448/02 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT  WT 

21 2505/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACA WT ND 531 WT WT Mut. WT 

22 2788/02 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 
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23 1411/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

24 884/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC WT Não detectado WT ND WT 526 WT WT  WT 

25 009/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

26 2010/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T 531 WT WT WT  Mut. 

27 MG 294 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

28 243/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

29 2791/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

30 265/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T 531 WT WT Mut. Mut. 

31 1316/96 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado Mut. C-T 531 WT WT WT Mut. 

32 886/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

33 2668/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

34 2417/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

35 792/03 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ASnAAC WT ND WT WT WT Mut. WT 

36 78/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T 531 WT WT Mut. Mut. 

37 2697/02 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

38 2153/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

39 865/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

40 2316/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

41 441/03 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

42 379/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

43 981/96 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

44 263/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

45 433/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT WT WT 

46 563/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

47 039/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-ValGTC WT Não detectado WT ND WT WT 516 Mut. WT 

48 869/03 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

49 1576/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

50 PA 107 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

51 1085/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T WT WT 516 Mut. Mut. 

52 1314/03 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT Mut. WT 
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53 GO 150 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

54 1221/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

55 976/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

56 PE 76 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

57 BA 378 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

58 MG 231 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

59 BA 358 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-CysTGC Mut. SerAGC-AsnAAC Mut. C-T WT 526 WT Mut. Mut. 

60 AM 452 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

61 1126/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

62 2319/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-AsnAAC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

63 2410/02 TB-MDR R R 531 WT WT HisCAC-CysTGC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

64 2625/02 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

65 1010/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

66 1251/03 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

67 885/03 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-AsnAAC Mut. C-T WT WT WT Mut. WT 

68 1221/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

69 637/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC WT Não detectado WT ND WT 526 WT WT WT 

70 2475/02 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

71 2010/97 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

72 89/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

73 2197/02 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

74 229/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT WT WT 

75 32/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut.  WT 

76 605/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT WT WT 

77 CE 02 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut.  WT 

78 1264/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut.  WT 

79 BA 297 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT 516 Mut.  WT 

80 MG 285 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT WT WT 

81 262/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut.  WT 

82 RS 261 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut.  WT 
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83 PE 07 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ILeATC Mut. C-T 531 WT WT Mut.  Mut.  

84 RS 88 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG WT Não detectado WT ND 531 WT WT WT WT 

85 2205/02 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

86 CE 155 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut.  WT 

87 1269/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut.  WT 

88 529/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut.  WT 

89 PE O3 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut.  WT 

90 2525 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut.  WT 

91 711//03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut.  WT 

92 156/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACA WT ND 531 WT WT Mut.  WT 

93 738/03 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

94 2414/02 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 WT WT 

95 319/02 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

96 847/O3 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut.  WT 

97 310/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut.  WT 

98 PE 11 TB sensível S S WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT WT 

99 1194/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

100 235/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

101 1275/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-AsnAAC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

102 720/03 TB-MDR R R WT WT 516 SerTCG-TrpTGG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

103 682/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

104 790/03 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado WT Não detectado WT ND WT WT WT WT Mut. 

105 7011 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

106 24 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado WT Não detectado Mut. C-T WT WT WT WT Mut. 

107 850/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC Mut. C-T WT WT 516 Mut. Mut. 

108 276/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

109 415/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AspGAC WT Não detectado WT ND WT 526 WT WT WT 

110 933/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

111 111 RJ TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT WT WT 

112 480/03 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-AsnAAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 
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113 5794 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

114 599/03 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

115 2516/03 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

116 2355/02 TB-MDR R R WT 526 WT HisCAC-ArgCGC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT 526 WT Mut. WT 

117 272/03 TB-MDR R R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

118 405/05 TB mono INH S R WT WT WT Não detectado Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT WT Mut. WT 

119 1828/02 TB-MDR R R WT WT 516 AspGAC-TyrTAC Mut. SerAGC-ThrACC WT ND WT WT 516 Mut. WT 

120 274/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

121 94 RJ TB-MDR R R 569/531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 

122 105/03 TB-MDR R R 531 WT WT SerTCG-LeuTTG Mut. SerAGC-ThrACC WT ND 531 WT WT Mut. WT 
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10.2 Tabela geral do estudo  

Amostragem         

      MAS-PCR vs TSA MAS-PCR VS  Seq TSA vs Seq  

N Amostra   Concord Concord Concord 

1 836/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

2 543/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

3 314/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

4 837/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

5 501/03 TB mono INH Discordante  Concordante Discordante 

6 1740/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

7 2355/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

8 2688/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

9 491/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

10 247/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

11 2056/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

12 270/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

13 2689/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

14 96/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

15 232/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

16 640/03 TB-MDR Concordante Disconcordante * Concordante 

17 826/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

18 2678/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

19 1205/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

20 2448/02 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

21 2505/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

22 2788/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

23 1411/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

24 884/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

25 009/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 
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26 2010/02 TB-MDR Concordante Discordante Concordante 

27 MG 294 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

28 243/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

29 2791/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

30 265/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

31 1316/96 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

32 886/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

33 2668/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

34 2417/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

35 792/03 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 

36 78/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

37 2697/02 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

38 2153/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

39 865/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

40 2316/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

41 441/03 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

42 379/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

43 981/96 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

44 263/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

45 433/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

46 563/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

47 039/03 TB-MDR Discordante Discordante Discordante 

48 869/03 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

49 1576/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

50 PA 107 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

51 1085/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

52 1314/03 TB-MDR Discordante Discordante Discordante 

53 GO 150 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

54 1221/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

55 976/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 
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56 PE 76 TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

57 BA 378 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

58 MG 231 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

59 BA 358 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

60 AM 452 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

61 1126/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

62 2319/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

63 2410/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

64 2625/02 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

65 1010/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

66 1251/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

67 885/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

68 1221/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

69 637/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

70 2475/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

71 2010/97 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

72 89/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

73 2197/02 TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

74 229/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

75 32/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

76 605/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

77 CE 02 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

78 1264/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

79 BA 297 TB-MDR Concordante Discordante ? Concordante 

80 MG 285 TB-MDR Discordante Discordante Discordante 

81 262/03 TB-MDR Discordante Discordante Discordante 

82 RS 261 TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

83 PE 07 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

84 RS 88 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

85 2205/02 TB sensível Concordante Concordante Concordante 
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86 CE 155 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

87 1269/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

88 529/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

89 PE O3 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

90 2525 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

91 711//03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

92 156/03 TB-MDR Concordante concordante Concordante 

93 738/03 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

94 2414/02 TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

95 319/02 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

96 847/O3 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

97 310/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

98 PE 11 TB sensível Concordante Concordante Concordante 

99 1194/03 TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

100 235/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

101 1275/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

102 720/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

103 682/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

104 790/03 TB-MDR Discordante Discordante Discordante 

105 7011 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 

106 24 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 

107 850/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

108 276/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

109 415/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

110 933/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

111 111 RJ TB-MDR Discordante Discordante Concordante 

112 480/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

113 5794 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 

114 599/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

115 2516/03 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 
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116 2355/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

117 272/03 TB-MDR Discordante Concordante Discordante 

118 405/05 TB mono INH Concordante Concordante Concordante 

119 1828/02 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

120 274/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

121 94 RJ TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

122 105/03 TB-MDR Concordante Concordante Concordante 

 


