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Introdução
Atualmente a tuberculose (TB) é a doença infec-

to-contagiosa, causada por um único microorganis-
mo, o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) que mais cau-
sa óbitos de indivíduos adultos no mundo. Estima-se 
que, nesta década, ocorrerão mais de 80 milhões de 
novos casos e 20 milhões de óbitos. A maioria destes 
pacientes encontra-se em países do terceiro mundo, 
onde a associação de políticas inadequadas de saúde 
pública e uma situação socioeconômica desfavorável 
contribui para a manutenção deste flagelo. Com a 
pandemia do HIV/AIDS, os países do primeiro mundo 
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rESuMo
A tuberculose, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, é a doença infecto-contagiosa, produzida por um único microor-
ganismo, que mais causa óbitos de indivíduos adultos no mundo. O objetivo deste artigo é revisar a metodologia para a 
identificação do Mycobacterium tuberculosis e analisar a resistência aos medicamentos isoniazida e rifampicina, no trata-
mento desta doença, por métodos de biologia molecular que são cada vez mais utilizados, por sua grande sensibilidade e 
especificidade, apesar do custo ser ainda elevado. 
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AbStrACt
Tuberculosis is an infection contagious disease caused by Mycobacterium tuberculosis and has been described as the main 
responsible by adult death, by the only one microorganism, in the World. The aim of this article is a review of methodology to 
identify the Mycobacterium tuberculosis and to analyze the resistance for isoniazid and rifampicin by biological and molecular 
methods, which have been used more frequently due to high sensibility and specificity, in spite of their high price. 
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também tiveram um aumento no número de casos da 
doença, com a transmissão ocorrendo, principalmen-
te, em hospitais e prisões.1

Com exceção das quinolonas, antibiótico ini-
cialmente desenvolvido para combater infecções 
por germes comuns, mas que tem poder bactericida 
sobre o Mtb, há mais de 40 anos não surge um novo 
medicamento para o tratamento da TB, enquanto 
a resistência primária vem aumentando gradativa-
mente no mundo, com o surgimento de multirresis-
tência (MR) – resistência, pelo menos, à isoniazida 
(INH) e à rifampicina (RMP) - e de TB-XDR - TB MR 
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MÉtodoS MoLECuLArES no dIAGnÓStICo dA 
tubErCuLoSE

Os mecanismos genômicos associados à multir-
resistência do M. tuberculosis geralmente envolvem 
mutações nos genes que codificam determinadas pro-
teínas, que são inibidas pelas drogas ou que as meta-
bolizam. As mutações podem produzir trocas de ami-
noácidos, que geram uma proteína com menos ativi-
dade ou afinidade pela droga, ou modificar a ação dos 
promotores dos genes, alterando a expressão gênica. 
Cada droga apresenta, pelo menos, uma proteína en-
volvida em seu metabolismo, que pode ser modificada 
por mutações genéticas. Através de métodos molecu-
lares, estas mutações podem ser detectadas com rapi-
dez, alta sensibilidade e especificidade.

PCR – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)
A PCR é a técnica onde uma curta região de um 

gene, de um determinado DNA, é copiada muitas ve-
zes por uma enzima DNA polimerase. As seqüências de 
nucleotídeos das extremidades da região a ser ampli-
ficada devem ser conhecidas para que dois pequenos 
oligonucleotídeos (iniciadores) possam hibridizar (se 
ligar) com a molécula de DNA, cada um com uma das 
fitas da dupla hélice (Figura 1).

  Para iniciar uma amplificação por PCR, pre-
para-se uma mistura (mix) com os quatro tipos de 
nucleotídeos (dNTPs), magnésio, enzima DNA poli-
merase, tampão da enzima e os oligonucleotídeos. 
Em seguida, essa mistura é aquecida a 95°C para a 
desnaturação (separação) da dupla fita do DNA. As-
sim, cada fita de DNA-molde fica livre  para, em uma 
temperatura mais baixa, os iniciadores  se hibridi-
zarem, permitindo que a DNA polimerase sintetize 
as novas fitas complementares. Em um novo ciclo, 
a mistura é então reaquecida a 95°C, para que as 
fitas recém-sintetizadas se separem (desnaturação) 
e resfriadas, permitam que mais iniciadores se hi-
bridizem com estas fitas, repetindo-se os ciclos com  
a formação de outras fitas complementares. As re-
ações de PCR se fazem de maneira exponencial e, 
em uma reação de 35 ciclos, por exemplo, ocorrem 
2 (35+1) = 236 = 68 bilhões de cópias (amplicons) da 
região desejada do gene. O resultado da reação é 
lido por eletroforese em gel de agarose. Atualmente 
a técnica de PCR em tempo real (RT PCR) executa as 
reações e reproduz o resultado automaticamente. 
Esta sigla é muitas vezes confundida com a técnica 
de transcriptase reversa PCR usada para amplificar 
fitas de RNA.  

A PCR tem sido amplamente utilizada em biologia 
molecular, devido a sua rapidez e eficácia. Para o diagnós-
tico de TB em material de escarro, esta técnica possui mé-
dia  sensibilidade (65%) e grande especificidade (acima 
de 90%), e pode ser realizada em algumas horas. Algu-
mas limitações são a possibilidade de contaminação da 
amostra (o que pode gerar um resultado falso positivo), a 
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com resistência associada a uma quinolona e a um 
medicamento injetável (amicacina, canamicina ou 
capreomicina). Estes fatos trazem a necessidade de 
se diagnosticar rapidamente os casos MR para uma 
terapia eficaz.

MÉtodoS ConVEnCIonAIS dE dIAGnÓStICo dA 
tubErCuLoSE E dE rESIStÊnCIA

Com o aumento progressivo da resistência pri-
mária no mundo, a cultura para micobactérias e o 
teste de sensibilidade aos medicamentos deveriam 
ser realizados já no início do tratamento. Mas estes 
exames se tornam muito importantes, diríamos obri-
gatórios, nos casos em que a baciloscopia do escarro 
permanece positiva após o segundo mês de trata-
mento, ou negativa inicialmente e positiva, a seguir, 
durante o tratamento. A mesma necessidade de cul-
tura e teste de sensibilidade tem que ser considerada 
nos casos de recidiva, de contato com pessoas com 
suspeita de terem TB resistentes, de pacientes HIV 
que adquirem TB em ambiente hospitalar, de presos 
ou de pessoas em abrigos e de profissionais de saúde 
que adoecem.

Os testes de sensibilidade aos fármacos utiliza-
dos no tratamento requerem o isolamento do M. tu-
berculosis do espécime clínico em um meio de cultu-
ra adequado, como o de Löwenstein-Jensen e Oga-
wa. Essa etapa de isolamento do bacilo é bastante 
lenta (três a seis semanas). Vários métodos podem 
ser utilizados para testar a sensibilidade do M. tuber-
culosis, sendo o das proporções o mais empregado.2 
Os resultados desse método são reportados como a 
percentagem do total da população bacteriana re-
sistente a um determinado fármaco. Isto é definido 
pela quantidade do crescimento no meio de cultura 
contendo o fármaco, quando comparado ao cresci-
mento em meio sem o fármaco. Este método neces-
sita de 28 dias para ser concluído (após a cultura ini-
cial), tempo por demais dilatado para uma decisão 
clínica. Métodos alternativos e mais rápidos também 
podem ser utilizados como MODS - observação mi-
croscópica da sensibilidade às drogas - que detecta 
precocemente o crescimento do M. tuberculosis em 
meio líquido e determina o teste de sensibilidade 
(mas com risco de contaminação do profissional 
durante o procedimento) e o método Alamar Blue, 
que é um corante indicador que mede a proliferação 
da micobactéria, quantitativamente, através da oxi-
dação-redução (REDOX), produzindo uma mudança 
colorimétrica. 

O teste de sensibilidade para isolados de M. tu-
berculosis também pode ser realizado por técnicas 
automatizadas, como o sistema BACTEC MGIT 960 
(Mycobacteria Growth Indicator Tube). Esse método 
pode reduzir o tempo de identificação dos microor-
ganismos resistentes aos fármacos para três semanas, 
mas é dispendioso para uso hospitalar de rotina.3
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presença de proteínas inibidoras da reação (o que geraria 
um resultado falso negativo) e o custo desta metodolo-
gia, que ainda é elevado. A sensibilidade do método se 
prende, ainda, ao número de bacilos presentes no es-

Figura 1 – Cópias do fragmento de DNA desejado (amplicons).

A. cadeia de aminoácidos codificada. Cada três nucleotídeos condifica um aminoácido. 
B. PCR - exemplo de escolha dos oligonucleotídeos.  Tendo-se apenas a fita superior, o oligonucleotídeo anti-senso vai ser o inverso do seu complemento. A seguir 
mostra-se a amplificação por PCR de um segmento do gene.

carro. Quando o escarro é positivo na pesquisa de BAAR 
(presença de 5 mil a dez mil bacilos por mililitro), a reação 
de PCR é positiva e sua sensibilidade cai com o menor nú-
mero de bacilos existentes no material analisado.

Para otimização do diagnóstico de tuberculose pela 
PCR, e para que sejam minimizadas as possibilidades de 
resultados falso negativos ou positivos, o CDC (Centers 
for Disease Control and Prevention) padronizou e publicou 
um quadro de regras a serem seguidas (Figura 2). Como 
pode ser observado, se a pesquisa BAAR de um paciente 
apresentar resultado negativo, devem ser realizadas duas 
PCRs. Sendo os dois resultados positivos, o diagnóstico de 
tuberculose é determinado; sendo um positivo e outro ne-

gativo, é necessário que se repita o procedimento e sendo 
os dois negativos, o diagnóstico de TB é descartado. Entre-
tanto, se a pesquisa de BAAR apresentar resultado positi-
vo, e a reação de PCR for positiva, confirma-se o diagnós-
tico específico de Mycobacterium tuberculosis e sendo ne-
gativa, a PCR é repetida. Esta segunda PCR, ao apresentar 
novamente resultado negativo, aponta para duas possibi-
lidades: a presença de inibidores na reação ou a presença 
de Mycobacterium não tuberculosis no paciente.
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A RMP inibe a transcrição gênica da micobactéria 
por bloqueio da RNA-polimerase DNA dependente, o 
que impede a síntese de RNA mensageiro (mRNA), pro-
duzindo  morte celular.6 Cerca de 95% das cepas resis-
tentes à rifampicina apresentam mutações na região 
central do gene rpoB que codifica a subunidade beta 
da RNA polimerase. As mutações modificam a estrutu-
ra desta enzima, fazendo com que a RMP perca a ca-
pacidade de bloqueá-la, liberando a síntese de mRNA. 
A região que codifica a subunidade beta da RNA poli-
merase, denominada rifampicin resistance determining 
region (RRDR) ou hot spot, possui 81 pares de base (27 
códons) e é delimitada pelos códons 507 a 533 (Figura 
4), o que facilita o diagnóstico molecular de resistên-
cia.11,12 As mutações mais freqüentes nesta área ocor-
rem nos códons 526 e 531.13,14

Além da reação em cadeia da polime-
rase in house, existem kits comerciais para o 
diagnóstico da tuberculose. Dentre os kits 
existentes, apenas o AMTD, o Amplicor e 
o EMTD foram aprovados pela FDA (Food 
and Drug Administration), para amostras 
respiratórias com baciloscopia positiva, e 
apenas o EMTD foi aprovado para amostras 
com baciloscopia negativa.

dIAGnÓStICo dE MuLtIrrESIStÊnCIA 
Por bIoLoGIA MoLECuLAr 

Ao contrário da resistência à RMP, 
em que a maioria das mutações se con-
centra em uma pequena faixa de um só 
gene, a resistência à INH é mais comple-
xa, pois pode ocorrer por mutações em 
vários genes, sendo os mais importantes 
o katG (32 a 93% dos casos) e o inhA (de 
15 a 25%).4 

O gene katG  codifica a enzima catalase-pero-
xidase, importante no metabolismo do bacilo.5 Esta 
enzima ativa a INH, que é uma pré-droga, produzin-
do radicais reativos de oxigênio (superóxido, peró-
xido de hidrogênio, peroxinitrato) e radicais orgâni-
cos que inibem a formação de ácidos micólicos da 
parede bacilar e produzem dano no DNA.6,7 A muta-
ção mais comum no gene katG surge no códon 315 
(Figura 3) pela substituição do aminoácido serina 
(AGC) por treonina (ACC), com diminuição da ação 
catalase, o que resulta em resistência à INH.8 O gene 
inhA codifica a enzima carreadora de enoil – acil 
(ACP) redutase - NADH dependente, importante na 
síntese de ácidos micólicos. Um dos produtos da INH 
ativada – o radical acil isonicotínico – liga-se à NADH 
(nicotinamida adenina dinucleotídeo) e impede a 
atividade da enzima, resultando na morte da bacté-
ria, por interferência na síntese do ácidos micólicos.9 
A mutação estrutural do gene inhA faz com que a 
enzima modificada perca afinidade pela NADH e a 
bactéria se torna resistente à INH.10  

Figura 2 – Quadro de regras do CDC para diagnóstico da tuberculose 
por PCR.

TB – diagnóstico de tuberculose (Mycobacterium tuberculosis). 
MNTB – Mycobacterium não tuberculosis.

Figura 3 – Gene katG: códons de 301 a 320.

A marcação em negrito indica o códon 315 onde ocorre o maior número de mutações que produ-
zem mudança do aminoácido agc serina por acc treonina e resistência à INH.. Aminoácidos: Lys – 
lisina; Ser – serina; Gly – glicina; Thr – treonina; Asp – ácido aspártico, Ala – alanina; Ile – isoleucina; 
Glu – ácido glutâmico; Val – valina. O gene katG tem 2224 nucleotídeos. E 741 códons.

Figura 4 – Pequena parte do gene rpoB.

Os  códons 507 e 533 (setas) delimitam a região hot-spot. O códon 531 (serina) é o que sofre maior 
número de mutações, que se traduzem em resistência à RMP.   

Sequenciamento de genes
O seqüenciamento do gene, para o diagnóstico 

de mutações, realiza-se com a reação de PCR, numa 
fase anterior, que delimita a região a ser analisada. A re-
gião delimitada produz uma seqüência de nucleotíde-
os, que é alinhada com a seqüência de referência para 
o M. tuberculosis, para a determinação das mutações e, 
conseqüentemente, da resistência específica a um fár-
maco. O seqüenciamento depende de aparelhos caros 
e a técnica é trabalhosa, embora os resultados sejam 
altamente confiáveis e possam ser utilizados como 
“padrão ouro” para o desenvolvimento de métodos de 
biologia molecular, para o diagnóstico de mutações de 
forma mais rápida e simples.

Testes rápidos em biologia molecular para o diag-
nóstico de mutações

O método INNO-LiPA Rif. TB é específico para a 
RMP e identifica as mutações mais comuns na RRDR.15,16 
Os métodos Genotype MTBDR Assay e Real-Time PCR 
diagnosticam mutações tanto na RRDR quanto no có-
don 315 do gene katG.17,18,19  Estes métodos dependem 
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IS6110-RFLP
O IS6110-RFLP (restriction fragment length poly-
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acurácia, sendo mais rápida e menos dispendiosa que 
a identificação fenotípica convencional, realizada por 
meio de reações químicas. 
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