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RESUMO
Além de identificar os doentes com tuberculose (TB), é importante 
monitorar os genótipos de M. tuberculosis circulantes. Mesmo após a 
implantação do Xpert® MTB/RIF, o diagnóstico é ainda realizado apenas 
pela baciloscopia, que apresenta baixa sensibilidade, na maioria dos la‑
boratórios. 

Objetivo: Utilizar análises de DNA para o diagnóstico e identificação dos 
genótipos circulantes em uma população do Rio Grande do Sul, Brasil. 

Metodologia: Amostras clínicas foram analisadas pelo Detect‑TB (Labtest, 
MG), por PCR em tempo real (Xpert® MTB/RIF) e comparados a bacilos‑
copia. A genotipagem foi realizada por spoligotyping. 

Resultados: A acurácia do Detect‑TB para a identificação da TB foi similar 
ao Xpert® MTB/RIF, sendo que o Detect‑TB foi mais custo‑efetivo quando 
utilizado em conjunto com a baciloscopia. Os genótipos LAM5, RDRio 
e like‑Pinni2, relacionados a resistência ao tratamento, estavam sendo 
transmitidos neste grupo, e a maioria dos resistentes a isoniazida (78,5%) 
e dos resistentes a rifampicina (92,1%) apresentavam as mutações mais 
conhecidas. 

Conclusão: A aplicação de tecnologias de DNA pode auxiliar no controle 
de TB, tanto no diagnóstico rápido quanto na identificação de perfis 
resistentes, viabilizando tratamento adequado aos pacientes.
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ABSTRACT
In addition to detecting patients with tuberculosis (TB), it is important to 
monitor circulating M. tuberculosis genotypes. Even after the implanta‑
tion of Xpert® MTB/RIF, the diagnosis is still based only by bacilloscopy, 
which have a low sensitivity, in most laboratories. 

Objective: To use DNA analysis for diagnosis and identification of circu‑
lating genotypes in a population of Rio Grande do Sul, Brazil. 

Methodology: Clinical samples were analyzed by Detect‑TB (Labtest, 
MG), real‑time PCR (Xpert® MTB/RIF) and compared to bacilloscopy. 
Genotyping was performed by spoligotyping. 

Results: The accuracy of Detect‑TB was similar to Xpert® MTB / RIF, but  
Detect‑TB was more cost‑effective when used with bacilloscopy. The ge‑
notypes LAM5,  RDRio and like‑Pinni2, related to treatment resistance, 
were being transmitted among this group, and the majority of the resistant 
to isoniazid (78.5%) and the resistant to rifampicin (92.1%) presented the 
most known mutations. 

Conclusion: The application of DNA technologies can help in the control 
of TB, both in rapid diagnosis and in the identification of resistant profiles, 
allowing  adequate treatment to the patients.

Uma pessoa por segundo é infectada por 
Mycobacterium tuberculosis e a transmissão de 
bacilos está entre as principais questões a serem 
enfrentadas no controle da tuberculose (TB)1. 
Porto Alegre possui uma das maiores incidências 
entre as capitais brasileiras2. Como detectar os 
casos de tuberculose e trata‑los é basicamente uma 
responsabilidade do Estado, a falta de recursos se 
reflete em um sistema falho que, por não encontrar 
o doente ou não o tratar adequadamente, perpetua a 
doença. A falta de um método de diagnóstico rápido 
e confiável para a TB agrava a situação. O diagnósti‑
co ainda é feito pela baciloscopia (detecta em torno 
de 50% dos casos) e em alguns casos pela cultura 
da bactéria (demorada)3. Apesar da implantação do 
método molecular Xpert® MTB/RIF pelo Ministério 
da Saúde MS), a baciloscopia é ainda o único méto‑
do de diagnóstico para a maioria dos laboratórios4. 
O Xpert® MTB/RIF, apesar de vantagens, apresenta 
um preço proibitivo para a maioria das unidades 
de saúde, o que deixa claro a necessidade de buscar 
alternativas de produtos nacionais. O nosso grupo 
já desenvolveu métodos de detecção de DNA de 

M. tuberculosis (detect‑TB em fase pré‑comercial)5, 
para diagnóstico e para a resistência aos principais 
fármacos do tratamento (detect‑TB/MDR)6. Porém, 
apesar do sucesso dos resultados é importante que 
esses métodos estejam em uma plataforma automa‑
tizada, para minimizar problemas inerentes ao teste 
e a infraestrutura laboratorial exigida. 

A complexidade relacionada a TB faz com que, além 
de detectar e tratar precocemente os casos, também 
seja importante monitorar os genótipos de M. tu‑
berculosis que ocorrem na comunidade. A geno‑
tipagem tem sido utilizada para mostrar a relação 
entre genótipos e aspectos clínicos mais grave da 
doença como a resistência, falência de tratamento 
e recidiva da doença7. Esses genótipos precisam ser 
monitorados com estratégias de controle e preven‑
ção que impeçam a sua transmissão. 

Objetivo: Este trabalho foi realizado com o objetivo 
de utilizar as metodologias de análise de DNA 
para aperfeiçoar um método de diagnóstico de 
tuberculose por PCR (detect‑TB) e adequar este 
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método para uma plataforma de PCR em tempo 
real. Além disso, analisar a diversidade genética de 
M. tuberculosis circulantes na região metropolitana, 
incluindo as mutações gênicas que levam a resistên‑
cia a isoniazida e rifampicina. 

Metodologia: O método Detect‑TB (protótipo da 
Labtest Diagnóstica, MG, Brasil) foi aperfeiçoado e 
analisado na rotina de diagnóstico de TB da cidade 
de Canoas (aprovado no comitê de ética (2011‑
340H).  Os resultados comparados com outros labo‑
ratórios das cidades de Caxias (RS) e São Paulo (SP). 
Resumidamente, um fragmento de DNA (IS6110) foi 
amplificado com primers biotinilados e os produtos 
foram hibridizados em micropoços com uma sonda 
complementar à região do fragmento amplificado5. 
O método foi avaliado em uma população prisional 
e, adicionalmente, o custo‑efetividade foi calculado. 
Posteriormente, a mesma estratégia de PCR, foi 
adaptada para a plataforma de PCR em tempo real. 
Os primers (5’‑CAGGACCACGATCGCTGAT‑3’; e 
primer reverso: 5´‑GCTTCGGACCACCAGCA‑3) 
amplificavam um fragmento de 73 bp da região 
de S6110. A reação foi 1 ciclo a 50°C for 2 min. 
Com uma desnaturação inicial de 95°C for 10 min., 
seguida de 55 ciclos de desnaturação a 95°C por 
15 seg., e anelamento e amplificação a 60°C por 1 
min. O sequenciamento dos genes envolvidos com 
a resistência (katG e rpoB), a detecção de RDRio 
por uma PCR multiplex e a genotipagem por spo‑
ligotyping foram realizadas conforme descrito 
anteriormente pelo grupo7. 

Resultados: Em relação aos testes de acurácia do 
Detect‑TB, quando comparado aos resultados 
de microscopia e cultura, a sensibilidade e a 
especificidade foram 84,6% (IC 95%; 73,7‑91,6) 
e 93,1% (IC 95%; 89,1‑95,8), respectivamente. 
Quando comparado aos critérios bacteriológicos 
e clínicos, a sensibilidade e especificidade foram 
74,3% (IC 95%; 63,3‑82,9) e 92,9% (IC 95%; 88,7‑
95,6), respectivamente8. O Detect‑TB mostrou ser 
custo‑efetivo quando utilizado junto com a baci‑
loscopia9. Nas análises por PCR em tempo real, a 
sensibilidade e a especificidade em comparação com 
a baciloscopia e/ou cultura foram 92,1% e 62,0%, 
respectivamente. Em comparação com o desfecho 
clínico foram de 93,3% e 55,5%. A concordância 
com o teste detect‑TB foi dada pelo índice Kappa 
de 0,56 (P < 0,001) (n= 197)10.

A identificação dos genótipos de M. tuberculosis 
circulantes na região metropolitana mostrou que 
37% eram pertencentes a família LAM (incluindo 
LAM5 e RDRio). Os demais genótipos mais frequen‑

tes eram T1 e Haarlem11. Foi também identificado 
uma linhagem like‑Pinni2, que nosso grupo 
demonstrou por várias técnicas complementares 
que, erroneamente, ela era classificada como 
Mycobacterium pinnipedii12. Quando os dados 
clínicos epidemiológicos dos pacientes foram 
analisados junto com os genótipos de isolados em 
Porto Alegre, ficou evidente que a recorrência de TB, 
após cura era significativamente maior em pacientes 
com HIV13.  

Em relação aos estudos sobre a resistência, foi 
constatado que em Canoas a prevalência foi de 
12%, sendo 8% de resistência primária e 5% de 
monoresistência a isoniazida. Desses, 78,5% dos 
resistentes a isoniazida apresentavam mutação no 
gene katG (93%, no códon 315) e 72,5% na região 
promotora do gene inhA11. Dos resistentes a ri‑
fampicina, 92.1% tinham mutações no gene rpoB 
(57% no codon 531). A presença de uma inserção 
de 12 nucleotídeos entre os códons 516 e 517 do 
gene rpoB foi encontrada em cinco dos MDR14. 

Discussão: Neste projeto foi abordada a utilização de 
tecnologias moleculares de diagnóstico e genotipa‑
gem para o enfrentamento da TB. Um teste de diag‑
nóstico baseado em PCR, previamente desenvolvido 
pelo grupo (transferido para a empresa Labtest, 
MG) foi analisado quanto a acurácia8 e ao custo‑

‑efetividade9. Os resultados foram similares aos 
relatados em estudos que avaliaram o Xpert® MTB/
RIF (sensibilidade de 79 a 97% e especificidade de 
96 a 99%) 15,16. Isso indica que este teste, poderia 
ser utilizado na rotina dos serviços de saúde. No 
entanto, a sua execução é mais demorada e envolve 
mais etapas que o comercial. Por essa razão, nosso 
grupo investiu na transferência do teste para uma 
plataforma de tempo real (mesma do Xpert® 
MTB/RIF). Na validação de fase I, os resultados 
mostraram que o teste foi capaz de detectar a TB 
com uma alta sensibilidade (92,1%) em até 6 h, 
porém mais experimentos serão necessários para 
melhorar a especificidade (62,0%). 

As análises de genotipagem confirmaram que a 
principal família de M. tuberculosis encontrada 
no sul do Brasil é LAM (inclusive LAM5), assim 
como em Santa Catarina17. Em outros estados do 
Brasil, as taxas de genótipos LAM variaram de 45,3 
a 66,34%,18,19,20. Também, foram identificadas 
linhagens RDRio que está fortemente correlacio‑
nada com a resistência18 e like‑Pinni2 que nosso 
grupo corretamente classificou como também da 
família LAM12. Também, foi possível conhecer a 
resistência de M. tuberculosis (12%) aos principais 
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fármacos na cidade de Canoas (primeiro relato), o 
que foi uma importante contribuição deste estudo, 
uma vez que os testes de susceptibilidade não são 
de rotina. A freqüência de mutação nos genes katG 
e rpoB em M. tuberculosis MDR encontrada, foi 
alta como em outros estudos no Brasil e demais 
países21,22. Isso confirma a possibilidade de utiliza‑
ção de testes moleculares para identificar a resis‑
tência aos fármacos isoniazida e rifampicina.

Conclusão: O Detect‑TB, teste molecular nacional, 
mostrou acurácia e custo efetividade para ser 
utilizado na rotina de diagnóstico de TB dos ser‑
viços de saúde e com a possibilidade de redução 
do tempo de execução, quando sua automação for 
concluída. A identificação de linhagens de M. tu‑
berculosis relacionadas com pior prognóstico da 
doença indicaram a necessidade de ações de pre‑
venção e controle da TB, além do diagnóstico e 
tratamento precoce. Assim, pode ser concluído que, 
um investimento na aplicação de novas tecnologias 
na rotina de diagnóstico de TB pode colaborar no 
enfrentamento da doença. 
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