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Resistência do Mycobacterium tuberculosis à isoniazida por 
mutações em duas regiões diferentes do gene katG*

Isoniazid-resistant Mycobacterium tuberculosis strains arising from 
mutations in two different regions of the katG gene

Helio Ribeiro de Siqueira, Flávia Alvim Dutra de Freitas, Denise Neves de Oliveira, 
Angela Maria Werneck Barreto, Margareth Pretti Dalcolmo, Rodolpho Mattos Albano

Resumo
Objetivo: Analisar e comparar as mutações em duas regiões diferentes do gene katG, responsáveis pela resistência 
à isoniazida (INH). Métodos: As análises foram feitas em 97 cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes 
isoladas de culturas de escarro provenientes do Centro de Referência Professor Hélio Fraga. Outras 6 cepas, sensí-
veis à INH, não apresentaram mutações e foram incluídas como controle. Duas regiões do gene katG (GenBank 
nº de acesso U06258) — região 1, do códon 1 até o códon 119, e região 2, do códon 267 até o códon 504 — foram 
amplificadas por PCR e sequenciadas para a identificação das mutações. Resultados: Sete cepas eram resistentes à 
INH e não mostraram mutação nas duas regiões. Trinta cepas apresentaram mutações na região 1, que se caracte-
rizou por um grande número de deleções, especialmente no códon 4 (24 cepas). A região 2 mostrou 83 mutações 
pontuais, principalmente no códon 315, com 73 casos de troca de serina (AGC) para treonina (ACC). A análise da 
região 2 permitiu o diagnóstico de resistência à INH em 81,4% das cepas. Nove cepas tiveram mutações somente 
na região 1, e isso permitiu o aumento de identificação de cepas resistentes à INH para 90,6%. Conclusões: O 
número de mutações do códon 315 foi elevado, compatível com os casos descritos no Brasil e em outros países, e 
a análise da região 1 aumentou a detecção de mutações em mais 9,2%.

Descritores: Isoniazida; Mutação; Tuberculose; Resistência a múltiplos medicamentos.

Abstract
Objective: To analyze and compare the mutations in two different regions of the katG gene, which is responsible 
for isoniazid (INH) resistance. Methods: We analyzed 97 multidrug-resistant Mycobacterium tuberculosis strains 
isolated in cultures of sputum samples obtained from the Professor Hélio Fraga Referral Center, in Brasília, Brazil. 
Another 6 INH-sensitive strains did not present mutations and were included as controls. We used PCR to amplify 
two regions of the katG gene (GenBank accession no. U06258)—region 1, (from codon 1 to codon 119) and region 
2 (from codon 267 to codon 504)—which were then sequenced in order to identify mutations. Results: Seven 
strains were resistant to INH and did not contain mutations in either region. Thirty strains carried mutations in 
region 1, which was characterized by a high number of deletions, especially at codon 4 (24 strains). Region 2 carried 
83 point mutations, especially at codon 315, and there was a serine-to-threonine (AGC-to-ACC) substitution in 
73 of those cases. The analysis of region 2 allowed INH resistance to be diagnosed in 81.4% of the strains. Nine 
strains had mutations exclusively in region 1, which allowed the proportion of INH-resistant strains identified to 
be increased to 90.6%. Conclusions: The number of mutations at codon 315 was high, which is consistent with 
cases described in Brazil and in other countries, and the analysis of region 1 resulted in a 9.2% increase in the rate 
at which mutations were identified. 
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katG (32-93% dos casos) e a região promotora 
do gene inhA (cerca de 15%).(15,16) O gene katG 
codifica a enzima catalase-peroxidase, impor-
tante no metabolismo do bacilo.(17) Essa enzima 
ativa a INH, que é uma pré-droga, produzindo 
radicais reativos de oxigênio (superóxido, peró-
xido de hidrogênio, peroxinitrato) e radicais 
orgânicos que inibem a formação de ácidos 
micólicos da parede bacilar e produzem dano no 
DNA.(18,19) A mutação mais comum no gene katG 
surge no códon 315 pela substituição do amino-
ácido serina (AGC) por treonina (ACC), com 
diminuição da ação da catalase, o que resulta 
em resistência à INH.(20) O gene inhA codifica a 
proteína carreadora de ácidos graxos (enoil-ACP 
redutase NADH dependente) essencial na síntese 
de ácido micólico da parede celular.(16,17) A INH 
ativada se liga à NADH e inibe a atividade da 
enzima NADH dependente, resultando em morte 
da bactéria, por interferência na síntese do ácido 
micólico. A mutação do gene inhA modifica a 
enzima, que perde afinidade pelo NADH, resul-
tando em resistência à INH.(19) A importância de 
outros genes, como kasA, ndh e a região inter-
gênica oxiR-ahpC, não está bem estabelecida e 
necessita melhores estudos. 

O gene katG possui 2.224 bases e 742 códons. 
Como o número de mutações que ocorrem no 
códon 315 é significativo, a região que o contém 
é bem estudada. O mesmo não acontece com 
a região inicial do gene, onde pode haver um 
número expressivo de mutações responsáveis 
pela resistência à INH. 

Este trabalho teve por objetivo estudar 
as mutações na região inicial e na região que 
contém o códon 315 do gene katG e fazer corre-
lações entre elas, em relação aos tipos e números 
de mutações.

Métodos

A pesquisa, da qual originou este trabalho, 
foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
do Hospital Universitário Pedro Ernesto, 
Universidade Estadual do Rio de Janeiro.

Utilizamos para esta análise 97 cepas TB-MR 
de diferentes pacientes com TB pulmonar, forne-
cidas pelo Centro de Referência Professor Hélio 
Fraga. Outras 6 cepas, sensíveis à INH e à RMP e 
sem mutações, foram utilizadas como controle. 
Das cepas TB-MR em estudo, 56 pertenciam a 
pacientes do estado do Rio de Janeiro e 41 de 
outros doze estados: PE (6), MA (5), PA (5), 

Introdução

Não obstante o avanço científico das duas 
últimas décadas, a TB permanece sendo a 
principal causa de morte no mundo — cerca 
de dois milhões de óbitos por ano — devido a 
um agente  infeccioso único, o Mycobacterium 
tuberculosis.(1) Essa doença tem opção preferencial 
por pessoas pobres em países em desenvolvi-
mento e teve sua incidência muito aumentada 
com o surgimento da infecção pelo HIV após o 
ano de 1980.(2-4) Atualmente, a multirresistência 
(MR) — resistência pelo menos à isoniazida (INH) 
e à rifampicina (RMP),(5,6) conforme o conceito 
internacional — e a TB extremamente resistente 
— multirresistência associada à resistência a 
uma fluoroquinolona e mais a uma medicação 
injetável (amicacina, capreomicina ou canami-
cina) — vêm se disseminando por movimentos 
migratórios e se constituem numa grande 
ameaça para o mundo, na ausência de novos 
fármacos capazes de reverter essa situação.(7,8) 
No Brasil, um inquérito epidemiológico sobre a 
resistência aos fármacos usados no tratamento 
da TB mostrou maior resistência à INH, tanto 
nos casos virgens de tratamento (resistência 
primária), como no retratamento (resistência 
adquirida), sendo essas, respectivamente, de 
4,4% e 11,3%.(9) Esses valores foram baixos para 
a RMP, sendo a resistência primária e a resis-
tência adquirida 1,3% e 6,6%, respectivamente. 
A resistência total para os outros medicamentos 
foi baixa (0,3% para a estreptomicina, 0,1% para 
o etambutol e praticamente 0% para a pirazi-
namida). A resistência primária combinada para 
INH e RMP foi de 1,1%. Isso permitiu que o 
tratamento inicial para a TB no Brasil fosse feito 
com a associação de três medicamentos — INH, 
RMP e pirazinamida. Atualmente o etambutol 
está sendo introduzido como quarto fármaco, de 
forma semelhante ao que já vem sendo feito nos 
países em que a resistência primária é alta.(10) A 
mutação em genes específicos do bacilo é o prin-
cipal mecanismo de sobrevivência (resistência) 
em relação a um determinado medicamento e 
ocorre quando a bactéria permanece em um 
ambiente em que a concentração do fármaco é 
menor do que a concentração inibitória mínima 
(resistência adquirida).(11) Ao contrário da RMP, 
em que 95% das mutações ocorrem em uma 
região bem determinada do gene rpoB,(12-14) a 
resistência à INH pode ocorrer por mutações 
em vários genes, sendo os mais importantes o 
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Resultados

Das cepas estudadas, 7 eram TB-MR e não 
apresentaram mutações em ambas as regiões. 
As outras 90 cepas tiveram mutações em pelo 
menos uma das regiões do katG, o que correla-
ciona as mutações com a resistência à INH.

As mutações (mutações pontuais, inserções 
e deleções) e a ausência das mesmas, que ocor-
reram concomitantemente nas regiões 1 e 2, são 
mostradas nas Tabelas 1, 2 e 3. Com exceção das 
mutações silenciosas e das mutações no códon 
463 arginina (consideradas como polimorfismo 
porque não produzem resistência à INH), qual-
quer outro tipo de mutação, em uma ou em 

SP  (5), CE (4), PR (4), BA  (3), GO (3), AM (2), 
PB (2), ES (1) e MG (1). Em 84 casos, a coleta 
do material se deu no período de 2002-2003 
e, em 13, ocorreu no período de 1995-1997, 
quando foi realizado o inquérito epidemioló-
gico de resistência aos fármacos.(9) Desses casos, 
4 apresentavam MR primária.

Os padrões de resistência aos medicamentos 
foram determinados pelo método das propor-
ções no meio de Löwenstein-Jensen, de acordo 
com os procedimentos padronizados, com 
concentrações e proporções críticas de mutantes 
resistentes de 40 µg/mL e 1% para a RMP, 
respectivamente, e 0,2 µg/mL e 1% para a INH, 
respectivamente.(21)

Os DNAs genômicos foram obtidos de 
cepas em meio Löwenstein-Jensen, conforme a 
descrição de alguns autores.(22) As pesquisas no 
gene katG (GenBank número de acesso U06258) 
se concentraram em duas regiões de interesse. 
A região 1, que se inicia no nucleotídeo 1, que 
corresponde ao códon 1 (GTG, valina), primeiro 
aminoácido da proteína codificada e início do 
gene, ao nucleotídeo 357, códon 119. Essa região 
foi amplificada pela técnica de PCR com os primers 
oligonucleotídeos katG sense (5’ A CTT CGC GAT 
CAC ATC CGT G 3’) e katG antisense (5’ GCG GCC 
GTC GTG GAT GCG GTA 3’). A região 2, com 
711 nucleotídeos, tem início no nucleotídeo 801 
do códon 267, termina no nucleotídeo 1512 do 
códon 504 e foi amplificada com os primers 
oligonucleotídeos katG sense: 5’ CGG CGG TCA 
CAC TTT CGG TA 3’; katG antisense: 5’ CCC GAC 
TTG TGG CTG CAG GC 3’. As reações de PCR 
foram realizadas com Platinum Taq (Invitrogen, 
Alemanha), 1,5 mM MgCl2, 15  pmol de cada 
oligonucleotídeo, 0,2  mM dNTPs, tampão de 
concentração simples para PCR, fornecido pelo 
fabricante, e 40 ng de DNA genômico. Os parâ-
metros para a reação de PCR foram os seguintes: 
desnaturação por 5 minutos a 95°C, seguidos 
de 35 ciclos nas temperaturas 95°C por 45 s, 
63°C por 45 s e 72°C por 1 min, terminando 
com um tempo de extensão de 10 min a 72°C. 
As amplificações por PCR foram analisadas por 
eletroforese em gel de agarose e os amplicons 
(frações amplificadas do DNA) purificados foram 
analisados no sequenciador automático de DNA 
MegaBACE 1000 (GE Healthcare, Sunnyvale, CA, 
EUA). As sequências consenso de cada amostra 
foram comparadas com a sequência do katG do 
M. tuberculosis tipo selvagem (GenBank número 
de acesso U06258) para a determinação das 
mutações.

Tabela 1 - Cepas com mutações apenas na região 1.
Códons com mutações Cepas, n

Deleção no códon 67 1
Deleção no códon 79 1
Deleção no códon 107 2
Deleção no códon 4 2
Deleção no códon 4 + Deleção no códon 65 1
Deleção no códon 4 + Mutação códon 1 Val 
(GTG) → Ala (GCG)

1

Mutação códon 93 Ala (GCC) → Thr (ACC) 1
Total 9
Ala: alanina; Thr: treonina; e Val: valina.

Tabela 2 - Cepas com mutações apenas na região 2.
Códons com mutações Cepas, n

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) 43

Mut códon 315 Ser (AGC) → Asn (AAC) 5

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACA) 1

Mut códon 315 Ser (AGC) → Ile (ATC) 1

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) + 
Deleção no códon 485

1

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) + 
Deleção no códon 493

1

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) + 
Mut códon 399 Glu (GAA) p/ Glu (GAG)b

1

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) + 
Mut códon 463 Arg (CGG) p/ Leu (CTG)a

1

Mut códon 336 Leu (CTG) → Pro (CCG) 1

Mut códon 439 Gln (CAG) → TAGc 1

Mut códon 463 Arg (CGG) → Leu (CTG)a 2
Inserção no códon 439 2
Total 60
Mut: mutação; Arg: arginina; Asn: asparagina; Gln: gluta-
mina; Glu: ácido glutâmico; Ile: isoleucina; Leu: leucina; 
Pro: prolina; Ser: serina; e Thr: treonina. aPolimorfismo. 
bMutação silenciosa. cStop codon. 
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glutamina (CAG) para (TAG) codifica um códon 
de parada de síntese de RNA (stop codon). As 
mutações da região 2 permitiram o diagnóstico 
de resistência à INH em 79 cepas (não consi-
derando os dois polimorfismos — códon 463), 
ou seja, 81,4% dos 97 casos. Houve 9 cepas 
que não mostraram mutações na região 2, mas 
que tiveram mutações na região 1. Isso significa 
que essa região permitiu o acréscimo do diag-
nóstico de resistência a INH em mais 9,2%, o 
que aumentou a positividade do método para 
90,6%. 

Discussão

As mutações no gene katG ocorrem com 
frequência 100 vezes maior do que no gene rpoB. 
Mutações nesse gene devem levantar a possibi-
lidade de mutações também no gene katG, pela 
frequência com que ambas ocorrem. Esse fato 
não pôde ser avaliado na nossa casuística porque 
as cepas foram selecionadas previamente por 
serem MR. Os 7 casos sem mutação em ambas as 
regiões eram resistentes à INH. Isso mostra que 
as mutações que causaram a resistência à INH 
ocorreram fora das regiões estudadas do katG 
ou em outros genes.(23)

Na região 1, houve grande quantidade de 
inserções e deleções, produzindo como conse-
quência a mudança de aminoácidos na proteína, 

ambas as regiões, produz sempre resistência à 
INH. 

Conforme a Tabela 1, 9 cepas apresentaram 
mutações somente na região 1. A Tabela 2 
mostra que 60 cepas apresentaram mutações 
apenas na região 2. A Tabela 3 descreve as 
mutações que ocorreram em 21 cepas, tanto na 
região 1, quanto na região 2.

Nas 30 cepas da região 1 (Tabelas 1 e 3), 
houve 33 deleções de nucleotídeos, sendo que a 
deleção do último nucleotídeo do códon 4 esteve 
presente 20 vezes separadamente e 4  vezes 
em associação com outras mutações. Apenas 
1 inserção e 3 mutações foram registradas. Nas 
81 cepas da região 2 (Tabelas 2 e  3), houve 
2 deleções, 3 inserções e 83 mutações pontuais, 
sendo 73 no códon 315 (75,2% dos 97 casos). 
A mutação de serina (AGC) para treonina (ACC) 
ocorreu 62 vezes (56 como forma isolada e 6 
associada a mutações em outros códons). A 
mutação de serina (AGC) para asparagina (AAC), 
para treonina (ACA) e para isoleucina (ATC) 
ocorreu 7 , 3 e 1 vez, respectivamente. Nessa 
mesma região, houve 1 mutação silenciosa no 
códon 399, de ácido glutâmico (GAA) para ácido 
glutâmico (GAG), associada à outra mutação, 
responsável pela resistência à INH. Em 2 cepas, 
surgiram mutações isoladas no códon 463 e, 
em outras 2, elas estavam associadas à mutação 
do códon 315. A mutação no códon  439, de 

Tabela 3 - Cepas que apresentaram mutações em ambas as regiões.
Região 1 - Códons com mutações Região 2 - Códons com mutações Cepas, n

Deleção no códon 4 Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) 12
Deleção no códon 4 Mut códon 315 Ser (AGC) → Asn (AAC) 2
Deleção no códon 4 Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACA) 1
Deleção no códon 4 Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) +

Mut códon 463 Arg (CGG) → Leu (CTG)a
1

Deleção no códon 4 Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) +

Mut códon 399 Glu (GAA) → Glu (GAG)b
1

Deleção no códon 4 Mut códon 328 Trp (TGG) →Arg (CGG) +

inserção no códon 439

1

Deleção no códon 4 + deleção no códon 26 + 
deleção no códon 65

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACC) 1

Deleção no códon 4 + deleção no códon 2 +

deleção no códon 11
Mut códon 412 Trp (TGG) → Cys (TGC) 1

Mut códon 17 Ser (AGC) → Thr (ACC) +

inserção entre códon 92 e 93

Mut códon 315 Ser (AGC) → Thr (ACA) 1

Total  21
Mut: mutação; Ala: alanina; Arg: arginina; Asn: asparagina; Cys: cisteina; Glu: ácido glutâmico; Ile: isoleucina; Leu: 
leucina; Pro: prolina; Ser: serina; Thr: treonina; Trp: triptofano; e Val: valina. aPolomorfismo. bMutação silenciosa.
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dos casos, e as mutações no códon 315 foram 
as mais prevalentes (32%).(27) Resultados seme-
lhantes foram vistos na avaliação de 45 cepas 
INH resistentes na Itália, quando ocorreram 
17 casos de mutação no códon 315 (37,8%).(28) 
Em outro estudo realizado na Rússia, usou-se 
espectrometria de massa para o sequenciamento 
de 317 cepas resistentes à INH, originárias da 
região de Moscou, da Sibéria Ocidental e da 
região dos Urais. Houve 244 mutações no códon 
315 (76,9%), sendo 243  de serina (AGC) para 
treonina (ACC). Em outras 44 cepas, houve 
mutações de serina (AGC) para treonina (ACC) 
associadas a mutações na região intergênica 
mabA-inhA e apenas 3 mutações no gene inhA. 
Portanto, ocorreram 288 mutações no códon 315 
(90,8%), e 26 cepas resistentes à INH (8,2%) não 
mostraram mutações nos dois genes.(29)

A mutação no códon 315, de serina (AGC) 
para treonina (ACC) é a mais frequente em 
todos os trabalhos. Possivelmente, esse tipo de 
mutação produz um ótimo balanço entre a ativi-
dade diminuída de catalase e o nível suficiente 
de atividade da peroxidase, o que daria condição 
de permanência ativa da bactéria resistente, com 
redução mínima de seu metabolismo.(18)

Partindo-se dos conhecimentos gerados 
pela análise das mutações que causam resis-
tência à INH e à RMP, vem se tornando possível 
o desenvolvimento de técnicas mais simples de 
diagnóstico molecular de resistência por meio de 
kits, mas que ainda são dispendiosos para o uso 
de rotina no serviço público.(30)

Em conclusão, a análise da região 1 aumenta 
o diagnóstico genotípico da resistência à INH, 
ocorrida por mutação, deleção ou inserção no 
gene katG e deve ser estudada em conjunto com 
a região 2.
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