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A resisténcia do Mycobacterium tuberculosis aos tuberculostadticos
tem surgido como grande ameaca a Saude Publica. A resisténcia
a rifampicina pode ser considerada como um marcador para a
multi-resisténcia a farmacos e tem sido atribuida a mudangas
estruturais da RNA polimerase, produto de expressdo do gene
rpoB. Os pacientes portadores dessas cepas tém baixa perspectiva
frente ao tratamento. Os testes convencionais de sensibilidade aos
farmacos realizados em cultura do Mtb requerem varias semanas
para o crescimento. Por este motivo, a Rea¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR), método de baixo custo e que pode reduzir o
tempo para o diagnostico, representa alternativa viavel e
promissora. Neste artigo estdo descritos os métodos mais
comumente empregados na detec¢do de mutantes resistentes a
rifampicina baseados na PCR, como andlise de Polimorfismo
Conformacional de Fita Simples (Single-Strand Conformation
Polymorphism, SSCP), PCR Heteroduplex e INNO-LIPA.
Recentemente, padronizou-se a técnica de PCR em baixa
estringéncia, usando um unico iniciador (Low Stringency Single
Specific Primer, LSSP), que se mostrou um método rapido e sensivel
na detec¢do de mutagoes no gene rpoB.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca antiga e possui
distribui¢do mundial. De acordo com a Organiza¢ao Mun-
dial de Saude (WHO, 2005), 80% dos casos novos (8,7
milhdes) estdo distribuidos em 22 paises do mundo e o
Brasil ocupa o 15° lugar. Entre 2000 ¢ 2020, 1 bilhao de

pessoas serdo infectadas, 200 milhdes irdo adoecer e 35
milhdes morrerdo se nao for melhorado o controle.

A TB esté intimamente relacionada ao empobreci-
mento de grande parte da populagdo mundial, ao advento
da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
a0s movimentos migratdrios internos e externos, ao enve-
lhecimento da populagdo mundial, a alta taxa de abando-
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no do tratamento, ao aparecimento da resisténcia aos
tuberculostaticos e reduzido interesse da comunidade cien-
tifica e dos formadores de politicas publicas.

Em um inquérito mundial realizado de 1994 a 1999
sobre resisténcia do Mycobacterium tuberculosis (Mtb),
foi verificado que dos 72 paises que participaram do inqué-
rito, 63 concentravam cepas multi-resistentes a firmacos
(MDR). Em um inquérito feito no Brasil de 1996 a 1997,
31% das cepas do Mtb eram resistentes aos principais me-
dicamentos utilizados no tratamento da tuberculose:
rifampicina, isoniazida, etambutol e estreptomicina, (Bra-
sil, 2002). O surgimento de cepas MDR tem chamado a
aten¢ao e levado muitos pesquisadores a investigar os me-
canismos que provocam essa resisténcia e desenvolver mé-
todos para a detec¢do dos fatores que podem conferir resis-
téncia aos principais tuberculostaticos (Snider, Roper,
1992; Friden et al., 1993; Iseman, 1994; Williams et al.,
1994; Cooksey et al., 1997, Telenti et al., 1997; Watterson
et al., 1998; Carvalho et al., 2003). E bem conhecido que
os métodos convencionais para testar a sensibilidade aos
tuberculostaticos tais como teste de sensibilidade em meio
de Loweinstein-Jensen (4 a 8 semanas), Sistema BACTEC,
MGIT (Tubo Indicador de Crescimento de Micobactéria),
MB/Bact (7 a 10 dias) sdo demorados, exceto quando se
utilizam o método com bacteriéfago, E-test e Citometria de
Fluxo (Wilson et al., 1997; Kirk et al., 1998; Riska et al.,
1999; Tortoli et al., 1999; Brunello et al., 2000; Kakkar
et al., 2000; Bemer et al., 2002; Krishnamurthy et al.,
2002; Katoch, 2004). Entre as varias técnicas moleculares
atualmente aplicadas ao estudo de mutagdes destacam-se
as baseadas na PCR, dentre elas o Polimorfismo
Conformacional de Fita Simples (Single-Strand
Conformation Polymorphism, SSCP), a analise de PCR
Heteroduplex, ensaios com sondas de DNA (INNO-LIPA),
o seqiienciamento de DNA e outras que representam vari-
antes da PCR. Recentemente, a técnica de PCR na qual se
usa um unico iniciador em condi¢des de baixa estringéncia
(LSSP) (Pena et al., 1994) foi utilizada para detectar mu-
tacdes no gene rpoB de amostras provenientes de pacien-
tes com TB e de cultura do Mycobacterium tuberculosis
resistentes ou ndo a rifampicina (Carvalho et al., 2003). O
método mostrou-se promissor na detecgdo rapida dessas
mutagdes nesse gene.

RESISTENCIA A RIFAMPICINA

A rifampicina (Figura 1) foi descoberta em 1957, a
partir do cultivo de uma cepa de Streptomyces, que foi
denominada Streptomyces mediterranei, isolada pela pri-
meira vez em 1963 (Rieder, 2002).

A rifampicina foi introduzida na terapia da tubercu-
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FIGURA 1 - Estrutura da rifampicina, isolada e semi-
sintetizada por Maggi et al. (1966).

lose no inicio da década de 1970. E extremamente efetiva
contra o M. tuberculosis, sendo um antibidtico de amplo
espectro de agdo. A Concentragao Inibitoria Minima (CIM)
da rifampicina, 0,25 a 0,5 mg/mL em meio liquido, foi
definida como a mais baixa entre os farmacos que inibem
o crescimento do Mtb (Lee, Heifets, 1987; Murray et al.,
1990; Roberts et al., 1991; Taniguchi et al., 1996). A
rifampicina € a “chave” do esquema terapéutico, sendo que
alguns autores chamam a atengdo para o fato de que paci-
entes portadores de cepas de M. tuberculosis resistentes a
rifampicina tém grande chance de serem resistentes a ou-
tros tuberculostaticos (Mitchison, Nunn, 1986; Fischl et
al., 1992). Nesse contexto, a resisténcia a rifampicina pode
ser considerada como um marcador para MDR e pacientes
que desenvolvem resisténcia a esse medicamento t€m bai-
xa perspectiva frente ao tratamento, necessitando utilizar
medicamentos de segunda linha como alternativa (Iseman,
1993; Drobniewski, 1997). Esses possuem maior
toxicidade, elevam o custo, tornam necessario o aumento
do tempo de tratamento e levam a menor adesao.

A resisténcia a rifampicina, um dos principais
farmacos utilizados no tratamento da TB, com agdo intra
e extracelular (Fitza de Melo, 1997), ocorre devido a
mutacao no gene rpoB, que codifica para a cadeia beta da
RNA polimerase, local de agdo do tuberculostatico
(Yamanda et al., 1985; Telenti et al., 1993; Kapur et al.,
1994; Williams et al., 1994). Aproximadamente 95% dos
isolados resistentes a rifampicina tém mutagdes em uma re-
gido que compreende 69 pares de bases do gene rpoB, cor-
respondente aos codons 511 ao 533 (Spindola de Miranda
etal.,2001).

Nos 5% restantes, o local permanece indeterminado,
com excecdo de mutacdes ja determinadas para os codons
381 (Taniguchi et al., 1996), 481 ¢ 509 (Nasch et al., 1997)
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e 505 (Matsiota-Bernard et al., 1998). A organizacao es-
trutural e funcional da RNA polimerase esta conservada
entre as bactérias (Lill et al., 1975; Ovchinnikov et al.,
1981). Em Escherichia coli a resisténcia a rifampicina
também esta associada com substituigdes especificas no
gene que codifica para a subunidade b da RNA polimerase
(Jin, Gross, 1988). A caracterizagao do gene rpoB em E.
coli demonstrou que a rifampicina interage impedindo a
transcri¢ao e que mutagdes no gene rpoB conferem mudan-
¢a conformacional no sitio de acao do farmaco, caracterizan-
do a resisténcia (Jin, Gross, 1988; Miller ef al., 1994). As
mutagdes que compdem o locus 7poB tém implicagdes clini-
cas importantes, ja que podem impedir a cura do doente.

METODOS MOLECULARES DE DETECCAO DE
RESISTENCIA A RIFAMPICINA

Reacao em Cadeia da Polimerase

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi descrita por Saiki et al. (1985). Foi utilizada inicialmen-
te na amplificagdo do gene [3 globina para diagnostico pré-
natal de anemia falciforme (Saiki et al., 1985; Mullis,
Faloona, 1987). A introdugdo da enzima DNA polimerase
(termoestavel), obtida da bactéria Thermus aquaticus,
possibilitou a automagao da técnica (Saiki et al., 1988).

A PCR consiste em um método de sintese enzimatica
in vitro de seqiiéncias especificas de DNA. Varios grupos
de pesquisa tém apresentado propostas de estudos clinicos
baseados em diferentes sistemas de PCR. Varios protoco-
los com diferentes iniciadores, nimero de ciclos e tratamen-
to de amostras vém sendo desenvolvidos para o diagnosti-
co da tuberculose (Eisenach ef al., 1990). Varias
metodologias tém sido propostas para o estudo da resistén-
cia do M. tuberculosis aos farmacos como SSCP-PCR,
PCR Heteroduplex, INNO-LIPA e outras.

SSCP PCR

Por esta técnica pode-se detectar modificagdes em
uma Unica base, através da mudanga no padrao de migra-
¢ao de fitas simples em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante (Orita et al., 1989). O DNA amplificado ¢
desnaturado antes de ser submetido a eletroforese. O pa-
drao de migracao do fragmento de DNA depende ndo so6 da
massa molecular, mas também de sua conformagao (estru-
tura secundaria). Como a conformacao da fita de DNA ¢
também influenciada por sua estrutura primaria, as fitas
complementares migram como bandas separadas no gel e
pequenas diferencas na seqiiéncia do DNA alteram a mo-
bilidade das fitas.

Alguns autores tém utilizado essa técnica com o in-
tuito de estabelecer as bases moleculares da resisténcia de
isolados de Mtb, sendo utilizados dois controles, um do tipo
sensivel (S) e outro resistente (R). O fragmento de DNA de
fita dupla, alvo de mutagdes, € desnaturado, e as duas fitas
resultantes tém sua mobilidade comparada aos controles R
e S. Os estudos correlacionaram, ainda, os dados encontra-
dos com os testes de sensibilidade.

Com relagao a utilizagao dessa técnica para detectar
resisténcia em Mtb, foram demonstrados resultados favo-
raveis quando se utilizou a mesma em cultura de isolados
de micobacterias resistentes a rifampicina, porém obteve-
se menos sucesso quando foi utilizado para espécimes cli-
nicas (Telenti et al.,1997).

PCR Heteroduplex

Essa metodologia, além de ser utilizada para verifi-
car a existéncia de mutagdes em cepas resistentes de Mtb
(Williams et al., 1994), também tem sido utilizada para
determinar polimorfismo em outros microorganismos
(Delwart et al., 1993). Seqiiéncias de DNA que apresentam
alteracdo de pelo menos uma base podem, em gel de
poliacrilamida, apresentar diferencgas de migragao devido
a diferencas conformacionais. E necessario, inicialmente,
que o fragmento de DNA seja submetido a processo de
desnaturagdo para separacao das fitas. Dois segmentos de
DNA, idénticos ou ndo, apds desnaturacao sao juntados em
mesmo ambiente para que ocorra hibridizagao. Na situacao
de dois fragmentos ndo-idénticos, que apresentem diferenca
de pelo menos uma base, a hibridizagio produzira trés di-
ferentes fitas duplas: duas formadas por fitas 100% com-
plementares e um par de fitas ndo-idénticas, ou seja, um
heteroduplex. Este heteroduplex, devido a alga formada no
local onde ocorre o desemparelhamento da(s) base(s), de-
vera apresentar diferenca de mobilidade. Assim, no gel,
pode-se observar a presenca de trés bandas, sendo uma
delas devido ao heteroduplex.

Pelo exposto, pode-se concluir que pelo PCR
Heteroduplex o nivel de informagao ¢ restrito, podendo
determinar somente se existe ou ndo mutacao (Nagamine
et al., 1989; Williams et al., 1994; Leclerc et al.,
1995).

Shi et al., em 2006, descreve o uso de Cromatografia
liquida de Alta Eficiéncia em Temperatura Desnaturante
(DHPLC — Denaturing high-performance liquid
chromatography), como uma técnica relativamente nova,
a qual utiliza a formagdo de heteroduplex para detectar
mutagdes pontuais, tendo uma boa acuracia e podendo
servir de rastreamento para deteccao dessas mutagdes.
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INNO-LIPA Rif TB

Esse ¢ um ensaio que utiliza dez sondas em um kit
comercial (fitas impregnadas com nucleotideos), chamado
INNO-LIPA RIF TB (Innogenetics, Zwijndrecht, Bélgica).
O kit detecta especificamente a resisténcia a rifampicina em
M. tuberculosis, sendo que o teste consiste na amplifica-
¢do por PCR de um segmento do gene rpoB , desnatura¢ao
e hibridizagao dos amplicons com sondas imobilizadas em
localizagoes conhecidas, sob condi¢oes rigidamente contro-
ladas e ¢ baseado no principio de hibridizagao de fase so-
lidareversa. Neste kit encontra-se uma sonda especifica do
complexo M. tuberculosis e outras nove que permitem a
deteccdo de mutagdes responsaveis pela resisténcia da
rifampicina. Cinco sondas S1, S2, S3, S4 e S5, que
correspondem aos tipos selvagens (sensiveis) também sdo
utilizadas. Se houver uma mutagdo em uma das cinco re-
gides, a sonda sensivel correspondente nao sera hibridizada
(Rossau et al., 1997).

Quatro sondas nucléicas sdo especialmente utilizadas
para evidenciar as quatro mutagdes mais freqlientemente
observadas no gene rpoB: R2 (D516-Val), R4a (H526-
Thy), R4b (H528-Asp) e R5 (531-Leu). Porém, se houver
outras mutagdes, elas nao serdo detectadas (De
Beenhouwer ez al., 1995; Rossau et al., 1997). O teste pode
ser utilizado tanto em espécimes clinicos ou cultura, ¢ de
facil execugao e o tempo para sua realizagao ¢ em torno de
48 horas, porém seu custo ¢ elevado.

Um outro tipo de sonda também disponivel comerci-
almente, a GenoType MTBDR (Genotype MTBDR; Hain
Life-science, Nehren, Germany), tem sido utilizada para
detectar mutagdes que conferem resisténcia a rifampicina
(Hillemann et al., 2005). Em 2006, Makinen et al. demons-
traram em um estudo comparativo que tanto o INNO-LIPA
RIF TB quanto o GenoType MTBDR sdo uteis para estu-
dar isolados de Mtb em pacientes com suspeita de serem
portadores de M¢b multi-resistente a farmacos, porém, o
GenoType MTBDR apresenta a vantagem de ser capaz de
detectar resisténcia a isoniazida e a rifampicina simultane-
amente.

LSSP PCR

Em 1994, uma nova técnica, baseada na PCR, foi
desenvolvida com a finalidade de detectar uma ou multiplas
mutagdes em um fragmento de DNA, a PCR de baixa
estringéncia, utilizando um unico iniciador, LSSP-PCR —
Low Stringency Single Specific Primer Polymerase Chain
Reaction (Pena et al., 1994). Essa metodologia vem sendo
utilizada por varios pesquisadores como ferramenta para
estudar polimorfismos entre diferentes microorganismos
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(Villa et al., 1995; Vago et al., 1996; Gomes et al., 1997,
Lages-Silva et al., 2002; Oliveira et al., 2003). Na LSSP-
PCR amplifica-se inicialmente o segmento génico que se
deseja avaliar o polimorfismo. Este fragmento amplifica-
do ¢é purificado e submetido a nova PCR usando-se geral-
mente um dos iniciadores que o gerou, em condigdes de
baixa estringéncia. Os amplicons produzidos na segunda
PCR geram um perfil de bandas tipico do fragmento em
questdo. Este perfil é tdo complexo e individual que modi-
ficagdes em um unico par de bases pode ser detectado.

Carvalho et al. (2003) utilizaram essa técnica pela
primeira vez para estudar mutagdes no gene ¥poB, muta-
¢oes estas que podem conferir resisténcia a rifampicina. A
técnica mostrou-se promissora, gerando um perfil de ban-
das inico para as cepas sensiveis diferente dos outros ge-
rados para aquelas resistentes.

A conduta terapéutica para cepas MDR, como tam-
bém o controle da disseminagao depende do pronto diag-
noéstico dos pacientes suspeitos. Muitas sdo as técnicas de
PCR disponiveis para serem padronizadas ou mesmo
otimizadas para o diagnostico de cepas de M. tuberculosis
resistentes. Ha perspectivas reais para o uso dessas técni-
cas moleculares na rotina dos laboratoérios de analises cli-
nicas, o que podera reduzir o tempo para a obtencao da
informagdo referente a sensibilidade das cepas de M.
tuberculosis e, assim, auxiliar na escolha de uma terapia
adequada para o tratamento da doengca.

ABSTRACT

Diagnostic of rifampicin-resistance of
Mpycobacterium tuberculosis by polymerase chain
reaction

The resistance of Mycobacterium tuberculosis zo
tuberculostatic drugs has emerged as a major public
health threat. The resistance to rifampicin which has been
attributed to structural changes in RNA polymerase can
be considered as a marker for multi-drug-resistance to
tuberculosis (MDR-TB). Patients bearing rifampicin-
resistant strains have poor diagnosis even with treatment.
Conventional culture-based drug sensibility testing can
require several weeks due to the growth. In this paper we
describe the most common PCR-based methods for
detection of mutations that lead to rifampicin resistance,
such as Single-Strand Conformation Polymorphism
(SSCP), PCR Heteroduplex and INNO-LIPA. Recently, by
Low Stringency using a Single Specific Primer (LSSP)
assay, it was standardized a protocol that showed to be
rapid and sensitive for the detection of mutations in the
rpoB gene.
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