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Resumo

Comparamos o teste de nitrato redutase com o método de proporcdes, considerado como padrdo ouro, em 57
cepas de Mycobacterium tuberculosisisoladas de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte (MG). A sensibilidade, a especificidade e a acuracia para rifampicina
e isoniazida foram de 100% para todas, enquanto essas foram, respectivamente, de 88,9%, 66,7% e 96,5% para
estreptomicina e de 98,0%, 100% e 98,2% para etambutol. A média de tempo para a obtenc¢do dos resultados foi
de dez dias. Na amostra estudada, o teste de nitrato redutase mostrou grande acuracia e excelente concordancia
com o padrdo ouro.

Descritores: Mycobacterium tuberculosis; Testes de sensibilidade microbiana; Tuberculose resistente a
multiplos medicamentos; Nitrato redutase.

Abstract

We compared the nitrate reductase assay with the proportion method, which is considered the gold standard, in
57 Mycobacterium tuberculosis strains isolated from patients treated at the Federal University of Minas Gerais
Hospital das Clinicas, located in the city of Belo Horizonte, Brazil. For rifampin and isoniazid, the sensitivity,
specificity, and accuracy of the nitrate reductase assay were all 100%, whereas they were 100%, 88.9%, and
66.7%, respectively, for streptomycin and 98.0%, 100%, and 98.2%, respectively, for ethambutol. The mean
time to results was ten days. In the study sample, the nitrate reductase assay proved highly accurate and showed
excellent concordance with the gold standard.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Microbial sensitivity tests; Tuberculosis, multidrug-resistant; Nitrate
reductase.

A tuberculose permanece como uma das
maiores causas de mortalidade e morbidade por
infeccdo em humanos. A Organizacdo Mundial de
Saude estima que um terco da populagdo mundial
esteja infectada por Mycobacterium tuberculosrs,
com 9,4 milhdes de novos casos e 1,3 milhdo de
mortes por tuberculose no mundo. A incidéncia
mundial é de 140 casos por 100 mil habitantes.

0 surgimento da tuberculose multidrug resistant
(MDR, multirresistente), definida como aquela
causada por cepas resistentes as duas drogas de
primeira linha (isoniazida e rifampicina), assim
como da forma extensively drug resistant (XDR,
extensivamente resistente), definida como aquela
causada por cepas resistentes aquelas duas drogas,
a pelo menos uma fluoroquinolona e a pelo menos
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uma das trés drogas injetaveis de segunda linha
(amicacina, canamicina e capreomicina), tornaram
esse cendrio preocupante.’) De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, em 2008, houve
aproximadamente 440.000 casos de tuberculose
MDR, representando 3,6% de todos os casos de
tuberculose no mundo.” No Brasil, o numero
de casos novos de tuberculose MDR, em 2002
e 2009, foi de 350 e 394, respectivamente.”’ Na
ultima década, varias propostas de técnicas rapidas
para testes de sensibilidade aos medicamentos
de primeira linha foram descritas, sejam métodos
moleculares, sejam métodos automatizados, como
BACTEC Mycobacteria Growth Indicator Tube
(MGIT) 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD,
EUA) e ESP 11 (TREK Diagnostics Systems Inc.,
Westlake, OH, EUA). Entretanto, tais métodos
sdo caros, especialmente em paises com recursos
escassos. Métodos fenotipicos rapidos, como os
colorimétricos, que sdo de facil execucgio e tém
baixo custo, representam alternativas aqueles
métodos, como o método de nitrato redutase.”

Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o desempenho do método
de nitrato redutase na avaliacdo de cepas de
M. tuberculosis frente aos farmacos de primeira
linha. Foram isoladas 43 cepas de M. tuberculosis
de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMGQ).
Foram incluidas cepas isoladas entre janeiro
de 2009 e junho de 2010 no Laboratério de
Micobactérias do HC-UFMG. Todas as cepas
foram identificadas como M. tuberculosis, e
os testes de sensibilidade foram realizados no
Centro de Referéncia do Estado de Minas Gerais,
Fundagédo Ezequiel Dias. Foram utilizadas 14 cepas
de M. tuberculosis cedidas pela Fundacao Ezequiel
Dias que fazem parte de um painel internacional
de proficiéncia de testes de sensibilidade. Os
perfis de sensibilidade dessas cepas foram os
seguintes: 1 cepa XDR (n° 1008), 4 cepas MDR
(n° 192, 193, 213 e 230), 3 cepas resistentes
a isoniazida e estreptomicina (n° 1578, 1669
e 1670), 3 cepas resistentes a rifampicina e
estreptomicina (n° 445, 1695 e 1643), 1 cepa
resistente somente a rifampicina (n° 639), 1 cepa
resistente somente a isoniazida (n° 551) e 1 cepa
resistente somente a estreptomicina (n° 202).
A cepa de referéncia H37Rv (ATCC 27294) foi
utilizada como controle sensivel.

0 método das proporcoes foi realizado segundo
o estudo de Canetti et al.® Os farmacos utilizados

para o teste de sensibilidade pela técnica de nitrato
redutase foram rifampicina (Sigma Chemical,
St. Louis, MO, EUA), isonicotinic acid hydrazide
(Sigma Chemical), ethambutol dihydrochloride
(Sigma Chemical) e sulfato de estreptomicina
(Sigma Chemical).

A técnica de nitrato redutase foi realizada
de acordo com o protocolo descrito por Angeby
e o0 manual de procedimentos da Unidade de
Micobacteriologia do Instituto de Medicina
Tropical, em Antuérpia, Bélgica.”

Foram preparadas solucdes estoque de
10.000 pg/mL em agua para os farmacos
isoniazida, etambutol e estreptomicina, e duas
dilui¢des subsequentes foram preparadas para
atingir a concentracio critica dos farmacos no
meio. Foi utilizada somente uma solucéo estoque
de 4.000 pg/mL diluida em etilenoglicol para
rifampicina, e, a partir dessa, utilizou-se um
volume adequado para atingir a concentracio
critica no meio. As concentracdes criticas no meio
Lowenstein-Jensen (LJ) para isoniazida, rifampicina,
estreptomicina e etambutol foram, respectivamente,
0,2 pg/ml, 40,0 pug/mL, 4,0 ug/mL e 2,0 pg/mL.

O meio de cultura LJ foi preparado de acordo
com as especificacdes do fabricante (DIFCO™;
Becton Dickinson) e acrescido de solucédo de
nitrato de potassio para atingir a concentracdo
final de 1,0 mg/mL. Foi preparado um lote do
meio como descrito acima para ser utilizado
como controle e outro acrescido dos farmacos
isoniazida, rifampicina, estreptomicina e etambutol.

O teste foi realizado de acordo com os
seguintes procedimentos: para cada meio LJ
com o farmaco, foram adicionados 200 pL da
suspensdo bacteriana correspondente a 1 na escala
de McFarland, e 200 pL da suspensdo diluida
1:10 foi adicionada em trés tubos de meio LJ
sem o farmaco, utilizados como controles de
crescimento. Apos 7 dias de incubacédo a 37 °C,
adicionou-se 500 pL da solucdo reveladora: 50%
(v/v) de acido cloridrico concentrado, 0,2% (p/v) de
sulfanilamida e 0,1% (p/v) de dicloridrato de N-(1-
naftil)-etilenodiamina em um dos tubos controle
(sem o farmaco). Quando houvesse mudanca
de cor, de incolor para rosa, adicionava-se a
solucdo reveladora nos tubos correspondentes
com o farmaco. O tubo controle era descartado
caso ndo ocorresse mudanca de cor, € 0s outros
eram reincubados. O procedimento foi repetido
apos 10 dias com o segundo tubo controle e,
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Tabela 1 - Comparacéo dos resultados obtidos quanto a sensibilidade aos farmacos testados em 57 cepas
de Mycobacterium tuberculosis através dos método das propor¢des e do método de nitrato redutase e
resultados da sensibilidade e especificidade na comparac¢do dos dois métodos.

Drogas Método das propor¢des  Meétodo de nitrato redutase  Sensibilidade  Especificidade
Sensibilidade  Cepas Cepas Cepas
das cepas resistentes sensiveis
n n n % %

Rifampicina Resistente " 1 0 100 100
Sensivel 46 0 46

Isoniazida Resistente 12 12 0 100 100
Sensivel 45 0 45

Estreptomicina®  Resistente 9 8 1 88,9? 98,0°
Sensivel 48 1 47

Etambutol** Resistente 1 2 0 66,7¢ 100
Sensivel 56 1 54

a1C95%: 0,68-1,09. P1C95%: 0,94-1,02. 1C95%: 0,13-1,20. *Kappa = 0,87. **Kappa = 0,79.

se necessario, apos 14 dias com o terceiro tubo
controle.

A cepa era considerada resistente quando a
cor do tubo com o farmaco ficasse mais intensa
que a do tubo controle e era considerada sensivel
quando ndo houvesse mudanca de cor nos tubos
com os farmacos ou a cor desses ficasse mais
clara que a do tubo controle. O presente estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica da UFMG.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados das
57 cepas de M. tuberculosis testadas. Houve 100%
de concordancia entre o método das proporcdes
e 0 método de nitrato redutase para rifampicina
e isoniazida. Foram encontradas discordancias
para estreptomicina e etambutol. O tempo médio
dos resultados foi de 10 dias.

A necessidade da introducéo de testes rapidos
para a deteccdo de resisténcia e para vigilancia
epidemioldgica em tuberculose ¢ significativa
principalmente no contexto de um hospital-escola
e de alta complexidade, no qual sdo realizados
procedimentos complexos, como transplante de
orgaos solidos e de medula dssea, atendimento de
pacientes com hepatopatias, nefropatias, diabetes
mellitus e outras comorbidades, assim como
pacientes imunocomprometidos, principalmente
portadores de HIV, condi¢des essas que favorecem
o aparecimento de tuberculose MDR.

No presente estudo, os resultados encontrados
foram semelhantes aos relatados em outros
trabalhos,*'%'? o que demonstra o excelente
desempenho do método de nitrato redutase como
um teste de sensibilidade. Essa metodologia
apresentou excelente concordancia, acuracia e
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rapidez para a obtencio de resultados e, portanto,
representa uma alternativa para o diagnostico
de tuberculose em laboratoérios de paises com
escassez de recursos.
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