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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1. Histérico

A tuberculose (TB) € uma enfermidade contagiosa, causada por uma
bactéria &lcool-acido resistente, denominada Mycobacterium tuberculosis ou
bacilo de Koch, que acomete a humanidade ha milhares de anos (Barroso et
al., 2004). Acredita-se que seu surgimento data de 5000 a.C., quando o homem
domesticou o gado e estabeleceu modificagdes ambientais que propiciaram as
condicbes adequadas para o aparecimento de algumas enfermidades
infecciosas. Acredita-se que o ancestral do bacilo causador da doenca tenha
passado dos bovinos ou caprinos, para o homem (Taylor et al., 1999; GOmez i
Prat & Souza, 2003; Daniel, 2006).

A existéncia da TB na era pré-colombiana foi inicialmente sugerida por
deformidades compativeis com TB O0ssea encontrada em esqueletos de
pessoas que viveram na regido de Ohio em 1275 e confirmada a partir da
deteccdo de DNA de M. tuberculosis em lesbes pulmonares tipicas da TB

encontradas em mumias do Peru que datam de 1000 d.C. (Silva et al., 2003).

Jean Antonie Villemin, em 1865, demonstrou formalmente que a TB era
uma doenca contagiosa (Beck, 2000). Em 1882, o microbiologista aleméo
Robert Koch publicou um artigo que fazia referéncia ao descobrimento de

Villemin, onde descreveu o agente etiolégico da TB (Koch, 1882).

A propriedade do bacilo da TB em resistir a descoloracdo por uma
solucdo de alcool-acido foi descoberta por Paul Ehrlich em 1882. O
pesquisador propés um método de coloracdo que mais tarde foi melhorado por
Franz Ziehl e novamente modificado por Friedrich Neelsen, resultando no
método de coloracdo conhecido por Ziehl-Neelsen (Beck, 2000). Essa técnica é
um meétodo laboratorial que ainda é usado para o diagnéstico da TB (Silva et
al., 2003).
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Em 1908, Albert Calmette e Camille Guérin desenvolveram uma
vacina contra TB, a BCG (Bacille Calmette-Guérin), cultivando um tipo
patogénico do Mycobacterium bovis isolado de um bovino com TB. A
micobactéria foi cultivada em batata glicerinada, meio prevalente na época.
Em 1920, ap6s 232 passagens realizadas a cada trés semanas por um
periodo de 13 anos (entre 1908 e 1921), o microrganismo atenuado foi
injetado em animais e assim identificado seu poder vacinal (Cole et al.,
2005).

A partir da década de 40, comecou a utilizacdo de farmacos anti-TB:
estreptomicina (SMR) em 1948, 4cido paramino-salicilico (PAS) em 1949 e
isoniazida (INH) em 1952. Esquemas terapéuticos padronizados foram
efetivamente utilizados a partir da década de 60 (Ruffino-Netto, 2002), com
subsequentes descobertas da pirazinamida (PZA), rifampicina (RMP) e
etambutol (EMB), que deram a comunidade médica as ferramentas basicas

para o controle da TB (Gillespie, 2002).

Até meados do século XX, varios fatores contribuiram para o declinio
global da TB, dentre eles: a intensa utilizacdo do raio-X, o desenvolvimento
da quimioterapia, o programa de imunizacdo com BCG, melhoria nas
condicBes socioecondmicas e a pasteurizacdo do leite. O recrudescimento
no numero de casos ao final do século XX, mesmo em regides
economicamente desenvolvidas, culminou em 1993 com a declaracédo pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de que a TB passava a ser uma
emergéncia global (Taylor et al., 2003). Muitos fatores contribuiram para
esse aumento, podendo destacar-se a epidemia do virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), o crescimento da pobreza em areas
metropolitanas e o aumento da imigracdo (Raviglione, 2003). E importante
salientar que a TB nunca deixou de ser um problema de saude publica nas
regides em desenvolvimento, onde as condicbes socioecondmicas sao,
muitas vezes, piores do que aquelas observadas na Europa do século XIX
(Silva et al., 2003).
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1.2. Epidemiologia e Consideragdes

A TB é considerada ainda hoje uma das doencas infecciosas mais
disseminadas ao redor do mundo (com cerca de nove milhdes de novos casos
notificados anualmente) e a principal causa de morte em adultos por infec¢ao
devido a um s6 agente causal, sendo que a maior parte dos casos ocorre em

paises em desenvolvimento (Cosivi, 1998; WHO, 2008a).

Com a declaracdo da TB como emergéncia global em 1993, a OMS
solicitou a todos os paises para focarem suas taxas de cura em 85% e
expandirem seus servicos para detectar mais casos de TB. Em 1994, foram
lancados cinco elementos essenciais para 0 controle da TB: 1)
comprometimento governamental - com fortalecimento de recursos humanos e
garantia de recursos financeiros, elaboracdo de planos de acdo e mobilizacao
social; 2) diagndstico de casos por meio de exames bacteriologicos de
gualidade; 3) padronizacdo e implantacdo da quimioterapia de curto tempo; 4)
implantacdo da estratégia do tratamento diretamente observado (TDO); 5)
fornecimento eficiente e gestdo eficaz de medicamentos; 6) sistema de
vigilancia e avaliacdo agil que possibilite 0 monitoramento dos casos, desde a

notificacao até o encerramento do caso (Raviglione, 2003).

Em 2006, a estratégia STOP-TB/OMS foi langada visando o alcance das
metas globais, apresentando seis componentes, sendo que a estratégia TDO
continuava como acdo central. S&8o eles: 1) buscar a expansdo e 0
aperfeicoamento da qualidade da estratégia TDO; 2) tratar a coinfeccéo
TB/HIV, a MDR-TB (TB multidroga resistente) assim como as pessoas privadas
de liberdade, refugiados, pessoas vivendo em situacdo de rua e outras
populacdes mais vulneraveis; 3) contribuir para o fortalecimento do Sistema de
Saude, participar ativamente nos esfor¢cos para melhorar as politicas de saude,
recursos humanos, financiamento, gestdo, de atencdo e sistemas de
informacdo; 4) envolver todos os provedores da saude; 5) empoderar

portadores de TB e comunidades; 6) capacitar e promover a pesquisa:
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operacionais, de novos meios diagnosticos, de medicamentos e vacinas (Brasil,
2010).

Este conjunto de acdes tem resultado por diminuir o nimero de casos
absolutos de TB, assim como as taxas de incidéncia, ao invés de subir
lentamente, como previa-se que fosse ocorrer (WHO, 2011).

Em 2010, foi estimado 12 milhdes de casos prevalentes de TB, o
equivalente a 178 casos por 100.000 habitantes. Neste mesmo ano, havia
aproximadamente 8,8 milhGes de casos incidentes de TB, o equivalente a 128
caso0s/100.000 habitantes, incluindo 1,1 milhdes mortes em HIV negativos e
350 mil mortes em HIV positivos. Casos de isolados resistentes a uma das
drogas utilizadas no tratamento tém sido relatados em todos os paises, e a
taxa de TB multidroga-resistente é alta em alguns deles, especialmente
agueles pertencentes a antiga Unido Soviética e China (Onyebujoh & RooK,
2004). A estimativa de MDR-TB em 2008 era de 440 mil casos, sendo que em
2010, apenas 290 mil foram notificados oficialmente. Menos de 5% dos
pacientes novos e previamente tratados foram testados para MDR-TB na
maioria dos paises. Embora o nimero de pacientes em tratamento tenha
aumentado em 2010, chegando a alcancar 46 mil, isto significa apenas 16%
do total de casos de MDR-TB notificados no mundo todo (WHO, 2011).

Até julho de 2010, 58 paises e territorios notificaram pelo menos um
caso de tuberculose extensivamente resistente (XDR-TB) e paises como Ir&,
india e Italia relataram casos de tuberculose resistente & todas as drogas
(TDR-TB) (Migliori et al., 2007, Velayati et al., 2009, Udwadia et al., 2001;
WHO, 2011). A estimativa € que entre os anos de 2000 e 2020,
aproximadamente um bilh&o de pessoas estardo infectadas com o bacilo, 150
milhdes de individuos ficardo doentes e 36 milhées morrerdo por TB
(WHO,2004).
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Em 22 paises encontram-se 80% dos casos de TB estimados para o
mundo, dentre os quais o Brasil ocupava o 10° lugar em 1997 (Ruffino-Neto,
2002). Ja, em 2010, o pais passou a ocupar o 17° lugar nessa classificacao
(WHO, 2011).

De acordo com dados do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo (SINAN) em 2011 foram notificados 81.570 novos casos de TB no
Brasil. No Rio Grande do Sul 6.210 casos foram registrados em 2011 e, no
mesmo ano, na cidade do Rio Grande-RS a notificacdo foi de 125 novos casos
(Brasil, 2011).

Em resumo, a estratégia para controle da TB fundamenta-se em quatro
propostas comuns a quase todas as enfermidades infecciosas. A primeira €
melhorar as condi¢cdes de vida da populacédo. A segunda é a implantacdo de
programas de controle eficazes de enfermidades, que permitam identificar o
maior numero de casos, assim como estabelecer de imediato as medidas
necessarias para curar o paciente e impedir a transmissao do bacilo (Silva, et
al., 2003)

A vacinacao é outro instrumento fundamental no controle das doencas
infecciosas em geral, porém a BCG tem baixa eficacia e ndo confere efeito
protetor total, inibindo, entretanto, as formas mais graves da TB (Barreto et al.,
2006).

O instrumento de maior eficacia para o controle da TB é a utilizacdo de
guimioterapicos administrados corretamente e o tratamento diferenciado para
grupos especificos como os dependentes de alcool, e/ou outras drogas, o0s
indigentes, os indigenas, os albergados, os prisioneiros, os portadores de HIV,
os internados em asilos e orfanatos e aqueles infectados com cepas

resistentes aos antimicrobianos (Natal, 2002).

De acordo com Becerra e colaboradores (2000), o aumento de taxas,

nos ultimos anos, de cepas resistentes aos quimioterapicos disponiveis para
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tratamento, agravou ainda mais o quadro da TB. Estima-se que 50 milhdes de
individuos estéo infectados com cepas de M. tuberculosis resistentes e que o
namero de casos de TB causados por estas cepas pode estar subestimado.

Considerando as caracteristicas do bacilo, o escasso arsenal terapéutico
disponivel para tratar a TB e as reduzidas perspectivas da introducédo de novos
farmacos a médio prazo, o surgimento de TB causado por cepas resistentes e
multirresistentes serd uma volta ao passado com reduzidas alternativas para a

cura (Becerra et al., 2000).

1.3.1. Agente etiologico

A TB é causada pelo M. tuberculosis, cujo género, Mycobacterium, € o
unico da familia Mycobacteriaceae, da ordem Actynomicetales (Metchock, et.
al.,1999). O M. tuberculosis, € um dos componentes do Complexo M.
tuberculosis, junto a outros membros: Mycobacterium bovis, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, aléem da cepa
vacinal M. bovis BCG. Tem sido proposta a inclusdo de novas espécies, como
Mycobacterium canetti, uma variante de M. tuberculosis encontrada na regido
da Somalia, Mycobacterium caprae, agente etiolégico de TB em caprinos e
Mycobacterium pinnipedii, que causa TB em lebes marinhos, mas que também
pode infectar o homem. Destas espécies, as mais patogénicas para 0 homem

sdo o M. tuberculosis e o M. bovis (Niero e Leao, 2004).

A espécie M. tuberculosis é classificada como aerdbica estrita, parasita
intracelular facultativo causador de patogenia intracelular, ndo formador de
esporos, sem flagelos, ndo produtor de toxinas. A parede celular € complexa e
serve de protecdo a acdo de agentes quimicos, embora seja destruido por
agentes fisicos, como calor e radiacdo ultravioleta. Fora do parasitismo sO
consegue sobreviver no meio externo por algumas horas. O M. tuberculosis
divide-se a cada 18 a 32 horas dentro do macrofago. Séo resistentes ao alcool-
acido quando expostas a coloracao tintorial pelo método de Ziehl-Neelsen ou

Kinyoum, como citado anteriormente (Cole, 2005).
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As micobactérias sao bacilos ligeiramente curvados ou retos com 0.2 a
0.6 uym por 1.0 a 10 ym de tamanho. A temperatura 6tima de incubagé&o do M.
tuberculosis é de 35 a 37°C. Em meios de cultura solidos, é necesséria de 1 a
3 semanas de incubacao para que haja a formacéo de col6nias (Metchock et
al., 1999, Cole, 2005). Sua parede tem baixa permeabilidade, j& que possui
uma estrutura e composicao rica em lipideos (De Rossi et al., 2006).

O M. tuberculosis apresenta laténcia metabdlica, permanecendo no
interior do macrofago com metabolismo muito reduzido e sobrevivendo por
anos no organismo humano. O estado de laténcia, no qual os bacilos
permanecem dentro dos tecidos infectados, reflete uma reducdo no
metabolismo resultante da acéo da resposta imune celular, que reprime, mas

nao erradica a infeccdo (Cole et al., 1998).

O genoma de M. tuberculosis H37Rv consiste de 4.411.532 pares de
bases (pb), contém aproximadamente 4.000 genes e um conteudo de Guanina
+ Citosina [G+C] de aproximadamente 65,5%, o qual é refletido nha composicao
dos aminoacidos das proteinas. O conteudo de G+C é constante em todo o
genoma, indicando provavel auséncia de transferéncia horizontal de genes

envolvidos com a patogenicidade (Cole et al., 1998).

1.4. Transmissao

O bacilo é transmitido pelo aerossol de pacientes com doenca pulmonar
ativa, quando um suficiente numero de bactérias nas vias aéreas sao expelidas
através da respiracdo ou tosse, sendo que a inalacdo de poucos
microrganismos pode causar a infeccdo (Onyebujoh & Rook, 2004). A
probabilidade do bacilo ser transmitido depende de quatro fatores: 1) a carga
bacteriana da pessoa com TB (0 numero de organismos expelidos no ar); 2) o
ambiente no qual a exposicdo aconteceu; 3) a duracdo da exposicdo; 4) a

viruléncia do organismo (CDC, 2000).
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Em geral, pessoas com a infecgao latente tém 5 a 10% de possibilidade
de desenvolver a doenca durante a vida com um maior risco dentro dos
primeiros anos depois da infeccdo primaria. Em algumas pessoas, M.
tuberculosis supera as defesas do sistema imune e se multiplica, resultando na

progresséo da infeccdo para doenca (Cole et. al., 1998; CDC, 2000).

Dentre os grupos que tem o maior risco de desenvolverem a doenga,
podemos citar: individuos infectados com HIV com contato proximo aos casos
baciliferos, criancas com menos de cinco anos de idade, portadores de
doencas crbnicas, indigenas, moradores de rua, prisioneiros e individuos que
recebem tratamento com medicamentos imunodepressores (van Soolingen et
al., 1997, Warren et al., 2006).

As caracteristicas clinicas comuns da TB sao: tosse, diminuicdo do peso
corporal, febre baixa e dispnéia. Nos pacientes portadores de HIV, a TB
progride mais rapidamente e apresenta frequentemente formas disseminadas,

algumas vezes sem formacao dos granulomas tipicos (Metchock et al., 1999).

1.5. Diagndéstico

O diagndstico da TB esta baseado em analises microbiologicas, achados
clinicos e exame radiologico de torax. A analise microbiologica € a Unica capaz
de estabelecer um diagndstico definitivo, indicando a etiologia da infeccéo
(Brodie & Schluger, 2005). O método microbiologico mais utilizado € a
microscopia direta do escarro; demonstracdo do agente etioldgico através do
preparo de esfregaco em lamina e coloracdo de Ziehl-Nielsen, que € um

método barato, facil e rapido de ser executado (Morone, 2005).

Entretanto, a microscopia possui baixa sensibilidade, especialmente
para detectar os casos paucibacilares (Brodie & Schluger, 2005). O rendimento
da microscopia é de 50% a 80% dos casos de TB pulmonar, de acordo com a
prevaléncia local e com o0s cuidados metodologicos empregados na

manipulacdo das amostras respiratérias (Banfi et al., 2003).
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O cultivo, realizado a partir de diferentes amostras clinicas, apresenta
maior sensibilidade em relacdo a microscopia, permitindo a detec¢cdo de um
maior niumero de casos quando introduzido na rotina diagnostica (Honscha et
al. 2008; Silva et al., 2009). Além disso, o isolamento do microrganismo
possibilita a identificacdo da espécie, determinacdo do perfil de sensibilidade
frente aos antimicrobianos e a realizagdo de estudos de epidemiologia
molecular (Ueki et al., 2005).

Além dos exames complementares recomendados, outros testes de
imagem, fenotipicos, imunossorolégicos ou moleculares tém sido descritos na
literatura. Embora a OMS recomende o uso do meio liquido para diagnéstico da
TB, da TB resistente e testes moleculares para o diagnostico de TB resistente,
ela reconhece que a incorporacdo de inovacdes tecnologicas na rotina clinica
depende de cada pais e estimula a realizacéo de estudos de custo-efetividade
e de custo-beneficio para avaliar o impacto no sistema de salude em que sera
utilizado (WHO, 2008b)

Até o momento, nenhum teste imunossoroldgico esta recomendado para
diagnostico de TB ativa ou TB latente em razdo de seu baixo desempenho em
paises de elevada carga de TB e ao alto custo para a sua implantacdo. Do
mesmo modo, ainda ndo esta recomendado o uso de testes fenotipicos e
moleculares in house para o diagnostico de TB na pratica clinica. Estes testes,
desenvolvidos em laboratorios de pesquisa, apesar de apresentarem bons
resultados de acuracia (sensibilidade e especificidade) nos locais em que foram
desenvolvidos, ndo foram validados em outros cenarios clinico epidemioldgicos
e laboratoriais, 0 que sugere que maiores estudos devam ser realizados
(Steingert et al., 2007; Steingert et al., 2009).

1.6. Tratamento
A associacdo medicamentosa adequada, as doses corretas e 0 Uso

por tempo suficiente sdo os principios basicos para o adequado tratamento,

evitando a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de resisténcia aos
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farmacos, assegurando assim a cura do paciente. A esses principios soma-
se o TDO como estratégia fundamental para o sucesso do mesmo (Brasil,
2010).

O tratamento da TB é realizado como quatro drogas de primeira linha:
INH, RMP, PZA e EMB (Zhang, 2005). A apresentacdo farmacoldgica deste
esquema consiste em comprimidos de doses fixas combinadas dos quatro
medicamentos nas seguintes dosagens: RMP 150 mg, INH 75 mg, PZA 400
mg e EMB 275 mg. Essa recomendacdo e apresentacao farmacoldgica sdo
as preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude e utilizadas na maioria
dos paises, para adultos e adolescentes. Para as criancas (abaixo de 10
anos), permanece a recomendacdo do Esquema RHZ (RMP+INH+PZA)
(Brasil,2010).

O esquema terapéutico para a eliminacdo do bacilo € constituido de
duas fases. Na fase inicial, a doenca é tratada em um regime intensivo de dois
meses, que envolve a combinacéo de multiplos antibidticos — RMP, INH, PZA e
EMB. Na fase de continuacdo, RMP e INH sdo administradas por quatro a sete
meses, para eliminar qualquer bacilo persistente (Cole & Alzari, 2005; Silva &
Ainsa, 2007).

1.7. Resisténcia

O M. tuberculosis € naturalmente resistente a muitos antimicrobianos,
devido principalmente, a parede celular altamente hidrofébica, que atua como
uma barreira para muitos compostos. Muitos determinantes potenciais de
resisténcia sdo também codificados pelo genoma. Isso inclui enzimas
hidroliticas ou modificadoras de drogas como as B-lactamases e
aminoglicosideos transferases e bombas de efluxo. Este conjunto de
caracteristicas pode explicar a resisténcia natural ou inata a muitos
guimioterapicos utilizados no tratamento das enfermidades infecciosas em
geral (Rosseti et al., 2002).
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Os fatores que afetam negativamente os Programas Nacionais de
Controle da Tuberculose (PNCT) incluem a falta de um esquema terapéutico
padronizado, a deficiéncia na sua implementagcédo e manutengédo, escassez no
fornecimento dos farmacos em areas com recursos inadequados ou
instabilidade politica. O desenvolvimento da resisténcia também pode ser
devido a uma escolha inapropriada do esquema terapéutico, auséncia de
esquemas terapéuticos padronizados e erros, como a prescricdo de um unico
farmaco (Espinal, 2001).

A ndo adesdo do paciente ao tratamento prescrito é outro fator
importante. O tratamento tem uma duracdo de seis meses, 0 que €
considerado um periodo longo se comparado com o tratamento de outras

infec¢cbes bacterianas, favorecendo assim o abandono (Zhang, 2005).

O desenvolvimento da resisténcia pelos microrganismos € uma resposta
evolucionaria a pressao seletiva dos antibidticos, e acontece por selecédo de
mutantes resistentes na populacdo bacteriana original, principalmente em
ambientes com condi¢des favoraveis de nutricdo, oxigenacao e pH, tal qual
ocorre no interior da cavidade pulmonar (Barroso et al.,, 2003). A resisténcia
aos farmacos anti TB é classificada em: 1) resisténcia natural — que surge no
processo de multiplicacdo do bacilo; sua importancia se deve ao fato de limitar
0 numero de farmacos disponiveis para tratamento e a favorecer o
aparecimento de cepas com alto nivel de resisténcia; 2) resisténcia primaria -
gue se verifica em pacientes nunca tratados para TB, contaminados por bacilos
previamente resistentes; 3) resisténcia adquirida ou secundaria - que se verifica
em pacientes, com TB inicialmente sensivel, que se torna resistente apds a

exposicao aos medicamentos (Mitchinson, 1998; Iseman, 1999).

Para bactérias em geral, a resisténcia adquirida pode ser devido a
mutacbes (mutacdes pontuais, delecdes, insercdes, inversdes) ou por
transferéncia genética horizontal. Em M. tuberculosis ainda ndo foi descrito
nenhum elemento genético movel, como o0s plasmideos e transposons

conferindo resisténcia (Zhang and Yew, 2009). Por isso, o desenvolvimento da
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resisténcia neste microrganismo depende basicamente de alteracdes genéticas
no genoma da bactéria, principalmente por mutacbes em genes alvo dos
farmacos ou em genes que codificam ativadores dos pro-farmacos. As
mutacdes se desenvolvem espontaneamente devido a taxa natural de mutacao
do DNA gendmico, sendo selecionadas por sub-dosagem (Riska et al., 2000;
Normark e Normark, 2002; Silva e Palomino, 2011).

A resisténcia a INH é um processo complexo que envolve mutacdes em
varios genes, incluindo katG, ahpC, inhA, kasA e ndh associadas a ele. A INH é
um pro-farmaco ativado pela enzima catalase/peroxidase, que por sua vez, €
codificada pelo katG. Uma vez ativada, a INH interfere na sintese do &cido
micélico essencial através da inibichio da enoil-ACP  redutase
dependente de NADH, que ¢é codificada pelo inhA. Dois mecanismos
moleculares tém sido apontados como a principal causa para a resisténcia a
INH: mutacbes em katG e inhA ou, mais frequentemente, na sua regiao

promotora (Zhang et al., 1992; Rawat, et al., 2003; Silva e Palomino, 2011).

O alvo da RMP no M. tuberculosis € a subunidade  da RNA polimerase,
onde se liga e inibe o alongamento do RNA mensageiro. Uma importante
caracteristica deste farmaco é que ele é ativo contra bacilos em multiplicacéo e
de metabolismo lento. A grande maioria dos isolados clinicos de M.
tuberculosis resistentes a RMP mostram mutacdes no gene rpoB, que codifica
a subunidade B da RNA polimerase, resultando em alteracées conformacionais
gue determinam uma baixa afinidade pelo composto e, consequentemente, o
aparecimento de resisténcia (Mitchison, 1979; Telenti, et al., 1993; Silva e
Palomino, 2011).

No M. tuberculosis, ao contrario do observado em outras bactérias, a
Unica topoisiomerase presente € a topoisomerase |l (DNA girase) e, portanto,
este € o Unico alvo para as fluoroquinolonas. A topoisomerase Il € um
tetramero composto pela subunidade A e B, codificada pelos genes gyrA e
gyrB, respectivamente, que catalisam o superenrolamento do DNA. Em

estudos iniciais realizados em laboratério, cepas de M. tuberculosis e M.
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smegmatis demonstraram que a resisténcia as fluoroquinolonas era resultado
da substituicdo de aminoacidos na provavel regido de ligacdo destes em gyrA
ou gyrB (Takiff, et al., 1994, Silva e Palomino, 2011).

Embora pertencam a duas familias distintas de antibioticos, a CAN, AMI,
CAP e Viomicina (VIO) exercem sua atividade na traducdo da proteina e ha
relatos de resisténcia cruzada entre elas desde 1975 (Tsukamura e Mizuno,
1975). O mecanismo de resisténcia mais comum associado a estes farmacos é
uma mutacdo A1401G no gene rss que codifica para o rRNA 16S, sendo mais
frequente em cepas com alto nivel de resisténcia a CAN e AMI (Jugheli et al.,
2009; Silva e Palomino, 2011).

De acordo com o padréo de resisténcia do bacilo da TB identificado pelo
teste de sensibilidade, classificamos as resisténcias em: 1) monorresisténcia:
resisténcia a um farmaco antiTB; 2) polirresisténcia: resisténcia a dois ou mais
farmacos anti TB, exceto a associacdo RMP e INH 3) multirresisténcia:
resisténcia a pelo menos RMP e INH; 4) resisténcia extensiva: resisténcia a
RMP e INH acrescida a resisténcia a uma fluoroquinolona e a um injetavel de
segunda linha (AMI, CAN ou CAP) (XDR - do inglés, extensively drug resistant
— TB); 5) resisténcia a todos os medicamentos (TDR — do inglés, totally drug-
resistant): cepas MDR que apresentam resisténcia a todas as drogas de
segunda linha usualmente utilizados (aminoglicosideos, polipectideos ciclicos,
fluoroquinolonas, tioamidas, analogos da serina e derivados do acido salicilico)
(Iseman, 1999; Dalcolmo et al., 2007, Velayati et al., 2009).

A incidéncia crescente de MDR-TB tem sido verificada em todo o
mundo, a partir da introducdo da RMP aos esquemas terapéuticos, no final da
década de 70. Tal fato € considerado, pela OMS e organizacdes parceiras, um
dos grandes desafios para o controle da doenca no mundo, pois se trata de
resisténcia aos dois mais importantes medicamentos disponiveis para o
tratamento da TB (Zignol et al., 2005).
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Dados referentes a 116 paises mostram uma propor¢do de casos novos
de TB com resisténcia de 17% a qualquer medicamento, 10,3% a INH, e
multirresisténcia de 2,9%; e para casos com tratamentos prévios, resisténcia de
35% a qualquer medicamento, 27,7% a INH, e multirresisténcia de 15,3%. A
situacdo mais critica esta no leste europeu, um levantamento realizado em 49
paises que realizam teste de sensibilidade para medicamentos de segunda
linha revelou um achado de 20% de casos com bacilos multirresistentes e 2%
com bacilos extensivamente resistentes (WHO, 2004; WHO, 2006a; WHO,
2008c).

Em 1996 foi realizado no Brasil o | Inquérito de Resisténcia aos
medicamentos anti TB, que revelou proporgdes de 8,5% e 21% de resisténcia a
gualquer medicamento para casos novos de TB e para casos com tratamento
prévio, respectivamente. A resisténcia a INH para os casos novos de TB e para
0S casos com tratamento prévio foi de 4,4% e 11,3%, respectivamente. Para a
multirresisténcia, as proporcdes para casos Nnovos e com tratamento prévio
foram de 1,1% e 7,9%, respectivamente. Os resultados do Il Inquérito Nacional
de Resisténcia revelam um aumento nas taxas de resisténcia primaria a INH de
4,4 para 6%. Apesar do Brasil encontrar-se, no cenario mundial, em situacéo
confortavel com relacdo as suas taxas de resisténcia e multirresisténcia, tendo
notificado no ano de 2010 somente 607 de MDR-TB, esforcos devem ser
implementados no sentido de prevenir a emergéncia e propagacdo dessas
cepas no pais (Braga, et al., 2003, WHO, 2011).

Entre 2000 e 2003, no Brasil, foram notificados 1.214 casos de TB
multidroga—resistente, sendo que 45,4% ocorreram no Estado do Rio de
Janeiro. Dentre estes pacientes, 95% apresentavam resisténcia adquirida. Em
relacdo a co-infeccdo pelo HIV, do total de pacientes com TB multidroga-
resisténcia e exame anti-HIV solicitado (988 pacientes), 8% eram positivos
(Brito et al., 2004)

A maioria dos casos de multirresisténcia no mundo € adquirida por

tratamentos irregulares e abandono. No Brasil, 96% dos casos de resisténcia
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notificados sdo adquiridos, sendo que mais da metade tem um histérico de trés
ou mais tratamentos prévios para TB, com lesdes cavitarias bilaterais em 65%
dos casos, e coinfeccdo pelo HIV de 7%. Para o tratamento desses casos, é
necessario o uso de medicamentos injetaveis e de farmacos alternativos, com
duracao de 18 a 24 meses, cuja efetividade € de aproximadamente 60% (SVS,
2007).

Além das graves consequéncias clinicas, terapéuticas e epidemiolégicas
de pacientes infectados com cepas MDR-TB, deve-se considerar também o
impacto econdmico, pois o tratamento para estes pacientes € cerca de 100
vezes mais dispendioso do que o estimado para 0s pacientes com cepas
sensiveis (Viedma, 2005). A deteccéo precoce da resisténcia aos farmacos anti
TB é essencial para o correto controle da TB resistente (Coll, 2003) e permite a
utilizacdo de esquemas de tratamento adequado ao paciente, 0 que
gera um impacto importante para o controle da doenca (Matrtin, et al., 2008).

1.8. Determinacéo do perfil de sensibilidade

O teste de sensibilidade das micobactérias frente aos antimicrobianos,
tanto pode ser feito para fornecer informacdes Uteis para a determinacao do
esquema terapéutico de um individuo, como para o0 planejamento das

estratégias de tratamento em larga escala (Musa, et al., 2005).

E importante realizar testes de sensibilidade aos antimicrobianos
para medir a resisténcia as drogas, ndo sé antes do tratamento, mas também
durante o curso da terapia para identificar a resisténcia adquirida,
especialmente em areas com alta incidéncia de TB multidroga-resistente
(MDR-TB) (Syre et al., 2010).

A MDR-TB e XDR-TB constituem graves problemas para o controle
eficiente da doenca, demonstrando a necessidade de uma ferramenta de

diagndstico sensivel, rapida e acessivel (WHO 2006b).
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A primeira tentativa para padronizar os testes de sensibilidade para o
M. tuberculosis ocorreu em 1961, num encontro realizado na OMS, onde os
métodos da Relacdo da Resisténcia, da Concentracdo Absoluta e das
Proporc¢oes, todos qualitativos, foram propostos apenas para determinar se o
microrganismo € suscetivel ou resistente para os antibidticos, numa
concentracdo fixa de droga. Apesar desta limitacdo, estes métodos ainda
sédo utilizados em todo o mundo para monitorar a quimioterapia da TB
(Palomino, et al., 2005).

O teste de sensibilidade as drogas mais utilizado para a identificacéo
de bacilos resistentes tem sido o método das propor¢des (Martin et al.,
2005). Aléem desse, o resistance ratio method e o método da concentracao
absoluta em meio solido Lowestein-Jensen, o qual mede a porcentagem de
clones resistentes em uma populacdo e compara a relacédo de crescimento
de organismos resistentes testados em trés concentracdes de uma droga
com cepas selvagens suscetiveis, sdo também amplamente utilizados. Estes
métodos, apesar do baixo custo, sédo laboriosos e levam de 3 a 6 semanas
para a obtencao dos primeiros resultados (Collins et al., 1997, Palomino et
al., 2005).

Recentemente, diferentes metodologias tém sido propostas para
avaliar a sensibilidade do M. tuberculosis frente aos antimicrobianos. Esses
testes sao classificados em dois tipos: genotipicos e fenotipicos (Palomino et
al., 2002).

1.8.1. Métodos genotipicos

Avancos em biologia molecular tornaram possivel investigar os
mecanismos genéticos da resisténcia aos farmacos em M. tuberculosis e
desenvolver métodos para rapida deteccdo de mutagbes associadas a
resisténcia (Gardiner & Beavis, 2000). Atualmente, a maioria dos métodos

7 bY

disponiveis é para deteccdo de cepa resistente a RMP, porque, em M.
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tuberculosis, a maioria das mutagfes esta confinada a uma regido pequena do
gene (rpoB) que codifica a subunidade B da RNA polimerase. Para a INH o
mesmo ndo acontece, pois Varios genes estdo envolvidos com a resisténcia
(Watterson & Drobniewski, 2003; Silva e Palomino, 2011).

Diferentes técnicas moleculares servem para detecc¢do de resisténcia em
M. tuberculosis, tais como sequenciamento de DNA, Single Strand
Conformation Polymorphism (PCR-SSCP), PCR-heteroduplex (Palomino et al.,
2002). Os métodos de deteccdo da maioria das mutacdes, (mais de 95%) no
gene rpoB, podem fornecer resultado, a partir da cultura primaria ou
diretamente do material clinico, entre 1 e 2 dias (Yue et al., 2004).

1.8.1.1 Sequenciamento

O sequenciamento do DNA é uma metodologia baseada na reacdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR), que analisa todos
os nucleotideos da regido de DNA especifica escolhida do genoma. Por esta
analise e comparacéo da sequéncia do gene de uma cepa selvagem com a de
uma cepa resistente € possivel identificar mutacbes na cepa resistente que
estdo relacionadas com a resisténcia a determinado farmaco. Trata-se de uma
metodologia eficaz, sensivel e confidavel que é considerada “padrdao ouro”
guando se trata de diagnéstico por técnicas de biologia molecular. Entretanto,
apresenta alto custo operacional impedindo sua utilizacdo na maioria dos

paises onde a TB é um problema de saude publica (Shamputa et al., 2004).

1.8.1.2 PCR-SSCP

O PCR-SSCP é um método que utiliza a andlise de produto de
amplificacdo da regido de DNA de interesse do genoma da micobactéria num
gel de poliacramida corado com nitrato de prata. O padrdo de bandas que
aparece neste gel permite a identificacdo de alteracdes nas regides gendémicas
amplificadas, que levam a mudancas conformacionais e diferencas no

comportamento durante a eletroforese. A identificacdo dos genes envolvidos
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com a resisténcia € possivel pela andlise comparativa dos padrées observados
na cepa selvagem e na cepa resistente. Esta metodologia € considerada
rapida, durando apenas 24 horas, e € facil de ser analisada, porém este
metodo utiliza reagentes toxicos e ndo fornece um resultado preciso e
confidvel, uma vez que a técnica apresenta problemas quanto a sensibilidade e

especificidade Telenti et al., 1993; Palomino et al., 2002).

Com relacdo a sensibilidade, uma quantidade significativa de M.
tuberculosis deve estar presente para estabelecer de forma inequivoca a
presenca de mutacdo no gene de resisténcia. Além disto, em caso de anélise
diretamente do escarro, se houver uma mistura de microrganismos sensiveis e
resistentes na mesma amostra, a cepa minoritaria deve representar mais de
15% de todas as bactérias presentes na amostra para que seja possivel
identificar um padrdo misto. Quanto a especificidade, os primers utilizados para
0 SSCP amplificam para a maioria das micobactérias, uma vez que 0 seu alvo
€ o rpoB, gene bem conservado entre as espécies, necessitando portanto de
uma analise em paralelo para a determinacdo da espécie ja que os padrdes do
SSCP séo espécie especificos. Para a identificacdo de espécies, faz-se o PCR
Restriction Analysis (PRA) que utiliza a proteina hsp65 e diferencia a maioria
das micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis. Quando um
novo padréo de SSCP é encontrado fica a davida se isto se deve ao fato de ser
uma mutacdo nova ou uma mutacao silenciosa. Neste caso € necessario que
se faca 0 sequenciamento para comprovar onde ocorreu a mutacao (Telenti et
al., 1993; Palomino et al., 2002).

1.8.1.3 DNA-Microarrays

O DNA-Microarrays € um método que utiliza a anéalise de regibes
mutadas através de um padréo estabelecido por um chip de DNA. O sistema €&
composto de uma matriz com varias sondas de DNA fixadas, que
posteriormente serdo hibridizadas e analisadas. A visualizacdo do resultado se

da através de uma combinacao de cores que indica o que esta mutado e o que
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tem padrdo selvagem. Esta metodologia € rapida e eficiente, porém requer
técnicos qualificados e tem alto custo (Kivi et al., 2002).

1.8.1.4 Imno-LIPA Rif TB

O Imno-LIPA Rif TB é um método para rapida deteccdo da resisténcia a
RMP em M. tuberculosis. Est4 baseado no principio de hibridizacdo de fase
sélida reversa e consiste na amplificacdo por PCR de um segmento do gene
rpoB. A interpretacdo do padréo de bandas permite a identificacdo do complexo
M. tuberculosis e a deteccdo das mutacbes no gene rpoB. O teste pode ser
realizado em cultura de cepas e amostras clinicas, e seu tempo de realizacdo é

em torno de 48 horas (Shamputa et al., 2004).

1.8.1.5 Xpert MTB/RIF

O Xpert MTB/RIF € um teste automatizado, num formato de uma espécie
de cartucho a partir da amplificacdo de acidos nucléicos, utilizado para a
deteccdo de M. tuberculosis e para a triagem de cepas resistentes a farmacos.
O teste consiste na purificacdo, concentracdo e amplificacdo de &acidos
nucléicos por PCR em tempo real e na identificacdo de sequéncias de acidos
nucléicos no genoma do M. tuberculosis, especificamente do gene rpoB. A
diferenca deste para os demais testes de amplificacdo de acidos nucléicos
utilizados na deteccdo de TB € que a plataforma do dispositivo de teste, o
GeneXpert, integra e automatiza os trés processos (preparacdo de amostras,
amplificacdo e deteccado), necessarios para a PCR em tempo real baseada em

testes moleculares (Brasil, 2011b).

Ele foi desenvolvido pela Cepheid,
Inc. (Sunnyvale, EUA), em parceria com a Fundacdo para Novos Diagnosticos
Inovadores (FIND) e as Universidade de Medicina e Odontologia de New
Jersey (Newark, EUA) com o apoio do Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos e a Fundacéo Bill & Melinda Gates. O Xpert MTB/RIF detecta o M.

tuberculosis, assim como mutacdes que conferem resisténcia a RMP,



© 0 N oo o~ WDN P

W W W NNNNDNNNDNNDNIERRRRR PR R R R p
N P O © 0 N O 00 & W N P O © 00N 01 b W N P O

20

diretamente a partir do escarro, 0 que proporciona resultados dentro de 100
minutos. Os resultados de estudos realizados a campo demonstram que um
anico teste pode detectar tuberculose em 99%
de pacientes com TB pulmonar com baciloscopia positiva e em cerca de 70%
dos pacientes com baciloscopia negativa. Os estudos também mostraram que
enquanto a coinfecgdo HIV-TB diminui substancialmente a sensibilidade da
microscopia, 0 mesmo nao ocorre com o Xpert MTB/RIF. Além disso, Xpert
MTB/RIF pode detectar resisténcia a RMP com sensibilidade de 95,1%
e excluir a resisténcia com 98,4% de especificidade. Apesar de ser um teste
promissor, ainda se encontra em fase de avaliacdo e apresenta uma série de

limitacdes (Blakemore et al., 2010).

Dentre as desvantagens do teste estdo que um resultado positivo nao
indicar necessariamente a presenca de organismos viaveis, tendo em vista que
a PCR identifica material genético de microorganismos vivos ou mortos; a
necessidade de uma fonte de energia elétrica estavel e ininterrupta e um
computador acoplado para a analise dos dados. O instrumento necessita de,
pelo menos, uma calibracdo anual que, atualmente, precisa ser realizada por
um técnico treinado, munido de um equipamento de calibracdo especializado.
O dispositivo mais comumente utilizado, o GeneXpert (GX4), tem uma
capacidade de analise limitada (4 amostras por vez) e sistemas maiores, com
rendimentos de até 1000 testes/dia, acarretardo custos de capital mais
elevados (Blakemore et al., 2010; Evans, 2011; WHO, 2011).

1.8.1.6 GenoType MTBDR

A GenoType MTBDR (Genotype MTBDR; Hain Life-science, Nehren,
Germany), também conhecida como Fita Hain, € um tipo de sonda disponivel
comercialmente, que tem sido utilizada para detectar mutacfes nos genes
inhA, katG e rpoB que conferem resisténcia a RMP e INH simultaneamente
(Hillemann et al., 2005; Makinen et al., 2006).
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Este método, introduzido em 2004, é utilizado direta e indiretamente e
inclui trés passos: extragcdo de DNA, amplificacdo de multiplex PCR e
hibridizacao reversa, gerando resultados entre 6 horas e 2 dias, tornando-o

muito mais rapido que os DST tradicionais (Ling et al., 2008).

Estudos realizados para avaliacdo do método demonstraram excelente
acuracia para resisténcia a RIF, que é um indicador de MDR-TB, sugerindo que
este seria uma boa ferramenta de triagem, especialmente em paises com altas
taxas de resisténcia e HIV. Enquanto a especificidade apresentou ser excelente
para INH, a sensibilidade demonstrou ser modesta e extremamente variavel,
chegando a 90% com a ultima versdo MTBDRplus. Ainda faltam estudos
fazendo comparacéo de resultados entre pacientes com baciloscopia positiva e
negativa, assim como casos pulmonares e extrapulmonares. Sua principal
desvantagem remete ao custo e a infraestrutura necessaria para sua utilizacao,
0 que acaba sendo um empecilho para seu emprego em paises com recursos
limitados (Ling et al., 2008, Brasil, 2011b).

1.8.2. Métodos fenotipicos

A resisténcia pode ser definida como a diminuicdo, in vitro, da
sensibilidade do M. tuberculosis, em relacéo a cada farmaco, comparada com a
cepa susceptivel. A cada estudo mundial de resisténcia, h4 um esforco para
gue os laboratorios que realizam testes de sensibilidade facam parte de uma
rede mundial, o que asseguraria a qualidade dos resultados (Lazlo, 1997,
Heifts et al., 2000).

Os métodos fenotipicos convencionais, que utilizam meios sélidos, para
testar sensibilidade dos farmacos sdo: método da concentracdo absoluta ou
método da concentracdo minima inibitéria, método da razdo de resisténcia e
método das proporcdes e suas variantes sdo os recomendados pela OMS. Os
métodos com meios de cultura a base de Agar Middlebrook 7H10 e 7H11,
também sao utilizados para determinar sensibilidade aos antimicrobianos.
(Palomino et al., 2002).



© 0 N oo o~ WDN P

W W W W NNNDNNDNDDNRNDRNDNIERIRRRPRPR R P PR R R
W N P O © 0 N O 00D W NP O O 0~N O 00 M WIDN P O

22

A partir de 1980, o desenvolvimento dos sistemas comerciais
automatizados ou semi-automatizados, radiométricos ou colorimétricos para a
deteccdo do crescimento de micobactérias, em tempo menor (14 dias) que o
exigido para os convencionais (30 dias) trouxe maior agilidade aos resultados
(Martin et al., 2005; Musa et al., 2005; Sanchotene et al., 2008)

Embora os métodos das proporcdes e o sistema BACTEC 460® sejam
considerados como referéncias, existem outros métodos comerciais disponiveis
como os sistemas MB/BacT® (Biomerieux), BACTEC 9000®  (Becton
Dickinson), AccuMed ESP® (ESP) e o MGIT® (Mycobacteria Growth Indicator
Tube-MGIT, Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD) que sao
colorimétricos e tém sido preferidos aos radiométricos que produzem residuos
radioativos. Esses testes comerciais permitem a obtencdo de resultado em
torno de 10 dias, mas requerem insumos e equipamentos caros, o que dificulta
sua incorporagao em paises em desenvolvimento. Estudos de custo-efetividade
sobre o0 uso do sistema automatizado MGIT960 no diagnéstico de TB no SUS

estdo em fase final de avaliagcdo (Mengatto et al., 2006; Brasil, 2010).

Embora o uso de testes fenotipicos e moleculares in house para o
diagnostico de TB na pratica clinica ainda ndo seja amplamente difundido, nos
tltimos anos optou-se pela busca de novos métodos que aumentassem a
acuracia na determinacdo do perfl de sensibilidade. Estes testes,
desenvolvidos em laboratérios de pesquisa, apesar de apresentam bons
resultados de acuracia (sensibilidade e especificidade) nos locais em que foram
desenvolvidos, devem ser validados em outros cenarios clinico-
epidemiologicos e laboratoriais, além de apresentarem alta reprodutibilidade
(WHO,2011).

1.8.2.1 Método das Proporcdes
Este método foi padronizado por Canetti, Rist e Grosset em 1963, e

consiste em detectar a proporcdo de bacilos resistentes presentes em uma

amostra de M. tuberculosis frente a uma concentragdo do farmaco que é capaz
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de inibir o desenvolvimento das células susceptiveis, mas ndo as células

resistentes, na concentracao critica (Barroso et al., 2004).

Para cada droga foi definida uma proporcdo de mutantes resistentes em
uma populacdo bacilar, igual ou acima da qual a amostra é considerada
resistente (propor¢do critica), indicando uma possivel faléncia terapéutica. As
concentragdes criticas de RMP e INH séo, respectivamente, 0,2 ug/ml e 40,0
pg/ml, enquanto a proporc¢ao critica € de 1,0 % para ambas as drogas (Canetti
et al., 1963; Barroso et al., 2004).

A cultura é feita no meio solido LJ a base de ovo, asparagina e glicerol,
sendo as drogas incorporadas antes da etapa da coagulacdo (Canetti et al.,
1963). No Brasil esta é a metodologia recomendada pelo Ministério da Saude
para ser utilizada nos laboratérios de Bacteriologia da TB. Esta metodologia é
sensivel, de baixo custo, porém fornece resultados quantitativos depois de 60

dias do cultivo primario (Rosseti et al., 2002; Martin et al, 2005).

1.8.2.2 BACTEC TB 460®

Este método foi disponibilizado no mercado na década de 80 pela
empresa Becton and Dickinson Instruments System. O aparelho detecta CO»
radioativo liberado pela utilizacdo de C** do &cido palmitico, presente no meio
de cultura liquido a base de éagar (7H12A e 7H12B), consumido pela
micobactéria. Esta metodologia é sensivel e fornece resultados em até 14 dias,
porém utiliza material radioativo, além de apresentar alto custo. Estudos
demonstraram que sua concordancia é de 95 a 97% com o método das

proporcdes (Kumar et al., 2005).
1.8.2.3 BACTEC MGIT 960®
Este método nédo utiliza material radioativo, pois o meio de cultura, a

base de agar (7TH12A e 7H12B), é constituido de um composto fluorescente,

embebido em silicone, que é sensivel & presenga do oxigénio dissolvido no
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meio. Inicialmente, uma grande quantidade do oxigénio dissolvido extingue as
emissbes do composto e pouca fluorescéncia pode ser detectada.
Posteriormente, microrganismos respirando ativamente no meio, consomem 0
oxigénio o que ocasiona a emissdo da fluorescéncia e sua deteccao pelo
equipamento (Rivera et al., 1997).

As leituras da fluorescéncia sdo realizadas de maneira continua e
simultanea e um ciclo de leitura é completado a cada ciclo 60 minutos. Uma
série de Diodos Emissores de Luz (LEDs), localizados abaixo dos tubos se
iluminam, ativando os sensores fluorescentes dos mesmos. Os detectores de
luz realizam, entéo, a leitura. As culturas positivas séo imediatamente indicadas
através de sinais luminosos e alarmes sonoros. Este sistema de deteccao
possibilita a emissdo de resultados de deteccéo e testes de sensibilidade em
tempo bem menor do que os métodos convencionais (Rivera et al., 1997).

No final da década de 90, passou a ser considerado padrdo ouro, pois
além de demonstrar performance similar ao método de proporc¢des, apresentou
tempo médio de deteccdo de 7 dias. Estudos demonstram que ha elevada
concordancia entre a performance do MGIT 960® e os trés métodos até entéo
considerados de referéncia para o diagnostico de TB resistente: a) Método de
Proporcdes, b) Bactec 460®, e ¢) Razdo da resisténcia. O MGIT 960® esta
validado e aprovado pela ANVISA para os seguintes farmacos: STR, INH, RMP
e EMB. A metodologia é sensivel, porém de alto custo quando comparada com
o tradicional MP (Risch-Gerdes et al., 2006; Brasil, 2010).

1.8.2.4 MODS (Microscopic Observation Broth Drug Susceptibility Assay)

E um método ndo automatizado em meio liquido a base de agar (7H9),
gue depois de 8 dias podem ser observadas no microscopio invertido com filtro
para campo escuro para visualizar o fator corda formado pela micobactéria
(Park et al., 2002). Os estudos até o0 momento sugerem que a técnica MODS
tem sensibilidade e especificidade similares aos métodos de cultura

tradicionais. Apesar de reduzir o tempo de obtencdo do resultado, requer
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técnicos de laboratério com elevado grau de proficiéncia e de biosseguranca
em raz&o do uso de meio liquido em placas de Petri (Brasil, 2010).

1.8.2.5 D29-Phage Assay

E um método manual realizado em meio liquido (7H9), baseado na
capacidade do micobacteriéfago de infectar as células, lisando sua parede
celular, quando a micobactéria € resistente aos farmacos (Gali et al., 2003;
Silva et al., 2006). Estudos tém demonstrado que esse método apresenta uma
especificidade e sensibilidade em torno de 100% para detectar resisténcia em
INH e RMP quando comparado com o método das propor¢cdes, Alamar Blue,
Resazurin Microtiter Assay (REMA) e brometo de tetrazélio (MTT) (Silva et al.,
2006).

1.8.2.6 Método da deteccao de microcolénias — Thin Layer

E um método que utiliza meio solido a base de agar (7H11) em placas
de Petri, onde € inoculada a cultura de micobactérias. Depois de 10 dias, as
microcolénias sdo observadas no microscépio comum. Este método é rapido e
facil de ser realizado (Mejia et al., 1999; Silva et al., 2007).

1.8.2.7 E-Test-Epsilon

E um método quantitativo da concentracdo minima inibitéria (CMI) das
drogas. Metodologia manual, que utiliza meio solido a base de agar (7H11) e
fitas impregnadas com um gradiente de concentracéo de droga. Depois de 5 a
7 dias, a leitura é feita através da elipse formada no meio de cultura. Este
método é facil, mas as fitas sdo de alto custo. O teste vem se mostrando
reprodutivel e de facil execucado (Freixo, et al., 2002). Um estudo demonstrou
gue a correlacao entre o E-Test-Epsilon e 0 método das proporc¢des foi 84,4%
para INH, 90,8% para RMP, 85,7% SMR e 77,3% para EMB (Birinci et al.,
2002).
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1.8.2.8 Alamar Blue Assay

E um revelador oxi-reducédo que, geralmente, indica crescimento celular
e/ou viabilidade. A parcela de oxidacdo do revelador ndo é fluorescente e
apresenta coloragcdo azul, enquanto que a etapa de reducéo é fluorescente e
de coloragdo rosa. O crescimento pode ser medido com fluorometria,
espectrofotometria ou com determinagao visual da coloracdo (Palomino et al.,
2004).

O Alamar Blue foi utilizado para determinagéo da CMI de isolados de M.
tuberculosis, frente aos farmacos INH, RMP, SMR e EMB. A concordancia com
0 meéetodo das propor¢cdes em agar foi de 97% para todos os farmacos e o
tempo e resultado foi de 7 dias para 58%, 10 dias para 28% e 14 dias para
14% dos 50 isolados testados (Palomino et al., 2004).

1.8.2.9 Brometo de Tetrazolio (MTT)

O sal mais utilizado é o MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-
tetrazolium bromide), que é reduzido por células viaveis, produzindo cristais
insoluveis de formazana, com mudanca de coloracdo, que depois da
solubilizacdo podem ser medidos pelo espectrofotdmetro (Mshana et al., 1998;
Palomino et al., 2004).

O tetrazodlio foi utilizado para determinacdo da CMI de 279 isolados
clinicos de M. tuberculosis, frente aos farmacos INH e RMP. A comparacéo
com o método das proporcbes em agar mostrou uma especificidade e
sensibilidade de 100% e 94,1% para RMP e 99,5 % e 89,2% para INH,

respectivamente (Foongladda et al., 2002; Palomino et al., 2004).

1.8.2.10 Resazurina

A resazurina é uma substancia heterocilica N-6xido (7-Hydroxy-3H-

phenozazin-3-one-10 oxide) que foi descoberta em 1871 por Weselky e durante
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muitas décadas foi utilizada para demonstrar a desidrogenacdo de Vvarios
compostos (Palomino et al., 2004).

O Resazurin Microtitre Assay (REMA) foi utilizado para determinacéo da
CMI de isolados clinicos de M. tuberculosis, frente aos farmacos INH e RMP.
Comparando-se com o método das propor¢cdes, o REMA apresentou
especificidade e sensibilidade de 100% para RMP e 96,2% e 100% para INH,

respectivamente (Palomino et al., 2004).

O REMA foi testado com sucesso para deteccao de cepas MDR-TB em
isolados clinicos, com os antibiéticos STR, INH e RMP, tendo resultados
obtidos em 7 dias (Montoro et al.,, 2005, Spies et al.,, 2011). Em 2005,
comecou-se a aplicar este método para isolados clinicos de M. tuberculosis
com drogas de segunda linha, obtendo-se bons resultados (Martin et al., 2003;
Montoro et al., 2005, Sanchotene et al., 2008). Este método também tem sido
utilizado amplamente para o teste de novos farmacos para o controle da TB
(Ramos et al., 2008; Coelho et al., 2010; D oca et al., 2010).

1.8.2.11 Nitrate Reductase Assay (NRA)

A proposta desse método foi originada no Instituto Central de Pesquisa
em TB de Moscou — Russia, onde foi chamado de método de Griess, depois
que J. P. Griess descobriu a deteccdo quimica utilizada no método (Angeby et
al., 2002).

O método é baseado na habilidade do M. tuberculosis em reduzir o
nitrato a nitrito, que é rotineiramente utilizado para identificacdo bioquimica das
espécies micobacterianas. A presenca do nitrito € facilmente detectada por
reagentes especificos, que produz a alteracdo da coloracdo, tanto em meios
sblidos quanto liquidos (Montoro et al., 2005; Mengatto et al., 2006,
Sanchotene et al., 2008).
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O NRA, juntamente com o REMA, foram selecionados para possivel
recomendacdo pela OMS para diagndstico de resisténcia em teste de
sensibilidade em M. tuberculosis (Brasil, 2010).
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RESUMO

Introducdo: Relatos de Mycobacterium tuberculosis resistentes a varios
medicamentos estdo aumentando globalmente e laboratérios de referéncia
estdo se tornando cada vez mais conscientes da necessidade de testes de
sensibilidade (DST), especialmente devido as falhas no tratamento. O
tratamento da tuberculose multirresistente e extensivamente resistente (MDR-
TB e XDR-TB) é muito mais dificil e dispendioso, sendo a taxa de mortalidade
bastante alta. Durante os ultimos anos, devido ao longo tempo requerido pelos
DST convencionais, novas abordagens tém sido propostas para uma deteccao
de resisténcia mais rapida a drogas, tais como o teste da reducdo do nitrato
(NRA), considerado rapido e barato, tornando-se uma boa ferramenta de
diagnostico para paises com poucos recursos. Neste estudo, foi desenvolvido
um teste colorimétrico rapido como método de DST direto, num formato de
microplaca com meio solido e avaliado o seu desempenho, em comparagao
com o método das proporcbes (MP) e com a NRA em tubos. Métodos: As
amostras de escarro foram descontaminadas e processadas pelo método de
Petroff. A suspensdo descontaminada foi utilizada para realizar a NRA direta
(DNRA) em meio 7H11, utilizando 1 ug / ml rifampicina (RIF), 0,2 ug / ml
isoniazida (INH), 2 ug / ml ofloxacina (OFLO), 6 ug / ml canamicina (CAN), 2 ug
/ ml amicacina (AMI) e 10 ug / ml Capreomicina (CAP). Os resultados foram
comparados aos obtidos com o MP. Resultados: 84 amostras foram testadas e
os resultados para a maioria das amostras estavam disponiveis no prazo de 21
dias. Este estudo mostrou uma concordancia global de 98,4% entre o DNRA e
o MP (496 de 504 testes de sensibilidade individuais). A sensibilidade e
especificidade, em comparacdo com MP, foi de 98,5% e 100% para a INH,
98,3% e 96,2% para a RMP, 91,7% e 100% para CAN, 78,8% e 97,3% para
OFLO, 100% e 100% para AMI e CAP, respectivamente. Conclusdo: Os
resultados demonstram que a DNRA, neste novo formato, € um método rapido,
preciso e barato para a determinacdo do perfil de sensibilidade do M.
tuberculosis e pode tornar-se um método alternativo para as paises com

recursos limitados.
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Introducéo

A tuberculose (TB) continua sendo um dos principais problemas de
saude publica no mundo, especialmente em paises em desenvolvimento. Este
quadro é agravado pelo aumento da incidéncia da TB multirresistente (MDR-
TB), causada por cepas resistentes ao menos a isoniazida (INH) e rifampicina
(RMP) e extensivamente resistente (XDR-TB) causada por cepas MDR,
acrescida de resisténcia a uma fluoroquinolonas e ao menos a um dos
seguintes antimicrobianos: canamicina (CAN), amicacina (AMI) e capreomicina
(CAP). A TB causada por cepas resistentes aos antimicrobianos necessita de
um esquema terapéutico de alto custo e menos efetivo do que o de primeira
linha (1).

A estimativa de MDR-TB em 2008 era de 440 mil casos, sendo que em
2010, apenas 290 mil foram notificados oficialmente. Menos de 5% dos
pacientes novos e previamente tratados foram testados para MDR-TB na
maioria dos paises. Embora o nimero de pacientes em tratamento tenha
aumentado em 2010, chegando a alcancar 46 mil, isto significa apenas 16%
do total de casos de MDR-TB notificados no mundo todo (WHO, 2011). Até
julho de 2010, 58 paises e territérios notificaram pelo menos um caso de XDR-
TB e paises como Ird, india e Italia relataram casos de TB resistente & todos
os antimicrobianos (TDR-TB) (17, 24, 25, 27).

Em paises com recursos limitados, onde a TB é endémica e a MDR-TB
€ um sério e crescente problema de saude publica, os testes de sensibilidade
(DST) ainda sao baseados nos métodos convencionais de cultura em meio
sélido como LJ e agar Middlebrook, que sao laboriosos e demorados,
necessitando de pelo menos 4 semanas de incubacdo, ap0s o isolamento
primario, para que uma cepa seja considerada sensivel ou resistente. O
desenvolvimento de um teste alternativo, rapido e de baixo custo, que possa
ser feito a partir do escarro, é de extrema importancia para os programas de
controle da TB e permitird uma rapida deteccdo de novos casos bem como o

monitoramento de pacientes portadores de TB com cepas resistentes (19).
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O teste da reducdo do nitrato (NRA) é baseado na habilidade do M.
tuberculosis em reduzir o nitrato a nitrito, cuja presenca é facilmente detectada
por reagentes especificos, utilizando o método de Griess , o que produz uma

alteragdo da coloragéo no meio (3).

O objetivo deste estudo foi avaliar a performance da NRA, em placas,
de forma direta (DRNA), em determinar a suscetibilidade do M. tuberculosis, a
partir de amostras de escarro, frente a INH,RIF, Ofloxacina (OFLO), CAN, AMI
e CAP.

Materiais e métodos

Amostras

Este estudo foi realizado na Unidade de Micobacteriologia do Instituto de
Medicina Tropical da Antuérpia (ITM), Bélgica. Durante cinco meses, de
fevereiro a junho de 2011, um total de 84 amostras de escarro congeladas

foram selecionadas da colecéo do ITM.

As amostras foram descontaminadas pelo método de Petroff (21).
Resumidamente, um volume aproximado de 2 ml de escarro foi
descontaminado com igual volume de solucdo de NaOH 4%. Os tubos
contendo as amostras foram colocados durante 15 minutos em estufa
bacterioldgica 36°C+/-1°C para que houvesse a fluidificacdo da amostra. Apds
esse tempo, completa-se o volume do tubo com 4gua destilada estéril e goteja-
se g solucao neutralizante (HCI 1N) até que se obtivesse coloracdo ambar.
Feito isto, os tubos eram centrifugados por 15 minutos a 3.000g, sendo o
sobrenadante desprezado e o pellet ressuspendido em 1 ml de agua destilada

estéril.
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Método das Proporcoes

O Método das Proporcdes (MP) foi realizado de forma indireta, a partir
das cepas isoladas das amostras de escarro, na ocasido da sua chegada ao
laboratdrio. A técnica foi realizada em meio LJ seguindo o método simplificado,
descrito por Canetti, Rist e Grosset (1969) em tubos Falcon de 15 ml, com ou
sem adicao de antibiéticos. As concentragBes de antibiéticos utilizadas foram:
40 pg/ml RIF, 0.2 pg/ml INH, 2 pg/ml OFLO, 20 pg/ml CAN, 40 pg/ml AMI e 20
pg/ml CAP. Os valores de proporcédo critica adotados foram de 1% para todos

0s antibidticos (6).

Para cada cepa, era feita uma suspensao bacteriana, transferindo-se
colénias de bactéria para um tubo com pérolas de vidro e 2,5 ml de agua
destilada estéril. Parte desta suspenséo era diluida em 1:100 e 200 pl desta
diluicdo eram inoculados em LJ sem antibiotico, enquanto 200 ul da suspenséo
nao diluida eram inoculados em LJ com antibiotico. Os tubos eram incubados a
37°C por 28 dias, quando se fazia a primeira leitura. Caso ndo houvesse
crescimento suficiente para a interpretacdo de resultados, realizava-se uma
segunda leitura aos 42 dias de incubacéo. A cepa era considerada resistente
se a proporcao entre o crescimento dos tubos com antibiotico e controle fosse
superior a 1%. Os resultados obtidos pelo MP foram utilizados como padréo

ouro para comparar com os resultados da DNRA (6).

DNRA em placa

O método indireto proposto por Angeby et al. (2002) (3) foi utilizado
como modelo, tendo sido utilizado com modificagcbes no formato, meio de
cultura, concentracdo dos antibiéticos e numero de controles. Usamos uma
microplaca de 24 pocos, com 2 ml de 7H11, nitrato de potassio (KNO3) numa
concentracdo de 1 mg/ml e antibiéticos incorporados ou ndo em cada poco. As
concentracfes de antibioticos utilizadas foram: 1 pug/ml RMP, 0,2 pug/ml INH, 2
pg/ml OFLO, 6 pg/ml CAN, 2 pg/ml AMI, 10 pg/ml CAP e 25 pg/ml Acido p-

nitrobenzédico (PNB).
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Ap6s a descontaminacdo da amostra e ressuspensdo do pellet,
adicionava-se agua destilada estéril até completar o volume de 3 ml, sendo
esta a solucdo de trabalho (ST), que era inoculada nos pocos testes e uma
diluicdo da ST de 1:10 era feita, a qual chamavamos soluc¢édo diluida (SD), que
era inoculada nos pocos controle.

Para cada amostra, 200 pl da ST eram inoculados nos pocos teste,
contendo 7H11, KNO3 e os antibiéticos e 200 yl da SD eram inoculados nos
pocos controle, que continham somente o meio de cultura e 0 KNO3. O controle
de esterilidade era feito inoculando-se 200 pl de 4gua em um poco controle.

A placa era incubada a 37°C, dentro de um saco plastico fechado. Apos
14 dias 0,5 ml do reagente de Griess recém misturado (1 parte de acido
cloridrico 50%, 2 partes de 0,2% sulfanilamida e 2 partes de 0,1% n-1-natftil-
etilenodiamina) foi adicionado a um dos poc¢os controles. Se houvesse qualquer
mudanca de cor (rosa palido — rosa forte), os pocos testes eram também
revelados. Se ndo houvesse mudanca de cor no poco controle, a placa era
reincubada e o procedimento era repetido aos 21, 28 ou 35 dias. Uma amostra
era considerada resistente a certa droga se a mudanca de cor no poco teste
fosse igual ou superior ao poco controle. O desenho da placa pode ser visto na

Figura 1.

(o) () () () (W ()
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(o) () (o) () G ()

Amostra

(@ (o) (@) (@) & (O

*R-Rifampicina / I-Isoniazida / O-Ofloxacina / K-Canamicina/ A-Amicacina/ C-Capreomicina / PNB- &cido p-

nitrobenzoéico

**Concentragdo dos antibiéticos - pg/ml ***GC — Controle/ SC — Control de esterilidade
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DNRA em tubos

A DNRA em tubos foi realizada em meio LJ seguindo também o modelo
proposto por Angeby et al. (2002) (3), utilizando tubos Falcon de 15 ml, com
nitrato de potassio (KNO3) numa concentracdo de 1 mg/ml, com ou sem adicdo
de antibidticos As concentragbes de antibidticos utilizadas foram: 40 pg/ml
RMP, 0.2 pg/ml INH, 2 pg/ml OFLO e 20 pg/ml CAN. Para cada amostra, 200 pl
da ST eram inoculados nos tubos contendo LJ, KNO3z e os antibi6ticos e 200 pl
da SD eram inoculados nos tubos controle, que continham somente o meio de

cultura e 0 KNOs.

Os tubos eram colocados horizontalmente a temperatura ambiente por
24 horas, sendo incubados a 37°C em posicao vertical até completar 14 dias.
Passado este tempo, 0,5 ml do reagente de Griess, recém misturado, era
adicionado a um tubo controle. Se houvesse qualquer mudanca de cor (rosa
palido — rosa forte), os tubos correspondentes contendo antibiéticos eram
também revelados. Se ndo houvesse mudanca de cor, 0s tubos eram
reincubados e o procedimento era repetido aos 21, 28 ou 35 dias. Uma
amostra era considerada resistente a certa antibiético se a mudanca de cor no

tubo fosse igual ou superior ao tubo controle.

Resultados

Das 94 amostras escolhidas, a DRNA em placas foi realizada em 84
amostras de escarro, uma vez que 10 (10,6%) contaminaram. Os resultados de
18 (21,4%), 58 (69.05%), 6 (7.14%) e 2 (2.4%) amostras foram obtidos apés
14, 21, 28 e 35 dias respectivamente e estes resultados foram comparados
com os produzidos pela DNRA em tubos e MP. A DRNA em placas era de facil
leitura, um exemplo de amostras resistentes e sensiveis pode ser vista na

Figura 2.
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Figura 2 - Exemplo de DRNA em placa. Amostra A totalmente resistente e amostra B
totalmente sensivel

Dentre estas 94 amostras, a DRNA em tubos foi realizada também em
84 amostras de escarro, sendo que 9 (9,6%) contaminaram e em 1 (1,1%) nao
houve crescimento. Os resultados de 12 (14,29%), 40 (47,62%), 29 (34,52%) e
3 (3,57%) amostras foram obtidos ap6s 14, 21, 28 e 35 dias, respectivamente.

Com relacdo ao MP, obtivemos resultados de 22 (26,2%) amostras em
28 dias e de 62 amostras (73,8%) em 42 dias e, tendo este sido executado de
forma indireta, soma-se a esse tempo os 21 dias, em média, para o
crescimento das cepas, totalizando 49 ou 63 dias até a obtencao do resultado
do teste de sensibilidade. Uma comparacdo tempo até a obtencdo dos

resultados pode ser visto na Figura 3.

100 -
80 -
60 -
40 -
=
14 28 >35

21
Dias

% de resultados

NITRATASE m MP

Fig 3. Percentual cumulativo de resultados positivos pelos métodos da DNRA em placas e MP
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A comparacdo da DNRA em placas e o MP (Tabela 1) mostra uma
concordancia de 98,4% (496 de 504 testes de sensibilidade individuais). Uma
concordancia completa foi encontrada nos resultados da AMI e CAP.
Considerando as amostras discordantes, a sensibilidade e especificidade foram
de 98.5% e 100% para INH, 98,3% e 96,2% para RIF, 91,7% e 100% para
CAN, 78,8% e 97,3% para OFLO, 100% e 100% for AMI e 100% e 100% para
CAP. Com relacdo a DNRA em tubos, a sensibilidade e especificidade foram
de 100% e 100% para INH, 100% e 96,3% para RIF, 91,7% e 100% para CAN,
78,8% e 97,3% para OFLO. Obtivemos uma excelente concordancia entre os
dois formatos de DNRA para todos os antibidticos, com um valor Kappa de
0.96 para INH, 0.97 para RIF, 1.0 para CAN e OFLO (Tabela 2). Com relac&o
ao MP, obtivemos um valor Kappa de 0.96 para INH, 0.94 para RIF, 0.95 para
CAN, 0.75 para OFLO e 1.0 para AMI e CAP.

A acuracia da DNRA em placas, em relacdo ao padrdo ouro, foi de
98,8% para INH; 97,6% para RIF; 98,8% para CAN; 95,2% para OFLO e 100%
para AMI e CAP. No anexo 1 encontra-se uma tabela com o resultado da
DNRA em placas, DNRA em tubos e MP para todas as 84 amostras estudadas.

Tabela 1 —sensibilidade e especificidade do teste de suscetibilidade direta em 84
amostras de escarro pelos métodos da nitratase em placas e das propor¢cées

DNRA em placas

Antibiéticos  Método das Valor
proporgdes N° % Kappa
Resistente  Sensivel  Sensibilidade Especificidade
INH Resistente 67 1 98.5 100 0.96
Sensivel 0 16
RIF Resistente 57 1 98.3 96.2 0.94
Sensivel 1 25
OFLO Resistente 7 2 78.8 97.3 0.75
Sensivel 2 73
CAN Resistente 11 1 91.7 100 0.95
Sensivel 0 72
AMI Resistente 4 0 100 100 1.0
Sensivel 0 80
CAP Resistente 7 0 100 100 1.0

Sensivel 0 77
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Tabela 2 — Concordancia dos resultados do teste de suscetibilidade direta em 84
amostras de escarro pelos métodos da nitratase em placas e em tubos

DNRA em placas

Antibiéticos DNRA em tubos N° Valor
Resistente Sensivel Kappa
Resistente 67 1 0.96
INH
Sensivel 0 16
Resistente 57 1 0.97
RIF
Sensivel 0 26
Resistente 9 0 1.0
OFLO
Sensivel 0 75
Resistente 11 0 1.0
CAN
Sensivel 0 73
Discusséo

Em paises com poucos recursos, particularmente naqueles onde a
carga de TB causada por cepas resistentes € alta, existe uma necessidade
urgente de testes de sensibilidade para os farmacos de primeira e segunda
linhas usados no tratamento da TB. Estes métodos devem ser de facil
execucao, apresentar resultados rapidos e acurados além de serem de baixo

custo (2).

A NRA, baseada na habilidade do M. tuberculosis em reduzir o nitrato a
nitrito, cuja presenca € facilmente detectada por reagentes especificos. Neste
estudo, pela primeira vez, avaliou-se a sensibilidade do M. tuberculosis frente
aos farmacos de primeira e segunda linhas simultaneamente pelo método da

NRA, em placa ou em tubo (3).

Embora a DNRA seja um método bastante conhecido, esse formato em
placa que este estudo propfe € novo e suas principais vantagens sao o

tamanho compacto (fator bastante importante para paises com baixos
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recursos, cujas instalagées laboratoriais frequentemente sdo precérias e ndo se
dispde de muito espaco) e a detecgéo rapida de cepas MDR, XDR ou TDR (7,
13). Associado a isso, devemos citar as vantagens do método em si, como a
reducdo do tempo até o diagndéstico, por se tratar de um método direto, sendo
realizado a partir do escarro, cujo resultado se baseia na evidenciacdo da
reducdo do nitrato como sinal de crescimento bacteriano, o que € mais rapido
gue a visualizacao das colbnias; o baixo custo e a facilidade para sua execucao
(23, 19), ndo havendo a necessidade de equipamentos especiais ou reagentes
caros e a maior bhiosseguranca, uma vez que ndo ha a necessidade de
realizacao das diluicdes seriadas, como no MP, gerando assim uma quantidade
menor de aerossois, fato que também pode-se atribuir a utilizacdo de meio
solido (22)

Uma desvantagem do método classico, quando executado em LJ, € a
exposicao dos antibidticos a altas temperaturas durante a coagulacéo do meio,
0 que pode diminuir a eficiéncia destes (14). Tendo em vista isto, optamos pela
utilizacdo do meio 7H11, sabidamente mais enriquecido que o LJ e que nao
necessita de coagulacdo. Como forma de diferenciar o M. tuberculosis de
outras espécies de micobactérias foi incluido PNB em um dos pocos, uma vez
gue o crescimento do complexo M. tuberculosis € inibido por esta droga,
enquanto que as micobactérias ndo tuberculosas (MNT) sado resistentes (5).
Para descartar contaminantes, as culturas eram observadas a cada 2 dias para

verificar o possivel crescimento.

A possivel interacdo entre os antibidticos e o KNO3z; € ainda

desconhecida e deve ser levada em consideracao para futuras avaliacdes(13).

Neste estudo, aproximadamente 69% dos resultados da DNRA em
placas foi obtido ap6s 21 dias de incubacdo, contra 48% dos resultados da
DNRA em tubos, o que talvez seja explicado pelo fato do método em placas
ser realizado em 7H11, meio mais enriquecido que o LJ que foi utilizado no
método em tubos, favorecendo assim o crescimento mais rapido das amostras.

Isto representa uma reducéo de tempo significativa, uma vez que os resultados
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do MP, executado de forma indireta, sdo obtidos apés 50 dias, em média, apds
sua chegada ao laboratério, ja que sdo necessarios 21 a 28 dias para o
isolamento da cepa e 28 a 42 dias para o teste de sensibilidade.

A DNRA pode ser empregada em amostras com baciloscopia
fracamente positiva (+1 e +2), ao contrario do método das proporcdes direto
(2). No presente estudo, obtivemos excelentes resultados para as trés classes

de baciloscopia (+1, +2 e +3).

O indice de contaminacdo da DRNA em placas foi de cerca de 10%,
contra 9,6% do método em tubos, sendo esta diferenca estatisticamente
insignificante. Um maior indice de contaminacédo era esperado devido ao fato
de estarmos executando o método diretamente das amostras de escarro.
Levamos em consideracdo também que a manipulacdo da placa por quatro
vezes até a obtencéo do resultado, ja que testavamos os controles aos 14, 21,
28 e 35 dias, pudesse contribuir para o aumento da contaminacdo. Como
tratava-se de um modelo experimental, optamos por quatro controles, o que
pode vir a ser diminuido no futuro, uma vez que se realize mais testes. Deve-se
salientar que as amostras contaminadas foram as mesmas para ambos 0s
formatos de NRA. As amostras que ndo apresentaram crescimento podem ter
sofrido uma descontaminagdo excessiva ou terem sido armazenadas por um

longo tempo.

Como mostrado na Tabela 1, houve uma excelente concordancia entre a
DRNA e o MP para cinco dos seis antibiéticos testadas. Destaca-se o
excelente desempenho do método para INH, RIF e CAN com sensibilidade de
98,5%, 98,3% e 91,7%, especificidade de 100%, 96,2% e 100% e valor kappa
de 0,96, 0,92 e 0,95 respectivamente. Isto € muito importante pois a INH,
juntamente com a RIF sdo os farmacos mais utilizados no tratamento da TB e
observa-se que a resisténcia a RIF normalmente vem acompanhada da
resisténcia a INH, caracterizando assim uma MDR-TB (22). Para AMI e CAP
obtivemos 100% de concordancia com o MP. Para a OFLO, o resultado da

sensibilidade nao foi tdo bom, ficando em 78,8%. Entretanto, a especificidade
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manteve-se excelente, ficando em 97,3%. Ao observarmos a acuracia do
método para esta droga especifica, verificamos que o resultado foi de 95,2%.
Podemos concluir entdo que um pequeno numero de amostras discordantes
prejudicou a andlise do teste para esta droga, uma vez que 0 namero de

amostras resistentes a OFLO testadas foi pequeno.

O alvo principal das fluoroquinolonas € a DNA girase, uma
topoisomerase do tipo Il composta por duas subunidades A e duas
subunidades B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB, respectivamente.
Mutacdes nas regides que determinam a resisténcia as quinolonas desses
genes é o0 mecanismo primario de desenvolvimento da resisténcia as
fluoroquinolonas (18). As mutacdes em gyrA tem sido identificadas em uma alta
proporcao de cepas resistentes a OFLO e mutacdes em gyrB sdo encontradas
em menor mas ndo negligenciavel nimero de isolados resistentes a OFLO
(18).

Geralmente duas mutagbes em gyrA ou mutacdes concomitantes em
gyrA e gyrB sdo necessarias para o desenvolvimento de um nivel maior de

resisténcia (28).

Devemos considerar também que as cepas resistentes podem
apresentar atividade metabodlica menor, o que pode afetar os niveis de
expressdo das enzimas responsaveis pela reducdo do nitrato. Estas cepas
podem ter um baixo nivel de resisténcia que ndo pode ser detectado pela NRA
(26).

Em testes futuros pode-se, além de aumentar o nimero de amostras
resistentes a OFLO, testar outras concentracdes do farmaco para verificarmos
melhor seu desempenho, uma vez que o nivel de resisténcia das cepas em
guestao pode ser baixo e estar préximo ao ponto de corte definido para o teste.
Sugere-se também realizar o sequenciamento das cepas paralelamente para

verificacdo do nivel de resisténcia.
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Na tabela 2 podemos observar a excelente concordancia entre os dois
formatos da NRA, onde obtivemos apenas duas amostras discordantes. O
meétodo em tubos apresentou uma sensibilidade e especificidade ligeiramente
maior que o método em placas, mas deve-se ressaltar que o método em tubos
j& vem sendo amplamente testado e tem protocolo bem definido (3, 7, 10, 11,
13, 15, 16, 19) .

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com achados
anteriores realizados com a DNRA (1, 2, 4, 8, 9, 12, 16, 19, 22, 23, 26) onde
somente INH, RIF, STR e EMB foram testados, tendo a sensibilidade e
especificidade variado de 87%-100%, 87,5%-100%, 66,6%-100%, 55%-100%,

respectivamente.

A DNRA é um método fenotipico e portanto independe da base
molecular da resisténcia para a sua acuracia, ao contrario de meétodos
moleculares que podem falhar ao ndo prever alguma mutacdo que esteja

envolvida com a resisténcia.

Nosso estudo sugere que, embora haja a necessidade de estudos
posteriores, incluindo maior nimero de amostras, a DRNA constitui uma
ferramenta util para o controle da TB multi-resistente na medida que possibilita,
com rapidez e acurécia, a determinacdo do perfil de sensibilidade diretamente
da amostra clinica de farmacos de segunda linha, marcadores de TB-XDR.
Estes fatores permitem que a deteccdo de resisténcia possa ser executada
inclusive em laboratérios com poucos recursos, devido a sua facilidade de

execucao, baixo custo e a ndo necessidade de equipamentos sofisticados
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4. CONCLUSOES

O tempo até a obtencdo dos resultados da determinacéo do perfil de
sensibilidade com a DNRA foi reduzido em cerca de 40 dias, com

relacdo ao padrao ouro.

A sensibilidade e especificidade encontradas pelo método DNRA neste

novo formato, foram significativas, exceto para OFLO.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com achados

relatados em estudos semelhantes anteriores.

Embora haja a necessidade de estudos posteriores, incluindo maior
namero de amostras, a DRNA apresenta-se como uma ferramenta util
para o controle da TB multirresistente na medida que possibilita, com
rapidez e acuracia, a determinacdo do perfil de sensibilidade
diretamente da amostra clinica de farmacos de segunda linha,
marcadores de TB-XDR.

Este método pode ser executado inclusive em laboratoérios com poucos
recursos, devido a sua facilidade de execucdo, baixo custo e a nao

necessidade de equipamentos sofisticados.
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ANEXO 1

Tabela com os resultados do MP, DNRA em tubos e DNRA em placas
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Anexo 1 — Tabela com os resultados do MP, DNRA em tubos e DNRA em

placas para as 84 amostras estudadas

Amostra Resisténcia Resisténcia Resisténcia
MP DNRA tubos DNRA placas
01 IRKOC IRKO IRKOC
02 - o) o)
03 - - -
04 - - -
05 | | |
06 IR IR IR
07 - - -
08 | | |
09 IRKOC IRKO IRKOC
10 | | |
11 | IRO IRO
12 | | |
13 - - -
14 IRKC IRK IRKC
15 IRKOC IRKO IRKOC
16 IRKO IRKO IRKO
17 IR IR IR
18 | | |
19 IR IR IR
20 IR IR IR
21 - - -
22 IR IR IR
23 IR IR IR
24 R R R
25 R R R
26 IR IR IR
27 IR IR IR
28 IRO IR IR
29 IR IR IR
30 IR IR -
31 - - -
32 IR IR IR
33 IRK IRK IRK
34 IR IR IR
35 IR IR IR
36 | | |
37 IRKAC IRK IRKAC
38 - - -
39 IR IR IR
40 | I |
41 IR IR IR

42
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Amostra Resisténcia Resisténcia Resisténcia
MP DNRA tubos DNRA placas

43 | | |
44 | | |
45 | | |
46 IR IR IR
47 - - -
48 IR IR IR
49 - - -
50 | | |
51 IRKC IRK IRKC
52 | | |
53 RKA RK RKA
54 RKA RK RKA
55 - - -
56 IR IR IR
57 IRKO IR IR
58 IRO IRO IRO
59 IRKOAC IRKO IRKOAC
60 IR IR IR
61 IR IR IR
62 IR IR IR
63 IR IR IR
64 IR IR IR
65 IR IR IR
66 IR IR IR
67 IR IR IR
68 IR IR IR
69 IR IR IR
70 IR IR IR
71 IR IR IR
72 IR IR IR
73 IR IR IR
74 IR IR IR
75 IR IR IR
76 IR IR IR
7 IR IR IR
78 IR IR IR
79 IR IR IR
80 IRO IRO IRO
81 IR IR IR
82 IR IR IR
83 IR IR IR
84 - - -

*| - Isoniazida / R - Rifampicina / K - Canamicina / O - Ofloxacina / A -

Amicacina / C - Capreomicina/ - Sem resisténcia

** Em cinza as amostras discordantes



