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Deteccgdo rapida de resisténcia a pirazinamida em Mycobcaterium tuberculosis
pelo método em microplaca utilizando resazurina (REMA - Resazurin Microtiter
Assay)

RESUMO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga cronica causada por bacilos pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis. Apesar de quase ter sido erradicada em paises desenvolvidos, a
TB continua sendo um importante problema de satde publica, principalmente em paises em
desenvolvimento. A pirazinamida (PZA) ¢ um pré-farmaco utilizado no tratamento da TB,
que requer conversdo a sua forma ativa, o dacido pirazindico (POA), pela enzima
pirazinamidase (PZase), que ¢ codificada pelo gene pncA. Embora o mecanismo de acdo do
POA permaneca desconhecido, tem sido sugerido que o seu acimulo em pH dacido, pode
interromper o potencial de membrana do bacilo, afetando o transporte de nutrientes. A
deteccdo precoce da resisténcia aos farmacos ¢ muito importante para o controle da
tuberculose e para o inicio do tratamento adequado. No entanto, o0 método das proporcdes em
Lowenstein-Jensen (L-J), rotineiramente utilizado no Brasil para deteccdo de resisténcia em
M. tuberculosis ¢ trabalhoso, demanda tempo para obtengdo dos resultados, além de possuir
baixa reprodutibilidade em pH baixo, necessario para realizacdo do teste contendo PZA.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi padronizar e avaliar o uso da Técnica em
microplaca utilizando Resazurina como agente revelador (REMA) para deteccdo de
resisténcia a PZA em M. tuberculosis. O resultado deste trabalho esta no artigo: “Aplicagao
do método em microplaca utilizando resazurina (REMA- Resazurin Microtiter Assay) para
detecgdo de resisténcia em Mycobacterium tuberculosis”, que mostra como o método REMA
proposto pode contribuir para a detecc¢do rapida de resisténcia a PZA em M. tuberculosis, por

uma técnica rapida, sensivel e especifica.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Pirazinamida; REMA.



Rapid detection of resistance to pyrazinamide in Mycobacterium tuberculosis by
Resazutin Microplate Assay (REMA)

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a chronic disease caused by an Acid Fast bacilli belonging to the
Mycobacterium tuberculosis complex. Despite having almost been eradicated in developed
countries, TB remains a major public health problem, especially in developing countries.
Pyrazinamide (PZA) is a pro-drug used to treat TB, which requires conversion to its active
form, pirazinoico acid (POA), by the pyrazinamidase enzyme (PZase), encoded by the pncA
gene. Although the mechanism of action of POA remains unknown, it has been suggested that
their accumulation in acidic pH, can disrupt the membrane potential of the bacillus, affecting
the transport of nutrients. Early detection of drug resistance is very important for TB control
and the begining of treatment. However, the proportion method in Lowenstein-Jensen (LJ),
that is routinely used in Brazil for detecting resistance in M. tuberculosis is laborious, time-
consuming and have low reproducibility at acid pH that is necessary to perform the test with
PZA. Thus, the purpose of this study was standardize and evaluate the use of resazurin
microtiter assay plate (REMA) for detection of resistant to PZA in M. tuberculosis. The
research resulted the article: “Application of the resazurin microtiter assay plate (REMA) for
detection of resistance in Mycobacterium tuberculosis”, that shows how the REMA proposal
may contribute to the rapid detection of PZA resistance, in a fast, sensitive and specific

method.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Pyrazinamide, REMA.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca cronica causada por bacilos pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis e sua forma clinica ¢ caracterizada principalmente pelo
comprometimento dos pulmdes podendo também atingir outros sitios anatdmicos ou ocorrer
de maneira disseminada.' O M. tuberculosis apresenta-se em forma de bacilos curvos ou retos
de 0,2 a 0,7um de largura e 1,0 a 3,0um de comprimento. Possuem a propriedade de alcool-
acido resisténcia, ou seja, tém a capacidade de formar complexos coloridos com os compostos
derivados do trifenilmetano (fucsina e auramina) que resistem a descoloragdo pelo etanol-
acido, devido ao alto conteudo lipidico de sua parede celular que contém acidos graxos de
cadeia longa, denominados 4cidos micdlicos. A natureza hidrofobica de sua superficie celular
leva a alteracdes na permeabilidade dos nutrientes através da célula dificultando seu
crescimento, o que a torna uma bactéria de crescimento lento, demorando mais de sete dias
para produzir colénias visiveis em meios de cultura solidos.”

Apesar de quase ter sido erradicada em paises desenvolvidos, a TB continua sendo um
importante problema de satide publica, principalmente em paises em desenvolvimento.’
Lamentavelmente, hd atualmente mais casos de tuberculose no mundo do que em qualquer
outro momento da historia.* Essa doenca acomete principalmente pessoas na faixa etaria
correspondente a plena capacidade produtiva, afetando os setores de mais baixa renda da
populagio, vindo a acarretar enorme prejuizo econdmico ao pais.’

Os fatores que intensificaram o crescimento desta enfermidade foram o surgimento, na
década de 80, da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), a deterioracdo das
condi¢des socio-econdmicas com piora das condigdes sociais, a facilidade de movimentos
migratdrios, as deficiéncias das instituicdes de saide e o aumento dos casos resistentes as
drogas antituberculosas.” A pandemia da AIDS modificou nio apenas a tendéncia
epidemiologica da tuberculose e infec¢des causadas por outras micobactérias, mas também a
apresentacdo clinica da tuberculose, duracdo do tratamento, resisténcia as drogas
antituberculosas, intolerdncia medicamentosa e possivelmente a susceptibilidade dos
comunicantes.’

A TB ¢ transmitida de pessoa a pessoa por via aérea, por meio de goticulas de 1,0um a
5,0um de didmetro, produzidas pelo individuo portador da forma clinica pulmonar ou laringea

da doenga, ao tossir, espirrar ou falar.”
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Esta doenca leva a oObito aproximadamente 2 milhdes de pessoas a cada ano e ¢é
estimado que entre 2002 e 2020 aproximadamente 1 bilhdo de individuos serdo infectados, e
destes, 150 milhGes adoecerdo resultando em 36 milhdes de mortes, se o controle desta
doenca nio for assumido urgentemente.’

O relatério de epidemiologia da tuberculose elaborado pela Organizagdo Mundial da
Satde (OMS) calcula que ocorreram 9,27 milhdes de casos novos de tuberculose no mundo
em 2007 (139/100.000 habitantes) dos quais 4,1 milhdes apresentaram baciloscopia positiva e
1,37 milhdes (14,8%) eram pacientes co-infectados com HIV. Neste relatorio estima-se que
1,32 milhdes de pessoas HIV negativos (19,7/100.000 habitantes) morreram por tuberculose
em 2007, e houve um adicional de 456.000 mortes em pessoas HIV positivas. '’

O Brasil ocupa o 14° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do total de casos de
tuberculose no mundo.'® Estima-se que cerca de 50 milhdes de brasileiros sejam portadores
do bacilo com aproximadamente 90.000 casos novos da doenga e cinco mil 6bitos. O numero
de casos notificados nao representa a plena realidade, pois parte consideravel dos doentes nao
é registrada oficialmente.''

O Programa de Controle da Tuberculose (PCT) no Brasil tem como principal meta a
descoberta precoce de casos novos e tratamento dos casos infectantes para a interrup¢ao da
cadeia de transmissdo da tuberculose. Neste contexto, o laboratorio participa fornecendo
suporte diagnodstico por técnicas laboratoriais que exercem importante influéncia na avaliagao
clinica e epidemiolégica das a¢des desenvolvidas no combate desta doenga.'

Desde o desenvolvimento das técnicas de coloragdo para bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR) em 1882 por Robert Koch, os principios do diagnodstico microscopico da tuberculose
tétm mudado muito pouco. O diagndstico rotineiro da TB pulmonar, em nosso pais, ¢
realizado, de modo geral, pela pesquisa direta de bacilos em esfregagos de escarros
(Baciloscopia), utilizando a coloragio de Zichl-Neelsen.'?

A baciloscopia apesar de ser uma técnica simples, rapida, especifica e de baixo custo,
apresenta baixa sensibilidade que varia de 22 a 49%. Para obtenc¢do de um resultado positivo
sdo necessarios pelo menos 5x10° bacilos/mililitro de escarro.'*"> Além disso, essa técnica
impossibilita o isolamento da micobactéria, a baciloscopia ndo permite desta forma, a
identificacdo da espécie, nem a avaliagdo do perfil de resisténcia as drogas antituberculosas.
Sendo ainda inadequada para pacientes paucibacilares e nos doentes de AIDS onde a cultura
direcionada para BAAR ¢ sempre recomendada. Enfim, a baciloscopia tem sido utilizada
amplamente como método diagnostico bésico, contudo, observa-se, que embora propicie uma

. e~ . . .. . 16
substancial contribui¢do, seu rendimento diagndstico, em geral, situa-se em torno de 50%.
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Na detecg¢do do M. tuberculosis a cultura em meio de Lowenstein-Jensen € considerada
o padrdo ouro no Brasil, sendo necessério entre 10 a 100 células bacterianas vidveis para obter
um resultado positivo.* '* A sensibilidade desta pode variar de 20 a 90%, dependendo da
quantidade de amostra submetida a cultura e da infra-estrutura do laboratorio no tratamento
prévio de descontaminagdo do material a ser cultivado. Sua principal desvantagem ¢ o longo
tempo necessario (4-8 semanas) para o crescimento de micobactérias em meio solido. Além
disso, os requisitos para a realizagdo de cultura incluem uma infra-estrutura adequada,
incluindo as medidas de biosseguranca e boa capacidade técnica.'”

A utiliza¢do de meio de cultura liquido (7H9 Middlebrook) ¢ uma forma de diminuir o
tempo necessario para o crescimento do bacilo. O Sistema BACTEC 460TB (Becton
Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Baltimore, Maryland, EUA) ¢é amplamente
reconhecido como um método de referéncia para deteccdo das micobactérias, que combina as
vantagens do meio de cultura liquido com semi-automac¢do. No entanto, esse sistema utiliza
radioisdtopos para a detec¢do de crescimento. J& o BACTEC MGIT 960 usa a fluorescéncia
como indicador do crescimento em tubo. Apesar de permitirem rapida deteccdo do
crescimento micobacteriano sd3o equipamentos bastante onerosos e, portanto, dificeis de serem
amplamente utilizados em paises em desenvolvimento.'®

Os medicamentos que podem curar a maioria dos casos de TB estdo disponiveis desde o
final dos anos 40. A eficicia no tratamento pode alcancar até 97% quando aplicado
corretamente o esquema terapéutico selecionado, assegurado a distribui¢do regular das drogas
em sua correta associacdo e utilizada em doses certas e por tempo suficiente para garantir a
cura do doente. Contudo, em 2007, essa doenga ainda ocupou o segundo lugar como causa de
morte por agente infeccioso no Brasil, com 1,77 milhdes de mortes, perdendo apenas para a
AIDS."

O tratamento recomendado pela OMS para casos novos de TB consiste no uso por dois
meses, de isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e pirazinamida (PZA), combinado com uma
quarta droga (estreptomicina ou etambutol); seguido de quatro meses usando INH ¢ RMP.'*%°
Como o tratamento ¢ longo, ¢ as drogas utilizadas possuem importantes efeitos colaterais,
com freqiiéncia o tratamento ¢ interrompido. Quando ocorre alguma falha no tratamento pode
acontecer resisténcia secundéria as drogas antituberculosas e a disseminac¢do de bacilos
resistentes que por sua vez, levam a resisténcia primaria, ou seja, a presenca de M.
tuberculosis resistentes em doentes sem histdria de tratamento prévio.

Na literatura internacional, o conceito de multidroga resisténcia (TB-MDR) ¢ definido

A . . . .. . . .. 21 . .
como resisténcia a rifampicina e a isoniazida.” No Brasil, optou-se por uma defini¢ao
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operacional de TB-MDR e refere-se a qualquer forma clinica da doen¢a na qual o exame
bacteriologico detecta resisténcia in vitro a, pelo menos, RMP, INH e a mais um farmaco
antituberculoso (PZA, estreptomicina, etambutol, pirazinamida e etionamida) preconizados
pelo Programa de Controle da Tuberculose.**?’

A TB-MDR esté afetando todos os paises e atingiu, em 2008, a maior prevaléncia ja
documentada mundialmente na Europa Oriental ¢ Asia Central, onde mais de 20% dos
isolados clinicos de novos casos sdo resistentes a multiplas drogas.”*

No Brasil, a resisténcia aos farmacos antituberculosos esta relacionada principalmente
ao uso irregular de medicamentos, alta taxa de abandono do tratamento por pacientes ainda
com doenga ativa e também por prescri¢des inadequadas.”? Em estudo mundial da resisténcia
as drogas antituberculosas feito pela OMS, em 1997, o Brasil apresentava um indice de
resisténcia primaria de 8,6% a, pelo menos, uma droga e resisténcia secundaria de 14,4%. O
indice de cepas de M. tuberculosis multi-droga resistentes foi de 5,4% para pacientes que ja
haviam recebido tratamento anterior. Ja4 entre os pacientes que ndao haviam recebido
tratamento prévio foi bem menor, 0,9%.20

Até o momento, foram identificadas algumas das caracteristicas constitutivas que
determinam a resisténcia intrinseca das micobactérias aos antibidticos de amplo espectro e das
micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis aos farmacos utilizados no
tratamento da tuberculose. A principal caracteristica ¢ a constitui¢do da parede celular das
micobactérias, de alto conteudo lipidico, que dificulta a penetragao dos antibidticos no interior
do bacilo. Também, alguns receptores e enzimas micobacterianas impedem a agao de beta-
lactdmicos e aminoglicosideos. A resisténcia do M. tuberculosis e de algumas micobactérias
de crescimento rapido aos beta-lactdmicos explica-se também pela presenga de beta-
lactamases constitutivas.”

Quando ha falha no tratamento com os farmacos de primeira escolha, ou seja, quando ha
resisténcia aos antimicobacterianos comuns, as drogas de segunda linha se tornam unica
op¢do (Amicacina, Capreomicina, Ciprofloxacino, Etionamida, Kanamicina, Ofloxacino).
Porém, elas apresentam baixa eficacia, requerem um periodo maior de administragdo (18-24
meses), apresentam maior custo e varios efeitos adversos com baixa taxa de cura
(aproximadamente 60%).%

Rifampicina e isoniazida sdo os farmacos mais potentes utilizados no tratamento da TB,
podendo eliminar mais de 99% dos bacilos nos dois primeiros meses de tratamento. Porém, a
resisténcia a esses farmacos tem aumentado significativamente no mundo, devido a

intervengdo inadequada na mutagdo espontanea do M. tuberculosis. Normalmente a taxa de
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mutacdo espontanea, que resulta na presenca de uma pequena propor¢do de microrganismos
resistentes a determinado farmaco independentemente de uma exposigdo prévia, pode variar
de acordo com a concentragdo e o tipo do firmaco. Numa populagdo selvagem de M.
tuberculosis sdo encontrados mutantes resistentes para isoniazida e para rifampicina na ordem
de 10 ¢ 10™® respectivamente. Esta proporgdo ndo ¢é afetada pela presenca do farmaco, pois
estes ndo sdo mutagénicos, nem induzem o aparecimento de determinada resisténcia.”’
Embora essas mutagdes sejam eventos quantitativamente raros, quando ocorrem em
numerosas populagdes de micobactérias e sobre pressao seletiva pelo uso de um tUnico
farmaco ou abandono do tratamento, podem favorecer ao predominio de cepas resistentes
sobre as sensiveis. Portanto a administra¢do incorreta desses farmacos induz a selecdo de
populagio de bacilos resistentes.”

A pirazinamida, um analogo estrutural da nicotinamida, que € um precursor da Vitamina
B3 (&cido nicotinico, também chamado de niacina), teve sua atividade contra o bacilo da
tuberculose comprovada em 1952, mas somente se tornou um componente importante da
quimioterapia de curta duracdo em meados dos anos 80. Ela atua no microambiente acido do
macrofago (pH 5,5) encontrado na inflamacdo aguda e mata pelo menos 95% dos bacilos
semidormentes durante as duas primeiras semanas de tratamento. Esta atuacdo desempenha
um papel chave na terapia de curta dura¢do, uma vez que nenhuma outra droga utilizada no
tratamento da tuberculose é capaz de agir em ambiente 4cido.”® A atividade de esterilizagio da
PZA permite que o tempo de tratamento seja reduzido de 9 a 12 para 6 meses.”” Apesar de sua
notavel atividade in vivo, a PZA ndo ¢ ativa contra M. tuberculosis nas condi¢des de cultura
normais onde o pH se encontra aproximadamente neutro. O pH do meio ¢ o fator mais
importante na determinagio da atividade da PZA.*

A PZA ¢ um pro-farmaco que requer conversdo a sua forma ativa, o acido pirazinoico
(POA), pela enzima pirazinamidase (PZase), que é codificada pelo gene pncA.***' Embora o
mecanismo de a¢do do POA permanega desconhecido, tem sido sugerido que o acumulo de
POA em pH 4acido, pode interromper o potencial de membrana do bacilo, afetando o
transporte de nutrientes.*’

Muitos grupos de pesquisa t€m identificado varias mutagdes nesse gene que podem
levar a perda de atividade PZase, parecendo ser esse o principal mecanismo de resisténcia a

32-35
essa droga.

Em concordancia a esses achados essa mutagdo também ¢ encontrada em
cepas de M. bovis, que sdo naturalmente resistentes a PZA.*°
As mutagOes associadas a resisténcia PZA in vitro incluem a substituicio de

nucleotideos, inser¢des e delecdes de um ou mais bases, e eliminacdo completa do gene pncA.
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Além disso, alguns autores tém referido a deteccdo de cepas resistentes que mantiveram a

atividade PZase, 73

sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos na
resisténcia a pirazinamida.

Os testes convencionais para deteccao de resisténcia a PZA utilizados rotineiramente
tém um valor limitado, uma vez que o pH baixo, utilizado para avaliar a atividade da droga, ¢
inibidor do crescimento in vitro de M. tuberculosis.’® A necessidade de meio 4cido

proporciona maior dificuldade na realizacdo destes testes que ndo sdo rotineiramente

empregados em muitos laboratdrios.

JUSTIFICATIVA

O diagnostico precoce e a realizagdo do teste de susceptibilidade as drogas de qualquer
doenga infecciosa, inclusive da TB, ¢ de extrema importancia para evitar a evolucdo da
doenga e instituir tratamento precoce e efetivo com o objetivo de conter a transmissdo da
infec¢do para individuos saudaveis. Além disso, devido ao aparecimento de TBMDR e da
extensivamente resistente (TBXMDR) aos medicamentos, existe uma enorme demanda por
métodos novos, rapidos e precisos de deteccdo de susceptibilidade, em particular nos paises
em desenvolvimento.

O método das propor¢des em Lowenstein-Jensen (L-J), comumente usado para detecgao
de susceptibilidade, exige varias semanas para que se tenha um resultado confiavel, tornando
muitas vezes, os resultados clinicamente irrelevantes. Durante a preparagdo, o meio de cultura
¢ submetido a temperatura de 80°C o que pode inativar a droga a ser testada acarretando um
resultado falsamente resistente.

Os testes comercialmente disponiveis, tais como Sistema BACTEC 460 TB e 9000 e
BACTEC MGIT 960 reduzem significativamente o tempo de detec¢do da susceptibilidade,
mas requerem o uso de radiois6topos ou reagentes e equipamentos caros, tornando muitas
vezes invidvel sua implantagdo em alguns laboratorios.

Foram desenvolvidos testes utilizando meios de cultura liquidos como MTT (3-[4.5-
dimethylthiazol-2-yl]-2.5-diphenyltetrazolium bromide), Alamar Blue (MABA), Resazurina
(REMA) e Microdiluicdo em Caldo. Estes testes sdo rapidos e provaram ter boa sensibilidade
e especificidade para a detec¢do de resisténcia a INH e RMP quando comparado com o

método das proporgdes como padrao ouro.
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Dentre esses testes 0 REMA ¢ um método confidvel e simples de ser executado. Este
utiliza a oxi-reducdo da resazurina como indicador colorimétrico para a determinacdo da
resisténcia as drogas e obtengdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Além disso, o
custo do teste varia de acordo com a configuracao e onde ¢ usado, no entanto, possui menor
custo quando comparado com o método das propor¢des. Alem disso, ao contrario dos
métodos moleculares, ndo requer equipamento especifico.

Entretanto, esses estudos ndo utilizaram a PZA para determinagdo da CIM, devido a
dificuldade na utilizacao de meio de cultivo &cido. A acidez do meio exigido para atividade da
droga pode inibir o crescimento da micobactéria. Dessa forma, se faz necessario a avaliagdao
de métodos rapidos e de baixo custo para detecgdo de resisténcia a PZA em Mycobacterium

tuberculosis.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o uso do método em microplaca utilizando Resazurina como agente revelador

(REMA) para deteccao de resisténcia a pirazinamida (PZA) em Mycobacterium tuberculosis.

Objetivos Especificos

Padronizar o teste de susceptibilidade a pirazinamida em microplacas utilizando

resazurina como agente revelador (REMA).

Determinar os valores da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) para pirazinamida em

isolados clinicos de M. tuberculosis sensiveis e resistentes utilizando técnica REMA.

Avaliar a sensibilidade e especificidade da técnica REMA em relagdo a outros testes de

deteccao de resisténcia a PZA.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o uso da técnica em microplaca utilizando Resazurina como agente
revelador (REMA- Resazurin Microtiter Assay) para deteccdo rdpida de resisténcia a
pirazinamida (PZA) em isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis.

Materiais e métodos: Foram estudados 34 isolados clinicos previamente identificados como
M. tuberculosis. O perfil de resisténcia dos isolados a PZA foi previamente determinado pelo
método das propor¢des em Lowenstein-Jensen (L-J) e comparado com o método REMA,
método de microdiluicdo em caldo (MC) e determinacdo da pirazinamidase (PZase).

Resultados: O método REMA forneceu resultados com apenas 8 dias e demonstrou 100% de
especificidade e sensibilidade quando comparado com o método das proporgdes em L-J. O
método MC apesar de também apresentar 100% de sensibilidade e especificidade demanda
maior tempo para leitura dos resultados. A determinacdo da PZase apresentou menor
sensibilidade 87,50% e 100% de especificidade.

Conclusdo: O método REMA mostrou ser um teste reprodutivel, rapido, de baixo custo e
facil de ser executado, que pode ser aplicado para deteccdo de resisténcia a PZA em M.
tuberculosis.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis, resisténcia, pirazinamida, REMA.
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INTRODUCAO

A pirazinamida (PZA), um analogo estrutural da nicotinamida, atua no microambiente
acido do macrofago (pH 5,5) encontrado na inflamagdo aguda e mata pelo menos 95% dos
bacilos semidormentes durante as duas primeiras semanas de tratamento da tuberculose (TB).
Esta atuagcdo desempenha um papel chave na terapia de curta duragdo e permite que o tempo
de tratamento seja reduzido de 9 a 12 para 6 meses.'”

A PZA ¢é um pro-farmaco que requer conversao a sua forma ativa, o acido pirazindico
(POA), pela enzima pirazinamidase (PZase), que ¢ codificada pelo gene pncA.** Embora o
mecanismo de agdo do POA permanega desconhecido, hd sugestdes de que o acimulo de
POA em pH é4cido, possa interromper o potencial de membrana do bacilo, afetando o
transporte de nutrientes.’

Alguns estudos demonstram que varias mutagdes no gene pNCA podem levar a perda de
atividade da PZase, o que parece ser o principal mecanismo de resisténcia a esse farmaco em
Mycobacterium tuberculosis.” Em concordincia a esses achados essa mutagio também ¢é
encontrada em cepas de Mycobacterium bovis, que sio naturalmente resistentes a PZA.'*!
No entanto, alguns autores detectaram M. tuberculosis resistentes que mantiveram a atividade
PZase,*'*"* sugerindo outros mecanismos envolvidos na resisténcia a PZA.

A tuberculose multidroga resistente (TB-MDR) atingiu, em 2008, a maior prevaléncia ja
documentada mundialmente na Europa Oriental e Asia Central, onde mais de 20% dos novos
casos foram resistentes a multiplas drogas.'* Dessa forma, o diagndstico precoce e a
realizacdo do teste de deteccdo de resisténcia as drogas sdo de extrema importancia para evitar
a evolucdo da TB e instituir tratamento precoce e efetivo com o objetivo de conter a
transmissao da infecgao.

O método das propor¢des em Lowenstein-Jensen (L-J), comumente usado para
determinacdo do perfil de resisténcia em M. tuberculosis, exige varias semanas para o
crescimento micobacteriano, tornando muitas vezes, os resultados clinicamente irrelevantes.'
Além disso, a realizacdo desse teste utilizando PZA ¢ dificil, pois a droga ¢é ativa apenas em
pH acido, ambiente que pode proporcionar inibi¢cao de cerca de 50% na contagem de colonias
¢ uma redugdo consideravel no tamanho da colénia em comparagio com o pH neutro.'®

Os testes comercialmente disponiveis, tais como Sistema BACTEC 460 TB e 9000 e
BACTEC MGIT 960 reduzem significativamente o tempo de detec¢do da susceptibilidade,
mas requerem o uso de radiois6topos ou reagentes € equipamentos caros, tornando muitas

o : ~ fe 17
vezes invidvel sua implantacdo em alguns laboratorios.
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No sentindo de desenvolver métodos de deteccdo de resisténcia com menor tempo de
leitura, testes utilizando meios de cultura liquidos vém sendo propostos, como Alamar Blue
(MABA- Microplate Alamar Blue Assay),"® Microdiluigio em Caldo (MC),"” MTT (3-[4.5-
dimethylthiazol-2-yl1]-2.5-diphenyltetrazolium bromide)*”® ¢ Resazurina (REMA-Resazurin
Microtiter Assay Plate)”'. Estes testes sdo rapidos e mostram boa sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de resisténcia a Isoniazida (INH) e Rifampicina (RMP) quando
comparado com o método das propor¢des.*

Dentre esses testes, 0o REMA que utiliza a oxi-reducdo da resazurina como indicador
colorimétrico para a determinacdo da resisténcia as drogas e obten¢do da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM), é um método simples de ser executado e confiavel.*'** Além disso,
este teste apresenta menor custo quando comparado com o método das proporgdes®™ e, ao
contrario dos métodos moleculares, nio requer equipamento especifico.”? Entretanto, estudos
utilizando REMA avaliaram o perfil de resisténcia de isolados de M. tuberculosis apenas
contra INH e RMP, devido a dificuldade na realiza¢ao da técnica com a PZA. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo foi padronizar e avaliar o uso do método em microplaca
utilizando resazurina como agente revelador (REMA) para detecgdo de resisténcia a PZA em

isolados de M. tuberculosis.

MATERIAIS E METODOS

Amostras Bacterianas

Foram utilizadas cepas padrdoes de M. tuberculosis H;;Rv com sensibilidade a INH,
RMP e PZA e M. bovis AN5 com resisténcia & PZA para padronizagdo do método REMA e
para controle de determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) pelos métodos
REMA, Microdilui¢do em Caldo (MC) e das proporgdes. Para a determinagdo da atividade da
PZase foi utilizado cepa Mycobacterium avium ATCC 13950 como controle positivo de
atividade da enzima.

Foram estudados 34 isolados clinicos previamente identificados como Mycobacterium
tuberculosis, provenientes da micobacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia Clinica da
Universidade Estadual de Maringa (DAC/UEM). Dentre esses isolados, oito (8) se mostraram
resistentes e vinte e seis (26) sensiveis a PZA pelo método das propor¢des em Lowenstein-

Jensen (L-J) (Difco Laboratories, Detroit, USA).>
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Determinagdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Os valores da CIM foram determinados utilizando trés métodos: método das propor¢des
em meio solido L-J*, método em microplaca utilizando a Resazurina como agente revelador
(REMA),”" ¢ método de microdiluicio em caldo (MC)". As determinac¢des da CIM de cada
isolado foram realizadas em triplicata para cada método utilizado e definida como a menor
concentragdo de PZA capaz de impedir o crescimento micobacteriano. O ponto de corte
utilizado nas trés metodologias, para considerar um isolado de M. tuberculosis sensivel foi

CIM < 100mg/L.

Meétodo das Proporgdes em Lowenstein Jensen (L-J)

O método das propor¢des em L-J foi realizado como anteriormente descrito por
Cannetti ¢ Grosset™ modificado. Dessa forma, o inoculo bacteriano foi preparado a partir da
dilui¢do 1:100 da suspensdao micobacteriana previamente padronizada com a escala de
McFarland n° 1. Em seguida 100uL da suspensao micobacteriana foi inoculada em meios de
L-J com pH ajustado para pH 5,2 contendo diferentes concentragdes de PZA (12,5 a
3200mg/L). Para cada isolado foram utilizados como controle de crescimento micobacteriano
um tubo com meio de L-J pH 5,2 e outro com pH 6,8. Os tubos foram incubados por 28 dias a
37°C. A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir mais de 99% do

crescimento comparado com o controle em L-J pH 5,2.

Método em microplaca utilizando Resazurina como agente revelador (REMA)

A microplaca de 96 orificios (Kartell, Mildo, [talia) para método REMA foi preparada
segundo Palomino et.al.?' Inicialmente foram distribuidos 200ul de 4gua destilada estéril nos
orificios externos da microplaca, em seguida, utilizando 100ul do meio de cultivo
Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories, Detroit, USA) pH 6,0 suplementado com OADC
(BBL/Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA), foram realizadas dilui¢des seriadas de PZA
(Pirazinamida - Sigma St. Louis, MO, USA) com concentracdes finais de 12,5 a 3200mg/L.
Para cada isolado estudado foi utilizado um orificio contendo 100ul de inoculo
micobacteriano ¢ 100ul de meio de cultivo Middlebrook 7H9 pH 6,0 suplementado com
OADC como controle de crescimento e outro orificio contendo apenas 200ul meio de cultivo
Middlebrook 7H9 como controle de esterilidade.

As suspensdes bacterianas foram preparadas adicionando uma alcada do crescimento
em L-J em tubos contendo 2 mL de meio Middlebrook 7H9 e pérolas de vidro estéreis. O tubo

foi agitado e deixado em repouso por 30 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
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transferido para outro tubo e em seguida, foi realizada comparacdo visual da turvacdo com
escala de McFarland n° 1. Uma vez padronizada a suspensdo bacteriana foi diluida na
proporgao 1:20 em Middlebrook 7H9 pH 6,0 suplementado com OADC.

As microplacas foram inoculadas com 100uL de cada suspensdo bacteriana preparada,
seladas e incubadas a 37°C por 7 dias. Apos esse periodo, foi adicionado 30puL da solugdo de
Resazurina (Acros, New Jersey, USA) 0,01% recém preparada em cada orificio e novamente
incubada a 37°C por 24 horas para leitura visual. A mudan¢a da cor azul para rosa pela
redu¢do da resazurina foi considerada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi
definida como a menor concentra¢do da PZA capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano,
ou visualmente, a menor concentragdo da PZA capaz de impedir a viragem da cor de azul para

rosea.

Método de Microdilui¢cdo em Caldo (MC)

O preparo da microplaca para o método MC foi realizado como descrito por Leite
et.al.."” A suspensdo bacteriana foi padronizada com a escala a de McFarland n°® 0,5 e ento,
diluida 1:100 em Middlebrook 7H9 pH 6,0 suplementado com OADC.

Cada orificio contendo as concentracdes de PZA (3200mg/L a 12,5mg/L) foram
inoculadas com 5pL da suspensdo bacteriana diluida, seladas e incubadas a 37°C. A leitura foi
realizada por observacdo visual de crescimento micobacteriano caracteristico pela formacao

de um botdo no fundo dos orificios da microplaca com 14, 20 e 28 dias.

Determinacéo da Pirazinamidase (PZase)

A atividade da PZase foi avaliada pelo método desenvolvido por Wayne®® e modificado
por Morlock et. al..*” Uma algada do crescimento bacteriano de trés semanas em L-J de cada
isolado clinico de M. tuberculosis foi semeada em duplicada na superficie do meio Dubos
broth (Difco Laboratories, Detroit, USA) e incubados a 37°C.

Um tubo inoculado com M. avium e um tubo contendo meio de cultivo Dubos broth
com 100ug acido pirazinodico (2-Pyrazinecarboxylic acid, Aldrich Chemical Company, Inc.,
Milwaukie, USA) foram incluidos como controle positivo para PZase. E como controle
negativo foi utilizado apenas o meio de cultivo Dubos broth sem ser inoculado.

Um primeiro tubo de cada isolado e dos controles foi revelado apds 7 dias de incubagdo
e o segundo apos 14 dias. Para tal, 1 mL de solucdo de sulfato ferroso amoniacal 1%

(Quimibras Industrias Quimicas S. A., Rio de Janeiro) foi adicionado ao meios de cultura e
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deixados a temperatura ambiente por uma hora. O isolado foi considerado positivo para

atividade de PZase quando uma banda rosa difusa foi observada na superficie do meio.

Sequenciamento do gene pncA
O seqiienciamento de um segmento de 1200 pares de bases da fase aberta de leitura do
gene pncA incluindo sua regido regulatoria foi realizado previamente por Barco et.al.® em

ABI Prism3100 DNA analyser (Applied Biosystems Ins., Foster City, CA, USA).

Analise Estatistica
Os dados foram analisados pelo teste qui-quadrado com intervalo de confianca de 95%.
Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significantes utilizando o software

Epilnfo Versao 3.3.2.

RESULTADOS

As cepas padroes de M. tuberculosis Hs;;Rv e M. bovis AN5 mostraram resultados
concordantes com o esperado, ou seja, a primeira apresentou sensibilidade a INH, RMP e
PZA e a segunda, resisténcia a PZA pelas quatro metodologias empregadas.

Os resultados das CIM para PZA, atividade da PZase e caracteristicas moleculares dos
oito isolados de M. tuberculosis resistentes estudados estdo mostrados na Tabela 1. Dois
isolados de M. tuberculosis (1137 e 3224) nao apresentaram crescimento pelo método MC
sendo que o ultimo apresentou atividade da enzima PZase ¢ ndo apresentaram mutagdo no
gene PNCA e em sua regido regulatoria. Os resultados das CIM para PZA e atividade da PZase
dos 26 isolados M. tuberculosis sensiveis estdo mostrados na Tabela 2.

Entre os 34 isolados, oito (23,53%) se mostraram resistentes ¢ 26 (76,47%) sensiveis a
PZA, quando utilizado o método REMA ¢ o das proporgdes em L-J. Quando utilizado o
método MC, 2 isolados considerados resistentes pelos métodos acima ndo apresentaram
crescimento, sendo os restantes, 6 isolados (17,64%) resistentes e 26 (76,47%) sensiveis a
PZA. Entretanto, quando utilizado o método de determinagdo da atividade da PZase o
resultado encontrado foi de 7 (20,59%) isolados com auséncia da atividade da enzima, sendo
supostamente resistentes e 27 (79,41%) isolados com atividade da enzima, sendo

supostamente sensiveis.
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O tempo necessario para detecgdo indireta de resisténcia a PZA foi de oito dias quando
utilizado o método REMA, 20 dias pelo método MC, 28 dias pelo método das proporcdes em
L-J e sete dias pelo método de determinacdo da PZase.

Utilizando o método das propor¢des como padrao ouro, o desempenho dos outros trés
métodos de detec¢do de resisténcia a PZA foi determinado (Tabela 3). A sensibilidade e
especificidade do método REMA e do método MC foram de 100% e para o método de
determinagdo da PZase 87,50% e 100% respectivamente.

Quando utilizado o Teste Qui-Quadrado, comparando os métodos em estudo com o das
proporgdes, obteve-se valor de p= 1 para o método REMA e MC, e p= 0,999 para o método
de determinacdo da PZase, determinando, dessa forma, que ndo héa diferenca significativa

entre os métodos rapidos de detec¢do da CIM para PZA e o método das proporgdes.

DISCUSSAO

A deteccdo precoce da resisténcia aos farmacos € muito importante para o controle da
tuberculose e para o inicio do tratamento adequado.”’ Atrasos na detec¢do de resisténcia aos
farmacos provaram ser fatal em pacientes com TB-MDR e em individuos co-infectados com
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), por isso o teste de susceptibilidade as drogas ¢ um
componente essencial do tratamento diretamente observado (DOTS).” No entanto, o método
das propor¢des em L-J, rotineiramente utilizado no Brasil para deteccdo de resisténcia aos
farmacos antituberculosos ¢ trabalhoso, demanda tempo para obteng¢do dos resultados, além
de possuir baixa reprodutibilidade em pH 4acido, necessario para realizacdo do teste de
sensibilidade contendo PZA..'®

Quando se estuda um novo método de diagnostico ou de deteccdo de resisténcia, o
desempenho do método utilizado em comparacdo com o padrao ouro ¢ um parametro crucial.
No entanto, o0 método das proporgdes em L-J, adotado como padrao ouro no Brasil, parece ser
um método subjetivo para deteccao de resisténcia a PZA devido a dificuldade na realizacao da
técnica com a PZA e devido a dificuldade de crescimento da micobactéria em pH acido, o que
evidencia a necessidade da padronizacdo de um método de deteccdo de resisténcia a PZA
mais confiavel e de facil execugao.

21,3031
P

Assim como ja relatado em estudos prévios com INH ¢ RM os resultados

obtidos, no presente estudo, utilizando o método REMA para detec¢do de resisténcia a PZA

foram concordantes quando comparados com o método das propor¢des em L-J, com 100% de

2
I 3

sensibilidade e especificidade. Nateche et.al”” quando realizaram essa comparacdo para
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deteccao de resisténcia a INH e RIF obtiveram sensibilidade de 100% e especificidade de 98,3
e 99,2 % respectivamente, ja4 Rivoire et.al.”* obtiveram 89% de sensibilidade ¢ 100% de
especificidade quando utilizaram REMA para deteccao de resisténcia 8 RMP.

Além de demonstrar alta especificidade e sensibilidade deve ainda ser ressaltado que, os
resultados obtidos pelo método REMA foram concluidos em apenas oito dias. Dessa forma,
os dados a respeito da resisténcia a PZA, que ¢ um fadrmaco de primeira escolha para o
tratamento da TB, estardo disponiveis muito mais cedo em comparagdo com o método
rotineiramente utilizado. Esta deteccao de resisténcia a PZA de forma mais rapida contribuira
para o inicio do tratamento imediato e menor disseminacdo da TB resistente.

Outra vantagem da utilizagdo do método REMA para detec¢do de resisténcia a PZA ¢
sua facilidade de leitura. Taneja e Tyagi’> compararam os resultados obtidos na metodologia
REMA para deteccdo de resisténcia a INH, RMP, etambutol (EMB), entre outros, por leitura
visual e fluorimétrica e encontraram total concordancia entre as duas formas de leitura. Isto
confirma essa vantagem do método REMA, ja& que ndo se faz necessario o uso de nenhum
equipamento sofisticado, o que diminui, dessa forma, o custo do ensaio e o risco de formagao
de aerossois durante a manipulagdo das microplacas para leitura em fluorimetro.

Considerando o ponto de corte para PZA adotado em trabalhos anteriores™® como
100mg/L.  observou-se em nosso estudo que o método REMA permitiu uma féacil
discriminagdo de resisténcia para todos os isolados de M. tuberculosis estudados. No entanto,
o presente estudo foi realizado somente com oito isolados resistentes a PZA e todos
apresentaram CIM maior ou igual a 800mg/L pelo método das propor¢cdes e MC. Dessa
forma, ressaltamos a necessidade de estudos adicionais com isolados de M. tuberculosis
resistentes @ PZA com valores de CIM menores para melhor avaliagdo da utilidade do método
REMA para detecgdo de baixa resisténcia a PZA em isolados clinicos de M. tuberculosis.

O método REMA ¢ semelhante ao método MABA'® que utiliza o Alamar Blue como
agente revelador. Ambos os métodos apresentam fécil interpretacao dos resultados e excelente
correlagio com o método das proporgdes®’. Estudos prévios® avaliaram o0 MABA como um
candidato para a determinagdo rapida de resisténcia a PZA em M. tuberculosis. Porém, a
resazurina possui menor custo, o que possibilita seu facil acesso em laboratorios de paises em
desenvolvimento.

Uma preocupacdo necessaria na realizagdo do método REMA ¢ a adequada
manipulagdo segundo normas de biosseguranca e adequada utilizacdo de controles de
esterilidade a fim de minimizar possiveis contaminagdes comuns quando se utiliza

: : C L2122
microplacas e meio de cultura liquido.”™
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No estudo realizado por Jadaum et.al.”® para determinagdo da CIM para EMB pelo
método REMA, em isolados de M. avium foram observadas diferencas significativas nos
valores da CIM quando utilizado meio de cultivo s6lido e liquido. Essa diferenga ¢ atribuida
aos niveis de absorcdo e degradacdo do farmaco em meio so6lido, durante o processo de
coagulacdo do meio de cultivo bem como durante seu tempo de incubacdo, e o maior contato
da droga com o crescimento bacteriano em meio de cultivo liquido. Porém, essa diferenca s6
foi observada em nosso estudo, quando da comparacdo do método MC com o das proporgdes
em alguns isolados estudados.

Assim como avaliado por Leite et.al."”, o método MC em nosso estudo mostrou bons
resultados quanto a sensibilidade e especificidade para detec¢do de resisténcia a PZA. Os
valores das CIM para PZA foram menores na maioria dos isolados de M. tuberculosis
estudados, quando comparados com o método das propor¢des em meio sélido L-J, o que pode
ser justificado pela dificuldade de leitura do MC, inoculo menor e também pelo maior contato

da micobactéria com o farmaco como argiiido por Jardaum et.al.*

em determinagdo da
resisténcia a etambutol em M. avium, utilizando o método REMA. Outra desvantagem
observada em nosso estudo, quando da utilizagdo do método MC para determinagdo de
sensibilidade a PZA foi o tempo necessario de incubacdo para realizacdo da leitura, que em
média foi de 20 dias.

A relagdo entre a falta de atividade da PZase com a resisténcia a PZA ja é bem
conhecida, o que sugere o uso do método de determinacdo da atividade da enzima como
teste de susceptibilidade a PZA.** Como esperado, a cepa padrio H37Rv e os isolados
clinicos de M. tuberculosis, caracterizados como sensiveis a PZA pelo método das
proporgdes, apresentaram resultado positivo para atividade da enzima PZase, ou seja, eles
possuem a capacidade de hidrolisar a PZA produzindo o seu metabélito ativo, o Acido
Pirazindico. A maioria dos isolados clinicos de M. tuberculosis caracterizados como
resistentes (87,5%) apresentaram, também como esperado, resultado negativo para atividade
da PZase. A excegdo ocorreu em apenas um isolado, que apesar do fenotipo de resisténcia a
PZA pelos métodos REMA e das propor¢des em L-J, apresentou resultado positivo para
atividade da enzima PZase. Este isolado ndo apresentou nenhuma mutacdo na sua regiao
codificadora, bem como em sua regido regulatoria,”® o que justifica a presenca de atividade da
enzima. Vale ressaltar ainda, que outros mecanismos, que ndo mutagdes no gene pPNcA, ja sao
levados em consideragdo pois, como encontrado em nosso estudo, este isolado resistente

8,9,11,35

apresentou atividade da PZase e de acordo com alguns estudos isto provavelmente

ocorra devido a altera¢des na captacdo de PZA pelo aumento do efluxo do farmaco ativo.
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A grande utilidade do ensaio para detec¢do da PZase reside na rapidez, facilidade e alta
especificidade, como observado no presente estudo (100%), e em outros relatos.***® A
sensibilidade encontrada de 87,50%, é semelhante a anteriormente relatadas 82,85%, 83% e
79% por Singh et.al.,** Krishnamurthy et.al.*® e Davies et.al.”’, respectivamente.

No presente estudo, a maioria dos isolados resistentes a PZA (87,5%) apresentaram
mutagdes em seu gene PNCA o que determina a perda de atividade da PZase, corretamente
observado no teste de determinacdo da atividade da PZase. A analise do seqiienciamento do
gene pncA fornece informagdes rapidas e uteis sobre a resisténcia a PZA, como observado em
alguns estudos™” em que a maioria dos isolados de M. tuberculosis resistentes apresentaram
mutagdes nesse gene. No entanto, os equipamentos e reagentes utilizados nessa metodologia
sdo de alto custo e nem sempre de facil acesso, o que dificulta a realizagdo rotineira dessa
técnica em paises em desenvolvimento onde os indices de TB sdo maiores.

Embora a pequena quantidade de isolados resistentes avaliados neste estudo, o método
REMA demonstrou ser um teste reprodutivel, rapido, de baixo custo, facil de ser executado,
ndo necessita de equipamentos especiais e pode ser aplicado para detec¢do rapida de
resisténcia a PZA em M. tuberculosis principalmente em paises com elevada prevaléncia de

TB ¢ instalagOes laboratoriais limitadas.
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Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima para pirazinamida, atividade da PZase,
perfil genotipico e mutacdes no gene pncA de isolados resistentes de M. tuberculosis e
cepas controles M. tuberculosis H37Rv e M. bovis AN5

CIM PZA (mg/L) Mutagdes em pncA
Isolado PZase
REMA MC L-J N AA
H37Rv 100 12,5 100 + SM SM

G169C HS57N
T464G V155e
A287C K96T

ANS >3200 >3200 >3200
3614 >3200 1600 1600
69A >3200 >3200 >3200

15109 >3200 800 1600 - T490 S164P
1137 >3200 n/c 800 - T359G L120R
73A >3200 800 1600 - T175C S59P
3224 >3200 n/c 800 + SM SM
71A >3200 800 1600 - AllG NA
5505 >3200 >3200 >3200 - Delecio Total

Onde: N-mudangas de nucleotideo no gene pncA, AA-mudancas de aminoacidos
na proteina Pirazinamidase, n/c-sem crescimento, *-nao foi realizado, SM- sem
muta¢ao, NA-nenhuma alteragao.



Tabela 2. Concentracéo Inibitéria Minima para pirazinamida e atividade da PZase de
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isolados sensiveis de M. tuberculosis e cepas controles M. tuberculosis H37Rv e M. bovis

AN5
CIM PZA (mg/L)
Isolado PZase
REMA MC L-J

H37Rv 100 12,5 100 +
ANS5 >3200 >3200 >3200 -
36 100 25 100 +
742 <12,5 <125 100 +
1264 100 100 100 +
1118 100 100 12,5 +
23657 100 25 100 +
Is 100 <12,5 100 +
3s 100 <12,5 100 +
4s 50 50 100 +
5s 100 <12,5 100 +
7s 100 <12,5 100 +
9s <12,5 <125 25 +
10s 100 <12,5 100 +
13s 100 <12,5 100 +
14s <12,5 <125 100 +
16s 100 <12,5 100 +
TB 19 100 <12,5 100 +
TB 27 100 <12,5 100 +
TB 40 100 50 50 +
TB 43 <12,5 <125 100 +
TB 46 100 25 100 +
TB 49 <12,5 <125 100 +
TB 54 <12,5 <125 100 +
TB 57 100 <12,5 100 +
TB 71 100 <12,5 100 +
TB 80 100 <12,5 100 +
Mga0l 100 <12,5 100 +




Tabela 3. Desempenho dos métodos REMA, MC e PZase

% (n) *
REMA MC PZasc
Sensibilidade 100 (3434) 100 (32/32) 87,50 (33/34)
Especificidade 100 (34/34) 100 (32/32) 100 (33/33)
Valor Preditivo 100 (8/8) 100 (6/6) 100 (8/8)

Positivo (VPP)

Valor Preditivo
Negativo (VPN)

Valor de p 1 1 0,9999

100 (26/26) 100 (26/26) 96,29 (27/26)

Onde: * Valores em parénteses sdo os numeros de isolados; o primeiro
representa o nimero de isolados detectados em cada pardmetro e o segundo
representa o total de isolados de M. tuberculosis estudados.

Obs: os isolados que ndo apresentaram crescimento pelo método MC nao
foram consideradas para os calculos estatisticos.
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

Embora a pequena quantidade de isolados resistentes avaliados, este estudo demonstrou
que o método REMA parece ser um teste reprodutivel, rapido, de baixo custo, facil de ser
executado, ndo necessita de equipamentos especiais e pode ser aplicada para deteccdo de
resisténcia a PZA em M. tuberculosis principalmente em paises com elevada prevaléncia de

TB ¢ instalagOes laboratoriais limitadas.

A rapida e facil detec¢do de resisténcia a PZA contribuird para o inicio do tratamento

imediato e menor disseminacao da TB resistente.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante da atual situacdo da TB no mundo fica evidente a necessidade do diagndstico
precoce e da realizagdo do teste de susceptibilidade aos fArmacos utilizados em seu tratamento
a fim de evitar a evolucdo da doenca e instituir tratamento precoce e efetivo com o objetivo de

conter a transmissao da infec¢ao.

Além disso, devido ao aparecimento de TB resistente aos medicamentos, existe uma
enorme demanda por métodos novos, rapidos e precisos de deteccdo de resisténcia, em

particular nos paises em desenvolvimento.

Para confirmagdo do método em microplaca utilizando resazurina proposto como
método de rapida detecgdo de resisténcia a PZA em M. tuberculosis, estudos adicionais com

maior numero de isolados clinicos resistentes a8 PZA serdo conduzidos futuramente.



