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RESUMO

A tuberculose (TB), atualmente continua sendo um importante problema de
saude publica, pois se encontra entre as principais doencas infecciosas mundiais.
Portanto, a deteccdo precoce de resisténcia aos medicamentos utilizados no
tratamento da TB, representa um desafio aos Programas de Controle de
Tuberculose (PCT), pois, a maioria dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos
necessita do isolamento do bacilo em meio de cultivo, e os métodos convencionais
demandam tempo, portanto atualmente algumas pesquisas propdem como
alternativa o método de reducgéo de nitrato a nitrito, pois a importancia cientifica do
método de reducdo de nitrato (MRN) esta em sua rapidez, e na comprovada
capacidade na deteccdo de cepas resistentes em varias regiées do mundo, entao,
além de rapido é de facil execucgdo, e ndo necessita de equipamentos especificos. O
presente estudo, tem como objetivo comparar a eficacia dos testes frente aos
meétodos convencionais disponiveis hoje no mercado. Foram utilizadas 35 amostras
de escarro e escarro induzido dos pacientes com culturas positivas para
Mycobacterium tuberculosis do laboratdrio de micobactérias do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, no ano de 2018. Baseado nos
resultados obtidos, o kit sire nitratase representa uma excelente alternativa de
diagnéstico precoce frente as drogas tuberculostaticas para laboratérios de recursos
limitados, pois libera os resultados de mais rapidamente, e a leitura é de facil

realizacdo e compreensao.

Palavra Chave: Tuberculose. Teste de sensibilidade. Reducé&o de nitrato.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB), € uma doenca infecciosa que ha muito tempo acomete
humanos. Existem relatos histéricos que mostram TB em 0ssos humanos
encontrados na Alemanha, datados de 8.000 anos antes de Cristo (ac), e relatos de
TB encontrados na coluna vertebral e ossos de esqueletos egipcios, datados de
2.500 ac. E causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, ou bacilo de Koch (BK)
identificado em 1882, por Robert Koch. Ele afeta tipicamente pulmdes (TB
pulmonar), mas também pode afetar outros locais (TB extrapulmonar).

A doenca pode ser transmitida quando as pessoas com a doenca pulmonar
ao tossir, expelem as bactérias através de aerossois. Estima-se que uma proporcao
relativamente pequena (5-10%) das pessoas infectadas (1,7 bilhdo) pelo M.
tuberculosis desenvolvera a doenca da TB durante seu tempo de vida. No entanto, a
probabilidade de desenvolver a tuberculose é muito maior entre as pessoas
infectadas com o HIV; também é maior entre as pessoas afetadas por fatores de
risco como desnutricao, diabetes, tabagismo e consumo de &lcool.

A tuberculose continua sendo um importante problema de saude publica no
mundo, entdo, para viabilizar essa resposta global, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) aprovou, na Assembleia Mundial da Saude de 2014, a Estratégia End TB
(pelo Fim da Tuberculose), que propde uma mudanca radical de paradigma na luta
contra a TB, com o objetivo de eliminar a doenca como problema de saude publica:
reduzir em 90% os casos de TB, e reduzir em 95% as mortes por TB até 2035, em
comparacao a 2015, eliminando também o impacto econémico para as familias
afetadas pela doenca estratégia. (BARREIRA, 2018).

Centenas de milhares de casos de tuberculose Multidroga resistente
(MDR/TB) foram detectados e notificados em 2017. A resisténcia antimicrobiana
representa agora uma séria ameaca a saude publica e a estabilidade econémica
mundial. Estima-se, que um terco de todas as mortes associadas resisténcia
antimicrobiana € agora causada por tuberculose multirresistente (MDR) O sucesso
do tratamento continua baixo, com 55% mundialmente. Exemplos de paises de alta

carga da doenca em que melhores taxas de sucesso do tratamento estdo sendo



alcancadas incluem Bangladesh, Etidpia, Cazaquistdo, Mianmar e Vietna (todos com
taxas superiores a 70%). Fechar as lacunas na deteccado e tratamento requer muito
maior cobertura aos testes de sensibilidade a medicamentos entre pessoas
diagnosticadas com TB, reduzindo o subdiagnéstico da TB. Isolados de M.
tuberculosis resistentes a drogas continuam a emergir e se espalhar devido as
inadequacgdes nos programas nacionais de tuberculose. Em 2016, estima-se que
490.000 pessoas desenvolveram Tuberculose MDR, e um adicional de 110.000
pessoas desenvolveram tuberculose resistente a rifampicina. Estima-se que apenas
até 50% dos pacientes com MDR as tuberculoses séo curadas.

Além do efeito econdmico sobre os sistemas de salde, a tuberculose afeta
predominantemente as pessoas de idade ativa e, por conseguinte, tem um impacto
consideravel a economia mundial. Nas taxas atuais de progresso, estima-se que 161
milhdes de casos de tuberculose diagnosticada e 28 milhbes de mortes ocorrerao
antes 2030. (HERBERT et al., 2018).

A deteccdo precisa da tuberculose é essencial para orientar o tratamento,
ainda que as taxas de deteccao e notificacdo de casos sejam baixas, com 40% dos
casos incidentes estimados ndo sendo identificados e relatados. O subdiagndstico
permanece um problema, particularmente em paises onde o0s pacientes com
barreiras geograficas e socioeconémicas substanciais tenham dificuldades para
acessar os cuidados de saude. Na maioria dos paises com alta incidéncia de
tuberculose a deteccdo de casos depende de os pacientes relatarem sintomas a
uma unidade de saude. Atrasos no acesso a tratamento efetivo proporciona maior
oportunidade de transmissdo e continuacdo da epidemia. Acesso a testes para
resisténcia a medicamento medicamentos continua inadequada. Em 2016, apenas
33% dos pacientes com tuberculose bacteriologicamente confirmada que nao foi
Previamente tratados foram testados quanto a resisténcia a rifampicina, enquanto
60% dos pacientes que receberam previamente tratamento antituberculose por pelo
menos 1 més, e que foram considerados em maior risco de resisténcia, foram
testados.

E necessaria uma acdo urgente para melhorar a cobertura e qualidade do

diagnoéstico, tratamento e cuidados para pessoas com TB resistente aos
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medicamentos. Existem diferentes procedimentos laboratoriais que possibilitam o
diagndstico da tuberculose. Os testes diagnésticos incluem:

Testes moleculares rapidos - O Unico teste rapido para diagndstico de TB
atualmente recomendado pela OMS é o teste Xpert® MTB / RIF (Cepheid, EUA).
Pode fornecer resultados dentro de 2 horas, e foi inicialmente recomendado (em
2010) para diagnostico de TB pulmonar em adultos, também foi recomendado para
diagnosticar formas especificas de TB extrapulmonar. O teste tem muito melhor
precisao do que a microscopia de baciloscopia de escarro.

Microscopia de baciloscopia de escarro - Desenvolvido ha mais de 100
anos, essa técnica exige o exame de amostras de expectoracdo usando um
microscopio para determinar a presenca de Bacilos Alcool - Acido resistentes,
através de coloracdo de Ziehl-Neelsen, Kunyon ou fluorescente. Também usados
para outras amostras bioldgicas.

Métodos baseados na cultura - Estes formam o padréo de referéncia atual;
eles exigem mais capacidade laboratorial desenvolvida e pode demorar até 12
semanas para fornecer resultados. Eles podem ser sélidos, liquidos, bifasicos e
automatizados. Os meios sdlidos mais utilizados sdo Lowenstein-Jensen e Ogawa-
Kudoh. J& entre os liquidos se encontram Middlebrook 7H9 e Middlebrook 7H9
modificado, e os bifasicos estd o sistema Septi-Check. (MURRAY; ROSENTHAL; A
PFALLER, 2017).

Mundialmente, o uso de testes moleculares rapidos estda aumentando, e
muitos paises estdo eliminando o uso de baciloscopia para fins de diagnéstico
(embora a microscopia e a cultura permanecam necessario para o0 monitoramento do
tratamento).

A sensibilidade do M. tuberculosis as drogas pode ser avaliada pelo método
das concentracdes absolutas, método da razdo de resisténcia e o método das
proporcdes. Esses sdo considerados os métodos classicos ou convencionais para
Teste de Sensibilidade de M. tuberculosis. Atualmente, para algumas espécies de
micobactérias, a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) da droga é o

método recomendado. Assim como para a cultura, existem 0s sistemas comerciais
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automatizados para realizar o Teste de Sensibilidade utilizando meios de cultura
liquidos.

Também existem testes moleculares para TB que s&o resistentes aos
medicamentos anti-TB de primeira e segunda linha.

Dentre os métodos moleculares, podemos citar: Xpert MTB / RIF, que
simultaneamente testa para TB e resisténcia a rifampicina (0 mais efetivo
medicamento anti-TB de primeira linha); ensaios de sonda de linha rapida (LIPAS)
gue testam a resisténcia a rifampicina e isoniazida (ex: GENOTYPE MTBDR PLUS)
e também que testa a resisténcia as fluoroquinolonas e medicamentos anti-TB
injetaveis (GENOTYPE MTBDR SL), e também tecnologias de sequenciamento
DNA.

Para métodos fenotipicos, podemos citar BD BACTEC MGIT 960-SIRE-Kit,
método ndo radioativo e qualitativo rapido. O teste baseia-se no crescimento de
isolados de micobactérias, previamente identificadas, num tubo contendo farmaco
numa concentracdo pré-definida com a estabelecida para a terapéutica, que é
comparado com um tubo isento de farmaco. A andlise da fluorescéncia no tubo
contendo farmaco, comparativamente com a fluorescéncia presente no tubo controle
de crescimento, é usada pelo instrumento para determinar os resultados da
sensibilidade. (NUNES, 2016).

Método das proporcdes, descrito por Canetti, Rist e Grosset em 1963 (teste
padrdo) e em 1969 (teste simplificado). A verséo simplificada do teste, com apenas
uma concentracao da droga, € a mais utilizada. Consiste em detectar a proporcao de
bacilos resistentes contidos em uma amostra de M. tuberculosis, frente a uma
concentracdo da droga que € capaz de inibir o desenvolvimento das células
sensiveis, mas ndo o das células resistentes — “concentragao critica”. Para cada
droga foi definida uma propor¢cdo de mutantes resistentes em uma populacao
bacilar, igual ou acima da qual a amostra € considerada resistente — “proporgao
critica”.

Algumas pesquisas atualmente propdéem como alternativa o método de
reducdo de nitrato a nitrito, que tem como base, o fato que durante o crescimento o
M. tuberculosis utiliza o nitrato transformando em nitrito, isso € revelado no meio

com a mudancga de cor. Esse método consegue liberar resultados mais rapidos
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quando comparado com o método das proporcdes, disponibilizando os resultados
entre 7 a 14 dias. A importancia cientifica do teste estd em sua rapidez e na

comprovada acuidade na deteccéo de cepas resistentes. (SHIKAMA et al., 2009).

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Analisar o desempenho do teste Nitrato Redutase para o diagnostico precoce
de resisténcia as drogas tuberculostaticas, através da comparacao de resultados de
diferentes técnicas genotipicas e fenotipicas obtidos do sistema interno do Hospital

das Clinicas de Ribeirdo Preto.

2.2 Objetivos especificos

Analisar os isolados de MTB sensiveis, resistentes e multirresistente dos
pacientes atendidos pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto- USP.

Analisar o desempenho das técnicas fenotipicas e genotipicas para o
diagndstico quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

Comparar o desempenho do teste fenotipico Nitrato Redutase frente aos

outros métodos de deteccdo de sensibilidade as drogas tuberculostaticas
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de estudo

Refere-se a um estudo do tipo experimental, onde inicialmente foram
separadas 35 cepas de MTB isolados de amostras de escarro de pacientes
atendidos pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
periodo de 2018. Em seguida, essas cepas foram para ressemeadas em meio de
cultura Lowenstein Jensen para obtencédo de colénias em fase log de crescimento
(média 21 dias) para realizacdo da técnica, na qual propde se comparar a
efetividade do método Nitrato Redutase com os resultados obtidos pelos métodos
GeneXpert, Genotype MTBDRplus e MGIT SIRE.

3.2 Processamento das amostras

As amostras clinicas estudadas foram originadas da investigacao médica de
pacientes com provavel doenca pulmonar e que foram enviadas ao laboratério de
micobactérias para pesquisa direta e cultivo de micobactérias. Todos 0s casos eram
oriundos de pacientes atendidos nos ambulatérios e/ou enfermarias do Hospital das
Clinicas de Ribeiréo Preto (FMRP — USP).

3.2.1. Baciloscopia direta

Em amostras de escarro e escarro induzido, a baciloscopia é realizada em
uma lamina limpa, seca e sem gordura, onde com o auxilio de um palito de madeira
se retira uma particula mais purulenta de uma amostra e a deposita na lamina, em
seguida, a amostra € distendida até o extremo oposto da lamina com movimentos de
vai e vem em cima da amostra até obter um esfregaco homogéneo que cubra dois
tercos da lamina, sem deixar espagos vazios. Por fim, é feita a coloracdo pelo
meétodo de Ziehl Neelsen, no qual as laminas sdo colocadas em um suporte, sem

encostar umas nas outras e com o esfregaco voltado para cima, e em seguida séao
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cobertas com fucsina fenicada a 0,3% (previamente filtrada para evitar os cristais
formados devido ao repouso do corante), em seguida, na ponta de uma haste de
metal com um chumaco de algoddo embebido em alcool etilico, colocar fogo no
algodao e passar a chama lentamente sob as laminas até que ocorra a emissao de
vapores, a partir dai, contar 5 minutos e passar a chama sob laminas mais duas
vezes durante esse tempo. Abrir devagar a torneira até obter um filete de agua
corrente para lavar as laminas, deixar o filete de agua cair em cima do namero de
cada lamina, para que escorra suavemente sobre o esfregaco até eliminar todo o
corante, em seguida, cobrir completamente cada lamina com a solu¢do descorante
de &lcool-4cido a 3%, e esperar 2 minutos, enxaguar em agua corrente para eliminar
o alcool-acido, por fim, cobrir o esfregaco de cada uma das laminas com o azul de
metileno a 0,3% (previamente filtrado) e aguardar durante 3 minutos, enxaguar pela
ultima vez o esfregaco até eliminar todo o corante e colocar as laminas para secar

em pé sobre papel absorvente.

3.2.2. Cultura

Apos a confeccdo da lamina para a baciloscopia, as amostras sao
transferidas para um tubo de polietiieno graduado e estéril e passam por um
processo de descontaminacao pelo método de Petroff, onde se usa uma solucdo de
hidroxido de sédio (NaOH) a 4% com indicador de vermelho de fenol, como agente
de descontaminacao e fluidificacdo, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, dobra-
se o0 volume da amostra, em seguida, a amostra é vortexeada até formar uma
mistura homogénea e incubada em estufa a 35°C por 15 minutos, depois é
centrifugada por mais 15 minutos a 3000 RPM. Apés ser retirada da centrifuga, €
desprezado o sobrenadante e o sedimento é ressuspendido, entdo é gotejada uma
solucéo de acido cloridrico a 4% até que seja visivel a viragem de cor de rosa para
amarelo, por ultimo é feita a neutralizacdo com uma solucdo contendo concentracao
menor de NaOH, vermelho de fenol e sulfato de aluminio e potassio, até a viragem

de cor de amarelo para rosa. Entdo, é transferido 500uL da amostra, ja
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descontaminada, para 0 meio de cultura liquido Middlebrook 7H9, previamente
suplementado com MGIT™ PANTA contendo nutrientes para auxiliar o crescimento,
e antibidticos para evitar o crescimento de contaminantes, sendo este incubado no
sistema BBL™ MGIT™960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube, Becton &
Dickinson®).

O restante da amostra descontaminada € reservada para o Teste Rapido

Molecular - GeneXpert.

3.2.3 Teste Rapido Molecular (TRM) Genexpert

O GeneXpert MTB/RIF, teste rapido molecular para tuberculose (TRM-TB) é
um teste automatizado, simples, rapido e de facil execucdo nos laboratérios. O teste
detecta simultaneamente o Mycobacterium tuberculosis e a resisténcia a rifampicina
(RIF) em aproximadamente 2 horas. O TRM-TB utiliza a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para extracdo, amplificacdo e deteccéo
do DNA do M. tuberculosis e triagem de cepas resistentes a rifampicina. O teste é
executado com risco minimo de contaminacdo, podendo ser realizado em
laboratérios com condi¢cbes béasicas de biosseguranca. E um equipamento
composto por médulos com cartuchos individuais de uso Unico onde se coloca uma
aliguota de amostra para a deteccdo de moléculas por reacdo em cadeia da
polimerase. O sistema pode fazer diagndstico rapido de varias doencas infecciosas
ou oncoldgicas, mas no Brasil estd sendo usado para a deteccao da TB utilizando o
cartucho de Xpert MTB/RIF. O equipamento, que conta com computador e software
proprios, fornece o resultado em aproximadamente 105 minutos, mas requer rede
elétrica estavel para o seu funcionamento e acondicionamento dos cartuchos em
ambiente refrigerado entre 2° e 28°C. Dados de acuracia do novo teste
demonstraram uma sensibilidade de 89% (1C95%: 85%; 92%) e especificidade de
99% (1C95%: 98%; 99%) em substituicdo a baciloscopia de primeira amostra para a
detecgcédo de TB. Material insuficiente (escarro) ou inadequado (presenca de saliva)

séo problemas observados durante a sua realizacao.
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A realizacdo do teste rapido molecular no laboratério de micobactérias do
HCFMRP, ocorre em pelo menos uma amostra de escarro por paciente com
suspeita de tuberculose.

Apoés descontaminacdo da amostra para cultura, € reservada uma aliquota de
no minimo 1,0 ml do sedimento descontaminado e, a partir deste, é adicionado o

tampéo para fluidificagéo e adicionado no cartucho para realizagéo do teste.

3.2.4 Diferenciacdo entre M. tuberculosis e Micobactérias ndo causadoras de

Tuberculose

A diferenciacdo do género Mycobacterium foi realizada através do teste
imunocromatografico (ALERE® TB Ag MPT64), que se baseia na identificacdo
qualitativa do complexo M. tuberculosis através da deteccdo de anticorpos anti-
MPT64, que é uma das proteinas presentes nestas micobactérias, e a presenca ou
ndo destes anticorpos é utilizada para diferenciacdo entre o complexo M.
tuberculosis e as MNT. Figura 1 - Interpretacdo dos resultados fornecidos pelo teste
imunocromatografico ALERE® TB Ag MPT64. As amostras com resultado positivo

sdo encaminhadas para o teste de sensibilidade as drogas Genotype MTBDR plus.
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Figura 1. Espécies de micobactérias classificadas conforme patogenicidade para
seres humanos

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
NAO REAGENTE: Cluando aparecer somente uma linha colodda na
janela de resultados, a Linha Controle "C" como indic ado na ilustragzo.
Esta linha dewve aparecer em todos os testes.

TB Ag MPTE4

REAGENTE: Cluando aparecer duas linhas coloridas na janela de
resultados, a Linha Controle "C" e a Linha Teste "T" respectivamente
indicado nailustragao.

g T

& -

Nota: A intensidade da cor das linhas "C" e "T" pode ser diferente, ou
seja, a cor da Linha Controle "C" podera ser mais forte que a Linha
Teste "T" ou wvice-wversa. Considerar o resultado REAGEMTE em
gualguer situagao.

TB Ag MPTE4

INVALIDO: Cuando a Linha Controle "C" ndo aparecer na janela de
resultados dentro de 12 minutos ou guando somente a Linha Teste "T"
aparecer na janela de resultados dentro de 13 minutos. O teste deve
ser considerado INWALIDO. Repetir o teste com um novo dispositivo e

COM Uma nova amostra.
S
\ ‘

‘-' rs

TEB Ag MPTG4 TB Ag MPTE4

Fonte: Bula

3.3 GENOTYPE MTBDR PLUS VER 2.0 — HAIN LIFESCIENCE: DNA strip

E um teste qualitativo para identificacdo genética do complexo M.
tuberculosis e da resisténcia a rifampicina e/ou Isoniazida. S&o incluidas espécies
do complexo M. tuberculosis.

A resisténcia a Rifampicina - gene rpoB (que codifica a subunidade beta da

ARN polimerase).
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Resisténcia a isoniazida - gene katG que codifica a catalase peroxidase e a
regido promotora do gene inhA, que codifica o NADH-enoil-ACP-redutase.

Figura 2: Desenho esquematico da estrutura da parede celular das micobactérias,
mostrando a organizagao dos seus componentes.
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Fonte: Bula

3.4 Realizacao do teste Kit SIRE Nitratase

O kit € composto por sete tubos de vidro com tampa de rosca, tamanho
16x150mm com meio cultura Lowenstein Jensen (LJ), porém quatro desses tubos
contém o KNO3 (Nitrato de Potassio) com os farmacos SIRE (Estreptomicina,
Isoniazida, Rifampicina e Etambutol), e os outros trés tubos séo para controle, que
contém apenas o KNO3.

Para realizacdo do procedimento, deve-se transferir com alca bacteriol6gica
descartavel estéril o maior numero de coldnias, sendo no minimo 20 colénias em sua
fase de crescimento logaritmica (média de 21 dias culturas primarias) para um tubo
contendo entre 5 a 6 pérolas de vidro em 2,0 ml de agua destilada, em seguida
homogeneizar com agitador mecéanico por aproximadamente 10 a 20 segundos e
deixar repousar por 10 minutos para sedimentacdo dos aerossois. Depois disso,
realizar mais duas suspensdes bacteriana, que por sua vez a primeira deve-se

transferir o sobrenadante para outro tubo para ajustar a escala de McFarland n°1, e
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a segunda € a diluicdo 1:10 em solucédo tampao fosfato (PBS), ou 4gua destilada
estéril, onde 1mL da suspenséo da escala McFarland n°1 sera diluida em 9 ml de
PBS ou agua destilada estéril.

Apols essa etapa, ocorre a inoculacdo da suspensao nos meios, entdo 200uL
da suspensado bacteriana da escala de McFarland n°1l vai para os quatros tubos
contendo os farmacos, e nos trés tubos controles sem os farmacos adicionar 200 uL
da suspensédo diluida 1:10, rosquear os tubos sem fechar completamente,
incubando-os até por vinte e quatro horas, para depois desse periodo fechar por
completo a fim de evitar a evaporagdo do liquido. Tal processo foi exemplificado na
figura 3.

As incubacdes de todos os tubos devem ser na posicao vertical a 37°C por
sete, dez ou catorze dias respectivamente, dependendo do resultado da revelacéo
do tubo controle. Entdo, para a realizacdo da leitura do teste € preparado as
solucgdes reveladoras (A, B, C), que seréo adicionadas com uma pipeta de 500uL no
tubo controle de sete dias. Se ocorrer a mudanca de cor, isto é, de incolor para rosa,
adicionar a solucao reveladora também nos tubos com farmacos. Se néo houver a
mudanca de cor no sétimo dia, a leitura deve ser refeita no décimo, e ou no décimo
quarto dia

A interpretacdo dos resultados é feita através da alteracdo na coloracao, pois
gquando a cor do tubo com farmaco for igual ou mais intensa que a cor rosa
desenvolvida no tubo controle, indica crescimento bacteriano frente as drogas, ou
seja, resisténcia. E quando ndo houver alteracdo na coloracdo a cepa deve ser
considerada sensivel. Pode se observar como fica a leitura do teste na figura 4 e 5,

onde se tem 2 exemplos de possivel leitura do teste.
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Figura 3: Procedimento de realizagao do teste
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Figura 4: Leitura do teste
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Figura 5: Leitura do teste
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4 RESULTADOS

Foram selecionados a partir do periodo de janeiro a novembro de 2018, 34
isolados de amostras de escarro, e escarro induzido, em culturas positivas dos
pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto.

Desses isolados foram realizados o teste fenotipico de sensibilidade pelo
Método Nitrato Redutase, onde 8,8% (3/34) apresentaram resisténcia a todas as
drogas do arsenal terapéutico, e 50% sensibilidade a todas as drogas (17/34). Do
total dos isolados, 41,1% (14/34) apresentaram perfil de resisténcia a Estreptomicina
(STR). J& a isoniazida (INH) mostrou resisténcia a 29,4% (10/34), e 2,9% (1/34)
apresentou resultado indeterminado (N° 17). J4, a rifampicina, mostrou resisténcia a
26,4% (9/34), dos isolados e o Etambutol resisténcia a 20% (7/34).

A leitura do teste ocorreu a partir do 7° dia, onde 88,2% (30/34) dos testes a
leitura aconteceu dentro desse limiar de tempo, utilizando entdo o 1° controle, e
5,8% (2/34) a leitura ocorreu no 10° dia (N°3, 17) com o 2° controle, e apenas 2,9%

(1/34) a leitura sucedeu no 14° dia. (N° 5). Esses estéo representados na tabela 1.



Tabela 1: Resultados obtidos através do teste kit SIRE
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Fonte: Autoria propria

A tabela 2 demostra que, dos 34 isolados que tiveram resultados através do
GeneXpert, 5,8%(2/34) deu inconformidade entre os resultados, onde no teste
genotipico GeneXpert apresentou sensibilidade a rifampicina, enquanto no teste
fenotipico Nitrato Redutase apresentou resisténcia (N°29, 33).

Das amostras, 14,5% (5/34) ndo foi realizado o teste genotipico (N°
2,7,11,15,20) e 5,8% (2/34) apresentou resultado negativo, ou seja, falso negativo
(N°3 e 28). E 8,8% (3/34) das amostras nao obtiveram resultado (N°8, 10,18,) devido

ao erro 5007.



Tabela 2: Comparacao dos Resultados obtidos entre GENE XPERT e KIT SIRE

KIT SIRE

GENEXPERT NITRATASE
N° RIF RIF
+ I
2 Nao realizado _
3 Neg.
4
5
s s
7  Na&o realizado _
8 ERRO
9

10 ERRO

11 Nao realizado
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Fonte: Autoria propria

Entre os resultados obtidos a partir do MTBDRplus 20,5% (7/34) foram
incompativeis com teste da nitratase, que por sua vez 8,8% (3/34) apresentou
diferenca entre as 2 drogas (rifampicina e isoniazida) de cada teste (N° 2, 29, 33). E
11,7% (4/34) apresentou diferenca parcial entre as drogas de cada teste (N° 3, 8, 14,
18). E 2,9% (1/34) apresentou resultado indeterminado a RIF e INH no teste
MTBDRplus e indeterminado também a INH, do teste Nitratase (N° 17).

Entre os 7 isolados que apresentaram incompatibilidade, 57,1% (7/4),
apresentaram perfil de sensibilidade no teste genotipico, e resisténcia no teste
fenotipico (N°3, 8, 14, 33). Sendo que a amostra N°33 contaminou, verifica-se tais

resultados na tabela 3.

Tabela 3: Comparacao dos Resultados obtidos entre MTBDRplus e KIT SIRE

MTBDRplus KIT SIRE NITRATASE




Fonte: Autoria propria
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E por fim, na tabela 4 encontram-se 34 amostras, das quais 14,7% (5/34) foram
realizados o teste de sensibilidade no MGIT SIRE do Instituto Adolfo Lutz, e 80%
(5/4) dos resultados obtidos foram compativeis entre ambas as técnicas. (Tabela 4).
Entdo, 20% (1/5) apresentou resisténcia (INH, RIF) no teste MGIT-SIRE, enquanto

no teste da nitratase expressou sensibilidade. (N° 2).

Tabela 4: Comparacédo dos resultados obtidos com a Técnica MGIT-SIRE (LUTZ) e
Kit Sire Nitratase

MGIT-SIRE KIT SIRE NITRATASE

N° INH RIF EMB INH RIF EMB

Fonte: Autoria prépria

5 DISCUSSAO

O método de reducdo de nitrato atualmente € uma alternativa de deteccdo do
Mycobacterium tuberculosis e também na deteccdo de cepas resistentes. E a

importancia cientifica do teste estd em sua rapidez (SHIKAMA et al., 2009)

O presente estudo mostrou que foi possivel realizar a leitura de todos

isolados, com poucas intercorréncias, em um curto periodo de tempo, onde apenas
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2,9% dos testes que a leitura ocorreu no 14° dia com o ultimo controle. E dessas
amostras, 5,8% obtiveram crescimento oriundo de uma possivel contaminac¢éo, mas
obteve-se a revelacdo do teste, porém impossibilitou a leitura correta (N° 23, 34).

Os métodos mais comuns para o diagnéstico da TB em todo o mundo séo: o
exame direto (baciloscopia) e a cultura (considerada o “padrdo ouro” para o
diagnostico). Porém, a baciloscopia de escarro tem sensibilidade média em 40-60%
e a cultura pode levar de 3 a 6 semanas para se obter um resultado. Nesse contexto,
a utilizacdo dos métodos moleculares, é importante porque apresenta possibilidades
de determinacdo rapida da resisténcia (NEVES, 2016)

O método GeneXpert MTB/RIF é uma técnica simples, e o que diferencia dos
outros métodos é o resultado rapido, porém, se for detectado a resisténcia a
Rifampicina a OMS recomenda repetir o teste em outra amostra do paciente, entdo
dessa forma o tratamento deve ser iniciado apds o0 teste molecular detectar
repetidamente a resisténcia. (LIMA ET AL., 2017).

Ao avaliar os testes realizado pelo GeneXpert, pode-se observar que do total
das amostras, 14,7% nao foram realizadas, pois todas as amostras passam por um
critério de avaliacdo, sendo necessario analisar a quantidade e a qualidade do
material, para evitar intercorréncias, como de exemplo o erro 5007. No entanto, 8,8%
das amostras ndo se obteve resultados, devido esse erro, e ele é identificado por
uma série de fatores, tais como: reagente em mas condicdes, amostra
incorretamente processada no cartucho, quantidade incorreta de reagente no
cartucho e falha na transferéncia de liquido, em razdo disso, deve-se executar
novamente o teste com cartuchos novos (BRASIL, 2015).

O método MGIT SIRE € padrédo ouro, pois 0 menor tempo de incubacao, entre
5 a 12 dias é deste método, e a leitura € automatizada, e, o inéculo é padronizado.
Embora, seja a opcdo mais utilizada atualmente no mercado devido ser de facil e
confiavel realizacdo, este método necessita de infra-estrutura em biosseguranca que
nao pode ser implementada facilmente em locais com poucos recursos, portanto
contrapondo os métodos automatizados, o kit Sire Nitratase, ndo necessita de
recursos sofisticados para sua realizagdo. (KONEMAM et al., 2010).

Os resultados demonstram, que 14,7% fizeram o teste MGIT-SIRE no Instituto

Adolfo Lutz, e que desses isolados, 80% dos resultados foram compativeis, entre as
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técnicas, exceto 1 amostra que apresentou resisténcia no MGIT-SIRE e
sensibilidade no teste da Nitratase.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos das técnicas presentes, o kit sire nitratase
representa uma notavel alternativa de diagndstico precoce frente as drogas
tuberculostaticas para laboratérios de recursos limitados, pois libera os resultados de

14 a 7 dias, e a leitura € de facil realizacéo.
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