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Introducdo: As taxas de resisténcia aos farmacos constituem
um dos pilares da avaliacdo dos programas de controle da
tuberculose. A demora na obtencdo dos resultados,
conseqiiéncia da metodologia convencional utilizada, faz
com que haja a necessidade de avaliacdo de novos testes,
mais rapidos e menos onerosos.

Objetivo: Comparar técnicas fenotipicas rapidas para
determinacdo do perfil de susceptibilidade de M.
tuberculosis, utilizando indicadores de viabilidade celular,
com o teste das proporcdes em Lowenstein-Jensen, padrdo-
ouro.

Método: Foram utilizadas 166 cepas de M. tuberculosis
com o perfil de susceptibilidade conhecido. A concentragido
minima inibitéria de cada farmaco foi determinada, em
microplaca, utilizando-se meio liquido e os indicadores de
oxi-reducdo, Alamar Blue® e brometo de tetrazolium. O
ponto de corte entre a cepa sensivel e a resistente foi
estabelecido como concentracdo minima inibitdria maior
ou igual a 0,2 pg/mL para isoniazida e 1,0 pug/mL para
rifampicina.

Resultados: Houve concordancia total entre os dois métodos
de determinacdo da concentracdo minima inibitoria.
Comparando os resultados dos testes com o padrdo-ouro,
obteve-se uma concordancia de 95%, para isoniazida e
rifampicina. O tempo para obtencdo dos resultados foi de
7 dias, contrastando com os 28 dias pelo método
convencional.

Conclusdo: Os testes para determinacdo da concentracdo
minima inibitoria, em meio liquido, utilizando indicadores
de oxi-reducdo, sdo rapidos e podem se utilizados como
alternativa rdpida na determinagdo de susceptibilidade de
cepas de M. tuberculosis.
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Background: Knowledge of the rates of drug resistance is
one of the pillars of tuberculosis control program evaluation.
Data from low-resource countries are scarce and results
are delayed due to the techniques employed. There is
therefore an urgent need for evaluation of faster and less
onerous testing methods.

Objective: To compare the performance of rapid
colorimetric assays for phenotyping that employ oxidation-
reduction indicators to determine the susceptibility profile
of Mycobacterium tuberculosis with the gold-standard
proportion method on Lowenstein-Jensen Medium.

Method: We analyzed 166 M. tuberculosis strains of known
susceptibility. Minimal inhibition concentrations for isoniazid
and rifampicin were determined in microplates, using a
liquid medium and Alamar Blue and tetrazolium bromide
indicators. To measure agreement the Kappa value was
used. Cutoff values between sensitive and resistant strains
were defined as 0.2ug/mL and 1.0pg/mL for isoniazid and
rifampicin, respectively.

Results: There was 100% concordance between Alamar
Blue and tetrazolium bromide methods in the determination
of minimal inhibition concentrations. Agreement between
the colorimetric method and the Lowenstein-Jensen was
950 for isoniazid and rifampicin. Using the colorimetric
method, results were obtained within 7 days, in contrast
to the 28 days required for the conventional method.

Conclusions: Assays to determine minimal inhibition
concentrations in liquid medium and employing oxidation-
reduction indicators proved to be rapid and inexpensive.
This method has the potential to become a faster, alternative
method for determining susceptibility of M. tuberculosis
strains in developing countries.

Key words: Mycobacterium tubercolis. Disease susceptibility.
Isoniazid/therapeutic use. Rifampin/therapeutic use.

*Trabalho realizado no Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ.
Endereco para correspondéncia: Marta Osorio Ribeiro. Av. Ipiranga, 5400, Bairro Jardim Botanico

CEP: 90610-000 Porto Alegre, RS, Brasil. Tel: 55 51 3288 4034. Email: martaoso@terra.com.br

Recebido para publicacdo, em 24/3/04. Aprovado, apds revisio, em 28/5/4.

455



Ribeiro, Marta Osdrio, et al.
Avaliacdo de testes rapidos em microplacas usando indicadores de viabilidade celular para determinacdo da susceptibilidade de cepas de Mycobacterium
tuberculosis a isoniazida e rifampicina

456

INTRODUCAO

A tuberculose (TB), conhecida a milhares de
anos, continua sendo um relevante problema de
saude publica'. Até a década de 1.980, tinha-se a
expectativa da eliminacdo dessa enfermidade,
contudo, o crescimento mundial da sua incidéncia
levou, em 1.993, a Organizacdo Mundial de Saude
a declarar a tuberculose como em estado de
emergéncia, alertando para a necessidade de
maiores esforcos no seu combate®. Apesar dos
procedimentos para seu controle e dos regimes
terapéuticos usados estarem bem estabelecidos,
existem dificuldades que sdo inerentes a doenca,
sendo uma das principais o surgimento de cepas
resistentes aos farmacos®*.

Os estudos epidemioldgicos de resisténcia aos
farmacos anti-TB fornecem indicadores, como a
prevaléncia da resisténcia primaria e adquirida, os
quais sdo uteis na avaliacdo da qualidade do
tratamento e do programa de controle da TB. Para
esses estudos, a metodologia classica recomendada
(padrdo-ouro) é o método das proporgdes,
realizado em meio solido ou os sistemas
automatizados (MB/BacT e BACTEC 960) e semi-
automatizados (BACTEC 460). Essas metodologias
ou tém custo elevado ou sdo de dificil execucdo
na rotina do laboratdrio. Isto faz com que existam
poucas informacdes disponiveis a respeito da
transmissdo e do padrio de resisténcia, tanto da
priméaria como da adquirida®. Neste trabalho
buscou-se comparar o perfil de susceptibilidade
de cepas de M. tuberculosis a isoniazida (INH) e
rifampicina (RMP), através de uma nova
metodologia que utiliza indicadores de viabilidade
celular, para determinacdo da concentracdo minima
inibitoria (CM1) para a INH e RMP.

METODO

Foram utilizadas 166 cepas de M. tuberculosis
provenientes de colecdes dos seguintes laboratérios:
Laboratorio Central de Saude Publica do Rio Grande
do Sul; Hospital Clementino Fraga Filho, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro; Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga, do Rio de Janeiro;
e Instituto Adolfo Lutz, de Sdo Paulo. Foram também
utilizadas cepas padrido, M. tuberculosis H37Rv
ATCC 27294, e como padrdo de resisténcia tanto a
INH quanto a RMP foi utilizada M. fortuitum ATCC
6841, ambas fornecidas pelo Centro de Referéncia
Professor Hélio Fraga.

Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho:
TB - Tuberculose

INH - lsoniazida

RMP - Rifampicina

MPLJ - Método das propor¢des em Loweinstein-Jensen
LJ - Loweinstein-Jensen

CMI1 - Concentracdo minima inibitoria

MTT - [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-
tetrazolium bromide]

MAB - Método Alamar Blue

MMTT - Método MTT

SM - Estreptomicina

EMB - Etambutol

Todas as cepas foram identificadas como
pertencentes ao complexo M. tuberculosis através
de métodos fenotipicos cldssicos. O teste de
susceptibilidade pelo método das proporcdes em
Lowenstein-Jensen (MPLJ) foi realizado segundo
0 Manual de Bacteriologia da Tuberculose®. A partir
do crescimento do M. tuberculosis em meio de
Lowenstein-Jensen (LJ), foram preparadas
suspensdes com turvagdo equivalente ao tubo 3
da Escala McFarland, em tampéo fosfato pH 7,0 e
transferidas para criotubos de 2 mL, onde foram
guardadas a - 20 °C.

Os métodos para determinacdo da concentracdo
minima inibitoria (CM1) foram realizados
adaptando-se as técnicas propostas por varios
autores”?, O teste foi realizado em microplacas
de 96 orificios, de fundo plano, com tampa estéril
(Costar, Corning). Foi utilizado o meio Middlebrook
7H9 Broth (Difco), contendo glicerol e enriquecido
com OADC a 10% e Bacto Casitone (Difco). Os
farmacos INH e RMP (Sigma) foram preparados
como solucio estoque na concentracdo de 10.000
ug/mL, em dgua destilada estéril e etilenoglicol
(Difco) respectivamente. As concentracdes dos
farmacos INH e RMP foram escolhidas baseadas
nos pontos de corte (cut off), padronizadas para
o Sistema BACTEC 460 TB: 0,2 pg/mL para a INH e
1,0 ug/mL para a RMPU9, Apés as diluicdes seriadas,
as concentragdes finais na microplaca para a INH
foram de 32; 16; 8; 4; 2; 1, 0,5; 0,25 e 0,125 Lg/
mL. Para a RMP as concentragdes finais foram de
16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 e 0,062 pg/mL®.
A suspensdo do M. tuberculosis foi preparada a
partir do crescimento em meio solido de até 30
dias, em tubos contendo pérolas de vidro e dgua
destilada estéril. Apos agitacdo e conseqiiente
repouso, a suspensao foi gotejada em outro tubo
com agua destilada estéril, até obtencdo de



turvacdo comparavel ao tubo N° 1 da Escala
McFarland. Para utilizacdo na microplaca, o indculo
foi diluido a 1:25 em meio Middlebrook 7H9.

A solucdo de uso dos indicadores foi preparada
no dia do teste. A partir do produto original Alamar
Blue® (Fisher Scientifics), foi feita uma mistura com
uma solucdo de Tween 80 a 10% (Interlab) em
dgua, na proporcio volume a volume”. Na
microplaca foi usado volume de 25 ulL em cada
orificio. O Alamar Blue® é um indicador
fluorescente/colorimétrico com a propriedade
redox. A forma oxidada ¢ azul (ndo fluorescente/
célula ndo viavel) e a forma reduzida € rdsea
(fluorescente/célula viavel). Para a solucédo de uso,
o MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-
tetrazolium bromide] (Sigma) foi diluido em etanol
absoluto a 1 mg/mL e adicionado de quantidades
equivalentes (v/v) a de uma solucdo de Tween 80
a 10%. MTT é um sal de tetrazolium que ¢ reduzido
por enzimas desidrogenases, formando cristais de
formazana soltveis em etanol. O volume de uso
nos orificios da microplaca foi de 50 puL. A forma
oxidada ¢ amarela e a forma reduzida ¢ de cor
purpura.

Para cada bateria de testes foram testadas as
cepas padrdo. Os orificios da periferia da
microplaca foram preenchidos com 200 pL de dgua
destilada estéril, para evitar a evaporacdo do meio
na estufa. Foram incluidos orificios para controle
dos farmacos e do meio de cultura. Com excecdo
dos orificios da periferia, os demais receberam 100
puL de meio liquido 7H9. Nos orificios iniciais de
cada linha, foram adicionados 100 puL de cada
farmaco. A partir desses orificios e com o auxilio
de pipeta multicanal, foram feitas dilui¢des
seriadas. Na ultima coluna nio foram adicionados
os farmacos, para que ficasse como controle do
crescimento da bactéria. Dessa maneira todos os
orificios ficaram com 100 pL de volume. Foi entdo
adicionado 100 UL da suspensdo de cada cepa e o
volume final foi, portanto, de 200 uL.

Cada microplaca foi selada com filme plastico
e permaneceu incubada na estufa a 37 °C por cinco
dias. No quinto dia foram adicionados os
respectivos indicadores nos orificios de controle
das bactérias, e nos orificios de controle dos
farmacos e do meio. No dia seguinte, havendo
viragem dos indicadores nos orificios controle do
crescimento bacteriano, foi adicionado indicador
em todos os orificios restantes. As microplacas
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foram novamente levadas a estufa por 24 horas. A
CMI foi entdo determinada e definida como a
menor concentracdo do farmaco capaz de impedir
a mudanca de cor, ou seja, de inibir o crescimento
celular.

RESULTADOS

Através do MPLJ foi determinado o perfil de
susceptibilidade a INH e RMP. Dentre as 166 cepas
estudadas, 34 foram sensiveis e 91 foram
resistentes a ambos os farmacos. Trés cepas foram
resistentes apenas a RMP e 38 foram resistentes
apenas a INH. Assim, considerando cada farmaco
separadamente, para a INH foram 129 cepas
resistentes e 37 sensiveis. Para a RMP foram 94
cepas resistentes e 72 sensiveis.

As 166 cepas de M. tuberculosis foram testadas
pelo método Alamar Blue® (MAB) e MTT (MMTT),
para determinacdo da CMI. As 37 cepas sensiveis
a INH (MPLJ) apresentaram as mesmas CMls, tanto
para o MAB como para o MMTT. Das 129 cepas
resistentes (MPLJ), 23 apresentaram divergéncias
em apenas uma dilui¢do entre as CMIs obtidas pelo
MAB e pelo MMTT, porém considerando-se o ponto
de corte entre sensiveis e resistentes de 0,2 ug/mL
nédo houve discordancia entre os dois métodos. As
72 cepas sensiveis a RMP apresentaram as mesmas
CMis , tanto para o MAB como para o MMTT. Dos
94 cepas resistentes, 5 divergiram em somente uma
diluicdo entre as CMIs obtidas pelo MAB e pelo
MMTT, mas, de maneira analoga aos resultados
para a INH, ndo houve discordancia na classificacdo
sensivel/resistente considerando-se o ponto de
corte de 1,0 pug/mL. Os métodos estudados para a
determinacido da CM1 (MAB e MMTT) mostraram
concordancia entre si, quando se aplicaram os
pontos de corte de 0,2 ug/mL paraaINH e 1,0 nug/
mL para a RMP.

Avaliamos a forca de concordancia entre os dois
métodos e o MPLJ, calculando o indice kappa. Para
a INH, o valor do indicador kappa foi x = 0,89 e
para a RMP, x = 0,95, o que permite dizer que a
forca de concordancia foi quase perfeita para os
dois métodos, para os dois farmacos. A Tabela 1
apresenta a comparacdo entre os resultados do MAB
e do MMTT com os do MPLJ. Para a INH, os valores
de sensibilidade e especificidade foram de 95,3 %
e 97,3 %, respectivamente. Para a RMP, sensibilidade
e especificidade foram de 91,5 % e 100 %,
respectivamente.
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TABELA 1
Comparagio entre os resultados do método Alamar Blue (MAB) e método MTT (MMTT)
e o método das proporcdes em 166 cepas de M. tuberculosis

Método das Proporcdes

Isoniazida Rifampicina
MAB e MMTT(ug/mL) Resistente Sensivel Resistente Sensivel
Resistentes a INH (> 0,2) 123 (969%) 1 (2,6%) - -

Sensiveis a INH (< 0,2) 6 (49%) 36 (97,4%) - -
Resistentes a RMP (> 1,0) - - 86 (93,5%) -
Sensiveis a RMP (< 1,0) - - 8 (8,7%) 72 (100%)
TOTAL 129 (100%) 37 (100%) 94 (100%) 72 (100%)

INH: isoniazida; RMP: rifampicina.

DISCUSSAO

A importancia de se testar novas metodologias
fenotipicas para detectar susceptibilidade aos
fdrmacos anti-TB, principalmente INH e RMP, que
sejam praticas e efetivas e que permitam um
resultado mais rapido do que o fornecido pelo
método convencional, reflete a preocupagio com
o controle da emergéncia e da transmissao de cepas
resistentes. Assim, métodos fenotipicos rapidos,
confidveis e de simples execucdo, também véem
sendo desenvolvidos com o objetivo de diminuir
o tempo de resposta e o custo dos testes. Os testes
de susceptibilidade realizados em microplacas
representam uma dessas alternativas. A utilizacao
de indicadores, como os sais de resazurina e os de
tetrazolium, para detectar viabilidade celular, ¢ uma
alternativa para melhor visualizacdo da leitura
desses testes em microplacas. Esses compostos
funcionam como substratos cromogénicos de
enzimas desidrogenases, agem como indicadores
de oxi-reducdo, e sdo reduzidos (pelo ganho de
hidrogénio) por flavinas ligadas a enzimas
relacionadas com o sistema de transporte durante
o metabolismo celular"),

Desde 1.995 estudos vém sendo realizados com
a utilizacdo do Alamar Blue® (sal de resazurina)
como indicador de crescimento celular?. Os
autores denominaram o método MABA (Microplate
Alamar Blue Assay) e compararam esse método ao
das proporcdes em dgar, obtendo uma
concordancia de 97% para determinar a CMI de
cepas de M. tuberculosis. Outros estudos aplicando
modificacdes na leitura do teste, utilizando
fluorescéncia, também mostraram bons
resultados>'. Uma concordancia de 93,6% foi
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encontrada quando comparado com o sistema
BACTEC 460" e 97,1% quando comparado com o
método das proporcdes em meio solido, e os
resultados ficaram disponiveis num periodo de 8
a 10 dias®.

O corante tetrazolium (MTT) foi usado como
indicador de crescimento celular na determinacdo
da CM1 para o complexo M. avium"™®. A deteccio
de resisténcia a RMP em cepas de M. tuberculosis
e a padronizag¢do da metodologia em microplacas
foi estabelecida em 1.998, quando os autores
estabeleceram o valor do ponto de corte para
definir resisténcia e sensibilidade & RMPU®, A
padronizacdo desta metodologia em tubos foi
realizada através da comparagcdo com o sistema
BACTEC 460, para detectar resisténcia a RMP, com
resultados concordantes!'.

Neste trabalho foram utilizadas 166 cepas de M.
tuberculosis com o objetivo de se analisar as
performances de novas metodologias de
determinacdo da CMl, as quais, quando comparadas
com o método padrdo convencional em meio sélido,
foram avaliadas quanto a sensibilidade e
concordancia. Para avaliar a forca de concordéncia
entre os novos métodos e o convencional,
determinamos previamente os pontos de corte, sendo
de 0,2 ug/mL para a INH e de 1,0 ug/mL para a RMP.
Assim, os novos métodos mostraram concordancia
entre si de 100%. Quando comparamos os métodos
MAB e MMTT com o MPLJ, observou-se uma
concordancia de 95% para os dois farmacos. Para a
INH, a sensibilidade e a especificidade foram 95,3%
e 97,3%, respectivamente. Para a RMP, a sensibilidade
e a especificidade foram de 91,5% e 100%,
respectivamente.



Em dois trabalhos publicados"®?, os pontos de
corte, para esses dois farmacos, foram
estabelecidos apds analise da performance do
estudo. No primeiro trabalho, foram avaliadas 80
cepas de M. tuberculosis, e o método de
determinacdo da CM1 foi o REMA (Resazurin
Microtiter Assay Plate), que utiliza resazurina como
indicador de viabilidade celular e o método padréo-
ouro foi o MPLJ. Para a INH, a sensibilidade e
especificidade foram de 96,2% e 1009%,
respectivamente. Para a RMP, todos os 80
resultados foram concordantes (100%). No
segundo trabalho, os autores compararam os
métodos MABA (Alamar Blue®) e TEMA (Tetrazolium
Microplate Assay) (MTT), para a determinacio da
CM1 de 35 cepas de M. tuberculosis para INH, RMP,
estreptomicina (SM) e etambutol (EMB). Houve
forte concordancia entre os métodos. Ndo ficou
claro, no artigo, qual o padrdo-ouro ao qual foi
comparado ou se foi apenas uma comparacio entre
0s novos métodos.

Em testes que determinam a CMI1 realizados em
meio liquido, varidveis técnicas e bioldgicas
dificultam a sua reprodutibilidade, tais como:
tamanho do indculo, fase de crescimento da
bactéria, caracteristicas do meio e estabilidade do
farmaco"?. Neste estudo, procurou-se controlar
algumas destas variaveis, utilizando-se o mesmo
indculo, o mesmo meio de cultura, e a mesma
preparacdo do farmaco. Ficaram a manipulacio
técnica das diluicdes seriadas e as caracteristicas
proprias de cada indicador como as possiveis
causas de diferencas nas CMIs observadas.
Observou-se que o MTT possui maior facilidade
para a visualiza¢do da mudanca de cor, pela troca
de amarelo para roxo, sem possibilidades de
nuances de cores intermediarias.

A facilidade de execucéo, rapidez e alta taxa de
concordancia com o padrdo-ouro (MPLJ) observadas
no presente trabalho indicam que os testes de
susceptibilidade em microplacas, utilizando
indicadores de oxi-reducdo, podem ser alternativa
rapida para laboratdrios de rotina, que possuam infra-
estrutura basica para cultivo de M. tuberculosis.
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