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RESUMO

A Organizagao Mundial da Satde recomenda o uso do teste da pirazinamidase (PZAse) como método
alternativo para determinagao da resisténcia do Mycobacterium tuberculosis a pirazinamida, por ser um
teste rapido e de facil execucdo. Foram objetivos deste estudo: verificar a reprodutibilidade dos resultados
negativos do teste da pirazinamidase quando realizado a partir das culturas originais e de seus subcultivos
e relaciona-los com a qualidade das culturas originais e com os perfis de suscetibilidade a estreptomicina
(S), isoniazida (I), rifampicina (R) e etambutol (E). Foram analisadas 115 culturas de Mycobacterium
tuberculosis cujos cultivos originais apresentaram resultados negativos no teste da PZAse, o que representa
resisténcia a pirazinamida. A qualidade das culturas foi avaliada, anotada e um segundo teste foi realizado
a partir de subcultivos jovens e abundantes. A concordancia entre os resultados do primeiro e do segundo
teste foi de 72,2% e a qualidade das culturas mostrou correlagdo com os resultados (p< 0,001). O teste
da pirazinamidase ¢ 1til quando utilizado juntamente com técnicas de detec¢do de suscetibilidade as
drogas S,I,R,E, desde que seja realizado a partir de cultivos com boa qualidade, que permitam a utilizagao
de in6culo abundante.
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ABSTRACT

The pyrazinamidase is a fast and easy to perform assay, recommended by the World Health Organization
as an alternative technique to determine pyrazinamide resistant Mycobacterium tuberculosis strains.
This study aimed to assess the reproducibility of negative results on pyrazinamidase assay using both
primary cultures and respective subcultures, and to correlate them with original cultures quality, as well
as their susceptibility profile to streptomycin (S), isoniazid (I), rifampin (R) and ethambutol (E). A total
of 115 Mycobacterium tuberculosis cultures were analyzed, which the original growth produced negative
results on pyrazinamidase assay, implying a resistance to pyrazinamide. The cultures quality was assessed
and recorded; a second testing was performed using recent and abundant subcultures. Results from the
first and the second tests demonstrated an agreement rate of 72.2%, and the cultures quality showed
correlation with the results (p<<0.001). Pyrazinamidase testing is useful when it is combined with other
techniques for analyzing mycobacteria susceptibility to S, I, R, E since it is performed with high quality
cultures which allow the use of abundant inocula.
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INTRODUCAO

Na fase inicial do regime de tratamento da tuberculose, a
isoniazida e a rifampicina tém como fungao a eliminacao rapida de
bacilos ativos e a pirazinamida a destrui¢do dos bacilos
semidormentes situados no interior dos macrofagos. Como sao
poucas as drogas eficientes, disponiveis para o tratamento da
tuberculose, o surgimento de resisténcia a uma dessas drogas pode
representar o desenvolvimento de doenca potencialmente sem
tratamento. A multidroga resisténcia (MDR), que ¢ a resisténcia
simultinea do M. tuberculosis a isoniazida e rifampicina , é
preocupante, pois essas duas drogas representam a mais potente
combinagdo contra o bacilo da tuberculose.

A detecgdo bacterioldgica da resisténcia as drogas, além de
permitir o monitoramento dos pacientes com tuberculose, ¢ uma
das ferramentas de avaliacdo do Programa de Controle da
Tuberculose.

O monitoramento da resisténcia a pirazinamida, feito
simultaneamente as demais drogas, requer um procedimento mais
complexo. No Brasil, 0o método amplamente utilizado para detec¢do
dessaresisténcia é o das proporgdes, que além de exigir a acidificagio
do meio Lowenstein-Jensen para promover a atividade da
pirazinamida, tem sua eficacia limitada pelo longo tempo de
crescimento do Mycobacterium tuberculosis, que ¢ de
aproximadamente 30 dias'.

Em 1986 a Organiza¢do Mundial da Saude-OMS?indicou a
deteccao da enzima pirazinamidase (PZase) como método alternativo
ao das proporgoes, por ser mais simples e rapido.

As cepas de M. tuberculosis suscetiveis a pirazinamida
apresentam atividade da pirazinamidase (PZase), enzima que
converte a pirazinamida em acido pirazindico (POA) que ¢é
bactericida para essa espécie. A pirazinamidase ¢ codificada pelo
gene pncA e diversos estudos tém demonstrado que a mutagao desse
gene leva a auséncia de atividade da enzima e, conseqiientemente,
resisténcia a pirazinamida®*>67%,

Shikama et al’, em estudo piloto para implantago da técnica
da PZAse em Sorocaba/Sao Paulo, demonstraram sensibilidade de
96,4% e especificidade de 87,9% ao compararem os resultados
obtidos com esta técnica e com o método das propor¢des. Os autores
relataram que a técnica ¢ de facil execugdo e que possibilita o
fornecimento do resultado apds quatro dias de incubacao. No entanto,
deve-se ter o cuidado de utilizar indculo bacilar abundante,
proveniente de cultivos em fase exponencial de crescimento®’, para
evitar resultados falso-negativos no teste da PZAse que indicariam
resisténcia a pirazinamida.

Ha estudos demonstrando a associa¢do estatistica entre a
qualidade das culturas de M. tuberculosis e os resultados dos testes
de identificagdo e de suscetibilidade as drogas®!°. Zhang et al®
relataram diferengas de resultados dos testes da resisténcia a PZA
efetuados com subcultivos de uma mesma cultura, em dois momentos
diferentes, apos duas semanas de crescimento e apds dois meses de
crescimento. Martins et al. ' verificaram que a qualidade inadequada
de cultivos, seja por utilizagdo de meios de cultura com validade
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expirada ou por incubagio prolongada, interfere nos resultados dos
testes de suscetibilidade as drogas.

O Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz recebe
culturas de micobactérias dos laboratorios de Saude Publica do
estado de Sao Paulo, para a realizagdo dos testes de identificacdo
das espécies e de suscetibilidade as drogas. Para agilizar a liberagao
dos resultados, os testes sao realizados a partir das culturas originais
(independentemente da qualidade da mesma), desde que contenham
massa bacilar suficiente e que ndo apresentem contaminagao por
outros microrganismos.

Foram objetivos deste estudo: verificar a reprodutibilidade
dos resultados do método da PZAse, quando realizado a partir das
culturas originais e de seus subcultivos, e relaciona-los com a
qualidade das culturas originais e com os perfis de suscetibilidade a
estreptomicina (), isoniazida (I), rifampicina (R) e etambutol (E).

MATERIAL E METODOS

Entre janeiro de 2003 e dezembro de 2004, cepas de M.
tuberculosis recebidas pelo Setor de Micobactérias do Instituto
Adolfo Lutz foram submetidas ao teste de suscetibilidade a
pirazinamida, pela deteccdo da atividade da enzima
pirazinamidase®'!. O teste da pirazinamidase é realizado em meio
de 4gar adicionado de caldo Dubos, piruvato de sodio e pirazinamida
distribuido, na quantidade de 5Sml, em tubos com tampa de rosca
(16X125mm) e solidificado na posi¢ao vertical. Apos quatro dias
da inoculagdo de massa bacilar abundante e incubagdo a 37°C pode-
se evidenciar, pela revelagdo com solugdo de sulfato de ferro
amoniacal, a presenc¢a de acido pirazindico na forma de um anel
rosa na superficie do meio. A presenca do acido pirazindico indica
que o bacilo foi capaz de hidrolizar a pirazinamida e portanto, ¢
suscetivel a essa droga.

Nesse periodo, todas as culturas originais que apresentaram
resultados negativos no teste da pirazinamidase (indicagdo de
resisténcia a pirazinamida) foram subcultivadas em meio de
Lowenstein-Jensen, para repeticdo do teste. De cada uma dessas
culturas foram anotados o resultado do teste de suscetibilidade as
drogas S,LR,E e a avaliacdo da qualidade da cultura efetuada na
data de recebimento, levando em conta os aspectos microscopicos
e macroscopicos do crescimento em frascos padronizados quanto
ao tamanho e quantidade de meio de cultura. O crescimento e o
meio de cultura foram avaliados de acordo com o proposto por
Martins et al'® como segue: Boa = crescimento adequado, em frasco
com capacidade para 30ml com 15ml de meio ou em tubo de 16 ou
18X180mm com 6-8ml de meio de qualidade adequada; Regular =
crescimento adequado em frascos com meios adequados, mas com
quantidade de meio menor que a recomendada; Inadequada =
crescimento insuficiente, em meio acido ou alcalino, ou seco, ou
em frascos com presenca de agua de condensagdo ou de outros
microrganismos.

Todos os resultados foram armazenados em um banco de
dados no Epi-info 6, para analise posterior.
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RESULTADOS crescimento obtido no subcultivo, 83 (72,2%) confirmaram o
primeiro resultado e 32 (27,8%) discordaram por apresentarem
Foram incluidas no estudo 115 culturas de M. tuberculosis,  atividade da enzima.

recebidas dos laboratérios de Saude Publica do Estado de Sao Paulo, A avaliagdo da qualidade das culturas originais e a correlagao
que apresentaram resultado negativo no teste da pirazinamidase. com o resultado da pirazinamidase, estdo demonstradas na Tabela 1.
Na avaliacao da qualidade, essas culturas foram classificadas Da Tabela 2, constam o perfil de suscetibilidade as drogas

como: Boa=32(27,8%), Regular=43 (37,4%) e Inadequada=40 S, I, R, E e os resultados do primeiro e do segundo teste da
(34,8%). No segundo teste da pirazinamidase, efetuado com o  pirazinamidase.

Tabela 1. Qualidade das culturas originais e resultados de dois testes da pirazinamidase realizados com as culturas originais e
com seus subcultivos.

Pirazinamidase
Qualidade da Testes concordantes: 1° (<) 2° (-) Testes discordantes: 1° (-) 2° (+) Total
cultura original Ne % N° % Ne
Boa 26 81,2 6 18,8 32
Regular 36 83,7 7 16,3 43
Inadequada 21 52,5 19 47,5 40
Total 83 72,2 32 27,8 115

Boa= crescimento adequado, em frasco com capacidade para 30ml com 15 ml de meio ou em tubo de 16 ou 18X180mm com 6-8ml de meio de qualidade adequada, Regular=
crescimento adequado em frasco e meios adequados, com quantidade de meio menor que a recomendada, Inadequada= crescimento insuficiente, em meio acido ou alcalino ou seco
ou em frascos com presenga de agua de condensagio ou contaminantes.

(-) =resultado negativo (auséncia de pirazinamidase-pirazinamida resistente)

(+) = resultado positivo (presenca de pirazinamidase-pirazinamida sensivel)

N° = niimero, %= porcentagem

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade as drogas S, I, R, E e resultados de dois testes da pirazinamidase realizados com as culturas
originais e com seus subcultivos.

Pirazinamidase
Testes concordantes: Testes discordantes: Total
Perfil de suscetibilidade as drogas S,[LR,E 1°(-) 2°(-) 1°(-) 2°(+)
N° % N° % N°
Suscetiveis 4 16,0 21 84,0 25
~ IR 36 92,3 3 7,7 39
Q IRE 15 83,3 3 16,7 18
p= SIR 10 100,0 0 0,0 10
SIRE 13 92,8 1 7,2 14
Outras resisténcias 5 55,6 4 44,4 91
Total 83 72,2 32 27,8 15
N°=ntmero, % = porcentagem
(-) =resultado negativo (auséncia de pirazinamidase-pirazinamida resistente)
(+) = resultado positivo (presenca de pirazinamidase-pirazinamida sensivel)
S = estreptomicina, [=isoniazida,, R= rifampicina, E= etambutol
MDR = multidroga resisténcia (resisténcia simultnea a pelo menos isoniazida e rifampicina.)
DISCUSSAO E CONCLUSAO Na Tabela 1 observa-se que a porcentagem de discordancia

entre os resultados dos dois testes foi de 47,5% quando as culturas

A concordancia dos resultados do primeiro teste feitocoma  originais foram classificadas como inadequadas. Nesse caso, a

cultura original e do segundo feito com o subcultivo foi de 72,2%,  atividade da enzima so foi evidenciada por ocasido do segundo teste,
0 que demonstra boa reprodutibilidade da técnica. feito com o subcultivo de boa qualidade.
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Neste estudo observou-se correlagdo entre a qualidade
das culturas e os resultados dos testes de pirazinamidase
(p<0,001) confirmando as observagdes de estudos anteriores
sobre a influéncia da qualidade de culturas originais nos testes
de suscetibilidade as drogas®!°.

A andlise dos resultados dos testes de pirazinamidase
comparados com o perfil de suscetibilidade as drogas (S,I,R,E),
apresentados na Tabela 2, mostrou que a maioria (84%) dos
resultados discordantes ocorreu com as cepas suscetiveis as
drogas. Entre as cepas MDR ou com outro tipo de resisténcia,
a concordancia dos resultados dos dois testes foi alta (87,8%).
Essas observacdes alertam para o fato de que as cepas
submetidas ao teste de suscetibilidade as drogas, que se revelem
resistentes apenas a pirazinamida (sem atividade da
pirazinamidase), devem ser subcultivadas e ter o teste repetido
para confirmacgdo dessa resisténcia.

Esta técnica, rapida e de facil execugdo, possibilita a
obten¢do dos resultados no curto prazo de quatro dias de
incubacdo sendo um bom método alternativo aos
convencionais que, além de necessitarem meios com pH acido
para acdo da pirazinamida, necessitam de um periodo de
incubagdo mais longo.

Concluimos que a técnica ¢ util para uso conjunto com
os métodos de detecgdo de suscetibilidade as drogas S, I, R, E
mas, sugerimos que os resultados de resisténcia & PZA sejam
confirmados com a repeti¢do do teste feito a partir de indculos
abundantes provenientes de cultivos jovens.
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