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RESUMO. A técnica de microdiluicdo em placa, para determinagéo da concentracao inibitéria minima, foi
comparada com as técnicas de macrodiluicdo em tubo e radiométrica. A padronizagdo da microtécnica
visou sua utilizacdo em ensaios de drogas alternativas e novos compostos com potencial agdo antimicro-
biana contra dMycobacterium tuberculosi®\ droga utilizada, isoniazida, foi testada na cepa padréo

H, R, e em 34 cepas de teste, sendo 26 sensiveis a isoniazida e oito resistentes, segundo perfil de
sensibilidade determinado pelo método da taxa de resisténcia. A comparagdo entre os métodos em
placa e o radiométrico resultou na concordancia de 32 cepas e discordancia de trés. Estes dados indicam
gue o método de microdiluicdo em placa é adequado para se testar o efeito de drogas ou compostos
guimicos sobre ™. tuberculosisA técnica é econdmica, de facil execucéo e ndo requer equipamento
para sua execugao.

PALAVRAS-CHAVE. Concentragdo inibitéria minimaflycobacterium tuberculosigesisténcia a
drogas; microdiluicdo em placa.

INTRODUCAO Os métodos laboratoriais convencionais de determina-
¢do da sensibilidade as drogas das cepddydebacterium
A tuberculose, apesar de ser uma das doencas ntalgerculosisdemandam um tempo excessivo para a obtencao
antigas que acometem o homem, tem apresentado novos désaresultado. Por outro lado, os métodos mais modernos e
fios ao mundo moderno, de modo que novas metodologieficientes como, por exemplo, 0 método radiométfiet’ e
precisam ser desenvolvidas para serem aplicadas pelos ldlgeobacteria Growth Indicator Tuheapresentam custo
ratorios. elevado inviabilizando sua utilizacdo de maneira ampla e
Atualmente, o que mais preocupa as autoridades descentralizada, especialmente em paises pobres onde a tuber-
saude em relacdo a tuberculose é a questdo da resisténcauldse e, freqientemente, o problema da resisténcia sdo mais
drogas correntemente utilizadas no tratamento. agudos e com maior amplitude.
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A necessidade de novas drogas ativas é urgente e mAntimicrobiano
causado renovado interesse, tanto em testar moléculas deriva- A isoniazida (INH) foi utilizada como agente inibitério
das de tuberculostaticos ja conhecidagianto na busca de do crescimento bacteriano, nas concentracdes de: 0,025; 0,05;
novas substancias isoladas de extratos de veyetaide 0,1;0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 ug/ml.
fermentacdo microbiana.

O Brasil, com sua enorme biodiversidade, apresera Definicdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CIM)
grande potencial para a descoberta de novas moléculas ativas A CIM foi definida como a menor concentragao da droga
em micobactérias e outros agentes infecciosos. A quantida@dequal ndo se observou crescimento bacteriano. A cepa foi
de substancias candidatas a serem uma nova droga pamssiderada sensivel a isoniazida quando apresentou CIM
tratamento da tuberculose é enorme. Desta forma, sera impoenor do que 0,2 pg/ml.
tante a utilizacdo de um teste para esta triagem que apresente
rapidez, simplicidade e que seja padronizado, além de condizert: Método classico de determinacdo da Concentracao
te com as condic¢des de infra-estrutura do pais. Minima Inibitoria (CIM) em meio liquido

Por ndo haver método convencional padronizado para  Empregou-se a técnica descrita por Ericsson e Sheris
as novas drogas, ou mesmo para algumas das drogas alternageado utilizados tubos com 5 ml de caldo Middlebrook 7H9
do tratamento da tuberculose, € que a utilizagdo de metodolagriziquecido com ADC contendo as diferentes concentracdes
gue determine a concentracéo inibitéria minima (CIM) é a maie INH, bem como tubos controles sem INH. Os tubos foram
indicada. inoculados com 0,5 ml da suspenséo bacteriana padronizada.

O método de determinacéo de CIM por microdiluicad leitura foi realizada pela verificag@o visual do crescimento
em placa tem sido empregado para determinar o perfil bacteriano apds 17 dias de incubacéo a 37°C.
resisténcia de micobactérias a antimicrobianos. Em decorrén-
cia da simplicidade tecnoldgica e baixo custo, o teste cont&?2 Método de determinacdo de CIM em placa de
alto potencial de utilizagcdo univers@fti? microdiluicédo

O objetivo do presente estudo foi padronizar a técnica Em placas estéreis de 96 orificios foram distribuidos
de microdiluicdo em placa, visando sua utilizagdo em ensal30 pl de meio Middlebrook 7H9 Na linha A da placa foi
de drogas alternativas e novos compostos contraadicionado 100 pl de uma solugdo INH com concentracdo de
Mycobacterium tuberculosi®iem como sua comparacgdo con8,2 pg/ml. Em seguida, com uma pipeta de microdiluicdo de
0s métodos radiométrico e macrodiluicdo, em tubo, B2 canais foram feitas as diluicbes seriadas, transferindo-se
padronizados, e que utilizam meio liquido 100 pl da linha A para a linha B, e assim sucessivamente até a

linha G da placa, sendo que a Ultima linha H foi deixada sem
droga, utilizada como controle do crescimento bacteriano.

MATERIAL E METODOS Foram inoculados 10 pl da suspensédo bacteriana padronizada
em cada um dos orificios da placa. A placa foi selada com um
1. Microrganismos filme selador, e incubada por 20 dias e a leitura feita visual-

Foram utilizadas, para os testes, a cepa padrdo avirulentante.
de Mycobacterium tuberculosisl, R, (ATCC25177) e 34
cepas deMl.tuberculosisde isolamentos clinicos realizados3.3 Método de determinagéo de CIM utilizando o método
no Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz. As cepas radiométrico
possuiam seu perfil de sensibilidade a isoniazida previamente A técnica utilizada € a descrita por Siddiqi, S.H. &tAl.
determinado pelo método da taxa de resisténcia, métgutir de uma solugdo de Isoniazida 1% foram feitas diluicdes
convencional em meio sélido, tendo sido incluidas 26 senaté obter as concentra¢des necessdrias para que ao se adicionar
veis e oito resistentes. A cepa padrdo também mostroussefrasco de meio 7H12 (BACTEC 12B, Becton Dickinson
sensivel. A partir de culturas em meio s6lido Lowenstein-Jens&iagnostic Instruments Systems, Sparks, Md), que contém 4 mi
as cepas foram cultivadas em meio liquido Middlebrook 7H8 meio, fosse atingida a concentracéo final desejada. Aos tubos
adicionado de enriquecimento Albumina-Dextrose-Catalasentendo 4 ml de 7H12 foram adicionados 0,1 ml de solug&o
(ADC), incubada a 37°C por 7 dias. A padronizacao do in6culle INH. Em cada frasco de meio 7H12 foi inoculado 0,1 ml da
foi obtida por novo subcultivo em meio liquido Middlebrooksuspenséo bacteriana padronizada. O frasco foi incubado a 37°C
7H9, sendo o crescimento bacteriano medido diariamente eraleitura em equipamento BACTEC 460TB (Becton Dickinson,
espectrofotdmetro utilizando-se comprimento de onda def,54@parks, Md) foi feita diariamente, sendo o crescimento expresso
até que a suspensdo bacteriana atingisse leitura equivalentenaindice de crescimento (Gl). Por esta técnica esta
1 unidades formadoras de colbnias. A suspensao resultgoaeironizado que quando o Gl atinge valores entre 400 e 600, a
foi diluida a 1:10 e 1:100 com agua destilada, sendo as dsaspenséo bacteriana pode ser entdo empregada para a realizacéo
dilui¢es utilizadas como suspenséo padronizada para inocude-testes de avaliagdo de efeito de antimicrobianos. Os frascos
¢do nas trés técnicas testadas. contendo INH foram inoculados com 0,1 ml desta suspenséo

16



Telles, M.A.S.; Mosca A. Avaliagcdo da técnica de microdiluigdo em placa para determinacéo de concentragéo inibitériaistniazddeem
cepas déMycobacterium tuberculosi®ev. Inst. Adolfo Lutz, 59(1/2):15-19, 2000

bacteriana e também em um frasco sem droga que foi utilizadbo e em placa foram necessérios 17 e 20 dias respectivamente.
como controle do crescimento bacteriano. O controle foi A utilizaco do corante Alamar Blue melhorou a visuali-
inoculado com a suspenséo bacteriana diluida 1:100. Os frastaxsao do crescimento bacteriano, e os resultados obtidos com
foram incubados a 37°C e as leituras feitas no equipamenteem adi¢cdo do Alamar Blue foram concordantes.

BACTEC diariamente, a partir do terceiro dia de incubacéo, até

que o frasco controle apresentasse leitura de Gl igual a 30. Tébela 1.Comparacdo das Concentrac¢des Inibitdrias Minimas
dia que o Gl atinge o valor maior ou igual a 30, calculase o(ug/ml) da Isoniazida, de cepas sensiveis e resistentes, obtidas

Gl, sendo @&\ Gl calculado com dados do dia antérior nos trés métodos

3.4 Método de determinacio de CIM utilizando corante cepas sensiveis n = 27 cepas resistentes n = 8
Alamar Blue n° cepas placa radiom. Tubo n°cepas placa radiom. tubo

o ; Arai g i oo 8 0,050 0,050 0,050 1 1,600  0,4000,10

Foram ut|I|zad_as n_nc_roplacas ,esterels de 96 (_)r|f|c~|os 0025 0025 0025 ’ 160050400 0.05
preparadas de_ maneira similar ao m_eto_do de determlr]agao de 0025 0050 0025 1 1600 0400005
CIM®. O crescimento d&l.tuberculosisfoi detectado apés a 2 0025 0,025 0,050 1 0,025 0,0250,10
adicdo de um corante indicador de 6xido redugdo, o Alamar 2 0,025 0,050 0,050 1 0,400>0,400 0,80
A A 0,025 0,050 0,100 1 0,400>0,400 0,40

Blue®. Neste método, a placa é preparada de modo que cad 0025 0050 0.200 1 0400 0,400 0.05

orificio contém um total de 200 pl da mistura de meio de cultura, ; 1600 0025 0050
droga e suspenséo bacteriana. Apés 15 dias de incubacéo, fai 1600 0,050 0,050
adicionado a cada orificio 25 pl de Alamar Blue, preparado em 1 0025 >0400 0,025
soluggo 1:1 de tweNen 80 a 10%. A placa f0|_ reincubada por\?aéllores grifados indicam discordancia de valores em relagido aos outros
horas, sendo, entdo, observado o aparecimento de cor. N@gdos

orificios cuja cor do corante mudou para rosa o teste foi

considerado positivo e negativo se a cor permaneceu azul. Tabela 2 Sensibilidade, especificidade e valor preditivo positi-

vo dos métodos de placa, radiométrico e tubo em relagdo ao

RESULTADOS método convencional
As oito cepas resistentes pelo método convencional __ Placa __ Radiométrico Tubo
apresentaram-se resistentes nos métodos de placa e radioméensibilidade s % s
Especificidade 86 87 25

trico,_ enquanto que no método em tL,JbO_ 6 cepas_tiveram resulta- oreditivo positivo % % a1
do discordante. Das 27 cepas sensiveis, duas tiveram resultato
discordante no método de placa, apresentando concentracbes
inibitérias minimas maior ou igual a 0,2 pg/ml, enquanto que
0s métodos radiométrico e de tubo apresentaram uma cgpa
discordante. »
Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados das con-
centracdes inibitérias minimas obtidas nos trés métodos testa-
dos, mostrando que:
» a comparacao dos resultados dos métodos em placa v vy
e radiométrico evidenciou 32 cepas concordantes e
trés discordantes, enquanto que a microdiluicio quari-
do comparada com a macrodiluicao resultou em 26
cepas concordantes e 9 discordantes.
* 0 método radiométrico em comparacdo ao métode
em tubo apresentou 27 resultados concordantes e 8
discordantes.
A avaliacdo de sensibilidade, especificidade e valé?” | %V  teois *
preditivo positivo dos métodos testados em relagdo ao método s o ol o2 0r o8 0d Rediométrice
convencional estdo apresentados na Tabela 2.
A Figura 1 apresenta a comparacdo dos resultados ldesepas resistentes pelo método convencional
CIM entre os métodos radiométrico e de placa, mostrando bpgePas sensiveis pelo método convencional = .
- . , ¢ Cepas com resultados discordantes entre os métodos radiométrico e em
correlagéo entre os dois métodos. placa
A andlise do tempo decorrido, para cada teste, na obten-

¢&o de resultado, mostrou que o método radiometrico foi © Maj§,ra 1. Comparagéo das Concentracdes Inibitérias Minimas
rapido, requerendo sete dias, sendo que para 0s Metodo EMyoniazida obtidas nos métodos de placa e radiométrico
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DISCUSSAO O método em tubo, além de ser muito trabalhoso, acarre-
ta erros maiores de diluicdo das drogas, e os resultados mostra-
A necessidade de padronizacdo de um teste simplesam menor concordancia.
econdmico para determinac¢do de concentracdo inibitéria  Os métodos radiométrico e em placa mostraram-se
minima de novas drogas e de drogas alternativas ao tratamemhis adequados para a determinacéo de CIM. No entanto o
de primeira linha da tuberculose, e de novas moléculas ativadiométrico apresenta custo elevado para as condi¢des labora-
com potencial atividade sobreMh tuberculosisnos levaram toriais de paises em desenvolvimento, exigindo, ainda, equipa-
a avaliar o método de microdiluicdo em placa, comparanda¥@nto especifico, fator limitante em muitos laboratérios. Além
com o método convencional e padronizado para determinacBgso, utiliza materiais importados e radioativos, acarretando
de sensibilidade as drogas, o0 método da taxa de resisténdificuldades de aquisi¢do e descarte dos mesmos.
Como o método em placa utiliza meio liquido, havia a necessi- O método em placa apresenta varias vantagens como:
dade de ser comparado, portanto, com métodos padronizao@so custo, ndo exigir equipamento especifico para sua realiza-
gue utilizassem meio liquido, e por esta razdo foi comparago e ndo utilizar material importado ou radioativo.
com os métodos radiométrico e o de diluicdo em tubo. O método radiométrico, no presente estudo, apresentou
A avaliacdo da sensibilidade, especificidade e valam tempo de obtencéo do resultado reduzido em 10 dias em
preditivo positivo evidenciaram que os métodos de placareacdo ao método em placa.
radiométrico apresentam valores muito equivalentes, sendo  Apesar de outros estudos mostrarem que os resultados
gue o método em tubo apresentou desempenho insuficientiizando-se o método em placa podem ser obtidos em 7 a 10
nos valores de especificidade e de valor preditivo positivo. @gs°, no presente trabalho o retardamento no crescimento
valores de sensibilidade mostraram-se altos para os trés mbtsteriano ocasionou um acréscimo de dias para a obtencao
dos, 93 a 96%, no entanto os valores de especificidade fordas resultados. Isto pode ser devido a caracteristica intrinseca
mais baixos, 86% para placa, 87% para radiométrico, serttm Mycobacterium tuberculosiqjue apresenta tempo de
que o método em tubo apresentou valor de especificidattescimento em meio de cultura bastante variavel.
extremamente baixo, 25%. O valor preditivo positivo foi muito Os dados obtidos neste estudo indicam que o método
bom para os métodos em placa e radiométrico (96%) e bade microdiluicdo em placa é adequado para determinacao da
para o método em tubo (81%). O coeficiente de Kappa, calcu@iM, testar a sensibilidade ddycobacterium tuberculosis
do para o método em placa foi de 0,70 recebendo a classifitante a diferentes drogas e principalmente € préatico e econé-
¢do de substancial e para o método radiométrico o coeficienteo, podendo ser utilizado em larga escala em laboratérios
apresentou o valor de 0,84 recebendo a classificacdo de quis@aises com baixos recursos tecnoldgicos.
perfeito. Esta andlise estatistica dos dados foi realizada com o
auxilio do programa EPI-INFO, versdo 6.04b (Center for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, E.U.A))
Por esta andlise conclui-se que os métodos em placa e AGRADECIMENTOS
radiométrico sdo os que apresentaram melhores resultados,
sendo que em relacdo as discordancias, os dois métodos foram Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo a
totalmente comparaveis, 0 método radiométrico resultou éhesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP) pelo suporte
dois discordantes e o de placa trés. financeiro.
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ABSTRACT. The microtitre plate method used to determine the minimal inhibitory concentration has been
compared with the method of tube macrodilution and the radiometric method, for the purpose of evaluating
this method in testing second-line drugs and new compounds which may have a potential effect against
Mycobacterium tuberculosi§ he drug used was isoniazid and 34 strains were tested, besides the standard
strain H_R_. Out of those strains, 26 were sensitive to isoniazid and eight were resistant to it. The results
obtained showed that the plate method gave 32 concordant results and three discordant ones. There was
a good correlation between the results of these methods and the results of the radiometric method. The
sensitivity and specificity of this method were good, being very similar to the ones for the radiometric
method. The conclusion is that the microdilution plate method is appropriate to test the effect of drugs or
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compounds againdfl.tuberculosis|t is an inexpensive technique that is easy to perform and does not
require any equipment in its use.
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