[image: image1.png]



.

Rio Grande/RS, Brasil, 23 a 25 de outubro de 2013.

NITRATASE DIRETA: UM MÉTODO NÃO COMERCIAL PARA O DIAGNÓSTICO DA TUBERCULOSE E PERFIL DE SENSIBILIDADE DO  Mycobacterium tuberculosis AOS ANTIMICROBIANOS DE PRIMEIRA LINHA
BRUM, Clarice Brinck; ABILLEIRA, Fernanda de Souza; SCHOLANTE, Ana Bárbara; VALENÇA, Mariana; VON GROLL, Andrea.
SILVA, Pedro Eduardo Almeida da
claricebbrum@gmail.com
Evento: Encontro de pós-graduação
Área do conhecimento: Microbiologia Aplicada
Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; Tuberculose; Nitratase.
1 INTRODUÇÃO
A tuberculose (TB) é uma doença de emergência global, causando a morte de aproximadamente dois milhões de pessoas a cada ano, tendo como agente etiológico o Mycobacterium tuberculosis. A detecção precoce do agente, bem como seu perfil de sensibilidade, permite o uso de esquemas de tratamento adequado para o paciente, o que tem um impacto positivo para o controle da doença. Recentemente, a Organização Mundial da Saúde recomendou o teste da nitratase (NRA), como uma nova alternativa não comercial para a detecção e teste de sensibilidade aos antimicrobianos de primeira linha. Este teste se baseia na capacidade de detectar a redução de nitrato para nitrito realizado por cepas de M. tuberculosis metabolicamente ativa. Como vantagens, o teste mantém o formato e os custos semelhantes aos métodos convencionais, pode ser realizado direto com a amostra clínica e tem mostrado um menor tempo para a obtenção do resultado. Este estudo avaliou a nitratase direta introduzida na rotina laboratorial para o diagnóstico da TB e detecção de cepas resistentes aos fármacos de primeira linha em pacientes atendidos no Hospital Universitário Dr. Miguel Riet Correa da FURG (HU-FURG). 
2 MATERIAIS E MÉTODOS
No período de novembro de 2012 a junho de 2013, foram avaliadas 40 amostras clínicas, provenientes de 26 pacientes atendidos no HU-FURG. As amostras clínicas que apresentaram baciloscopia foram descontaminadas pelo método NALC e posteriormente submetidas ao teste da nitratase, realizado de acordo com Ängeby, 2002. Cada amostra descontaminada foi inoculada em três tubos controles, um tubo contendo, isoniazida (0,2µg/ml), um rifampicina (40µg/ml), e um quarto tubo com PNB (500µg/m), sendo este último usado para verificar o crescimento de micobacérias não pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Os tubos foram incubados a 37ºC. A leitura do resultado foi realizada nos dias 14, 21 e 28 pela adição de uma solução reveladora que permite detectar nitrito no tubo controle através da mudança de cor para rosa. No dia que o controle apresentava-se positivo, os demais tubos com antimicrobianos eram revelados e a amostra era considerada resistente se a mudança de cor para rosa fosse igual ou maior que a apresentada no tubo controle. 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
  A tabela 1 apresenta o número de amostras e seu respectivo tempo para a obtenção dos resultados. Trinta e quatro amostras foram positivas em até 28 dias, quatro não tiveram o controle positivo nos três dias testados, sendo recomendado mais um controle para ser testado. O índice de contaminação foi de 5%, sendo esta porcentagem aceitável para ensaios diretos de amostras clínicas.
Tabela 1 – Resultados em dias do teste da nitratase
	Número de amostras
	Tempo de crescimento

	12
	14 dias

	12
	21 dias

	10
	28 dias

	2
	Contaminação

	4
	Controle negativo


Do total de amostras analisadas, uma foi detectada monorresistente a Isoniazida. Esta baixa incidência de resistência está de acordo com estudos anteriores já realizados nos Municípios de Rio Grande e Pelotas. A obtenção da detecção do agente e perfil de sensibilidade para o diagnóstico da TB em até 28 dias é considerado rápido em comparação aos métodos convencionais de cultivo em meio sólido, pois são detectados em até 60 dias.
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS
Neste estudo foi possível verificar que o teste da nitratase pode ser utilizado na rotina laboratorial para o diagnóstico da TB e para a detecção de cepas resistentes, tornando-se uma boa ferramenta de diagnóstico em locais com poucos recursos. No Brasil, este método se torna uma possibilidade de descentralizar os testes de sensibilidades que são comumente realizados em laboratórios de referência, ampliando regionalmente as ferramentas de controle da TB.
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