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Resumo:

A tuberculose é um problema de saude publica e engloba diversos
fatores causadores da doenca, tanto econémicos quanto sociais. A doenca é
causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis e a grande preocupacao
nos dias atuais deve-se a sua resisténcia aos farmacos utilizados no
tratamento. A concentragdo inibitéria minima (CIM) permite conhecer a
menor concentracdo de rifampicina (RIF) que impede o0 crescimento
bacteriano. Para tanto, realizou-se o ensaio de REMA (Resazurin Microtiter
Assay Plate) para determinar a CIM da cepa padrédo de M. tuberculosis
Hs7Rv e de isolados clinicos disponibilizados Laboratério Central do Estado
do Parana (LACEN-PR). Os ensaios realizados demonstraram que todos os
isolados testados séo sensiveis ao farmaco testado.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada principalmente
pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (SOUZA, 2005). A TB acomete
principalmente os pulmdes (TB pulmonar), mas também pode ocorrer em
outros orgdos (TB extrapulmonar). O Brasil est4 entre os paises com maior

SN
\‘ 9 o

FUNDACAO i A
L%é f @‘:NP q PARANA
A\

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




5 Encantrio Anwal de wicioco Clentifcs el
de 2016

' 13a 4 de outubro 4 Ercantm Anuml de Iniciasdo Caalifion

incidéncia de infeccdo e milhares de casos sdo conhecidos a cada ano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). O motivo para a manutencdo da doenca
nos dias de hoje se deve principalmente ao abandono do tratamento pelos
pacientes que entdo continuam como fonte transmissora da doenca para
outros individuos, e agrava-se o quadro epidémico (SOUZA, 2005). O
tratamento convencional recomendado pelo Ministério da Saude é realizado
com a combinagdo de quatro farmacos: isoniazida (INH), rifampicina (RIF),
pirazinamida (PZA) e etambutol (ETB), sendo 2 meses com 0s quatro e mais
4 meses com INH e RIF. Um dos principais medicamentos para a realizagao
do controle da TB é a RIF (HIJJAR E PROCOPIO, 2006). A resisténcia a RIF
€ mais frequente quando associada a outros medicamentos, como a INH
(ROSSETI et al, 2002). O objetivo desse trabalho foi determinar a
concentracao inibitéria minima (CIM) de RIF para isolados clinicos de M.
tuberculosis provenientes da triplice fronteira Brasil-Paraguai-Argentina.

Materiais e métodos

Os isolados clinicos de M. tuberculosis foram cedidos pelo Laboratério
Central do Estado do Parana (LACEN-PR) e recebidos em meio Lowenstein-
Jensen (BBL™- Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD,
USA). A cepa padrdo de M. tuberculosis HsyRv e os 26 isolados clinicos
foram inicialmente semeados em meio Lowestein-Jensen e incubadas a
35°C para confirmar a pureza do crescimento bacteriano. Apés 15 dias de
crescimento, as bactérias foram repicadas para o meio de cultura
Middlebrook 7H9 (BBL™- Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks,
MD, USA) suplementado com OADC (Acido Oleico, Albumina, Dextrose e
Catalase) (BBL™- Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD,
USA) e incubadas a 35°C por 15 dias.

A RIF utilizada, foi preparada a uma concentracdo de 400 pg/mL.
Para o ensaio de REMA (Resazurin Microtiter Assay Plate), em uma
microplaca de 96 pocos, foram depositados 100 uL de agua estéril nas
cavidades laterais da placa, a fim de evitar a evaporagcdao durante a
incubacdo. Nas demais cavidades foram adicionados 100 pL de meio de
cultura 7H9 enriquecido com OADC. Nas cavidades da segunda coluna de
cada placa adicionou-se uma solucdo de 1 pg/mL de RIF diluida em 7H9
suplementado com OADC. Foi entdo realizada uma diluicdo seriada até as
cavidades da coluna 9. Para cada isolado clinico foram realizados duplicatas
do ensaio em dias diferentes. O crescimento bacteriano com 15 e 21 dias foi
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padronizado conforme a escala 1 de McFarland e em seguida realizado uma
diluicdo 1:20. Esta suspensdo bacilar (100 uL) foi adicionada a cada
cavidade. Um controle de crescimento bacteriano e um controle de
esterilidade do meio de cultivo foram incluidos para cada ensaio. A placa foi
tampada e incubada a 37 °C em atmosfera normal. Apos 7 dias de
incubacédo, 30 uL de solucdo recém preparada de resazurina 0,01 % foi
adicionado a cada cavidade e a placa foi incubada por mais 24 horas. Uma
mudanca de cor azul para rosa indicou o crescimento de bacteriano, e a CIM
foi definida como a menor concentracdo do farmaco em teste que evitou a
mudanca de cor. As concentracdes de RIF usadas nos testes variaram de
0,015 pg/mL a 0,250 pg/mL

Resultados e Discussao

As CIM encontradas para os 26 isolados clinico e a cepa padrao de
M. tuberculosis Hs7Rv estdo descritas na tabela 1. Os isolados clinicos
apresentaram CIM para RIF de 0,12 pg/mL (12 isolados), CIM de 0,06 pg/mL
(13 isolados) e CIM de 0,25 pyg/mL (1 isolado). Os resultados mostraram que
nado houve cepas resistentes a RIF, o que corrobora com os dados da
literatura ao explicar que a resisténcia ao farmaco de forma isolada € pouco
comum (ROSSETI et. al., 2002).

Tabela 1 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do farmaco rifampicina
contra isolados clinicos e a cepa padrdo M. tuberculosis Hz7Rv

Isolados clinicos/cepa padrao CIM rifampicina (ug/mL) Perfil de sensibilidade a
Rifampicina
Hs7Rv, F1, F6, F7, F16, F20, F22, 0,06 Sensiveis
F23, F25, F29, F35, F42, F48,
F52
F2, F4, F8, F10, F14, F21, F26, 0,12 Sensiveis

F32, F33, F36, F38.F51.

F44 0,25 Sensivel
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Conclusobes

Considerando o valor de referéncia para resisténcia de M.
tuberculosis para a RIF = 0,50 pg/mL, os isolados clinicos provenientes da
fronteira Brasil-Paraguai-Argentina ndo possuem resisténcia ao farmaco
testado.
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