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Resumo

Tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis. A Isoniazida € um farmaco usado no tratamento
da TB, com acao bactericida nos bacilos em multiplicacdo. O objetivo deste
trabalho foi determinar o valor da concentracdo inibitéria minima de INH,
utilizando o método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA), contra os
isolados clinicos de M. tuberculosis procedentes da triplice fronteira
Brasil/Paraguai/Argentina que apresentam resisténcia a pelo menos um dos
farmacos, usados na terapia da doenca, pelo método Mycobacterial Growth
Indicator Tube (MGIT)®. Dos 29 isolados clinicos analisados, 6
apresentaram CIM de 0,01 pg/mL, 15, CIM de 0,03 pg/mL, 3, CIM de 0,06
pg/mL, 3, CIM de 2 ug/mL e 2, CIM de 4 pug/mL.

Introducao

A tuberculose (TB) € uma doenca infecto-contagiosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis. Estima-se que sua incidéncia seja de 9,6
milhGes de casos por ano em todo o mundo (OMS, 2014). Ela é transmitida
de forma aérea, pela liberacdo de bacilos na tosse, fala ou espirro de
pessoas doentes. A Isoniazida (INH) é um derivado sintético do acido
isonicotinico, utilizada desde 1952. INH tem acédo bactericida nos bacilos em
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multiplicagéo, mas tem pouca acéo sobre os bacilos de crescimento lento ou
em laténcia. A concentragdo inibitéria minima (CIM) de INH contra M.
tuberculosis varia de 0,02 a 0,20 ug/mL (ARBEX et al, 2010). M. tuberculosis
pode se tornar resistente aos farmacos nos casos em que a terapia nao é
seguida adequadamente. Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi
determinar o valor da concentracéo inibitéria minima de Isoniazida, contra os
isolados clinicos de M. tuberculosis procedentes da triplice fronteira
Brasil/Paraguai/Argentina que apresentam resisténcia a pelo menos um dos
farmacos, usados na terapia da doenca, pelo método Mycobacterial Growth
Indicator Tube (MGIT)®.

Materiais e métodos

Vinte e nove isolados clinicos e a cepa padrdo Hs;Rv de M. tuberculosis (ATCC
27294) utilizados nesta pesquisa, foram cedidos pelo Laboratério Central do
Estado do Parana (LACEN-PR). Esses foram recebidos em meio Lowenstein-
Jensen (L-J), entdo semeados em meio de cultura Middlebrook 7H9 e
incubados a 35 °C por 15 dias. A CIM para os isolados clinicos de M.
tuberculosis, de INH, foi determinada pelo método REMA utilizando
Resazurina como agente revelador em microplacas de 96 orificios (Kartell,
Mildo, italia) em triplicata como previamente descrito por Palomino et al.
(2002). Inicialmente a INH foi diluida com Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC, nos orificios das microplacas e ap6s adicionado 100 pl do
in6culo bacteriano previamente padronizado obtendo-se dilui¢es finais de 2
pg/mL — 0,0156 pg/mL de INH. As microplacas foram seladas e incubadas a
36°C em atmosfera normal por 7 dias. Apds, 30uL de solugdo de resazurina
0,01% (Acros, Morris Plains, NJ, USA) recém preparada foram adicionados a
cada orificio e as placas foram re-incubadas a 36°C por 24h para posterior
leitura visual. A mudanca da cor azul para rosa pela reducdo da resazurina
foi considerada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi
definida como a menor concentracao da droga capaz de inibir o crescimento
bacteriano. Para cada isolado estudado foi utilizado um orificio contendo
inoculo micobacteriano e meio de cultivo Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC como controle de crescimento e outro orificio contendo apenas
meio de cultivo Middlebrook 7H9 como controle de esterilidade do meio de
cultivo.

Resultados e Discussao
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Dos 29 isolados clinicos testados para determinagdo de CIM para INH, 6,
tiveram CIM de 0,01 pg/mL, 15, CIM de 0,03 pg/mL, 3, CIM de 0,06 pg/mL, 3
CIM de 2 pg/mL e 2, CIM de 4 pg/mL (Tabela 1). Os isolados que tiveram CIM
> 0,2 foram considerados resistentes ao farmaco, totalizando 5 isolados clinicos
de M. tuberculosis. A CIM de INH para a cepa padrao Hs;Rv foi de 0,06 pg/mL.

Tabela 1. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) do farmaco Isoniazida frente
aos isolados clinicos e cepa padrao de Mycobacterium tuberculosis

Isolados CIM Perfil de Isolados CIM Perfil de

clinicos/cepa Isoniazida sensibilidade clinicos/cepa Isoniazida sensibilidade

padrdo (Mg/mL) a Isoniazida padrdo (ug/mL) a Isoniazida
H37Rv 0,06 S F23 2 R
F1 0,03 S F25 0,03 S
F2 0,03 S F26 2 R
F4 4 R F29 0,01 S
F5 0,03 S F32 0,06 S
F6 0,01 S F33 0,03 S
F7 0,03 S F35 0,03 S
F8 0,01 S F38 0,01 S
F10 0,03 S F42 0,03 S
F12 4 R F44 0,03 S
F14 2 R F47 0,06 S
F19 0,03 S F48 0,03 S
F20 0,01 S F51 0,06 S
F21 0,03 S F52 0,03 S
F22 0,01 S F56 0,03 S

S: Sensivel; R: Resistente

Segundo Rossetti et al. (2002), a maioria dos isolados de M. tuberculosis
resistentes a INH estéo relacionados com mutacfes nos genes que codificam
enzimas responsaveis pela metabolizacdo do farmaco. Com base nos
modelos in vitro e in vivo, atualmente compreende-se bem as
particularidades da multiplicacao diferenciada do M. tuberculosis, conforme a
oferta de oxigénio. Isto €&, distintas velocidades de crescimento nos meios
intra e extracelulares, nas lesbes caseosas fechadas, e nas paredes das
lesbes cavitarias. Com isso se diferenciam populacdes de multiplicacao
geométrica (mais sensiveis a acdo dos medicamentos) daquelas
persistentes (multiplicacdo lenta ou intermitente), que exigem tempo
prolongado de uso dos medicamentos para sua eliminagdo. Assim se
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fundamentam as bases terapéuticas da associacdo medicamentosa para
neutralizar os bacilos naturalmente resistentes, e do tempo longo de
tratamento para eliminacdo dos persistentes, como ocorre nas formas
resistentes. Bacilos contendo mutacdes que levam resisténcia a INH s&o
favorecidos quando o tratamento ndo € seguido de forma correta, ou seja,
muitas vezes o0s pacientes acabam desistindo da terapia, ja que para se obter a
cura sdo necessarios no minimo 6 meses de tratamento. Isto favorece a
selecao de bacilos resistentes a um ou mais farmacos.

Conclusbes
A maior parte dos isolados clinicos foram sensiveis ao farmaco. Apenas 17,2
% dos isolados foram resistentes a Isoniazida.
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