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Resumo: A tuberculose (TB) atualmente € um importante problema de
saude publica no mundo. Em 2015 ocorreram 480 mil novos casos de
multirresisténcia aos farmacos e 100 mil novos casos de resisténcia a
rifampicina. Como o numero de isolados clinicos resistente a RIF vem
aumentando a cada ano, se faz necessério criar modelos in vitro para
ampliar o conhecimento sobre esse tipo de resisténcia Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da metodologia de inducao de
resisténcia a rifampicina em Mycobacterium tuberculosis HszzRv por
semeadura em agar. Diferentes in6culos da cepa de referéncia de M.
tuberculosis foram semeados em agar 7H10 adicionado de 4 pg/mL de
rifampicina. Em seguida, foi determinado a concentracao inibitéria minima
das colbnias que cresceram ap0s exposicao a rifampicina. Apenas o inéculo
sem padronozacdo prévia apresentou colonias visiveis apos 28 dias de
incubacéo. A concentracgéo inibitéria minima das 14 colbnias que cresceram
encontraram-se no intervalo de 0,002-0,008 pg/mL, mantendo, assim, o
padrdao de sensibilidade. A metodologia de inducdo de resisténcia a
rifampicina por semeadura em agar ndo mostrou-se eficiente para a
obtencdo de um mutante resistente a RIF a partir da cepa padréo
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv.

Introducao

A tuberculose (TB) atualmente é um importante problema de salde publica
no mundo. Em 2015 foram estimados 10.4 milhdes de novos de casos e
apesar do seu tratamento ser bem estabelecido, muitos casos de resisténcia
vem sendo registrados. Em 2015 ocorreram 480 mil novos casos de
multirresisténcia aos farmacos e 100 mil novos casos de resisténcia a
rifampicina (RIF) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A RIF é um farmaco que age ligando-se ao sitio ativo da RNA
polimerase dependente de DNA (RNAP), bloqueando o processo de

niversidade _ A %
—‘4UEM?:;:‘:::!*3 CAIXA BRe\. RCNPq  ilh:

onselhoNacional de Dasenvolvimento  Apolo ao Desenvolvimento Cientifico
fnica o Tocno  Tocnolagico do Parana.




26° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica -
6° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior 16 e 17 de outubro de 2017

elongacdo quando o transcrito alcanca 2 ou 3 nucleotideos de comprimento,
desta forma inibindo a transcricao génica (CAMPBELL et al.,, 2001). As
mutacOes na regido de 81 pares de bases do gene da subunidade B da
RNAP representam o principal mecanismo atribuido a resisténcia a RIF,
sendo denominada Rifampicin Resistance Determining Region (RRDR).
Estima-se que 95% dos isolados resistentes a RIF abrigam mutacdes
dirigidas ao alvo codificado pelo rpoB (TELENTI et al., 1993). As trocas de
aminoacidos, e consequentemente a substituicdo por cadeias laterais mais
volumosas, afetam a dobragem e empacotamento da estrutura
tridimensional da RNAP, causando distor¢des no sitio de ligacdo RIF-RNAP
(CAMPBELL et al.,, 2001). Tais mudancas implicam em alteracbes da
energia de ligacado e flexibilidade das cadeias laterais que prejudicam a
interacdo RIF-RNAP (CAMPBELL et al.,, 2001) resultando em isolados
menos suscetiveis ou resistentes a RIF. Como o numero de isolados clinicos
resistente a RIF vem aumentando a cada ano, se faz necessario
desenvolver modelos in vitro para ampliar o conhecimento sobre esse tipo
de resisténcia. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia da
metodologia de inducao de resisténcia a RIF em Mycobacterium tuberculosis
Hs7Rv por semeadura em agar.

Materiais e métodos

A cepa de referéncia de M. tuberculosis H37Rv foi cultivada em Middlebrook
7H9 por 15 dias. Em seguida, foram preparados 500 pL de trés indculos
bacterianos: Uma aliquota obtida diretamente do cultivo bacteriano (sem
padronizacdo prévia), uma suspensao bacteriana padronizada segundo o
padrdo de turvacdo do tubo n° 1 da escala de McFarland e uma terceira
aliguota obtida apos padronizacdo com escala de McFarland 1 seguida de
diluicdo 1:20 do in6culo. Os in6culos foram entdo semeados em Middlebrook
7H10 contendo 4 ug/mL de RIF de acordo com o ponto de corte para
resisténcia estipulado pelo Center of Diseases Control and Prevention
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2012). Ap6s 28
dias de incubacédo a 35 °C, foi realizado contagem de colbnias, utilizando
como controle um crescimento bacteriano semeado em meio sem adi¢ao de
droga.

As colbnias com crescimento visivel nos meios adicionados de RIF
foram semeadas novamente em meio 7H9, e seu crescimento foi
visualmente monitorado até o 15° dia. Em seguida a concentracao inibitéria
minima (CIM) foi avaliada pela metodologia de REMA descrita por Palomino
et al., 2002. Brevemente, os isolados cultivados em Middlebrook 7H9 foram
padronizados ate atingir a turvacao igual a escala McFarland n° 1.
O ino6culo bacteriano foi diluido 20 vezes e 100 pL da diluicdo foi inoculado
em cada um dos orificios contendo a solugdo de RIF diluida na razéo 2
(0,032-0,00005 pg/mL). As microplacas foram seladas e incubadas a 35 °C
por sete dias. Apos este periodo, 30 pL de solucéo de resazurina (0,01%)
foram adicionados em todos os orificios e as placas foram reincubadas
por 24 horas a 35°C.
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A mudanca da cor do azul para o rosa pela reducédo da resazurina foi
considerada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida
como a menor concentracdo da RIF capaz de visualmente impedir a viragem
da cor de azul para résea.

Resultados e Discussao

Ao fim dos 28 dias de incubacao dos inéculos bacterianos em meio contendo
RIF, foram recuperadas 14 colGnias apenas na amostra sem padronizacao
prévia. As placas semeadas com inoculos padronizados ndo apresentaram
nenhum crescimento visivel.

As CIMs das col6nias provenientes do inoculo sem padronizacao
encontram-se descritas na tabela 1, sendo que a CIM dessas colbnias variou
de 0,002 a 0,008 pg/mL.

N&o houveram variagbes significativas na CIM, das colGnias
recuperadas apos a exposicdo a RIF, ou seja, as CIM obtidas apos
exposicdo ndo ultrapassaram a concentracdo de 4 pg/mL, que é a
concentracdo utilizada para determinar resisténcia a RIF. Desta forma, o
crescimento na placa foi devido a sobrecarga microbiana do indculo e nao
desencadeada por mecanismos de resisténcia moleculares. Diferentemente
do exposto por Bisson et al., 2012; e De Knegt et al., 2013, seguindo um
design experimental semelhante.

Tabela 1—- Concentragao inibitéria minima de col6nias isoladas apos
exposicao de Mycobacterium tuberculosis a 4 pg/mL de rifampicina

ID colbnia CIM da RIF ID colbnia CIM da RIF ID colbnia CIM da RIF
Hg/mL pg/mL Hg/mL
Al 0,002 B1 0,002 B12 0,004
A2 0,002 B2 0,002 C1 0,008
A3 0,002 B4 0,002 C6 0,008
A4 0,002 B6 0,008 Cc7 0,002
A6 0,002 B11 0,004 H37Rv 0,004

CIM: Concentracgdo inibitéria minima

A RIF possui agéo esterilizante sobre o bacilo da TB, apresentando
menor indice de mutantes resistentes, sobre uma populacdo de bacilos
sensiveis (Penna 2011). Naturalmente, a resisténcia a RIF apresenta-se com
1 mutante resistente a cada 10’ - 10® bacilos (PENNA 2011), visto que a
mutacdo no rpoB tem um custo adaptativo maior sobre a fisiologia bacilar
(Comas et al. 2011). Dessa forma, a auséncia de crescimento nos meios
sélidos com in6culo padronizado pode ser esperada, uma vez que a
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concentracdo de bacilos no inéculo encontra-se em torno de 3x10° para a
escala de McFarland, e 1,5X10’ para o inéculo diluido. Sendo assim,
diminui-se a probabilidade de recuperacdo de mutantes resistentes.

Além das mutacdes esperadas no rpoB, a resisténcia a RIF pode
estar relacionada a mutacfes compensatérias em outras regides do genoma
do M. tuberculosis (Comas et al. 2011). Aparentemente tais mutacdes
contribuem para a adaptacdo do bacilo ao fenétipo de resisténcia, embora a
maioria ndo esteja primariamente associada a fungdes ligadas a resisténcia
(Bergval et al. 2015). Diferentemente de bactérias de crescimento rapido, tal
qual Escherichia coli, a maquinaria transcricional do M. tuberculosis realiza
0s processos de elongacao e transcricdo dez vezes mais lento (HARSHEY;
RAMAKRISHNAN, 1977) de forma que o aparecimento de resisténcia pode
resultar de um processo lento de exposi¢cdes sucessivas a oscilacdo nas
concentracdes de farmacos.

Conclusodes

A metodologia de indugdo de resisténcia a RIF em Mycobacterium
tuberculosis Hz7Rv por semeadura em agar ndo mostrou-se eficiente para a
obtencdo de mutante resistente a RIF.
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