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Resumo

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa de evolucdo cronica, causada
principalmente por Mycobacterium tuberculosis. A progressdo acentuada da TB
reforca a necessidade de estudos que proponham o controle de bacilos
multirresistentes. Dentre as estratégias disponiveis, a reutilizacdo de farmacos como
a estreptomicina (SM) se mostra necessaria. Assim, este trabalho teve como objetivo
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) de SM em 10 isolados clinicos de
M. tuberculosis pertencentes a micobacterioteca do Laboratério de Bacteriologia
Médica. A CIM de SM para cada bactéria foi determinada por meio do método
resazurin microtiter plate assay (REMA). A CIM de SM variou de 0,25 até 2 pg/mL
para os isolados testados, caracterizando trés isolados como resistentes e sete
como sensiveis. A proporcao de resisténcia e susceptibilidade a SM esta de acordo
com a literatura. Nossos resultados evidenciam a possibilidade da reutilizacdo da
SM no esquema padrdao de tratamento da TB, no entanto um maior nimero de
isolados clinicos devera ser estudado para melhor compreensdo da diminuicdo da
resisténcia bacteriana ao longo dos anos contra este farmaco.

Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada principalmente
por Mycobacterium tuberculosis. O desenvolvimento da doenca depende de fatores
ligados ao proprio hospedeiro, como estado nutricional e imunitario, e fatores
ambientais como ocupacdo profissional e exposicdo a aglomerados humanos.
Estima-se que em 2017 foram gastos mundialmente 9,2 bilhdes de ddlares com a
TB, excluindo os gastos com pesquisas sobre a doenca. Em 2017 ocorreram 1,7
milhdes de mortes por TB (WHO, 2018) e o Brasil encontra-se entre os 22 paises
gue concentram 80% dos casos estimados de TB no mundo (WHO, 2018).

O tratamento da TB visa a cura rapida a fim de reduzir a transmissdo da
doenca. Os farmacos utilizados no tratamento atual sdo classificados em farmacos
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de primeira e segunda escolha de acordo com a sua eficacia, atividade e o risco de
produzir reacdes adversas. De forma geral, os farmacos de segunda linha sdo mais
toxicos e podem ser menos eficientes no combate ao M. tuberculosis (WHO, 2018).

Apesar de eficiente, o tratamento da doenga pode se estender caso o bacilo
apresente resisténcia a um dos farmacos empregados. Caracteristicas como
envelope celular altamente impermeével; acdo de bombas de efluxo e enzimas
hidroliticas (ex: aminoglicosideo acetil-transferases) fazem com que as
micobactérias sejam naturalmente resistentes.

A longa exposi¢do de M. tuberculosis aos farmacos do esquema béasico gera
uma pressao seletiva para mutantes resistentes. O mecanismo de resisténcia a
estreptomicina (SM) ocorre principalmente por mutacdes na subunidade ribossomal
S12 (rpsl), responsavel por codificar um dos sitios alvo da SM. Outra mutacéo
comum ocorre em duas regides diferentes dos genes que codificam o RNA 16S (rrs)
(ROSSETI, M.L.R, et al, 2002).

A partir do exposto, tornou-se importante o estudo da resisténcia aos
farmacos antituberculosos como a SM, com a finalidade de melhor aproveitar os
recursos antibidticos existentes bem como embasar pesquisas acerca do
desenvolvimento de novas combinacdes de farmacos como possiveis alternativas ao
esquema de tratamento atual da TB.

Materiais e métodos

Dez isolados de M. tuberculosis com diferentes perfis de sensibilidade aos
antimicrobianos pertencentes a micobacterioteca do Laboratério de Bacteriologia
Médica (LEPAC-UEM) foram selecionados para este estudo. As culturas
bacterianas foram mantidas em meio liquido em Middlebrook 7H9 suplementado em
10 % com OADC a temperatura de 35 °C por 15 — 21 dias.

A concentracéo inibitéria minima (CIM) de SM para cada isolado clinico de M.
tuberculosis foi determinada pelo método Resazurin Microtiter Plate Assay (REMA),
técnica descrita por Palomino et al (2002), utilizando uma microplaca de 96 orificios.
Resumidamente, a técnica baseia-se em uma microdiluicdo de farmacos em meio
de cultura. Apos adicdo de indéculo micobacteriano padronizado, a placa foi
incubada por sete dias a 35 °C. Em seguida, foi adicionado resazurina (0,03%) e a
leitura foi feita apds 24 horas. Utilizou-se também INH como um controle do ensaio.
A mudanca da cor azul para rosa pela reducéao da resazurina foi considerada como
presenca de crescimento bacteriano. A CIM definida como a menor concentracao
do farmaco capaz de inibir a mudanca de cor da resazurina de azul para réseo.

Resultados e discussao

Dez isolados clinicos de M. tuberculosis foram submetidos ao ensaio REMA.
Assim, obtivemos os seguintes resultados: a CIM de SM variou de 0,25 até 2
ug/mL, caracterizando trés isolados como resistentes e sete como sensiveis; para
INH, o valor de CIM nos isolados testados variou de 0,007 até 0,25 pg/mL.

A alta frequéncia de isolados sensiveis a SM encontrada (7/10)
possivelmente se deve ao fato que a SM foi retirada do esquema padrdao de
tratamento da TB. Assim, mutantes resistentes sao selecionados com menos

N\
‘. ‘. U E M Universidade AR N
Estadual de R

DO ESTADO DO PARANA




28° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica

8° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica JUnior USLE S e 2

frequéncia. Porém, é importante ressaltar que o numero de isolados clinicos
testados representa uma pequena fracao da totalidade.

Apesar de baixas CIMs de SM terem sido observadas, este farmaco
apresenta toxicidade mais elevada e via de administragdo intravenosa,
consequentemente mais complexa, do que os farmacos de primeira escolha no
tratamento da TB (Arbex et al,. 2010). Deste modo, o uso da SM fica reservado
para casos de doenca causada por M. tuberculosis resistente ou em que a terapia
padrdo ndo se mostre eficaz.

Segundo Pires et al. 2007, a importancia da utilizacdo e monitoramento do
padrao de sensibilidade/resisténcia dos antimicrobianos frente aos microrganismos
cresce diante das falhas no tratamento que, na maioria das vezes, € empirico; no
entanto, a orientagdo de uma nova conduta terapéutica favorece o sucesso na
terapia. O crescente aumento de bactérias resistentes a varios antimicrobianos
representa um enorme desafio aos profissionais da area da saude no tratamento
das infec¢bes, necessitando, portanto, de revisées e andlises periodicas.

Tabela 1. Concentragéo inibitéria minima de SM e INH de isolados clinicos de M.
tuberculosis selecionados neste estudo.

Concentracao Inibitoria
Perfil de Minima (ug/mL)
susceptibilidade

Isolados clinicos
Estreptomicina  Isoniazida

07 SMR 1,00 0,03
24 S 0,25 0,06
26 S 0,25 0,25
56 S 0,25 0,03
82 SMR 2,00 0,03
83 S 0,5 0,015
87 SMR 2,00 0,03
91 S 0,25 0,03
1193 S 0,25 0,007
3614 INHR: RIFF;EMBR 0,5 0,03

S, sensivel; INH, resistente a isoniazida, RIF" resistente a rifampicina, EMB" resistente a etambutol.
Conclusodes

Considerando que a CIM do farmaco SM para a maioria dos isolados clinicos
estudados permaneceu baixa, demonstrando que este farmaco ainda possui boa
atividade contra M. tuberculosis. Nosso estudo evidencia a possibilidade da
reutilizacdo da SM no esquema padréo de tratamento da TB, no entanto um maior
namero de isolados clinicos devera ser estudado para melhor compreensédo da
diminuicao da resisténcia bacteriana ao longo dos anos contra este farmaco.
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