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Resumo:

As micobactérias ndo tuberculosas sdo um grupo que se destaca por causar
infeccbes em qualquer local do corpo humano. O tratamento € constituido de
multiplos farmacos, com diferentes mecanismos de acdo, visando evitar o
desenvolvimento de resisténcia. O objetivo deste projeto foi determinar a
suscetibilidade de micobactérias nédo tuberculosas de crescimento lento a
antimicrobianos que sdo comumente empregados no tratamento de infeccdes
causadas por esse grupo bacteriano. Foram selecionados isolados clinicos de
Mycobacterium kansasii, M. gordonae e M. avium e cultivados em Mueller Hinton
Broth cétion ajustado enriquecido com 5% de &cido oleico, albumina, dextrose e
catalase (OADC) a 37°C. A determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)
foi realizada por microdiluicdo em caldo, com o método resazurin broth microdilution
assay. Os isolados clinicos testados mostraram perfis de susceptibilidade variados
para rifampicina (RIF), claritromicina (CLA) e ciprofloxacino (CIP). M. avium mostrou-
se como o isolado mais resistente a CLA (256 pg/mL) e o mais sensivel a RIF (8
pg/mL) e CIP (0,125 pg/mL). Por outro lado, M. kansasii e M. gordonae
apresentaram as mais altas CIMs para RIF (256 pg/mL). Nossos resultados
corroboram com a literatura e indicam presenca de isolados clinicos resistentes aos
farmacos de primeira escolha para o tratamento de micobacterioses.

Introducéo

O género Mycobacterium spp. € composto por bactérias pertencentes ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis, M. leprae e o grupo de Micobactérias N&o
Tuberculosas (MNT). As MNT sao caracterizadas por apresentarem patogenicidade
variavel e estarem dispersas na natureza, principalmente no solo e na agua potavel
(COELHO, L., 2016). Podem causar infeccbes em qualquer local do corpo humano,
sendo mais frequente em individuos que ja possuem um histérico de doenca
respiratéria ou em imunocomprometidos, mas também podendo se desenvolver em
pessoas saudaveis (COWMAN et al., 2016).

As MNT podem ser diferenciadas de acordo com a velocidade de crescimento
e producdo de pigmentos in vitro. Micobactérias de crescimento lento (SGM, do
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inglés slowly growing mycobacteria) crescem e desenvolvem colénias em um
periodo maior que sete dias de incubacdo (BOMBARDA S, et al). As SGM incluem
principalmente o complexo M. avium (MAC), M. kansasii, M. xenopi, M. malmoense,
M. szulgai e M. gordonae. Dentro deste grupo, destacam-se M. avium e M. kansasii
por sua patogenicidade e incidéncia de infec¢cbes respiratérias.

O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis para o
tratamento de infecgBes causadas por MNTs € um problema para o enfrentamento
dessas doencas. Assim, conhecer o perfil de resisténcia de cada isolado clinico
realizado por testes especificos € de suma importancia a fim de que a terapia
farmacoldgica seja precisa e eficaz. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de M. avium, M kansasii e M.
gordonae a claritromicina (CLA), rifampicina (RIF) e ciprofloxacino (CIP),
antimicrobianos empregados no tratamento de infec¢gbes causadas por esse grupo.

Materiais e métodos

Selecédo de isolados clinicos de SGM

A selecdo dos isolados de SGM ocorreu pelo levantamento nos registros do
Laboratério de Bacteriologia Médica da UEM (LBM-UEM), e M. avium, M kansasii e
M. gordonae foram selecionadas. Assim, esses isolados foram descongelados e
cultivados em meio de cultura Mueller Hinton Broth (MHB) (Difco Laboratories,
Detroit, USA) cétion ajustado enriquecido com 5% de OADC (BBL/Becton-Dickinson,
Sparks, MD, USA) e cultivados em estufa a 37°C.

Determinacéo da concentracéo inibitoria minima

A concentracdo inibitoria minima (CIM) dos farmacos CLA, RIF e CIP,
empregados no tratamento de micobacterioses foi determinada de acordo com o
método resazurin broth microdilution assay (CASTILHO, A. L. et al., 2015).
Resumidamente, os farmacos foram diluidos de forma seriada em MHB cation
ajustado enriquecido com 5% de OADC, em microplacas de 96 cavidades. Em
seguida, as suspensOes bacterianas foram padronizadas com a escala de
McFarland n° 0,5, diluidas na razédo de 1:200 em MHB cation ajustado enriquecido
com 5% de OADC e inoculadas 100 pL nas cavidades das microplacas. As
microplacas foram entédo incubadas a 37 °C em atmosfera normal durante 5 dias.
Apbs incubacgdo, 30uL de solucdo de resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ,
USA) foi adicionado a cada cavidade e as placas foram incubadas por 24 horas. A
CIM foi definida como a menor concentragdo do farmaco capaz de inibir o
crescimento bacteriano (inibir a mudanca de cor da resazurina de azul para réseo,
avaliado visualmente).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos indicam que M. avium mostrou-se como o isolado mais
resistente a CLA (256 ug/mL) e o mais sensivel a RIF (8 pug/mL) e CIP (0,125
pg/mL). Enquanto que M. kansasii e M. gordonae apresentaram as mais altas CIMs
para RIF (256 pg/mL), conforme descrito na tabela 1.
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade de M. kansasii, M. avium e M. gordonae aos
antimicrobianos rifampicina, claritromicina e ciprofloxacino.

Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)
Espécie Rifampicina | Claritromicina | Ciprofloxaci
no
M.kansasii 256 4 0,25
M. Avium 8 256 0,125
M. gordonae 256 32 0,25

A menor CIM de RIF foi observada para M. avium (8 pg/mL), enquanto M.
kansasii e M. gordonae apresentaram concentracdes muito mais elevadas (256
pg/mL) (Tabela 1). RIF € um dos principais farmacos empregados no tratamento de
infeccbes causadas por M. kansasii e M. gordonae e resisténcia a RIF nessas
espécies ja foi relatada. Os isolados clinicos testados neste trabalho demonstraram
CIM para RIF muito elevada, quando comparada com a literatura pertinente (LIU, C.-
F. etal., 2021).

Considerando CLA, a CIM desse farmaco em M. avium foi que demonstrou
maior valor (CIM = 256 pg/mL), seguido por M. gordonae e M. kansasii com CIMs de
32 e 4 ug/mL, respectivamente. Estudos indicam que a CLA é o medicamento mais
ativo contra bactérias do complexo M. avium, juntamente com a amicacina, por
possuirem oOtimos efeitos bacteriostaticos, sendo considerados antimicrobianos de
primeira linha para o tratamento de infec¢cdes causadas pelo complexo MAC (LIU,
C.-F. et al., 2021).

Finalmente, CIP demonstrou atividade inibitéria muito semelhante entre as
SGM testadas, com CIMs de 0.25 pg/mL em M. kansasii e M. gordonae e 0.125
pg/mL em M. avium. Estes resultados concordam com recomendacgdes
internacionais de tratamento que preconizam o uso de fluoroquinolonas (dentre elas
CIP) em casos de resisténcia a RIF nessas micobactérias.

Além de resisténcia adquirida a farmacos do esquema terapéutico, as SGM
sao reconhecidamente agentes formadores de biofilme e podem induzir a formacéo
de granulomas no hospedeiro. Somadas, essas caracteristicas fazem com que esse
grupo de micobactérias seja resistente a acdo de desinfetantes e dificulte ainda mais
a acdo de farmacos no hospedeiro no combate as micobacterioses.

Conclusdes
RIF e CLA apresentaram altas concentracdes inibitérias contra os isolados

clinicos testados. Esses resultados sao preocupantes, pois indicam a disseminacéo
de resisténcia que pode levar a diminuicbes no sucesso terapéutico. Nesse sentido,
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0 estabelecimento de estratégias de vigilancia ou ainda de novos farmacos ou
regimes terapéuticos se faz necessario para o combate da resisténcia nas MNT.
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