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RESUMO

As micobactérias do complexo Mycobacterium avium (MAC) se tornaram relevantes
nos ultimos 20 anos por causarem infecgcbes pulmonares e extrapulmonares
principalmente em pacientes imunocomprometidos. O tratamento padrdo para
infeccbes causadas por MAC é poliquimioterapico baseado na associacdo de
antibioticos macrolideos. Entretanto, estudos recentes demonstraram a recorrente
resisténcia aos antimicrobianos tradicionais em espécies pertencentes ao MAC.
Desta maneira, esquemas particulares de farmacos sdo indicados em cada caso,
concomitantemente a avaliacdo de atividade dos farmacos por testes de
susceptibilidade antimicrobiana tentativa de proporcionar um tratamento mais eficaz
e promissor para pacientes com micobacterioses. O objetivo deste estudo foi avaliar
o perfil de susceptibilidade de isolados clinicos do MAC a farmacos
antimicobacterianos. A concentragdo inibitoria minima de cada farmaco foi
determinada pelo método Resazurin Broth Microdilution Assay (REBMA). Foram
selecionados quatro isolados clinicos do MAC pertencentes a micobacterioteca do
Laboratério de Bacteriologia Médica (LEPAC-UEM). A CIM de amicacina (AMK)
variou de 0,5 a 1 pg/mL, de 4 a 16 pug/mL para rifampicina (RIF), de 0,06 a 0,25
png/mL paramoxifloxacina (MXF), de 0,06 até 0,25 pg/mL para CIP, de 256 a 512
png/mL para CLA e para LNZ o valor de CIM variou de 16 a 32 pg/mL. Os isolados
clinicos de MAC presentes neste estudo apresentaram diferentes perfis de
suscetibilidade aos farmacos antimicrobianos.

INTRODUCAO
As micobactérias do complexo Mycobacterium avium (MAC) sao
micobactérias ndo tuberculosas, ubiquas, encontradas em locais como o solo e
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agua. Essas micobactérias podem ser causadoras de variados tipos de doencas. Um
grupo que merece destaque sédo individuos com doencas pulmonares subjacentes
Oou pessoas com sistema imune comprometido, com risco de infecgdes pulmonares
(Hajikhani et al., 2021).

As bactérias pertencentes ao MAC apresentam variabilidade quanto ao
aspecto de suas coldnias, podendo ser lisas ou rugosas, sem cor ou amareladas, ou
podendo se assemelhar a distintas espécies bacterianas. Essas micobactérias
também podem ser causa de maior crescimento de Pseudomonas aeruginosa,
causadora de bronquiectasia (Carazo-Fernandez et al., 2022), e a coinfeccdo de
micobactérias ndo-tuberculosas, como a M. avium, com bactérias causadoras de
bronquiectasia é muito relacionada e amplamente descrita na literatura.

A infeccéo por MAC pode ser pela via respiratoria, pelo trato gastrointestinal e
também por inoculagéo direta por trauma ou procedimento invasivo. MAC apresenta
mecanismos de resisténcia a imunidade do hospedeiro que podem ser devido aos
lipidios (4cidos micolicos) presentes na parede celular da micobactéria (Busatto et
al., 2019).

No tratamento de doencas ocasionadas por MAC, geralmente, € utilizada uma
combinacdo de um antibiético macrolideo com etambutol e rifampicina (Kim et al.,
2022). Algumas micobactérias podem apresentar resisténcia a esses
antimicrobianos. Nesse sentido, € de extrema importancia a realizacédo testes de
suscetibilidade aos farmacos de uso padrdo no tratamento para micobacterioses,
tendo em vista que estes representam a primeira alternativa de tratamento e séo
amplamente utilizados. Considerando a ubiquidade apresentada pelo complexo M.
avium, as doencgas ocasionadas por ele, o perfil de resisténcia a imunidade do
hospedeiro e as dificuldades do tratamento, o presente trabalho objetiva avaliar o
perfil de suscetibilidade, in vitro, de isolados clinicos do MAC aos farmacos
antimicrobianos convencionalmente utilizados para o tratamento de micobacterioses.

MATERIAIS E METODOS

Isolados clinicos pertencentes ao MAC estocados na micobacterioteca do
Laboratério de Bacteriologia Médica (LEPAC-UEM) foram selecionados para este
estudo. As culturas bacterianas foram descongeladas e reativadas de acordo com
protocolo previamente padronizado e colocados inicialmente em meio de cultura
sélido Lowenstein-Jensen por 3 a 5 dias a 30 °C. Apds, foram cultivados em meio
liguido Mueller Hinton Broth (MHB) e incubados a temperatura de 35 °C por 5 — 7
dias.

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de CLA, AMK, RIF, MXF, LNZ e CIP
foi determinada pelo método resazurin broth microdilution assay (REBMA), de
acordo com Castilho et al. (2015), utilizando uma microplaca de 96 orificios, para
cada isolado clinico pertencente ao complexo Mycobacterium avium (MAC).
Primeiramente, foram adicionados 200uL de agua destilada estéril aos orificios
marginais da microplaca (coluna 1 e 12). Em seguida, foi adicionado 100uL de MHB
cation ajustado (CAMHB) nos orificios restantes, com excecéo das linhas marginais
superiores e inferiores. Nas cavidades da coluna 11, destinados ao controle negativo
do ensaio, foi adicionado apenas MHB. Na coluna 02 da microplaca adicionamos
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100 pL dos farmacos CLA, AMK, RIF, MXF, LNZ e CIP em solugdo estoque no
primeiro orificio, e em seguida foi feita a diluicdo seriada até a coluna 10 para se
obter diluicbes seriadas de 0,03-4 pg/mL, 0,03-4 pg/mL, 1-256 ug/mL, 0,03-4 ug/mL
0,25-64 ug/mL e 0,06-16 pg/mL, respectivamente. O indéculo bacteriano foi
padronizado utilizando escala de McFarland 0,5. Posteriormente, a suspensao
bacteriana foi diluida 1:200 e em seguida, adicionados 100 pL nos orificios da
microplaca contendo as diluicbes dos farmacos bem como nos destinados ao
controle positivo. As microplacas foram tampadas e incubadas a 35 °C em atmosfera
normal por 5 dias. ApOs esse periodo, foram adicionados 30 yL de solugdo de
resazurina 0,01% (Acros, Morris Plains, NJ, USA) recém preparada a cada uma das
cavidades e as placas foram reincubadas por mais 24 h nas mesmas condi¢cdes
usadas previamente. A mudanca da cor azul para rosa, pela reducao da resazurina,
foi considerada como presenca de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como
a menor concentracdo do farmaco capaz de inibir a mudanca de cor da resazurina
de azul para réseo (inibicdo do crescimento bacteriano). Controles de esterilidade e
crescimento bacteriano foram incorporados aos experimentos. A CIM de
ciprofloxacino (CIP) para a cepa padrao de Staphylococcus aureus ATCC 25923
também foi determinada como controle, seguindo as recomendacdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM de AMK variou de 0,5 a 1 pg/mL, de 4 a 16 pg/mL para RIF, 0,06 a
0,25 pg/mL para MXF, de 0,06 até 0,25 ug/mL para CIP, de 256 a 512 pg/mL para
CLA e para LNZ o valor de CIM variou de 16 a 32 ug/mL. Para a cepa padrao de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 os valores da CIM encontrados variaram de
0,125 a 0,5 pg/mL dependendo da espécie de MAC. Os resultados encontram-se na
tabela 1. Uma vez que o tratamento e a epidemiologia das micobacterioses diferem
significativamente de outras infeccoes e mesmo da tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis) e hanseniase (Mycobacterium leprae), outras duas doencas causadas
por micobactérias, a identificacdo do perfil de susceptibilidade de MAC aos
farmacos é essencial para o diagnéstico e o devido esquema terapéutico a ser
empregado para o tratamento. Os isolados clinicos de MAC presentes neste estudo
apresentaram diferentes perfis de suscetibilidade frente aos farmacos
antimicrobianos. Sabendo que a maioria das espécies podem nao responder aos
antimicrobianos tradicionais, esquemas particulares sao indicados em cada caso.

Tabela 1. Concentracao inibitoria minima de AMK, RIF, MXF, CIP, CLA e LNZ para
isolados clinicos do complexo Mycobacterium avium selecionados neste estudo.

Concentracgdo Inibitéria Minima (ug/mL)

Isolado clinico AMK RIF MXF CIP CLA LNz
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M. avium 1 0,5 8 0,06 0,125 256 32

M. avium 2 0,5 4 0,06 0,06 512 32

M. avium4 0,5 8 0,25 0,06 256 16

M. intracellulare 1 16 0,06 0,25 512 16
OoDS

AMK: amicacina, RIF: rifampicina, MXF: moxifloxacino, CIP: ciprofloxacino, CLA: claritromicina, LNZ: linezolida.

CONCLUSOES

Os isolados de MAC apresentaram diferentes niveis de suscetibilidade aos
antimicrobianos utilizados para o tratamento de micobacterioses. Para obter um
panorama do perfil de susceptibilidade mais representativo, de bactérias desse
Complexo (MAC), um estudo com um maior niumero de isolados clinicos e com
perfis de resisténcia conhecidos se faz necesséario.
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