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RESUMO

Infeccbes nosocomiais causadas por micobactérias de crescimento rapido (MCR)
tém aumentado significativamente nos ultimos anos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. No Brasil, a ocorréncia de surtos de infecgdes por MCR foi
descrita durante a Ultima década e envolveu, na grande maioria dos casos, uma
mesma cepa de M. massiliense, denominada BRA100. Essa micobactéria, assim
como as demais espécies do grupo MCR, apresenta resisténcia a um amplo
espectro de antimicrobianos, o que limita as opc¢des terapéuticas de tratamento dos
pacientes enfermos. Em razdo da inexisténcia de ensaios clinicos que estabelecam
regimes ou esquemas terapéuticos apropriados, as diretrizes atuais para o
tratamento das infec¢cbes causadas por esses microrganismos sdo baseadas nas
atividades in vitro dos antimicrobianos e em relatos de experiéncias clinicas de
casos. Entretanto, existem variacdes na correlacdo entre os resultados dos testes de
susceptibilidade in vitro e a resposta clinica terapéutica observada, o que gera uma
polémica acerca do seu uso para fundamentar a terapia medicamentosa das
infecgdes por MCR. Nesse contexto, realizamos este estudo para avaliar a atividade
da claritromicina e da amicacina contra Mycobacterium massiliense em
camundongos BALB/c infectados. A determinacdo das concentracdes inibitérias
minimas (CIM) da claritromicina e da amicacina para o isolado de M. massiliense,
obtido de um surto hospitalar ocorrido em 2007, foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton com ajuste de céations. Para os testes in vivo,
camundongos BALB/c foram infectados, via intravenosa, com aproximadamente 1-2
x 10’ UFC/mL de M. massiliense. O tratamento com amicacina ou com lactobionato
de claritromicina teve inicio um dia apés a infeccdo. Os animais receberam
diariamente, via subcutanea, 0,1 mL de lactobionato de claritromicina (50mg/kg/12h),
ou 0,1 mL de amicacina (100mg/Kg/dia), durante 14 dias, e foram sacrificados 24h-
48h apdés a administracdo da ultima dose. Baco e figado foram removidos para
determinacdo do peso e contagem do N° de UFC (logio) por 6rgdo. Os nossos
resultados demonstraram atividade in vitro da claritromicina e da amicacina contra o
isolado de M. massiliense. O tratamento de camundongos BALB/c com claritromicina
impediu a evolugcdo da hepatoesplenomegalia, bem como a formacdo de lesbes

granulomatosas durante os 15 dias de infeccdo com M. massiliense. Apesar disso, a




claritromicina e mesmo a amicacina nao foram eficientes na redugédo da populacdo
bacteriana de M. massiliense nos 6rgdos. A susceptibilidade in vitro das bactérias
isoladas dos 6rgaos dos camundongos tratados com lactobionato de claritromicina
ou com amicacina e dos camundongos controles foi determinada e demonstrou que
ndo houve o desenvolvimento de resisténcia induzivel a esses antimicrobianos
durante o tratamento. Em conclusdo, ndo houve correlacdo entre as atividades in

vitro e in vivo da claritromcina e da amicacina contra M. massiliense.

Palavras-chave: Mycobacterium massiliense, tratamento, camundongos.




ABSTRACT

Nosocomial infections caused by rapidly growing mycobacteria (RGM) have
increased significantly in recent years in developed and developing countries. In
Brazil, the occurrence of outbreaks due to RGM was reported since last decade. In
most cases, a single strain of M. massiliense, named BRA100, was the causative
agent. M. massiliense, as well as other species of the group RGM, is resistant to a
broad-spectrum of antimicrobial agents, which limits the therapeutic options for the
treatment of patients. Due to the lack of clinical trials to establish appropriate
therapeutic regimens, the current guidelines for the treatment of infections caused by
these microorganisms are based on in vitro antimicrobial activities and clinical case
reports. However, there are variations in the correlation between the in vitro
susceptibility tests results and the therapeutic response observed, which creates a
controversy about their use to support the pharmacotherapy of infections by RGM. In
this context, we conducted a study to evaluate the activities of clarithromycin and
amikacin against M. massiliense in BALB/c mice. The Minimal Inhibitory
Concentration (MICs) of clarithromycin and amikacin for the M. massiliense isolate
obtained from a nosocomial outbreak that occurred in 2007, were determined by the
broth microdilution assay using cation-adjusted Mueller—Hinton. For in vivo tests,
BALB/c mice were infected intravenously with 1 X 107 to 2 x 10’ CFU/mL of M.
massiliense. Treatments with amikacin or clarithromycin lactobionate were initiated
one day post-infection. The mice received daily by subcutaneous injection, 0.1 ml of
clarithromycin lactobionate (50mg/kg/12h) or 0.1 ml of amikacin (100mg/kg/day) for
14 days. The mice were sacrificed 24 to 48h after administration of the last dose.
Spleen and liver were aseptically removed for determination of weight and number of
CFU (log10) per organ. Our results demonstrated in vitro activities of clarithromycin
and amikacin against the M. massiliense isolate. Treatment of BALB/c mice with
clarithromycin prevented the development of hepatosplenomegaly, as well as the
formation of granulomatous lesions for 15 days of infection with M. massiliense.
Nevertheless, the clarithromycin and even amikacin were not effective, inducing no
reduction of the bacterial population of M. massiliense in the organs. The in vitro
susceptibility for bacteria isolated from organs of the mice demonstrated that there

was no development of inducible resistance to clarithromycin and amikacin during




the treatment. In conclusion, there was no correlation between the activities in vitro

and in vivo of clarithromycin and amikacin against M. massiliense.

Keywords: Mycobacterium massiliense, treatment, mice.
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Nota: As espécies Mycobacterium massiliense e Mycobacterium bolletii descritas por
Adekambi e colaboradores em 2004 e 2006, respectivamente, foram documentadas
com essas denominacfes em diversos artigos cientificos até 2009 quando estudos
de biologia molecular, realizados por Ledo e colaboradores, redefiniram a
classificagdo taxondmica desses microrganismos. Como consequéncia, todos os
isolados com o perfil de PRA-hsp65 de M. abscessus Il e também aqueles
identificados por sequenciamento do gene rpoB como M. massiliense ou M. bolletii
passam a se chamar M. abscessus subsp. bolletii. Para evitar possiveis confusées
geradas pelo uso de artigos publicados anteriormente a alteracdo do nome, a
denominacéo antiga (M. massiliense) foi mantida nesta dissertacdo. Entretanto, para
fins de publicacdo, serd utilizada a denominacdo atual (Mycobacterium abscessus

subsp. bolletii).
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1. INTRODUCAO

As micobactérias sdo organismos que pertencem a classe Actinomycetes, ordem
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, e ao género Mycobacterium.
Apresentam-se como bacilos retos ou ligeiramente curvos, medindo de 0,2 a 0,4 um
de largura e 1 a 10 um de comprimento. Sao aerobios, imdveis e ndo possuem
esporos ou capsulas. Estas bactérias diferem de outros géneros bacterianos em
uma série de propriedades, muitas das quais diretamente relacionadas com a
quantidade e tipos de lipideos presentes em sua parede celular. Estima-se que,
aproximadamente, 60% do seu peso seco sejam devido aos acidos graxos tais como
acidos micolicos e ceras (CONNELL; NIKAIDO, 1994; BRENNAN; NIKAIDO, 1995;
MARTINEZ; TORELLO; KOLTER, 1999) o quais Ihes conferem resisténcia peculiar
ao Aalcool-acido, evidenciada pela técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen e
resisténcia a alcalis, acidos, anti-sépticos e um amplo espectro de antibiéticos
(KENT; KUBICA, 1985).

O género Mycobacterium compreende 156 espécies e 13 subespécies (EUZEBY,
2011), que podem ser divididas em dois grupos com base no tempo de crescimento:
as micobactérias de crescimento lento e as micobactérias de crescimento rapido.
Micobactérias de crescimento lento sdo aquelas que requerem mais de sete dias de
incubacdo para formar col6nias visiveis em meio solido, a partir de um indculo
diluido. Micobactérias de crescimento rapido (MCR) sao definidas como
micobactérias que requerem até sete dias de incubacdo para formar coldnias
visiveis em meio solido a partir de um in6culo diluido (STAHL; URBANCE, 1990).

Quanto a sua patogenicidade para o ser humano, as micobactérias podem ser
classificadas em 3 grupos: o primeiro grupo inclui as espécies de micobactérias
estritamente patogénicas (obrigatoriamente patogénicas) a humanos e animais. O
segundo grupo inclui as espécies potencialmente patogénicas a humanos e animais.
S&do, portanto, chamadas de "micobactérias oportunistas" ou mesmo "patdégenos
ocasionais" para distingui-los dos patégenos obrigatérios. O terceiro grupo

compreende as espécies de micobactérias saprofitas, ndo patogénicas, que apenas
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em casos excepcionais causam doencas a humanos e animais (LEAO et al., 2004;
HARTMANS; DE BONT; STACKEBRANDT, 2006).

Excetuando as espécies de micobactérias do Complexo M. tuberculosis e o M.
leprae, todas as outras espécies sao vulgarmente chamadas micobactérias outras
que ndo do Complexo M. tuberculosis (MOTT), micobactérias ndo causadoras de
tuberculose (MNT) ou micobactérias ambientais (VAEREWIJCK et al., 2005) e séo
comumente associadas aos ecossistemas naturais como solo, aerossois, alimentos
e agua (rios, lagos e agua tratada). Portanto, tais espécies podem colonizar
transitoriamente as superficies mucosas de individuos imunocompetentes,
equipamentos médicos, broncoscopicos, solucbes para assepsia e materiais
cirargicos (OSUGUI, 2001; SEABRA et al., 2002; BROWN-ELLIOT; WALLACE,
2002; WINTHROP et al.,, 2002; KATOCH, 2004; SECRETARIA ESTADUAL DE
SAUDE, 2005). Como as MNT n&o s&o transmitidas de hospedeiro para hospedeiro
— homem-homem ou animal-homem — seus reservatorios no ambiente sdo também
considerados suas fontes de infeccdo (GRIFFITH et al., 2007; MINISTERIO DA
SAUDE, 2008; PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004).

Muitas espécies de MNT sédo reconhecidos patdgenos humanos desde o inicio do
altimo século (FALKIHAM 111, 1996; KATOCH, 2004). As doencas causadas por
essas micobactérias incluem as formas pulmonares e disseminadas, endocardite,
feridas cirtrgicas e traumaticas, doencas de pele e de tecidos moles, meningite e
infecgdes relacionadas a cateter intravenoso (FALKIHAM I, 1996; WINTHROP et
al., 2002; GENTRY, 2005).

A prevaléncia das espécies de MNT responsaveis por diferentes doencas variam
muito por regido geografica. Nos EUA, por exemplo, micobactérias do Complexo M.
avium-intracellulare (MAC) séo as espécies mais comuns (GRIFFITH et al., 2007),
enquanto que na Inglaterra e Escocia, M. kansasii e M. malmoense séao,
respectivamente, as mais frequentes (BRITISH THORACIC SOCIETY, 2000).

No Brasil ndo ha dados oficiais sobre a frequéncia das infec¢bes causadas por MNT,

visto que essas doencas ndo sdo de notificacdo obrigatéria. Dessa forma, os dados
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existentes provém de estudos realizados por alguns centros de referéncia no pais
(LEAO; GRINBAUM, 2009a).

A maioria das MNT de interesse clinico, que também séo responsaveis pela maioria
dos casos de infeccdo por MNT, é de crescimento lento. Os casos de infec¢éo por
MNT de crescimento lento em humanos mais relatados envolvem as espécies:
complexo M. avium-intracellulare (MAC), M. kansasii, M. genavense, M.
haemophilum, M. malmoense, M. marinum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai,
M. ulcerans e M. xenopi (STAHL; URBANCE, 1990; HARTMANS; DE BONT;
STACKEBRANDT, 2006; GRIFFITH et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Embora as micobactérias de crescimento rapido (MCR) sejam menos relacionadas a
doencas (HARTMANS; DE BONT; STACKEBRANDT, 2006), 0 aumento progressivo
do nimero de casos relatados, desde o primeiro relato por Da Costa Cruz em 1938,
tem demonstrado a importancia emergente desses patdgenos tanto em surtos como
em casos esporadicos (VILLANUEVA et al., 1997; DE GROOTE; HUITT, 2006).

As espécies de MCR mais relacionadas as infeccdes em humanos séo: M.
abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. massiliense, M. immunogenum, M.
mucogenicum e M. smegmatis. (STAHL; URBANCE, 1990; BROWN-ELLIOT,;
WALLACE, 2002; DE GROOTE; HUITT, 2006; GRIFFITH et al., 2007; MINISTERIO
DA SAUDE, 2008; CHAN, 2010). Essas espécies tém sido isoladas de casos
esporadicos de doenca pulmonar crénica associada a bronquiectasia e fibrose
cistica, infec¢des cutaneas disseminadas e infeccbes de feridas pds-cirurgicas. Elas
também tém sido relatadas em surtos apOs injecdo intramuscular, cirurgias
oftalmolégicas, cardiacas e plasticas ou outros procedimentos como acupuntura e
pedicure, além de pseudo-surtos relacionados as contaminacdes de broncoscopios
e endoscopios gastrintestinais flexiveis (BROWN-ELLIOT; WALLACE, 2002; KEVIN
et al., 2002; ARA et al., 2003; FREITAS et al., 2003; TIWARI et al., 2003; SNIEZEK
et al., 2003; SAMPAIO et al., 2006a,c; SONG, 2006 et al.; KIM et al., 2007).

No Brasil, a ocorréncia de surtos de infecgbes causadas por MCR, relacionadas aos

cuidados com a saude (hospitalares e ndo hospitalares), tem sido constatada em
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varias cidades desde 1998 (FREITAS et al., 2003; SAMPAIO et al., 2006a,b,c;
PADOVEZE et al.,, 2007; CARDOSO et al.,, 2008; VIANA-NIERO et al.,, 2008;
DUARTE et al., 2009;). Cinco grandes surtos de infec¢cbes pos-cirargicas foram
descritos durante a Ultima década no pais, todos envolvendo o complexo M.
abscessus. O primeiro surto ocorreu no periodo de 2004 a 2005 no estado do Para
(PA) em que um aumento no numero de micobactérias de crescimento rapido
isoladas deu inicio a uma investigacao epidemioldgica que identificou 311 pacientes
com sinais e sintomas de infec¢do localizada por MCR. Todos esses pacientes
foram submetidos a algum tipo de procedimento invasivo, como cirurgias
videolaparoscépicas e mesoterapia. Dos 311 pacientes suspeitos, foram obtidas 83
culturas positivas para MCR inicialmente identificadas como M. abscessus tipo I
pelo método do PRA-hsp65. Posteriormente, esses isolados foram sequenciados e
genotipados por Viana-Niero e colaboradores (2008), que identificou dois surtos
simultaneos: um relacionado a cirurgias, causado por uma unica cepa de M.
massiliense que envolveu 298 pacientes, e outro relacionado a mesoterapia,
causado por multiplas cepas de M. bolletii que envolveu cerca de 14 pacientes
(VIANA-NIERO et al., 2008).

O segundo surto descrito ocorreu entre 2005 e 2007, em Goiania, e consistiu em
infeccdo do sitio cirdrgico apds os procedimentos de artroscopia e laparoscopia.
Foram isolados exsudatos de abscessos cutaneos de 18 pacientes de sete hospitais
privados. Os 18 isolados foram identificados como M. massiliense. Os achados
clinicos mais relevantes foram lesdes mudltiplas, com drenagem de secrecédo, dor,
eritema e febre. Nao foram relatadas infeccbes generalizadas ou morte associada a
infeccdo (CARDOSO et al., 2008).

O terceiro e maior surto pés-cirdrgico de infeccdo por M. massiliense ja descrito
ocorreu no estado do Rio de Janeiro, entre agosto 2006 e julho de 2007, envolvendo
63 hospitais. Neste surto foram avaliadas as cirurgias mais frequentemente
associadas com as infec¢des de partes moles pés-cirdrgicas, como colecistectomia,
laparoscopia diagndstica, apendicectomia, atroscopia, ofoorectomia, ofooroplastia,
hernioplastia, ligagdo tubaria, miomectomia, gastroplastia, retosigmoidectomia e

outros procedimentos videoassistidos. Foram 1051 casos possiveis, com 197 casos
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positivos, confirmados pelo exame de baciloscopia e/ou técnicas de cultura. Trinta e
oito hospitais tiveram casos confirmados por cultura de micobactérias, com um total
de 148 isolados disponiveis recuperados de 146 pacientes. A maioria desses
isolados (n=144; 97,2%) foram identificados como M. massiliense pelas técnicas de
PRA-hsp65 e sequenciamento dos genes hsp65 e rpoB. Os pacientes apresentaram
lesBes cutaneas mdltiplas ou Unicas, com drenagem de secrecdo serosa, purulenta
ou sanguinolenta. Os pacientes ainda apresentaram outros sinais e sintomas:
eritema, nodulos subcutaneos, dor local, abscesso subcutdneo, febre, edema,
fistulas e Ulceras. A tolerancia do M. massiliense ao glutaraldeido a 2% foi
documentada, sendo a ela atribuida a melhor hipétese para a causa do surto
(DUARTE et al., 2009).

Um quarto surto ocorreu na regido metropolitana de Vitoria — Espirito Santo, no ano
de 2007, com notificacdo de 244 casos, dos quais 100 isolados foram identificados
como M. massiliense (ANVISA, 2008).

O quinto surto ocorreu entre agosto de 2007 e janeiro de 2008, com notificagdo de
131 pacientes submetidos a procedimentos cirirgicos, em hospitais particulares
localizados na cidade de Curitiba, Parana. Todos os pacientes apresentaram sinais
de infec¢cdes pos-cirargicas clinicamente sugestivas de MCR, tais como feridas
cutaneas, inflamacéo local, presenca de abscesso e auséncia de resposta ao
tratamento antimicrobiano utilizado comumente em casos de infecgdes cutaneas. Do
total, 49 isolados foram identificados como M. massiliense (ANVISA, 2011;
MONEGO, 2011).

A semelhanca entre as caracteristicas clinicas e microbiolégicas dos surtos
ocorridos em varias cidades brasileiras (PA, RJ, ES e PR) levantou uma suspeita
gue foi investigada e confirmada por Ledo e colaboradores (2010): os surtos foram
causados por clones de uma mesma cepa de M. massiliense, denominada BRA100
(LEAO et al., 2010). Esses surtos simultineos no pais, causados pela mesma
espécie de MCR e envolvendo centenas de pacientes, formam um cenario

epidemioldgico inédito, pois 0s casos descritos até entdo envolveram relativamente
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poucos pacientes e foram restritos a uma cidade, regiao ou estado (FREITAS et al.,
2003; SAMPAIO, 2006b; PADOVEZE et al., 2007).

M. massiliense foi descrito pela primeira vez por Adekambi et al. (2004) e foi isolado
do escarro e fluido broncoalveolar de uma paciente com pneumonia hemoptoica.
Nos ultimos anos, estudos genéticos permitiram a revisdo da sua taxonomia e como
consequéncia a classificacdo das espécies M. abscessus, M. bolleti e M.
massiliense em uma Unica espécie com duas subespécies: M. abscessus subsp.
abscessus e M. abscessus subsp. bolletii. Esta ultima inclui todos os isolados com o
perfil de M. abscessus Il pelo método de PRA-hsp65 e também aqueles identificados
por sequenciamento do gene rpoB como M. massiliense ou M. bolletii (LEAO et al.,
2009b; 2011). De acordo com essa mudanca, a cepa predominante nos surtos de
infecgbes cirdrgicas em diferentes estados brasileiros passa a ser atribuida a

espécie M. abscessus subsp. bolletii.

As MCR séao resistentes a uma ampla gama de antimicrobianos, o que limita as
opcOes terapéuticas para o tratamento dos pacientes enfermos. Dependendo da
susceptibilidade dos isolados e das manifestacdes clinicas, o tratamento das
infec¢cdes causadas por MCR inclui, muitas vezes, uma abordagem cirlrgica para
remocao de abscessos e/ou retirada de préteses e cateteres associados a infec¢cao
e ao uso de antibidticos selecionados com base em testes de susceptibilidade.
(ANVISA, 2007; GRIFFITH et al., 2007; PINHEIRO, 2009).

Dentre os agentes antimicrobianos disponiveis, os macrolideos e aminoglicosideos
sdo agueles que demonstram melhor acdo in vitro contra a maioria das MCR.
Contudo, nem sempre o0s resultados dos testes in vitro de susceptibilidade
apresentam boa correlacdo com a resposta clinica terapéutica. Além disso, ensaios
clinicos que seriam decisivos para a definicdo de esquemas e/ou regimes de

tratamento mais adequados contra infecgdes por MCR, lamentavelmente inexistem.

Diante do exposto acima, faz-se necessario a realizacdo de estudos em modelo
animal para avaliar a correlacdo da resposta in vivo dos antimicrobianos mais
utilizados no tratamento de infec¢cdes causadas por MCR com os resultados in vitro

dos testes de susceptibilidade.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Susceptibilidade in vitro das MCR

O teste de susceptibilidade para MCR, ao contrario dos testes para micobactérias de
crescimento lento, possui uma Unica metodologia recomendada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), fundamentada em dados de estudos feitos
com o grupo M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. Essa metodologia deve ser
aplicada também para M. mucogenicum, o grupo M. smegmatis e MCR pigmentadas
clinicamente significantes. O método recomendado pelo CLSI, no documento M24-A,
para determinar a concentracéo inibitéria minima (CIM) dos agentes antimicrobianos
in vitro, € o método de microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton, feito em microplaca,
utilizando diluicbes seriadas de fator 2 (NCCLS, 2011). Os métodos de difusdo em
agar (disco-difusédo e Etest), e microdiluicdo com caldo Middlebrook 7H9 ndo devem
ser utilizados, pois ndo ha critérios interpretativos ou ha limitacbes quanto a
reprodutibilidade (WOODS et al., 2000).

Devido a diferencas na susceptibilidade aos antimicrobianos entre as espécies de
MCR e mesmo entre cepas da mesma espécie, 0 teste para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima dos agentes antimicrobianos é recomendados para
todos os isolados de importancia clinica, incluindo aqueles oriundos de pacientes
apresentando recaida ou faléncia terapéutica (AMERICAN THORACIC SOCIETY,
1997; HINRICHSEN, 2007; GRIFFITH et al., 2007).

Os antimicrobianos recomendados pelo CLSI no teste de susceptibilidade para MCR
sdo: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, imipenem,
linezolida, moxifloxacino, sulfametoxazol e tobramicina. Porém, os resultados para
imipenem néo devem ser relatados para M. chelonae e M. abscessus, pois ha dados
gue indicam uma inconsisténcia na reprodutibilidade e na interpretacdo dos
resultados dessas espécies para o imipenem. Além disso, a tobramicina deve ser
testada apenas para o M. chelonae, pois apenas para essa espeécie a tobramicina
tem demonstrado ser terapeuticamente superior. Caso a cepa seja resistente a

tobramicina, os resultados referentes a amicacina podem ser relatados. Outros
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agentes antimicrobianos podem ter atividade contra MCR, como por exemplo,
amoxicilina e acido clavulanico, cefmetazol, canamicina, gentamicina, meropenem,
gatifloxacina, vancomicina, linezolida e tigeciclina. Entretanto, essas drogas nao
foram recomendadas pelo CLSI por insuficiéncia de dados clinicos e/ou laboratoriais
para execucao e interpretacdo do teste (NCCLS, 2003a; DE GROTE; HUITT, 2006;
GRIFFTH et al., 2007; CLSI, 2011).

Os resultados dos testes de susceptibilidade das MCR (Tabela 1), exceto para
claritromicina, sao obtidos entre trés e quatro dias, e os valores de CIM, bem como a
interpretacdo dos resultados, sdo baseados em tabelas de ponto de corte propostas
pelo CLSI. Para garantir a deteccdo de resisténcia induzivel aos macrolideos em
MCR, atualmente é recomendado que a leitura final para claritromicina seja feita
com pelo menos 14 dias (NCCLS, 2003a; CLSI, 2011).

Tabela 1 - Perfis de susceptibilidade das espécies de micobactérias de crescimento
rapido mais prevalentes em infeccdes humanas

(4] © 6
£ c o
5 =
@ c . o = ©
Espécies c g x E = E ,'S s =
e 3 o £ £ g ¥ 8 3
E 3 2 8 5 £ £ 3 D
< O © O o &= SO &nh E
M. abscessus S S R S R g R S
M. massiliense S V R S R * v R s
M. bolletii s vV R v R * v R s
M. chelonae™ st R R s R * s R s
M. immunogenum S R R S R * S R S
M. fortuitum S S S V V S S S S
M. houstonense S S R R V S S S S
M. mucogenicum s § § §S §S S S S S
M. peregrinum s s § § S S S S S
M. smegmatis s S VvV v v § S S S
M. wolinskyi s S vV R VvV S S S S

*1- A susceptibilidade ao imipenem ndo deve ser avaliada rotineiramente, em funcdo de sua

labilidade durante incubagdo por quatro dias, tempo usualmente necessario para permitir leitura do
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antibiograma de espécies do Grupo M. chelonae-abscessus. O imipenem é ativo in vivo contra as
espécies deste Grupo.

*2 - Para M. chelonae, a tobramicina é mais ativa, in vitro, do que a amicacina.

S — Sensivel (= 90% dos isolados sensiveis); R - Resistente (= 90% dos isolados resistentes); V - 11 a
89% dos isolados sensiveis.

Fonte: ANVISA, 2009;

2.2 Resisténcia das MCR aos antimicrobianos

Micobactérias sdo relativamente resistentes a compostos antimicrobianos devido a
parede celular impermeavel associada a inativacdo enzimética das drogas e ao
amplo repertério de bombas de efluxo, que caracterizam o género (JARLIER;
NIKAIDO, 1994; BANERJEE et al, 2000; PRIMM, LUCERO; FALKINHAM 2004; DE
ROSSI; AINSA; RICCARDI, 2006; GUPTA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).

O desenvolvimento de biofilmes é outra forma importante de resisténcia a agentes
antimicrobianos (TENG; DICK, 2003). Segundo Esteban e colaboradores (2008), a
maioria das espécies de MCR apresenta habilidade de formar biofilmes in vitro
(ESTEBAN et al., 2008).

Ortiz-Pérez e colaboradores (2011) ao estudar a resisténcia de biofilmes produzidos
por MCR contra amicacina, claritromicina e ciprofloxacina em um modelo in vitro
utilizando cepas de seis diferentes espécies, observou que os biofiimes mostraram-
se resistentes aos antibiéticos, que sdo comumente usados para o tratamento de
infeccdes causadas por esses organismos (ORTIZ-PEREZ et al., 2011). Outro
estudo, realizado por Greendyke e Byrd (2008), mostrou que os biofilmes produzidos
por M. abscessus foram resistentes a cefoxitina, amicacina e claritromicina. As
limitacbes de nutrientes e um estado metabdlico latente foram propostos como

responsaveis (GREENDYKE; BYRD, 2008).

Além dos mecanismos intrinsecos (naturais) de resisténcia, existem 0s mecanismos

geneéticos responsaveis por resisténcia adquirida aos antimicrobianos.
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Mutacbes pontuais nos genes gyrA foram destacadas por conferir altos niveis de
resisténcia as fluoroquinolonas em vérias espécies de bactérias, incluindo espécies
de MCR (REVEL et al., 1994; GUILLEMIN; JARLIER; CAMBAU, 1998; MONEGO;
DUARTE; BIONDO, 2012).

Resisténcia adquirida a amicacina por mutac¢des pontuais na posi¢cdo 1408 do gene
do rRNA 16S (gene rrs) também ja foi observada em isolados de MCR
(PRAMMANANAN et al. 1998; NESSAR et al., 2011).

Um estudo, realizado por Kim e colaboradores (2008), mostrou que de nove cepas
de M. massiliense submetidas ao teste de susceptibilidade, trés se mostraram
altamente resistentes a claritromicina. Analises na sequéncia dessas cepas
mostraram uma mutacdo de ponto na adenina na posicdo 2058 (Azss) OU
2059(A2059) Na regiao peptidiltransferase do gene da por¢cao 23S do rRNA (KIM et al.
2008). Resisténcia adquirida aos macrolideos envolvendo o gene 23S do rRNA
também ja foi documentada em isolados de M.abscessus e M. chelonae (WALLACE
et al., 1996). Entretanto, essas mutacbes ndo foram encontradas por Kim e
colaboradores (2008) nos quatros isolados de M. abscessus e em dois isolados de
M. bolletii que também se mostraram resistentes a claritromicina no seu estudo.
Estes resultados sugerem gue existem outros mecanismos além da mutacdo do
gene 23S do rRNA que conferem resisténcia a claritromicina nestas amostras. (KIM
et al., 2008)

Recentemente, alguns estudos demonstraram que o0s genes que codificam metilases
ribossomais (genes erm) conferem resisténcia induzivel a claritromicina e
eritromicina em M. fortuitum, M. smegmatis, M. wolinskyi, M. mageritense, M.
abscessus e M bolletii (NASH, 2003; NASH, 2005 et al.; MADSEN; JAKOBSEN,;
DOUTHWAITE, 2005; NASH, 2006 et al.; NASH; BROWN-ELLIOTT; WALLACE,
2009;.). A presenca e a atividade desses genes ndo sdo identificadas pelos métodos
padronizados de susceptibilidade in vitro. Os efeitos dos genes sdo apenas
revelados in vitro se o periodo de incubacédo for estendido para 7-14 dias ou se a

determinacdo da CIM do organismo for feita apds pré-incubacédo do isolado em meio
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contendo o macrolideo (NASH; BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2009; BASTIAN et
al., 2011).

2.3 Regime de tratamento recomendado para infec¢cdes por MCR

A terapia antimicrobiana para as MCR, ao contrario da terapia para a maioria das
doengas causadas por micobactérias de crescimento lento, pode variar dependendo
da forma clinica em que a doenca se apresenta e do sitio de infec¢do: infeccdes
localizadas ou menores, causadas por MCR, por exemplo, podem ter boas chances
de sucesso com o tratamento monoterapico e um menor risco de desenvolvimento
de resisténcia. JA4 nas formas com comprometimento de tecidos profundos ou
presenca de abscessos e ndédulos, as recomendacdes de tratamentos incluem a
poliquimioterapia por um periodo minimo de seis meses com combinacfes de
antibioticos intravenosos e orais e/ou debridamento cirargico e remocao de préteses
ou qualquer outro corpo estranho. Infecgbes cutdneas disseminadas ou doencas
pulmonares causadas por algumas espécies de MCR normalmente requerem uma
politerapia, com uso de antimicrobianos intravenosos e orais. Em alguns casos de
infeccbes pulmonares recomenda-se ainda a remocao cirargica do pulmao afetado
(BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2002; GRIFFTH et al., 2007).

Em raz&o da inexisténcia de ensaios clinico que estabelecam regimes ou esquemas
terapéuticos mais apropriados, (BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2002; GRIFFITH et
al., 2007) as diretrizes atuais para o tratamento das infec¢cdes causadas por MCR
sdo baseadas nas atividades in vitro dos antimicrobianos e em relatos e

experiéncias clinicas de casos (VAN INGEN et al., 2009)

As infeccdes graves podem ser tratadas inicialmente com a associagdo de
cefalosporina de 12 ou 22 geracdo com aminoglicosideos pela via intravenosa (EXx:
cefalotina associada a amicacina). Outras opgfes sdo o uso de carbapenémicos ou
de quinolonas. Caso exista a melhora clinica ap6s duas a quatro semanas de
tratamento, o paciente pode receber a medicacdo por via oral (MURILLO et al.,
2000; CELDRAN et al., 2007; GRAVANTE et al., 2008). Em infeccbes leves e
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moderadas, que correspondem a maioria dos casos, o tratamento pode ser feito por
via oral, sendo recomendada a associa¢gao de claritromicina com um ou dois dos
seguintes antimicrobianos: ciprofloxacino, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina
(MURILLO et al., 2000; NEWMAN; CAMBEROS; ASCHERMAN, 2005;).

O debridamento cirargico e a drenagem sé@o procedimentos que sempre devem ser
realizados quando houver indicacdo. O objetivo do debridamento cirdrgico é a
remocdo de todo tecido infectado. Além disso, a retirada das proteses do sitio
cirirgico quase sempre € necessdaria, pois as micobactérias apresentam a
capacidade de formar biofiimes nesses biomateriais, dificultando a eliminacéo
desses microrganismos pelos antimicrobianos e pelo sistema imune (HEISTEIN, et
al., 2000; HAIAVY; TOBIN, 2002; BRICKMAN; PARSA, A. A; PARSA, F. D, 2005;
GRAVANTE et. al., 2008)

O tratamento recomendado para MCR de maior importancia clinica é descrito

sucintamente a seguir:

Mycobacterium abscessus

Alguns estudos demonstram que nas infec¢cdes de pele e partes moles causadas por
M. abscessus a remocdo de corpos estranhos como implantes mamarios ou
cateteres percutdneos parece ser essencial para 0 sucesso terapéutico
(VILLANUEVA, 1997; FURUYA, 2008; POSSA, 2011). Ap6s a realizacdo de
debridamento cirdrgico, a antibioticoterapia especifica baseada em teste de
susceptibilidade (SWENSON et al., 1985) é sugerida devido a resisténcia do
microorganismo aos antituberculosos habituais. As opcdes de tratamento para essas
infeccbes incluem o uso de claritromicina ou azitromicina combinado com
medicamentos intravenosos: amicacina, cefoxitina ou imipenem. Os macrolideos sao
0s Unicos farmacos orais considerados seguros in vitro contra M. abscessus. A
amicacina é considerada a mais ativa dos agentes parenterais. O tempo de
tratamento recomendado € de no minimo 4 meses, com alta probabilidade de cura.
(GENTRY, 2005; GRIFFTH et al., 2007).
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O tratamento de infec¢des pulmonares por M. abscessus normalmente é feito com
associagao dos antimicrobianos: amicacina, cefoxitina ou imipenem e claritromicina.
Esta associacdo pode causar melhora dos sintomas e regressdo da doenca, mas
nenhum regime de antibiotico baseado na susceptibilidade in vitro tem se mostrado
eficaz a longo prazo na permanéncia de resultado negativo apds o tratamento.
(GENTRY, 2005; GRIFFITH et al., 2007; VAN INGEN et al., 2009). O uso de outras
drogas que mostram susceptibilidade in vitro, tais como linezolida e glicilciclinas,
aumentam as opcodes de tratamento. Um pequeno numero de pacientes tratados
com linezolida em combinagdo com claritromicina apresentaram resultados
encorajadores no estudo de Daley e Griffth (2002). O tratamento cirirgico pode ser
necessario e, se realizado com associacao de antibioticos, pode oferecer uma maior
chance de melhora do paciente. (GRIFFITH; GIRARD; WALLACE, 1993; GRIFFITH
et al. 2007). A persisténcia de isolados positivos para M. abscessus durante a
evolugdo em pacientes recebendo tratamento tem sido relatada, assim como uma
pequena taxa de recidiva em pacientes submetidos a tratamento cirdrgico (VAN
INGEN et al., 2009; JARAND et al., 2011).

O tempo de tratamento de 2 a 4 meses parece ser razoavel para promover a
melhora clinica e radioldgica. Os efeitos adversos das medicacdes sao impedimento
para manter o tratamento por longo prazo. De modo geral, a doenca pulmonar pelo
M. abscessus é considerada atualmente uma doenca crdnica incuravel para a
maioria dos pacientes (GRIFFITH; GIRARD; WALLACE, 1993; GRIFFITH et al.
2007).

Mycobacterium chelonae:

Apesar da monoterapia com claritromicina ter boa chance de sucesso, a American
Thoracic Society recomenda o uso desse farmaco com pelo menos mais um agente
para evitar a resisténcia adquirida aos macrolideos. O segundo agente pode ser
definido com base em testes de susceptibilidade in vitro. O tempo de tratamento
para infecgbes de pele, tecidos moles e 0ssos € no minimo de 4 a 6 meses. Para

infeccbes pulmonares recomenda-se prolongar o tratamento por no minimo 12
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meses de escarro negativo. A remoc¢do cirdrgica de abscessos e a retirada de
proteses e cateteres associados a infeccdo sdo recomendadas (AMERICAN
THORACIC SOCIETY, 1997; GRIFFITH et al., 2007).

Mycobacterium fortuitum:

InfeccBes causadas por M. fortuitum geralmente sdo mais faceis de tratar, uma vez
que os isolados clinicos apresentam susceptibilidade a varios agentes

antimicrobianos.

O tratamento das formas cuténeas, 06sseas e de tecido mole inclui duas drogas
intravenosas (imipenem ou cefoxitina combinado com amicacina) como terapia inicial
acompanhadas de um macrolideo por um periodo de no minimo 4 meses para
garantir alta probabilidade de cura. O uso de ciprofloxacino combinado com
amicacina também se mostrou eficaz no estudo de Muthusami e colaboradores
(2004). Assim como para as outras MCR, a remocao cirdrgica de abscessos e a
retirada de proteses e cateteres associados a infeccdo sdo recomendadas e séo
essenciais para a melhora do quadro (MUTHUSAMI et al., 2004; DE GROOTE;
HUITT, 2006; GRIFFITH et al., 2007).

Para a forma pulmonar recomenda-se o uso de dois ou trés antibiéticos com
susceptibilidade in vitro por 12-24 meses. Antibidticos intravenosos de curta duracao
(1-2 meses) acrescidos de um macrolideo oral com uma fase de continuagdo e
quinolonas por 6-12 meses é um regime que €& comumente utlizado por
especialistas na area (DE GROOTE; HUITT, 2006).

Mycobacterium massiliense

O regime de tratamento para infeccdes de pele e partes moles causadas por
Mycobacterium massiliense foi estabelecido no Brasil face a uma situagao

emergencial decorrente dos surtos ocorridos no periodo entre 2004 a 2008.
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O protocolo recomendado pelo Ministério da Saude tomou por base a patogenia e
microbiologia desses patdgenos, ou seja: tratamento com regimes de longa duragéo,
por pelo menos seis meses, associando-se claritromicina a um aminoglicosideio, via
de regra a amicacina, e adicionando-se a terizidona ou seu analogo, cicloserina, que
sdao medicamentos bactericidas, antimicobacterianos, e etambutol, de acordo com a
susceptibilidade detectada em testes de laboratorio. FArmacos como a tigeciclina e
linezolida tém mostrado boa acdo em testes in vitro, porém, seu alto custo e pouca
informac&o clinica desaconselham sua adoc¢éo (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Em Curitiba, os pacientes receberam uma terapia antimicrobiana combinada
baseada em claritromicina, amicacina e terizidona e evoluiram para cura (MONEGO
et. al, 2011) .

Em Goias, os pacientes acometidos pelo surto tiveram uma resposta significativa ao
tratamento com uma combinacao de terapias antimicrobianas consistindo apenas de
claritromicina e amicacina por no minimo seis meses e sempre que possivel, foi
associada ao debridamento cirdrgico e remocao de proteses ou qualquer outro corpo
estranho. Todos os casos foram curados, embora os efeitos colaterais, tais como a
ototoxicidade, desconforto gastrico, e depressdo tenham sido observados
(CARDOSO et al., 2008).

Nas infeccOes graves de tecidos profundos ou evidéncia de disseminacdo, a
ANVISA recomenda o uso de imipenem combinado com claritromicina e amicacina
por trés a oito semanas. Caso ndo seja possivel utilizar a amicacina, pode ser feita a
substituicao por tigeciclina (ANVISA, 2009).

Mycobacterium bolletii

Os relatos limitados na literatura no que diz respeito as infec¢cdes causadas por M.
bolletii dificulta a obtencdo de informacfes confiaveis sobre a antibioticoterapia.
Dadas as semelhancas com M. abscessus e M. massiliense, recomenda-se nas

infecgdes por M. bolletii 0 uso de um protocolo similar ao adotado para o tratamento
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de infeccBes causadas por essas duas outras espécies (MINISTERIO DA SAUDE,
2007; ANVISA, 2009).

2.4 Correlacao entre resposta in vitro e resposta clinica

Os resultados dos testes de susceptibilidade in vitro possuem variagbes na sua
correlacdo com a resposta clinica terapéutica, o que gera uma polémica acerca do
seu uso para fundamentar a terapia medicamentosa das infeccoes por MCR
(BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2002; DE GROOTE; HUITT, 2006; FABRONI;
BUGGIANI; LOTTI, 2008).

Alguns pesquisadores tém mostrado, por exemplo, evidéncias de resisténcia in vitro
de M. fortuitum aos macrolideos, que, portanto, ndo é recomendado na terapia
empirica. No entanto, bons resultados clinicos tém sido obtidos quando macrolideos
sdo combinados com pelo menos um farmaco adicional para o qual o

microorganismo apresenta susceptibilidade in vitro (DE GROTE; HUITT, 2006).

Pdssa (2011) apds realizar um estudo clinico terapéutico, baseado em uma série de
casos de infeccBes pos-cirtrgicas causadas por M. abscessus, observou que apesar
de todos os isolados apresentarem resisténcia in vitro a claritromicina, todas as
pacientes que foram medicadas com o farmaco em combinacdo com amicacina
evoluiram para cura. Um aspecto relevante a ser destacado, entretanto, é que a
evolucdo dessas pacientes ndo obedeceu a um padrédo: das 14 pacientes
estudadas, 14,2% eram assintométicas antes de dar inicio ao tratamento e
evoluiram com o aparecimento de novas lesdes ap0s o inicio do tratamento; 18,75%
das pacientes evoluiram com melhora completa dos sintomas apOs inicio do
tratamento e 62,5% evoluiram com o aparecimento de novas lesdes durante o
tratamento e mesmo apos o término do tratamento. Estas lesbes que surgiram apos
o tratamento ndo foram abordadas cirurgicamente e ndo foi realizado esquema

antimicrobiano e mesmo assim elas tiveram resolucao espontanea.
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Independente da evolugéo ao tratamento seguir ou ndo um determinado padréo, as
infeccbes extrapulmonares causadas por M. abscessus tendem a evoluir para cura
na maioria dos casos. O mesmo, entretanto, ndo € observado nas infeccdes
pulmonares causadas pela mesma espécie. Varios autores relatam que apesar do
uso de uma estratégia terapéutica baseada nos resultados de susceptibilidade in
vitro, pacientes com infec¢cdo pulmonar por M. abscessus apresentaram persisténcia
de isolados positivos apos tratamento prolongado. Além disso, relatam também que
recidivas foram verificadas apds conversdo da cultura em alguns pacientes
(GRIFFTH; GIRARD; WALLACE, 1993; JEON et al., 2009; VAN INGEN et al., 2009;
JARAND et al., 2011).

Outro exemplo a ser citado sdo as infecgbes por M. massiliense que parecem
apresentar boa correlacdo entre os resultados dos testes de susceptibilidade e a
resposta clinica (CHO et al.,, 2010). Entretanto, alguns estudos relataram que
pacientes infectados por essa mesma espécie ndo apresentaram melhora clinica
durante o tratamento com claritromicina, sugerindo que a susceptibilidade in vitro
nao refletiu na atividade in vivo (KOBASHI et al., 2011; WERTMAN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

1) Avaliar a atividade da claritromicina e da amicacina contra Mycobacterium

massiliense em camundongos BALB/c;

2) Comparar as atividades in vivo e in vitro da claritromicina e da amicacina contra

Mycobacterium massiliense.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALB/c, isentos de
microrganismos patogénicos, com idades entre 4 e 8 semanas, provenientes do

Centro Multidisciplinar para Investigacéo Biolégica (CEMIB) — UNICAMP.

Os animais receberam racao e agua filtrada e acidificada com HCL 6N (pH 2-3), ad
libitum, e foram mantidos em um gabinete para biotério com ventilacdo e exaustao

forcada e com termbmetro para leitura da temperatura do ambiente interno.

4.2 Obtencao do isolado de Mycobacterium massiliense

Para realizacdo deste estudo foi selecionado aleatoriamente, a partir do banco de
dados do Nucleo de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Espirito Santo
(NDI/UFES), uma das cepas BRA100 de M. massiliense obtidas do surto de
infeccbes associadas a procedimentos de videocirurgias que ocorreu em 2007, na

regido metropolitana da Grande Vitéria — Espirito Santo.

4.3 Ensaios in vitro: testes de susceptibilidade para

Mycobacterium massiliense

A determinacdo das concentracdes inibitorias minimas (CIM) dos antimicrobianos
utilizados neste estudo foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo Mueller-
Hinton suplementado com cations (CAMHB do inglés Cation Adjusted Mueller-Hinton
Broth), de acordo com as recomendagdes dos manuais do CLSI (NCCLS): M24-A,
M24-A2, M7-A6 e M100-S15 (NCLSI, 2003a; NCLSI, 2003b; CLSI, 2005; CLSI,

2011). Além da cepa selecionada, a cepa de referéncia Mycobacterium peregrinum




43

ATCC 700686 também foi submetida aos testes de susceptibilidade para controle de

qualidade.

4.3.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos utilizados no estudo e a faixa de concentracdes testadas foram:
amicacina (Sigma-Aldrich Co., EUA), de 1 a 128ug/mL, claritromicina (Sigma-Aldrich
Co., EUA) e lactobionato de claritromicina (Abbott Laboratories, EUA), de 0,0625 a
8ug/mL.

Foram preparadas solugbes-estoque nas concentragdes de 320uL/mL, 10mg/mL e
20mg/mL para claritromicina, lactobionato de claritromicina e amicacina,
respectivamente. Os diluentes utilizados no preparo de cada solugcdo-estoque foram
os recomendados pelo CLSI (2005), exceto para o lactobionato de claritromicina que
foi diluido conforme recomendacfes do fabricante. ApGs o preparo, essas solucdes
foram imediatamente filtradas em membrana com poro de 0,22um, aliquotadas em

criotubos e armazenadas a -70°C, sob condi¢des estéreis.

4.3.2 Preparo das Microplacas

Microplacas contendo 96 pocos (12 colunas e 6 linhas) de fundo chato (TPP AG,
Suica) utilizadas para o teste de susceptibilidade foram preenchidas com 200uL de
agua destilada estéril nas colunas 1 e 12, 200uL de CAMHB na coluna 2 e nas
linhas C e F, e 100uL de CAMHB nas colunas 3 a 11. Em seguida, as solucdes-
estoque dos antimicrobianos foram diluidas em CAMHB (solucdo de trabalho) até
atingir uma concentragdo 4X maior do que a maior concentragao testada. Foram
adicionados 100uL da solugao de trabalho de cada antimicrobiano nos pocos da
coluna 3, sendo que: amicacina foi adicionada nas linhas A e B, claritromicina foi
adicionada nas linhas D e E e o lactobionato de claritromicina nas linhas G e H
(figura 1). Com pipeta multicanal, foi feita a diluicdo seriada dos antimicrobianos

passando 100uL dos pocgos da coluna 3 até chegar aos pogos da coluna 10. Desta
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altima coluna, foram desprezados 100uL. Terminada a diluicdo seriada, as placas
foram tampadas, guardadas em embalagens plasticas hermeticamente fechadas e
armazenadas em freezer a -20°C até o momento de sua utilizacdo, sem ultrapassar
30 dias.

@0 00000
@000 0O0O0O
9000000
@000 000
Q@000 00O®
O
O
O

000000
@000 0O0
@00000

00000000
00000000 -
00000000 -
90000000

Agua destilada estéril

Controle de contaminacao (meio CAMHB sem antimicrobiano e sem indculo)

Controle de crescimento (meio CAMHB sem antimicrobiano e com inéculo)

- ||o<m>ooooooé

Pocos testes (meio CAMHB com antimicrobianos diluidos seriadamente e com in6culo)

Figura 1. Esquema da microplaca e conteddo dos pogos.

4.3.3 Inoculacéo dos isolados nas microplacas

A cepa de M. massiliense e a cepa de referéncia de M. peregrinum foram
subcultivados em meio Ogawa e incubados por quatro dias em estufa a 30°C
(modelo 410/4 NDRP, Nova Etica, Brasil) para preparo do inoculo. As placas com os
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antimicrobianos foram descongeladas em temperatura ambiente cerca de duas

horas antes da inoculagao.

Uma alca bacteriolégica de cada cultura foi suspensa em agua destilada estéril, em
tubos com pérolas de vidro. As suspensfes foram agitadas vigorosamente em um
agitador mecanico (Scientific Industries/Vortex Genie 2) e deixadas em repouso por
cinco minutos para decantacdo dos grumos. A partir do sobrenadante de cada
suspensao, foram feitas outras suspensdes com turbidez equivalente ao padréo 0,5
da escala de McFarland. De acordo com padronizagfes realizadas no laboratorio
(dados nédo mostrados), o padréo 0,5 da escala de McFarland possui uma densidade
otica (DO) de 0,15 (x0,01) a 625nm (Espectrofotdmetro Microprocessado Visivel
Digital Bivolt modelo Q 798DRM) e as suspensdes bacterianas com DO equivalente
possuem uma concentracdo na ordem de 10® UFC/mL. Apds a obtengdo das
suspensdes com DO equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland (102
UFC/mL), foi feita uma diluicdo 1:10 em &gua destilada estéril (10”7 UFC/mL) e
depois outra diluicdo de 1:5 em &gua destilada estéril (2x10° UFC/mL). Dessas
suspensdes diluidas, foi feita mais uma diluicdo 1:10 em CAMHB (2x10° UFC/mL).
Foram adicionados 100 pL dessas diluicdes finais do pogco 3 ao pogo 11, em todas
as linhas das microplacas com antimicrobianos, exceto nas linhas C e F, resultando
numa concentracéo final de 1x10°> UFC/poco. Foi utilizada uma microplaca por cepa.
Terminada a inoculacdo, as placas foram novamente tampadas, guardadas em
embalagens plasticas hermeticamente fechadas e incubadas em estufa a 30°C por 5

dias (amicacina) e 14 dias (claritromicina).

Para confirmar a UFC, a partir de uma aliquota de 100 pL do in6culo, foram
realizadas diluicdes em tampao fosfato de 10, 100, 1000, 10000, 100000 e 1000000
vezes. Posteriormente, 60uL das diluicbes 10*, 10° e 10° foram plaqueados em meio
7H11 enriquecido com OADC, adicionando-se 2 inoculo de 30uL por quadrante da
placa. As placas foram vedadas em embalagens plasticas hermeticamente fechadas

e incubadas em estufa a 30°C por cinco dias.

ApoOs o periodo de incubacgéo, as colbnias foram quantificadas com o auxilio de lupa

em diluicbes com 10 a 100 coldnias visiveis. O numero de colbnias na diluicdo




46

escolhida foi, entdo, corrigido de acordo com a diluicdo e expresso em UFC/mL por

meio da seguinte formula:

UFC/mL do in6culo = n° colénias em 60 uL x 16,66 (1000 uL/60 pL) x 1/diluicao

4.3.4 Leitura e interpretacdo dos resultados

Apés 5 dias (amicacina) e 14 dias (claritromicina) de incubacgéo, as placas foram
lidas em um suporte com um espelho para visualizacdo do fundo dos pocos, de
forma que o crescimento bacteriano pudesse ser visto de perto e com maior
precisdo. A concentracdo inibitéria minima de cada antimicrobiano, conforme
recomendado pelo CLSI (2011), foi definida como a menor concentragdo do
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel. Dessa forma, a
concentracdo do primeiro poco a nhao apresentar crescimento bacteriano foi

considerada a concentragdo inibitéria minima do antimicrobiano testado.

4.4 Ensaios in vivo

4.4.1 Preparo da suspenséo de M. massiliense

A cepa de M. massiliense foi descongelada, repicada em meio Ogawa e incubada
por cinco dias em estufa a 30°C. Apds o crescimento bacteriano, uma alca
bacteriolégica foi coletada da cultura e suspensa em 3 mL de tampéao fosfato
(0,067M, pH 6,8) estéril. A suspensao foi agitada vigorosamente em um agitador
mecanico por um a dois minutos em tubo com pérolas de vidro, e deixada em
repouso por cinco minutos para decantacdo dos grumos. Com a suspensao
sobrenadante, foi realizada outra suspenséo com turbidez equivalente ao padrao 0,5
da escala de McFarland de modo a atingir uma concentracdo final na ordem de 108
UFC/mL.
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Para confirmar a UFC, a partir de uma aliquota de 100 pL da suspensédo resultante
foram realizadas diluicbes em tampé&o fosfato de 10, 100, 1000, 10000, 100000 e
1000000 vezes. Posteriormente, 60uL das diluicdes 10*, 10° e 10° foram plaqueados
em meio 7H11 enriquecido com OADC, adicionando-se 2 inoculos de 30uL por
quadrante da placa. As placas foram vedadas em embalagens plasticas

hermeticamente fechadas e incubadas em estufa a 30°C por cinco dias.

ApoOs o periodo de incubacao, as colbnias foram quantificadas com o auxilio de lupa
em diluicbes com 10 a 100 coldnias visiveis. O numero de col6nias na diluicdo
escolhida foi, entdo, corrigido de acordo com a diluicdo e expresso em UFC/mL por

meio da seguinte férmula:

UFC/mL do in6culo = n° colénias em 60 pL x 16,66 (1000 yL/60 uL) x 1/diluicdo

4.4.2 Infeccéo dos animais

Um total de 3 experimentos independentes com lactobionato de claritromicina e 2

experimentos independentes com amicacina foram realizados.

Para cada experimento, 15 fémeas BALB/c foram infectadas com 100uL da
suspensédo bacteriana contendo 108 UFC/mL, via intravenosa, pela veia lateral da

cauda.

Um dia ap06s a infeccdo, cinco animais foram sacrificados para determinacdo dos
valores basais de peso e UFC do figado e baco. Os camundongos remanescentes
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco animais: grupo | - Tratado -
recebeu amicacina ou lactobionato de claritromicina e Grupo Il — Controle — recebeu

solucéo estéril de NaCl 0,9%.

O modelo de infeccdo dos animais foi baseado em protocolos descritos previamente
para outras micobactérias (SAITO et al., 1994; KOHNO et al., 2007), com algumas

modificagdes.
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4.4.3 Preparo dos agentes antimicrobianos

Os antimicrobianos foram preparados nas concentracdes de 20mg/mL (amicacina -
Sigma-Aldrich Co., EUA) e 10mg/mL (lactobionato de claritromicina - Abbott
Laboratories, EUA).

Amicacina foi dissolvida em solucéo de NaCl 0,9% e o lactobionato de claritromicina
foi dissolvido em &gua e posteriormente diluido em NaCl 0,9%. Apds o preparo,
essas solucdes foram imediatamente filtradas em membranas com poros de 0,22um,

aliquotadas em criotubos e armazenadas a -70°C, sob condi¢des estéreis.

4.4.4 Administrac&do dos antimicrobianos nos camundongos

O tratamento dos animais teve inicio um dia apds a infeccdo. Nos experimentos com
lactobionato de claritromicina, os animais receberam diariamente um volume de 100
puL na dose de 50mg/Kg de peso corporal, a cada 12h. J4 para os testes com
amicacina, foram usados 100 pL na dose de 100mg/Kg de peso corporal, uma vez
ao dia. Os antimicrobianos foram administrados via subcuténea e a escolha da dose
de cada um foi baseada em estudos prévios (FERNANDES et al., 1989; LAZARD et
al., 1993; COHEN et al., 1995; VRIONI et al., 1998; LOUNIS et al., 2001).

Os animais do grupo controle receberam um volume de 100 pL de solucao estéril de
NaCl 0,9%, via subcutanea.

O tratamento foi interrompido no 14° dia de infec¢do e os animais foram sacrificados
24h-48h apods a administrac@o da Ultima dose. A escolha do periodo de tratamento
foi baseada em um estudo feito por Sousa (2009), que mostrou que camundongos
infectados com M. massiliense apresentaram uma queda significativa da carga

bacilar a partir do 15° dia, com a resolu¢do completa da infec¢ao antes dos 30 dias.
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4.4.5 Determinacdo do numero de unidades formadoras de coldnias

(UFC) nos orgaos

Os animais infectados foram sacrificados em camara de CO, apos um dia (Grupo |)
e 15 dias (Grupos Il e Ill) de infeccéo e tiveram o baco e o figado assepticamente
removidos e divididos em dois fragmentos. Os fragmentos de cada 6rgdo foram
transferidos para tubos de polipropileno estéreis, previamente identificados e
pesados. Os tubos contendo os 6rgaos foram pesados numa balanca analitica e o

valor obtido foi descontado do peso do tubo vazio.

Apébs pesagem, um fragmento de cada 6rgédo foi individualmente macerado em gral
com pistilo e diluidos em 2 mL de tampéao fosfato. Em seguida, foram realizadas
diluicdes em tampéao fosfato de 10, 100, 1000, 10000 vezes e 60uL dessas diluicdes

foram plagueados em meio 7H11 enriquecido com OADC

As placas foram vedadas em embalagens plasticas hermeticamente fechadas e

incubadas em estufa a 30°C por cinco dias.

Apés o periodo de incubacéo, as coldnias foram quantificadas com o auxilio de lupa
em diluicdes com 10 a 100 colbdnias visiveis. O numero de colénias na diluicdo
escolhida foi, entdo, corrigido de acordo com a diluicdo, volume do macerado e peso

dos érgéos, conforme a férmula abaixo:

UFC/6rgao = n° colénias em 60 pL x 33,33 (2000 pyL/60 pL) x 1/diluicdo x peso do

orgao inteiro/ peso do fragmento macerado.

O resultado foi expresso em logio do nimero de UFC/érgéo.

Os célculos de UFC e a converséo em log;o foram realizados por meio do programa
Microsoft Excel (Microsoft, WA, USA).
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4.4.6 Histologia

Um fragmento de figado dos camundongos pertencentes aos grupos tratados e nao
tratados foram acondicionados em frascos com Bouin diluido 1:4 em salina para
fixacdo. Blocos de parafina foram preparados e seccdes (4-5 um de espessura)
foram coradas com hematoxilina e eosina (H-E). O numero de granulomas foi
guantificado em 10 campos microscopicos aleatoriamente selecionados em cada
seccao, sendo que trés seccbes foram analisadas/grupo. As contagens foram
realizadas com uma objetiva de 20X em um microscopio Nikon Eclipse 80i e as
imagens foram fotografas com camera Q imaging MicroPublisher 5.0 RTV e
transferidas para um programa de analise de imagem (Imagem Pro Plus, versao 5).
A média do niumero de granulomas foi calculada por grupo e expressa como média
de granulomas/campo. (TANAKA et al., 2000).

4.4.7 Teste de susceptibilidade para os isolados de camundongos

Apéds contagem das placas para avaliacdo do numero de UFC, alguns isolados do
figado e baco de camundongos de ambos os grupos, tratado e controle, foram
escolhidos aleatoriamente para determinacdo das concentracdes inibitérias minimas
dos antimicrobianos lactobionato de claritromicina ou amicacina, conforme descrito
no item 4.3 deste trabalho. Para tanto, foi preparada uma microplaca de 96 poc¢os
por antibiético, incluindo em cada uma: a cepa de referéncia de Mycobacterium
peregrinum ATCC 700686 e os isolados dos camundongos.

4.5 Controle experimental da acao in vivo dos antimicrobianos

lactobionato de claritromicina e amicacina

Para verificar a acdo in vivo da amicacina e do lactobionato de claritromicina sobre
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (um microrganismo sabidamente susceptivel a

esses antimicrobianos), os seguintes procedimentos foram realizados:
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4.5.1 Preparo da suspenséo de Staphylococcus aureus

A cepa de S. aureus foi descongelada, repicada em meio agar Mueller-Hinton e
incubada por 24 horas a 37 °C em estufa (NAPCO® Microprocessor Controlled TC
Water Jacket CO, Incubators Series 6500) com atmosfera contendo 5% de CO..
Apds o crescimento bacteriano, uma algca bacteriolégica foi coletada da cultura e
suspensa em 3 mL de tampéao fosfato (0,067M, pH 6,8) estéril, contido no interior de
um tubo com pérolas de vidro. A suspensado foi agitada vigorosamente em um
agitador mecanico. A partir dessa suspensao, foi feita outra suspensédo com uma
densidade otica (DO) de 0,12 (x0,01) a 625nm de modo a atingir uma concentracéo

bacteriana na ordem de 10% UFC/mL.

Para confirmar a densidade bacteriana final do in6culo, a partir de uma aliquota de
100 pL da suspenséao foram realizadas diluigbes, em tampéo fosfato, de 10, 100,
1000, 10000, 100000 e 1000000 vezes. Posteriormente, 20uL das diluicbes 10*, 10°
e 10° foram plaqueados em meio agar Mueller-Hinton. As placas foram vedadas em
embalagens plasticas hermeticamente fechadas e incubadas por 24h a 37 °C em

estufa com atmosfera contendo 5% de CO,.

Apés o periodo de incubacéo, as coldnias foram quantificadas com o auxilio de lupa
em diluicdes com 10 a 100 colbnias visiveis. O numero de colénias na diluicdo
escolhida foi, entdo, corrigido de acordo com a diluicdo e expresso em UFC/mL por

meio da seguinte formula:

UFC/mL do indculo = n° colénias em 20 pL x 50 (1000 pL/20 uL) x 1/diluigao

4.5.2 Infeccdo dos animais

Doze fémeas BALB/c foram aleatoriamente divididas em dois grupos de seis
animais: Grupo | — Tratado - recebeu amicacina ou lactobionato de claritromicina e

Grupo Il — Controle — recebeu solucao estéril de NaCl 0,9%.
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Os animais de cada grupo foram infectados com 100uL da suspensédo de S. aureus
contendo 10% UFC/mL, via intravenosa, pela veia lateral da cauda. Os animais foram
pesados no dia da infeccdo (dia 0) e no 7° dia de infeccdo e a mortalidade foi

observada durante todo o experimento.

Para cada antibidtico testado foram realizados 2 experimentos independentes.

4.5.3 Preparo dos antimicrobianos

Os antimicrobianos foram preparados conforme previamente descrito no item 4.4.3

deste trabalho.

454 Administragdo dos antimicrobianos nos camundongos

O tratamento dos animais teve inicio um dia antes da infeccdo e foi interrompido no
6° dia de infeccdo. Os animais foram sacrificados 24h-48h apds a administracédo da

ultima dose.

Os protocolos de infeccao e tratamento foi 0 mesmo utilizado para os experimentos
com M. massiliense (item 4.4.4), com adequacdes baseadas em um estudo prévio
de infeccao e tratamento de camundongos infectados com S. aureus (YANAGIHARA
et al., 2008).

4.5.5 Determinacdo do numero de unidades formadoras de

colbénias (UFC) no figado.

Os animais infectados foram sacrificados em camara de CO, e tiveram seus figados
removidos e divididos em dois fragmentos. Cada fragmento foi transferido para um

tubo de polipropileno estéril, previamente identificado e pesado. Os tubos com o0s
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orgaos foram pesados numa balanca analitica e o valor obtido foi descontado do
peso do tubo vazio.

Apoés pesagem, um fragmento de cada 6rgao foi individualmente macerado em gral
com pistilo e diluido em 2 mL de tampédo fosfato. Em seguida, foram realizadas
diluicbes em tampéao fosfato de 10, 100, 1000, 10000 vezes. 20uL das diluigbes
foram plagueados em meio agar Mdieller-Hinton e as placas vedadas em
embalagens plasticas hermeticamente fechadas e incubadas por 24h a 37 °C em

estufa com atmosfera contendo 5% de CO».

Apods o periodo de incubacédo, as colonias foram quantificadas com o auxilio de lupa
em diluicbes com 10 a 100 coldnias visiveis. O numero de colbnias na diluicdo
escolhida foi, entéo, corrigido de acordo com a diluicdo, volume do macerado e peso

dos 6rgaos, conforme a férmula abaixo:

UFC/6rgao = n° colénias em 20 pL x 100 (2000 uL/20 uL) x 1/diluicdo x peso do

orgao inteiro/ peso do fragmento macerado.

O resultado foi expresso em logio do nimero de UFC/érgéo.

Os calculos foram realizados por meio do programa Microsoft Excel (Microsoft, WA,
USA).

4.6 Analises Estatisticas

Todos os dados foram armazenados em uma planilha do Excel e analisados por
meio do programa Stata 9.2 (Ou GraphPad Prism 5). A média e o desvio padrdo do
peso e UFC dos orgdos foram determinados e a comparacdo entre os grupos foi
feita pelo teste de Mann-Whitney. Valores de P < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. ASPECTOS ETICOS

Esse trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética no uso de animais
(CEUA-UFES), sob protocolo n° 050/2011, e os animais foram manejados e contidos
de acordo com as orientagbes da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL/COBEA).
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6. RESULTADOS

6.1 Atividades in vitro da amicacina e da claritromicina contra M.

massiliense

A atividade in vitro da claritromicina e da amicacina frente ao isolado de M.
massiliense utilizado neste estudo foi determinada por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton, recomendada pelo CLSI. Os resultados dos
testes demonstraram susceptibilidade a amicacina, a claritromicina e ao lactobionato
de claritromicina, conforme mostrado na tabela 2. A interpretacdo das CIM
observadas foi realizada de acordo com a tabela 3.

Tabela 2: Concentracdes inibitérias minimas dos antimicrobianos testados frente ao
isolado de M. massiliense.

CIMgo (Hg/mL)

M. peregrinum

Antimicrobianos M. massiliense
(ATCC 700686)
Amicacina 16ug/mL < 1ug/mL
Claritromicina 0,125ug/mL 0,25ug/mL
Lactobionato de claritromicina 0,125ug/mL 0,25ug/mL

Tabela 3: Interpretacdo das concentracdes inibitérias minimas dos antimicrobianos
testados

CRITERIO DE INTERPRETAGCAO DAS CIM PARA MCR (pg/mL)

M. peregrinum

Antimicrobianos Sensivel Intermediario Resistente
(ATCC 700686)
Amicacina® <16 32 > 64 <1-4
Claritromicina® <2 4 >8 <0,06-0,5
Lactobionato de <2 4 =8 <0,06-0,5

claritromicina¥

8 Critério interpretativo recomendado para MCR (NCCLS, 2003; CLSI, 2011);

* Critério interpretativo baseado nas recomendac¢des do CLSI para claritromicina.
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6.2 Atividades in vivo da amicacina e da claritromicina contra M.

massiliense

Conforme mostrado nas figuras 2 e 3, a média de peso dos 6rgdos (xDP) dos
camundongos infectados, ndo tratados com os antimicrobianos avaliados, aumentou
de 1,149 + 0,14 (figado) e 0,11g = 0,023 (bac¢o), no primeiro dia apos a infeccao,
para 1,599 *= 0,22 e 0,43g = 0,08, respectivamente, no 15° dia de infecgdo. Esse
aumento consideravel no peso dos o6rgdos também foi observado nos animais
infectados e tratados com amicacina, ndo havendo diferencas significativas entre
esses dois Ultimos grupos. Em contraste, quando os 6érgaos dos controles foram
comparados aos dos camundongos tratados com lactobionato de claritromicina foi
notado uma diferenca de tamanho entre eles (Figura 4) e a média de peso obtida
para esses ultimos foi significativamente menor do que a média obtida para os
animais tratados com NaCl 0,9% (controles) (P < 0,001 para o figado; P < 0,0001

para o baco).
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Figura 2. Média de peso + DP dos figados de camundongos BALB/c controles e tratados com
lactobionato de claritromicina (50mg/Kg/12h/sc) ou com amicacina (100mg/Kg/dia/sc) apés 15 dias de
infeccdo com M. massiliense. ***, Diferenca significante em relagédo ao controle tardio (P < 0,001).
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Figura 3. Média de peso + DP dos bagos de camundongos BALB/c controles e tratados com
lactobionato de claritromicina (50mg/Kg/12h/sc) ou com amicacina (100mg/Kg/dia/sc) apés 15 dias

de infeccdo com M. massiliense. **** Diferenca significante em relacdo ao controle tardio (P <
0,0001).
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Figura 4. Tamanho dos bacos dos camundongos tratados
com lactobionato de claritromicina (esquerda) e NaCl 0,9%
(direita).

Ap6s um dia de infeccdo com 1-2 x 10’ UFC de M. massiliense, as médias de UFC
nos o6rgados dos animais controles foi de 7,21 + 0,19 logyo (figado) e 6,48 + 0,14 logio
(baco). No 15° dia de infec¢éo os figados e os bacos dos animais tratados com NaCl
0,9% (controles tardios) apresentaram, respectivamente: 4,71 + 0,24 logyo € 5,14 +
0,36 logio. Essa diminuicdo nas UFC apos 15 dias de infecgdo foi observada em
todos os grupos (tratados e controles) de maneira que, as médias do niumero de
UFC por ©6rgdo entre eles nao apresentaram diferencas estatisticamente
significantes. A excecao foi para o numero de bactérias encontrado nos figados dos
animais tratados com lactobionato de claritromicina, que se apresentou
significativamente maior do que o numero observado nos figados dos animais

controles (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Média de UFC (log,o) + DP dos figados de camundongos BALB/c controles e tratados com
lactobionato de claritromicina (50mg/Kg/12h/sc) ou com amicacina (100mg/Kg/dia/sc) ap6s 15 dias
de infeccdo com M. massiliense. **** Diferenca significante em relacdo ao controle tardio (P <
0,0001).
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Figura 6. Média de UFC (log;o) = DP dos bagos de camundongos BALB/c controles e tratados com
lactobionato de claritromicina (50mg/Kg/12h/sc) ou com amicacina (100mg/Kg/dia/sc) apés 15 dias
de infeccdo com M. massiliense.




61

Quando os figados dos animais de todos os grupos foram examinados
histologicamente apés 14 dias de tratamento, um grande nimero de granulomas foi
observado nos animais tratados com NaCl 0,9% (controle) (Média de
granulomas/campo: 13) e nos tratados com amicacina (Média de
granulomas/campo: 12). Por outro lado, a média de granulomas obtida dos figados
dos animais tratados com lactobionato de claritromicina (Média de
granulomas/campo: 3) foi significativamente menor do que as observadas nos

orgdos dos animais dos outros dois grupos (Figura 7).

Figura 7. Corte histolégico do figado de camundongos infectados com M.
massiliense apés coloragdo com HE, mostrando a quantidade de granulomas
(seta) presente nos tecidos dos animais tratados com lactobionato de
claritromicina (A e B), NaCl 0,9% (C e D) e amicacina (E e F). Ampliacdo: 20X (A,
C, E) e 40X (B, D, F).
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Com relacdo aos resultados dos testes de susceptibilidade para os isolados dos
orgdos de camundongos tratados e ndo tratados com os antimicrobianos, conforme
mostrado na tabela 4, as CIM para amicacina se mantiveram inalteradas para todos
os isolados analisados quando comparada a CIM observada para a cepa de M.
massiliense, antes da infeccdo. Para os testes com claritromicina, foi observado um
pequeno aumento na CIM, tanto para os isolados dos animais tratados com o
lactobionato de claritromicina quanto para os isolados dos animais tratados com
NaCl 0,9%. Apesar disso, de acordo com o critério de interpretacdo das CIM
adotado pelo CLSI (Tabela 3), as bactérias continuaram susceptiveis a

claritromicina.

Tabela 4: Concentrag6es inibitérias minimas dos antimicrobianos testados para M.
massiliense isolado dos camundongos BALB/c.

MICqo (Hg/mL)

M. massiliense isolado de BALB/c: M. peregrinum
ANTIMICROBIANOS
Baco Figado (ATCC 700686)
Amicacina 16pg/mL 16ug/mL < 1pg/mL
Claritromicina 0,25ug/mL 0,25ug/mL 0,25ug/mL
Lactobionato de
0,25ug/mL 0,25ug/mL 0,25ug/mL

claritromicina

6.3 Atividades in vivo da amicacina e da claritromicina contra

Staphylococcus aureus.

Apoés sete ou oito dias de infeccdo a mortalidade nos animais controles variou de
50% a 100% para todos os experimentos realizados. Em contrapartida, nenhuma

morte foi registrada nos animais tratados com um dos antimicrobianos.

No dia da infeccdo a média de peso corporal dos animais foi de 20g. Ao final dos 7
dias de tratamento, essa média foi de 19,79 para o0s animais tratados com
lactobionato de claritromicina, 19,869 para os animais tratados com amicacina e de

14,869 para os animais sobreviventes tratados com NaCl 0,9%.




63

Com relacdo ao numero de UFC/6rgdo, tanto os camundongos tratados com
lactobionato de claritromicina quanto aqueles tratados com amicacina mostraram
reducdo estatisticamente significante no numero de bactérias no figado quando

comparados aos camundongos tratados com NaCl 0,9%. (Figura 8).
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Figura 8. Média de UFC (logy,) + DP dos figados de camundongos BALB/c controles e tratados com
lactobionato de claritromicina (50mg/Kg/12h/sc) ou com amicacina (100mg/Kg/dia/sc) apés 7 dias de
infeccdo com S. aureus. *** Diferenca significante em relagdo ao controle tardio (P < 0,001); ****
Diferenca significante em relacdo ao controle tardio (P < 0,0001).
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7. DISCUSSAO

O numero de casos de infec¢des causadas por micobactérias de crescimento r4pido
(MCR) tem aumentado significativamente nos ultimos anos em diversos paises
(VILLANUEVA et al., 1997; SUNGKANUPARPH; SATHAPATAYAVONGS;
PRACHARKTAM, 2003; DE GROOTE; HUITT, 2006; DE MACEDO; HENRIQUES,
2009). Por outro lado, o conhecimento sobre regimes e/ou esquemas terapéuticos
mais apropriados para estas infeccées permanece limitado. Como néo se dispde de
ensaios clinicos dirigidos a este propdsito, o tratamento das infeccdes inclui, muitas
vezes, uma abordagem cirargica para remocao de abscessos e/ou retirada de
proteses e cateteres e 0 uso de antibiéticos selecionados com base em testes de
susceptibilidade in vitro. Os resultados desses testes, contudo, nem sempre
correspondem a resposta clinica ao tratamento. (BROWN-ELLIOTT; WALLACE,
2002; DE GROOTE; HUITT, 2006; ANVISA, 2007; GRIFFITH et al., 2007 FABRON!I,
BUGGIANI; LOTTI, 2008).

Neste contexto, a acdo dos antimicrobianos mais utilizados no tratamento de
infeccbes causadas por MCR foi avaliada, neste estudo, por meio do uso de um
modelo animal. Utilizamos a cepa de M. massiliense (BRA 100) devido a sua
susceptibilidade in vitro a amicacina e a claritromicina, jA descrita em estudos
prévios (DUARTE, et al., 2009; LEAO et al., 2009b; PINHEIRO, 2009) e confirmada
em nosso estudo. O lactobionato de claritromicina utilizado nos ensaios in vivo
também foi incluido nos testes in vitro para mostrar que ndo ha diferenca de

atividade em relag&o ao sal de claritromicina padréo utilizado para os testes.

Diante da caréncia, na literatura, de modelos para o tratamento de camundongos
infectados com MCR, bem como, da obrigatoriedade da utilizagdo de um grupo
controle para comprovar a acgdo in vivo da claritromicina e da amicacina sobre um
microrganismo de referéncia, nos estabelecemos um modelo animal de infeccéo
sistémica por Staphylococcus aureus seguido de tratamento por sete dias com
amicacina ou com lactobionato de claritromicina. A escolha de S. aureus se deve ao
conhecimento prévio de sua susceptibilidade aos antimicrobianos avaliados, a

facilidade de conducédo dos experimentos e a rapidez para obtencédo dos resultados.
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A eficécia terapéutica foi avaliada com base na prevencdo da mortalidade, peso dos
animais e UFC/figado (REYES et al.,, 2006; YANAGIHARA et al., 2008). Os
resultados demonstraram que a mortalidade nos animais do grupo controle variou de
50% a 100% para todos os experimentos realizados, enquanto que nenhuma morte
foi registrada nos camundongos tratados com lactobionato de claritromicina ou com
amicacina. Diferencas no peso dos animais também foram observadas. Ao contrario
dos animais tratados com um dos antimicrobianos, 0s animais controles
apresentaram uma perda consideravel de peso devido a gravidade da infeccéo
produzida por S. aureus. Além disso, foi observada uma reducao significativa no
namero de UFC tanto nos figados dos camundongos tratados com amicacina quanto
nos figados daqueles tratados com lactobionato de claritromicina, em relacdo aos
dos camundongos controles. ISso mostra que 0s tratamentos com amicacina e com
claritromicina, isoladamente, tiveram um efeito protetor em camundongos BALB/c
infectados com S. aureus. Nota-se, assim, que o0s antimicrobianos foram bem
absorvidos e atingiram niveis teciduais (figado) necessarios para inibir o crescimento

de S. aureus nas doses utilizadas.

Para verificar a acdo in vivo da claritromicina e da amicacina, isoladamente, em
camundongos BALB/c infectados intravenosamente com M. massiliense, as médias
de peso do baco e figado e do niumero de UFC por 6rgao foram determinadas apos
14 dias de tratamento. Os resultados mostraram que a infec¢do por M. massiliense
induziu um aumento consideravel de peso tanto nos 6rgdos dos camundongos
controles quanto nos 6rgdos daqueles tratados com amicacina. Em contraste, o
peso dos 6rgdos dos camundongos tratados com lactobionato de claritromicina foi
significativamente menor do que o dos animais tratados com NaCl 0,9% (controles),
indicando que este antimicrobiano foi capaz de impedir a evolucdo da
hepatoesplenomegalia em BALB/c infectados com M. massiliense. Observacfes
semelhantes a essas foram feitas por Vrioni e colaboradores (1998) em
camundongos C57BL/6 infectados com Mycobacterium genavense apos tratamento
com amicacina e com claritromicina, isoladamente. Outro achado interessante neste
estudo foi que a média de granulomas obtida no figado dos animais tratados com

lactobionato de claritromicina foi surpreendentemente menor do que as observadas
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nos oOrgdos dos animais dos outros dois grupos, revelando a capacidade da

claritromicina em reduzir o desenvolvimento dessas lesodes.

As diferencas encontradas nos grupos tratados com claritromicina podem ser
explicadas pela agéo anti-inflamatoria desse antimicrobiano. Estudos recentes tém
demonstrado que essa atividade imonomoduladora dos macrolideos é independente
da sua acdo antimicrobiana e esta relacionada com a capacidade desses agentes
em ativar fatores de transcricdo como, por exemplo, NF-kB e o ativador proteico 1
(AP-1), levando a inibicdo da producéo de citocinas e mediadores pré-inflamatérios e
ao aumento da liberagdo de citocinas anti-inflamatorias. Os macrolideos parecem
ainda estar envolvidos na: reducdo do acumulo, adeséo e apoptose de neutrdfilos,
modulacdo das células dendriticas e supressdo da producdo de citocinas pro-
inflamatoérias pelas células T, além de inUmeros outros mecanismos pelos quais
exercem seu efeito imunomodulador (IANARO et al., 2000; ALTENBURG, et al.,
2010; KANOH; RUBIN, 2010; KOVALEVA et al., 2012).

Ao avaliarmos o numero de UFC no baco e no figado de camundongos sacrificados
com um dia e com 15 dias de infeccdo, observamos uma reducdo no numero de
bactérias em todos 0s grupos, o que demonstra que a infec¢do por M. massiliense,
em camundongos BALB/c tende a ser autolimitante, como ja descrito por Sousa
(2009). Em seu estudo, camundongos BALB/c e C57BL/6 imunocompententes,
infectados com M. massiliense, controlaram completamente a carga bacteriana

antes dos 30 dias de infecgao.

Ao compararmos 0s grupos de animais que receberam um dos antimicrobianos com
0 grupo de animais controles, verificamos que a amicacina e a claritromicina néo se
mostraram eficientes contra M. massiliense, in vivo, ap0s 14 dias de tratamento.
Diante dessas observacoes, isolados de M. massiliense obtidos dos camundongos
tratados e néo tratados com um dos antimicrobianos foram re-submetidos ao teste
de susceptibilidade in vitro para verificar se haviam adquirido resisténcia induzivel a
claritromicina ou a amicacina. De acordo com 0s nossos resultados, as bactérias

mantiveram-se susceptiveis aos antimicrobianos e, por isso, o aparecimento de
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isolados resistentes durante o tratamento dos camundongos deixou de ser uma

explicacdo plausivel para a falta de resposta adequada ao tratamento.

A amicacina € um antimicrobiano semi-sintético, pertencente a classe dos
aminoglicosideos, e assim como os demais membros da classe, atua pela ligagdo a
subunidade 30S do ribossomo, seguida da interrupcdo da iniciacdo da sintese
proteica ou inducdo de leitura errbnea do codigo genético (CHAMBERS, 2005a).
N&o apresenta metabolizacdo apds absorcédo e sua eliminacdo ocorre quase que
totalmente pelos rins. Apesar de ser incluida em muitos regimes de tratamento,
apresenta sua eficécia limitada por sua rapida depuracao (clearance) da circulacao,
sua baixa capacidade de penetrar nas células e consequentemente atingir altas
concentracfes intracelulares (PETERSEN et al., 1996). Tais caracteristicas
poderiam justificar a auséncia de atividade bactericida contra patdgenos
intracelulares. Entretanto, alguns estudos mostraram resultados satisfatérios contra
M. avium, M. ulcerans e M. genavense (GANGADHARAM et al., 1988; FERNANDES
et al., 1989; LOUNIS et al., 1997; VRIONI, et al., 1998; JI et al., 2006).

A claritromicina € um macrolideo semi-sintético que atua na inibicdo da sintese de
proteina por meio da sua ligacdo reversivel a subunidade ribossémica 50S de
microrganismos susceptiveis. Uma vez absorvido, esse antimicrobiano &
metabolizado no figado em varios metabdlitos, sendo o metabdlito ativo 14-
hidroxiclaritromicina o mais importante. E capaz de distribuir-se amplamente por todo
o organismo (CHAMBERS, 2005b) e ao contrario da amicacina, demonstra ter
excelente penetracao intracelular e capacidade para se concentrar no interior das
células em niveis muito mais elevados do que a CIM para muitos patégenos
intracelulares, inclusive micobactérias (FREHEL; OFFREDO; CHASTELLIER, 1997;
ALTENBURG, et al., 2010). Estudos prévios mostraram que camundongos
infectados intravenosamente com micobactérias de crescimento lento, tais como M.
avium, M. genavense, M. kansasii, M. simiae, M. malmoense e M. xenopi
apresentaram reducdo de UFC no baco e pulmdo quando tratados com
claritromicina (FERNANDES et al., 1989; JI et al., 1994; KLEMENS; CYNAMON,
1994; COHEN et al., 1995; VRIONI et al., 1998; LOUNIS et al., 2001). Por outro

lado, Fréhel e colaboradores (1997) demonstraram em macréfagos infectados com
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cepas virulentas e avirulentas de M. avium que, embora a claritromicina esteja
presente em altos niveis no interior dessas células, é incapaz de atuar sobre as
bactérias virulentas, mesmo ap0s um tratamento prolongado e continuo. Isso ocorre
devido a capacidade das cepas virulentas de prevenir a fusdo dos fagossomos, sitio
de localizacéo intracelular das micobactérias, com os lisossomas, sitio de acumulo

da claritromicina.

Em oposicdo aos resultados dos estudos supracitados, realizados com
micobactérias de crescimento lento, ndo verificamos acédo in vivo da amicacina e a
da claritromicina, isoladamente, contra M. massiliense. Porém, ndo podemos
estabelecer comparacfes em razdo desses estudos apresentarem diferencas
guanto a espécie de micobactéria, linhagem de camundongo, via de administracao,

dose dos antimicrobianos, inicio e duracéo do tratamento apos a infeccgao.

Uma vez que a atividade da claritromicina ndo foi bactericida ou mesmo
bacteriostatica, poder-se-ia interrogar o seu valor potencial ou pratica da
monoterapia no tratamento de infeccdo por M. massiliense e talvez de outras MCR
em seres humanos. Entretanto, a caréncia de dados que expliquem as discrepancias
encontradas entre os resultados aqui obtidos, in vitro e in vivo, ndo nos permite
levantar essa questdo. Além disso, a escassez de trabalhos disponiveis na literatura
sobre a farmacocinética desses antimicrobianos em camundongos dificulta o
estabelecimento de quaisquer analogias com o0s mesmos estudos feitos em

humanos.

Considerando que a auséncia de resposta contra M. massiliense pode estar
relacionada com os niveis sanguineos e teciduais atingiveis com as doses dos
antimicrobianos administradas, seria interessante a realizacdo de bioensaios para o
doseamento desses antimicrobianos no soro e tecidos de camundongos com intuito
de averiguar se, nas concentracdes utilizadas, € possivel obter niveis sanguineos e

teciduais iguais ou superiores a CIM para M. massiliense

Outro fator que poderia explicar a diferenca entre os resultados in vitro e in vivo é o

fendbmeno de tolerancia a droga. Esse mecanismo ja foi relatado em enterococcos,
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Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis, e Plasmodium falciparum
(KIM; BAYER, 1987; BARKER; SCAIFE; BROWN, 1995; WALLIS et al., 1999;
WARNER; MIZRAHI, 2006; CONNOLLY; EDELSTEIN; RAMAKRISHNAN, 2007;
MWAI et al., 2012) e é caracterizado pela capacidade de uma subpopulacdo de
bactérias, geneticamente susceptiveis a um determinado antimicrobiano, em
sobreviver na presenca deste (PHILIPS; ERNST, 2011). Adams e colaboradores
(2011) ao estudar o fenbmeno de tolerancia em larvas de peixe-zebra infectadas
com Mycobacterium marinum e em macréfagos infectados com M. marinum e M.
tuberculosis, apos tratamento com isoniazida, observaram que a tolerancia a droga é
induzida pela residéncia bacteriana em macrofagos e é mediada por distintas
bombas de efluxo. Tais mecanismos podem ser relevantes para MCR. Por isso,
seria importante o desenvolvimento de estudos para verificar se eles ocorrem
nesses microrganismos e se estariam relacionados a disparidade entre a

susceptibilidade in vitro e a resposta in vivo dos antimicrobianos.

A caréncia de correlagéo entre os resultados dos testes in vitro e a resposta in vivo,
observada no nosso estudo, também ja foi relatada em humanos apos tratamento
com claritromicina. Kobashi e colaboradores (2011) descreveu um caso de uma
mulher com furunculose na perna esquerda apés a realizacdo de depilacdo em um
saldo de beleza, no estado da Carolina do Norte (EUA). Mycobacterium bolletii/M.
massiliense foi identificado como agente etioldégico pelo sequenciamento dos genes
hsp65 e do RNA ribossomal 16S (rRNA). O tratamento com claritromicina foi
iniciado, mas nenhuma melhora foi observada ap6s 3 semanas. Como
consequéncia, a claritromicina foi substituida pela associacdo de moxifloxacino e
azitromicina. A terapia foi mantida por 6 meses com resolucdo completa das les@es.
Em outro estudo, Wertman e colaboradores (2011) descreveu um caso peculiar em
gue M. massiliense foi isolado do sangue periférico e escarro de um paciente que
estava recebendo tratamento imunossupressor para vasculite relacionada ao ANCA
(anticorpos anti-citoplasma de neutrdfilos). O tratamento foi baseado na combinacéo
de claritromicina, amicacina, imipenem/cilastatina e levofloxacina. No entanto, a
resposta clinica ndo foi satisfatéria e o paciente morreu 1 semana apos 0 inicio da
terapia. A concentracao inibitéria minima para o isolado foi determinada e mostrou

susceptibilidade apenas a claritromicina. No estudo realizado por Péssa (2011), com
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pacientes portadoras de infec¢bes pos-cirargicas causadas por M. abscessus, a
pesquisadora observou que apesar de todas apresentarem cura ap0s o tratamento
com claritromicina em combinacdo com amicacina, a evolucdo dessas pacientes ndo
obedeceu a um padréao: das 14 pacientes estudadas, 14,2% foram assintomaticas
antes de dar inicio ao tratamento e evoluiram com o aparecimento de novas lesdes
apos o inicio do tratamento; 18,7% das pacientes evoluiram com melhora completa
dos sintomas ap0s inicio do tratamento e 62,5% evoluiram com o aparecimento de
novas lesdes durante o tratamento e mesmo apos o término do tratamento e tiveram

resolucdo espontanea sem intervencdo médica.

Percebemos aqui, ao concluirmos esta dissertacdo, quao complexo é a relacédo entre
a susceptibilidade in vitro e a resposta in vivo aos antimicrobianos por MCR.
Embora, a evolucdo clinica de pacientes tratados ou ndo com esquema
antimicrobiano especifico esteja, em parte, de acordo com o0s resultados
encontrados em nosso estudo, julgamos necessario maior aprofundamento e
pesquisa deste assunto, sobretudo, para que esquemas de tratamento de pacientes

infectados por MCR sejam estabelecidos com bases cientificas sélidas.
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Conclusoes
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8. CONCLUSOES

1)

A claritromicina e a amicacina, isoladamente, ndo foram capazes de reduzir,
dentro de um periodo de 14 dias, o numero de bactérias no figado e baco de
camundongos BALB/c infectados com M. massiliense, nas concentracdes de

50mg/kg/12h e 100mg/Kg/dia, respectivamente.

2) Apesar de néo ter apresentado acdo antimicrobiana, a claritromicina foi capaz

3)

4)

de reduzir a evolugédo da hepatoesplenomegalia, bem como a formacao de
lesBes granulomatosas no figado de camundongos BALB/c infectados com M.

massiliense.

N&o houve correlacéo entres as atividades in vitro e in vivo da amicacina e da

claritromicina contra M. massiliense.

N&do houve o desenvolvimento de resisténcia da cepa de M. massiliense
durante o tratamento de camundongos BALB/c com claritromicina e com

amicacina por 14 dias.
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Perspectivas
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9. PERSPECTIVAS

1) Determinar, por meio de bioensaio, as concentracdes de amicacina e de
claritromicina no soro, baco e figado de camundongos BALB/c apds

administracao das doses adotadas no presente estudo.

2) Avaliar a atividade combinada da claritromicina e amicacina contra

Mycobacterium massiliense in vitro e em camundongos BALB/c.

3) Caracterizacao do perfil de citocinas no figado e baco de camundongos BALB/c

infectados com M. massiliense, apés tratamento com claritromicina por 14 dias.
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