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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
SOBRE BIOFILMES DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO

RAPIDO
AUTORA: Vanessa da Costa Flores
ORIENTADORA: Marli Matiko Anraku de Campos
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de marco de 2014.

As micobactérias de crescimento rapido (MCR) sdo patdégenos humanos oportunistas
gue estdo presentes no meio ambiente. Quando em biofilmes, as micobactérias sdo altamente
resistentes aos tratamentos antibacterianos. A compreensao de fatores causadores de faléncia
de tratamentos das micobacterioses, como a formacdo de biofilmes, contribui para a
elucidacdo do potencial patogénico e da resisténcia aos farmacos apresentados por esses
microrganismos. Foram testados 0s antimicrobianos amicacina, ciprofloxacino,
claritromicina, doxiciclina, imipenem e sulfametoxazol, normalmente empregados no
tratamento de micobacterioses. Para cada farmaco, avaliou-se a suscetibilidade do
microrganismo, a capacidade de inibicdo da formacgdo de biofilmes e a resisténcia dos
biofilmes a atuacdo antimicrobiana. Os resultados demostraram que, embora oS
antimicrobianos testados sejam empregados como alternativa terapéutica para MCR,
Mycobacterium abscessus apresentou-se resistente a claritromicina e Mycobacterium
massiliense exibiu perfil resistente a claritromicina e ao sulfametoxazol. Além disso, a
inibicdo da formacdo de biofilmes e a destruicdo dos mesmos ndo foram totalmente
alcancadas. Os perfis encontrados reforcam a necessidade da determinacdo da suscetibilidade
aos medicamentos. Tendo-se em vista que os biofilmes constituem uma forma conhecida de
resisténcia bacteriana, o insucesso de alternativas para inibir a formagdo ou ainda destruir

biofilmes pode desencadear a recorréncia de infecces.

Palavras-chave: Micobactérias de crescimento rapido, biofilmes, antimicrobianos,
suscetibilidade.
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Rapidly growing mycobacteria (RGM) are opportunistic human pathogens that are
present in our environment. When in biofilms form, mycobacteria are highly resistant to
antibacterial treatments. The comprehension of factors that cause mycobacteriosis treatments
to fail, e.g., biofilm formation, contributes to the elucidation of the pathogenic potential and
the drug resistance shown by these microorganisms. The tested antimicrobials were amikacin,
ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline, imipenem and sulfamethoxazole, which are
ordinarily employed in the treatment of mycobacteriosis. For each drug, it was evaluated the
susceptibility of the pathogen, the ability to inhibit biofilm formation and the resistance of
biofilms to antimicrobial activity. Results showed that although the tested antimicrobials are
used as an alternative therapy for RGM, Mycobacterium abscessus presented to be resistant to
clarithromycin and Mycobacterium massiliense showed a resistant profile to clarithromycin
and sulfamethoxazole. Furthermore, the inhibition of biofilm formation and its destruction
have not been fully met. The susceptibility profiles found emphasize the need for the
determination of drug sensitivity. Considering that the biofilms are a known form of bacterial
resistance, the failure of alternatives to inhibit or destroy biofilms can trigger the recurrence of

infections.

Keywords: Rapidly growing mycobacteria, biofilms, antimicrobial, susceptibility.
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1 APRESENTACAO

A INTRODUCAO consiste de uma breve apresentacio sobre o assunto investigado e
sua relevancia. No segmento REVISAO DA LITERATURA, estd descrito uma sucinta
revisdo bibliogréafica sobre os temas trabalhados nesta dissertacéo.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo, o qual se encontra no item MANUSCRITO. As secGes Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias, encontram-se no manuscrito e
representam a integra deste estudo.

As REFERENCIAS remetem somente as citacBes que aparecem nos itens
INTRODUCAO e REVISAO DA LITERATURA desta dissertacgo.



2 INTRODUCAO

As Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT) encontram-se dispersas na natureza, e
podem colonizar o organismo humano e determinar o aparecimento de infec¢fes ou doencas
(ZAMARIOLI et al., 2008). MNT s&o isoladas a partir de diversas partes do organismo como
a pele, ouvido externo, narinas, orofaringe, gengivas, vagina, genitdlia externa tanto
masculina como feminina, saliva, fezes, urina, além do escarro (LOPES et al., 2005).

Muitos estudos tém relatado o aumento do nimero de casos de infecgdes oportunistas
causadas por espécies de MNT, principalmente Micobactérias de Crescimento Rapido (MCR)
(BRASIL, 2009). As MCR se destacam como patdgenos emergentes com expressivo potencial
para causar infeccGes em pacientes imunodeprimidos e formar biofilmes (JEONG et al., 2004).

As micobacterioses, doencas causadas por MNT, apresentam tratamento bastante
complexo, uma vez que elas sdo naturalmente resistentes ou tém pouca sensibilidade aos
farmacos tuberculostaticos. Esta sensibilidade difere entre as espécies e entre cepas de uma
mesma espécie. Por esta razao, muitos sdo os esquemas utilizados para o tratamento. Em um
tratamento eficiente, é necessaria inicialmente a identificacdo do agente causal, para que - de
acordo com a sua suscetibilidade - sejam escolhidos os farmacos a serem utilizados
(WILDNER et al., 2011).

A resisténcia a terapéutica antimicrobiana parece envolver varios fatores (PERES et
al., 2011). Entre os mecanismos de resisténcia as drogas em micobactérias, encontram-se o
papel da parede celular desses microrganismos, a biotransformacdo de farmacos no meio
intracelular, mutacdes genéticas adquiridas, bombas de efluxo e a formacdo de biofilmes
(VAN INGEN et al., 2012a; VAN INGEN et al., 2012b).

Muitas espécies de micobactérias formam biofilmes, que sdo comunidades
estruturadas, em interfaces ar-liquido e com adesdo as superficies solidas (OJHA &
HATFULL, 2007). A relacdo das micobactérias com a formagdo de biofilmes tem sido
observada ha décadas em amostras clinicas e ambientais. Essas estruturas sdo consideradas
importantes fontes de infeccBes, devido & sua resisténcia aumentada a antimicrobianos
(ESTEBAN et al. 2008).

As infeccOes causadas por micobactérias tém sido consideradas uma emergéncia
epidemioldgica e sua investigacdo é uma prioridade para controlar as doencas associadas que
podem levar a quadros extremos e incapacidades. A grande variabilidade de infecgdes

oportunistas causadas por espécies de micobactérias tém causado ndo apenas casos
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infecciosos graves, como impuseram extensa dificuldade para o manejo dessas situagdes por
parte dos profissionais da saude.

As altas taxas de morbi-mortalidade associadas a algumas espécies de MNT séo
agravadas pelas dificuldades encontradas na implementacdo do tratamento e obtencdo de
dados epidemioldgicos locais precisos. O aumento de casos de co-infec¢do pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e micobacterioses tem evidenciado a necessidade de se
conhecer e entender melhor as particularidades das MCR.

Devido a variabilidade comportamental demonstrada por MCR, como o desenvol-
vimento de resisténcia a antimicrobianos e a processos de esterilizagdo, os protocolos
terapéuticos para a supressdo do quadro clinico instalado podem se apresentar ineficazes. A
compreensdo de fatores genéticos e fisioldgicos causadores de faléncia de tratamentos das
micobacterioses, como a formacdo de biofilmes, contribui para a elucidacdo do potencial

patogénico e da resisténcia a farmacos apresentados por esses microrganismos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil de suscetibilidade e atividade antimicrobiana sobre biofilmes de
MCR.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar o perfil de suscetibilidade de MCR frente a antimicrobianos
amplamente empregados no tratamento de micobacterioses.
3.2.2 Avaliar a atuacdo antimicrobiana na inibi¢do da formacéo de biofilmes de MCR.

3.2.3 Avaliar o efeito antibiofilme de antimicrobianos sobre biofilmes de MCR.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Género Mycobacterium

O género Mycobacterium é constituido de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)
pertencentes & ordem  Actinomicetales, subordem  Corynebacteriacea, familia
Mycobacteriaceae (SHINNICK & GOOD, 1994). Este género é formado pelo Mycobacterium
leprae, por espécies altamente patogénicas que compdem o complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), e por outras espécies denominadas MNT (COSMA et al., 2003; UEKI
et al., 2005).

O estudo das micobacterias confunde-se com o proprio surgimento da microbiologia
clinica. O primeiro agente etiologico de doenca humana foi descrito por Hansen, em 1868, e,
em 1882, Koch demonstrou a associacdo entre a presenca de microrganismos e a ocorréncia
da tuberculose (TB). Vivia-se uma nova era no desenvolvimento da ciéncia e as infecgdes por
bactérias que mais tarde receberiam os nomes M. leprae, agente causador da lepra ou
hanseniase, e M. tuberculosis, agente etioldgico da TB (MACEDO et al., 2009).

Em 1896, Lehmann e Neumann, visando a inclusdo dos bacilos da TB e da hanseniase,
propuseram a criacdo do género Mycobacterium (WILDNER et al., 2011). Posteriormente,
outras bactérias foram acrescentadas ao género e somente na década de 50 foi demonstrada a
importancia das MNT como causadoras de doenga no homem (KANAI, 2006).

As micobactérias sdo bacilos aerébicos ndo formadores de esporos. 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. Muitas caracteristicas desses microrganismos como a alcool-acido
resisténcia (AAR), a resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes quimicos, a resisténcia a
dessecacdo e a patogenicidade estdo relacionadas a parede celular, que € rica em &cidos
micélicos (CARDOSO, 2009; MARTINEZ et al., 1999). A propriedade AAR ¢é evidenciada
pela técnica de Ziehl-Neelsen, a qual demonstra a resisténcia das células microbianas coradas
pela fucsina a descoloracdo com mistura alcool-acida (CARDOSO, 2009; HINRICHSEN,
2007).

Os acidos micdlicos presentes na camada externa da parede celular, encontrados
apenas no género Mycobacterium, formam uma camada cérea resistente a agua. Os nutrientes

entram lentamente na célula por essa camada, 0 que contribui para a taxa de crescimento lento
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de algumas micobactérias (CARDOSO, 2009; HINRICHSEN, 2007). Outra importante
caracteristica que contribui para o crescimento lento das micobactérias deve-se a sua
superficie celular hidrofébica. A hidrofobicidade faz com que 0s microrganismos se agrupem
e, assim, os nutrientes ndo sdo facilmente acessiveis as células (SILVA, 2013).

A parede celular é uma caracteristica definidora de micobactérias. Esta estrutura
hidrofébica complexa e rica em lipidios é responsavel pela morfologia distinta das coldnias e
resisténcia aos antimicrobianos. Os componentes da parede celular contribuem para a
viruléncia, a persisténcia no interior de macrofagos e a modulagdo da resposta imune do
hospedeiro. A morfologia das colénias ¢ um complexo fendtipo influenciado pela
comunicacdo entre as células e pode estar relacionada com a suscetibilidade aos
antimicrobianos (CHEN et al. 2006; SHI et al., 2011).

A temperatura 6tima de crescimento para as micobactérias varia consoante a espécie e
pode ser entre 30°C e 45°C, e as variagfes de pH suportadas sdo limitadas entre 6 e 8. A
morfologia das col6nias varia conforme a espécie de micobactéria e pode se apresentar
arredondada, de superficie lisa ou irregular, de aspecto seco ou Umido, de consisténcia
mucoide e de ndo pigmentada a pigmentada (SUTRE, 2010). O pigmento pode der amarelo,
laranja ou, raramente réseo (SILVA, 2013).

Figura 1: Cultura de micobactérias em meio sdlido. (A) Col6nias rugosas sem pigmentagdo e (B) coldnias lisas
e pigmentadas. Adaptado de Bacteria in Photos, disponivel em: http://www.bacteriainphotos.com/
Mycobacterium %20fortuitum.html.

4.2 Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT)

S&o conhecidas mais de 120 espécies de MNT, onde aproximadamente um terco esta

associada a doengas em humanos. As MNT, ao contrério das espécies do CMTB, apresentam
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patogenicidade variavel (TORTOLI, 2003; ZAMARIOLI et al., 2008). A presenca das MNT
em patologias humanas foi descrita pela primeira vez em 1893, ndo muito distante da
descoberta do M. tuberculosis por Robert Koch. Subsequentemente, numerosos relatos
corroboraram o papel de patdgeno humano dessas espécies (MARRAS & DALEY, 2002).

As MNT - também chamadas micobactérias atipicas, micobactérias ambientais ou
micobactérias oportunistas - normalmente ndo sdo contagiosas e 0 homem néo é o hospedeiro
de escolha. As infec¢bes ocorrem de forma oportunista, ja que estas sdo ubiquas no ambiente.
Assim, as fontes ambientais, como inocula¢do por meio de traumas, inalacdo de aerossais, e
instrumentos contaminados sdo as formas mais frequentes da sua transmissdo (FONSECA et
al., 2008; MARINHO et al., 2008; MOTA, 2011). Tém sido isoladas a partir de agua de
abastecimento publico e constituem um problema de esterilizacdo de instrumentos cirargicos
e outros materiais hospitalares, pois toleram altas temperaturas e sdo resistentes a métodos
padrbes de descontaminacdo (ATS, 2010). Devido a sua resisténcia intrinseca ao cloro e a
outros desinfetantes quimicos utilizados para tratamento de agua, as micobactérias tém sido
capazes de colonizar uma ampla extensdo de superficies em hospitais, fabricas e areas
residenciais (BLAND et al., 2005).

4.3 Classificacdo de Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT)

Em 1959, Runyon propds uma classificacdo para as micobactérias diferentes de M.
tuberculosis, agrupando-as com base nas suas caracteristicas morfoldgicas, o tempo de
crescimento e a producdo ou ndo de pigmentos apOs exposicdo a luz e/ou na obscuridade.
Reconhecem-se assim quatro grupos: I, 11, 11l e IV. Os trés primeiros grupos englobam as
espécies de crescimento lento (superior a uma semana), enquanto o ultimo grupo inclui as
espécies que se desenvolvem em menos de uma semana (crescimento rapido) (TORTOLL,
2006; MOTA, 2011).

Os trés primeiros grupos distinguem-se entre si pela producdo de pigmento. As
estirpes do grupo | (fotocromogénicas) apenas produzem pigmento ap6s exposicdo a luz; as
do grupo Il (escotocromogénicas) produzem pigmento independentemente da exposicéo a luz;
as do grupo 111 (ndo cromogénicas) nunca produzem pigmento na obscuridade, mas por vezes
podem pigmentar-se ligeiramente, de amarelo ou rosa sob o efeito da luz (TORTOLI, 2006;
MOTA, 2011).
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Tabela 1: Micobactérias de acordo com a classificacdo de Runyon. Adaptado de Fontana
(2008).

Grupos Espécies Tempo de Crescimento
M. kansasii
Grupo | M. simiae Lento
M. asiaticum
M. scrofulaceum
M. xenopi
Grupo Il M. szulgai Lento
M. gordonae
M. flavencens
Complexo M. avium
M. malmoense
Grupo 11 M. haemophilum Lento
M. terrae
M. ulcerans
M. fortuitum
M.chelonae
Grupo IV M.abscessus
M. thermoresistible
M. massiliense

Répido

O tempo de crescimento é definido como o tempo necessario para as coldnias serem
visualizadas a olho nu, em meio so6lido (BRASIL, 2004). Em relacdo ao tempo de
crescimento, as micobactérias podem ser classificadas em dois grupos: micobactérias de
crescimento lento (MCL) e MCR. O CMTB e o0 MAC séo agrupados como MCL. O segundo
grupo, representado pelas MCR, inclui principalmente as espécies sapréfitas encontradas no
solo e na agua. Muitas espécies de MCR sdo patdgenos oportunistas, podendo causar desde
abscessos localizados, até doencas pulmonares e disseminadas (CARDOSO, 2009).

Entre as MCR encontram-se as espécies M. abscessus e M. fortuitum, que causam um
amplo espectro de doengas tais como doenca pulmonar, linfadenopatia e infeccdes dos tecidos
moles (HUANG et al., 2013). Recentemente, devido a diferenca de fendtipos de resisténcia a
antimicrobianos, a espécie M. abscessus foi subclassificada em trés novas espécies
estreitamente relacionadas: M. abscessus sensu stricto (ss), M. massiliense e Mycobacterium
bolletii (RACHID et al., 2012).

As micobactérias podem, ainda, serem classificadas conforme a capacidade da espécie
de causar doenga no homem, em (a) patogénicas - obrigatoriamente causam infecgdes;(b)
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potencialmente patogénicas - podem causar doencas; e (c) raramente patogénicas - nunca ou
com extrema raridade causam enfermidades. Exclusivamente entre as MNT, as micobactérias
sdo classificadas em (a) potencialmente patogénicas e (b) raramente patogénicas (BRASIL,
2008; CARDQOSO, 2012).

A diferenciacédo fenotipica entre espécies do género Mycobacterium pode ser realizada
através de testes bioquimicos em que as colnias sdo submetidas as provas de: inibi¢do do
crescimento em meio contendo acido p-nitrobenzoico (PNB), teste da niacina, crescimento a
25°C, crescimento a 45°C, inibi¢do do crescimento em meio contendo NaCl 5%, hidrolise do
tween 80, produgdo de B-galactosidose, reducdo do telurito de potassio, reducdo do nitrato,
producdo de urease e pirazinamidase (BRASIL, 2008).

O poder discriminatorio dos testes bioquimicos pode ser limitado em algumas
situacOes, sobretudo na identificacdo de MCR. Desse modo, é ressaltada a importancia dos
métodos moleculares como ferramentas auxiliares na identificacdo das MNT, destacando-se
ainda o potencial de reduzir para horas, ao invés de dias e até mesmo semanas, a identificacao

das espécies pelos métodos moleculares (BRASIL, 2004).

4.4 Micobacterioses

As MNT sdo responsaveis por infeccdes de pele e tecidos moles, infeccdes
pulmonares, cronicas e progressivas, linfadenite cervical pediatrica e infec¢des disseminadas,
especialmente em casos avancados da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). A
imunossupressdo € um fator de risco para sua disseminacdo, embora muitos pacientes com
micobacterioses ndo sejam imunossuprimidos (WILDNER et al., 2011).

Fatores de risco para o acometimento de infeccdo por MNT incluem exposicdo
ocupacional a poeiras e fibrose cistica. Recentemente, foi demonstrado que mulheres idosas,
de cor branca e com um indice de massa corporal baixo (IMC), possuem alto risco para
desenvolver infeccdo pulmonar causada por micobactérias atipicas (MULLIS &
FALKINHAM, 2013).

O pulmao é o principal 6rgdo acometido pelas MNT. A doenga pulmonar ocorre pela
inalacdo de aerossois contendo os bacilos, geralmente em pacientes com doenca pulmonar

pré-existente. Nestes casos a avaliacdo clinica é complexa, pois 0s sinais e 0s sintomas séo
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variaveis, inespecificos e similares aos da TB. Os pacientes geralmente apresentam sintomas
como tosse crénica com expectoracdo, fadiga, febre, hemoptise e perda de peso (SAO
PAULO, 2005).

A doenca pulmonar por MNT geralmente ocorre em pacientes com doenga pulmonar
crbnica como pneumoconiose, doenga pulmonar obstrutiva crbnica, TB pré-existente,
bronquite crbnica, bronquiectasia e doenca esofdgica associada a aspiragdo cronica de
material alimentar pelas vias aéreas. Avaliacdo clinica € frequentemente complicada devido a
similaridade da sintomatologia com as doencas pulmonares pré-existentes (ATS, 1997; KOH
etal., 2002).

Outras manifestacdes clinicas de infeccdes causadas por MNT podem ser causadas
devido a infeccBes peritoneais por cateterizacdo; infeccbes pds-cirdrgicas, como em
mamoplastias e transplantes cardiacos; em decorréncia de procedimentos invasivos, como
videoscopias, e procedimentos estéticos (PADOVEZE et al., 2007).

As infecgdes de pele e tecido subcuténeo causadas por MCR se apresentam, em geral,
como abscessos piogénicos, com reacdo inflamatoria aguda e supuracdo. As espécies mais
comumente associadas a doencas de pele e tecido subcutaneo incluem M. fortuitum, M.
chelonae e M. abscessus, e estas sdo responsaveis pela formacgdo de abscessos nos locais de
puncdo, ferimentos ou fraturas expostas. Geralmente as lesbes ocorrem apds traumatismos,
fraturas ou injecOes, apds cirurgias ou procedimentos hospitalares onde os dispositivos
médicos podem estar contaminados. InfeccBes ocorrem também apds ferimento acidental
onde a ferida é contaminada pelo solo (FONTANA, 2008).

Figura 2: Lesdo cutdnea causada por M. abscessus (GALIL et al., 1999).
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4.5 Epidemiologia de Micobacterioses

Com o advento do tratamento para a TB, em 1950, a cultura das amostras tornou-se
rotina e verificou-se que alguns dos casos aparentes de TB eram afinal devidos a MNT. Tem-
se verificado um aumento dramatico na prevaléncia de infec¢bes por micobactérias atipicas
desde entdo. Ha relatos mundiais do aumento da incidéncia de MNT observada pelo numero
de isolamentos realizados nos laboratérios, com consequente diversificacdo das espécies
identificadas ap6s o avanco das técnicas moleculares (GRIFFITH et al., 2007; MARINHO et
al.,, 2008). Estudos mostram que ha uma variabilidade geografica marcante tanto na
prevaléncia quanto na distribuicdo das espécies responsaveis pelas doencas causadas por
micobactérias (ZAMARIOLI et al., 2008).

A incidéncia de micobacterioses humanas aumentou rapidamente ap6s a emergéncia
da AIDS em todo 0 mundo, no inicio da década de 1980 (SUEHIRO, 2008). Durante a década
de 1990, a analise dos Centros de Controle e Prevencdo de Doengas mostrou um grande
aumento dramatico de MNT isoladas para niveis ainda mais elevados do que o M.
tuberculosis. Mycobacterium gordonae e M. fortuitum foram identificadas em 18% e 5% dos
isolados, respectivamente (MARTINEZ et al., 2007).

Um estudo de vigilancia canadense relatou um aumento na incidéncia de
micobacterioses em criancas, especialmente em criancas imunodeprimidas e com
apresentacdes clinicas mais graves. Descobertas similares também foram relatadas na
Escandinavia. No entanto, ainda ndo esta claro se esse aumento € real ou apenas reflete
melhor o reconhecimento do espectro clinico das micobacterioses. As taxas de incidéncia
anual de MNT em diferentes paises variam entre 0,30 - 0,87 casos a cada 100.000 criancas
(OBIHARA et al., 2011).

As MCR séo encontradas principalmente em fontes ambientais. Em sua maioria, 0s
estudos de surtos apresentam evidéncia de procedimentos inadequados de esterilizacdo e/ou
desinfeccdo, criando condicdes favoraveis a ocorréncia desses eventos (PITOMBO et al.,
2009). A frequente presenca desses microrganismos na agua de torneira de hospitais, a
relativa resisténcia a agentes esterilizantes, sua habilidade em sobreviver e crescer em agua
destilada e dentro de amebas, bem como seu frequente envolvimento na formacdo de
biofilmes contribuem para que espécies de MCR causem infec¢Oes ralacionadas a assisténcia
a salde (CARDOSO, 2009; SEXTON & HARRISON, 2008).
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No Brasil, poucos sdo os dados oficiais referentes as micobacterioses (WILDNER,
2012). Devido a ocorréncia de surtos de infeccBes causadas por micobactérias, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determinou, em 2009, a notificacdo compulsoria
das infeccBes causadas por MCR. Dentre as MNT, as espécies M. fortuitum, M. peregrinum,
M. chelonae e M. abscessus, classificadas como MCR, s&o grandes responsaveis pelos surtos
de infeccBes notificadas no pais (BRASIL, 2007; BRASIL, 2009). O agente etiolégico mais
prevalente na maioria das cidades brasileiras é a espécie M. massiliense, exceto nas infec¢oes
secundarias a mamoplastias, onde a maior prevaléncia é de M. fortuitum (SAO PAULO,
2010).

Um estudo realizado por Ledo et al. (2010) descreveu surtos causados por
micobactérias ap0s procedimentos cirurgicos ocorridos em sete estados do Brasil, conforme
demonstrado na figura 4. Os resultados revelaram que um clone de M. abscessus estava
associado com uma epidemia prolongada de infeccbes pds-cirurgicas nos locais em que a
pesquisa foi realizada. O que sugere que a espécie esta amplamente distribuida e adaptada no

territorio brasileiro, causando infec¢des em individuos suscetiveis.
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Figura 3: InfeccBes pos-cirdrgicas causadas por MCR em sete estados brasileiros (LEAO, 2010).
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A maior epidemia de infec¢do pds-cirargica causada por MNT documentado no Brasil
foi relatada por Duarte et al. (2009). Em estudo desenvolvido no Rio de Janeiro (RJ), os
autores relataram a existéncia de um clone epidémico de M. massiliense circulando no pais,
de modo que as cepas oriundas de Belém, Goias e Rio de Janeiro apresentaram perfis
idénticos detectados em genotipagem por eletroforese em gel em campo pulsado. Além disso,
38 hospitais do Rio de Janeiro tiveram casos confirmados por culturas microbioldgicas,
totalizando 148 isolados de M. massiliense tolerantes ao glutaraldeido a 2%.

Em Santa Maria, RS, foi realizado um estudo em que se avaliou a prevaléncia de MNT
em relacdo ao total de casos de micobacterioses identificadas em pacientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), em um periodo de trés anos. Os resultados
evidenciaram que 33% dos casos clinicos investigados foram causados por MNT, sendo que
18% da totalidade de casos pertenciam ao grupo de MCR (AGERTT et al., 2013).

Portanto, é imprescindivel compreender as associacbes entre 0s casos de
micobacterioses e as espécies causadoras de implicacdes clinicas. No Brasil, as infecgdes
causadas por micobactérias tém aumentado e causado surtos em hospitais, principalmente
quando relacionados a procedimentos cirdrgicos (SENNA et al., 2008; CARDOSO, 2012).

4.6 Tratamento das Micobacterioses

A resisténcia aos antimicrobianos € um tema de destaque quando se estudam as
micobactérias. Estdo presentes as dificuldades conhecidas, semelhantes aquelas que se
apresentam no tratamento da TB, em especial a protecdo que as bactérias obtém por se
alojarem dentro das células do hospedeiro, 0o que exige farmacos que alcancem tais sitios
(MACEDO et al., 2009).

Embora os farmacos antituberculose sejam amplamente utilizadas para prevenir o
desenvolvimento de TB, tal terapia para MNT s0 é recomendado em pacientes com doenca
avancada por HIV. Infelizmente, ndo existe nenhuma vacina disponivel para a prevencdo de
infeccBes por micobactérias ambientais. Existem, contudo, varios relatos de que a vacina para
a TB, constituida do Bacilo de Calmette e Guérin (BCG), oferece alguma protecdo contra a
infeccdo por MNT em criancas (ATS, 2010).


http://www.mass.gov/eohhs/docs/dph/cdc/tb/brochure-bcg-portuguese.pdf
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Muitos sdo os esquemas utilizados para o tratamento das MNT, entretanto, ainda séo
poucos 0s estudos randomizados relacionados a este tema para grande parte das espécies.
Sabe-se que para alguns farmacos e espécies, ndo ha correlacdo da suscetibilidade in vitro
com a resposta efetiva aos antimicrobianos in vivo (GRIFFITH, 2010). As orientacOes
terapéuticas baseiam-se em estudos retrospectivos, com poucos casos e muitas vezes nédo
comparéaveis (SAO PAULO, 2005). A maioria dos isolados clinicos das micobactérias
atipicas é resistente a quase todos os medicamentos testados em concentracGes clinicas
estabelecidas para o M. tuberculosis (VICENTE, 2003).

Em um tratamento eficiente, € necessario inicialmente a identificacdo do agente
causal, para que, de acordo com a sua suscetibilidade, sejam escolhidos os farmacos a serem
utilizados. Devem ser combinados pelo menos dois farmacos, visando evitar a selecdo de
cepas resistentes. O numero de farmacos utilizados deve ser mantido por todo o tempo de
tratamento, o qual ndo deve ser inferior a 18 meses. Dentre as micobactérias mais resistentes
estdo as do MAC, M. fortuitum e M. chelonae, que exigem, com frequéncia, poliquimioterapia
com quatro a cinco farmacos (VICENTE, 2003).

Os antimicrobianos utilizados em infec¢cdes causadas por MNT incluem amicacina,
azitromicina, cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, etambutol, imipenem,
isoniazida, rifabutina e sulfametoxazol, entre outros. A estratégia terapéutica depende do
agente etiolégico, localizacdo, extensdo do acometimento das lesdes e a presenca ou ndo de
co-morbidades (BRASIL, 2009; BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

4.6.1 Amicacina

Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica ao ligar-se de maneira irreversivel a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, interferindo na integridade da membrana celular
(ZHANG, 2005) e séo utilizados, principalmente, em casos de resisténcia a claritromicina
(SAO PAULO, 2005). A amicacina, farmaco pertencente a classe dos aminoglicosideos, é um
composto semissintético derivado da canamicina, sendo utilizada desde 1972. E um farmaco
bactericida, e sua acdo é concentracdo dependente e residual, ou seja, pode apresentar efeito
bactericida mesmo com a concentragdo sérica abaixo da concentragdo inibitdria minima
(CIM) (ARBEX et al., 2010).
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A amicacina é prescrita em tratamentos de infeccdes por MCR, sendo aplicada como
alternativa terapéutica em: lesbes multiplas ou individuais na pele e regido subcutanea;
infeccbes profundas (acometimento de fascia, musculos, intra-peritonial); artrite e
osteomielite; infeccBes secundarias a mamoplastia de aumento. Nesses casos, a amicacina
pode ser aplicada em terapias com a duracdo de até seis meses, de acordo com a evolugéo do
caso. A posologia do medicamento é ajustada conforme o local acometido e a extensdo das
lesGes. Além disso, recomenda-se atencdo especial a nefro e a neurotoxicidade (BRASIL,
2009).

4.6.2 Claritromicina

A claritromicina é um agente antimicrobiano macrolideo sistémico e semi-sintético
que apresenta propriedade bacteriostatica contra microrganismos suscetiveis, embora também
possa ser bactericida em altas concentracBes. A claritromicina tem seu mecanismo de acao
baseado na inibicdo da sintese de proteinas, penetrando a parede celular e ligando-se as
subunidades ribossomais 50S, interrompendo a sintese de proteinas em organismos sensiveis
(KANATANI & GUGLIELMO, 1994).

No tratamento de infec¢bes provocadas por MCR, a claritromicina é empregada nas
mesmas leses em que o uso da amicacina é recomendado (BRASIL, 2009). Entre os
microrganismos em que a claritromicina tem seu uso aplicado encontra-se: M. kansasii, M.
abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. marinum, M. avium, M. peregrinum e M.
massiliense (BRASIL, 2009; SAO PAULO, 2005).

4.6.3 Ciprofloxacino

O ciprofloxacino € uma fluorquinolona de segunda geracdo vastamente prescrita,
apresenta amplo espectro de agdo e e eficaz contra diversos patdgenos, incluindo Gram-
negativos, Gram-positivos e micobactérias (ANDREU, et al., 2007; BRASIL, 2009).
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O mecanismo de acdo do ciprofloxacino decorre do bloqueio de DNA girase,
resultando em efeito bactericida contra amplo espectro de bactérias (ANVISA, 2013a). A
inibicdo da atividade da DNA girase bacteriana, que regula a topologia do DNA ¢é essencial a
sobrevivéncia da bactéria. A DNA girase torna a molécula de DNA bacteriana compacta e
biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA deixa de possuir a
propriedade de super-helicoidizagdo para que possa ocupar um pequeno espacgo celular para
sua expresséo, recombinacdo e replicacdo. As extremidades livres do DNA induzem a sintese
descontrolada de RNAm e de proteinas, assim como a producdo de exonucleases e a
degradacdo cromossomal. Esses fatores levam & morte celular (ARBEX, et al., 2010).

O ciprofloxacino é uma opg¢do importante no tratamento de infec¢fes causadas por
micobactérias como M. fortuitum, M. peregrinum, M. massiliense, M. chelonae e M.
abscessus e, também é considerado uma alternativa terapéutica em casos de resisténcia a
claritromicina (BRASIL 2009; SAO PAULO, 2005).

4.6.4 Doxiciclina

A doxiciclina é uma tetraciclina semi-sintética que possui acdo prolongada e atua
como um agente bacteriostatico sendo altamente eficaz contra muitos microrganismos. Seu
mecanismo de acdo se baseia na capacidade que o farmaco possui de se ligar a subunidade
30S dos ribossomos microbianos, bloqueando a ligacdo da RNA-aminoacil transferase,
inibindo a sintese de proteinas (KRAKAUER & BUCKLEY, 2003).

A doxiciclina apresenta elevado grau de lipossolubilidade e alcanga elevada
concentracdo sanguinea e tecidual, penetrando rapidamente na maioria das células (ANVISA,
2013b).

No tratamento de micobacterioses, a doxiciclina é amplamente empregada, incluindo o
tratamento de infecc¢Bes causadas por MCR como M. fortuitum, M.massiliense e M. abscessus
(BRASIL, 2009).
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4.6.5 Imipenem

O imipenem €é um antimicrobiano sintético do grupo dos carbapenémicos, que
constituem uma classe de antiboticos betalactamicos, e € um importante agente no arsenal
terapéutico de infecgdes causadas por diversos microrganismos (FREITAS & BARTH, 2002).
A estabilidade diante das betalactamases o diferencia de outros betalactamicos. O imipenem é
um potente inibidor da sintese da parede celular bacteriana e é bactericida contra um amplo
espectro de patdgenos. Liga-se as proteinas fixadoras de penicilina presentes na parede
bacteriana, principalmente as PBPgl e PBP2, provocando a lise osmética da bactérias.
(ANVISA, 2013c).

Para manter sua atividade antibacteriana e diminuir sua nefrotoxicidade &
recomendado que o imipenem seja coadministrado com a cilastatina, que bloqueia o
metabolismo renal do imipenem e aumenta substancialmente sua concentracdo no trato
urinario (GALES & MENDES, 2002).

Em infecgBes causadas por MCR o imipenem é bastante utilizado, pois usualmente
esses microrganismos sdo sensiveis ao antimicrobiano. Nos testes de suscetibilidade, o
imipenem ndo deve ser avaliado rotineiramente, em funcdo de sua labilidade durante a
incubagdo (BRASIL, 2009; CLSI, 2011).

4.6.6 Sulfametoxazol

O sulfametoxazol é uma sulfonamida de amplo espectro. As sulfonamidas foram os
primeiros farmacos antibacterianos sistémicos eficazes utilizadas em humanos. Elas séo
primariamente bacteriostaticas e atuam interferindo na sintese bacteriana do acido folico
(GARCIA-GALAN et al., 2008).

As sulfonamidas sdo analogos estruturais e antagonistas competitivos do &acido p-
aminobenzoico (PABA) impedindo a sua utilizagdo pelas bactérias na sintese do acido folico.
Os microrganismos sensiveis sao aqueles que exigem a presenca do PABA para sintetizar seu
préprio acido folico (FORGACS et al., 2009).



31

No controle de infecgdes causadas por algumas MCR, como M. abscessus e M.
fortuitum, o sulfametoxazol é uma alternativa importante no tratamento devido a facilidade de
administracdo por via oral (BRASIL, 2009).

4.7 Testes de Suscetibilidade

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos em espécies do género
Mycobacterium é importante no manejo de pacientes com infec¢fes causadas por MNT. Para
auxiliar na padronizacdo de métodos utilizados para estabelecer o perfil de suscetibilidade de
micobactérias, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) publicou o documento
M24-A2, contendo padronizacgdes para testar MNT (CLSI, 2011).

O CLSI (2011) recomenda como padrao-ouro a microdiluicdo em caldo para a
realizacdo do teste de suscetibilidade (TS). O teste pode ser aplicado em qualquer MCR com
significado clinico (isolados de sangue, liquidos corporais estéreis, tecidos, e amostras
oriundas de lesbes de pele e tecidos moles). Os agentes antimicrobianos que devem ser
testados sdo: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, imipenem e
sulfametoxazol. Os resultados dos TS das MCR sdo obtidos entre trés e quatro dias e 0s
valores de CIM, bem como a interpretagdo dos resultados, séo baseados em tabelas de ponto
de corte propostas pelo CLSI.

Apesar do fato do TS em MNT ser uma ferramenta estabelecida, o seu valor clinico
ainda ndo foi suficientemente revelado. A Resisténcia natural a uma grande variedade de
farmacos determina multirresisténcia, o que é comum nas MNT. Esta multirresisténcia, por
sua vez, € uma explicacdo provavel da eficacia limitada dos atuais regimes terapéuticos para
micobacterioses (VAN INGEN et al., 2012a).

As micobacterias sdo relativamente resistentes a compostos antimicrobianos devido a
parede celular impermeavel associada a inativagdo enzimatica dos farmacos e ao amplo
repertorio de bombas de efluxo, que caracterizam o género (PRIMM et al., 2004). O
desenvolvimento de biofilmes € outra forma importante de resisténcia a agentes
antimicrobianos (TENG & DICK, 2003).
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4.8 Biofilmes

Os microrganismos apresentam-se nos ambientes aquosos tanto na forma planctonica
como na forma séssil. Na forma plancténica se encontram em suspensdo e dispersos no meio
aquoso, enquanto que na forma séssil se encontram aderidos a superficies solidas sob a forma
de biofilmes (MACHADO, 2005). A maioria das bactérias é encontrada no meio ambiente
ndo como células isoladas, mas como biofilmes, comunidades de células sésseis (OJHA &
HATFULL, 2007).

Os biofilmes sdo comunidades bioldgicas com elevado grau de organizacgdo, onde
bactérias e outros microrganismos formam comunidades estruturadas, coordenadas e
funcionais. As estruturas apresentam uma distribuicdo varidvel de células e agregados
celulares, aos quais constituem um modo protegido de crescimento de microrganismos
(BONEZ et al., 2013) e influenciam na viruléncia bacteriana, patogénese e sobrevivéncia
ambiental (ARAI et al., 2013).

Em seus ambientes naturais, as bactérias encontram uma infinidade de adversidades
que provocam uma série de respostas adaptativas altamente reguladas. Estas respostas ndo s
protegem as células bacterianas, como também causam impacto na suscetibilidade a agentes
antimicrobianos (POOLE, 2012). A formacdo de biofilmes pode ser uma resposta ao stress
oxidativo em hospedeiros mamiferos e no ambiente externo, onde a reacdo a espécies reativas
de oxigénio é fundamental para a sobrevivéncia das bactérias (GEIER et al., 2008).

A colonizacgdo da superficie por formacdo de biofilmes é uma estratégia universal das
bactérias para a sobrevivéncia e pode ocorrer naturalmente, como no caso das bactérias
formadoras da carie, ou até mesmo em instalagdes industriais, por exemplo (COVIZZI et al.,
2007).

As vantagens de uma célula bacteriana em se encontrar inserida em um biofilme sdo
numerosas, principalmente na protecdo contra agentes agressivos. Os microrganismos
presentes em biofilmes tém notavelmente alta resisténcia a antimicrobianoss, desinfetantes e
ao sistema imunitario dos hospedeiros (ARAI et al, 2013). Além disso, entre os beneficios
para 0s microrganismos que o compde, encontra-se 0 aumento da concentracdo de nutrientes
na interface biofilme-liquido, possibilidade de troca de material genético e utilizacdo de
substratos de dificil degradacdo devido ao estabelecimento de relagdes de simbiose
(MITTELMAN, 1998). Os biofilmes demonstram, também, resisténcia acrescida a radiacao

UV, alteracdes de pH, desidratacdo e a predadores como protozoarios (XAVIER et al., 2005).
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4.9 Estrutura e composicao dos biofilmes

Os biofilmes permitem a coexisténcia de diferentes microrganismos em sua estrutura,
sejam ou ndo de mesma espécie (OLIVEIRA, 2011). A composicao do biofilme é dependente
das condi¢Bes do meio em que biofilme esta inserido, sendo influenciado pela temperatura,
pressdo, pH e oxigénio dissolvido. Além disso, o biofilme pode englobar particulas sélidas,
como areia e particulas orgéanicas provenientes do meio aquoso onde estd imerso. As
comunidades bioldgicas sésseis encontram-se envolvidas em matrizes poliméricas produzidas
por elas proprias, o que favorece relagcBes simbidticas e permite a sobrevivéncia de
microrganismos em ambientes hostis (DAVEY & O’TOOLE, 2000).

Um biofilme € considerado uma estrutura muito adsorvente e porosa devido a ser
constituido essencialmente por agua (cerca de 80 a 95%). Os microrganismos representam
somente uma parte da massa de biofilme que, frequentemente, ¢ menor que 10%. E composto
por um conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros - conhecidos como substancias
poliméricas extracelulares (EPS). As EPS, ou matriz exopolissacaridica, formam um
esqueleto para a arquitetura tridimensional do biofilme, sendo responséveis pela adesdo a
superficies e a coesdo no biofilme. Este emaranhado polimérico envolve todas as células
microbianas (OLIVEIRA, 2011; FLEMMING & WINGENDER, 2010).

A composi¢do quimica das EPS é muito heterogénea e complexa, no entanto, de uma
maneira geral, sdo os polissacarideos que predominam. A matriz polimérica pode ser
constituida por proteinas, agua, acidos nucleicos, glicoproteinas, ions, fosfolipidos, entre
outros componentes. De acordo com alguns autores esta matriz tem o potencial de prevenir o
acesso fisico de certos agentes antimicrobianos restringindo a difusdo destes para o interior
dos biofilmes (OLIVEIRA, 2011).

A matriz polimérica é produzida pelos préprios microrganismos ao qual o biofilme
estéd incorporado e € responsavel pela morfologia, estrutura, coesao, integridade funcional dos
biofilmes e a sua composicdo determina a maioria das propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas dos biofilmes (MACHADO, 2005). Na tabela 2, podem-se observar algumas das
funcGes desempenhadas pelas EPS no biofilme bacteriano.

Os biofilmes de micobactérias contém uma matriz extracelular rica em &cidos
micdlicos livres, que abriga as populacBes de bactérias, conferindo uma maior resisténcia do
biofilme aos farmacos nocivos as micobactérias, apesar da exposicdo a altos niveis de
antimicrobianos (OJHA et al., 2008).
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Tabela 2: Funcdes de substancias poliméricas extracelulares (EPS) no biofilme bacteriano.
Adaptado de Flemming & Wingender (2010).

Funcao Relevancia para os biofilmes

Adesio Pgrmite 0S passos inicia[s da~coloniz_ag§o de superfl’ci,es_ pelas
células plancténicas, e a fixacdo dos biofilmes as superficies.
Permite comunicacdo entre as células, a imobilizacdo

Agregacdo de células temporéaria de populacGes bacterianas, o desenvolvimento de

bacterianas densidades celulares elevadas e reconhecimento de célula a

célula.

Forma uma rede de polimero, mediando a estabilidade
mecanica do biofilme e, através da estrutura das EPS,
determina a arquitetura do biofilme e permite a comunicagao
célula a célula.

Coesao dos biofilmes

Mantém um microambiente altamente hidratado em torno dos
Retencdo de agua microrganismos do biofilme, levando a tolerancia a dessecacédo
em ambientes deficientes em agua.

Confere resisténcia as defesas do hospedeiro durante
Barreira protetora infeccBes,e confere tolerdncia a varios agentes antimicrobianos,
como desinfetantes e antimicrobianos.

Permite a digestdo de macromoléculas exdgenas para aquisi¢do
Atividade enzimética de nutriente e a degradacdo de EPS estruturais, permitindo a
liberacdo de células dos biofilmes.

Fornece suprimento de carbono, nitrogénio e fosforo para

Fonte de nutrientes e e
utilizacdo pelo biofilme.

Troca de informacéao Facilita a transferéncia horizontal de genes entre as células do
genética biofilme.

Exportacéo de

Libera material celular como resultado da atividade metabélica.
componentes celulares

Adaptado de Flemming & Wingender (2010).

4.10 Processos envolvidos na formacéo de biofilmes

Os biofilmes podem formar-se nas mais diversas superficies, nos quais se incluem os
tecidos vivos, equipamentos hospitalares, nos sistemas de agua potavel ou industrial, ou ainda
em sistemas aquaticos naturais (DONLAN, 2002). No caso das micobactérias, também podem
formar-se em interfaces ar-liquido(OJHA & HATFULL, 2007).

O biofilme segue um ciclo biolégico que inclui o processo de iniciagdo, maturacéo,
manutencdo e desprendimento. O processo da formacdo do biofilme depende do tipo de

microrganismo, da composicdo da superficie e das influéncias do meio ambiente. A presenca
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de uma espécie de microrganismo sobre a superficie poderd promover a adesdo de outra
espécie (DUNE, 2002).

Figura 4: Biofilme de Mycobacterium smegmatis cultivado em meio de cultura M63. Formag&o de biofilme em
superficie ar-liquido com (a) 3 dias (b) 4 dias e (c) 5 dias de cultivo. Adaptado de Ojha & Hatfull, 2007.

A formacao e acumulacao de biofilmes ¢ resultado de varios processos de natureza
fisica e bioldgica: transporte de células livres do meio liquido para uma superficie sélida e sua
subsequente adesdo; crescimento e divisdo de células aderidas a custa de nutrientes
provenientes do liquido circundante, conjuntamente com a producdo e excrecdo de EPS;
fixacao de células bacterianas flutuantes (e outras particulas), contribuindo para a acumulagao
do biofilme; libertacdo de material celular segundo dois mecanismos: (a) erosdo (perda de
células individuais) ou (b) perda de agregados maiores (XAVIER et al., 2005).

O processo de formagdo do biofilme tem inicio com bactérias circulantes, que ao
entrarem em contato com uma superficie iniciam o processo de adesdo, formando pontes de
ligacdo entre si e a superficie. A medida que a populacdo bacteriana aumenta, 0s
microrganismos se organizam em microcolénias, dispostas em monocamadas. Durante as
etapas de contato, adesdo e formagdo de microcoldnias, cada bactéria passa a produzir
moléculas sinalizadoras que desencadeiam a ativacdo de genes especificos alterando do
fenotipo de bactérias planctonicas para o fendtipo de biofilme. Esse processo de intensa
comunicacgdo celular mediado por moléculas sinalizadoras é conhecido como quorum sensing
(TUTTLEBEE et al., 2002; TATEDA et al., 2007). O quorum sensing € um fator relevante na
formacéo do biofilme e é dependente da densidade da populacdo no biofilme (BHARATI &
CHATTERJI, 2013).

A ativacdo de genes envolvidos com o fenétipo do biofilme leva a producdo de matriz
extracelular, crescimento e agrupamento tridimensional das bactérias, aumento da aderéncia
com a superficie e a formacéo de canais de agua para a troca de agua e nutrientes com o0 meio

externo. Uma vez formado, o biofilme pode permanecer aderido a superficie por longo
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periodo ou se desprender, servindo como uma fonte perpetuadora do ciclo ao liberar formas
planctdnicas e agregados celulares para colonizacao de novos sitios (RICKARD et al., 2003).

Meio liquido

°® =
z X 8 perdas por erosao
células bacterianas planctonicas e @&
@
@ -

S D
& perdas de
K agregados
adesao 2
inicial

Superficie crescimento, divisao Biofilme

oli e produgéo de EPS células
solida ocorrendo em todo o biofilme  EPS

Figura 5: Processos envolvidos na formagdo de biofilmes. Adaptado de Xavier et al. (2005).

A capacidade de algumas bactérias de colonizar a interface ar-liquido se deve ao nicho
favoravel criado, onde nutrientes e oxigénio sdo gradientes, opondo-se. Nesta interface, 0s
microrganismos encontram acesso ao oxigénio abundante do ar acima e nutrientes em solugédo
abaixo. A colonizacdo da interface ar-liquido forma um biofilme flutuante com a fixacdo a
superficies solidas (KOZA et al., 2009).

Alguns estudos genéticos forneceram uma visdo sobre alguns dos principais fatores
necessarios para formacdo do biofilme de micobactérias. Os glicopeptideos (GPL) sédo
necessarios para a fixacdo inicial na superficie das células bacterianas (NGUYEN et al.,
2010). Os GPL séo peptideos lipidios glicosilados presentes na camada exterior do envelope
celular das micobactérias e estdo intimamente ligados a motilidade das micobactérias ja que
estas ndo possuem flagelos para a movimentacéo celular (RECHT et al., 2000).

Outro fator preponderante no processo de formacdo do biofilme em micobactérias
pode ser citado na etapa de maturacdo do biofilme, onde é necessario que o CO; produzido
pelas bactérias ndo se acumule e o oxigénio esteja em abundancia. Além disso, nas fases
finais de maturacdo de biofilmes de micobactérias, o nivel de &cidos micolicos também esta

intimamente relacionado com o processo (OJHA et al., 2008).
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4.11 Resisténcia associada a presenca de biofilmes

A formacdo de biofilme é uma estratégia altamente eficaz para o patdégeno proliferar
como uma comunidade tolerante a situacOes de estresse em nichos protegidos e com invasao
limitada do sistema imunitario. Assim, as infec¢cdes que apresentam como causa um biofilme
podem constituir diagnosticos significativos e desafios terapéuticos em contextos clinicos
(ISLAM et al., 2012).

Em um biofilme, as bactérias podem ser até 1000 vezes mais resistente a um agente
antimicrobiano quando comparadas as mesmas células planctbnicas. J& se propOs que 0
mecanismo de resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos inclui a baixa taxa de
crescimento populacional, a producdo de matriz polimérica - que pode formar uma barreira
aos antimicrobianos - e os padrdes Unicos de expressdo de genes (SCHINABECK &
GHANNOUM, 2003).

No que diz respeito ao crescimento e a capacidade para resistir aos agentes biocidas,
0s microrganismos associados em biofilmes exibem um comportamento diferente dos
microrganismos na forma planctdnica. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia aos
agentes antimicrobianos das bactérias dos biofilmes podem estar relacionados com alteracGes
fenotipicas das células no biofilme e ainda com o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia por alteracdo do gendtipo das células (DONLAN & COSTERTON, 2002).

As estruturas altamente hidratadas dos biofilmes contém canais que permitem a
difusdo interna de nutrientes e oxigénio e também conferem protecdo contra 0s mecanismos
de defesa do hospedeiro e a entrada de antimicrobianos, dificultando a difusdo do farmaco nos
tecidos (DONLAN, 2002). Além disso, a formacdo de biofilmes pode ser uma alternativa ao
esgotamento de nutrientes ou ao acumulo de residuos de produtos agressivos (STEWART &
COSTERTON, 2001).

Existem evidéncias de que diferentes espécies possam se associar nos biofilmes e
provocar uma maior resisténcia a antimicrobianos, como, por exemplo, a associacdo de uma
espécie capaz de degradar ou inativar um tipo de antimicrobiano que é eficiente contra outra
espécie que compde o biofilme. As populagfes sésseis se proliferam mais lentamente do que
as formas planctonicas, prejudicando, portanto, sua resposta a muitos antimicrobianos que
agem essencialmente quando as células se dividem. No biofilme, os microrganismos estao
mais protegidos da agdo dos antimicrobianos, que encontram dificuldades em transpor a

barreira polimérica e ter acesso aos nichos onde as bactérias estdo. Em relacdo a resposta do
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hospedeiro, as células de defesa como os neutréfilos tém maior dificuldade de entrar na matriz
dos biofilmes para fagoscita-las (PASTERNAK, 2009).

a5 Penetracdo lenta de
¢ antimicrobianos
(amarelo)

¢.. .& Fenétipo resistente
I \ (verde)

e&’ ~
\\v /

Superficie de fixagao

Figura 6: Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em biofilmes. A superficie de ligacdo é mostrada na
parte inferior e, no topo, a fase aquosa contendo o antimicrobiano. Em amarelo, é demonstrado que o
antimicrobiano pode fracassar na penetracdo para além das camadas superficiais do biofilme. Em verde, a
representacdo de que algumas bactérias podem diferenciar-se em um estado fenotipico protegido. Na zona
vermelha, é mostrado um microambiente alterado, no qual pode ocorrer esgotamento de nutrientes ou
acumulacdo de residuos e, assim, a a¢do antibidtica podera ser antagonizada. Adaptado de Stewart & Costerton
(2001).

As principais caracteristicas de biofilmes in vivo sdo bactérias agregadas, que toleram
a defesa do hospedeiro e concentracdes elevadas de agentes antimicrobianos (BJARNSHOLT,
et al., 2013). Mesmo em individuos que possuem o sistema imune competente, infecgdes que
apresentam biofilmes como a base sdo raramente resolvidas apenas com intervencao
medicamentosa. Os tecidos adjacentes ao biofilme podem sofrer danos colaterais por
complexos imunes e pela atividade de neutréfilos. Testes de suscetibilidade em modelos de
biofilme in vitro demonstraram a sobrevivéncia das bactérias de biofilmes apos o tratamento
com antimicrobianoS em concentracGes centenas ou mesmo milhares de vezes maiores que a
CIM apresentada por antimicrobianos testados em populagdes planctonicas (STEWART &
COSTERTON, 2001).

In vivo, os antimicrobianos podem suprimir sintomas de infeccdo por erradicar as
bactérias de livre flutuacdo, que séo liberadas pela populacdo sessil, mas ndo conseguem
erradicar as celulas bacterianas ainda incorporadas aos biofilmes. No momento em que se

suspende a quimioterapia antimicrobiana, o biofilme pode agir como um nicho para a



39

recorréncia da infeccdo. As infeccBes causadas por biofilmes geralmente persistem até que a
superficie colonizada é cirurgicamente removida do corpo (STEWART & COSTERTON,
2001).

A formacdo de biofilmes usualmente estd associada a infeccdes persistentes. A
dificuldade de implementacdo de uma estratégia terapéutica adequada para essas infecgdes,
onde a fonte de infecgdo é a formagdo de biofilmes, esta diretamente relacionada a estrututra
compacta dos mesmos, onde substancias tdxicas as células microbianas, como por exemplo,
0s antimicrobianos e antissépticos, enfrentam dificuldades para penetrar no biofilme
(DONLAN & COSTERTON, 2002; VASCONCELLOS, 2009).

4.12 Biofilmes formados por micobactérias

As micobactérias sdo prevalentes em biofilmes, sendo relativamente resistentes a
agentes como glutaraldeido e formaldeido. A formacéo de biofilmes sobre superficies sélidas,
em tubulacdes de sistemas de distribuicdo de agua, piscinas e esgotos favorece as MNT a
persistirem no ambiente, apesar de seu crescimento lento. Além disso, em funcdo da parede
rica em acidos micdlicos e &cidos graxos, fica dificultada a penetracdo de desinfetantes na
matriz extracelular (SENNA et al., 2008; PITOMBO et al., 2009).

As micobactérias estdo presentes em fontes de aguas naturais e artificiais, incluindo-se
0 encanamento de residéncias domésticas. A hidrofobicidade de MNT permite a aderéncia das
células e posterior formacao de biofilmes nas superficies dos sistemas de distribuicdo de agua
(MULLIS & FALKINHAM, 2013). A presenca de micobactérias ambientais em biofilmes
pode causar impactos na salude humana e podem ser responsaveis por infecgdes e surtos de
doencas, devido a problemas de contaminacdo (SENNA et al., 2008). A liberacdo desses
microrganismos dos biofilmes pode servir como um mecanismo para a disseminacdo de novas
infeccdes, representando um risco significativo para a saude (MULLIS & FALKINHAM,
2013).

A deteccdo de micobactérias em biofilmes oriundos de diferentes sistemas hidricos
tem sido relatada, embora a identificacdo das espécies ndo tenha sido alcangada em todos os

casos. Espécies de crescimento rapido, como M. fortuitum e M. chelonae, tém sido descritos
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como parte de biofilmes polimicrobianos, onde MCL também foram isoladas (ESTEBAN et
al., 2008).

Infeccbes causadas por micobactérias sdo notoriamente problematicas na
implementacdo de um tratamento com antimicrobianos eficaz e o envolvimento do papel dos
biofilmes na tolerancia aos farmacos deve ser considerado (OJHA & HATFULL, 2007;
TENG & DICK, 2003). Diferentes estudos in vitro comprovam a resisténcia de biofilmes
formados por MCR contra desinfetantes e antimicrobianos, incluindo resisténcia a amicacina e
claritromicina (PEREZ, 2011).

Células de M. avium cultivadas em superficies de cateteres sdo significativamente
mais resistentes aos antimicrobianos do que as células cultivadas em suspensdo. Neste trabalho,
0 autor enfatizou que as concentracBes de antimicrobianoS, com base nos resultados da
suscetibilidade de células cultivadas em suspensdo, podem ser muito baixas para matar ou
inibir o crescimento de micobactérias dispostas em biofilme. Como concluséo, ressaltou-se a
necessidade de se desenvolver métodos para avaliar CIM de micobactérias que crescem em
biofilmes (FALKINHAM, 2007).

Entre MCR, alguns estudos tém demonstrado a resisténcia a um largo espectro de
antimicrobianos que sdo normalmente utilizados para o tratamento de infec¢des causadas por
estes microrganismos (PEREZ, 2011). O biofilme de M. smegmatis apresentou resisténcia a
isoniazida e suple-se que as caracteristicas de permeabilidade e/ou outros mecanismos
desconhecidos foram responsaveis por essa resisténcia (TENG & DICK, 2003). Biofilmes de
M. abscessus foram também resistentes a cefoxitina, amicacina e claritromicina
(GREENDYKE & BYRD, 2008).
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ABSTRACT

Rapidly growing mycobacteria (RGM) are opportunistic pathogens that are naturally present
in the environment. When in biofilms, mycobacteria are highly resistant to antibacterial
treatments. The understanding of factors related to the failure of treatments such as biofilm
formation, contributes to the elucidation of the pathogenic potential and drug resistance
presented by these microorganisms. The antimicrobial susceptibility of Mycobacterium
abscessus, Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium massiliense was determined in
planktonic and sessile populations. The antimicrobials amikacin, ciprofloxacin,

clarithromycin, doxycycline, imipenem, and sulfamethoxazole were tested. For each drug, it
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was evaluated the susceptibility of the pathogen, the ability to inhibit biofilm formation and
the resistance of biofilms to antimicrobial activity. Results showed that although the tested
antimicrobials are used as an alternative therapy for RGM, M. abscessus presented to be
resistant to clarithromycin and M. massiliense showed a resistant profile to clarithromycin and
sulfamethoxazole. Furthermore, the inhibition of biofilm formation and its destruction have
not been fully met. The susceptibility profiles found emphasize the need for the determination
of drug sensitivity. Considering that the biofilms are a known form of bacterial resistance, the
failure of alternatives to inhibit or destroy biofilms can trigger the recurrence of infections. In
RGM, besides causing treatment failures, biofilms are a factor of pathogenic risk, since these
microorganisms are found in environmental sources and can easily cause infections.

Keywords: Rapidly growing mycobacteria, mycobacteriosis, susceptibility, biofilm.

INTRODUCTION

Rapidly growing mycobacteria (RGM) are a group of opportunistic bacteria that are
found naturally in the environment. Infections caused by these organisms are acquired from
environmental resources such as water and soil (1, 2). Among the RGM, we find the species
Mycobacterium abscessus and Mycobacterium fortuitum, which cause a wide spectrum of
diseases such as lung disease, lymphadenopathy and soft tissue infections (3). Recently, due
to the difference of antibiotic resistance phenotypes, the species M. abscessus was further
subclassified into three new closely related species: M. abscessus sensu stricto (ss), and
Mycobacterium massiliense and Mycobacterium bolletii (4).

Mycobacteriosis are diseases caused by nontuberculous mycobacteria, notoriously
problematic in the choosing of an effective antimicrobial treatment. Various strains are
resistant to many antibiotics, which complicates the treatment of mycobacteriosis (5, 6, 7).
The RGM require individualized treatment that must be selected based on the results obtained
from in vitro susceptibility tests (8). The test can be applied to any RGM with clinical
significance and the antimicrobial agents to be tested are: amikacin, cefoxitin, ciprofloxacin,
clarithromycin, doxycycline, imipenem and sulfamethoxazole (9).

Recent studies suggest that the capacity for biofilm development is related to
virulence, pathogenicity in humans, resistance to antimicrobial agents and environmental
survival (10, 11). Biofilms are biological communities with a high degree of organization,

where bacteria and other microorganisms form structured, coordinated and functional
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communities. The structures present a variable distribution of cells and cell aggregates, to
which they are a protected way for microorganisms growth (12,13). Biofilms can be formed
in several different surfaces, which include: living tissue, hospital equipment, drinking or
industrial water systems, natural aquatic systems (14) and, in the case of mycobacteria, they
can be formed at air-liquid surfaces (8).

Mycobacteria are present in natural and artificial water sources, including domestic
residence plumbing. The hydrophobicity of mycobacteria allows adhesion of cells and
subsequent formation of biofilms on surfaces of water distribution systems. The release of
these microorganisms from existing biofilms can serve as a mechanism for the spread of new
infections, representing a significant health risk (15). The common presence of RGM in
hospital tap water, the resistance to agents such as glutaraldehyde and chlorine, the capacity to
survive and grow in distilled water and ability to form biofilms of these microorganisms are
facts that allow this group of mycobacteria to remain a threat in hospital settings (16).

Biofilms formed by RGM can cause impacts on human health and are responsible for
infections and disease outbreaks due to contamination problems. The understanding of
physiological factors that cause the failure in the treatment of mycobacteriosis, such as
biofilm formation, contributes to the elucidation of the pathogenic potential and drug
resistance presented by these microorganisms.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms and Antimicrobial Agents

The following strains were used for this study: M. abscessus (ATCC 19977), M.
fortuitum (ATCC 6841) and M. massiliense (ATCC 48898). Colonies were isolated on
Lowesten-Jensen solid medium (HiMedia Laboratories), and then cultured in Middlebrook
7H9 broth medium (Difco Laboratories) containing 0.2% (vol/vol) glycerol and 10% (vol/vol)
OADC ( oleicacid-albumin-dextrose-catalase) (17).

The antibiotics tested include amikacin (Fluka), ciprofloxacin (Fluka), Clarithromycin

(Sigma), doxycycline (Sigma), imipenem (Fluka) and sulfamethoxazole (Fluka).
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Susceptibility tests

For the completion of susceptibility tests the microdilution method was used according
to the standard protocol CLSI M24-A2. The antimicrobial agents were evaluated at the
following concentrations: amikacin (1to 128ug/ml), ciprofloxacin (0.125 to 16ug/ml),
clarithromycin (0:06 to 64ug/ml), doxycycline (0:25 to 32ug/ml), imipenem (1 to 64ug/mL)
and sulfamethoxazole (1 to 128ug/ml). The inoculum was standardized according to the
McFarland 0.5 scale. For the preparation of the final inoculum (5x105 UFC/mL) it was
transferred the amount of 50 uL from the bacterial suspension to a tube containing 10 mL of
Mueller-Hinton broth (Merck). On sterile titration microplates it was added 100 pL from the
antimicrobial dilution and the inoculum in equal volume. After incubation for 72 hours at
30°C, it was done the readings of the plates and it was determined the minimum inhibitory
concentrations (MIC). The breakpoints for the interpretation of susceptibility of
microorganisms to antimicrobial agents can be seen in Table 1 (9).

Biofilm formation inhibition test

The antimicrobial agents were tested individually for their ability to inhibit biofilm
formation of a mycobacterial species. The concentrations of the antibiotics used were equal
and lower than the MICs. The biofilm formation was adapted to macro-technique from the
work described by Carter et al. (2003), maintaining the proportions of medium, antibacterial
and inoculum. In polystyrene test tubes with a 5 mL capacity were added 1 mL of
Middlebrook 7H9 medium containing 1x107 UFC/mL of each bacterial species to be tested
and 1 mL of the dilution of the antimicrobial to be evaluated. The tubes were covered with
parafilm® and incubated at 30°C for 7 days (18).

Biofilm destruction test

Using the adapted technique of Carter et al. (2003), in polystyrene test tubes were
added 1 mL of Middlebrook 7H9 medium containing 1x107 UFC/mL of the bacterial species,
which were covered with parafilm ® and incubated at 30°C for 7 days (18). After biofilm
formation, 1mL of antimicrobial was added to each tube in concentrations equal or higher
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than the MICs. The tube was covered with parafilm® and it was incubated at 30°C for 24

more hours.

Quantification of biofilms

The biofilm was quantified as described by Bonez, et al. (2013), adapted to macro-
technique. The cells that were weakly adhered to the biofilm were removed by the rinsing
with saline and the remainder was dried at room temperature for a few minutes. After this, it
was added 2 mL of a suspension of 0.1% crystal violet, and the tubes were kept at rest for 10
minutes to further rinsing with saline to remove remaining planktonic cells and the excess
dye. 2 mL of 95% ethanol were added to each test tube, kept for 15 minutes, and transferred
to disposable cuvettes for a later reading in optical density (OD) of 570nm (12). The biofilm
formation was determined by the significant difference between the averages of absorbance
obtained in the positive control (culture medium and bacteria) and the average obtained by the

negative control (culture medium only). The experiment was performed in triplicate.

Statistical Analysis

The optical density readings obtained in the tests of biofilm formation were expressed
as mean = standard deviation. We used one-way ANOVA followed by Bonferroni's Multiple
Comparison Test, considering statistical difference at p <0.05. For the realization of graphs,

the GraphPad Prism version 5.01 software was used.

RESULTS

The minimum inhibitory concentrations (MIC) conducted by the method of broth
microdilution with the ones of the antimicrobial agents are shown in Table 2.

In the biofilm formation inhibition tests, there was no significant difference between
the negative control and the antibiotics used in their respective MICs.

Amikacin, in concentrations lower than its respective MIC, was capable of reducing
biofilm production of M. abscessus, M. fortuitum and M. massiliense in various tested

concentrations. In the test of biofilm destruction, the effectiveness was not satisfactory and the
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antimicrobial agent was able to present a small anti-biofilm effect only for M. massiliense
biofilm at the concentration of 64pg/mL(Figure 1).

Subinhibitory concentrations of ciprofloxacin resulted in decreased production of the
biofilms of M. abscessus and M. massiliense at different tested concentrations. In addition,
ciprofloxacin showed little destructive action on biofilms formed by M. massiliense at
concentrations of 2, 4 and 8 ug/mL (Figure 2).

Clarithromycin caused reduction in production and slight destruction of biofilms of M.
abscessus and M. massiliense at different concentrations, ranging from 2 to 16 ug/mL in the
inhibition test and from 16 to 1024 pg/mL in the biofilm destruction test. In action against M.
fortuitum biofilms, clarithromycin showed no difference between microbial growth in the
positive control and the growth obtained at the tested concentrations (Figure 3).

Doxycycline attenuated biofilm production of M. abscessus, M. fortuitum and M.
massiliense. When applied on formed biofilms of the same microorganisms, doxycycline at
concentrations of 2 and 4 pg/mL was able to discreetly destroy the films formed by M.
abscessus and at the concentration of 32ug/mL the biofilm from M. massiliense (Figure 4).

In concentrations lower than the MIC, imipenem showed a slight ability to decrease
the production of biofilms of M. fortuitum and M. massiliense. On the trial to evaluate the
antibiofilm activity, imipenem only showed significant difference compared to the positive
control for the biofilm of M. massiliense when used at the concentration of 64ug/mL (Figure
5).

The sulfamethoxazole showed an attenuation effect in the production of biofilms by
M. abscessus, M. fortuitum and M. massiliense in various subinhibitory concentrations tested.
On the trial to evaluate the destruction of the biofilm, the antibiotic, in concentrations ranging
from 32 to 1024 pg/mL, showed antibiofilm activity for M. fortuitum (Figure 6).

DISCUSSION

The advantages attributed to the lifestyle of microorganisms in biofilms are numerous,
especially in relation to the protection against aggressive agents (11). When in biofilms,
bacteria can be up to a thousand times more resistant to an antimicrobial agent if compared to
their planktonic cells (19) and their formation is usually associated with persistent infections
(20). Infections caused by microorganisms in a biofilm can pose significant diagnostic and

serious therapeutic challenges in certain clinical situations (21).
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In our study, we evaluated the impact of different antimicrobial agents on the
formation and destruction of biofilms from M. abscessus (ATCC 19977), M. fortuitum
(ATCC 6841) and M. massiliense (ATCC 48898). Prior to tests involving biofilm formation it
is indispensable to assess the susceptibility presented by the microorganisms. In the
susceptibility test, M. abscessus and M. massiliense showed to be resistant to clarithromycin,
similar profiles to those reported by Kim et al. (2010) that can be assigned to the presence of
inducible RNA methylases and the mechanism of induced resistance to macrolides encoded
by the erm gene (41) in M. abscessus species (9, 22, 23). M massiliense also showed a
resistance profile to sulfamethoxazole, a result also reported by Cardoso et al. (2011) (24).
The different susceptibility profiles found in our study reinforce the need for determining the
drug sensitivity profiles in order to provide adequate treatment for mycobacteriosis.

The formation of biofilms is the result of several processes of physical and biological
nature. These processes involve the transportation of free cells from the liquid medium to a
solid surface and their subsequent adhesion, growth and division of cells, production and
excretion of extracellular polymeric substances and the fixation of floating bacterial cells and
other particles (14, 25). The microorganism ability of producing extracellular polymers
interferes with the formation of biofilms, since this process is closely related to the adhesion
to surfaces. Likewise, the hydrophobicity of the surface of microorganisms is also a factor
that contributes to adhesion and colonization of surfaces, whether they are inert or living.
(26).

At the trial in which we tested the ability of antimicrobials to inhibit the formation of
biofilms, the test with all the antimicrobials tested facing M. massiliense presented inhibitory
results at some concentrations. M. abscessus decreased its biofilm formation when exposed to
amikacin, ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline and sulfamethoxazole. M. fortuitum, in
general, was the microorganism that showed higher resistance to the inhibitory action of the
applied antimicrobials. Among the agents tested, amikacin has shown greater effectiveness in
the weakening of the formation of the films, with the subinhibitory concentration of 1 pg/mL
the most effective after the MIC. None of the antimicrobial agents could, in concentrations
lower than the MIC, completely prevent the production of the biofilm by the microorganisms.
It is suspected that this is due to the fact that the agents tested do not interfere effectively in
the essential processes to the formation of bacterial biofilm.

The microorganisms associated in biofilms exhibit a different behavior from
microorganisms in planktonic form (20). It has been proposed that the mechanism of

resistance of biofilms to antibiotics include the low growth rate of sessile populations and the
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production of polymer matrix. The latter provides protection to microorganisms from the
action of antibiotics, which find it difficult to transpose the polymer barrier and gain access to
niches where the bacteria are found (19, 27).

The test results on which we tested the power of destruction of antimicrobials against
RGM biofilms revealed that the use of commonly used agents in drug therapy of
mycobacterial infections can be a dubious strategy to eradicate biofilms from this group of
bacteria. Among the microorganisms tested, biofilms from M. fortuitum proved to present
little fragility on the polymer matrix after exposure to antibiotics. For this species, the partial
reduction of biofilm was only achieved after the addition of sulfamethoxazole on the film.
Biofilms from M. abscessus also showed resistance when exposed to antimicrobial agents,
and a small decrease in the bacterial biofilm was achieved only by clarithromycin and by
doxycycline. Thus, as in the biofilm formation inhibition test, the films from M. Massiliense
showed to be more susceptible to the action of the tested drugs, and only the use of
sulfamethoxazole had no significant difference compared to the positive control.

Although the biofilm decreased in some situations tested, none of the antimicrobials
could completely eradicate the bacterial films. It is suggested that this is due to the fact that
the biofilm matrix has the potential to prevent physical access of antimicrobial agents,
restricting their diffusion into the interior of these biofilms. Furthermore, mycobacterial
biofilms contain the extracellular matrix rich in free mycolic acids which provide a greater
biofilm resistance to harmful drugs, despite the exposure to high levels of antibiotics (28).

In vivo, the antibiotics can suppress symptoms of infection by eradicating free-floating
bacteria, which are released by the sessile population, but they cannot eradicate the bacterial
cells still incorporated into biofilms (29). Considering that the biofilms are a known form of
bacterial resistance, the failure of alternatives to inhibit or destroy already formed biofilms
can trigger the recurrence of infections. In RGM, the development of biofilms, besides
causing failures in drug treatments, is an important pathogenic risk factor, since these
microorganisms are abundantly found in environmental sources and can easily cause

infections due to contamination problems.
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Figure 1: Effect of different concentrations of amikacin on the inhibition (A, B and C) and
destruction (D, E and F) of the biofilm from Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant difference when
compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis (one-way
ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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Figure 2: Effect of different concentrations of ciprofloxacin on the inhibition (A, B and C)
and destruction (D, E and F) of the biofilm Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant difference when
compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis (one-way
ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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Figure 3: Effect of different concentrations of clarithromycin on the inhibition (A, B and C)
and destruction (D, E and F) of the biofilm Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant difference when
compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis (one-way
ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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Figure 4: Effect of different concentrations of doxycycline on the inhibition (A, B and C) and
destruction (D, E and F) of the biofilm from Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant difference when
compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis (one-way
ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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Figure 5: Effect of different concentrations of imipenem on the inhibition (A, B and C) and
destruction (D, E and F) of the biofilm from Mycobacterium abscessus, Mycobacterium
fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant difference when
compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis (one-way
ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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Figure 6: Effect of different concentrations of sulfamethoxazole on the inhibition (A, B and
C) and destruction (D, E and F) of the biofilm from Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium fortuitum and Mycobacterium massiliense. * Represents a significant
difference when compared to the positive control group (PC) by means of variance analysis
(one-way ANOVA) followed by Bonferroni's multiple comparison test (n = 3).
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TABLES

Table 1: Breakpoints for the rapidly growing mycobacteria.

Minimal Inhibitory Concentrations (ug/mL), by category

Antimicrobial Agent Susceptible Intermediate Resistant
Amikacin <16 32 > 64
Ciprofloxacin <1 2 >4
Clarithromycin <2 4 >8
Doxycycline <1 2-4 >8
Imipenem <4 8-16 >32
Sulfamethoxazole <38 - >76

Table 2 Standard susceptibility in vitro of M. abscessus, M. fortuitum and M. massiliense

Minimal Inhibitory Concentrations (pg/mL)

Antimicrobial agent M. abscessus M. fortuitum M. massiliense
Amikacin 2 2 2
Ciprofloxacin 1 0.500 0.250
Clarithromycin 16 * 1 32*
Doxycycline 0.125 0.250 1
Imipenem 2 4 2
Sulfamethoxazole 8 32 128 *

* Resistance index.



que:

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos objetivos e resultados apresentados nesta dissertacdo, pode-se considerar

Através da técnica de microdiluicdo em caldo, M. massiliense demonstrou-se
resistente a claritromicina e ao sulfametoxazol, e M. abscessus exibiu perfil resistente
a claritromicina. Os resultados evidenciam a necessidade da avaliacdo da
suscetibilidade de MCR, tendo-se em vista que diferentes espécies podem apresentar

diferentes perfis de sensibilidade aos farmacos.

No ensaio em que foi testada a habilidade dos antimicrobianos de inibir a formacéo de
biofilmes, a amicacina demonstrou maior efetividade no enfraquecimento da formacéo

das peliculas de MCR, quando comparada a acdo dos outros agentes antimicrobianos.

Embora a diminuicdo da producdo de biofilme tenha sido alcancada em algumas
concentracdes subinibitérias dos agentes antimicrobianos, nenhum dos antimicrobiano$

conseguiu inibir totalmente a producao de biofilmes pelos microrganismos.

Os antimicrobianos ndo erradicaram totalmente os filmes bacterianos de MCR,e

podem ser uma estratégia duvidosa para erradicar biofilmes desse grupo de bactérias.

M. fortuitum foi o microrganismo que mais apresentou resisténcia a acao inibitoria dos
antimicrobianos aplicados. Além disso, os biofilmes apresentaram pouca fragilidade
da matriz polimérica frente & exposi¢do de antimicrobianos € a sua destruicdo, mesmo

que parcial, sé foi alcangada com o uso de sulfametoxazol.

Nos ensaios de avaliacdo de inibicdo do biofilme e de efeito antibiofilme dos agentes
antimicrobianos, M. massiliense apresentou maior sensibilidade aos antimicrobianos

quando comparada com os demais microrganismos.
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