4

;g -
]

Ministério da Educacao (b
‘ I I’ Universidade Federal do Rio Grande ' | .
.

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude

SAL DE TETRAZOLIO COMO INDICADOR COLORIMETRICO PARA A
DETERMINACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
EM CEPAS DE MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

Mariana Quaresma de Souza

Rio Grande, 2022



Ministério da Educacao ' (Ib }
‘ ’ Universidade Federal do Rio Grande :

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude

4

1
;

SAL DE TETRAZOLIO COMO INDICADOR COLORIMETRICO PARA A
DETERMINACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
EM CEPAS DE MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

Mariana Quaresma de Souza

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Salde da
Universidade Federal do Rio Grande, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Profa. Dra. lvy Bastos Ramis de Souza

Rio Grande, 2022



Ficha Catalografica

S729s

Souza, Mariana Quaresma de.

Sal de tetrazélio como indicador colorimétrico para a
determinagéo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em
cepas de micobactérias nao tuberculosas / Mariana Quaresma de
Souza. — 2022.

87 f.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Programa de Pds-Graduagédo em Ciéncias da Saude, Rio
Grande/RS, 2022.

Orientadora: Dra. lvy Bastos Ramis de Souza.

1. Cloreto de trifenil tetrazdlio 2. Concentragao inibitéria minima
3. Formazan 4. Mycobacterium |. Souza, Ivy Bastos Ramis de
II. Titulo.

CDU 547.79

Catalogacéo na Fonte: Bibliotecario José Paulo dos Santos CRB 10/2344




Mariana Quaresma de Souza

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias da Saude.

SAL DE TETRAZOLIO COMO INDICADOR COLORIMETRICO PARA A
DETERMINACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
EM CEPAS DE MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

Banca examinadora
Profa. Dra. Erica Chimara Silva (Externo — Instituto Adolfo Lutz)
Profa. Dra. Andrea von Groll (Titular — FURG)

Pds-Doutoranda Julia Silveira Vianna (Suplente — FURG)

Orientadora: Profa. Dra. lvy Bastos Ramis de Souza

Rio Grande, 2022



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Federal do Rio Grande, ao Programa de Pds-Graduacgdo em
Ciéncias da Saude e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pela
oportunidade de ter uma formagdo académica de qualidade.

Aos membros do Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica, pelos anos de apoio
académico, ensinamentos e amizade.

A Prof. Dra. Ivy Bastos Ramis de Souza, por todo ensinamento compartilhado e pela
confianga depositada em mim ao longo dos Ultimos anos.

A minha familia, pelo apoio incondicional em todos os momentos.

Por fim, agradeco a todas as pessoas que me apoiaram durante essa etapa académica.

Muito obrigada.



RESUMO

As infecgBes causadas por micobactérias ndo tuberculosas (MNT) caracterizam-se por
serem oportunistas e de tratamento complexo. Reconhece-se que a identificacdo do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos da cepa causadora da infeccao é fundamental para a escolha
do esquema terapéutico adequado. Nesse cenério, testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
(TSA) colorimétricos vem se mostrando promissores por possibilitarem uma leitura mais facil
e precisa dos resultados. O objetivo do presente estudo foi avaliar o cloreto de 2,3,5-trifenil
tetrazélio (TTC) como indicador colorimétrico de viabilidade celular para a determinacdo do
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em cepas de MNT. Para isso, determinou-se 0
perfil de 34 cepas do complexo Mycobacterium abscessus (CMAB) frente a claritromicina,
amicacina, ciprofloxacina, cefoxitina, doxiciclina, moxifloxacina e trimetoprima-
sulfametoxazol; de 13 cepas do complexo M. avium (CMA) frente a amicacina e claritromicina;
e de 7 cepas de M. kansasii frente a claritromicina e rifampicina. As cepas incluidas no estudo
estavam armazenadas no Laboratorio de Micobactérias da Universidade Federal do Rio Grande
e foram submetidas aos ensaios de microdiluicdo seriada em caldo com TTC e sem TTC
(padré@o-ouro, com leitura realizada através da visualizacdo da turbidez). Pelo método padrao-
ouro, as cepas de MNT apresentaram diferentes perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos.
Ressalta-se que a maioria das cepas de CMAB apresentaram perfil resistente ou intermediario
para 0s antimicrobianos testados, exceto para amicacina (97,1% das cepas foram sensiveis). Por
outro lado, apenas uma cepa de CMA e uma de M. kansasii foram resistentes a claritromicina
e rifampicina, respectivamente. Para a maioria das cepas de MNT houve concordancia entre o
ensaio com 0 TTC e o ensaio padréo-ouro: para ensaios com CMAB, concordancia essencial
entre 91% e 100% e concordancia categérica entre 76% e 100%; para ensaios com CMA,
concordancia essencial entre 92% e 100% e concordancia categorica entre 84% e 100%; e para
ensaios com M. kansasii, concordancia essencial de 100% e concordancia categorica entre 85%
e 100%. Além disso, o ensaio com o TTC possibilitou uma visualizacdo e interpretagdo mais
segura e sensivel dos resultados. Portanto, trata-se de uma potencial alternativa de TSA para

ser utilizada em laboratérios que realizam o diagndstico de micobacterioses.

Palavras-chave: cloreto de trifenil tetrazolio, concentragdo inibitoria minima, formazan,

Mycobacterium.

ODS contemplado: ODS 3 (Saude e bem-estar)



ABSTRACT

Infections caused by nontuberculous mycobacteria (NTM) are characterized by being
opportunistic and requiring complex treatment. It is recognized that the identification of the
antimicrobial susceptibility profile of the strain causing the infection is essential for choosing
the appropriate therapeutic regimen. In this scenario, colorimetric antimicrobial susceptibility
testing (AST) have shown to be promising because they allow an easier and more accurate
reading of the results. The aim of the present study was to evaluate 2,3,5-triphenyl tetrazolium
chloride (TTC) as a colorimetric indicator of cell viability to determine the antimicrobial
susceptibility profile of NTM strains. For this, it was determined the profile of 34 strains of the
Mycobacterium abscessus complex (MABC) against clarithromycin, amikacin, ciprofloxacin,
cefoxitin, doxycycline, moxifloxacin, and trimethoprim-sulfamethoxazole; of 13 strains of M.
avium complex (MAC) against amikacin and clarithromycin; and 7 strains of M. kansasii
against clarithromycin and rifampicin. The strains included in the study were stored at the
Mycobacterial Laboratory of the Federal University of Rio Grande and were submitted to broth
serial microdilution assays with TTC and without TTC (gold standard, with reading performed
through the turbidity visualization). By the gold standard method, the NTM strains showed
different susceptibility profiles to antimicrobials. It is noteworthy that most MABC strains
showed a resistant or intermediate profile for the antimicrobials tested, except for amikacin
(97.1% of the strains were susceptible). On the other hand, only one strain of MAC and one of
M. kansasii were resistant to clarithromycin and rifampicin, respectively. For most NTM strains
there was agreement between the TTC assay and the gold standard assay: for MABC assays,
essential agreement between 91% and 100% and categorical agreement between 76% and
100%; for MAC assays, essential agreement between 92% and 100% and categorical agreement
between 84% and 100%; and for M. kansasii assays, essential agreement of 100% and
categorical agreement between 85% and 100%. In addition, the TTC assay allowed for a safer
and sensitive visualization and interpretation of the results. Therefore, it is a potential

alternative of AST to be used in laboratories that perform the diagnosis of mycobacteriosis.

Keywords: formazan, minimum inhibitory concentration, Mycobacterium, triphenyl

tetrazolium chloride.

SDG contemplated: SDG 3 (Health and well-being).
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1. INTRODUCAO

As micobacterioses, infec¢bes causadas pelas micobactérias ndo tuberculosas (MNT)
tém sido cada vez mais relatadas (CARNEIRO et al., 2018; SHARMA et al., 2020;
ZWEIJPFENNING; HOEFSLOOT; INGEN, 2018), sendo estas consideradas emergentes
mundialmente (BRASIL, 2021). As principais MNT relacionadas a infeccdes em humanos séo
as do complexo Mycobacterium avium (CMA), da espécie M. kansasii e do complexo M.
abscessus (CMAB) (BALDWIN et al., 2019; CARNEIRO et al., 2018; GOLDENBERG et al.,
2020).

As infeccOes causadas por MNT caracterizam-se por serem oportunistas e manifestam-
se frequentemente na forma de doenca pulmonar, semelhante a tuberculose (TB), tendo como
principais sintomas a tosse produtiva, a dispneia, a hemoptise e a fadiga, podendo também
ocorrer febre, perda de peso e sudorese noturna (DE MELLO et al., 2013; MOTA et al., 2020).
No entanto, estas infecces também podem se manifestar em sitios extrapulmonares diversos e
na forma de infec¢do disseminada (Figura 1) (BALDWIN et al., 2019; MOTA et al., 2017
SHARMA et al., 2020).

Linfadenite cervical
—> M scrofulaceum, M. avium, M. malmoense,
M. lentiflavum, M. bohemicum

Infecciio pulmonar
— CMA, M. kansasii, CMAB, M. simiae,
M. xenopi, M. malmoense

- Infeccao em ossos e articulacoes
4 CMA, M. haemophilum, M. kansasii,
M. xenopi, M. goodii, complexo M. terrae

Infeccido na pele e em tecidos moles
— M. ulcerans, M. fortuitum, M. marinum,
M. haemophilum, M. abscessus, M. chelonae

Infeccao disseminada
M. avium, M. intracellulare,
M. haemophilum, M. genavense

Figura 1. Sitios das infecgbes causadas pelas micobactérias ndo tuberculosas e espécies
relacionadas a cada manifestacdo. CMA = Complexo M. avium; CMAB = Complexo M.
abscessus. Adaptado de Baldwin al. (2019).
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Apesar das infeccBes causadas pelas diferentes espécies de micobactérias se
manifestarem clinicamente de formas semelhantes, enfatiza-se que a conduta terapéutica varia
entre elas, pois as espécies e subespécies de MNT podem apresentar diferentes perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos. Nesse cenario, também se destaca as elevadas taxas de
resisténcia aos antimicrobianos incluidos no esquema terapéutico recomendado para o
tratamento das infeccbes por MNT, como frequentemente é observado em cepas do CMAB.
Dessa forma, aléem da identificacdo acurada do agente etioldgico da infeccdo, a realizacdo de
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) como forma de identificar infeccGes
causadas por cepas resistentes é fundamental para a implementacdo do esquema terapéutico
adequado e para o melhor manejo do paciente com uma micobacteriose (AONO et al., 2019;
BALDWIN et al., 2019; GRIFFITH et al., 2007).

Atualmente, o ensaio preconizado como TSA para isolados de MNT é o ensaio de
microdiluicdo seriada em caldo (CLSI, 2018), porém 0 mesmo apresenta como inconveniente
a leitura dos resultados através da visualizagdo de turbidez, o que pode gerar resultados
erroneos. Dessa forma, visando simplificar e otimizar a interpretacdo dos resultados, 0s
indicadores colorimétricos de viabilidade celular vém sendo introduzidos nesses ensaios,
possibilitando a identificacdo de crescimento bacteriano através da mudanga de coloracdo do
meio de cultivo (PARK et al., 2009; RAMIS et al., 2015; SHARMA et al., 2021).

Diversos TSA colorimétricos ja foram padronizados para micobactérias, porém estes
sdo majoritariamente voltados para o complexo M. tuberculosis (CMTB) (KONTSEVAYA et
al., 2019; MARTIN; PORTAELS; PALOMINO, 2007), e somente alguns destes acabaram
sendo adaptados para as MNT, como é o caso da resazurina (JADAUN et al., 2007; RAMIS et
al., 2015; CASTILHO et al., 2015) e de alguns sais de tetrazdlio (GOMEZ-FLORES et al.,
1995; LEE et al., 2007; TSUKATANI et al., 2015). Sabendo da importancia de se estudar,
padronizar e avaliar indicadores colorimétricos de viabilidade celular acessiveis e de baixo
custo, que possibilitem a visualizacdo dos resultados de forma mais facil, confiavel e segura, 0
estudo desenvolvido na presente dissertagdo teve como objetivo avaliar o uso de um sal de
tetrazolio como indicador colorimétrico para a identificacdo do perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos em isolados clinicos de MNT.

O sal de tetrazolio avaliado no estudo ja € amplamente utilizado na area da salde,
especialmente em técnicas histoldgicas para a deteccao de danos teciduais (principalmente nos
tecidos nervoso e cardiaco) (KAKIMOTO et al., 2013; LI; YU; LIANG, 2018) e em TSA para
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (FERREIRA et al., 2018; KWIECINSKA-PIROG

et al., 2013). Na area da micobacteriologia, 0 mesmo ja foi utilizado em ensaios com cepas do
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CMTB (DE LOGU et al., 2001; MOHAMMADZADEH et al., 2006; SHINU; SINGH; NAIR,
2016), porém este serd o primeiro estudo a avalia-lo em um TSA com cepas de MNT.

O presente estudo foi desenvolvido junto ao Nucleo de Pesquisa em Microbiologia
Médica da Universidade Federal do Rio Grande, que possui como uma das areas de atuagéo o
desenvolvimento e avaliagdo de métodos para o diagnostico de micobacterioses e resisténcia
aos antimicrobianos. A dissertacdo apresentara uma revisdo bibliogréfica, discutindo aspectos
gerais relacionados as infeccdes causadas pelas MNT. Na sequéncia, apds os objetivos do
estudo serem pontuados, os resultados obtidos, assim como as discussdes sobre 0 uso do sal de
tetrazolio em TSA, serdo apresentados em forma de manuscrito. Por fim, serdo apresentados
dados relacionados com a producao complementar realizada durante o periodo do mestrado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Género Mycobacterium e as micobactérias ndo tuberculosas

O género Mycobacterium (familia Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetales) possui
mais de 200 espécies; é constituido pelo CMTB, agente etioldgico da TB, pelo M. leprae, agente
etioldgico da lepra, e pelas MNT, também conhecidas como micobactérias ambientais ou
micobactérias atipicas (PARTE et al., 2020; TURENNE, 2019). Em 2018, foi proposta uma
nova classificagdo taxonémica a partir da divisédo do género Mycobacterium em cinco grupos,
dando origem aos géneros Mycobacterium (grupo Tuberculosis-Simiae), Mycolicibacterium
gen. nov. (grupo Fortuitum-Vaccae), Mycolicibacter gen. nov. (grupo Terrae),
Mycolicibacillus gen. nov. (grupo Triviale) e Mycobacteroides gen. nov. (grupo Abscessus-
Chelonae) (GUPTA et al., 2018). No entanto, apesar dessa classificacdo ter sido validada pelo
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (OREN; GARRITY,
2018), o uso de Mycobacterium (atualmente sinénimo para 0s géneros criados) permanece
sendo utilizado para evitar confusdo na pratica clinica pela mudanca na nomenclatura
(MEEHAN et al., 2021).

As micobactérias sdo bacilos retos ou levemente curvados, aerobios e ndo formadores
de esporos (FORBES et al., 2018). Além disso, caracterizam-se por terem uma parede celular
com complexa composicao lipidica, cujo esqueleto é formado por arranjos de acidos micolicos,
arabinogalactanos e peptidoglicano. Esta parede celular proporciona impermeabilidade e
hidrofobicidade a essas bactérias e, consequentemente, resisténcia a solucgdes alcool-acidas. Por
este motivo, as micobactérias sdo consideradas bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e ndo
podem ser identificadas através da coloracdo de Gram, apesar de usualmente serem
consideradas bacilos Gram-positivos (ABRAHAMS; BESRA, 2016; TRAN et al., 2019).

De modo geral, as micobactérias podem ser classificadas em micobactérias de
crescimento rapido (RGM, de rapidly growing mycobacteria), quando crescem em até sete dias
em meio de cultivo s6lido e, em micobactérias de crescimento lento (SGM, de slowly growing
mycobacteria), quando demandam mais que esse periodo para crescer em meio de cultivo
solido. Quando cultivadas, algumas espécies de MNT produzem col6nias com pigmento
amarelo ou laranja induzido pela exposicdo a luz (micobactérias fotocromogénicas) ou
independentemente da luz (micobactérias escotocromogénicas), enquanto algumas nao

apresentam pigmento (micobactérias ndo cromogénicas) (FORBES et al., 2018; RUNYON,
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1959). Baseando-se nessas caracteristicas, Runyon (1959) categorizou as MNT em quatro

grupos, exemplificados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo de Runyon baseada no tempo de crescimento das micobactérias e na

sua capacidade de produzir pigmentos.

Tempo de

Classificacao .
crescimento

Producéo de pigmento Exemplos de MNT

Sim (amarelo ou laranja

Grupo | Lento induzido pela exposicao a M. kansasii, M. marinum,
(Fotocromogénicas) pluz) PosIG M. simiae
Gruoo |1 Sim (amarelo ou laranja
(Escotocro?no énicas) Lento independentemente da M. szulgai
g luz)
Complexo M. avium,
Grupo 11 x M. mucogenicum,
(N&o cromogénicas) Lento Nao M. haemophilum,
M. ulcerans
Complexo M. abscessus,
Grupo IV Rapido - M. fortuitum, M. chelonae,

M. franklinii

Adaptado de Runyon (1959).

As MNT sdo majoritariamente saproéfitas, porém algumas espécies sdo patogénicas
obrigatorias em animais e patogénicas oportunistas em humanos (TURENNE, 2019). Entre as
principais MNT causadoras de infeccdo em humanos estdo o0 CMA, a espécie M. kansasii e 0
CMAB (BALDWIN et al., 2019; JEON, 2019). O CMA inclui as espécies M. avium, M.
intracellulare, M. chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. vulneris, M. marseillense, M.
timonense, M. bouchedurhonense, M. yongonense, M. paraintracellulare e M. lepraemurium.
Destas, as principais causadoras de infeccdes em humanos séo M. avium e M. intracellulare
(VAN INGEN et al., 2018). O CMAB, por sua vez, é composto por trés subespécies causadoras
de infecgdes em humanos, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense e
M. abscessus subsp. bolletii (TORTOLI et al., 2016), sendo a maioria dos isolados clinicos
pertencentes as duas primeiras (TURENNE, 2019).

De modo geral, as MNT podem ser ubiquamente encontradas em fontes ambientais
naturais, bem como em ambiente doméstico e hospitalar (CARDOSO et al., 2008; GEBERT et
al., 2018; SANTOS et al., 2015) (Tabela 2). Bacilos de MNT séo geralmente adquiridos do
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ambiente por meio de ingestdo, inalacdo e contato dérmico. Devido a hidrofobicidade da célula
micobacteriana, as MNT sdo facilmente aerossolizadas, e sugere-se que a inalacdo desses
aerossois seja a principal via de doenca pulmonar por MNT (JEON, 2019; PEREIRA et al.,
2020). Em 2016, Bryant et al. (2016) demonstraram com a utilizacdo do sequenciamento do
genoma de isolados do CMAB, provenientes de pacientes com fibrose cistica de sete paises,
que a maioria das infecgdes foi adquirida por meio de fémites e aerosséis. Os pesquisadores
demonstraram que os aerossais de longa duracdo formados a partir da tosse dos pacientes com

fibrose cistica infectados por CMAB eram potencialmente infecciosos.

Tabela 2. Principais fontes de micobactérias ndo tuberculosas nos ambientes natural, doméstico

e hospitalar.

Tipo de fonte Fonte

Ambiente natural Agua natural em lagos, rios, corregos e pantanos; solos e poeira dos
solos.

Ambiente domeéstico Agua potéavel e proveniente de chuveiros e torneiras (usadas em
banheiras, spas, piscinas, umidificadores).

Ambiente hospitalar Sistemas de distribuicdo de agua e dispositivos médicos
contaminados.

Adaptada de Jeon (2019).

A persisténcia das MNT no ambiente é resultado principalmente da sua parede celular
altamente hidrofobica e impermedavel, promovendo uma barreira a agentes estressores (como
antimicrobianos, desinfetantes, mudancas osmoticas, de pH e de temperatura) (CARDOSO et
al., 2008; GEBERT et al., 2018; QVIST et al., 2015; SANTOS et al., 2015). O seu metabolismo
também desempenha um papel importante na resisténcia das MNT no ambiente, pois as
micobactérias possuem um crescimento lento quando comparado a outras bactérias ambientais
e podem entrar em estado de dorméncia como forma de protecdo em ambientes hostis. Além
disso, as MNT possuem a capacidade de formacdo de biofilme, permitindo a colonizacgdo de
superficies (JEON, 2019; PEREIRA et al., 2020).

O biofilme, que consiste em comunidades bacterianas em uma matriz extracelular
autoproduzida composta principalmente por glicopeptidolipidios (GPL), também pode ser
importante para as MNT em coloniza¢des in vivo (NINO-PADILLA; VELAZQUEZ;
GARIBAY-ESCOBAR, 2021). Um estudo conduzido por Quvist et al. (2015) evidenciou que as
subespécies do CMAB séo capazes de formar biofilme nas paredes alveolares dos pulmdes de
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pacientes com fibrose cistica, estando, portanto, intimamente ligadas as infec¢fes pulmonares
cronicas (QVIST et al., 2015). Posteriormente, a formac&o de biofilme por CMAB também foi
relatada em cavidades pulmonares de um paciente com doenca pulmonar obstrutiva crénica
(FENNELLY et al., 2016).

Nesse contexto, os GPL assumem um papel além da constituicdo do biofilme, sendo
importantes na patogénese dessas micobactérias. Os GPL sdo glicolipidios presentes na
superficie celular das MNT, e relata-se para algumas espécies de MNT, como membros do
CMA e do CMAB, que a variacdo da sua expressdo pode determinar a transicdo entre
morfotipos liso (com GPL) ou rugoso (sem GPL) das colonias. Aponta-se o morfotipo liso
como colonizador, pois a presenca de GPL regula a resposta imunoldgica do hospedeiro,
mascarando a presenca de outros lipidios de superficie envolvidos na viruléncia
micobacteriana, além de estar associada a formacao de biofilme e a motilidade; e o0 morfotipo
rugoso como invasivo e virulento, por estar associado a multiplicacdo intracelular, formacéao de
agregados bacterianos e a indugdo da resposta imune (LI et al.,, 2020; MUKHERJEE;
CHATTERIJI, 2012; NISHIMURA et al., 2020; TRAN et al., 2019).

Os GPL dos membros do CMA, diferentemente dos GPL das demais MNT, podem
possuir diferengas estruturais no componente oligossacarideo, resultando na divisdo destas
micobactérias em serotipos. Atualmente, mais de 31 serotipos foram reconhecidos em cepas do
CMA, e além de poderem ser diferenciados por técnicas de serotipagem, podem variar quanto
a imunogenecidade (MUKHERJEE; CHATTERIJI, 2012; TRAN et al., 2019). O serotipo 4, por
exemplo, é encontrado em cepas de M. avium e esta relacionado a um pior prognéstico de
doencga pulmonar quando comparado a outros serotipos. Um estudo de coorte incluindo
pacientes com doenca pulmonar por CMA observou que pacientes infectados com o serotipo 4
de M. avium ndo responderam efetivamente a terapia com maultiplos antimicrobianos, além de

apresentarem piora da doenca a partir dos achados radiolégicos (MAEKURA et al., 2005).

2.2. Epidemiologia das infecgdes por micobactérias ndo tuberculosas e fatores de risco

associados

Em diversos paises, como o Brasil, a notificacdo de casos de infeccbes por MNT aos
sistemas de salde nédo é obrigatdria, 0 que torna o entendimento sobre o cenario epidemiologico
dessas infecgdes no mundo um desafio. Apesar disso, estudos em diferentes regifes vém
relatando um aumento na incidéncia de infec¢cbes por MNT (CARNEIRO et al., 2018;
SHARMA et al., 2020; ZWEIJPFENNING; HOEFSLOOT; INGEN, 2018). O aumento na
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incidéncia dessas infec¢des teve inicio no fim do século passado, e entre os fatores que podem
ter contribuido para isso estdo a melhoria dos metodos laboratoriais capazes de isolar e
identificar micobactérias; conscientizacdo de clinicos sobre as micobacterioses; aumento no
numero de publicacdes sobre essas infeccBes; e fatores do patdgeno (como aumento da
viruléncia devido a mutagfes) e do hospedeiro (como o aumento da populagédo
imunocomprometida e/ou com idade avancada) (RIVERO-LEZCANO; GONZALEZ-
CORTES; MIRSAEIDI, 2019; SHARMA et al., 2020).

Apesar de também poderem afetar individuos imunocompetentes, as infecgdes por MNT
acometem principalmente individuos imunocomprometidos, se desenvolvendo mais
progressivamente e podendo ocasionar doenga disseminada. A infecgdo por HIV, associada a
contagem de linfécitos T CD4 <50 células/mm?, é a principal condicdo de risco para 0
desenvolvimento de infec¢des por MNT (PROCOP, 2017). Assim como a infeccdo por HIV,
anormalidades estruturais, como bronquiectasias, doenca pulmonar obstrutiva cronica e fibrose
cistica também sdo fatores de risco para o surgimento de infeccdo/doenca pulmonar por MNT.
Uma vez que a TB pode gerar sequelas pulmonares, a realizacdo de tratamento prévio para TB
também é um fator de risco (CARNEIRO et al., 2018; GOLDENBERG et al., 2020).

O perfil clinico-epidemioldgico de pacientes infectados com MNT ¢é variavel. Em
relacdo ao sexo dos pacientes, as infeccdes por MNT s&o mais frequentes em homens (PEDRO
et al., 2017; SANTIN et al., 2018), porém em alguns locais a prevaléncia pode ser maior em
mulheres (DA COSTA et al., 2013; MONTEIRO et al., 2018). Em homens, a infec¢do/doenca
pulmonar por MNT frequentemente esta associada ao tabagismo e doenca pulmonar pré-
existente, enquanto em mulheres esta associada ao periodo pds-menopéausico (GOLDENBERG
et al., 2020; SHARMA et al., 2020). Além disso, apesar de também poderem ocorrer em
pacientes pediatricos (MAUCH et al., 2020), a frequéncia das infec¢bes causadas por MNT é
diretamente proporcional a faixa etaria dos pacientes, sendo esta majoritariamente acima de 50
anos (DA COSTA et al., 2013; GOLDENBERG et al., 2020; PEDRO et al., 2017; SANTIN et
al., 2018). Supde-se que a maior prevaléncia de infecgdes por MNT em pacientes de maior faixa
etaria estd relacionada a maior longevidade da populagdo em geral e as comorbidades
associadas a idade (GOLDENBERG et al., 2020).

Em relacéo as espécies de MNT isoladas de infec¢es, apesar do CMA ser o principal
grupo de MNT causador de infecces em humanos em todos os continentes, observa-se uma

variacdo na distribuicdo das espécies de MNT entre paises e regides (Figura 2).
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América do Norte Europa Asia
Complexo M. avium (51%) Complexo M. avium (34%) Complexo M. avium (34%)
M. gordonae (13%) M. gordonae (18%) Complexo M. abscessus (16%)
M. xenopi (11%) M. xenopi (15%) M. fortuitum (14%)
M. fortuitum (7%) M. fortuitum (7%) M. gordonae (9%)
Outras MNT (18%) Outras MNT (26%) Outras MNT (27%)

\
g
“on e 8 S hnew
‘ %3
‘.‘i’:

América do Sul Africa Oceania
Complexo M. avium (34%) Complexo M. avium (49%) Complexo M. avium (61%)
M. kansasii (17%) M. scrofolaceum (6%) M. fortuitum (12%)
M. gordonae (15%) M. gordonae (6%) Complexo M. abscessus (12%)
M. fortuitum (9%) M. kansasii (3%) M. kansasii (3%)
Outras MNT (25%) Outras MNT (36%) Outras MNT (12%)

Figura 2. Frequéncia das espécies de micobactérias ndo tuberculosas mais isoladas nos

diferentes continentes. Adaptado de Zweijpfenning, Hoefsloot & Ingen (2018).

No Brasil, estudos em diversos estados apontam que CMA, CMAB e M. kansasii sdo
as MNT mais isoladas (Tabela 3) (CARNEIRO et al., 2018; DE MELLO et al., 2013;
MARQUES; FERRAZOLI; CHIMARA, 2019). No pais, as espécies do CMA, principalmente
0 M. avium, sdo as MNT mais frequentemente relacionadas a infecgdes em pacientes HIV
positivos (CARNEIRO et al., 2018; BUSATTO et al., 2020). Por outro lado, a espécie M.
kansasii esta mais frequentemente relacionada a pacientes com comorbidades pulmonares
(GOLDENBERG et al., 2020).

Ja as subespécies do CMAB, diferentemente do padrdo observado da América do Sul
(Figura 2), vem sendo amplamente relatadas no pais nos ultimos anos (Tabela 3). Estas, além
de serem causadoras de doencas pulmonares de dificil prognéstico (MONTEIRO et al., 2018),
estdo frequentemente associadas a infecgdes resultantes de surtos nosocomiais relatados em

diversos estados, especialmente entre os anos de 2006 e 2008, principalmente apds
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procedimentos invasivos utilizando material contaminado. Dessa forma, entre medidas
adotadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para o controle e contencdo desses
surtos, esta a notificagdo compulsoria no pais de infecgdes por RGM relacionadas a servicos de
satide (ANVISA, 2014; CARDOSO et al., 2008; NUNES et al., 2014; PINHEIRO; SETUBAL;
OLIVEIRA, 2019).

Tabela 3. Principais espécies de micobactérias ndo tuberculosas isoladas de infeccdes em

humanos em estudos no Brasil.

Periodo do Estado Tipo de Espécies Referéncias
estudo amostra
) M. kansasii, CMA,
1993 - 2011 Rio _de Pulmonar M. abscessus e DEMELLOet
Janeiro . al., 2013
M. fortuitum
M. chelonae,
1998 - 2003 Bahia Pulmonar M. abscessus, CMA e MATOS etal.,
. 2004
M. kansasii
2000-2009 ShoPaulo _-ulmonare M.aviume CMAB " EDROetal,
extrapulmonar 2017
2003 - 2013 Para Pulmonar CMAB e CMA MONTEIRO et
al., 2018
Rio Grande CMA, M. kansasii e CARNEIRO et
2003-2013 do Sul Pulmonar M. abscessus al., 2018
2005 - 2016 Ceara Pulmonar e M. avium e M. fortuitum MOTA etal,
extrapulmonar 2020
a M. abscessus, M. avium DE LIMA et al.,
2008 - 2010  Rondbnia Pulmonar e M. fortuitum 2013
2010-2011  Pard Pulmonar CMAB e CMA DA COSTA et
al., 2013
M. kansasii, MARQUES;
u M. abscessus, FERRAZOLLI:
2011-2014 Sao Paulo Pulmonar M. intracellulare, CHIMARA.,
M. avium e M. szulgai 2019
. M. avium
Rio Grande Pulmonar e ' . BUSATTO et
2014 - 2016 do Sul extrapulmonar M. abscessus, M. gastri al.. 2020

e M. kansasii

CMA = Complexo M. avium; CMAB = Complexo M. abscessus.
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2.3. Diagnostico de infecc@o por micobactérias ndo tuberculosas

Os critérios utilizados para o diagnostico de infeccdo por MNT mundialmente
permanecem baseados nas recomendacdes da American Thoracic Society (ATS) e da Infectious
Diseases Society of America (IDSA). Conhecer a significancia clinica de uma MNT isolada de
uma amostra é fundamental para saber se trata-se de colonizacdo ou doenca. Entre os fatores
que podem representar significancia clinica do isolamento de MNT estdo a obtencdo do isolado
a partir de varias amostras ou sitios, a visualizacdo de BAAR através de microscopia, ou a
obtencéo do isolado a partir de um sitio estéril como, por exemplo, 0 sangue. Para estabelecer
0 diagndstico de doenga pulmonar causada por MNT, uma série de critérios clinicos,
radiologicos e microbioldgicos devem ser seguidos, conforme apresentado na Tabela 4
(GRIFFITH et al., 2007).

Tabela 4. Critérios do American Thoracic Society/Infectious Diseases Society of America para

o diagndstico de doenca pulmonar por micobactérias ndo tuberculosas.

Tipo de achado Critérios diagndsticos

Clinico Sintomas (como tosse, producdo de escarro, fadiga, mal-estar, dispneia,
febre, hemoptise, dor torécica e perda de peso) associado a exclusdo de
outros diagnosticos, como tuberculose e malignidade pulmonar.

Radioldgico Radiografia de térax mostrando opacidades nodulares ou cavitarias ou
tomografia computadorizada de alta resolugdo  mostrando
bronquiectasias multifocais com maultiplos nédulos pequenos.

Microbiol6gico  Para escarro, cultura positiva de pelo menos duas amostras expectoradas
separadas.

Para lavado broncoalveolar, resultado positivo de cultura de pelo menos
uma amostra.

Para uma biopsia, cultura positiva associada a caracteristicas
histopatologicas micobacterianas (inflamacdo granulomatosa ou
presenca de bacilos alcool-acido resistentes), e na auséncia de cultura
positiva, histopatologia associado a um ou mais escarros ou lavados
broncoalveolares com cultura positiva.

Adaptado de Griffith et al. (2007).
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Enfatiza-se que a identificacdo da espécie da MNT isolada é fundamental para o
reconhecimento da sua significancia clinica, pois se sabe que algumas espécies de MNT s&o
saprofitas ou patégenos humanos incomuns. Além disso, a identificacdo da espécie causadora
da infeccdo é fundamental para nortear a escolha do tratamento adequado, uma vez que as
espécies de MNT apresentam diferentes perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos. Dessa
forma, apesar de achados clinicos e radioldgicos serem importantes para o diagnostico de
infeccdo por MNT, a confirmacdo microbioldgica é essencial para definir a etiologia da
infeccdo (GRIFFITH et al., 2007).

O passo inicial para a identificacdo microbiol6gica da MNT causadora da infeccdo é a
identificacdo de BAAR na amostra clinica. A baciloscopia é um método simples, de baixo custo
e amplamente utilizado no diagndstico das micobacterioses. A técnica baseia-se na
identificacdo de BAAR através de microscopia ap6s coloracao pelo método de Ziehl Neelsen.
Apesar de ser um método com sensibilidade reduzida, pode ser uma ferramenta importante na
identificacdo de infeccdo por MNT em locais com recursos limitados, pois amostra positiva
pela baciloscopia e negativa por outros métodos de identificacdo do CMTB ¢ indicativa de
presenca de MNT. No entanto, a baciloscopia possui a limitacdo de ndo possibilitar a
identificacdo da espécie do BAAR detectado (ARORA; DHANASHREE, 2020; DESIKAN et
al., 2017).

A cultura, quando comparada a microscopia, € um método que demanda um maior
tempo para a liberacdo de resultado, além de exigir uma infraestrutura laboratorial mais
complexa, incluindo equipamentos especificos (como incubadora e cabine de biosseguranca) e
técnicos com competéncias adicionais. No entanto, trata-se de uma técnica mais sensivel e
especifica, que possibilita o isolamento da micobactéria para que posteriormente seja feita a
identificacdo da espécie e a testagem do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (AFSAR
etal., 2018; OMS, 2015).

O cultivo pode ser realizado em meios sélidos, como meios & base de ovo (Ogawa-
Kudoh e Lowenstein-Jensen) e a base de agar (Middlebrook 7H10, 7H11 e Mueller-Hinton
(MH)), ou em meios liquidos como caldo MH e caldo Middlebrook 7H9 (FORBES et al., 2018;
GRIFFITH et al., 2007). Culturas em meio liquido apresentam como vantagem um maior
rendimento de crescimento micobacteriano e resultados mais rapidos quando comparados aos
cultivos em meio sélido. Entretanto, o uso do meio sélido possibilita a determinacédo da taxa de
crescimento dos microrganismos, a quantificagdo e observacdo da morfologia das colonias, e a
identificacdo de infeccBes mistas (com mais de uma espécie de micobactéria) (GRIFFITH et
al., 2007).
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O tempo de crescimento dos cultivos micobacterianos é uma das caracteristicas que
pode nortear a identificacdo das MNT. A maioria das SGM apresenta crescimento entre duas a
trés semanas em meio sélido, com excecdo das espécies M. ulcerans e M. genavense, que
necessitam de um periodo maior de incubacdo. As RGM, por sua vez, frequentemente
apresentam crescimento dentro de uma semana. Enfatiza-se que, em meio liquido, estes
periodos de tempo podem ser reduzidos (FORBES et al., 2018; GRIFFITH et al., 2007). Apos
a obtencdo do crescimento micobacteriano, recomenda-se que a auséncia do CMTB seja
confirmada por testes imunocromatograficos, para que, subsequentemente, seja realizada a
identificacdo da espécie de MNT (OMS, 2015; SHARMA; UPADHYAY, 2020).

Inicialmente, métodos como ensaios bioquimicos e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, de High Performance Liquid Chromatography) eram utilizados para a
identificacdo fenotipica de MNT. Os ensaios bioquimicos convencionais sdo baseados na
identificacdo de produtos de reagdes bioquimicas, e exemplos destes sdo o0 ensaio da reducdo
do nitrato, o ensaio da acumulacéo de niacina e o ensaio do crescimento em &gar MacConkey
na auséncia do cristal violeta (BHALLA et al., 2018; SEBASTIAN et al., 2018). No entanto,
atualmente, o uso destes ensaios bioguimicos é desencorajado por estes serem laboriosos,
demorados e apresentarem acuracia reduzida, alem de ndo serem capazes de diferenciar
algumas espécies de MNT (FORBES et al., 2018).

O HPLC, por sua vez, € um método baseado na andlise de padr@es dos acidos micélicos
presentes na parede celular micobacteriana. Trata-se de um método mais rapido que 0s ensaios
bioquimicos convencionais (média de 5 dias para gerar resultado versus 14 dias,
respectivamente) (SEBASTIAN et al., 2018), porém exige maior expertise técnica e
infraestrutura laboratorial para a sua execuc¢do. Além disso, 0 ensaio possui a limitacéo de ter
poder discriminatorio reduzido para diferenciar espécies de MNT intimamente relacionadas,
como por exemplo, os membros do CMA e do CMAB. Por esse motivo, seu uso passou a ser
substituido por métodos moleculares (FORBES et al., 2018; SUBEDI et al., 2016; TONEY;
TONEY; BUTLER, 2010).

Ensaios baseados na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo amplamente
utilizados na identificacdo de espécies de MNT. O ensaio de PCR com analise do padrdo de
restricdo enzimatica foi amplamente utilizado para a identificacdo de espécies de MNT
(GIFFITH et al., 2007). Trata-se de um método baseado na amplificacdo de um fragmento de
439 pares de base (pb) do gene hsp65 por PCR, seguida pela digestdo do produto amplificado
com as enzimas de restricdo BstEll e Haelll (TELENTI et al., 1993). No entanto, uma vez que

os tamanhos dos fragmentos resultantes séo avaliados visualmente, a observacao de fragmentos
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pequenos e de pequenas diferengas de tamanhos de fragmentos, pode ser dificil. Além disso,
padr@es de restricdo desconhecidos podem ser observados, tornando necesséria a realizacéo de
ensaios adicionais para a identificacdo da espécie da micobactéria (APPAK et al., 2018; LI1U et
al., 2016).

Nesse cendrio, a deteccdo de sequéncias através de PCR convencional também é uma
alternativa para a diferenciagdo entre micobactérias. A partir de uma mesma regido ou gene,
sequéncias espécies-especificas podem ser amplificadas, como mostra Singh et al (2020), que
sintetizou diferentes primers para a regido espacadora transcrita interna (ITS) entre 0s genes
16S-23S rRNA visando identificar M. kansasii, M. abscessus e 0 CMA (SINGH et al., 2020).
Outras sequéncias também podem ser amplificadas para identificar membros de um mesmo
complexo, para 0 CMAB, o gene erm(41) é utilizado para diferenciar isolados de M. abscessus
subsp. massiliense de isolados de M. abscessus subsp. abscessus/bolletii atraves da diferenca
no tamanho dos fragmentos (397 pb e 673 pb, respectivamente) (KIM et al., 2010); e para o
CMA, séo utilizadas as regides DT6 (para M. avium) e DT1 (para M. intracellulare e alguns
serotipos de M. avium), com 187 pb e 666 pb, respectivamente (THIERRY et al., 1993).

Visando otimizar o procedimento e o tempo para obtencéo de resultados, ensaios de
PCR multiplex vém sendo propostos para a identificagdo das principais MNT de interesse
clinico (CHAE et al., 2017; KIM et al., 2021a; SINGH et al., 2020). Chae et al. (2017), por
exemplo, desenvolveu um ensaio no qual foram incluidos pares de primers que possibilitaram
a identificacdo do género Mycobacterium, a diferenciacdo entre CMTB e MNT, a identificacdo
de cepas de M. tuberculosis da familia Beijing e de MNT de interesse clinico (M. avium, M.
intracellulare, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense e M. kansasii).
Métodos com essa abordagem sd@o promissores para serem utilizados na rotina diagnoéstica e
possibilitarem a identificacdo da espécie a partir de cultivos de forma mais rapida e simplificada
(CHAE et al., 2017).

Entre os métodos moleculares, também estdo disponiveis os ensaios de sonda linear
(LPA, de Line Probe Assays), baseados na deteccdo de sequéncias de DNA atraves de
hibridizacdo reversa. Para isso, apds amplificagdo do material genético por PCR, sdo utilizadas
sondas de nucleotideos, fixadas em membrana de nitrocelulose, que irdo hibridizar com regides
alvos do DNA das espécies de micobactérias para a identificacdo das mesmas (KAKHKI et al.,
2020; OMS, 2015). Diversos LPA estdo disponiveis comercialmente para a identificacdo de
MNT (FORBES et al., 2018), sendo o INNO-LiPA Mycobacteria (Fujirebio, Bélgica) e o
GenoType CM/AS (Hain Lifescience, Alemanha) os mais utilizados atualmente. A partir do

DNA extraido de cultivos bacterianos, o ensaio INNO-LIPA é capaz de identificar 16 espécies
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de micobactérias através da amplificagdo do ITS entre os genes 16S-23S rRNA. Diferentemente,
0 ensaio GenoType tem como alvo uma regido do gene 23S rRNA e é dividido em dois Kits, 0
kit CM (identifica 15 espécies de micobacteérias) e o kit AS (identifica 16 espécies adicionais
de micobactérias) (KIM; SHIN, 2020).

Além dos ensaios LPA comerciais, 0 uso de LPA in-house também vem sendo proposto
como uma alternativa mais barata. Um estudo piloto mostrou que o LPA in-house proposto foi
capaz de identificar espécies de MNT, através da regido ITS, de forma rapida (em 4 horas),
especifica e com custo reduzido. Além disso, também se mostrou eficaz quando utilizado a
partir de cultivos ou de amostras clinicas, mostrando ser um ensaio promissor para a
identificacéo de infec¢Ges micobacterianas em laboratérios clinicos (KAKHKI et al., 2020).

Apesar dos LPA serem ensaios Uteis para a identificacdo das principais MNT de
interesse clinico, pode acontecer reacdo cruzada entre espécies similares, resultando em
identificacdo errbnea. Além disso, também pode ocorrer a ndo diferenciacdo entre espécies
intimamente relacionadas, sendo o isolado classificado em complexos (HUH et al., 2019a).

Dessa forma, atualmente, o sequenciamento de DNA é o método mais aceito para a
identificacdo de MNT (FORBES et al., 2018; SHARMA et al., 2020). Frequentemente realiza-
se 0 sequenciamento parcial dos genes hsp65, rpoB e 16S rRNA e da regido ITS (FORBES et
al., 2018; KIM et al., 2021a; SINGH et al., 2020). Este método pode fornecer uma identificacdo
mais especifica a nivel de espécie e subespécie quando comparado aos LPA (AHMAD;
MOKADDAS, 2019). Ademais, tem-se 0 sequenciamento do genoma total, que é um método
gue vem sendo considerado padrdo-ouro para a identificacdo de MNT, além de auxiliar em
investigagBes epidemioldgicas e de resisténcia aos antimicrobianos. No entanto, ambos
métodos de sequenciamento possuem custo elevado e exigem expertise técnica, sendo ndo
acessiveis a maioria dos laboratorios clinicos (SHARMA et al., 2020).

Por fim, recentemente, o ensaio MALDI-TOF MS (ionizacdo/dessorcao a laser assistida
por matriz acoplada a espectrometria de massa) tem sido cada vez mais empregado na
identificacdo de MNT. Trata-se de um método relativamente rapido (com resultados entre 1 e
2 horas) capaz de identificar aproximadamente 160 espécies do género Mycobacterium,
baseando-se na andlise do espectro de proteinas produzidas pelas mesmas. O MALDI-TOF é
capaz de identificar a maioria das MNT de interesse clinico de forma acurada, apesar de poder
falhar na diferenciacdo entre espécies intimamente relacionadas, como as subespécies do
CMAB e as espécies do CMA. O ensaio possui um custo inicial elevado devido a instalacéo do
equipamento para sua realizacdo, porém é um método mais barato quando comparado a

métodos moleculares ja utilizados, tornando-se um metodo promissor para ser implementado
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em laboratérios clinicos (CONTRERAS et al., 2020; FORBES et al., 2018; NEUSCHLOVA et
al., 2017).

2.4. Tratamento das infec¢cdes por micobactérias ndo tuberculosas

O inicio do tratamento das infec¢des causadas pelas MNT deve levar em consideracao,
além do diagndstico de infeccdo/doenca (GRIFFITH et al., 2007), uma andlise de risco e
beneficio, a qual inclui a avaliacdo da condicao clinica do paciente, dos efeitos da terapia com
antimicrobianos no organismo e das chances de cura (BRASIL, 2021; DALEY et al., 2020). O
tratamento para infecges causadas por MNT envolve mdltiplos antimicrobianos, podendo a
intervencdo cirdrgica servir como um adjuvante em alguns casos (exceto para linfadenite em
criancas, cuja cirurgia é a principal escolha terapéutica) (SHARMA; UPADHYAY, 2020). A
terapia polimedicamentosa é fundamental para o tratamento das micobacterioses, afim de evitar
a resisténcia adquirida aos antimicrobianos, no entanto, apresenta um custo elevado, além de
elevada chance de efeitos adversos e toxicidade. Os antimicrobianos que compdem a terapia
polimedicamentosa podem ser de diferentes classes e seus mecanismos de a¢do encontram-se
sintetizados na Tabela 5 (DALEY et al., 2020).
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Tabela 5. Principais antimicrobianos utilizados no tratamento de micobacterioses e seus

respectivos mecanismos de agéo.

Antimicrobianos Mecanismo de acéo Alvo
Macrolideos )
. o e . . Ribossomo
(claritromicina e Inibicdo da sintese proteica

azitromicina) (subunidade 50S)

Aminoglicosideos

icaci ihica 1 : Ribossomo
amicacina e Inibicdo da sintese proteica _
es?treptomicina) v P (subunidade 30S)
Rifamicinas _
(rifampicina e Inibicdo da sintese de RNA RN'% polimerase
rifabutina) (subunidade B)
Derivado de

Inibicdo da sintese de

. Arabinosil transferases
arabinogalactano da parede celular

etilenodiamina
(etambutol)

Fluoroquinolonas
(moxifloxacina e Inibicdo da sintese de DNA DNA girase
ciprofloxacina)

Oxazolidinona Inibicdo da sintese proteica Ribossomo
(linezolida) ¢ P (subunidade 50S)

Disrupcdo da membrana celular,
producdo de espécies reativas de
oxigénio

Membrana micobacteriana
Ciclo redox

Riminofenazina
(clofazimina)

Diarilquinolina

(bedaquilina) Inibicdo da ATP sintase ATPase

Adaptado de Huh et al. (2019b).

Os macrolideos sdo a base do esquema terapéutico para o tratamento de infeccdes
causadas pelo CMA, sendo tanto a claritromicina quanto a azitromicina, eficazes contra essa
MNT (DALEY et al., 2020). Recentemente, uma meta-analise incluindo estudos utilizando
esquema terapéutico com e sem macrolideos para o tratamento de infeccdes causadas pelo
CMA mostrou que a taxa de sucesso do tratamento (isto é, conversdo de cultura positiva para
cultura negativa e conclusdo do tratamento planejado sem recaida) foi de 69% e 58,5%,
respectivamente (NASIRI et al., 2020). Em comparacdo com a espécie M. avium, casos de
infeccdo por M. intracellulare frequentemente se apresentam mais severos e com menor
resposta ao tratamento (KOH et al., 2012). No entanto, o contrario também ja foi observado
(BOYLE etal., 2015; CHANG et al., 2020).
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Dada a eficacia dos macrolideos frente ao CMA, 0 esquema terapéutico adotado para as
infecgBes causadas por essa micobactéria deve prevenir o desenvolvimento de resisténcia a essa
classe de antimicrobianos. Nesse contexto, recomenda-se que o uso de macrolideos seja
associado a etambutol e rifampicina (DALEY et al., 2020). Enfatiza-se que casos resistentes a
macrolideos, que podem ser desencadeados pela adogdo de esquema terapéutico inadequado
(como monoterapia com macrolideo e esquema sem etambutol), sdo frequentemente tratados
com administracdo parenteral de aminoglicosideos e intervencdo cirurgica, e possuem pior
desfecho de tratamento quando comparado a casos suscetiveis (taxa de conversao de cultura de
aproximadamente 21% versus 65,7%, respectivamente) (PARK et al., 2019).

A administracdo parenteral de aminoglicosideos, como amicacina ou estreptomicina,
para o tratamento de infeccbes por CMA é reconhecida como uma intensificacdo da terapia
oral, sendo recomendada no inicio do tratamento de casos mais graves (DALEY et al., 2020).
Além disso, nos ultimos anos, a amicacina vem sendo administrada via inalatéria em casos de
doenca pulmonar refratéria, definida por doenca em que ndo se consegue obter culturas de
escarro negativas apos seis ou mais meses de um regime multidroga. A amicacina em aerossol
¢ vista como uma alternativa para o tratamento de doenca pulmonar por MNT por reduzir as
chances de toxicidade sistémica e aumentar a eficacia do antimicrobiano através do aumento
da sua concentracdo no tecido pulmonar. Recentemente, a amicacina lipossomal inalavel foi
aprovada pela Food and Drug Administration para o tratamento de doenca pulmonar refrataria
por CMA (KHAN; CHAUDARY, 2020). Importante destacar que a amicacina lipossomal
inalavel é fornecida a macrdfagos pulmonares, vias aéreas e tecido pulmonar melhor do que a
amicacina néo lipossomal (ZHANG et al., 2018).

Para o tratamento de infec¢Bes causadas por M. kansasii, recomenda-se um esquema
baseado na administracdo de rifampicina. Semelhantemente ao tratamento de infecgdes por
CMA, recomenda-se 0 uso de trés antimicrobianos, os quais inclui rifampicina e etambutol,
associados a isoniazida ou claritromicina (DALEY et al., 2020). Casos resistentes a rifampicina,
apesar de ja serem relatados e estarem relacionados a falha do tratamento dessas infeccdes, sdo
incomuns. Por outro lado, a taxa de resisténcia a etambutol se mostra elevada, porém néo
influencia significativamente no desfecho do tratamento (BAKULA et al.,, 2018; DE
CARVALHO et al., 2019; GOLDENBERG et al., 2020).

Em caso de infeccdo por cepas de M. kansasii resistentes a rifampicina, a inclusdo de
fluoroquinolonas no tratamento pode ser uma alternativa. De Carvalho et al. (2019) observou
gue 100% dos isolados de M. kansasii se mostraram sensiveis a moxifloxacina. No entanto, no

mesmo estudo, foi observada elevada taxa de resisténcia a ciprofloxacina (51%), semelhante a



© 00 N oo o b~ W N e

W W W W W NN NDNDMDNDRNDNDRNDNNIDRNERER P PR R P P R R, e
BE WO N P O © 0 N o 00 B WO N PFP O © 0 N o 0l b W N B O

29

estudo anterior (BAKULA et al., 2018; DE CARVALHO et al., 2019). Dessa forma, apesar de
algumas fluoroquinolonas apresentarem boa atividade in vitro frente a isolados de M. kansasili,
ainda sdo necessarios mais estudos em relacéo a sua eficacia na clinica (DALEY et al., 2020).

No caso de infec¢cOes causadas pelo CMAB, assim como para 0 CMA, os macrolideos,
como claritromicina e azitromicina, séo a base do tratamento. No entanto, o tratamento para
esse grupo de micobactérias permanece complexo. As cepas do CMAB, especialmente M.
abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii, possuem alta taxa de resisténcia a
macrolideos, podendo esta ser adquirida, atraves de mutacdo no gene rrl, ou induzida, através
da presenca do gene erm(41) funcional (DALEY et al., 2020; GRIFFITH; DALEY, 2022). De
modo geral, duas meta-andlises mostraram que a taxa de sucesso do tratamento de
micobacterioses por CMAB ¢€ insatisfatoria, mesmo sendo superior para M. abscessus subsp.
massiliense (conversdo da cultura em 79% e 56,7% dos casos) quando comparada a M.
abscessus subsp. abscessus (conversdo da cultura em 35% e 33% dos casos) (KWAK et al.,
2019; PASIPANODYA et al., 2017).

Desta forma, recomenda-se que, associado ao macrolideo, a0 menos outros trés
antimicrobianos devam ser utilizados no tratamento de micobacterioses causadas pelo CMAB,
sendo estes escolhidos com base na suscetibilidade das cepas in vitro (DALEY et al., 2020).
Apo6s os macrolideos, a amicacina é o antimicrobiano mais importante contra 0 CMAB, sendo
0 antimicrobiano mais potente para ser utilizado em casos resistentes aos macrolideos
(GRIFFITH; DALEY, 2022). A maioria dos casos sao suscetiveis a esse antimicrobiano, e seu
uso esta relacionado a uma melhora nos sintomas dos pacientes (KWAK et al., 2019). Nesse
cenario, destaca-se a substituicdo da amicacina parenteral pela amicacina inalatdria,
principalmente na fase de manutencédo do tratamento (KANG et al., 2021).

Desta maneira, a escolha de outros antimicrobianos efetivos que possam acompanhar a
claritromicina e a amicacina no tratamento de infeccdes por CMAB, para que a resisténcia
adquirida a esses antimicrobianos seja evitada, € uma prioridade e a0 mesmo tempo um desafio
(GRIFFITH; DALEY, 2022). Agentes parenterais como imipenem, cefoxitina e tigeciclina
podem ser utilizados, bem como os antimicrobianos orais linezolida, clofazinamida,
sulfametoxazol-trimetoprima, quinolonas (ciprofloxacina, moxifloxacina, levofloxacina) e
derivados de tetraciclina (doxiciclina, minociclina) (PASIPANODYA et al., 2017; KWAK et
al., 2019). No entanto, enfatiza-se que a melhor combinacédo de antimicrobianos para a fase de
manutencdo do tratamento permanece desconhecida (GRIFFITH; DALEY, 2022).

O esquema terapéutico recomendado pelo Ministério da Saude para o tratamento de

doencas causadas por MNT no Brasil tem duracéo total de pelo menos 18 meses, ou 12 meses
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apos a conversao bacterioldgica, exceto para as RGM. Para essas micobactérias, o periodo de
12 ou 18 meses corresponde a fase de manutengdo, que é iniciada apos a fase de ataque, que
tem duracéo de 3 meses (Tabela 6) (BRASIL, 2021).

Tabela 6. Esquema terapéutico indicado para o tratamento de doengas causadas por complexo
M. avium, M. kansasii e complexo M. abscessus pelo Ministério da Saude.

Espécie

Antimicrobianos

CMA

M. kansasii

CMAB

Esquema geral para apresentacao clinica sem complicacdes
Claritromicina?, rifampicina® (isolada ou, quando indisponivel, em
dose fixa combinada com isoniazida) e etambutol

Esquema para apresentacao clinica grave e cavitaria
Amicacina® (por 3 a 6 meses, dependendo da evolucédo clinica),
claritromicina, rifampicina® (isolada ou, quando indisponivel, em
dose fixa combinada com isoniazida) e etambutol

Esquema geral para apresentacdo clinica sem complicacfes
(quando TSA néo realizado)
Rifampicina® em dose fixa combinada com isoniazida, etambutol e
claritromicina

Esquema geral para apresentacdo clinica sem complicacfes
(quando sensivel a rifampicina)
Rifampicina® em dose fixa combinada com isoniazida® e etambutol

Esquema geral para apresentacdo clinica sem complicacbes
(quando resistente a rifampicina)
Isoniazida, etambutol e claritromicina

Esquema para apresentacao clinica grave e cavitaria
Amicacina® (por 3 a 6 meses, dependendo da evolucédo clinica),
rifampicina® em dose fixa combinada com isoniazida, etambutol e
claritromicina.

Esquema geral para todas as apresentacfes clinicas (fase de
ataque)
Amicacina injetavel, tigeciclina, imipenem ou eritromicina,
claritromicina® e clofazimina

Esquema geral para todas as apresentacfes clinicas (fase de
manutencao)
Amicacina inalatdria, claritromicina®, clofazimina e moxifloxacina

7 Adaptado de Brasil (2021). CMA = Complexo M. avium; CMAB = Complexo M. abscessus;

8  TSA =teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.
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2 A claritromicina deve ser substituida por azitromicina em casos de intolerancia ou em caso de
fibrose cistica;

b A rifampicina deve ser substituida por rifabutina em pessoas com HIV/AIDS em caso de
incompatibilidade com os antirretrovirais.

¢ O uso de amicacina inalatéria deve ser considerada caso haja dificuldade de administragdo de
medicacéo injetavel.

d A isoniazida por ser substituida por claritromicina na impossibilidade de sua utilizagéo.

¢ No caso de resisténcia a CLA, 0 esquema terapéutico deve ser reavaliado.

No Brasil, estudos corroboram que 0 sucesso terapéutico de infeccGes causadas por
MNT depende do agente etiolégico. Em um estudo conduzido no sul do pais, observou-se que
pacientes infectados com CMA e M. kansasii apresentaram uma taxa de cura de 60,7% e 73,3%,
respectivamente. Quanto a infec¢do por CMAB, o tratamento é complexo e muitas vezes a cura
da doenca ndo pode ser atingida, sendo a melhora clinica um resultado suficientemente
satisfatorio. Dessa forma, no mesmo estudo, cerca de 70% dos casos de doenca pulmonar por
CMAB apresentaram estabilidade da doenca (CARNEIRO et al., 2018). Resultado semelhante
foi observado por Monteiro et al. (2018), cujo estudo apontou que, a doenga pulmonar causada
pelo CMAB possui menor chance de sucesso terapéutico, maior chance de se ter que realizar
mudancas no esquema de antimicrobianos utilizados e maior chance de recorréncia da infeccéo,
guando comparada a doenca pulmonar ocasionada por outras espécies de MNT (MONTEIRO
etal., 2018).

2.5. Resisténcia aos antimicrobianos

A complexidade do tratamento das infec¢cdes causadas pelas MNT esta intimamente
relacionada a resisténcia aos antimicrobianos. A parede celular micobacteriana rica em lipidios
tém um importante papel na resisténcia intrinseca desses microrganismos aos antimicrobianos,
uma vez que proporciona impermeabilidade (NASIRI etal., 2017; SAXENA; SPAINK; FORN-
CUNI, 2021). Esta parede celular, além de garantir protecdo contra compostos hidrofilicos,
também assume um importante papel na patogénese e sobrevivéncia desses organismos. Dessa
forma, proteinas responsaveis pela sintese e manutencdo da parede celular micobacteriana
acabam sendo importantes alvos para antimicrobianos (ABRAHAMS; BESRA, 2016).

Outro componente importante da resisténcia intrinseca aos antimicrobianos sdo as

bombas de efluxo. As bombas de efluxo sdo proteinas transmembranas que atuam expelindo
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moléculas dos antimicrobianos do interior da célula micobacteriana, mantendo-as em
concentragdes subinibitérias, diminuindo a sua eficacia clinica (NASIRI et al., 2017; RINDI,
2020). Diversas bombas de efluxo ja foram identificadas em micobactérias (NASIRI et al.,
2017; RINDI, 2020). Em cepas do CMA e CMAB, por exemplo, a resisténcia a azitromicina e
claritromicina pode ser conferida através de transportadoras das familias ABC e MFS (GUO et
al., 2020; MACHADO et al., 2015; SCHMALSTIEG et al., 2012; VIANNA et al., 2019), e aos
antimicrobianos bedaquilina e clofazimina através de transportadoras da familia RND
(ALEXANDER et al., 2017; GUTIERREZ et al., 2019), por meio da superexpressio de genes.
Nesse sentido, diversos compostos vém sendo testados in vitro como possiveis inibidores de
bombas de efluxo, sendo promissores para atuarem como adjuvantes ao tratamento das
micobacterioses, aumentando a eficacia dos antimicrobianos disponiveis (MARTIN et al.,
2020; MENICHINI; LARI; RINDI, 2020; VIANNA et al., 2019).

A resisténcia intrinseca também pode ser alcancada pela modificacdo do
antimicrobiano, bem como alteragdes no seu sitio de acdo. Cepas do CMAB, por exemplo,
possuem o gene erm, intimamente ligado a resisténcia intrinseca a claritromicina, eritromicina
e cetolideos. O erm(41) é um gene induzivel que codifica para uma metilase que atua em
nucleotideos do 23S rRNA, inibindo a ligacdo dos macrolideos. Cabe ressaltar que o gene
erm(41) presente em M. abscessus subsp. massiliense € menor que o gene das outras
subespécies devido a delecdo de 276 pb, gerando uma metilase ndo funcional. Portanto,
resisténcia induzida a claritromicina mediada pelo gene erm(41), observada em isolados de M.
abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii expostos a esse antimicrobiano por
periodo prolongado, ndo ocorre em M. abscessus subsp. massiliense (KIM et al., 2010; NASH,;
BROWN-ELLIOTT; WALLACE, 2009).

Dessa forma, a presenca de erm(41) funcional em isolados do CMAB contribui para a
falta de eficacia dos tratamentos a base de macrolideos. No entanto, cabe ressaltar que existem
isolados de M. abscessus subsp. abscessus e de M. abscessus subsp. bolletii em que a resisténcia
induzida a claritromicina ndo é observada. Isso ocorre devido uma mutacao pontual no gene
erm(41): a transicdo de T para C na posicao 28 (T28—C) estd relacionada a perda da
funcionalidade da metilase produzida (KIM et al., 2010; NASH; BROWN-ELLIOTT,;
WALLACE, 2009).

Além disso, mutacdes pontuais espontaneas em genes que codificam alvos dos
antimicrobianos, causando alterago na sua estrutura e no sitio de ligagdo com o antimicrobiano,
podem conferir resisténcia adquirida. Em diversos isolados de MNT, a resisténcia adquirida a

macrolideos esta relacionada a uma mutacdo nas posi¢cdes 2058 ou 2059 do gene rrl, que
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codifica 0 23S rRNA, inclusive em isolados de CMA, CMAB e M. kansasii (BASTIAN et al.,
2010; BURMAN et al., 1998; MEIER et al., 1994; MEIER et al., 1996;). Em relacdo aos
aminoglicosideos, importantes para o tratamento de CMA e CMAB, a resisténcia pode ser
adquirida através de mutacéo pontual do gene rrs, que codifica 0 16S rRNA. Essas mutaces ja
foram encontradas em isolados de CMAB (posi¢Oes 1406, 1408, 1409, 1491 ou 1498) e CMA
(posigdes 1408, 1491 ou 1496) (BROWN-ELLIOTT et al., 2013; KIM et al., 2021b; NESSAR
etal., 2011; PRAMMANANAN et al., 1998).

Mutacdes adquiridas relacionadas a resisténcia a rifampicina, antimicrobiano usado no
tratamento de M. kansasii e CMA, ocorrem principalmente por mutagdes no gene rpoB
semelhantes as encontradas em CMTB, mais especificamente na regido RRDR (de rifampicin
resistance-determining region) (HUH et al., 2019b). Mutacdes nos codons 513, 526 e 531 ja
foram reportados para isolados de M. kansasii (KLEIN; BROWN; FRENCH, 2001), sendo a
mutacdo do cédon 531 também ja encontrada em isolados de M. avium (WILLIAMS et al.,
1994). No entanto, cepas sem mutacdes na regido RRDR com resisténcia fenotipica a
rifampicina ja foram relatadas, e isso reforca a necessidade de considerar outros mecanismos
de resisténcia (OBATA et al., 2006) e estudar outras regides do gene rpoB (HUH et al., 2019b).

2.6. Identificacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Sabendo que as diferentes espécies e subespécies de MNT podem variar quanto ao perfil
de suscetibilidade aos antimicrobianos, a sua determinacdo € fundamental para a
implementacdo do tratamento adequado (AONO et al., 2019; GRIFFITH et al., 2007).
Atualmente, métodos moleculares ja vém sendo empregados para a deteccao de resisténcia em
MNT de importancia clinica, como LPA, ensaios de PCR e sequenciamento de genes (AONO
etal., 2019; HUH et al., 2019a; KIM et al., 2010). Embora a deteccdo molecular de resisténcia
seja utilizada, TSA fenotipicos permanecem como referéncia, pois ainda existem lacunas nas
informacdes referentes a genes e mutagdes relacionados a resisténcia fenotipica. Dessa forma,
recomenda-se 0 uso de métodos moleculares como forma de triagem inicial (FORBES et al.,
2018).

Neste cenario, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) preconiza a
realizacdo de ensaios de microdiluicdo em caldo em isolados clinicamente significativos (isto
g, isolados que atendem aos critérios da ATS/IDSA para serem considerados causadores de
doenca) (CLSI, 2018). Nesse método, sdo feitas diluicbes seriadas (de 2 vezes) do

antimicrobiano no meio de cultivo liquido em placas de 96 pocos, possibilitando a determinagéo
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da concentragdo inibitéria minima (CIM), definida como a menor concentracdo do
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento de mais de 99% dos microrganismos. A partir do
valor da CIM, o perfil dos isolados frente ao antimicrobiano testado é classificado como
sensivel, intermediario ou resistente, se baseando em pontos de corte previamente determinados
(BROWN-ELLIOTT; WOODS, 2019; CLSI, 2018).

O ensaio de microdiluicdo seriada e realizado a partir de isolados clinicos, 0 0s
resultados podem ser lidos entre 0 7° e 14° dia de ensaio para SGM e entre 0 3° e 0 5° dia de
ensaio para RGM, exceto quando se busca determinar o perfil de suscetibilidade a macrolideos
em cepas do CMAB. Nesse caso, devido a possibilidade de inducdo de resisténcia mediada pelo
gene erm(41) em M. abscessus subsp. abscessus e em M. abscessus subsp. bolletii, para cepas
gue se mostram sensiveis a claritromicina na leitura inicial dos resultados, o ensaio é
prolongado por até 14 dias (BROWN-ELLIOTT; WOODS, 2019; CLSI, 2018).

Como vantagem, os ensaios de microdiluicdo em microplacas permitem a testagem de
varios isolados e antimicrobianos simultaneamente (LEE et al., 2007). Dessa forma, nos ultimos
anos, ensaios comerciais baseados em microdilui¢ao foram desenvolvidos, como o Sensititre™
SLOMYCO e o Sensititre™ RAPMYCO (Trek Diagnostic Systems Ltd, Reino Unido), e vem
sendo utilizados para identificar o perfil aos antimicrobianos frente a cepas de MNT SGM e
RGM, respectivamente. Tratam-se de ensaios promissores para serem implementados na rotina
diagndstica, porém mais estudos avaliando-os sdo necessarios (BABADY et al., 2010;
CARVALHO et al., 2021; CAVUSOGLU; GURPINAR; ECEMIS, 2012; CHAZEL et al.,
2016; LITVINOV et al., 2018).

A leitura dos resultados dos ensaios de microdiluigdo em caldo gerados pelo teste in-
house preconizado pelo CLSI e pelos testes comerciais apresentam limitagdes. Pelo método in-
house, a leitura dos resultados € realizada através da visualizacdo da turbidez gerada pelo
crescimento bacteriano (com ou sem auxilio de espectrofotometro) (CLSI, 2018), porém
algumas cepas podem ndo formar grumos bem definidos no fundo dos pogos, tornando a
interpretacdo da CIM dificil e mais propensa a erros (LEE et al., 2007). J& nos ensaios
comerciais, a leitura dos resultados pode ser realizada semelhantemente a olho nu (CHAZEL
et al.,, 2016) ou de forma automatizada, sendo necessario um equipamento adicional
(Sensititre™ Vizion™) (LITVINOV et al.,, 2018). Dessa forma, o uso de indicadores
colorimétricos de viabilidade celular vem sendo introduzido nestes ensaios como forma de
simplificar e otimizar a visualizacdo dos resultados (CARVALHO et al., 2021; PARK et al.,
2009; RAMIS et al., 2015; SHARMA et al., 2021).



© 00 N oo o b~ W N e

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

35

Apesar de diversos indicadores colorimétricos de viabilidade celular estarem
disponiveis para uso in vitro, os TSA colorimétricos padronizados para micobactérias séo
majoritariamente voltados para o CMTB, principalmente para a deteccdo de cepas
multirresistentes (KONTSEVAYA et al., 2019; MARTIN; PORTAELS; PALOMINO, 2007).
Alguns destes indicadores acabam sendo adaptados para as MNT, e nesse cendrio, a resazurina
é 0 mais utilizado para TSA com isolados de MNT, seguida dos sais de tetrazolio. O uso de
ambos indicadores é baseado em uma reacdo de oxirreducdo na presenca de células
metabolicamente ativas. Essa reacdo gera mudanca de coloracdo do meio (de azul para rosa,
para a resazurina, e de transparente para roxo ou vermelho, para sais de tetrazolio), sendo essa
mudanca proporcional ao crescimento bacteriano (GOMEZ-FLORES et al., 1995; OMS, 2015;
RAMIS et al., 2015).

Para as MNT, ensaio de microdiluicdo seriada em caldo utilizando resazurina, mais
conhecido como REMA (de Resazurin Microtiter Assay), foi inicialmente padronizado para
identificar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos utilizados no tratamento frente a
cepas do CMA, do CMAB, e de outras RGM, apresentando elevada concordancia com o
método preconizado pelo CLSI (CASTILHO et al., 2015; JADAUN et al., 2007; RAMIS et al.,
2015). A partir disto, o REMA, além de permanecer sendo usado para esse propdésito
(CARVALHO et al., 2021; SHARMA; MALHOTRA; KHANDELWAL, 2021), tem sido
amplamente utilizado para a avaliagdo da atividade de novos compostos como antimicrobianos
ou inibidores de bombas de efluxo em cepas de diferentes espécies de MNT (AGUILAR-
AYALA et al., 2017; MARTIN et al., 2019; MARTIN et al., 2020; PORTELL-BUJ et al.,
2019).

Em relagdo aos sais de tetrazélio, quatro destes ja foram utilizados para TSA baseados
em microdiluicdo em caldo em isolados de MNT: o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazélio (MTT) (GOMEZ-FLORES et al., 1995; VIANNA et al., 2019), o cloreto de
2,3-difenil-5-tienil-(2)-tetrazélio (STC) (LEE et al., 2007; PARK et al., 2009), o 2,3-bis(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) e o sal de sodio de 2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-dissulfofenil)-2H-tetrazélio (WST-1) (TSUKATANI et al.,
2015). No entanto, para 0 WST-1 e o XTT, o Unico estudo propde a leitura dos resultados
somente atraves de um leitor de microplacas (TSUKATANI et al., 2015).

Os sais de tetrazolio podem ser soltveis ou insollveis em agua. Diferentemente do
WST-1 e do XTT, o0 MTT e o STC sdo sais insoltveis em &gua, portanto, formam precipitados
escuros quando reduzidos. Dessa forma, o uso desses indicadores geralmente esta associado a

agentes solubilizantes, como o dodecil sulfato de sodio, para que a coloragdo avermelhada seja
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dissipada homogeneamente nos pocos e seja visualizada (GOMEZ-FLORES et al., 1995; LEE
et al., 2007). De modo geral, 0 uso dos indicadores colorimétricos (resazurina, MTT e STC)
apresenta elevada concordancia com o ensaio de microdiluicdo em caldo utilizando a leitura
visual da turbidez.

Além dos TSA colorimétricos ja padronizados para MNT, alguns indicadores utilizados
para ensaios com CMTB podem ser promissores para estas micobactérias. Entre estes estd o
cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio, um sal de tetrazolio que é reduzido a formazan vermelho e
insolivel em &gua na presenca de células metabolicamente ativas. Para micobactérias, o TTC
foi previamente proposto em TSA para CMTB e possibilitou a deteccdo de resisténcia a
isoniazida e rifampicina (MOHAMMADZADEH et al., 2006; SHINU et al., 2016). Dessa
forma, a avaliacdo desse sal de tetrazdlio em TSA frente a cepas de MNT serd abordada na

presente dissertacao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) como indicador colorimétrico de viabilidade

celular para a determinacao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em cepas de MNT.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar um TSA utilizando o TTC como indicador colorimétrico frente a cepas de
referéncia de CMAB, CMA e M. kansasii;

e Avaliar o TSA utilizando o TTC como indicador colorimétrico frente a isolados clinicos
do CMAB, CMA e M. kansasii, utilizando a leitura visual da turbidez como padréo-ouro;

e Avaliar o TSA utilizando o TTC como indicador colorimétrico para a deteccdo de
resisténcia induzida a claritromicina em isolados clinicos do CMAB, utilizando a leitura

visual da turbidez como padrdo-ouro.
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Highlights:
e TTC is a promising tetrazolium salt to be used as a colorimetric indicator;
e TTC assay is able to identify antimicrobial resistance in nontuberculous mycobacteria;

e TTC assay allows an easier, more reliable and safer reading of results.
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ABSTRACT

Infections caused by nontuberculous mycobacteria (NTM) are being increasingly reported and
are complex to treat. In this context, the identification of the antimicrobial susceptibility profile
of NTM strains is essential for the adoption of the correct treatment. Thus, the aim of the present
study was to propose and evaluate an antimicrobial susceptibility testing (AST) using the 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride (TTC) as a colorimetric indicator against Mycobacterium
abscessus complex (MABC), M. avium complex (MAC), and M. kansasii strains, main NTM
of clinical relevance. For this, 3 reference strains and 51 clinical isolates were tested against
clarithromycin, amikacin, ciprofloxacin, cefoxitin, doxycycline, moxifloxacin, trimethoprim-
sulfamethoxazole and rifampicin. The results obtained demonstrated that the assay using TTC
and the broth microdilution method recommended by the Clinical & Laboratory Standards
Institute had essential agreement above 91%, 92%, and 100%, and categorical agreement above
76%, 84% and 85%, for antimicrobials tested against MABC, MAC and M. kansasii strains,
respectively. In addition, the test using TTC had agreement 100% for the detection of induced
resistance to macrolides against MABC. In conclusion, TTC showed to be a promising
colorimetric indicator of cell viability to be used in AST for NTM, allowing an easier, more

sensitive, more reliable and safer reading of results.

Keywords: formazan, minimum inhibitory concentration, Mycobacterium, tetrazolium salt.
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1 INTRODUCTION

Infections caused by nontuberculous mycobacteria (NTM) have been increasingly
reported worldwide. NTM are widely distributed in the environment and despite to be mostly
saprophytes, some species are clinical importance. The Mycobacterium abscessus complex
(MABC; including M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense, M.
abscessus subsp. bolletii), the M. avium complex (MAC; including M. avium and M.
intracellulare) and M. kansasii are among the main species causing infections in humans (Jeon,
2019; Zweijpfenning et al., 2018). These infections are characterized by being opportunistic,
mainly affecting immunocompromised individuals. In addition, NTM infections often manifest
as pulmonary disease, although it also affects extrapulmonary sites or presents as disseminated
infection (Griffith et al., 2007; Mota et al., 2020).

The treatment of these infections is based on the administration of multiple
antimicrobials, and varies according to the species/subspecies of NTM. In general, the treatment
is highly complex, have extended duration and is associated with toxicity in patients. Moreover,
NTM strains can acquire resistance to antimicrobial agents (Daley et al., 2020; Griffith et al.,
2007). Thus, in addition to identifying the NTM causing the infection, the identification of
susceptibility profile to the antimicrobials commonly used in its treatment is essential for the
implementation of the appropriate therapy (Brown-Elliott and Woods, 2019). For this, the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recommends performing an antimicrobial
susceptibility testing (AST) based on serial microdilution in cation-adjusted Mueller Hinton
(MH) broth. This assay is performed from bacterial cultures, and the reading of the results
occurs between 3 to 5 days for rapidly growing mycobacteria (RGM), and can extend up to 14
days for the detection of macrolide resistance, and between 7 to 14 days for slowly growing

mycobacteria (SGM) (CLSI, 2018).
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In the CLSI method, the minimum inhibitory concentration (MIC) is determined by
visualizing bacterial growth through the turbidity of the wells (CLSI, 2018). In this sense, the
MIC interpretation can be difficult and error prone due to variations in growth appearance. For
example, some strains may not form well-defined clumps at the bottom of the wells. The use of
colorimetric indicators in these assays involves a redox colorimetric reaction from
metabolically active cells and has been suggested because, in the presence of bacterial growth,
the endpoints are easily visualized by changing the color of the culture medium (Lee et al.,
2007; Ramis et al., 2015; Sharma et al., 2021). Like resazurin (Castilho et al., 2015; de Carvalho
et al., 2016; Ramis et al., 2015; Sharma et al., 2021), tetrazolium salts have been standardized
as cell viability indicators in AST against NTM strains and showed promise for this purpose
(Gomez-Flores etal., 1995; Lee et al., 2007; Park et al., 2009; Tsukatani et al., 2015). The 2,3,5-
triphenyl tetrazolium chloride (TTC) is a tetrazolium salt that never before evaluated against
NTM. Thus, the aim of the present study was to propose and evaluate an AST using the TTC

as a colorimetric indicator for MABC, MAC, and M. kansasii strains.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Strains

A total of 54 NTM strains were included in the study. Of these, 3 were reference strains
(M. abscessus ATCC 19977, M. avium 03057HC, and M. kansasii ATCC 12478) and 51 were
clinical isolates (22 isolates of M. abscessus subsp. abscessus, 8 isolates of M. abscessus subsp.
massiliense, 3 isolates of M. abscessus subsp. bolletii, 6 isolates of M. avium, 6 isolates of M.
intracellulare, and 6 isolates of M. kansasii). As quality control, reference strains of

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and M. marinum (ATCC 927) were used for RGM
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and SGM assays, respectively, as recommended by CLSI (2018). The strains were stored at -
70°C at the Mycobacterial Laboratory of the Federal University of Rio Grande (Rio Grande do
Sul, Brazil), and were subcultured in Ogawa-Kudoh medium. Experimental activities were
carried out using strains of RGM and SGM with up to 10 and 21 days of growth, respectively,

and bacterial inoculum were prepared at 0.5 McFarland scale, diluted 1:10 in culture medium.

2.2 Antimicrobials

MABC strains were tested against clarithromycin (CLR; Sigma-Aldrich, USA, code
PHR1038), amikacin (AMK; Sigma-Aldrich, code A2324), ciprofloxacin (CIP; Biochemika,
code 17850), cefoxitin (FOX; Sigma-Aldrich, code C4786), doxycycline (DOX; Sigma-
Aldrich, code D9891), moxifloxacin (MXF; Sigma-Aldrich, code SML1581), and
trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT; Sigma-Aldrich, codes T7883 and S7507). MAC strains
were tested against AMK and CLR, and M. kansasii strains were tested against rifampicin (RIF;
Sigma-Aldrich, code R3501) and CLR. Antimicrobials stock solutions were prepared according
to the manufacturer's instructions at 10 mg/mL (for AMK, CIP, CLR, FOX, DOX, SXT), 5
mg/mL (for MXF), and 1 mg/mL (for RIF). All stock solutions were stored at -20°C until used.
Working solutions were prepared at 4x the final higher test concentration in cation-adjusted

MH broth.

2.3 TTC preparation

TTC is a non-sulfonated tetrazolium salt that is colorless when dissolved in water. When

reduced, it forms red water-insoluble formazan, requiring the use of solvents for its

solubilization (STOCKERT et al., 2018; BRAISSANT et al., 2020) (Figure 1). In this study,
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TTC (Dindmica Quimica, Brazil, code 1022) was prepared in sterile distilled water at a
concentration of 5 mg/mL with 5% of Tween 80, as already used for other tetrazolium salts
(Caviedes et al., 2002; Wan Nor Amilah et al., 2016). The final solution was stored in an amber

bottle at 4°C until used.

N N
-
N \ Reduction u/ \
—_— + HCI
NL._.__-:-._ N —
N N
Cl™
TTC Formazan
Colorless Red
Water soluble Water insoluble

Figure 1. Reduction of TTC by oxidoreductases and dehydrogenases of metabolically active

cells.

2.4 Antimicrobial susceptibility testing for MABC strains

Each MABC strain was submitted to a broth microdilution assay without TTC (gold
standard) and a broth microdilution assay with TTC (except for CLR, in which two TTC assays
were performed) simultaneously. All AST was performed using 96-well microtiter plates.
Initially, sterile distilled water was added to the all perimeter wells to prevent evaporation from
the test wells. In the assay, one hundred microliters of cation-adjusted MH broth were added to
each well. After, 100 uL of antimicrobial working solution was added to the first line for

performing serial two-fold dilutions of its respective column. In each well, 100 pL of inoculum
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diluted 1:10 was added. Negative control (with only 200 pL of broth) and positive control
(without antimicrobial, with only 100 uL of broth and 100 uL of inoculum) wells were added
to each prepared plate.

The plates were covered, sealed in a plastic bag, and incubated at 37°C in a normal
atmosphere. Although CLSI guidelines recommend that MABC strains be incubated also at
30°C, all strains included in the present study showed good growth at 37°C. In addition, we
evaluated the incubation of MABC strains at 30°C in a pilot study and there were no significant
differences when compared to incubation at 37°C (data not shown).

In TTC assay for AMK, CIP, FOX, DOX, MXF, SXT, twenty microliters of the TTC
solution were added to the wells on day 2 of incubation (48h after initial incubation). The MIC
was defined in both assays on day 3 (72h after initial incubation). For CLR, two TTC assays
was performed. In the first, twenty microliters of the TTC solution were added to the wells on
day 4 of incubation and the results reading was performed on day 5 (CLR Day5). The first
reading of the results was performed on day 5 of incubation because this is the last day for the
detection of CLR resistance in the diagnostic routine without the need for prolonged incubation,
according to the CLSI. In the second assay, twenty microliters of the TTC solution were added
to the wells on day 13 of incubation and the results reading was performed on day 14 (CLR
Day14). This assay was performed for the detection of CLR-induced resistance and only strains
that were not resistant in the initial reading were included.

The reading of the gold standard assay was performed through the visualization of
turbidity in wells with bacterial growth, according to the CLSI guidelines (CLSI, 2018), while
the reading of the TTC assay was performed through the visualization of red color (the
concentration of the last well without red staining represented the MIC of the antimicrobial)
(Figure 2). The reading of both assays was performed at the same time. The MIC was defined

as the lowest concentration of the antimicrobial agent capable of inhibiting bacterial growth.
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Based on the MIC results obtained, the strain profiles were determined. All assays were

performed in duplicate, and if there were discordant results, the assay was repeated.

4

@)

\‘ s v \\@

Figure 2. Representation of wells with and without TTC. Columns (C) 1, 2 and 3: wells with
TTC, red staining indicate bacterial growth. Column 4: wells without TTC addition, wells with

turbidity indicate bacterial growth.
2.5 Antimicrobial susceptibility assay for MAC and M. kansasii strains

Each SGM strain was submitted to two different assays simultaneously. The first assay
was performed without adding the colorimetric indicator (gold standard), according to CLSI,
while the second assay corresponded to an assay with TTC addition on day 7 of incubation.
Both assays were performed to determine the susceptibility to AMK and CLR in MAC strains,
and to RIF and CLR in M. kansasii strains. Reading of results was performed on day 9 of
incubation. These AST were performed similarly to the MABC (Section 2.4), except for the
broth used (cation-adjusted MH broth supplemented with 5% OADC), the time of addition of

the colorimetric indicator and the day of reading the results.
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2.6 Results analysis

The MIC values of TTC assay and gold standard were read and interpreted at the same
time. From the MIC values obtained, the susceptibility profile of the strains was classified as
susceptible, intermediate or resistant to antimicrobial agents, according to Table 1. The MIC
values and interpretative categorical results obtained by assays using TTC as a colorimetric
indicator were compared with the microdilution method with visual turbidity reading (gold
standard). For this, essential and categorical agreements were determined. Essential agreement
represented the percentage of strains that had the same MIC value or plus and minus one
dilution step (£1 log dilution). Categorial agreement represented the percentage of strains with
the profile in agreement between the methods. Categorical disagreements were classified as
very major error (resistant strains by TTC assay but susceptible by gold standard), major error
(susceptible strains by TTC assay but resistant by gold standard) and minor error (intermediate
strains by TTC assay but resistant or susceptible by gold standard or vice versa) (Rahman et al.,

2004; Ramis et al., 2015).

Table 1. Range of antimicrobial agents concentrations used in the assays and broth

microdilution interpretive criteria for MABC, MAC and M. kansasii.

MIC breakpoints for category

SpeCi Antimicrobial ~ Concentrations (ng/mL)
pecie agent range (ng/mL)
S | R
M. abscessus AMK 256 - 8 16 32 > 64
complex cIp 16-0.5 <1 2 >4
CLR 32-1 <2 4 8
FOX 512 -16 16 32-64 > 128

DOX 16-05 <1 2-4 >8
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MXF 16-0.5 <1 2 >4
STX 16/304-05/95  <2/38 i > 4/76
ML avium AMK 256 - 8 <16 32 > 64
complex CLR 128 - 4 <8 16 >32
M. kansasii RIF 8-0.25 <1 - >2
CLR 128 - 4 <8 16 >32

AMK = amikacin; CLR = clarithromycin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX =
doxycycline; MXF = moxifloxacin; SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; RIF = rifampicin;

S = susceptible; | = intermediate; R = resistant. Adapted from CLSI (2018).

3 RESULTS

The MIC results for each assay can be found in Appendix Tables A.1, A.2 and A.3.
According to the gold standard method, 100% (34/34) of MABC strains were resistant to CIP,
MXF and SXT, 97.1% (33/34) were resistant to DOX and 2.9% (1/34) was resistant to AMK.
For FOX, 2.9% (1/34) of the MABC strains presented a susceptible profile, 76.5% (26/34)
presented an intermediate profile and 20.6% (7/34) presented a resistant profile. In addition, for
CLR, 47.1% (16/34) of the MABC strains were susceptible to CLR on the 5" day of incubation,
while 23.5% (8/34) and 29.4% (10/34) showed an intermediate and resistant profile,
respectively. When we evaluated the induced resistance with the strains susceptible and with
intermediate resistance to CLR, 29.2% (7/24) remained susceptible and 70.8% (17/24) strains
turned resistant in the reading performed on the 14" day of incubation.

For most antimicrobials tested for MABC, the essential agreement between gold
standard assay and TTC assay was 100%, except for FOX, MXF and CLR Day5. Moreover,
about the categorical agreement, this was 100% just for AMK, DOX, SXT and CLR Day14

(Tables 2 and 3). One minor error was found for CIP, and although this strain did not present
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essential disagreement because the MIC values differed only by one plate well, this difference
was sufficient to change the susceptibility profile. Eight minor errors were observed for FOX,
however only two of which resulted from essential disagreement. Two minor errors and a very
major error were observed for MXF, all of which were caused by MIC with differences of two
plate wells. In relation to CLR Day5, three minor errors (not included in the essential

disagreements) and one very major error were observed.

Table 2. Number of MABC strains with differences in MIC values and essential agreement

between TTC assay and the gold standard.

- . Plate wells (dilutions) of difference? Essential
Antimicrobial
s agreement
agen 0 1 2 23 +4 5 16 (%)
AMK 33 1 0 0 0 0 0 100%
CIP 24 9 0 0 0 0 0 100%
FOX 23 9 2 0 0 0 0 94.1%
DOX 34 0 0 0 0 0 0 100%
MXF 29 2 3 0 0 0 0 91.2%
STX 33 1 0 0 0 0 0 100%
CLR Day5 27 6 1 0 0 0 0 97.1%
CLRDay14® 24 0 0 0 0 0 O 100%

aStrain with 0 (identical MIC) or £1 (one plus or minus dilution step of difference) was essential
concordant in the methods. ® For the prolonged incubation assay with CLR (CLR Day14), only
the 24 strains that did not show a resistant profile at the first reading (CLR Day5) by the gold
standard assay were included. AMK = amikacin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX
= doxycycline; MXF = moxifloxacin; SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; CLR =

clarithromycin.
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192  Table 3. Antimicrobials susceptibility profile against 34 MABC strains and categorical

193  agreement between TTC assay and the gold standard.

Gold-standard

Ant;rgé(r:]rtgbial method (n) TTC assay (n) | Err.ors (n) | (;gige(r)r:j;atl
S w5 ook Mt vy )
AMK 33 0 1 33 0 1 0 0 0 100%
CIP 0 0 34 0 1 33 1 0 0 97.1%
FOX 1 26 7 2 32 0 8 0 0 76.5%
DOX 1 0 33 1 0 33 0 0 0 100%
MXF 0 0 34 1 2 31 2 0 1 91.2%
STX 0 434 0 24 34 0 0 0 100%
CLR Day5 16 8 10 13 9 12 3 0 1 88.2%
CLR Day14® 7 0 17 7 0 17 0 0 0 100%

194  2There is no intermediate profile for SXT according to CLSI guidelines. ® For the prolonged
195  incubation assay with CLR (CLR Day14), only the 24 strains that did not show a resistant
196  profile at the first reading (CLR Day5) by the gold standard assay were included. AMK =
197  amikacin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX = doxycycline; MXF = moxifloxacin;
198 SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; CLR = clarithromycin; S = susceptible; | =
199  intermediate; R = resistant.

200

201 In relation to SGM strains, according to the gold standard method, 100% (13/13) of
202  MAC strains were susceptible to AMK, and 92.3% (12/13) to CLR (the exception was with one
203 M. intracellulare strain). About M. kansasii, all strains (7/7) were susceptible to CLR, and
204  85.7% (6/7) were susceptible to RIF. Against MAC, the assays showed 100% of essential and
205  categorical agreement for AMK. For CLR, the essential and categorical agreement were 92.3%
206  and 84.6%, respectively. In this case, one minor error (represented by a strain with one plate

207  well of difference) and one very major error (represented by a strain with essential disagreement
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208  of five plate wells of difference) were observed. Regarding M. kansasii, the assays showed

209  100% of essential and categorical agreement for CLR, and these agreements were 100% and

210  85.7% for RIF, respectively. One major error was observed, although this strain did not

211  represent essential disagreement as the MIC values differed only by one plate well (Tables 4

212 andb).

213

214  Table 4. Number of SGM strains with differences in MIC values and essential agreement

215  between TTC assay and the gold-standard.

. . Dilutions steps of difference? Essential
. Antimicrobial
Specie s agreement
agen 0 1 +2 3 +4 15 16 (%)
M. avium AMK 13 0 0 0 0 0 0 100%
complex
(n=13) CLR 11 1 0 0 0 1 0 92.3%
M. kansasii RIF 6 1 0 0 0 0 0 100%
(n=17) CLR 7 0 0 0 0O 0 0 100%

216  #Strain with O (identical MIC) or +1 (one plus or minus dilution step of difference) was essential

217  concordant in the methods. AMK = amikacin; CLR = clarithromycin; RIF = rifampicin.

218

219  Table 5. Antimicrobials susceptibility profile against SGM strains and categorical agreement

220  between TTC assay and the gold standard.

Gold-standard  TTC assay

Errors (n)
o method (n) (n) Categorical
. Antimicrobial
Specie agents _ _ Very agreement
s | R S | R Minor Major oo (%)
error  error
error
M. avium AMK 13 0 0 13 0 O 0 0 0 100%
complex
(n = 13) CLR 2 0 1 11 1 1 1 0 1 84.6%
M. kansasii RIF 6 -2 1 7 -2 0 0 1 0 85.7%
(n=17) CLR 7 0 0 7 0 0 O 0 0 100%
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8There is no intermediate profile for RIF according to CLSI guidelines. AMK = amikacin; CLR

= clarithromycin; RIF = rifampicin; S = susceptible; | = intermediate; R = resistant.

4 DISCUSSION

In the present study, an AST for NTM was proposed and evaluated, using a tetrazolium
salt as a colorimetric indicator of cell viability. Tetrazolium salts include several compounds,
such as TTC, whose use is based on the redox activity of metabolically active cells (Braissant
et al., 2020; Stockert et al., 2018). TTC is widely used in histological stains for the detection of
ischemic tissues (Chang et al., 2021; Li et al., 2018), and in microbiological assays to identify
resistance to antimicrobial agents (Saviano and Lourengo, 2018; Veiga et al., 2019). For
mycobacteria, TTC was previously tested in M. tuberculosis AST on tube and microplate
format (De Logu et al., 2001; Mohammadzadeh et al., 2006; Shinu et al., 2016). However, to
our knowledge, this is the first study to evaluate its use in AST against NTM strains.

The procedure of TTC assay (preparation of the medium, antimicrobials and bacterial
inoculum) is the same of the gold standard assay, recommended by the CLSI (CLSI, 2018),
except for the addition of the colorimetric indicator. Previous studies suggested the TTC
addition only after adequate bacterial growth in order to avoid possible interference in growth
(Rahman et al., 2014; Veiga et al., 2019). Thus, based on preliminary standardization assays
(data not shown), we proposed adding TTC 24 and 48 hours before reading the results for RGM
and SGM, respectively. TTC provided an easier reading of the results, allowing an identification
more accurate and reliable of MIC endpoints compared to the gold standard.

In this study, TTC assays showed an essential agreement above 91% with the gold
standard in detecting the susceptibility profile to antimicrobials against MABC. About the

categorical agreement, this was above 88% for all antimicrobials, with exception of FOX. High
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agreement with the microdilution assay recommended by CLSI has also been found for other
tetrazolium salts. The assay using 2,3-di-phenyl-5-thienyl-(2)-tetrazolium chloride (STC) as
colorimetric indicator, showed a categorical agreement above 95% for CLR, AMK, CIP, FOX,
DOX, imipenem and sulfamethoxazole against M. abscessus isolates (Lee et al., 2007).

In the present research, a lowest categorical agreement was found for FOX (76.5%). For
this antimicrobial, 23.5% (8/34) of the strains presented minor errors, that means, these strains
were classified with intermediate profile by one assay and resistant/susceptible by other. It is
emphasized that 87.5% (7/8) of these strains had a resistant profile by gold standard assay and
intermediate by TTC assay. Previously, in a colorimetric assay using STC, it had been observed
that the FOX against M. fortuitum, another RGM specie, had a greater number of minor errors
when compared to other antimicrobials (27.3% versus <5.5%) (Lee et al., 2007). Similarly, in
others assays using resazurin as colorimetric indicator in a panel of RGM strains, lower
categorical agreement with the visual reading of turbidity were related to minor errors for FOX
(Carvalho et al., 2021; Ramis et al., 2015).

It is noteworthy that FOX is one of the antimicrobials whose inclusion in the multidrug
regimen depends on the susceptibility profile of the CMAB strain against this antimicrobial in
vitro. In this way, other parenteral agents can be chosen to be introduced into the therapy, for
example imipenem instead of FOX (Daley et al., 2020). Thus, it is observed that expanding the
panel of antimicrobials tested by the method evaluated in the present study may be necessary,
since it is recommended to test the susceptibility profile of an additional number of parenteral
antimicrobials (imipenem and tigecycline), as well as of oral antimicrobials (linezolid and
clofazimine) (Daley et al., 2020).

For detecting resistance to CLR, a categorical agreement of 88.2% was found in CLR
Day5. However, the four strains that showed errors (three minor errors and one very major

error) were resistant to CLR in CLR Day14, and no disagreement between assays was observed.
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It is emphasized that in the initial reading, by the gold standard and the TTC assay, two of these
strains had susceptible and intermediate profile to CLR, one had a susceptible and resistant
profile to CLR and one had an intermediate and resistant profile to CLR, respectively. Thus,
the results obtained demonstrated that the disagreements on initial reading are closely related
to the induction of a change in the profile of these strains to the antimicrobial, and are non-
existent after prolonged incubation.

Regarding antimicrobial susceptibility profiles against MABC, the results obtained in
our study are in agreement with those previously described (de Carvalho et al., 2016; Lee et al.,
2007; Park et al., 2009; Ramis et al., 2015; Sharma et al., 2021). For CLR, the antimicrobial
agent that is the basis of the therapeutic regimen used against MABC infections, initially 47.1%
(16/34) and 23.5% (8/34) MABC strains had susceptible and intermediate profile, respectively.
However, CLR-induced resistance was identified in 70.8% (17/24) of these strains after the
prolonged incubation period, all of which belong to M. abscessus subsp. abscessus. Thus, the
importance of reading on the 14™ day incubation is highlighted to obtain the correct profile of
these strains. CLR-induced resistance can occur in M. abscessus subsp. abscessus and M.
abscessus subsp. bolletii due to the presence of the functional erm(41) gene. This gene is
truncated in strains of M. abscessus subsp. massiliense, therefore, in strains of this subspecies,
phenotypic resistance mediated by this gene, in general, is not observed (Brown-Elliott and
Woods, 2019).

AMK was the most potent antimicrobial for MABC strains, with only one strain
resistant to it. After macrolides, AMK is the most important antimicrobial against MABC, being
essential in cases resistant to macrolides. The other antimicrobials used in association with CLR
and AMK in the treatment of MABC infections should be chosen based on their susceptibility
in vitro (Daley et al., 2020; Griffith and Daley, 2022). Our results showed that most MABC

strains were resistant to CIP, DOX, MXF, and SXT. For FOX, most strains showed an
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intermediate profile, followed by a resistant profile. Thus, the results of this study demonstrated
high rates of antimicrobial resistance against MABC strains, resulting in a reduced number of
effective antimicrobials available and in the complexity of the treatment of these infections.

To evaluate the agreement between the AST against SGM strains, the TTC assay
showed an essential and categorical agreement with the gold standard above of 92% and 84%,
respectively. The results are similar to the study by Tsukatani et al. (2015), who evaluated the
use of the water-soluble 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium monosodium salt (WST-1) in AST against M. avium and M. kansasii strains. AMK,
CLR and RIF were among the antimicrobials panel tested, and the MIC values obtained in the
WST-1 assay had agreement of 90.3% and 94.3% in the M. avium and M. kansasii assays,
respectively (Tsukatani et al., 2015). It should be noted that although both are tetrazolium salts,
the assay proposed by Tsukatani differs from ours because it requires an electron mediator (due
to the sulfonated nature of the colorimetric indicator) and also because the results are interpreted
through a microplate reader.

Furthermore, a MAC strain with essential disagreement of five plate wells of difference
in CLR assays was observed, with the highest MIC value occurring in the TTC assay. This
result was repeated in more than two replicates of the TTC and gold standard assays. Therefore,
it demonstrates that the red staining in the TTC assay in the presence of metabolically active
cells increased the sensitivity of detecting bacterial growth in the wells. In contrast, in the gold
standard assay, turbidity sufficiently perceptible to the naked eye was not generated.

Regarding the antimicrobials susceptibility profile against SGM strains, all MAC strains
were susceptible to AMK, while one was resistant to CLR. About M. kansasii, all strains of
were susceptible to CLR and only one was resistant to RIF. Macrolides (such as CLR) and
rifamycins (such as RIF) are the mainstay of treatment for infections caused by MAC and M.

kansasii, respectively. In the treatment of MAC infections, other antimicrobials such as
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ethambutol and RIF are also used in the basic regimen, as well as ethambutol and isoniazid for
M. kansasii infections (Daley et al., 2020). However, susceptibility test to these antimicrobials
in these mycobacterial species is not recommended as in vitro MIC results have poor
relationship to the clinic (Brown-Elliott and Woods, 2019; CLSI, 2018). Previous studies also
showed that AMK and CLR are effective against MAC and M. kansasii, respectively, therefore
they are antimicrobials often administered for the treatment of infections caused by these NTM
species (Brown-Elliott and Woods, 2019; Daley et al., 2020).

The TTC may have some advantages when compared to other colorimetric indicators
commonly used for bacteria. When compared to 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), TTC is less toxic against Gram-negative bacteria, since
much higher concentrations than MTT would be required to inhibit bacterial growth. Rahman
et al. (2014) showed that MTT concentrations >0.007% would already be sufficient to inhibit
bacterial growth, while no inhibition was observed for TTC at concentrations <0.125%. In the
present study, TTC at 5 mg/mL (0.5%) was used, when added to the well of the 96-well plate,
it would be at a concentration of 0.045%. In addition, about cost, the TTC powder have a lower
cost when compared to other colorimetric indicators, such as resazurin and MTT:
approximately $10, $33 and $161 per gram, respectively, at the time of the present study
(Sigma-Aldrich, 2022a; 2022b; 2022c). In addition, the performance of the assay in
microdilution format, when compared to colorimetric assays performed in tubes as performed
by Mohammadzadeh et al. (2006) and Shinu et al. (2016), has the advantage of allowing
multiple antimicrobials and samples to be tested simultaneously, requiring a smaller number of

materials and reagents.

5 CONCLUSIONS
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Although of this study have evaluate TTC assay only against MABC, MAC and M.
kansasii, major NTM of medical importance, the results obtained demonstrated that the assay
had high agreement with the microdilution method recommended by the CLSI. In addition,
TTC allowed an easier and more reliable reading of the results, and made the detection of
bacterial growth more sensitive due to the presence of staining compared to turbidity
visualization. Therefore, TTC is a promising tetrazolium salt to be used as a colorimetric
indicator of cell viability in AST. However, we suggest to evaluate the proposed assay with

another’s NTM species and other antimicrobial agents.
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Appendix A. Supplementary data

Appendix Table 1. MIC values obtained for MABC strains.

AMK CIP FOX DOX MXF SXT CLR Day5 CLR Dayl14

Strai Speci
rains pecies Gold TTC  Gold TTC  Gold TTC  Gold TTC  Gold TTC Gold  TTC Gold Gold  TTC

standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard TTC assay standard  assay

Isolate M. abscessus subsp.

<8 <8 8 8 32 32 >16 >16 4 4 >16-304 >16-304 <1 <1 >32 >32
01 abscessus
Isolate M. abscessus subsp.
02 abscessus =8 <8 8 8 64 32 >16 >16 8 8  >16-304 >16-304 4 4 >32 >32
Isolate M. abscessus subsp. - _g <8 8 8 128 64 >16 >16 4 4 >16-304 >16-304 <1 2 >32 >32
03 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. 5256 5256 >16 16 128 64 >16 >16 8 8 >16-304  >16-304 4 4 >32 >32
04 abscessus
Isolate M. abscessus subsp.
05 abscessus <8 <8 4 2 128 32 <0,5 <0,5 4 1 >16-304 16-304 32 32 >32 >32
Isolate M. abscessus subsp. g <8 16 16 256 64 >16 >16 8 8  >16-304 >16-304 4 4 >32 >32
06 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. ;¢ <8 8 8 32 32 >16 >16 4 4 >16304 >16-304 2 2 >32 >32
07 abscessus
Isolate M. abscessus subsp.
08 abscessus <8 <8 16 16 64 64 >16 >16 16 16 >16-304 >16-304 2 <1 16 16
Isolate M. absces_,s_us subsp. <8 <8 8 8 <16 <16 >16 >16 4 4 >16-304  >16-304 8 8 >32 >32
09 massiliense
'Si'gte M-absgglslseliisf“bsp- <8 <8 >16 16 32 32 >16 >16 8 8  >16-304 >16-304 >32 >32 >32 >32
Isolate M. abscessus subsp.
11 massiliense = <8 >16 >16 64 64 >16 >16 >16  >16 >16-304 >16-304 <l <l <1 <1
Isolate M. abscessus subsp. g <8 8 8 128 64 >16 >16 4 4 >16-304  >16-304 <1 <1 >32 >32
12 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. g <8 >16 >16 2 2 >16 >16 >16  >16 >16-304  >16-304 <1 <1 <1 <1

13 massiliense

AMK = amikacin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX = doxycycline; MXF = moxifloxacin; SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; CLR
= clarithromycin.
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FOX DOX MXF SXT CLR Day5 CLR Day14
Strains Species
P Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC
standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard  assay standard assay standard assay
Isolate M. abscessus subsp. g <8 >16 >16 64 64 >16 >16 >16 >16  >16-304 >16-304 <l <1 <I <I
14 massiliense
Isolate M. abscessus subsp.
15 massiliense <8 <8 >16 >16 32 32 >16 >16 16 16 >16-304 >16-304 <1 <1 <1 <1
Isolate M. abscessus subsp. <8 <8 8 4 32 32 >16 >16 8 2 >16-304 >16-304 4 8 >32 >32
16 abscessus
'si'?te M. absgslslse‘iff”bs"' <8 <8 8 8 64 64 >16 >16 4 4 >16304 >16304  >32 >32 >32 >32
Isolate M. abscessus subsp.
18 abscessus <8 <8 16 16 64 32 >16 >16 16 8 >16-304 >16-304 4 4 32 32
Isolate M. abscessus subsp. g <8 8 8 64 32 >16 >16 8 8  >16-304 >16-304  >32 32 >32 >32
19 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. < <8 >16 16 64 64 >16 >16 8 8 >16-304 >16-304 4 4 >32 >32
20 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. <8 <8 8 8 32 32 >16 >16 8 8  >16-304 >16-304 32 32 >32 >32
21 bolletii
Isolate M. abscessus subsp. 4 16 16 16 64 64 >16 >16 4 4 >16-304 >16:304  >32 >32 >32 >32
22 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. <8 <8 16 8 64 64 >16 >16 8 2 >16-304 >16-304 4 4 >32 >32
23 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. <8 <8 16 16 32 32 >16 >16 16 16 >16-304 >16-304 2 4 >32 >32
24 abscessus
Isolate M. abscessus subsp.
25 abscessus 16 16 >16 16 128 64 >16 >16 8 8 >16-304 >16-304 <1 <1 8 8
Isolate M. abscessus subsp. g <8 4 4 64 64 >16 >16 8 8  >16:304 >16-304 2 8 >32 >32
26 abscessus
Isolate M. abscessus subsp. <8 <8 16 16 32 <16 >16 >16 4 4 >16-304 >16-304 >32 >32 >32 >32
27 abscessus
Isolate M. abscessus subsp.
28 abscessus <8 <8 16 16 32 32 >16 >16 8 8 >16-304 >16-304 2 4 >32 >32
Isolate M. abscessus subsp. 16 16 16 >16 32 32 >16 >16 ) 8 >16-304 >16-304 >32 >32 >32 >32
29 abscessus

AMK = amikacin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX = doxycycline; MXF = moxifloxacin; SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; CLR
= clarithromycin.
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CIP FOX DOX MXF SXT CLR Day5 CLR Day14
Strains Species
P Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC Gold TTC
standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard assay standard  assay
M. abscessus subsp. g <8 >16 >16 32 32 >16 >16 >16 >16  >16-304 >16-304 <l <1 <1 <1
Isolate 30 massiliense
M. abscessus subsp. g <8 8 8 64 64 >16 >16 8 8 >16-304 >16-304  >32 >32 >32 >32
Isolate 31 abscessus
M. abscessus subsp.
Isolate 32 massiliense <8 <8 16 8 128 64 >16 >16 8 8 >16-304 >16-304 <1 <1 <1 <1
M. abscessus subsp. g <8 >16 >16 32 32 >16 >16 16 516 >16-304 >16-304 <l <1 <1 <1
Isolate 33 massiliense
ATCC M. abscessus subsp. <8 <8 8 8 32 32 >16 >16 4 4 >16-304 >16-304 4 4 >32 >32
19977 abscessus

AMK =amikacin; CIP = ciprofloxacin; FOX = cefoxitin, DOX = doxycycline; MXF = moxifloxacin; SXT = trimethoprim-sulfamethoxazole; CLR
= clarithromycin.



Appendix Table 2. MIC values obtained for MAC strains.

AMK CLR
Strains Species
Goldstandard TTCassay Goldstandard  TTC assay
Isolate 01 M. avium <8 <8 <4 <4
Isolate 02 M. avium <8 <q <4 <4
Isolate 03 M. avium <8 <8 <4 <4
Isolate 04 M. avium <8 <8 <4 <4
Isolate 05 M. avium <8 <8 <4 <4
Isolate 06 M. avium <8 <8 <4 <4
Isolate 07 . intracellulare <8 <8 32 16
Isolate 08 . intracellulare <8 <8 8 >256
Isolate 09 . intracellulare <8 <8 <4 <4
Isolate 10 . intracellulare <8 <8 <4 <4
Isolate 11 . intracellulare <8 <8 <4 <4
Isolate 12 . intracellulare <8 <8 <4 <4
03057 HC M. avium <8 <8 <4 <4

AMK = amikacin; CLR = clarithromycin.
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Appendix Table 3. MIC values obtained for M. kansasii strains.

RIF CLR
Strains
Goldstandard TTCassay Goldstandard  TTC assay
Isolate 01 <0,25 <0,25 <4 <4
Isolate 02 <0,25 <0,25 <4 <4
Isolate 03 <0,25 <0,25 <4 <4
Isolate 04 <0,25 <0,25 <4 <4
Isolate 05 <0,25 <0,25 <4 <4
Isolate 06 2 1 <4 <4
ATCC 12478 <0,25 <0,25 <4 <4

RIF = rifampicin; CLR = clarithromycin.
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6. CONCLUSOES

Com base no exposto pelo presente estudo, pode-se concluir que:

1. A maioria das cepas de CMAB apresentaram perfil resistente ou intermediario para os
antimicrobianos ciprofloxacina, cefoxitina, doxiciclina, moxifloxacina, trimetoprima-
sulfametoxazol e claritromicina testados, exceto para amicacina, onde somente uma cepa foi
resistente;

2. A maioria das cepas de CMA e M. kansasii foram sensiveis aos antimicrobianos para
as quais foram testadas (claritromicina e amicacina para CMA e claritromicina e rifampicina
para M. kansasii). Apenas uma cepa de CMA foi resistente a claritromicina e uma de M.
kansasii foi resistente a rifampicina;

3. O ensaio de microdiluicdo em caldo padronizado e proposto, utilizando o TTC como
indicador colorimétrico de viabilidade celular, pode ser utilizado em TSA frente as principais
espécies de MNT de importancia clinica;

4. Devido a coloragdo vermelha quando reduzido, o TTC proporcionou uma leitura mais
facil e segura da CIM quando comparada a leitura visual da turbidez;

5. Para a maioria das cepas de MNT houve concordancia entre o ensaio utilizando o TTC
e 0 ensaio padrdo-ouro: para ensaios com CMAB, concordancia essencial entre 91% e 100% e
concordancia categorica entre 76% e 100%; para ensaios com CMA, concordancia essencial
entre 92% e 100% e concordancia categorica entre 84% e 100%; e para ensaios com M.
kansasii, concordancia essencial de 100% e concordancia categdrica entre 85% e 100%;

6. O ensaio utilizando o TTC pode ser utilizado na deteccdo de resisténcia induzida a
claritromicina em cepas do CMAB, pois apresentou 100% de concordancia essencial e
categorica com o ensaio padrdo-ouro;

Dessa forma, apesar de estudos com outras espécies de MNT causadoras de infeccao
em humanos serem necessarios, o ensaio com TTC é uma potencial alternativa de TSA para

ser utilizada em laboratorios que realizam o diagnéstico de micobacterioses.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

As MNT sdo causadoras de infec¢Bes oportunistas que possuem tratamento complexo e
frequentemente estdo associadas a resisténcia aos antimicrobianos. Dessa forma, a identificacdo
do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos é fundamental para a implementacdo do
esquema terapéutico adequado. O presente estudo foi o primeiro a propor e avaliar 0 uso do
TTC em TSA frente a cepas de MNT, e este se mostrou promissor para a identificacéo de cepas
de CMAB, CMA e M. kansasii resistentes aos antimicrobianos. Nesse contexto, as seguintes
perspectivas futuras podem ser pontuadas:

e Avaliacdo da toxidade da solucdo de TTC utilizada nos ensaios, frente as cepas de
referéncia incluidas no estudo. Espera-se que a toxicidade do TTC encontrado corrobore
com os resultados previamente obtidos para outras espécies bacterianas;

e Avaliagdo do TTC como indicador colorimétrico em um TSA liofilizado, que vem
sendo desenvolvido pelo Nucleo de Pesquisa em Microbiologia Médica da
Universidade Federal do Rio Grande;

e Conclusdo do artigo de revisdo sobre os meétodos colorimétricos disponiveis para
identificacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos frente a micobactérias
(incluindo CMTB e MNT).
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resistente: um estudo piloto. Anais da 20* Mostra de Producdo Universitaria — 23° Encontro de
Pés Graduacdo (EPG), Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, 2021.
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