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RESUMO

Triclosan € um biocida amplamente utilizado na comunidade e nos
hospitais. Um dos alvos do triclosan é uma enoil-redutase que esta
presente no Mycobacterium tuberculosis, sendo também o principal alvo
da isoniazida (INH), um importante farmaco utilizado para o tratamento da
tuberculose. O uso de biocidas que compartiiham alvos similares com
antimicrobianos de uso humano podem gerar resisténcia cruzada com
estes e devem ter 0o seu uso criteriosamente avaliado. Neste estudo,
determinou-se a concentragdo minima inibitéria (CMI) do triclosan e INH
para 46 isolados clinicos de M. tuberculosis previamente identificados
como resistentes a INH, tendo sido observados altos niveis de resisténcia
para INH e sensibilidade ao triclosan para todas as cepas.

PALAVRAS-CHAVES: resisténcia aos antimicrobianos, Mycobacterium tuberculosis;
triclosan, isoniazida.
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ABSTRACT
Susceptibility profile to triclosan of clinical isolates of mycobacterium
tuberculosis isoniazid resistant

Triclosan is widely used in domestic and nosocomial places. One of the
targets of triclosan is an enoyl-reductase present in M. tuberculosis and
also is the main target to isoniazid (INH), which is an important drug for
treatment of tuberculosis. The use of biocides that share similar targets
with antimicrobials of human use can generate cross-resistance with these
ones and it must be carefully evaluated. In this study was determined the
minimal inhibitory concentration (MIC) of triclosan and INH to 46 clinical
isolates of M. tuberculosis, previously identified as INH resistant by the
proportion method. High levels of resistance to INH and susceptibility to
triclosan were found in all strains.

KEY-WORDS: resistance, Mycobacterium tuberculosis; triclosan, isoniazid.

1 — INTRODUCAO

A tuberculose permanece como um grave problema mundial.
Estima-se que existam cerca de 14 milh8es de pessoas com TB em
todo 0 mundo. Essa situagédo agrava-se ainda mais na medida em que 8
e 6% dos novos casos de TB sao, respectivamente, de pacientes co-
infectados com HIV ou portadores de cepas multidroga-resistantes
(MDR), cujo tratamento € menos eficaz e a evolugdo da doenga tende a
ser mais grave

De fato, o aumento de casos de TB causados por cepas
resistentes aos farmacos anti-TB € um sério problema, na medida em
gque, por caracteristicas inerentes ao Mycobacterium tuberculosis, o
ndmero de antlmlcroblanos eficazes para o tratamento da TB é bastante
reduzido®

A isoniazida (INH) um dos principais antibacterianos utilizados
para o tratamento da TBY, é um pré-farmaco ativado dentro da célula
bacteriana por uma en2|ma (KatG) com atividade catalase peroxidase
que é codificada pelo katG gene ). A INH tem uma atividade pleotropica
atuando em diversos alvos dentro da célula bacteriana — em especial a
INH interfere com a sintese de acidos micélicos inibindo uma enoil-
redutase codificada pelo gene inhA® ®.

Embora a maioria dos |solados resistentes a INH apresentem
alteracdes na sequéncia de DNA efou delecdes em katG" #,
aproximadamente 15% das cepas resistentes a INH apresentam
mutacdes em inhA ou, mais freqiientemente, na regido promotora desse

(5,9, 10 )
gene

O uso de bhiocidas, de utilizacdo doméstica ou ndo, contendo
antibacterianos aumentou cerca de seis vezes nos ultimos dez anos.
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Esses produtos tém sido desenvolvidos e utilizados satisfatoriamente
para a prevencéo de doencas infecciosas, particularmente nos hospitais.
Por outro lado, é provavel que o uso desses produtos também
determine uma pressdo que favoreca a selecdo de cepas resistentes
para o préprio biocida, bem como para antimicrobianos de interesse
clinico através de uma resisténcia cruzada** *?.

Triclosan (Irgasan® é um agente antimicrobiano utilizado como
parte da férmula de sabonete, creme dental, detergente doméstico e
hospitalar, plastico etc. Ha dez anos foi descrito que este composto
interfere na sintese de lipideos em Escherichia coli inibindo uma enoil-
redutase (Fabl)** ** ™ Qutros estudos demonstraram que o triclosan
também inibe uma enoil-redutase presente em M.smegmatis(l3) e
M. tuberculosis™ *®.

Essa enzima esta envolvida com a sintese de acidos micdlicos
gque sdo componentes essenciais para a parede celular das
micobactérias e € o principal alvo da INH, um dos mais importantes
antimicrobianos utilizados no tratamento da TB.

Com o propésito de verificar uma possivel resisténcia cruzada
entre INH e triclosan, determinamos a concentragdo minima inibitéria
(CMI) de ambos os antimicrobianos para isolados clinicos de
M. tuberculosis, previamente caracterizados como resistentes a INH
pelo método das proporc¢des.

2 - MATERIAL E METODOS
Cultivo e reagentes

As cepas de M. tuberculosis, pertencentes ao banco de cepas da
FEPPS, foram preservadas em meio de cultivo Ogawa-Kudoh e
posteriormente semeadas em meio 7H9 enriquecido com OADC (acido
oléico, albumina, dextose e catalase) por um periodo de sete dias antes
da determinacédo do concentracdo minima inibitéria (CMI). A incubacédo
foi realizada em agitador orbital (B. Braun Biotech International
Certomach BS1 USA) a 37°C. O mesmo procedimento foi realizado com
a cepa controle H37Rv, caracterizada como sensivel aos
antimicrobianos utilizados no tratamento da tuberculose.

Foram utilizados isoniazida (Sigma®, lot 91K1467), Triclosan
(C12H7CI302 IrgasanDP 300°, lot 2071TFRI) e Resazurina (Applied
Research Institute — USA).
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Determinagdo da concentragdo minima inibitéria

O método REMA (Resazurin Microtitre Assay) foi utilizado para
determinar a CMI, tendo sido realizado como previamente escrita®”.
Resumidamente, foram utilizadas microplacas com 96 pocos, onde
foram colocados meio de cultivo 7H9-OADC (75ul) e os antimicrobianos
a serem testados (diluicdo 1:2). O inéculo foi preparado adicionando-se
dez pérolas de vidro de 3mm num tubo contendo cultivo de sete dias,
com posterior agitacdo para promover a desagregacdo dos grumos de
bactérias. A suspensao teve a turbidez ajustada para o tubo nimero da
escala de McFarland e posteriormente diluida 1:25 em 7H9 OADC e
distribuida (75ul) em microplacas de 96 pogos, as quais foram
incubadas a 37°C por cinco dias. Ap6s a incubacéo foi adicionada (30pl)
resazurina em cada poco, sendo a leitura realizada dois dias depois.

Sequenciamento

O sequenciamento do DNA foi realizado em um equipamento
Applied Biosystems ABI modelo 373, utilizando os oligonucleotideos
constantes na tabela 1 e Taq DyeDeoxy terminator cycle sequencing kit
(Applied Biossystems Inc., USA).

TABELA 1 — Lista de oligonucleotideos utilizados para amplificar os
principais loci cujas mutacfes estdo envolvidas com resisténcia a INH.
Tamanho do fragmento de

Locus Oligonucleotideos

DNA pb
katG1 5 CATGAACGACGTCGAAACAGS’ 232
katG2 5'CGAGGAAACTGTTGTCCCAT3
ahpC 1 5GCCTGGGTGTTC GTCACTGGTS' 359
ahpC 2 5'CGCAACGTCGACTGGCTCATAZ’
inhA1 5'GAACTCGACGTGCAAAACS' 206
inhA2 5’'CATCGAAGCATACGAATAS’

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo da CMI da INH e triclosan mostrou,
respectivamente, as concentracbes de 0,04pg/ml e 16ug/ml como
inibitérias para cepa de M. tuberculosis H37Rv. A CMI da INH para os
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46 isolados clinicos de M. tuberculosis ficou entre 10 e 78ug/ml,
confirmando a prévia caracterizacdo de cepas resistentes, realizada
pelo método das proporcdes (Tabela 2), enquanto a CMI do triclosan
ficou entre 2 e 32pg/mil.

TABELA 2 — Concentrac@es inibitérias da INH relacionada com o
namero de cepas

Numero de cepas INH CMI (pg/ml)
31 10pg/mi
19pg/mi
39ug/mi
78ug/mi
10 >78ug/ml

Das quatro cepas que tiveram sequenciados os loci katG, inhA e
ahpC, trés apresentam alguma das classicas mutacdes ja descritas e
que estdo relacionadas com resisténcia a INH. A CMI para as quatro
cepas foi de 10 e 8-16ug/ml para INH e triclosan respectivamente
(Tabela 3). E interessante observar que uma cepa resistente a INH néo
apresentou nenhuma alteracdo mais comum em cepas resistentes a
esse farmaco. Isso permite inferir que exista alteracdo em outro local
ndo avaliado neste estudo ou o envolvimento de outros mecanismos de
resisténcia.

As mutacdes em katG configuram-se na principal base molecular
da resisténcia a INH observada em isolados clinicos de M. tuberculosis
e aparentemente ndo estdo relacionadas a resisténcia ao triclosan.
Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que pelo menos 15% das
cepas de M. tuberculosis resistentes a INH mostram alguma alteracéo
no locus inhA, seja na regido promotora ou codificadora do gene(s’ "8

TABELA 3 — Lista de cepas resistentes a INH com a alterag&o observada e
as respectivas CMI

Cepa Mutacéo CMI (ug/ml)
Isoniazida Triclosan
SP83239IAL inhA (regido promotora) C(15)T >10 16
RJ325HF katGS315T >10 16
RJ1896HF inhA (regido codificadora) S94A e >10 16
regido promotora C(35)T
SP72060IAL Sem mutacao nos loci avaliados >10 8
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Neste estudo, todas as 46 cepas estudadas mostraram-se
sensiveis ao triclosan. Embora oito cepas tenham se apresentado
ligeiramente mais resistentes do que o a cepa controle, os valores nao
superaram duas vezes a CMI observada contra a cepa controle, tendo
sido consideradas como sensiveis para o triclosan.

Quatro cepas que apresentaram CMI para INH >10ug/ml e que
tiveram os loci katG, inhA e ahpC sequenciados mostraram niveis de
resisténcia similares para o triclosan, tendo sido igualmente
consideradas sensiveis. Uma cepa apresenta a classica mutacdo KatG
(S315T), que esta presente na maioria dos isolados resistentes a INH.
Outras duas cepas apresentam mutac¢des no locus inhA, uma com uma
Unica mutacéo na regido promotora C(15)T e outra com mutagfes tanto
na regido promotora C(35)T como codificadora S94A. Poder-se-ia
esperar que as cepas mutadas em inhA apresentassem niveis de
resisténcia ao triclosan superiores as demais. Entretanto isso nao foi
observado e pode ser explicado pela demonstracdo de que algumas
muta¢des que conferem resisténcia a INH ndo estabelecem resisténcia
cruzada com o triclosan®®.

De maneira geral, o0s mecanismos pelos quais 0s microrganismos
apresentam resisténcia ao triclosan incluem mutagfes, aumento do
efluxo e inativagdo enzimatica. Estes s8o também o0s mesmos
mecanismos envolvidos em resisténcia aos antimicrobianos, sendo
razoavel supor que, tendo os alvos iguais, para ambos, antimicrobiano e
biocida, exista o risco de que o0 uso destes possa determinar uma
pressdo seletiva que resulte em resisténcia cruzada™" #1314 19),

Deve-se reconhecer que o uso de biocidas trouxe uma importante
reducdo na transmissdo de agentes infecciosos, entretanto o seu uso
aumenta o risco de selecdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos utilizados na terapia das doencas infecciosas. E
importante destacar que, além de alteracbes em alvos especificos, a
resisténcia cruzada entre biocidas e antimicrobianos pode também
ocorrer por selecdo de microrganismos que apresentem mecanismos
mais inespecificos de resisténcia, como efluxo e alteracdo de
permeabilidade.

Os resultados deste estudo ndo permitem estabelecer uma
resisténcia cruzada entre INH e triclosan, embora seja importante
considerar que o uso desses produtos deve ser monitorado para avaliar
0 risco, em particular no que diz respeito a resisténcia cruzada.
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