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RESUMO

Micobactérias de crescimento rapido (MCR) podem causar um amplo espectro de
doencas, desde infec¢cdes cutaneas superficiais até doencas disseminadas graves.
Relatos de infec¢fes adquiridas devido ao uso de materiais contaminados e a
procedimentos cirdrgicos invasivos tém aumentado nos ultimos anos. Os surtos
ocorridos recentemente no Brasil e que afetaram mais de 1000 pacientes
comprovam este fato. Entre as espécies de MCR, aquelas pertencentes ao grupo M.
chelonae - M. abscessus séo0 as mais patogénicas e resistentes aos antimicrobianos.
Mesmo em vigéncia de poliquimioterapia, pacientes portadores de infeccdes
causadas por MCR podem ndo obter cura clinica. Neste estudo, identificamos
espécies de MCR envolvidas em surtos e infeccbes esporadicas no Brasil no
periodo de 2004 a 2008 e analisamos seus perfis genotipicos e de sensibilidade a
antimicrobianos. Para isso, realizamos o estudo em dois grupos de MCR: o primeiro
constituido por isolados relacionados a surtos (75 isolados) e o segundo por isolados
nao relacionados a surtos (10 isolados). O sequenciamento dos genes hsp65 e rpoB
foi utilizado para diferenciar entre as espécies do grupo M. chelonae - M. abscessus
e a eletroforese em campo pulsatil (PFGE) para avaliar possiveis semelhancas
entre os perfis genotipicos. A determinacdo das concentracdes inibitérias minimas
(MIC) de 15 antimicrobianos frente aos isolados de MCR foi determinado pelo
método de microdiluicdo em caldo. A partir dos testes realizados, foram identificadas
3 espécies de MCR relacionadas a surtos: M. massiliense, relacionado a
videocirurgias; M. bolletii relacionado a mesoterapia; e M. abscessus, relacionado a
cirurgias estéticas. A andlise genotipica por PFGE desses isolados permitiu
demonstrar ou comprovar a relacdo clonal entre os isolados de M. massiliense e
entre os isolados de M. abscessus. Porém, os isolados provenientes de mesoterapia
e infeccbes esporadicas apresentaram diferentes perfis genotipicos. As espécies
analisadas, independentemente de sua origem (surto ou infeccdo esporadica)
apresentaram uma ampla resisténcia in vitro aos antimicrobianos. Isolados de M.
massiliense sO apresentaram sensibilidade in vitro & claritromicina, amicacina e
tigeciclina, enquanto os isolados de M. bolletii e M. abscessus foram sensiveis
somente a amicacina e tigeciclina e moderadamente sensiveis a cefoxitina. Em
conclusao, a analise ampla dos perfis genotipicos e, sobretudo de resisténcia, como
efetuado neste trabalho, mesmo com as limitagdes proprias de um critério fenotipico
in vitro, pode auxiliar o médico na fundamentacdo do esquema terapéutico.

Palavras-chave: micobactéria, micobacterioses, surtos, genotipagem, teste de
sensibilidade.
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ABSTRACT

Rapidly growing mycobacteria (RGM) can cause a wide spectrum of disseminated or
localized diseases, especially pulmonary, skin, or soft tissue infections. In last years
infections due to contaminated materials and invasive procedures have been also
increasingly reported. Recent outbreaks of infections affecting more than 1000
patients submitted to different invasive procedures in Brazil underscores this issue.
Of the RGM, members of the M. chelonae - M. abscessus group are the most
pathogenic and antimicrobial resistant. Even with multiple drug combinations,
multiresistant RGM infections may be difficult to cure. In this study we describe the
molecular identification, typing and in vitro susceptibilities to antimicrobial agents of
RGM involved in recent infections in Brazil. The study was carried out in two groups
of RGM isolates: one group recovered from different outbreaks (75 isolates) and a
second group recovered from sporadic infections (10 isolates). hsp65 and rpoB gene
sequencing was used for discrimination between species of M. chelonae - M.
abscessus group and pulsed field gel electrophoresis (PFGE) was used to evaluate
possible clonal relatedness and diversity among the isolates. Broth microdilution
MICs of 15 antimicrobial agents were determined for these clinical isolates. Three
species were identified in RGM outbreaks: M. massiliense from video assisted
surgeries; M. bolletii from mesotherapy and M. abscessus from liposuction and
mammaplasty. Molecular typing by PFGE demonstrated the clonal relatedness within
M. massiliense isolates and within M. abscessus isolates. Mesotherapy and
pulmonary isolates presented different PFGE patterns. Our results showed that the
isolates drug resistance does not differed markedly by PFGE pattern. The resistance
rates of these isolates to the currently available agents were high. The majority of M.
massiliense isolates was susceptible to clarithromycin, amikacin and tigecyclin,
whereas M. bolletii and M. abscessus isolates were susceptible only to amikacin and
tigecyclin and moderately susceptible to cefoxitin. In conclusion, despite in vitro drug
sensitivity tests limitations, the results provided may be sufficient to guide clinicians in
selecting appropriate therapy for RGM infections.

Key Words: mycobacteria, outbreaks, genotyping, susceptibility test.
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1. INTRODUCAO
1.1. HISTORICO

Século XIX. Doencas infecciosas endémicas e epidémicas, como sarampo, variola,
gripe, difteria, tuberculose, lepra e outras, ameacavam a populacdo dos grandes
centros urbanos. Pessoas que antes viviam no campo, passaram a morar em
cidades onde a falta de higiene, a poluicdo, a pobreza, a promiscuidade e a
aglomeracdo cada vez maiores, favoreciam a disseminacdo de vérias doencgas
infecciosas. E como se ndo bastasse o descontrole demogréafico e o despreparo
administrativo urbano, havia ainda o desconhecimento sobre a etiologia e a
transmissibilidade dessas doencas, impedindo o avanco de medidas profilaticas e
terapéuticas e favorecendo o caos infeccioso instalado (DUFFY, 1971; DOBSON,
1996; COCHRAN, 2000).

Apesar da tuberculose e da hanseniase serem duas das doencas mais antigas e
conhecidas da humanidade, sua etiologia, assim como de varias outras doencas,
ainda permanecia desconhecida. Mas Pasteur, em 1862, publicou sua polémica
“teoria dos germes”, lancando uma luz sobre o conhecimento cientifico numa época
onde a “teoria da geracdo espontanea” era amplamente aceita (FLEMING, 1947;
DUFFY, 1971). E assim, a microbiologia se desenvolveu rapidamente. Varios
experimentos de infeccdo com animais demonstraram a capacidade de transmissao
de muitas doencas como o antraz, a lepra, a gonorréia e a tuberculose. Além disso,
técnicas de cultura e coloracdo permitiram a visualizagdo e comprovacdo da
presenca de microrganismos em materiais biologicos infectados (SAKULA, 1982;
SINGER, 1950).

Foi nesse contexto cientifico e social do final do século XIX que as micobactérias se
tornaram conhecidas. Em 1873, Gerhard Hansen descobriu o bacilo da hanseniase,
originalmente chamado Bacillus leprae. Nove anos depois, em 1882, Robert Koch
anunciou a descoberta do bacilo da tuberculose, originalmente chamado Bacterium
tuberculosis (KATO, 1973; SAKULA, 1982; SHINNICK, 1994). No inicio, nenhuma
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correlacao entre os dois bacilos foi notada, além da morfologia, mas logo depois, 0
proprio Robert Koch observou que o bacilo da lepra tinha as mesmas caracteristicas
de coloracéo do bacilo da tuberculose (SAKULA, 1982).

Apesar dessa semelhanca observada por Koch, os bacilos da tuberculose e da
hanseniase sé foram agrupados no mesmo género apds a comprovagcdo de que
possuiam as mesmas caracteristicas morfologicas e tintoriais. Assim, em 1896,
Lehmann e Neumann estabeleceram as espécies Mycobacterium tuberculosis e
Mycobacterium leprae ao criarem o género Mycobacterium, descrito como “bacilos
finos, com alguma ramificacdo; resistentes ao &cido; com colénias secas e
enrugadas no agar” (CONN, 1947).

Mesmo com a criacdo e definicdo do género, o inicio do século XX foi marcado por
uma grande negligéncia as micobactérias que ndo eram identificadas como M.
tuberculosis. Crengas como “micobactérias cromdgenas ndo causam doenga
pulmonar’ impediam a aceitacdo dos médicos acerca do potencial infeccioso de
outras espécies, tornando sua ocorréncia desinteressante para os estudiosos da
época. Somente por volta de 1950, apdés a descoberta de que as micobactérias
chamadas “atipicas” ou “andénimas” também poderiam causar doencas no homem,
foi que a descricdo de tais bactérias se fez necessaria. Fato facilmente comprovado
ao se observar que bem mais de 50% das espécies sO foram descritas apés este
periodo (BARKSDALE, 1977; KAMAT, 1961; HARTMANS, 2006).

A partir dessa nova perspectiva, varias micobactérias ndo causadoras de
tuberculose (MNT) foram isoladas, tanto do homem como do meio ambiente, e
varias outras caracteristicas morfologicas e bioquimicas foram observadas. Essas
caracteristicas se tornaram importantes ferramentas ndo so para a identificacdo de
novas especies, como também para a classificacdo de espécies ja descritas. A
classificagdo mais aceita foi publicada por Runyon em 1959 e se fundamentou no
tempo de crescimento e na producéao de pigmentos em presenca ou auséncia de luz
(RUNYON, 1959; HARTMANS, 2006; HILTZ, 1968):
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= Grupo |: Micobactérias de crescimento lento fotocromdgenas (s6 produzem
pigmentos ap0s exposicao a luz).

= Grupo Il: Micobactérias de crescimento lento escotocromdgenas (produzem
pigmentos mesmo sem exposicao a luz).

= Grupo lll: Micobactérias de crescimento lento acromégenas (ndo produzem
pigmentos mesmo apos exposi¢cao a luz).

= Grupo IV: Micobactérias de crescimento rapido que podem ou ndo produzir

pigmentos.

A medida que foram sendo caracterizadas, as MNT ganharam importancia no
cenario cientifico. A aceitacdo dessas bactérias como causa de doencas foi lenta,
mas alguns fatores como a melhoria das técnicas de identificacdo nos laboratorios
de micobacteriologia e o aumento de individuos imunocomprometidos e de
procedimentos invasivos, provocaram um aumento sem precedentes no numero de
casos relatados e alertou os meédicos acerca do potencial infeccioso dessas
bactérias (PRIMM, 2004; GRIFFITH, 2007).

1.2. O GENERO

O género Mycobacterium, pertencente a familia Mycobacteriaceae, subordem
Corynebacterineae e ordem Actinomycetales, até o presente momento, tem 138
espécies e 11 subespécies descritas. Os bacilos pertencentes a esse género
possuem dimensdes de 0,2-0,7 x 1,0-10um, sdo suavemente curvados, imoveis, nao
formam esporos e ndo tém cépsula. A parede celular desses microrganismos € rica
em lipidios, entre eles os caracteristicos &cidos micélicos, que conferem resisténcia
a solucbes alcool-acidas e podem ser usados para a identificacdo de espécies
micobacterianas. As col6nias cultivadas em meio sélido podem crescer de forma
lenta ou rapida e apresentarem-se lisas ou rugosas, secas Ou cremosas e
pigmentadas ou n&o, dependendo da espécie (MINISTERIO DA SAUDE, 2008;
EUZEBY, 2009).
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A classificagdo das micobactérias, muito utilizada nos laboratorios de
micobacteriologia para auxiliar a identificacdo da espécie, ainda segue os padrbes
de Runyon. Quanto a sua patogenicidade para os seres humanos, elas ainda podem
ser classificadas como estritamente patogénicas (obrigatoriamente causam doenca),
potencialmente patogénicas (podem causar doenga) e raramente patogénicas
(nunca ou muito raramente provocam doenc¢a) (HARTMANS, 2006).

Entre as espécies consideradas estritamente patogénicas estdo o M. leprae e o
complexo M. tuberculosis, que ndo sdo encontradas no ambiente. As MNT sao
espécies potencialmente ou raramente patogénicas, encontradas numa ampla
variedade de reservatdérios no ambiente. Apesar dessa diferenca entre a
patogenicidade das espécies do complexo M. tuberculosis e das MNT afetarem
diretamente a significancia clinica desses dois grupos, ndo se deve subestimar a
capacidade das MNT de causar doenca (GRIFFITH, 2007; MINISTERIO DA SAUDE,
2008; PRIMM, 2004).

1.3. MICOBACTERIAS NAO CAUSADORAS DE TUBERCULOSE

Como dito anteriormente, as MNT sdo ubiquas e podem ser encontradas
amplamente distribuidas no ambiente, como na agua natural ou tratada, no solo e
até mesmo em associacdo com protozoarios ou plantas. Como as MNT né&o séo
transmitidas de hospedeiro para hospedeiro — homem-homem ou animal-homem —
seus reservatdrios no ambiente sdo também considerados suas fontes de infeccao
(GRIFFITH, 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2008; PRIMM, 2004).

Além dos diversificados habitats, as MNT também possuem caracteristicas muito
variadas. O tempo de geracao (2 a 48h), a morfologia das colbnias, a sensibilidade a
antimicrobianos e biocidas, o carreamento de plasmideos e a viruléncia sao algumas
das caracteristicas que podem variar muito entre as espécies e, em alguns casos,
dentro da mesma espécie (PRIMM, 2004).
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O tempo de crescimento € uma caracteristica que varia entre as MNT e que foi
utilizada para classifica-las em dois grandes grupos: as MNT de crescimento lento e
as MNT de crescimento rapido. Micobactérias ndo causadoras de tuberculose de
crescimento lento sdo aquelas que requerem mais de sete dias de incubacao para
formar colénias visiveis em meio sélido a partir de um indculo diluido. Micobactérias
ndo causadoras de tuberculose de crescimento rapido (MCR) sdo aquelas que
requerem menos de sete dias de incubacéo para formar colénias visiveis em meio
sélido a partir de um in6culo diluido. Estudos filogenéticos demonstraram que a
classificacdo baseada no tempo de crescimento corresponde a evolucdo das
espécies — as MNT de crescimento lento, consideradas mais evoluidas, séo
originadas das MNT de crescimento rapido, consideradas mais primitivas (STAHL,
1990).

Além de geneticamente relacionadas, as espécies de cada grupo possuem
caracteristicas fenotipicas comuns, como por exemplo, seu potencial patogénico — a
maioria das MNT de interesse clinico é de crescimento lento, que também séo
responsaveis pela maioria dos casos de infeccdo por MNT. Os casos de infecgcéo
por MNT de crescimento lento em humanos mais relatados envolvem as espécies:
complexo M. avium-intracellulare (MAC), M. kansasii, M. genavense, M.
haemophilum, M. malmoense, M. marinum, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai,
M. ulcerans e M. xenopi (MINISTERIO DA SAUDE, 2008; HARTMANS, 2006;
STAHL, 1990; GRIFFITH, 2007).

Embora as MCR sejam menos relacionadas a doencas (HARTMANS, 2006), o
aumento progressivo do numero de casos relatados tem demonstrado a importancia
emergente dessas infeccfes tanto em surtos como em casos esporadicos (DE
GROOTE, 2006). As espécies de crescimento rapido mais relacionadas a infeccbes
séo: M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. immunogenum, M. mucogenicum e
M. smegmatis (STAHL, 1990; DE GROOTE, 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2008;
GRIFFITH, 2007).
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1.4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE MNT

O diagnastico laboratorial baseado nos achados microbioldgicos exige muita cautela,
pois o isolamento de MNT de amostras clinicas ndo estéreis pode significar
colonizagdo transitéria ou contaminacdo. Mesmo diante dessas possibilidades,
vérios fatores podem contribuir para o aumento da significancia clinica de uma MNT
isolada a partir de uma amostra, dependendo do tipo e da quantidade de amostras,
da quantidade de MNT na amostra e da relevancia da espécie isolada. Para isso, 0s
laboratorios devem estar aptos ndo sO para diferenciar as MNT do complexo M.
tuberculosis, como também para identificar as micobactérias ao nivel de espécie,
usando métodos fenotipicos, quimiotaxonémicos e/ou moleculares. Como todos o0s
métodos de identificacdo possuem suas limitacbes, o uso de pelo menos duas
técnicas de metodologias diferentes facilta a identificagdo e evita erros
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Essa identificacdo ndo s6 ajuda no diagnostico
como também é importante para a realizacdo do teste de sensibilidade adequado e
para a definicdo do tratamento, seja ele cirirgico ou com antimicrobianos (SAO
PAULO, 2005; GRIFFITH, 2007).

A doenca causada por qualquer espécie de MNT, chamada micobacteriose, deve
ser diagnosticada a partir de critérios clinicos, radiograficos e microbiol6gicos de
igual valor e que devem ser analisados em conjunto. Por isso, a correlacdo e a
comunicacdo clinico-laboratorial sdo de fundamental importancia para o
estabelecimento do diagnéstico e para determinacdo da estratégia terapéutica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

1.4.1. Cultura

Os cuidados para evitar o isolamento de MNT contaminantes devem ser tomados
desde a coleta da amostra, evitando o uso de materiais possivelmente
contaminados, como agua ou recipientes nao estéreis. Evitar outros microrganismos

contaminantes também é importante para o isolamento de MNT, sendo necesséria a
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refrigeracdo das amostras e a diminuicAo maxima do tempo entre a coleta e o
processamento (GRIFFITH, 2007).

A coleta de amostras para investigacado de micobacterioses pode ser feita em varios
sitios do corpo humano, porém, a significancia clinica de uma MNT isolada de uma
amostra depende se o sitio € estéril ou potencialmente contaminado e se o
procedimento de coleta foi feito assepticamente. Amostras como sangue, bidpsias e
fluidos corporais, sdo consideradas estéreis desde que o procedimento de coleta
seja asséptico. Amostras nao estéreis como escarro e bidpsias do trato digestivo e
de pele, também devem ser coletados seguindo procedimentos cuidadosos de
assepsia para reduzir a0 maximo a contaminacdo (SAO PAULO, 2005). Essas
amostras potencialmente contaminadas devem ser descontaminadas, mas as
amostras estéreis ndo necessitam desse procedimento e podem ser inoculadas
diretamente no meio de cultura (GRIFFITH, 2007).

A inoculacdo das amostras deve ser feita tanto no meio liquido quanto no meio
sélido, porém, apesar do meio liquido proporcionar um crescimento mais rapido,
também favorece organismos contaminantes. Além disso, o meio sélido permite a
observacdo da morfologia e nimero de colénias. Um meio liquido amplamente
utilizado é o caldo Middlebrook 7H9 modificado com um indicador fluorescente do
consumo de oxigénio para detectar o crescimento bacteriano, comercialmente
chamado MGIT (do inglés Mycobacteria Growth Indicator Tube). Para as culturas em
meio soélido, recomendam-se meios a base de ovo, como o Léwenstein-Jensen (LJ),
ou a base de agar, como o Middlebrook 7H10 ou o0 7H11 (GRIFFITH, 2007).

Simultaneamente a inoculacdo da amostra no meio de cultura, faz-se a baciloscopia
para verificar a presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). A andlise
microscépica semi-quantitativa do esfregagco da amostra pode ser util para fins
diagnésticos, uma vez que a carga de bacilos vista na lamina corresponde a carga
de bacilos na amostra coletada. Assim, MNT contaminantes, que geralmente estao
em pequeno numero, raramente proporcionam um resultado de baciloscopia positiva
(GRIFFITH, 2007).
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Apés a inoculagdo das amostras, as culturas devem ser incubadas em temperaturas
de 28 a 30°C e de 35 a 37°C para garantir o isolamento de todas as espécies
micobacterianas. O tempo de incubac&o necessario para a visualizacdo de coldnias
no meio solido pode variar e deve ser observado: definir se a MNT isolada é de
crescimento lento ou rapido € importante para o diagndstico e para o tratamento e
deve ser indicado no laudo laboratorial. Além disso, essa informacdo € um dado

preliminar essencial para a identificacdo da espécie (GRIFFITH, 2007).

O resultado semi-quantitativo das culturas (0 a 4+) € recomendado pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) e constitui uma importante informacéao
para o diagnéstico de doenca por MNT. Uma Unica amostra positiva, de sitio ndo
estéril, com uma baixa contagem de coldnias € menos significativa clinicamente do
que o mesmo tipo de amostra com alta contagem de col6nias. Essa contagem
também pode ser util na avaliacdo de resposta a terapia, onde a reducdo na

contagem das colbnias indica uma terapia eficaz (GRIFFITH, 2007).

Apesar da significancia clinica da MNT isolada ser fortemente influenciada pela
analise semi-quantitativa do esfregaco e da cultura da amostra, os critérios para o
diagndstico laboratorial de doenca por MNT geralmente consideram uma amostra
positiva de sitio estéril ou trés amostras positivas de sitios ndo estéreis coletadas em
dias diferentes ou de lesdes diferentes (no caso de mdultiplas lesdes). Para esse
diagndéstico de MNT, é necessario diferenciar a micobactéria isolada do complexo M.
tuberculosis e é fortemente recomendada a identificacdo da espécie de MNT
isolada, ndo s6 para saber a sua significancia clinica como também para definicéo
da estratégia terapéutica (GRIFFITH, 2007).

1.4.2. Identificacéo fenotipica

O primeiro passo da identificacdo fenotipica € a observacdo do tempo de
crescimento das colonias em meio solido. Formacgéo de colbnias visiveis em menos
de sete dias indica isolamento de micobactéria de crescimento rapido e em mais de

sete dias, micobactéria de crescimento lento. Caso a micobactéria seja de
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crescimento lento, sera necessario determinar se pertence ao complexo M.
tuberculosis ou se € uma MNT. Para isso, podem-se realizar quatro testes
fenotipicos: analise macroscopica da cultura, analise microscépica da cultura, teste
do crescimento em meio LJ com acido p-nitrobenzoico (PNB) e teste da niacina.
Dessa forma, a observagdo de colonias rugosas nao fotocromogénicas com
formacéo de corda que nao crescem em LJ com PNB e s&o positivas para o teste de
niacina, indicam uma micobactéria do complexo M. tuberculosis. Se em algum
desses quatro testes o resultado for diferente, a micobactéria isolada € considerada
uma MNT (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Apos determinar o tempo de crescimento e confirmar o isolamento de uma MNT,
uma bateria de testes fenotipicos especificos é feita para a identificacdo da espécie
isolada. Esses testes sdo baseados em caracteristicas de cultura, como
pigmentacdo e capacidade de crescimento em meios seletivos, e caracteristicas
bioquimicas, como reacdes enzimaticas (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Porém,
alguns estudos recentes tém mostrado que o uso da identificacédo fenotipica apenas
consome muito tempo e leva a atrasos consideraveis no diagnéstico. Além disso, os
testes fenotipicos nem sempre identificam todas as espécies, principalmente as
espécies descritas mais recentemente. Nesse caso, métodos mais discriminatorios
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC do inglés High Performance
Liquid Chromatography) e métodos moleculares devem ser usados (GRIFFITH,
2007).

1.4.3. Identificacdo quimiotaxondmica

Os acidos micolicos da parede celular das micobactérias podem variar na
quantidade de &tomos de carbono (60 a 90) e na presenca de diferentes grupos
funcionais. Como geralmente cada espécie apresenta um padrdo caracteristico de
acidos micolicos em sua parede celular, a analise desses acidos micolicos por HPLC
€ um meétodo pratico, rapido e confiavel para a identificacdo de espécies. Contudo,

apresentam limitagcbes que impedem sua ampla utilizacdo, como seu alto custo
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inicial, a necessidade de profissionais especializados e a dificuldade em diferenciar
espécies com perfis similares (GRIFFITH, 2007; TORTOLI, 2003).

1.4.4. Identificagdo molecular

O aumento vertiginoso de novas espécies micobacterianas identificadas por
métodos moleculares nos ultimos anos exige do laboratorio de micobacteriologia a
adocdo de métodos que também sejam capazes de identificar essas novas
espécies. Esses métodos de identificacdo molecular geralmente utilizam regifes
génicas altamente conservadas que possuam regides hipervariaveis com delecoes,
substituicbes ou insercbes espécie-especificas. Assim, identificando essas

variacdes, identifica-se também a espécie micobacteriana (TORTOLI, 2003).

O método do PRA-hsp65 (do inglés Polimerase chain reaction Restriction Analysis of
the gene hsp65) consiste na amplificagcdo de uma sequéncia do gene que codifica a
proteina de choque térmico de 65kDa seguida da digestdo dessa sequéncia por
enzimas de restricdo, geralmente a BstEll e Haelll. Os produtos dessa digestéo,
chamados fragmentos de restricdo, sdo separados em gel de acordo com seu
tamanho e o perfil apresentado geralmente é espécie-especifico (TORTOLI, 2003).
O método do PRA-hsp65 é relativamente rapido, ndo requer organismos viaveis e
identifica a grande maioria das espécies (GRIFFITH, 2007). Sua principal limitacao
consiste no fato de que algumas espécies apresentam um perfil de PRA ainda néo

descrito na literatura ou um perfil de PRA compartilhado por mais de uma espécie.

Nos casos onde o método do PRA-hsp65 néo for suficiente para a identificacdo da
espécie, faz-se o0 sequenciamento de regibes g@énicas que apresentem
polimorfismos espécie-especificos. O método consiste na amplificacdo da regido
génica de interesse utilizando didesoxinucleotideos (ddNTP) marcados com
fluoréforos diferentes. Os produtos da amplificacdo sdo lidos por um aparelho que
detecta o tipo de fluorescéncia emitida e fornece a sequéncia de deteccdo dessa
fluorescéncia. Como cada tipo de fluorescéncia corresponde a uma base

nitrogenada, obtém-se a sequéncia da regido génica de interesse, que identifica a
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espécie micobacteriana pelo grau de similaridade que possui com sequéncias
espécie-especificas descritas em um banco de dados. Vérias regides génicas
podem ser utilizadas para detectar polimorfismos espécie-especificos, como 16S
rRNA, rpoB, hsp65, recA e outros. O sequenciamento do gene que codifica 0 16S
rRNA € o mais utilizado, porém, existem espécies que ndo apresentam diferencas
polimérficas nessa regido, sendo necessaria a analise de outras regides génicas
mais discriminatorias (NEONAKIS, 2008).

1.4.5. Genotipagem

Métodos de genotipagem sdo importantes ferramentas para determinar a
‘identidade” de um patégeno, uma vez que sao capazes de diferenciar as cepas
dentro de uma mesma espécie. Estabelecer a clonalidade de microrganismos pode
ser util, por exemplo, para identificar sua fonte de infeccdo e determinar se dois
episodios de uma doenca provocada pelo mesmo patdgeno se trata de uma recidiva
ou de uma reinfeccdo. Também podem indicar a significancia clinica de isolados ao
distinguir cepas patogénicas de nao patogénicas (SINGH, 2006). Além disso, a
genotipagem é essencial na investigacao epidemioldgica de surtos, pseudo-surtos e
epidemias (GRIFFITH, 2007).

Entre os métodos de genotipagem, a eletroforese em gel de campo pulsatil (PFGE
do inglés Pulsed Field Gel Electrophoresis) € o mais valioso e amplamente utilizado
para MNT. O método consiste em digerir o DNA micobacteriano com endonucleases
de restricdo especificas que clivam menos freqientemente o DNA, gerando menos
quantidade de fragmentos, que em compensacdo terdo tamanhos maiores. Os
fragmentos grandes, que numa eletroforese convencional ndo conseguem migrar, no
PFGE migram pela mudanca periddica da direcdo do campo elétrico, gerando um
perfil de bandas cepa-especifico. Analisando esse perfil de bandas é possivel
determinar a clonalidade de isolados diferentes. Apesar de consumir um tempo
relativamente longo, a técnica é muito utilizada para diferenciacéo de cepas de MCR
e outras MNT (GRIFFITH, 2007).
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1.5. A SIGNIFICANCIA CLINICA DAS MCR

Em muitos paises a notificacdo de infec¢cbes causadas por micobactérias de
crescimento rapido ndo é obrigatéria por ndo ser uma doenca transmissivel
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008; GRIFFITH, 2007). Como conseqiiéncia, ndo se
conhece ao certo a magnitude dessas doencas, mas sabe-se que ela tem sido
subestimada (USLAN, 2006; BODLE, 2008). Varios autores relatam que o namero
de casos de micobacterioses por MCR tém aumentado consideravelmente e sao
emergentes causas de doencas esporadicas ou surtos (DE GROOTE, 2006;
BODLE, 2008; PAGNIER, 2009; BROWN-ELLIOTT, 2002).

As espécies mais relacionadas a infeccbes em humanos pertencem ao grupo M.
chelonae - M. abscessus, grupo M. fortuitum e o grupo M. smegmatis (BROWN-
ELLIOTT, 2002). Antes da evolucdo das técnicas moleculares de identificacao,
esses grupos de micobactérias possuiam subespécies e biovariantes, com uma
“variabilidade natural” que justificava o resultado de testes discrepantes. Depois da
introducdo dessas técnicas moleculares com maior poder discriminatorio, essas
micobactérias foram reconhecidas como espécies separadas, provocando um
aumento notavel no numero de espécies descritas (BROWN-ELLIOTT, 2002;
TORTOLI, 2003). Fazem parte do grupo M. chelonae - M.abscessus as espécies: M.
chelonae, M. abscessus, M. immunogenum, M. massiliense e M. bolletii. As espécies
pertencentes ao grupo M. fortuitum sdo: M. fortuitum, M. peregrinum, M.
mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M. houstonense e M.
bonickei. As do grupo M. smegmatis sao: M. smegmatis, M. wolinskyi e M. godii
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Entre estes, os patbgenos mais comuns ainda s&o
o M. abscessus, o M. fortuitum e o M. chelonae, o que € compreensivel, uma vez
gue as espécies novas sao muito recentes e a maioria dos laboratérios menores nao
possui técnicas moleculares com o poder discriminatério necessario para identifica-
las (BROWN-ELLIOTT, 2002; TORTOLI, 2003).

O M. abscessus geralmente causa doenca pulmonar e infec¢des de pele, tecidos
moles e 0ssos. Esse patogeno € responsavel por 80% dos casos de doenca

pulmonar por MCR, além de ser a terceira MNT mais isolada de amostras
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respiratérias nos EUA (GRIFFITH, 2007). A maioria dos pacientes afetados pela
doenca pulmonar € constituida por mulheres idosas ndo fumantes sem doencgas de
base ou pacientes com doencas de base, como bronquiectasia e doenca
micobacteriana anterior. Outros fatores de risco mais raros incluem desordens
gastroesofagicas com vémitos crénicos, pneumonia lipéide e fibrose cistica, que
podem evoluir mais rapido e fatalmente. Infec¢bes de pele, tecidos moles e 0ssos
geralmente ocorrem apds trauma acidental ou cirurgia em variados sitios e
apresentam lesdes nodulares avermelhadas (GRIFFITH, 2007). M. abscessus e M.
fortuitum s&o0 as espécies micobacterianas mais envolvidas em infeccdes
nosocomiais, sejam elas esporadicas ou em surtos, apos procedimentos invasivos
como cirurgias plasticas, cardiacas ou para colocacdo de préteses (BROWN-
ELLIOTT, 2002).

O M. fortuitum e o M. chelonae também causam infec¢des de pele, tecidos moles e
0ss0s com lesdes caracteristicas, porém, ao contrario do M. abscessus, ndo causam
doenca pulmonar com frequéncia, exceto no grupo de pacientes com desordens
gastroesofagicas com vomito cronico, nos quais o M. fortuitum e o M. abscessus
ocorrem em igual frequéncia (GRIFFITH, 2007). Apesar desses casos respiratorios
especificos, o M. fortuitum esta mais relacionado a infeccbes nosocomiais ou
adquiridas na comunidade, ap6s procedimentos invasivos ou traumas. O M.
chelonae causa trés tipos basicos de infec¢des cutédneas, dos quais 0 mais comum é
a infeccdo cutdnea disseminada em pacientes imunosuprimidos, que fazem
tratamento de longo prazo com corticosterbides por causa de transplantes ou
doencas autoimunes. O segundo tipo mais comum de infeccdes cutaneas causadas
por esse microrganismo sdo as infec¢des localizadas apds trauma, que variam de
celulites ou abscessos até uma osteomielite. O terceiro e uUltimo tipo mais comum de
infeccbes cutaneas sao as infec¢cdes associadas a cateteres (BROWN-ELLIOTT,
2002). O M. chelonae também é bastante relacionado a casos de ceratite,
principalmente apos cirurgia oftalmoldgicas do tipo LASIK (do inglés laser-assisted in
situ keratomileusis) (GRIFFITH, 2007). Infeccbes apds procedimentos invasivos
podem ocorrer, mas comparando com a ocorréncia de M. fortuitum e M. abscessus,
esse tipo de infeccdo causada pelo M. chelonae € mais rara (BROWN-ELLIOTT,
2002).
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Além das espécies mencionadas acima, outras espécies recentemente descritas de
MCR comecam a ser relatadas como causa de infeccdo a medida que os
laboratérios adotam a tecnologia necesséria para identifica-las. O M. immunogenum,
por exemplo, foi descrito como causa de infec¢gbes cutaneas, infecgbes associadas a
cateteres, ceratite, pneumonite por hipersensibilidade e pseudosurtos em
decorréncia de broncoscopios contaminados. O M. mucogenicum também foi
descrito como causa de infec¢des associadas a cateteres, que € a principal infeccao
clinica causada por essa espécie, apesar de também estar relacionado a peritonites
apos o uso de aparelhos de hemodialise. Quando o M. mucogenicum ¢€ isolado a
partir de amostras respiratérias € mais provavel que essa espécie seja um
contaminante (GRIFFITH, 2007; BROWN-ELLIOTT, 2002; TORTOLI, 2003).
Recentemente também foram relatados casos de infecgBes respiratorias
(ADEKAMBI, 2004; ADEKAMBI, 2006; KIM, 2008; ADEKAMBI, 2009) e surtos
relacionados a procedimentos invasivos (KIM, 2007; VIANA-NIERO, 2008)
associadas ao M. massiliense e M. bolletii, além de um caso de sepse por M.
massiliense (TORTOLI, 2008).

1.6. TRATAMENTO DAS INFECCOES POR MCR

A terapia antimicrobiana para as MCR, ao contrario da terapia para a maioria das
doencas causadas por micobactérias de crescimento lento, pode variar dependendo
do tipo de doenca que causa. Infeccdes localizadas ou menores causadas por MCR,
por exemplo, podem ter boas chances de sucesso com o tratamento monoterapico e
um menor risco de desenvolvimento de resisténcia. Ja infec¢cdes cutaneas
disseminadas ou doencas pulmonares causadas por algumas espécies de MCR,
normalmente requerem uma politerapia, com uso de antimicrobianos intravenosos e
orais. As recentes descobertas de novos farmacos, como as fluoroquinolonas, o0s
novos macrolideos e as oxazolidinonas (linezolida) tém melhorado as opcdes
terapéuticas e o prognostico das doencas causadas pela maioria das MCR. Porém,

ainda é necessario o desenvolvimento de drogas realmente eficazes e seguras para
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garantir o tratamento de doencgas causadas por espécies mais resistentes de MCR,
como por exemplo, o M. abscessus (BROWN-ELLIOTT, 2002).

O tratamento para doencas pulmonares provocadas por M. abscessus € dificil e
geralmente ndo resolve a infeccdo. Para esses casos, recomenda-se a remocéao
cirtrgica do pulméo afetado combinada com um regime de tratamento que inclui um
macrolideo (claritromicina ou azitromicina) € um ou mais agentes parenterais
(amicacina, cefoxitina ou imipenem) por varios meses. Para infeccoes de pele,
tecidos moles e 0ssos, esse regime de tratamento combinado com a remocéo
cirtrgica dos nodulos é indicado. O tempo de tratamento pode variar de 4 a 6 meses
no minimo. Além disso, caso a infec¢do esteja associada a proteses ou cateteres, a
retirada desses materiais € essencial para melhora do quadro. Algumas drogas
novas, como tigeciclina, linezolida e telitromicina, parecem apresentar atividade
contra algumas cepas de M. abscessus, porém, os resultados dos testes de
sensibilidade in vitro, e de alguns ensaios clinicos, sdo variaveis e, por isso,
recomenda-se a realizacdo desses testes para todos os isolados clinicos relevantes
(GRIFFITH, 2007).

Isolados clinicos de M. chelonae geralmente sao sensiveis a tobramicina,
claritromicina e linezolida e séo resistentes a cefoxitina. Apesar da monoterapia com
claritromicina ter boa chance de sucesso, recomenda-se o0 uso da claritromicina com
pelo menos mais um agente para evitar a resisténcia adquirida aos macrolideos. O
segundo agente pode ser definido com base em testes de sensibilidade in vitro. O
tempo de tratamento para infeccdes de pele, tecidos moles e ossos deve durar de 4
a 6 meses no minimo, mas infec¢cdes pulmonares devem seguir o tratamento por no
minimo 12 meses de escarro negativo. A remocao cirlrgica de abscessos e a
retirada de proteses e cateteres associados a infeccdo sdo recomendados
(GRIFFITH, 2007).

Infec¢des causadas por M. fortuitum geralmente sdo mais faceis de tratar, uma vez
que os isolados clinicos apresentam susceptibilidade a varios agentes
antimicrobianos. Os isolados sdo susceptiveis a amicacina, ciprofloxacina,

ofloxacina, sulfonamidas e imipenem e geralmente também sdo susceptiveis a
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claritromicina. Porém, estudos recentes demonstraram que todos os isolados de M.
fortuitum possuem um gene induzivel que confere resisténcia aos macrolideos.
Assim, deve-se ter cautela quanto ao uso de macrolideos para o tratamento dessas
infecgbes. Os testes de sensibilidade in vitro sdo importantes para guiar a escolha
dos antimicrobianos e garantir um tratamento efetivo com altas chances de cura.
Para doencas pulmonares, o uso de pelo menos dois agentes antimicrobianos com
atividade in vitro, durante 12 meses de escarro negativo, é recomendado. Para
doencas de pele, tecidos moles e 0ssos, também devem ser usados no minimo dois
agentes antimicrobianos, porém, o tratamento durante 4 a 6 meses € suficiente.
Assim como para as outras MCR, a remocdao cirtrgica de abscessos e a retirada de
proteses e cateteres associados a infeccdo sdo recomendados e sdo essenciais
para a melhora do quadro (GRIFFITH, 2007).

Algumas vezes os resultados dos testes de sensibilidade in vitro podem néo
corresponder a resposta terapéutica clinica e hd um debate a respeito do papel
desses testes no tratamento de pacientes com micobacterioses. Espécies como o M.
kansasii, M. marinum e M. fortuitum apresentam boa correlacdo entre os resultados
dos testes de sensibilidade e a resposta clinica, enquanto espécies pertencentes ao
MAC sé apresentam essa correlacdo para os macrolideos. Essa diferenca entre os
resultados laboratoriais e clinicos ndo variam apenas entre espécies diferentes de
MNT, mas também variam para a mesma espécie de MNT, como por exemplo, o M.
abscessus, que nas doencas pulmonares tem limitada correlacdo entre a resposta in
vitro e a resposta clinica e nas infec¢fes de pele, tecidos moles e 0ssos, parecem
apresentar boa correlacdo. Apesar dessa diferenca na correlagéo clinico-laboratorial
dos testes de sensibilidade, alguns autores consideram o teste de sensibilidade
essencial para a escolha do melhor tratamento e para monitorar o desenvolvimento
de resisténcia (FABRONI, 2008; DE GROOTE, 2006; BROWN-ELLIOTT, 2002). Sob
esse contexto, os médicos devem usar os resultados dos testes de sensibilidade in
vitro para fundamentar a terapia, mas devem estar cientes de suas limitacbes e
saber que nem sempre uma micobacteriose serd erradicada com base nesses
resultados (GRIFFITH, 2007).
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1.6.1. Testes de sensibilidade

O teste de sensibilidade para as MCR, ao contrario dos testes para micobactérias de
crescimento lento, possui uma unica metodologia recomendada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), fundamentada em dados de estudos feitos
com o grupo M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. Essa metodologia deve ser
aplicada também para o M. mucogenicum, o grupo M. smegmatis e MCR
pigmentadas clinicamente significantes. O método recomendado pelo CLSI para
determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC do inglés Minimal Inhibitory
Concentration) dos agentes antimicrobianos in vitro € o método de microdiluicdo em
caldo, feito em microplaca, utilizando diluices seriadas de fator 2 incluindo a base 1
dos antimicrobianos (NCCLS, 2003). Os métodos em agar, como o teste de disco-
difusédo e o teste comercial E-test, ndo sdo recomendados por apresentarem
resultados inconsistentes (GRIFFITH, 2007).

Os antimicrobianos recomendados pelo CLSI para o teste de sensibilidade para
MCR sé&o: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, imipenem,
linezolida, sulfametoxazol e tobramicina. Porém, os resultados para imipenem né&o
devem ser relatados para M. chelonae e M. abscessus, pois ha dados que indicam
uma inconsisténcia na reprodutibilidade e na interpretacdo dos resultados dessas
espécies para o imipenem. Além disso, a tobramicina deve ser testada apenas para
o M. chelonae, pois apenas para essa espécie a tobramicina tem demonstrado ser
terapeuticamente superior. Caso a cepa seja resistente a tobramicina, os resultados
referentes a amicacina podem ser relatados. Outros agentes antimicrobianos podem
ter atividade contra as MCR, como por exemplo, vancomicina, cefmetazol,
gentamicina, canamicina, amoxicilina - acido clavulanico, meropenem e as novas
fluoroquinolonas, moxifloxacina e gatifloxacina. Porém, essas drogas ndo foram
recomendadas pelo CLSI por insuficiéncia de dados clinicos e/ou laboratoriais para

execucao e interpretacdo do teste (NCCLS, 2003).

Apesar do meétodo de microdiluicio em caldo ser relativamente simples, a
interpretacdo dos resultados nem sempre é Obvia, requerendo experiéncia e

conhecimento acerca dos padrbes de susceptibilidade esperados para diferentes
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espécies (WOODS, 2000). Além disso, o teste deve ser padronizado e controlado
para garantir sua reprodutibilidade e confiabilidade, embora mesmo sob condi¢des
bem controladas, o resultado para a mesma cepa possa variar cada vez que o teste
for feito. Para evitar variagbes que tornem o teste inconsistente, a variabilidade de
resultados permitida é de uma diluicdo 1:2 para a mesma cepa. O controle de
qualidade do teste de sensibilidade é fundamental ndo sé para monitorar a acuracia
e a precisao do teste como também para avaliar o desempenho dos antimicrobianos
e dos técnicos envolvidos na producdo, execucdo e interpretacdo desse testes
(NCCLS, 2003).

1.7. SURTOS DE INFECCAO POR MCR: ESTRATEGIAS DE INVESTIGACAO
E TRATAMENTO

A conhecida ubiquidade ambiental das MNT e sua potencial capacidade de causar
doenca, somadas a sua notavel resisténcia as condicbes adversas e aos métodos
de desinfeccdo, permitem que as MNT causem desde uma simples colonizacao até
uma séria infec¢do invasiva ou até mesmo uma pseudo-infeccdo. No ambiente
hospitalar, em clinicas ou em estabelecimentos onde os procedimentos invasivos
sao freglentes, essas mesmas caracteristicas podem levar a ocorréncia de surtos
de infeccdo por MNT, que devem ser adequadamente investigados para determinar
sua possivel fonte e eliminar a possibilidade de um pseudo-surto (PHILIPS, 2001).
As MCR sao as MNT mais associadas a doencas nosocomiais (GRIFFITH, 2007) e

estdo frequientemente envolvidas em casos de surtos por MNT (PHILIPS, 2001).

Embora as MCR também provoguem doencas adquiridas na comunidade, por
razdes ainda ndo esclarecidas, elas sdo muito relacionadas a infecgdes iatrogénicas.
Possiveis explicacdes para isso incluem a habilidade desses microrganismos em
adaptar-se a condi¢des adversas, como a baixa quantidade de nutrientes da agua
potavel, a capacidade de formarem biofilme e a elevada resisténcia aos métodos de
desinfeccdo comuns. A maioria das MCR é relativamente resistente a desinfetantes
como cloreto de benzalconio, cloreto de cetilpiridinio e outros compostos de aménio

quaternario, cloro, formaldeido, glutaraldeido, metais pesados, peroxidos e
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iodoforos, dependendo da concentracdo e do tempo de contato com esses agentes.
Por esses fatores, entende-se por que a prevencdo das infecgcbes por MCR € um

desafio e por que o niumero de casos tem aumentado (PEDLEY, 2004).

Entre 1996 e 1997, na Califérnia, EUA, 34 pacientes submetidos a procedimentos de
liposucgéo desenvolveram abscessos cutaneos, com cultura positiva para MCR em
12 pacientes. Os isolados foram identificados como M. chelonae e o perfil genotipico
apresentado pelo método de PFGE foram semelhantes. Uma amostra ambiental
apresentou um perfil genotipico com diferenca de duas bandas para os perfis dos
isolados clinicos. Testes de sensibilidade foram realizados, mas os resultados néo

foram relatados e nem o tratamento destes pacientes (MEYERS, 2002).

Em 2001, na Coréia, um surto de micobacteriose relacionados a acupuntura
envolveu 40 pacientes, dos quais, 5 culturas foram positivas para M. abscessus.
Amostras ambientais coletadas n&o foram positivas para M. abscessus. A
genotipagem dos 5 isolados revelou perfis genotipicos indistinguiveis. Nao foi
relatada a realizacdo de testes de sensibilidade. Os 40 pacientes receberam
tratamento com claritromicina, 25 pacientes também foram tratados com amicacina e

apenas um também recebeu rifampicina (SONG, 2006).

Em 2002, Winthrop et. al. descreveram um surto de M. fortuitum em 110 pacientes
com furunculose que freqiientavam o mesmo saldo de beleza, na Califérnia, EUA.
Dos pacientes com furunculose, foram obtidas 32 culturas positivas identificadas
como M. fortuitum. Das amostras ambientais coletadas no saldo, foram obtidas 10
culturas positivas para M. fortuitum do residuo da tela de succdo de todos os dez
recipientes em que os pacientes mergulhavam os pés durante o procedimento de
pedicure. A genotipagem de 14 isolados clinicos e de 6 isolados ambientais
demonstrou um padrao eletroforético indistinguivel para os isolados clinicos e 3
amostras ambientais. Em 2004, o mesmo autor publicou um estudo descrevendo a
evolucdo dessas infeccbes em um subgrupo desses pacientes. O teste de
sensibilidade foi realizado em 29 isolados, dos quais todos apresentaram
sensibilidade para amicacina, ciprofloxacina e minociclina e a maioria apresentou

resisténcia para claritromicina, azitromicina e eritromicina. Todos 0s pacientes
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obtiveram resolugcdo da doenca, porém, a maioria dos pacientes precisou trocar de
antimicrobiano durante a terapia, alguns mais de uma vez (WINTHROP, 2002;
WINTHROP, 2004).

Foram identificados nos EUA 20 pacientes com lesdes cutaneas, submetidos a
cirurgias estéticas na Republica Dominicana em 2003, em uma pratica conhecida
como “lipoturismo”. Desses pacientes, 8 culturas foram positivas para M. abscessus.
Os perfis de PFGE mostram diferentes clones de M. abscessus, porém, quatro
isolados tiveram o mesmo perfil genotipico. Os testes de sensibilidade mostraram
sensibilidade intermediéria para claritromicina, imipenem e amicacina e resisténcia
aos demais antimicrobianos testados. Os pacientes foram submetidos a drenagem
cirirgica e tratados com diferentes combinacdes de antimicrobianos, incluindo
claritromicina, cefoxitina, amicacina, imipenem, linezolida, levofloxacina,
ciprofloxacina e azitromicina. Dois pacientes tiveram falha de tratamento e, mesmo
apos a troca do esquema terapéutico, um deles ndo obteve a cura clinica (FURUYA,
2008).

Outro surto por MCR foi descrito em 2004, dessa vez associado a cirurgias plasticas
faciais em Nova Jersey, EUA. Esse surto envolveu 4 pacientes que se submeteram
a ritidectomia realizada pelo mesmo cirurgido em duas instituicdes diferentes. Dos 4
pacientes envolvidos, foram obtidas 3 culturas positivas para M. chelonae e das
amostras ambientais, foram obtidas 4 culturas positivas para M. chelonae nas
solugbes de azul de metileno que apenas esse cirurgido utilizava para fazer as
marcacfes de incisdo cirargica nos musculos faciais expostos. Os 3 isolados clinicos
e 0s 4 isolados ambientais foram genotipados por RAPD-PCR e verificou-se que os
sete isolados tinham o mesmo gendtipo. N&o foi relatada a realizacao de testes de
sensibilidade. Um paciente foi tratado apenas com claritromicina, outro paciente foi
tratado com claritromicina e ciprofloxacina e o terceiro paciente recebeu tratamento
variado com imipenem-cilastatina, linezolida e claritromicina. O quarto paciente nao
foi acompanhado (KNACKMUHS, 2004).

Novamente na Coréia, em 2004, mais um surto de micobacteriose ocorreu, desta

vez relacionado a inje¢des de penicilina. Foram identificados 77 pacientes, dos quais
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12 culturas foram positivas para MCR e identificadas como M. massiliense. A
genotipagem dos isolados n&o foi realizada e a fonte de infeccdo ndo pbde ser
determinada. O teste de sensibilidade demonstrou sensibilidade a amicacina,
claritromicina, azitromicina e minociclina. O tratamento foi fundamentado no teste de

sensibilidade e todos os pacientes foram curados (KIM, 2007).
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2.  JUSTIFICATIVA

No Brasil, assim como em muitos outros paises, a frequéncia das infeccdes por MNT
nao é conhecida, pois ndo sao consideradas doencas transmissiveis e por iSso nao
exigem notificacdo obrigatéria (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Até o inicio desta
década, poucos casos de infec¢des por MCR foram relatados, porém, recentemente
alguns surtos foram descritos, refletindo o0 aumento da ocorréncia dessas infeccoes
no pais e corroborando com o seu cenario emergente. O primeiro foi descrito por
Freitas e envolveu 10 casos de infeccdo por M. chelonae apdés LASIK (FREITAS,
2003). Sampaio descreveu um segundo surto apos LASIK envolvendo 5 casos de
infeccdo por M. immunogenum (SAMPAIO, 2006). Um terceiro surto apoés
mamoplastias envolvendo 29 casos de infeccdo por M. fortuitum também foi descrito
recentemente (SAMPAIO, 2006; PADOVEZE, 2007).

Embora demonstrem a emergéncia das infec¢cdes por MCR no pais, esses surtos
envolveram um numero de pessoas relativamente pequeno quando comparados a
um surto ocorrido no estado do Para (PA) a partir de 2004, onde um aumento no
namero de MCR isoladas deu inicio a uma investigacdo epidemiolégica que
identificou 311 pacientes com sinais e sintomas de infecg&o localizada por MCR.
Assim como nos outros surtos por MCR, todos os pacientes haviam se submetido a
algum tipo de procedimento invasivo, como cirurgias videolaparoscopicas e
mesoterapia. Dos 311 pacientes suspeitos, foram obtidas 83 culturas positivas para
MCR inicialmente identificadas como M. abscessus tipo Il pelo método do PRA-
hsp65. Posteriormente esses isolados foram sequienciados e genotipados por Leao
et. al., que identificou dois surtos simultaneos: um relacionado a cirurgias, causado
por uma Unica cepa de M. massiliense que envolveu cerca de 290 pacientes, e outro
relacionado a mesoterapia, causado por multiplas cepas de M. bolletii que envolveu
cerca de 20 pacientes (VIANA-NIERO, 2008).

Enquanto esses surtos estavam sendo investigados no PA, outros surtos de
infeccdo por MCR apo0s procedimentos cirdrgicos surgiram em outros estados
(dados ainda nédo publicados). Até 2008 foram notificados 1014 casos no estado do

Rio de Janeiro (RJ), 244 casos no estado do Espirito Santo (ES) e 79 casos no
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estado do Rio Grande do Sul (RS) (ANVISA, 2008). A semelhanca entre as
caracteristicas clinicas e microbiolégicas dos surtos ocorridos no PA, RJ, ES e RS
levantou uma suspeita que foi investigada e confirmada posteriormente: 0s surtos
eram causados pelo mesmo agente etiolégico, o M. massiliense. Esses surtos
simultaneos no pais, causados pela mesma espécie de MCR e envolvendo centenas
de pacientes, formam um cenario epidemioldgico inédito, pois os surtos descritos até
agora envolveram relativamente poucos pacientes e foram restritos a uma cidade,
regido ou estado (FREITAS, 2003; SAMPAIO 2006; SAMPAIO, 2006; PADOVEZE,
2006).

Apesar das medidas corretivas e preventivas impostas para interromper esses surtos
causados pelo M. massiliense e evitar novos surtos por MCR, em 2008, mais um
surto por MCR ocorreu no estado do Espirito Santo. Esse surto envolveu 28
pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos e foi causado pelo M. abscessus

tipo 1.

Sendo assim, entre 2004 e 2008, ocorreram 6 surtos de infeccdo apos
procedimentos invasivos causados por micobactérias do grupo M. chelonae - M.
abscessus envolvendo centenas de pacientes. A emergéncia dessas infeccbes
preocupa todos os profissionais de saude, ndo sé pela capacidade de se impor as
medidas de controle de infeccdo hospitalar, como também pela falta de uma
estratégia terapéutica padronizada. O tratamento recomendado para infeccbes
causadas pelo M. abscessus envolve o debridamento cirdrgico de abscessos, a
remocao de corpos estranhos e o tratamento farmacolégico com mais de uma droga
(GRIFFITH, 2007). Porém, ndo ha ensaios clinicos controlados e randomizados que
comparem diferentes esquemas de tratamento, determinem a duracdo desse
tratamento e verifiguem a correlacdo da resposta clinica com os resultados dos
testes de sensibilidade laboratoriais, o que dificulta a escolha dos antimicrobianos

adequados para garantir uma antibioticoterapia eficaz (FABRONI, 2008).

A escassez de ensaios clinicos ndo é a Unica dificuldade encontrada para
fundamentar a terapia das infec¢cdes causadas pelas espécies do grupo M. chelonae

- M. abscessus. Essas micobactérias sao relatadas como as espécies de MCR mais
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resistentes aos antimicrobianos, o que limita ainda mais as opg¢des terapéuticas para
o tratamento dessas infeccfes. Embora as espécies M. massiliense e M. bolletii
sejam estreitamente relacionadas ao M. abscessus, o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos pode variar entre elas. Adékambi e col., em 2004, relataram um
perfil de sensibilidade muito semelhante entre o M. massiliense e o M. abscessus,
porém, o M. massiliense demonstrou sensibilidade a minociclina e doxiciclina
enquanto o M. abscessus demonstrou ser resistente (ADEKAMBI, 2004). Em 2006
esse mesmo pesquisador relatou a surpreendente resisténcia do M. bolletii a
claritromicina, um antimicrobiano eficaz para a grande maioria das espécies do
grupo M. chelonae - M. abscessus (ADEKAMBI, 2006).

Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos ndo difere apenas entre espécies,
mas também dentro da mesma espécie. Assim, cepas diferentes de uma mesma
espécie desse grupo podem apresentar um perfil de sensibilidade in vitro variado,
mesmo para 0s antimicrobianos classicamente conhecidos como eficazes para
essas espécies. Fernandez-Roblas, em 2000, encontrou resisténcia a claritromicina
em cepas de M. abscessus (FERNANDEZ-ROBLAS, 2000). Yang et. al., em 2003,
relatou a alta prevaléncia de isolados clinicos de MCR resistentes a muitos
antimicrobianos. Das cepas de M. abscessus estudadas, 4% foram resistentes a
amicacina, 11% foram resistentes a claritromicina, 4% foram resistentes a cefoxitina,
42% foram resistentes a linezolida e 18% foram resistentes ao imipenem (YANG,
2003). Shen et. al.,, em 2007, publicou um estudo da atividade in vitro de
aminoglicosideos frente a isolados clinicos de MCR e encontrou resisténcia a
amicacina em 2,6% das cepas de M. abscessus (SHEN, 2007).

Por outro lado, outros antimicrobianos podem apresentar boa atividade frente a
algumas cepas, aumentando as opcOes terapéuticas nos casos de resisténcia
adquirida, falha no tratamento ou efeitos colaterais que exijam a substituicdo dos
farmacos mais ativos. Wallace et. al., publicou um estudo com cepas de MCR e
todas as cepas de M. abscessus foram sensiveis a tigeciclina, enquanto 5% delas
foram sensiveis a minociclina (WALLACE, 2002). No estudo de Yang citado acima,
foram encontrados 27% de cepas de M. abscessus sensiveis a tobramicina, 8%

sensiveis ao moxifloxacino e 52% sensiveis a azitromicina (YANG, 2003).
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E possivel que essa variagio na resposta aos antimicrobianos esteja relacionada a
cepas especificas encontradas nessas espécies, porém, poucos estudos investigam
0 genotipo dessas cepas e o correlacionam com seu perfil de sensibilidade para
identificar possiveis grupos genotipicos com perfis de sensibilidade especificos. A
identificacdo desses grupos pode ajudar na escolha da antibioticoterapia preliminar

aos resultados do teste de sensibilidade.

Embora os resultados dos testes de sensibilidade in vitro possam ndo ter uma
correlacdo direta com a resposta clinica, a escolha empirica de antimicrobianos
pode levar a falha de tratamento (FABRONI, 2008) por causa da variabilidade nos
perfis de sensibilidade das espécies do grupo M. chelonae - M. abscessus e das
suas diferentes cepas. Como ndo ha ensaios clinicos que determinem uma
estratégia terapéutica padronizada para tratar as infec¢cdes causadas por estas
micobactérias, os testes de sensibilidade s&o uma das Uunicas ferramentas

disponiveis para fundamentar a terapia farmacologica dessas infeccoes.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar as espécies, analisar os perfis de sensibilidade a antimicrobianos e os
perfis genotipicos de micobactérias de crescimento rapido envolvidas em surtos e

infeccbes esporadicas no Brasil.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1°) Identificar por intermédio de técnicas moleculares as espécies de
micobactérias de crescimento rapido envolvidas em surtos e infec¢des

esporadicas no Brasil;

2°) Analisar os perfis genotipicos das micobactérias de crescimento rapido

envolvidas em surtos e infec¢Bes esporadicas no Brasil;

3°) Avaliar a atividade in vitro de agentes antimicrobianos frente a cepas de
micobactérias de crescimento rapido envolvidas em surtos e infeccées

esporadicas no Brasil;

4°) Verificar se isolados da mesma espécie com perfis genotipicos diferentes

apresentam variacdes no perfil de sensibilidade a antimicrobianos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal descritivo baseado em andlise genotipica e
andlise da sensibilidade a antimicrobianos de micobactérias de crescimento rapido
relacionadas a surtos e infeccbes esporadicas ocorridas no Brasil no periodo entre
2004 e 2008. Um fluxograma apresentando as etapas do estudo € mostrado na

Figura 3, apés as descri¢cdes dessas etapas.

4.2. PACIENTES

Pacientes do Espirito Santo, Para, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul adquiriram a
infeccdo durante procedimentos invasivos videoscopicos como colicistectomias,
artroscopias, cirurgias bariatricas e ginecoldgicas, laparoscopias e colocacdo de
proteses. Esses pacientes submetidos a videocirurgias, em geral, apresentaram
infeccdo sob a forma de inflamacao dos portais de incisédo cirargica com formacao
de nédulos e/ou abscessos, com ou sem drenagem espontanea de secrecdo e com
ou sem disseminacao cutanea. As amostras para o cultivo primario consistiram, em

sua maioria, de bidpsias e secrec¢des dos ndédulos inflamatorios.

Pacientes do Para adquiriram a infeccdo durante procedimentos invasivos de
mesoterapia. A infec¢cdo se apresentou sob a forma de inflamacdo dos locais de
aplicacdo das injecbes com formacdo de nddulos e/ou abscessos, com ou sem
drenagem espontanea de secrecdo e com ou sem disseminagcdo cutanea. As
amostras para o cultivo primario consistiram, em sua maioria, de biopsias e

secrecBes dos nodulos inflamatorios.

Pacientes do Espirito Santo adquiriram a infec¢cdo durante procedimentos cirdirgicos
estéticos como lipoaspiracéo, lipoescultura e colocagcédo de proteses. A infeccéo se
apresentou, geralmente, sob a forma de inflamag&o dos portais de inciséo cirdrgica

com formacdo de ndédulos e/ou abscessos, com ou sem drenagem espontanea de
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secrecdo e com ou sem disseminagdo cutdnea. As amostras para o cultivo primario

consistiram, em sua maioria, de bidpsias e secrecdes dos nédulos inflamatérios.

Os sete pacientes do Espirito Santo com infec¢do esporadica apresentaram doenca
pulmonar causadas por M. abscessus, isolados de amostras de escarro e lavado
broncoalveolar. Dois pacientes do Rio de Janeiro com infec¢cédo esporadica causada
por M. massiliense, isolados de amostras de escarro, também desenvolveram a
forma pulmonar da doenca. Um paciente do Para com infec¢do esporédica por M.
massiliense sob a forma cuténea, adquiriu a infeccdo durante aplicacdo de

contraceptivo injetavel.

4.3. ORIGEM E CRITERIO DE SELECAO DOS ISOLADOS

4.3.1. Isolados relacionados a surtos

O critério para selecdo dos isolados obtidos de pacientes envolvidos em surtos de
micobacteriose incluiu no minimo 10% das cepas isoladas de cada surto, sendo uma
cepa por paciente (isolados nédo duplicados), tentando abranger a maioria das
instituicbes onde os procedimentos cirargicos foram feitos e a maioria dos sitios

corporais afetados.

Surtos relacionados a videocirurgias

No estado do Espirito Santo (ES), em 2007, foram relatados 244 casos, dos quais
foram obtidos aproximadamente 100 isolados. Para o estudo, foram selecionados 22
isolados (22%).

No estado do Parad (PA), entre 2004 e 2005, foram relatados 311 casos, com
aproximadamente 70 isolados obtidos, dos quais 11 isolados (15,7%) foram

selecionados para o estudo.
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No estado do Rio de Janeiro (RJ), entre 2006 e 2007, foram relatados 1014 casos,
com aproximadamente 140 isolados obtidos, dos quais 14 isolados (10%) foram

selecionados.
No estado do Rio Grande do Sul (RS), em 2007, foram relatados 79 casos, dos
quais foram obtidos 10 isolados. Todos os isolados foram estudados (100%).
Surto relacionado a mesoterapia
Foram relatados 18 casos no estado do Para, entre 2004 e 2005, dos quais 13
isolados foram obtidos. Desses isolados, 8 (62%) foram selecionados para o estudo.
Surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias
Foram relatados 28 casos no estado do ES, em 2008, dos quais 16 isolados foram
obtidos. Desses isolados, 10 (62,5%) foram selecionados para o estudo.

4.3.2. Isolados néo relacionados a surtos
Foram incluidos no estudo isolados do grupo M. chelonae - M. abscessus nao
relacionados a surtos provenientes de infeccbes esporadicas e de amostras
ambientais com o objetivo de verificar possiveis variacées no perfil de sensibilidade
a antimicrobianos em cepas geneticamente diferentes.
A patrtir de infeccbes esporadicas
Foram selecionados 7 isolados ndo duplicados a partir do banco de dados do Nucleo

de Doencas Infecciosas da Universidade Federal do Espirito Santo (NDI/UFES).

Esses isolados estavam identificados como M. abscessus e foram obtidos no
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periodo de 2001 a 2007 de amostras de escarro e lavado broncoalveolar coletadas

de pacientes com doenca pulmonar.

Foram incluidos 2 isolados ndo duplicados provenientes do banco de cepas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Esses isolados foram obtidos de
amostras de escarro de pacientes com doenca pulmonar e foram identificados como

M. massiliense.

Além desses, foi incluido um isolado de M. massiliense obtido de um paciente do
Par4 com micobacteriose cutanea relacionada ao uso de contraceptivo injetavel e

gue nédo estava associada a nenhum surto.

A partir de amostras ambientais

Foram incluidos no estudo um isolado de M. massiliense obtido de amostras de
esgoto tratado da cidade de Vitdria, estado do Espirito Santo, e um isolado de M.
massiliense obtido a partir de instrumentais cirlrgicos coletados para estudo no Rio

de Janeiro.

4.3.3. Cepas de referéncia

As cepas de referéncia utilizadas nesse estudo foram: Mycobacterium abscessus

CIP 104536, Mycobacterium bolletii CIP 108541, Mycobacterium massiliense CIP
108297 e Mycobacterium peregrinum ATCC 700686.
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4.4. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

4.4.1. Cultivo Primario

Nos estados do ES, RS, PA e RJ, o cultivo primario foi feito no LACEN-ES, LACEN-
RS, Instituto Evandro Chagas-PA (IEC-PA) e Fiocruz-RJ, respectivamente. As
amostras foram processadas pelo método de Petroff (MINISTERIO DA SAUDE,
2008), inoculadas em meio de cultura de Lowenstein-Jensen ou Ogawa, incubadas
em estufa a 37°C e observadas semanalmente por até 8 semanas para observagédo

de crescimento bacteriano.

4.4.2. Identificacdo dos isolados

Andlise fenotipica

Todos os isolados foram observados em meio de cultura sélido quanto as suas
caracteristicas fenotipicas como tempo de crescimento, aspecto das coldnias e
producdo de pigmentos.

Anélise Molecular

PRA-hsp65. A identificacdo molecular inicial dos isolados selecionados para este
estudo foi realizada de acordo com o método descrito por Telenti e Ledo (TELENTI,
1993; LEAO, 2004), nos laboratérios de Micobacteriologia das Universidades
Federais de Sao Paulo (UNIFESP), do Espirito Santo (NDI-UFES) do Rio de Janeiro
(UFRJ) e no Instituto Evandro Chagas do Para.

Em resumo, os isolados de micobactérias de crescimento rapido e as cepas de
referéncia M. abscessus CIP 104536, M. bolletii CIP 108541 e M. massiliense CIP
108297, foram submetidos a extracdo do DNA, amplificacdo da sequéncia do gene

hsp65 e digestdo dessa sequéncia pelas enzimas de restricdo BstEll e Haelll. Para
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extracdo do DNA, as bactérias foram adicionadas a uma solug¢do de TE-TritonX100
a 1% e submetidas a 3 ciclos de 10 minutos de fervura e congelamento. Esse
extrato foi mantido congelado até o momento de sua utilizagdo, quando entdo, foram
descongelados, adicionados a 400uL de TE, inativados a 80°C por 20 minutos e
resfriados a temperatura ambiente. Depois do resfriamento, foram adicionados 50uL
de solucdo de lisozima e a mistura foi colocada em banho-maria a 37°C por 12
horas. Depois, adicionou-se 70uL de solugédo de SDS 10% e 5ug de proteinase K
(10mg/ml) e incubou-se a 65°C por 10 minutos. Ap0s a mistura ter sido agitada,
acrescentou-se 100uL de NaCl 5M e 100uL de solucdo CTAB/NaCl e agitou-se
novamente até que a mistura tenha se tornado leitosa, quando entéo foi incubada a
65°C por 10 minutos. Terminada a incubacdo, adicionou-se 750uL de solucéo
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitou-se os tubos por 10 segundos e
centrifugou-se a temperatura ambiente durante 5 minutos a 14.000xg. Os
sobrenadantes foram transferidos para microtubos limpos onde se adicionou 0,6
volumes de isopropanol. A mistura foi incubada a -20°C por 30 minutos e depois
centrifugada por 15 minutos a 14.000xg. ApoOs centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 1mL de etanol 70% e centrifugado por 5
minutos a 14.000xg. Aliquotas de 20-30uL de TE foram adicionadas aos tubos, que

foram conservados a 4°C para uso imediato ou a —20°C para uso futuro.

Apds a extracdo do DNA, seguiu-se uma reacdo de PCR para amplificacdo do
fragmento de Telenti (TELENTI, 1993), um fragmento de 441 pares de base do gene
hsp65, utilizando os primers Thll (ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl2
(CTTGTCG AACCGCATACCCT). Depois da amplificacdo, os amplicons foram
digeridos com as enzimas de restricdo BstEIll (Promega Corporation, EUA) e Haelll
(Invitrogen Corporation, EUA). Os fragmentos de restricdo e os padrbes moleculares
de 50 e 25 pares de base (Invitrogen Corporation, EUA) foram separados por
eletroforese em gel de agarose Seakem LE (BioWhittaker Molecular Applications
Inc., EUA) a 3% e corados com brometo de etidio. A determinagdo da espécie foi
obtida comparando os perfis de restricdo com o algoritmo proposto inicialmente por
Telenti (TELENTI, 1993), e disponivel na péagina eletrbnica http://app.chuv.ch/

prasite/index.html.
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Sequenciamento. Como o perfil eletroforético obtido pelo método do PRA-hsp65 é
comum a duas espécies, 0s isolados selecionados para o estudo foram submetidos
ao seqguUenciamento para distinguir entre essas espécies. Os isolados de surto
relacionados a videocirurgias do PA (S2-01 a S2-11) e do RJ (S4-01 a S4-14), trés
isolados de surto relacionados a mesoterapia do PA (S5-02, S5-06 e S5-08) e o
isolado proveniente de infeccdo esporadica do PA (ESP6) tiveram os genes hsp65 e
rpoB sequenciados. Os isolados de surto do ES (S1-01 a S1-22) e do RS (S3-01 a
S3-10) relacionados a videocirurgias, os isolados provenientes de infeccbes
esporadicas (ESP1 a ESP5 e ESP7 a ESP10) e os isolados ambientais AMB1 e
AMB?2 tiveram apenas 0 gene rpoB sequenciado. Posteriormente, o isolado ESP3
também teve o gene hsp65 sequienciado. O procedimento foi realizado na UNIFESP

de acordo com o método descrito a seguir.

A partir da reacdo em cadeia de polimerase, foram amplificadas duas regides do
DNA: um fragmento de 667 pares de base do gene hsp65 contendo o fragmento de
Telenti, utilizando os primers hsp667forward (GGCCAAGACAATTGCGTACG) e
hsp667-reverse (GGAGCTGACCAGCAGGATG) (SELVARAJU, 2005), e um
fragmento de 752 pares de base da regido V do gene rpoB utilizando os primers
MycoF (GGCAAGGTCACCCCGAAGGG) e MycoR (AGCGGCTGCTGGGTGA
TCATC) (ADEKAMBI, 2003). Os amplicons dos fragmentos desses genes foram
submetidos ao sequenciamento direto pelo sequenciador ABI Prism 3100 (PE
Applied Biosystems Inc., EUA). Como as sequéncias foram obtidas a partir de
produtos de PCR nao clonados, os dados foram processados utilizando a plataforma
Egene (DURHAM, 2005) para eliminar seqiéncias contaminantes ou de baixa
qualidade. Em seguida, as sequéncias foram submetidas a analise pelo programa
Phred para avaliacdo da qualidade das bases. As sequéncias correspondentes aos
primers foram mascaradas com o0 programa cross_match (P. Green, 1997,
http://www.phrap.org/ phredphrapconsed.html). As regibes mascaradas e de baixa
qualidade (valor Phred < 15) das extremidades 3’ e 5 das sequéncias foram
removidas e as sequéncias remanescentes foram submetidas a um filtro de tamanho
(no minimo 350 pares de base para hsp65 e 670 pares de base para rpoB). Além
disso, as sequéncias que apresentaram menos de 90% das bases, ao longo do

tamanho minimo, com valor Phred maior do que 15, também foram filtradas. As
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sequéncias resultantes foram alinhadas pelo programa BioEdit (versdo 7.0.5.3)
(HALL, 1999) e foram identificadas pelo algoritmo ClustalW por analise de

similaridade com as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank.

4.4.3. Genotipagem

A genotipagem dos microrganismos selecionados e das cepas de referéncia M.
abscessus CIP 104536, M. bolletii CIP 108541 e M. massiliense CIP 108297 foi
realizada na UNIFESP pela técnica de eletroforese em gel de campo pulsétil (PFGE
do inglés Pulsed Field Gel Electrophoresis) de acordo com a metodologia de
Coleman e Spain (COLEMAN, 2003) modificada, descrita a seguir.

Os microrganismos foram cultivados em 30mL de caldo Mdueller-Hinton
suplementado com cations e 0,1% de Tween 80 a 37°C em um agitador rotatorio até
que atingissem uma densidade otica de 0,64 a 650nm. As células foram
centrifugadas e congeladas a -80°C por 1h, descongeladas e suspensas em uma
solugdo de NaCl 100mM, EDTA 50mM (pH 8.0), Tris 10mM e Tween 80 0,1%. A
esta suspensao foi adicionado um volume igual de agarose de baixo ponto de fusao
(Bio-Rad Laboratories Inc, USA) a 1% com EDTA 128mM, previamente aquecido a
55°C. Esta mistura foi colocada nos moldes até a solidificacdo dos blocos, que foram
entdo tratados com 2mL de lisozima 10mg/mL em uma solugdo de NaCl 100mM,
Tris 10mM e EDTA 50mM (pH 8.0) a 37°C por uma noite e depois incubados a 4°C
em solucdo de Sarkosyl 1% e EDTA 0,5M por 1h. Em seguida, foi adicionado
proteinase K (BioAmerica Inc., EUA) a uma concentracdo final de 2mg/mL e os
blocos foram incubados a 55°C por 24h e depois a 4°C por 1h. Os blocos foram
lavados com Tris-EDTA e incubados com Tris-EDTA contendo 0,12mg/mL de
fluoreto de fenilmetilsulfonil (Sigma-Aldrich Co., USA) a 55°C por 1h. Depois os
blocos foram novamente lavados com Tris-EDTA e mais uma vez com Triton 0,1%
durante 90 minutos. Os blocos foram digeridos com 30U de Dral (Promega
Corporation, EUA) a 37°C por uma noite e armazenados a 4°C em EDTA 0,5M até

sua utilizacao.
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Para utilizacdo na eletroforese de campo pulsétil, os blocos foram lavados com
solugcéo de EDTA 0,05M, colocados em um gel de agarose apropriada para PFGE a
1% (Bio-Rad Laboratories Inc, USA), preparado em tampédo 0,5X TBE (Tris-HCI
45mM, &cido borico 45mM e EDTA 1mM), e submetidos a eletroforese em tampéo
0,5X TBE junto com o padrdo molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England
BioLabs Inc, USA). A PFGE foi realizada em um sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad
Laboratories Inc, USA) a 14°C por 24 h a 6V/cm, com intervalos de tempo 1,6 a
21,3s.

As imagens do gel de PFGE obtidas, foram analisadas pelo programa BioNumerics
(versdo 4.5; Applied Maths, Bélgica), utilizando o coeficiente de Dice pelo método
UPGMA (do inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), que foi
usado para preparar dendogramas dos perfis de PFGE com 2% de otimizagcao e
tolerancia de posicao. O critério interpretativo utilizado para os perfis de PFGE foram
descritos por Tenover et al. (TENOVER, 1995).

4.4.4. Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

A determinacdo das concentragdes inibitérias minimas (MIC do inglés Minimal
Inhibitory Concentration) dos antimicrobianos foi realizada no Nucleo de Doencas
Infecciosas da Universidade Federal do Espirito Santo (NDI/UFES), pelo método de
microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton suplementado com céations (CAMHB do inglés
Cation Adjusted Mueller-Hinton Broth), de acordo com as recomendacdes dos
manuais do CLSI (NCCLS): M24-A, M7-A6 e M100-S15 (NCCLS, 2003a; NCCLS,
2003b; CLSI, 2005). Todos os isolados selecionados e todas as cepas de referéncia
foram submetidos ao teste de sensibilidade, incluindo a cepa de referéncia

Mycobacterium peregrinum ATCC 700686 para controle de qualidade.
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Antimicrobianos

Os antimicrobianos utilizados no estudo e a faixa de concentracfes testadas sao

mostrados na Tabela 1.

TABELA1

ANTIMICROBIANOS, FABRICANTES E FAIXA DE CONCENTRAGCOES TESTADAS.

ANTIMICROBIANOS

FABRICANTE

FAIXA DE CONCENTRACOES TESTADAS

Amicacina
Cefoxitina
Cicloserina
Ciprofloxacina
Claritromicina
Doxiciclina
Etambutol
Gatifloxacina
Levofloxacina
Linezolida
Minociclina
Moxifloxacino
Sulfametoxazol
Tigeciclina§

Tobramicina

Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Bristol Myers Squibb Co., EUA
Johnson & Johnson Inc., EUA
Pharmacia & Upjohn Inc., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Bayer AG, Alemanha
Sigma-Aldrich Co., EUA
Wyeth Inc., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

1 a128ug/mL
1 a128ug/mL
2 a 256pg/mL
0,5 a 64pg/mL
0,03125 a 4pg/mL
0,25 a 32ug/mL
1 a128ug/mL
0,25 a 32pg/mL
0,5 a 64ug/mL
0,25 a 32ug/mL
0,25 a 32ug/mL
0,125 a 16ug/mL
1 a128ug/mL
0,03125 a 4pg/mL
1 a128ug/mL

§ A solucéo de tigeciclina utilizada no estudo foi preparada a partir do pé para solugéo intravenosa
comercialmente disponivel (Tygacil®). De acordo com o fabricante, ndo h& excipientes na formulagéo

parenteral de Tygacil®.

Foram preparadas solucdes-estoque 40 vezes mais concentrada do que a maior

concentracéo testada de cada antimicrobiano. Os diluentes utilizados no preparo de

cada solucdo-estoque foram recomendados pelo CLSI (CLSI, 2005). Apdés o

preparo, essas solugcdes foram imediatamente filtradas em membrana de poro

0,22um, aliquotadas em criotubos e armazenadas a -70°C, sob condigdes estéreis.
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Preparacao das microplacas

As microplacas contendo 96 pocos (12 colunas e 6 linhas) de fundo chato (TPP AG,
Suica) utilizadas para o teste de sensibilidade foram preenchidas com 200uL de
dgua destilada estéril nas colunas 1 e 12, 200uL de caldo Mdueller-Hinton
suplementado com cations (CAMHB) na coluna 2 e 100uL de CAMHB nas colunas 3
a 11. Em seguida, as soluc¢des-estoque dos antimicrobianos foram diluidas 1:10 em
CAMHB (solucédo de trabalho). Adicionou-se 100uL dessa solucédo de trabalho nos
pocos da coluna 3, sendo um antimicrobiano por placa. Com pipeta multicanal, foi
feita a diluicado seriada do antimicrobiano passando 100uL dos poc¢os da coluna 3 até
0s pocos da coluna 10, desprezando os ultimos 100uL. Terminada a diluicédo
seriada, as placas foram tampadas, guardadas em embalagens plasticas
hermeticamente fechadas e armazenadas em freezer a -20°C até o momento de sua
utilizacdo, sem ultrapassar 30 dias. Um esquema dessas placas preparadas é

mostrado na Figura 1.
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H20 deslilada esléril

Conlrole de conlaminagac (meio CAMHB sem anlimicrobiano e sem indculo)

Conlrole de crescimenlo (meio CAMHB sem anlimicrobiano e com indculo)

Pogos de teste (meio CAMHB com antimicrobianos diluidos seriadamente e com indculo)

Figural: Esquema das microplacas e contetdo dos pocos.

Inoculacdo dos isolados nas microplacas

Os isolados foram subcultivados em placas de agar 7H10 e incubados por 3 dias em
estufa a 30°C (modelo 410/4ND, Nova Etica, Brasil) para preparacéo do inéculo. As
placas com os antimicrobianos foram descongeladas em temperatura ambiente

cerca de 2 horas antes da inoculacao.
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Uma alca bacteriolégica de cada isolado foi suspensa em 4gua destilada estéril. O
tubo foi agitado e deixado em repouso para decantagcdo dos grumos. Com a
suspensao sobrenadante, foi feita outra suspensao com turbidez equivalente ao tubo
0,5 da escala de McFarland. De acordo com padronizacdes feitas no laboratorio
(dados n&o mostrados), o tubo 0,5 da escala de McFarland possui uma densidade
Otica (DO) de 0,14 a 0,16 a 625nm (espectrofotdmetro modelo 340, Sequoia-Turner,
EUA) e as suspensbes bacterianas com DO equivalente possuem uma
concentracdo bacteriana de 10’CFU/mL. Assim, para obter suspensées bacterianas
mais homogéneas para o teste de sensibilidade, a densidade otica de todas as
suspensdes submetidas ao teste foi medida até atingir um valor entre 0,14 e 0,16 a
625nm.

Apés a obtencao das suspensfes com densidade ética equivalente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland (10°CFU/mL), fez-se uma diluicdo 1:10 em A&gua destilada
estéril (10°CFU/mL). Dessa suspensdo diluida, fez-se mais uma diluicdo 1:10 em
CAMHB (10°CFU/mL). Essa suspensdo final foi adicionada as placas de
antimicrobianos inoculando-se 100uL do poco 3 ao poc¢o 11, sendo que cada isolado
foi adicionado em uma linha diferente. Terminada a inoculacdo, as placas foram
novamente tampadas, guardadas em embalagens plasticas hermeticamente

fechadas e incubadas em estufa a 30°C entre 3 e 5 dias.

Leitura e interpretacdo dos resultados

Apoés a incubacado, as placas foram lidas em um suporte com um espelho para
visualizacdo do fundo dos pocos, de forma que o crescimento bacteriano pudesse
ser visto de perto e com maior precisdo (Figura 2). A concentragao inibitéria minima
de cada antimicrobiano, exceto o sulfametoxazol, foi definida como a menor
concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel.
Dessa forma, a concentracdo do primeiro po¢co a nao apresentar crescimento

bacteriano é a concentracéo inibitoria minima do antimicrobiano testado.
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Para o sulfametoxazol, a concentracdo inibitéria minima € definida como a
concentracéo capaz de inibir 80% do crescimento bacteriano. Assim, o primeiro pogo
a apresentar 20% ou menos de crescimento bacteriano (comparando-se com 0
controle de crescimento), é a concentracdo inibitéria minima para esse

antimicrobiano.

EHE o
I .
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Figura 2: Suporte para leitura das placas de MIC.
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Coleta de amostras
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colaboracdo com

I Identificacdo por seqlienciamento UNIFESP

Genotipagem

UNIFESP

I Teste de sensibilidade (MIC)

Figura 3: Etapas do estudo.
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5. RESULTADOS

Com base no critério de selecdo das amostras deste estudo, espécies de
micobactérias de crescimento rapido foram estudadas perfazendo um total de 75
isolados nao duplicados provenientes de surtos, 10 isolados n&o duplicados
provenientes de infecgbes esporadicas e 2 isolados ambientais ndo duplicados. A
Figura 4 ilustra a distribuicdo desses isolados de acordo com o estado de origem e
seu envolvimento em surtos, infeccbes esporadicas ou isolamento ambiental,
indicando o nimero de casos notificados, cepas isoladas e cepas selecionadas para
0 estudo.

Como pode ser observado nessa figura, foram selecionados no minimo 10% dos
isolados de cada surto e, embora néo explicitado na figura, procurou-se abranger
todas as instituicbes envolvidas e sitios corporais afetados para garantir a
homogeneidade e a representatividade das amostras. Para facilitar a compreenséo e
a identificacdo dos isolados citados ao longo do texto, incluimos uma tabela no
APENDICE | com a origem do seu isolamento, a identificacdo alfanumérica dada a
cada isolado, a espécie identificada e o tipo de procedimento envolvido na infeccgéo.
A identificacdo alfanumérica dos isolados provenientes de surto é precedida da letra
S e 0 numero do surto, seguida pelo numero do isolado (ex: S1-03). Os isolados
provenientes de infeccdo esporadica foram identificados pelas letras ESP seguidas
do namero do isolado (ex: ESP9) e os isolados ambientais foram identificados com

as letras AMB seguidas pelo numero do isolado (ex: AMB2).



Isolados estudados: 10 (100%)

Para

Surto - videocirurgias
Casos notificados: ~310
Isolados obtidos: ~70
Isolados estudados: 11 (15,7%)
(Isolados S2-01 a S2-11)

Surto - mesoterapia
Casos notificados: ~18
Isolados obtidos: 13
Isolados estudados: 8 (62%)
(Isolados S5-01 a S5-08)

Infeccdo esporédica
(M. massiliense)
Isolados estudados: 1
Relacionado ao uso de
contraceptivo injetavel
(Isolado ESP6)

Resultados

Espirito Santo

Surto - videocirurgias
Casos notificados: ~200
Isolados obtidos: ~100
Isolados estudados: 22 (22%)
(Isolados S1-01 a S1-22)

Surto - lipocirurgia e mamoplastia
Casos notificados: 16
Isolados obtidos: 16
Isolados estudados: 10 (62,5%)
(Isolados S6-01 a S6-10)

Infeccéo esporadica

como M. abscessus)
Isolados estudados: 7
Casos de infeccéo pulmonar

Isolado ambiental
(M. massiliense)
Isolados estudados: 1
Obtido do esgoto tratado
(Isolado AMB1)

(isolados inicialmente identificados

(Isolados ESP1 a ESP3 e ESP7 a ESP10)

Rio Grande do Sul

Surto - videocirurgias
Casos notificados: 10
Isolados obtidos: 10

(Isolados S3-01 a S3-10)

Rio de Janeiro

Surto - videocirurgias
Casos notificados: ~1000
Isolados obtidos: ~140
Isolados estudados: 14 (10%)
(Isolados S4-01 a S4-14)

Infecc@o esporadica
(M. massiliense)
Isolados estudados: 2
Casos de infeccao pulmonar
(Isolados ESP4 e ESP5)

Isolado ambiental
(M. massiliense)
Isolados estudados: 1
Obtido de instrumentais cirargicos
(Isolado AMB2)

Figura 4: Distribuicdo dos isolados.
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5.1. ANALISE FENOTIPICA

A analise fenotipica das culturas de todos os isolados de surto (videocirurgias,
mesoterapia e lipocirurgias/mamoplastias) revelou a presenca de colbnias
acromdgenas, com aspecto liso e cremoso e com um tempo de crescimento inferior
a sete dias. Essas mesmas caracteristicas foram também observadas em nove dos
isolados provenientes de infec¢des esporadicas e ambientais (ESP1, ESP3 a ESP9
e AMB2). Porém, em trés isolados (ESP2, ESP10 e AMB1) foram observados
aspecto seco e rugoso. A Figura 5 mostra os diferentes aspectos dessas col6nias

em meio de cultura de Ogawa.

Coldnias com aspecto liso e cremoso

Colbnias com aspecto seco e rugoso

Figura 5: Diferentes aspectos morfolégicos encontrados para as colbnias dos isolados estudados.
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5.2. ANALISE MOLECULAR

5.2.1. PRA-hsp65

A analise molecular de identificacdo pelo método do PRA-hsp65 dos isolados dos
surtos relacionados a videocirurgias e mesoterapia revelou um perfil de bandas
descrito como M. abscessus tipo Il, que é comum a duas espécies: M. bolletii e M.
massiliense, com bandas de 235 e 210 pares de base para a enzima de restricao
BstEll e bandas de 200, 70, 60 e 50 pares de base para a enzima de restricdo
Haelll. Dos isolados provenientes de infeccdo esporadica, oito apresentaram o
mesmo perfil de bandas de M. abscessus tipo Il (ESP1 a ESP8). Os isolados

ambientais AMB1 e AMB2 também apresentaram esse perfil de restricao.

No entanto, os isolados do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias, que
ocorreu em 2008 no ES, apresentaram um perfil de bandas caracteristico apenas
para a espécie M. abscessus tipo |, com bandas de 235 e 210 pares de base para
BstEIll e bandas de 145, 70, 60 e 55 pares de base para Haelll, e, portanto, foram
identificados como M. abscessus. Entre os isolados provenientes de infeccbes
esporadicas, apenas ESP9 e ESP10 apresentaram esse perfil de restricdo. O perfil
de bandas caracteristico de M. abscessus | e o perfil de bandas comum a M. bolletii
e M. massiliense sdo mostrados na Figura 6.

PRABStEI PRAHaelll
e o o 8 2
€8 & B o
o . i

— M. abscessus tipo |

M. abscessus tipo |l

M. bolletii ou
M. massiliense

Figura 6: Perfis de bandas de M. abscessus tipo | e Il obtidos pelo método do PRA-hsp65.
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5.2.2. Seguenciamento

Como os resultados obtidos pelo método do PRA-hsp65 nao foram conclusivos para
os isolados dos surtos relacionados a videocirurgias e mesoterapia, para os isolados
de infeccdo esporadica ESP1 a ESP8 e para os isolados ambientais AMB1 e AMB2,
esses microrganismos foram submetidos ao sequenciamento. Além disso, 0s
isolados ESP9 e ESP10, apesar de terem sido identificados como M. abscessus tipo
| pelo método do PRA-hsp65, também foram submetidos ao seqiienciamento para

confirmacéo dos resultados.

Os fragmentos dos genes sequenciados de todos os isolados foram comparados
com as sequéncias do grupo M. chelonae — M. abscessus depositadas no GenBank
e o critério para identificacdo dos isolados foi considerar a espécie que apresentasse
a maior similaridade com as sequéncias obtidas, embora alguns isolados tenham
alta similaridade para mais de uma espécie (dados mostrados parcialmente). A
Tabela 2 apresenta as similaridades das seqUéncias dos isolados com as

sequéncias das cepas de referéncia depositadas no GenBank.
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TABELA 2

SIMILARIDADES DAS SEQUENCIAS DOS ISOLADOS ESTUDADOS COM AS SEQUENCIAS DAS
CEPAS DE REFERENCIA.

SIMILARIDADE
ESTADO ISOLADO M. massiliense M. bolletii M. abscessus
CIP 108297 CIP 108541 CIP 104536

hsp65° rpoB® hsp65° rpoB? hsp65° rpoB’

ES S$1-01 a S1-22 - 99,72% - - - -
PA S$2-01 a S2-11 100% 99,72%  99,25%  98,45% - -
RS S3-01 a S3-10 - 99,72% - - - -
PA S5-02 99,25% - 100% 99,72% - -
PA S$5-06 99,25% - 100% 100% - -
PA S$5-08 99,75% - 100% 100% - -
ES ESP1 - 100% - - - -
ES ESP2 - 99,72% - - - -
ES ESP3 100% - - - 96,35%  99,44%
RJ ESP4 - 99,72% - - - -

RJ ESP5 - 99,72% - - - -
PA ESP6 - 99,72% - - - -
ES ESP7 - - - 100% - -
ES ESP8 - - - 100% - -
ES ESP9 - - - - - 100%
ES ESP10 - - - - - 100%
ES AMB1 - 100% - - - -

#Numero de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. massiliense CIP 108297: AY596465;
® NGimero de acesso ao GenBank do gene rpoB da cepa M. massiliense CIP 108297: AY593981;
° Namero de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. bolletii CIP 108541: AY859675;

4 NGmero de acesso ao GenBank do gene rpoB da cepa M. bolletii CIP 108541: AY859692;

® Nimero de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. abscessus CIP 104536: AY458075;
"Numero de acesso ao GenBank do gene rpoB da cepa M. abscessus CIP 104536: AY147164.

O sequenciamento dos fragmentos génicos dos isolados do surto relacionado a
videocirurgias do PA (S2-01 a S2-11) identificou esses microrganismos como M.
massiliense, embora a similaridade com o M. bolletii também tenha sido elevada
para os dois genes. Também foram identificados como M. massiliense os isolados
dos demais surtos relacionados a videocirurgias: ES, RS e RJ (dados dos isolados
do RJ ndo mostrados). Os trés isolados do surto relacionado a mesoterapia do PA

foram identificados como M. bolletii de acordo com o critério descrito anteriormente.
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Os isolados de infeccdo esporadica ESP1, ESP2, ESP4, ESP5 E ESP6 e os
isolados ambientais AMB1 e AMB2 foram identificados como M. massiliense pelo
sequenciamento do gene rpoB. Surpreendentemente, o isolado ESP3, que havia
sido identificado como M. abscessus tipo Il pelo método do PRA-hsp65, obteve
maior similaridade para a sequéncia do fragmento génico rpoB com a espécie M.
abscessus tipo I. Diante dessa ambigilidade, o sequenciamento do gene hsp65 foi
realizado para esse isolado e a maior similaridade obtida foi com a espécie M.
massiliense, confirmando o resultado do PRA-hsp65. Os isolados ESP7 e ESP8
foram identificados como M. bolletii e os isolados ESP9 e ESP10 foram confirmados

como M. abscessus.

5.3. GENOTIPAGEM

Com o intuito de verificar se 0s microrganismos envolvidos nos surtos apresentavam
uma origem clonal e de caracterizar o perfil genotipico daqueles provenientes de
infeccdes esporadicas e do ambiente, todos os isolados selecionados no presente
estudo foram submetidos a técnica de eletroforese em campo pulsétil (PFGE). Os
isolados de M. massiliense provenientes do surto relacionado a videocirurgias do ES
apresentaram um perfil de PFGE com dez bandas (Figura 7), enquanto os isolados
de M. massiliense do surto relacionado a videocirurgias do RS apresentaram um
perfil de nove bandas (Figura 8). Entre os isolados estudados de M. massiliense do
surto relacionado a videocirurgias que ocorreu no PA, oito (S2-03 a S2-08, S2-10 e
S2-11) apresentaram o perfil de 10 bandas e trés (S2-01, S2-02 e S2-09)
apresentaram o perfil de 9 bandas (Figura 9). Para os isolados do surto relacionado
a videocirurgias do RJ, o perfil de 9 bandas foi observado apenas para os isolados
S4-03 e S4-14, enquanto os demais isolados estudados apresentaram o perfil de 10
bandas (figura ndo disponivel). De acordo com o critério estabelecido por Tenover et
al. (TENOVER, 1995), esses microrganismos apresentam elevado coeficiente de
similaridade sendo consideradas portanto como uma mesma cepa, 0 que caracteriza

esses surtos como monoclonais.
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Figura 7: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. massiliense do Espirito Santo.
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Figura 8: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. massiliense do Rio Grande do Sul.
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Figura 9: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. massiliense do Para.

Os isolados de M. bolletii do surto relacionado a mesoterapia ocorrido no PA
apresentaram quatro perfis diferentes de PFGE (Figura 10): o primeiro perfil inclui os
isolados S5-01 e S5-02, o segundo inclui S5-05, S5-06 e S5-07, o terceiro pertence
apenas ao isolado S5-04 e o quarto perfil inclui os isolados S5-03 e S5-08. Como os
quatro perfis ttm uma baixa similaridade entre si (68,7%), 0 surto relacionado a

mesoterapia foi caracterizado como policlonal.
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Figura 10: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. bolletii do Para.
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Os isolados do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias que ocorreu no ES,
causado pelo M. abscessus tipo |, apresentaram o mesmo perfil de PFGE (Figura

11), sendo considerado, portanto, um surto monoclonal.

$6-01
$6-02
$6-03
. S6-04
$6-05
$6-06
$6-07
$6-08
$6-09

NI M v se0

Figura 11: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. abscessus do Espirito Santo.

Entre os isolados de infec¢cdes esporadicas e os isolados ambientais, todos os
isolados apresentaram diferentes perfis de PFGE (Figura 12), exceto os isolados
ESP4 e ESP5, que apresentaram um perfil semelhante e sdo considerados
pertencentes a mesma cepa. Embora ndo mostrado, o isolado AMB2 proveniente de
instrumental cirargico coletado no RJ, apresentou o0 mesmo perfil de 10 bandas dos

isolados provenientes do surto relacionado a videocirurgias.
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M. abscessus ESP9
M. abscessus ESP10
M. bolletii ESP7
M. massiliense  ESP4
M. massiliense  ESP5
M. massiliense  ESP3
M. massiliense  AMB1
M. massiliense  ESP2
— - O NI M. massiliense  ESP6
— Wl B M. massiliense  ESP1
— M. bolletii ESP8

Figura 12: Perfil de PFGE dos isolados de infec¢des esporadicas e ambientais.

Apés a caracterizacdo dos perfis genotipicos de todos os isolados, foi feita uma
comparacado entre os diferentes perfis encontrados com o intuito de analisar
possiveis semelhancas entre eles. A Figura 13 mostra a comparacdo dos perfis
genotipicos da espécie M. massiliense, incluindo um isolado com perfil de 10 bandas
(S2-03) e um isolado com perfil de 9 bandas (S2-01), ambas do surto relacionado a
videocirurgias do PA, além dos isolados de infec¢des esporadicas ESP1 a ESP6, o
isolado ambiental AMB1 e a cepa de referéncia M. massiliense CIP 108297.
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A Figura 14 apresenta os perfis de M. bolletii dos isolados de surto relacionado a
mesoterapia do PA (S5-01 a S5-08), de infec¢des esporadicas (ESP7 e ESP8) e a
cepa de referéncia M. bolletii CIP 108541.

ESP8
ESP7
M. bolletii CIP 108541
S5-01
S5-02
S5-05
S5-07
S5-06
S5-04
S5-03
S$5-08

Figura 14: Analise comparativa dos perfis genotipicos de M. bolletii.

Na Figura 15 sdo mostrados os perfis de M. abscessus tipo | dos isolados de surto
relacionados a lipocirurgias e mamoplastias (S6-06), de infec¢cdes esporadicas
(ESP9 e ESP10) e da cepa de referéncia M. abscessus CIP 104536.

“ “ " ESP9

S$6-06

M. abscessus CIP 104536
ESP10

Figura 15: Analise comparativa dos perfis genotipicos de M. abscessus tipo |
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5.4. TESTE DE SENSIBILIDADE (MIC)

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos s&o mostrados nas
Tabelas 3, 4 e 5, no final desta secao, para os isolados de M. massiliense, M. bolletii
e M. abscessus tipo I, respectivamente. As tabelas apresentam os resultados para
os isolados que apresentaram diferentes perfis genotipicos pelo método de PFGE,
exceto para AMB2, que, apesar de ter o mesmo perfil genotipico de 10 bandas dos
isolados dos surtos relacionados a videocirurgias, teve seu resultado mostrado
separadamente na tabela. A interpretacdo das MIC observadas € apresentada na
Tabela 6.

Todos os isolados de M. massiliense demonstraram resisténcia frente a todas as
quinolonas, ao sulfametoxazol e a tobramicina. Para a amicacina, os isolados
demonstraram-se sensiveis ou com sensibilidade intermediaria (ESP2 e AMB1). Em
relagdo a minociclina, apenas a cepa de referéncia M. massiliense CIP 108297
apresentou sensibilidade, porém, os isolados de M. massiliense relacionados a surto
e o isolado ambiental AMB2 apresentaram sensibilidade intermediaria a esse
antimicrobiano. Todos os isolados demonstraram sensibilidade frente a claritromicina
e tigeciclina, exceto as cepas ESP4 e ESP5 provenientes de infec¢des esporadicas,
gue sao geneticamente diferentes das demais e apresentaram resisténcia a
claritromicina. Além dessas observacoes, € interessante notar que apenas a cepa de

referéncia foi sensivel a doxicilina.

Todos os isolados de M. bolleti, entretanto, demonstraram resisténcia a
claritromicina, exceto pela cepa de referéncia M. bolletii CIP 108541, que apresentou
sensibilidade intermediaria. Embora as cepas de M. bolletii tenham apresentado um
perfil de resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados, todas as cepas foram

sensiveis a amicacina e tigeciclina.

Os isolados de M. abscessus estudados apresentaram um perfil semelhante as
cepas de M. bolletii, com sensibilidade a tigeciclina e resisténcia a claritromicina.
Porém, apenas os isolados de M. abscessus provenientes do surto e a cepa de

referéncia M. abscessus CIP 104536 demonstraram maior sensibilidade a
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amicacina, pois os isolados provenientes de infecgfes esporadicas apresentaram

apenas sensibilidade intermediaria a esse antimicrobiano.



TABELA 3

Resultados

CONCENTRAGCOES INIBITORIAS MINIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. massiliense

ANTIMICROBIANOS

MICqp (Hg/mL)*

MmSVobh® MmSV10b' ESP1 ESP2 ESP3 ESP4eESP5 ESP6 AMB1 AMB2 M. massiliense CIP 108297
Amicacina 16 16 16 32 16 16 16 32 16 16
Cefoxitina 128 64 64 128 64 64 128 128 128 32
Cicloserina >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Ciprofloxacina 32 16 16 32 16 64 16 16 32 8
Claritromicina 0,13 0,13 0,13 0,06 0,13 >4 0,13 0,13 0,13 0,13
Doxiciclina >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32 2
Etambutol 64 64 128 128 32 64 128 64 64 64
Gatifloxacina 32 32 16 16 16 >32 16 16 32 8
Levofloxacina >64 64 32 32 32 >64 32 32 64 16
Linezolida 32 32 >32 16 32 16 32 32 32 32
Minociclina 8 8 >32 >32 >32 16 >32 >32 8 1
Moxifloxacina >16 >16 >16 16 >16 >16 >16 16 >16 8
Sulfametoxazol >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Tigeciclina 0,5 0,5 1 0,25 0,5 1 1 0,5 0,5 0,25
Tobramicina 128 128 64 64 32 32 16 32 128 32

* MICgo: Concentracao inibitéria minima dos antimicrobianos para 90% dos isolados estudados.

§ MmMSV9b: Isolados de M. massiliense relacionados ao surto de videocirurgia que apresentaram perfil genotipico de 9 bandas.

T MmSV10b: Isolados de M. massiliense relacionados ao surto de videocirurgia que apresentaram perfil genotipico de 10 bandas.
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TABELA 4

CONCENTRAGCOES INIBITORIAS MINIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. bolletii

ANTIMICROBIANOS

MICgo (ug/mL)

S5-01 e S5-02 S5-03 e S5-08 S5-04 S5-05, S5-06 e S5-07  ESP7  ESPS8 M. bolletii CIP 108541
Amicacina 8 16 8 8 4 16 16
Cefoxitina 64 32 32 64 64 64 32
Cicloserina >256 >256 >256 >256 >256 >256 >256
Ciprofloxacina 32 32 16 32 32 32 16
Claritromicina >4 >4 >4 >4 >4 >4 4
Doxiciclina >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32
Etambutol 64 128 64 64 128 128 16
Gatifloxacina 32 16 16 32 16 16 8
Levofloxacina 32 32 32 32 64 32 32
Linezolida 32 32 32 32 >32 32 32
Minociclina >32 >32 >32 >32 >32 >32 >32
Moxifloxacina >16 16 16 >16 >16 16 8
Sulfametoxazol >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Tigeciclina 0,5 0,5 0,5 0,5 1 0,5 0,25
Tobramicina 32 32 32 32 32 32 64
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TABELA 5

CONCENTRAGCOES INIBITORIAS MINIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. abscessus

MICqp (ug/mL)

ANTIMICROBIANOS
S6-01 a S6-10 ESP9 ESP10 M. abscessus CIP 104536

Amicacina 4 32 32 16
Cefoxitina 32 64 128 64
Cicloserina >256 >256 >256 >256
Ciprofloxacina 32 8 16 16
Claritromicina >4 >4 >4 >4
Doxiciclina >32 >32 >32 >32
Etambutol 32 128 64 32
Gatifloxacina 16 16 16 8
Levofloxacina 32 32 32 32
Linezolida 32 >32 >32 32
Minociclina >32 >32 >32 >32
Moxifloxacina 16 16 >16 16
Sulfametoxazol >128 >128 >128 >128
Tigeciclina 0,25 1 1 0,25
Tobramicina 8 16 16 32




TABELA 6

INTERPRETACAO DAS CONCENTRAGOES INIBITORIAS MINIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS

Resultados

ANTIMICROBIANOS

CRITERIOS DE INTERPRETACAO DAS MIC (ug/mL)

SENSIVEL INTERMEDIARIO RESISTENTE
Amicacina® <1 32 > 64
Cefoxitina® <1 32-64 > 128
Cicloserina* <32 - > 64
Ciprofloxacina® <1 >4
Claritromicina® < 4 >8
Doxiciclina® 2-8 =16
Etambutol® <4 - >8
Gatifloxacina’ <05 >2
Levofloxacina' <1 2 24
Linezolida® < 16 > 32
Minociclina’ < 8 >16
Moxifloxacina’ <0,5 22
Sulfametoxazol® <32 - > 64
Tigeciclina* < >8
Tobramicina® < >16

8§ Critérios interpretativos recomendados para MCR (NCCLS, 2003);

T Critérios interpretativos recomendados para Staphylococcus spp. (CLSI, 2005);
T Critério interpretativo recomendado pelo fabricante citado para outros microrganismos (WALLACE, 2002; PANKEY, 2005);
¥ Critério interpretativo recomendado para M. tuberculosis (HEIFETS, 1991).
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6. DISCUSSAO

O aumento no numero de casos de infec¢cdes por micobactérias de crescimento
rapido tém sido relatado por muitos autores e, embora ndo se saiba ao certo a
magnitude epidemioldgica dessas doencgas, alguns desses autores as consideram
emergentes (USLAN, 2006; BODLE, 2008; PAGNIER, 2009; BROWN-ELLIOTT,
2002; DE GROOTE, 2006). Ainda que essas micobacterioses possam ser adquiridas
na comunidade, as MCR estdo frequientemente envolvidas em casos de infeccdes
nosocomiais. Possiveis explicacfes para sua sobrevivéncia nesse ambiente incluem
sua habilidade em adaptar-se as condic6es adversas, como escassez de nutrientes
e desidratacdo, sua capacidade de formar biofilme e sua resisténcia a maioria dos
desinfetantes (PEDLEY, 2004). Essas caracteristicas das MCR somadas aos
freqiientes procedimentos invasivos realizados no ambiente hospitalar propiciam a
ocorréncia de surtos (PHILLIPS, 2001, GRIFFITH, 2007, PEDLEY, 2004).

6.1. ANALISE FENOTIPICA

Os seis surtos de micobacterioses causadas por espécies do grupo M. chelonae - M.
abscessus que ocorreram no Brasil entre 2004 e 2008 estavam relacionados a
procedimentos invasivos, como videocirurgias, mesoterapia, lipoplastia e
mamoplastias. Em geral, os pacientes apresentaram les6es nodulares eritematosas
com ou sem drenagem espontdnea de secrecdo. As culturas das amostras
coletadas mostraram crescimento de micobactérias de crescimento rapido, com
colénias de aspecto liso e cremoso. Os isolados provenientes de infeccbes
esporadicas, causadas por micobactérias do mesmo grupo, que foram incluidos no
estudo também apresentaram as mesmas caracteristicas morfolégicas, exceto pelos
isolados ESP2, ESP10 e AMB1, que apresentaram colbnias com aspecto rugoso e

SecCo.

A correlacdo entre as caracteristicas morfoloégicas das colbnias e a expressao de
diferentes fendtipos por cepas de micobactérias tem sido estudada por alguns

pesquisadores. Col6nias cremosas e rugosas de M. kansasii foram associadas a
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fenétipos menos virulentos e mais virulentos em experimentos de infec¢cdo em ratos,
respectivamente (COLLINS, 1981, BELISLE, 1989). Byrd e Lyons e Howard et al.
relataram a associagao de colonias lisas e cremosas de um isolado de M. abscessus
com producao de biofilme, motilidade por deslizamento e menor viruléncia, enquanto
coldnias rugosas e secas do mesmo isolado foram associadas com formagao de
corda, maior viruléncia e perda da capacidade de producdo de biofilme (BYRD,
1999; HOWARD, 2006). A exemplo do que ocorre com M. avium (CARTER, 2003), o
fendtipo associado a producdo de biofilme em micobactérias do ambiente poderia
proteger esses microrganismos da acao de desinfetantes. Ja o fenotipo ndo produtor
de biofilme poderia permitir as micobactérias a exposi¢cdo de moléculas de superficie
gue garantissem sua persisténcia em mondcitos do hospedeiro, como foi proposto
para o M. abscessus e 0 M. kansasii (BYRD, 1999; HOWARD, 2006; BELISLE,
1989). E inevitavel supor que a capacidade de transitar entre esses dois fenotipos
seria um interessante mecanismo para garantir vantagens adaptativas tanto no
ambiente quanto no hospedeiro, embora ainda ndo existam estudos conclusivos

para essa correlacéo.

6.2. ANALISE MOLECULAR

6.2.1. PRA-hsp65

Apods o isolamento e a analise fenotipica, 0 método do PRA-hsp65 foi realizado para
identificar a espécie de MCR isolada. Esse método, apesar de ser relativamente
rapido e identificar a maioria das espécies, pode apresentar limitacbes na
identificacdo de algumas espécies novas ou que apresentem perfis similares ou
multiplos (TORTOLI, 2003). Para as cepas estudadas, 0 método do PRA-hsp65 foi
atil na identificacdo da espécie M. abscessus tipo | apenas, pois o perfil de restricdo
para as espécies M. bolleti e M. massiliense foi indistinguivel. Como muitos
laboratorios no Brasil ttm adotado esse método para a identificacdo de espécies de
MNT, € importante divulgar a necessidade da realizacdo de métodos de identificacéo
mais discriminatérios para as espécies com perfis semelhantes. O manual oficial da

ATS/IDSA (American Thoracic Society / Infectious Diseases Society of America) para
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diagndstico, tratamento e prevencdo de doencas causadas por MNT (GRIFFITH,
2007), reforca a importancia da identificacdo da espécie e recomenda o envio do
isolado para um centro de referéncia que possa fazer essa identificacdo, caso o

laboratorio ndo possua a tecnologia necessaria.

6.2.2. Sequenciamento

Como néo foi possivel diferenciar entre as espécies M. bolletii e M. massiliense pelo
método do PRA-hsp65 para alguns isolados, realizamos o sequenciamento de
fragmentos dos genes hsp65 e da regido V do gene rpoB. O sequenciamento das
regides hipervariaveis A e B do gene que codifica 0 RNA ribossémico da subunidade
16S (16S rRNA) é amplamente utilizado e identifica a maioria das MNT (GRIFFITH,
2007), porém, as espécies M. bolleti e M. massiliense apresentam 100% de
similaridade dessa seqiiéncia com M. abscessus (ADEKAMBI, 2004; ADEKAMBI,
2006). A analise de polimorfismos entre fragmentos dos genes rpoB, hsp65, recA,
sodA e 16S-23S rRNA é mais eficiente para identificar entre essas espécies
(ADEKAMBI, 2004; ADEKAMBI, 2006; TORTOLLI, 2006).

Os isolados do PA envolvidos em surtos (relacionados a videocirurgias e
mesoterapia) e os isolados relacionados a infeccdo esporadica ESP3 e ESP6
tiveram os dois genes sequenciados. Os isolados do ES e do RS envolvidos em
surtos, os isolados provenientes de infeccbes esporadicas ESP1 a ESP10 (exceto
ESP3 e ESP6) e o isolado ambiental AMB1 tiveram apenas 0 gene rpoB
sequenciado, pois essa sequéncia demonstrou ter maior poder discriminatério entre
as espécies M. bolletii, M. massiliense e M. abscessus. Simmon et al. também
observou essa maior capacidade de diferenciacdo da seqiiéncia rpoB num estudo
de identificacdo dessas espécies entre isolados clinicos de M. abscessus (SIMMON,
2007).

Embora o critério utilizado nesse estudo para a identificacdo dessas espécies tenha
sido considerar o maior indice de similaridade com as sequéncias de M. massiliense

e M. bolletii depositadas no GenBank, € importante ressaltar que esse indice de
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similaridade foi elevado tanto para M. massiliense quanto para M. bolletii. De acordo
com o critério estabelecido por Adékambi et al., esses isolados poderiam ser
identificados como M. massiliense ou M. bolletii, pois apresentaram uma divergéncia
de similaridade <1,7% para ambas as espécies (ADEKAMBI, 2003; VIANA-NIERO,
2008).

Mesmo adotando o critério de maior similaridade para a identificacdo desses
isolados, € interessante notar que para o isolado ESP3 a maior similaridade para o
gene hsp65 foi com a sequéncia de M. massiliense (100%), porém, para o gene
rpoB, a maior similaridade foi com a sequéncia de M. abscessus (99,44%). Embora a
maioria dos isolados tenha alta similaridade com as espécies relacionadas M.
abscessus, M. massiliense e M. bolletii, tanto a sequéncia do gene hsp65 quanto do
gene rpoB apresentaram taxas de similaridade mais altas apenas para uma espécie,
ou seja, foram concordantes. Para esse isolado (ESP3) as similaridades das
sequéncias desses genes foram ambiguas, pois a sequéncia do hsp65 identifica
esse isolado como M. massiliense e do rpoB como M. abscessus. Como a
similaridade do hsp65 com a sequéncia de M. massiliense foi de 100%,
consideramos esse isolado como M. massiliense, porém, testes adicionais podem
ainda ser necessarios para confirmar a identificacdo desse isolado. Kim et al.,
também encontraram dois isolados com seqiienciamentos ambiguos para 0s genes
hsp65, que apresentou maior similaridade com o M. abscessus, e rpoB, que
apresentou maior similaridade com o M. massiliense, porém, o sequenciamento de
fragmentos dos genes sodA e 16S-23S ITS confirmaram a espécie como M.
massiliense (KIM, 2008).

Com excecdo do isolado ESP3 citado acima, que apresentou uma identificacao
ambigua, os isolados provenientes de infeccdes pulmonares esporadicas,
selecionados a partir do banco de dados do NDI/UFES, foram identificados como M.
abscessus (ESP9 e ESP10), M. bolletii (ESP7 e ESP8) e M. massiliense (ESP1 e
ESP2). Esses isolados foram obtidos a partir de amostras respiratorias coletadas no
periodo de 2001 a 2007 e estavam identificados apenas como M. abscessus. Essa
identificacdo inicial dos isolados foi feita por métodos fenotipicos e/ou método do

PRA-hsp65, que n&o sdo capazes de diferenciar entre as espécies M. bolletii e M.
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massiliense e por isso estavam identificados como M. abscessus. Simmon et. al.,
estudaram 55 isolados identificados como M. abscessus por técnicas nao
discriminatdrias e encontrou 4 isolados de M. massiliense apds o sequenciamento
do gene rpoB (SIMMON, 2007). Considerando esses resultados de identificacéo e
considerando que a determinacdo da espécie correta é importante ndo sé para
estudos epidemioloégicos como também para o reconhecimento de espécies
potencialmente patogénicas de importancia clinica e para a determinacdo de um
protocolo de tratamento precoce para essas infecc¢des, reforcamos a necessidade de
técnicas mais discriminatorias para a identificacdo das espécies do grupo M.

chelonae - M. abscessus.

6.3. GENOTIPAGEM

A investigacdo de surtos por técnicas de genotipagem tem como propdsito
determinar se os isolados que estdo epidemiologicamente relacionados, também
estdo geneticamente relacionados. Além disso, estabelecer a clonalidade de
microrganismos relacionados a surtos pode ser util na identificacdo da fonte de
infeccdo e na selecdo de microrganismos para estudos de viruléncia (SINGH, 2006;
RILEY, 2004).

A genotipagem das micobactérias de crescimento rapido selecionadas neste estudo
demonstrou que o surto relacionado a mesoterapia no estado do PA, foi causado por
multiplas cepas de M. bolletii, 0 que pode indicar diferentes fontes de infec¢do. Ja os
surtos relacionados a videocirurgias do PA, ES, RJ e RS foram causados por um
mesmo clone de M. massiliense, com perfis semelhantes de nove e dez bandas,
segundo o critério estabelecido por Tenover et al. (TENOVER, 1995). Meyers et al.,
ao investigarem um surto de M. chelonae também encontraram diferengas de até
duas bandas entre os perfis genotipicos dos isolados relacionados ao surto, porém,
os isolados também foram considerados clonais de acordo com 0s mesmos critérios
estabelecidos por Tenover et al. (MEYERS, 2002). No outro surto de infecgdo por

MCR investigado em nosso estudo, que envolveu pacientes submetidos a
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lipoescultura e colocacao de préteses mamarias no estado do ES, os isolados de M.

abscessus tipo | também apresentaram um padrao clonal.

Surtos monoclonais sugerem uma Unica fonte de infeccdo, porém,
lamentavelmente, na ocasidao nao foi realizada uma investigagdo minuciosa ou nao
foi identificada uma fonte comum de infeccdo entre os surtos de diferentes estados.
Além disso, ndo ha relatos na literatura de surtos por MCR, causados pela mesma
cepa, que tenham atingido tais proporcbes geogréaficas. Entre as amostras
ambientais coletadas para investigar possiveis fontes de infec¢do do surto, segundo
nosso conhecimento, apenas uma amostra de trocarte cirirgico (AMB2) do RJ
apresentou crescimento de M. massiliense. Esse isolado foi submetido ao PFGE e
obtivemos um perfil genotipico de dez bandas indistinguivel dos isolados clinicos

relacionados aos surtos (dados ndo mostrados).

A investigacdo de fontes de infeccdo de surtos através da genotipagem €
amplamente utilizada e tem demonstrado ser uma técnica eficiente na identificacéo
dessas fontes, colaborando para a criacdo de medidas preventivas de novos casos.
Um exemplo disso foi o surto de micobacteriose que ocorreu em New Jersey (EUA),
causado pelo M. chelonae, onde a genotipagem dos isolados clinicos e ambientais
permitiu a identificacdo da mesma cepa dos isolados clinicos em isolados obtidos a
partir de solucbes de azul de metileno utilizadas pelo cirurgido durante
procedimentos de ritidectomia. ApGs essa identificacao, todos os hospitais passaram
a utilizar solucdes estéreis de azul de metileno em frascos de uso Unico e nenhum
caso adicional foi relatado (KNACKMUHS, 2004). Outro exemplo foi o surto de
furunculose causado pelo M. fortuitum na Califérnia (EUA). Isolados ambientais da
tela de succdo dos recipientes utilizados para mergulhar as pernas durante o
procedimento de pedicure e isolados clinicos dos clientes do saldo demonstraram o
mesmo perfil de PFGE. Essa identificagdo permitiu que as autoridades locais
implementassem normas de limpeza e desinfeccado desses recipientes para evitar o

aparecimento de novos casos (WINTHROP, 2002).

Como nos surtos por M. massiliense desse estudo néo foi identificada uma fonte

comum de infeccéo para as diferentes regides, podemos supor que esse clone de M.
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massiliense seja predominante no pais, embora ndo possamos explicar os fatores
que levaram a sua disseminacdo e nem os fatores que levaram ao
desencadeamento desses surtos. Apesar disso, a identificacdo de uma fonte de
infeccdo no RJ (AMB2) chama a atencédo para a limpeza e esterilizacao inadequada
de instrumentais cirdrgicos reaproveitaveis e ndo autoclavaveis. Esses materiais
deveriam ser submetidos a uma cuidadosa limpeza antes do procedimento de
esterilizacdo. Porém, se todo o procedimento nao for realizado corretamente, pode
ocorrer a adesao de microrganismos e a formacao de biofilmes que os protejam, por
exemplo, da agdo dos germicidas comumente utilizados na desinfec¢cdo desses
instrumentais, como o glutaraldeido e o &cido peracético. Além da formacdo de
biofilme, a hipodtese de resisténcia aos germicidas também deve ser considerada.
Resultados preliminares do estudo em desenvolvimento realizado pelo Professor
Rafael Duarte da UFRJ (comunicacao pessoal) tém indicado que o M. massiliense é
resistente a até 10h de contato com solucdes de glutaraldeido em concentracdes
geralmente utilizadas para a desinfeccdo desses instrumentais (geralmente 2%). De
fato, a eficacia do glutaraldeido contra micobactérias, nessas concentra¢des usuais,
ja foi questionada por outros autores (CARSON, 1978; PEDLEY, 2004). A
“esterilizacao” por imersdo em agentes esterilizantes liquidos — mesmo néo existindo
relatos a respeito de resisténcia as solucdes de acido peracético por microrganismos
associados aos surtos — é discutida e ndo € recomendada devido as dificuldades da
realizacdo de todo o processo de forma asséptica, sendo necessario, portanto, a
utilizacdo de outros métodos de esterilizacdo dos materiais termossensiveis (como o
oxido de etileno) ou a aquisicdo de instrumentais que permitam a autoclavacéo
(SAO PAULO, 2008). Sendo assim, com base nas hipoteses aventadas sobre a
origem destas infeccbes, nos resultados de resisténcia ao glutaraldeido e na
dificuldade de esterilizacdo por imersdo em agentes quimicos liquidos, algumas
acOes corretivas foram implementadas pelas instituicdes de vigilancia sanitaria para

conter a ocorréncia de novos surtos (ANVISA, 2009).

Em nosso estudo, com intuito de elucidar se os isolados de M. massiliense e M.
bolletii envolvidos nos surtos apresentavam um perfil genotipico semelhante a
isolados causadores de infeccdes esporadicas, incluimos e analisamos nove

isolados de pacientes com doenca pulmonar e um com doencga cutanea causada por
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estes microrganismos. Ao compararmos o0s resultados obtidos pela técnica de
PFGE, constatamos que o perfil genotipico dos isolados dos surtos foram diferentes
dos isolados de infeccOes esporadicas e que estes, em geral, apresentaram
diferentes perfis de bandas entre si. A Unica excecao entre os perfis genotipicos de
isolados de infeccBes esporadicas foram os isolados ESP4 e ESP5, que séo
provenientes de amostras respiratorias de pacientes diferentes e apresentaram o
mesmo perfil genotipico. Esse resultado pode sugerir que este seja um genotipo
comum entre os isolados de infec¢des respiratorias esporadicas, porém, o numero
de isolados € pequeno para fazer inferéncias sobre sua ocorréncia nesta populacao
de pacientes. E interessante notar que o isolado ESP10 apresentou um perfil
genotipico bastante similar ao da cepa de referéncia M. abscessus CIP 104536.
Wallace et al., ao fazer a comparacdo genotipica de isolados de M. chelonae e M.
abscessus envolvidos em surtos e infeccfes esporadicas, assim como no NosSso
estudo, também observou alta similaridade entre uma cepa de referéncia de M.
chelonae (ATCC 35749) e um desses isolados, porém, ndo encontrou isolados
semelhantes entre os de infeccdo esporadica, o que confirma a ampla diversidade
dessas espécies (WALLACE, 1993).

6.4. TESTES DE SENSIBILIDADE (MIC)

Os testes de sensibilidade in vitro possuem algumas variacées na correlacao entre
0s seus resultados e a resposta clinica terapéutica apresentada, o que gera uma
polémica acerca do seu uso para fundamentar a terapia medicamentosa das
infeccbes por MCR (BROWN-ELLIOTT, 2002; DE GROOTE, 2006; FABRONI,
2008). Apesar disso, o teste de sensibilidade é recomendado para todos os isolados
clinicos significativos e o tratamento farmacoldgico deve se basear nesses
resultados (GRIFFITH, 2007).

O teste de sensibilidade para os isolados clinicos provenientes de surto foram
realizados ndo soO para auxiliar a definicdo da estratégia terapéutica, como também
para tracar um perfil de sensibilidade a antimicrobianos para espécies novas como o

M. bolletii e o M. massiliense, que até agora eram identificadas como M. abscessus.
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Além disso, o perfil de sensibilidade do M. abscessus também foi estudado, uma vez
que as informacfes a respeito dessa espécie confundem-se com as informacdes
das duas espécies recentemente separadas. Para avaliar ndo sO as possiveis
diferencas entre essas espécies, mas também entre cepas com perfis genotipicos
diferentes dessas espécies, fizemos o teste de sensibilidade a 15 antimicrobianos
para os isolados dos surtos e isolados de infec¢des esporadicas.

Para facilitar a comparacédo dos resultados descritos na literatura com 0S Nossos,
elaboramos duas tabelas (APENDICES B e C) com resultados relatados em
trabalhos mais recentes e 0s nossos resultados para as espécies estudadas. A
primeira apresenta os valores das MIC de antimicrobianos para as cepas de

referéncia e a segunda para isolados clinicos.

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com a técnica de
microdiluicio em CAMHB, recomendada pelo CLSI (NCCLS, 2003), para todos os
isolados estudados. O CLSI também indica os antimicrobianos que devem ser
incluidos em uma rotina de testes de sensibilidade. No nosso estudo, 0s
antimicrobianos que estdo entre os indicados sdo: amicacina, cefoxitina,
ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, linezolida, sulfametoxazol e tobramicina.
Para esses antimicrobianos, ha critérios interpretativos para as MIC obtidas em
relacdo as MCR. Porém, para os demais antimicrobianos testados (cicloserina,
etambutol, gatifloxacina, levofloxacina, minociclina, moxifloxacina e tigeciclina) néo
hé critérios interpretativos das MIC obtidas especificos para MCR. Wallace et. al., ao
fazer uma comparacédo da atividade in vitro da tigeciclina, tetraciclina, doxiciclina e
minociclina frente cepas de MCR, também encontrou essa dificuldade para
interpretagdo das MIC obtidas e utilizou os critérios interpretativos de MIC obtidas
para bactérias aerdbicas indicadas pelo CLSI (WALLACE, 2002). No nosso estudo,
para os antimicrobianos gatifloxacina, levofloxacina, minociclina e moxifloxacina,
também utilizamos os critérios interpretativos de MIC obtidas para bactérias
aerobicas segundo o manual do CLSI (CLSI, 2005). Para a tigeciclina, os critérios
interpretativos utilizados foram os recomendados pelo fabricante, que foi citado no
préprio artigo de Wallace et al. (WALLACE, 2002), e para a cicloserina e etambutol,
utilizamos os critérios interpretativos para M. tuberculosis (HEIFETS, 1991)
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Ao adotarmos estes critérios para interpretacdo dos resultados de MIC dos
antimicrobianos frente as micobactérias de crescimento rapido selecionadas para o
estudo, verificamos inicialmente que os isolados de M. massiliense (perfil genotipico
de 9 e 10 bandas pelo método do PFGE) provenientes dos surtos apresentaram
resultados uniformes para todos os antimicrobianos testados e mostraram-se
sensiveis apenas frente a amicacina, claritromicina e tigeciclina. Além disso, estes
microrganismos apresentaram também uma sensibilidade intermediaria a
minociclina. Os mesmos resultados foram observados para o isolado ambiental

AMB2 relacionado ao surto.

Os isolados provenientes de infec¢Bes esporadicas causadas por M. massiliense e o
isolado ambiental AMB1 apresentaram, em sua grande maioria, resultados
semelhantes. Uma excecéo foi a minociclina, cuja MIC foi elevada frente a todos os
isolados de infeccbes esporadicas. No estudo realizado por Kim et al., todos os
isolados de M. massiliense apresentaram sensibilidade a minociclina (KIM, 2007),
porém, Simmon et. al. encontraram isolados de M. massiliense com resultados
intermediarios (8ug/mL) e resistentes (64ug/mL) (SIMMON, 2007), corroborando
com 0s nossos resultados para os isolados provenientes do surto e de infecgbes
esporadicas. Seria importante se pudéssemos observar os perfis genotipicos obtidos
pelo método de PFGE dos isolados estudados nesses trabalhos, porém, no trabalho
de Kim et al. é relatado que a técnica foi feita e que os isolados apresentaram perfis
indistinguiveis, mas ndo € mostrada uma figura com esses perfis. Ja no trabalho de

Simmon et al., a genotipagem nao foi realizada.

Outra excecdo foi observada entre os isolados de M. massiliense: as MIC da
claritromicina para os isolados ESP4 e ESP5 foram elevadas. O unico relato de
resisténcia a claritromicina para M. massiliense foi descrito no estudo de Kim et al.,
que encontrou trés isolados resistentes a claritromicina com mutac¢des de ponto na
arginina das posi¢cfes 2058 ou 2059 da sequéncia do gene que codifica o RNA
ribossdmico da subunidade 23S (23S rRNA) (KIM, 2008). Nesse estudo, os isolados
que apresentaram sensibilidade a claritromicina ndo apresentaram a mutacgao,

porém, isolados de M. bolletii e M. abscessus resistentes a claritromicina também
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nao apresentaram a mutacdo, sugerindo existir diferentes mecanismos de
resisténcia para a claritromicina. Mais uma vez, gostariamos de observar os perfis
genotipicos desses isolados pela técnica de PFGE, mas a genotipagem dos isolados

nao foi realizada nesse estudo.

E interessante notar que as MIC observadas para a doxiciclina foram elevadas para
todos os isolados de M. massiliense estudados. Anteriormente havia sido proposto
que a sensibilidade a doxiciclina poderia diferenciar as espécies de M. massiliense e
M. abscessus (ADEKAMBI, 2004), porém, nossos resultados ndo confirmam essa
hip6tese. Simmon et. al. também afirmam néo terem encontrado nenhum isolado de
M. massiliense sensivel a doxiciclina, apesar de nao fornecerem os valores das MIC
obtidas para esse antimicrobiano (SIMMON, 2007).

Os resultados obtidos para a cepa de referéncia M. massiliense CIP 108297 sédo
concordantes com o artigo de descri¢do dessa cepa (ADEKAMBI, 2004), apesar das
pequenas variacfes nos resultados da amicacina e doxiciclina. Essas variacfes
podem resultar da utilizacdo de técnicas diferentes, uma vez que Adékambi et al.
utilizaram o teste comercial E-test (ADEKAMBI, 2004), que ainda n&o é padronizado
para testes de sensibilidade com MCR e por enquanto ndo é recomendado
(WOODS, 2000a; WOODS, 2000b).

Em relacdo aos isolados de M. bolletii relacionados ao surto que apresentaram
quatro perfis genotipicos diferentes, e o0s isolados provenientes de infeccbes
esporadicas, verificamos que todos apresentaram sensibilidade apenas a amicacina
e tigeciclina. A cefoxitina apresentou MIC intermediaria (32 - 64ug/mL), embora um
estudo realizado por Adékambi et al. s6 tenha encontrado isolados resistentes a
cefoxitina com MIC bastante elevadas (>256ug/mL). Nesse mesmo estudo
(ADEKAMBI, 2009), é relatada uma sensibilidade intermediaria & amicacina
(32ug/mL), enquanto no nosso estudo todos os isolados se apresentaram sensiveis.
Possiveis explicacdes para isso sdo as variagcdes entre os meéetodos ou entre as
cepas. No estudo citado, foi utilizado o método comercial E-test, porém, variacdes

das cepas na resposta ao antimicrobiano sdo possiveis. Nesse caso, seria
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importante analisar o perfil genotipico dos isolados estudados por Adékambi et al.,
mas nao foram realizadas as genotipagens desses isolados.

A marcante resisténcia a claritromicina foi encontrada para todos os isolados
estudados de M. bolletii e, apesar de existirem poucos estudos relatados para
isolados clinicos deste microrganismo, Kim et al. e Adékambi et al. encontraram os
mesmo resultados para essa espécie (KIM, 2008; ADEKAMBI, 2009). Além disso, o
artigo de descricdo da espécie também apresentou resultados compativeis com 0s

gue obtivemos para a cepa de referéncia.

Quanto a cepa de referéncia M. abscessus CIP 104536 observamos uma variacao
importante nos resultados obtidos para a claritomicina no nosso estudo em
comparagdo com o resultado descrito na literatura por Adékambi et al. para essa
mesma cepa (ADEKAMBI, 2004). Nesse estudo de Adékambi et. al., é relatada
sensibilidade do M. abscessus frente a claritromicina, enquanto Nnos nossos
resultados s6 foram obtidas MIC>4ug/mL para esse antimicrobiano. Porém, no
estudo de Adékambi et al., ndo fica muito claro se os resultados obtidos para o M.
abscessus se referem a cepa de referéncia. Além disso, o método usado foi o E-test.
Mesmo assim, foram realizadas repeticdes do teste de sensibilidade em nosso
laboratério, que apresentaram o mesmo resultado (MIC>4ug/mL). Acreditamos que
para dirimir esta controvérsia, seria necessario avaliar possiveis mutacdes, como no
gene relacionado a resisténcia de macrolideos (erm), ou também a presenca de

bomba de efluxo.

Os isolados do surto causado por M. abscessus tipo | apresentaram sensibilidade a
amicacina e a tigeciclina apenas. Resultados intermediérios foram obtidos para
cefoxitina e tobramicina. Ja os isolados provenientes de infec¢cdes esporadicas
apresentaram sensibilidade apenas a tigeciclina, com resultados intermediarios para
a amicacina. Todos os isolados apresentaram resisténcia a claritromicina. Furuya et
al. e Kim et al. relataram a ocorréncia de isolados clinicos de M. abscessus
resistentes a claritromicina (FURUYA, 2008; KIM, 2008), embora seja amplamente
conhecido que essa espécie apresenta uma uniforme sensibilidade a esse
antimicrobiano (GRIFFITH, 2007).
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Finalmente, como foi observado nesse estudo, os isolados de M. abscessus, M.
bolleti e M. massiliense apresentaram um perfil de resisténcia & maioria dos
antimicrobianos testados. Ainda que este perfil fenotipico tenha sido tracado por
meétodos in vitro, até que ensaios clinicos controlados e randomizados sejam
realizados, nossos resultados podem auxiliar os médicos na fundamentacdo de um
esquema terapéutico eficaz. Além disso, esses perfis podem constituir-se em
importantes parametros para a comparacdo de resisténcia dessas espécies de
micobactérias de crescimento rapido entre diferentes setores, hospitais e regides do

pais.
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CONCLUSOES

Trés espécies de micobactérias de crescimento rapido foram identificadas
em surtos ocorridos no Brasil no periodo entre 2004 a 2008, cada qual
relacionada a um determinado tipo ou natureza de procedimento invasivo: a
espécie M. massiliense a procedimentos invasivos videoscopicos, a espécie
M. bolletii a mesoterapia e a espécie M. abscessus a procedimentos
cirdrgicos estéticos como lipoaspiracdo, lipoescultura e colocacdo de

proteses de silicone;

As mesmas espécies causadoras de surto (M. massiliense e M. bolletii e M.
abscessus) também foram encontradas entre os isolados de infec¢bes
esporadicas, que anteriormente haviam sido identificados como M.

abscessus por métodos fenotipicos ou pelo PRA-hsp65;

A analise genotipica por eletroforese em gel de campo pulsatil (PFGE)
permitiu demonstrar ou comprovar a relacdo clonal dos isolados de M.
massiliense causadores de surtos associados a videocirurgias ocorridos nos

estados do Espirito Santo, Para, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul;

A presenca de um unico perfil genotipico nos isolados de M. abscessus
causadores do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias no estado
do Espirito Santo sugere uma fonte Unica e/ou comum de contamina¢do dos

pacientes;

Os isolados de M. massiliense e M. bolletii causadores de infeccdes
esporadicas e de amostras do ambiente apresentam perfis genotipicos
diferentes entre si e dagueles encontrados nos surtos, 0 que sugere que 0S
isolados de M. massiliense causadores dos surtos podem apresentar
caracteristicas fenotipicas que lhes propiciem vantagens seletivas
relacionadas a viruléncia e/ou resisténcia ao glutaraldeido. Contudo, €
absolutamente necessario que novos estudos sejam realizados para

comprovar esta hipotese;
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As espécies M. massiliense, M. bolletii e M. abscessus, independentemente
de sua origem (surto ou infeccdo esporadica) apresentaram uma ampla

resisténcia in vitro aos antimicrobianos;

A claritromicina, amicacina e tigeciclina foram os Unicos antimicrobianos
dentre os 15 estudados que apresentaram a agao in vitro contra os todos 0s
isolados de M. massiliense;

Diferentemente do relato original de sensibilidade da cepa de referéncia a
doxiciclina, os isolados de M. massiliense de nosso estudo mostraram-se

resistentes a mesma;

Os isolados de M. bolletii com diferentes perfis genotipicos provenientes de
surto e de infeccbes esporadicas apresentaram sensibilidade apenas a

amicacina e tigeciclina e sensibilidade intermediaria a cefoxitina;

Diferentemente dos relatos apresentados na literatura, os isolados de M.
abscessus incluidos em nosso estudo mostraram-se resistentes a

claritromicina;

A andlise ampla dos perfis de resisténcia, como efetuados neste trabalho,
mesmo com as limitacbes préprias de um critério fenotipico in vitro, pode
auxiliar o médico na fundamentacdo do esquema terapéutico e ainda
constituir-se num parametro importante para comparar a resisténcia destas
espécies de micobactérias de crescimento rapido entre diferentes setores,
hospitais e regides.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a evolucdo clinica e terapéutica dos pacientes infectados pelas
micobactérias do grupo M. chelonae — M. abscessus durante os surtos de
infecgdo hospitalar ocorridos no Brasil entre 2004 e 2008, descritos nesse

estudo;

Estudar fendtipos de viruléncia dos isolados estudados com colbnias secas e
rugosas e com colbnias cremosas e lisas em modelos de infeccao e/ou

cultura de células;

Estudar a atividade in vivo e/ou em cultura de células de determinados
antimicrobianos frente aos diferentes isolados estudados do grupo M.

chelonae — M. abscessus;

Avaliar a presenca de mutacdo no gene relacionado a resisténcia (erm) e

bombas de efluxo em isolados de M. abscessus resistentes a claritromicina.
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APENDICE A - Tabela de identificac&o dos isolados

Apéndices

ESTADO DESIGNACAO DO ISOLADO ESPECIE TIPO DE PROCEDIMENTO
S1-01 M. massiliense Videocirurgias
S1-02 M. massiliense Videocirurgias
S1-03 M. massiliense Videocirurgias
S1-04 M. massiliense Videocirurgias
S1-05 M. massiliense Videocirurgias
S1-06 M. massiliense Videocirurgias
S1-07 M. massiliense Videocirurgias
S1-08 M. massiliense Videocirurgias
S1-09 M. massiliense Videocirurgias
S1-10 M. massiliense Videocirurgias
ES S1-11 M. massiliense Videocirurgias
S1-12 M. massiliense Videocirurgias
S1-13 M. massiliense Videocirurgias
S1-14 M. massiliense Videocirurgias
S1-15 M. massiliense Videocirurgias
S1-16 M. massiliense Videocirurgias
S1-17 M. massiliense Videocirurgias
S1-18 M. massiliense Videocirurgias
S1-19 M. massiliense Videocirurgias
S1-20 M. massiliense Videocirurgias
S1-21 M. massiliense Videocirurgias
S1-22 M. massiliense Videocirurgias
S2-01 M. massiliense Videocirurgias
S2-02 M. massiliense Videocirurgias
S2-03 M. massiliense Videocirurgias
S2-04 M. massiliense Videocirurgias
S2-05 M. massiliense Videocirurgias
PA S2-06 M. massiliense Videocirurgias
S2-07 M. massiliense Videocirurgias
S2-08 M. massiliense Videocirurgias
S2-09 M. massiliense Videocirurgias
S2-10 M. massiliense Videocirurgias
S2-11 M. massiliense Videocirurgias
S3-01 M. massiliense Videocirurgias
S3-02 M. massiliense Videocirurgias
S3-03 M. massiliense Videocirurgias
S3-04 M. massiliense Videocirurgias
RS S3-05 M. massiliense Videocirurgias
S3-06 M. massiliense Videocirurgias
S3-07 M. massiliense Videocirurgias
S3-08 M. massiliense Videocirurgias
S3-09 M. massiliense Videocirurgias
S3-10 M. massiliense Videocirurgias
(Continua)
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ESTADO DESIGNACAO DO ISOLADO ESPECIE TIPO DE PROCEDIMENTO
S4-01 M. massiliense Videocirurgias
S4-02 M. massiliense Videocirurgias
S4-03 M. massiliense Videocirurgias
S4-04 M. massiliense Videocirurgias
S4-05 M. massiliense Videocirurgias
S4-06 M. massiliense Videocirurgias
RJ S4-07 M. massiliense Videocirurgias
S4-08 M. massiliense Videocirurgias
S4-09 M. massiliense Videocirurgias
S4-10 M. massiliense Videocirurgias
S4-11 M. massiliense Videocirurgias
S4-12 M. massiliense Videocirurgias
S4-13 M. massiliense Videocirurgias
S4-14 M. massiliense Videocirurgias
S5-01 M. bolletii Mesoterapia
S5-02 M. bolletii Mesoterapia
S5-03 M. bolletii Mesoterapia
PA S5-04 M. bolletii Mesoterapia
S5-05 M. bolletii Mesoterapia
S5-06 M. bolletii Mesoterapia
S5-07 M. bolletii Mesoterapia
S5-08 M. bolletii Mesoterapia
S6-01 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-02 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-03 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-04 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
ES S6-05 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-06 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-07 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-08 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-09 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
S6-10 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias
ES ESP1 M. massiliense Infeccdo pulmonar
ES ESP2 M. massiliense Infeccdo pulmonar
ES ESP3 M. massiliense Infeccdo pulmonar
RJ ESP4 M. massiliense Infeccdo pulmonar
RJ ESP5 M. massiliense Infeccao pulmonar
PA ESP6 M. massiliense Infeccao cutanea (uso de injetavel)
ES ESP7 M. bolletii Infecg&o pulmonar
ES ESP8 M. bolletii Infecg&o pulmonar
ES ESP9 M. abscessus Infeccdo pulmonar
ES ESP10 M. abscessus Infeccdo pulmonar
ES AMB1 M. massiliense Esgoto tratado
RJ AMB2 M. massiliense Instrumental cirdrgico (trocarte)

(Concluséo)
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APENDICE B - Tabela comparativa com dados da literatura para cepas de referéncia

DADOS DE MIC PARA CEPAS DE REFERENCIA — MIC (ug/mL)

ANTIMICROBIANOS M. massiliense CIP 108297 M. bolletii CIP 108541 M. abscessus CIP 104536
LITERATURA NDI/UFES LITERATURA NDI/UFES LITERATURA NDI/UFES

Amicacina 48° 16 24° 16 32¢ 16
Cefoxitina >32¢ 32 >32° 32 >32¢ 64
Cicloserina - >256 - >256 - >256
Ciprofloxacina >32¢ 8 >32° 16 >16% 16
Claritromicina 0,064 0,13 >256° 4 1,5 >4
Doxiciclina 0,75° 2 >32° >32 >128" >32
Etambutol >2¢ 64 - 16 >2¢ 32
Gatifloxacina - 8 - 8 42 8
Levofloxacina - 16 - 32 - 32
Linezolida - 32 - 32 64° 32
Minociclina 4° 1 >256° >32 >128" >32
Moxifloxacina - 8 - 8 - 16
Sulfametoxazol >152¢ >128 >152° >128 >152¢ >128
Tigeciclina - 0,25 - 0,25 0,12' 0,25
Tobramicina >g¢ 32 >g° 64 >g¢ 32

“BROWN-ELLIOT, 2002; "BROWN-ELLIOT, 1996; "WALLACE, 2001; “ADEKAMBI, 2004; *ADEKAMBI, 2006; WALLACE, 2002.



APENDICE C - Tabela comparativa com dados da literatura para isolados clinicos

Apéndices

DADOS DE LITERATURA (ISOLADOS CLINICOS) — MIC (ug/mL)

ANTIMICROBIANOS M. massiliense M. bolletii M. abscessus

Amicacina 16 12-16 - 4 16-32 - 32 4-16 8-32 32 - 4-32
Cefoxitina 32 - - 64 64-128 - >256 32-64 16 - 64 32-64 - 32-128
Cicloserina - - - - >256 - - >256 - - - >256
Ciprofloxacina 16 - 32 - - 16 16-64 - >32 16 - 32 0,25 - 32 16 - 8-32
Claritromicina 0,12 0,12 0,12 - 256 <0,12 0,06 ->4 8-16 >256 >4 0,12-2 4-8 0,25 - 64 >4
Doxiciclina R* 4 - - >32 - >32 >32 - 128 - >32
Etambutol - - - - 32-128 - - 64 - 128 - - - 32-128
Gatifloxacina 16 - - >8 16 - >32 - - 16 - 32 0,5-16 - - 16
Levofloxacina - - - - 32->64 - - 32-64 - - - 32
Linezolida 32 - - 8 16 - >32 - - 32->32 2-32 - - 32->32
Minociclina 8-64 15-6 - - 8->32 - >256 >32 16 - 64 - - >32
Moxifloxacina - - - - 16 - >16 - - 16 - >16 - - - 16 - >16
Sulfametoxazol - - - - >128 - - >128 - 64 - >128
Tigeciclina - - - - 0,25-1 - - 05-1 - - - 0,25-1
Tobramicina 16 - 32 - - 16 16-128 - >32 32 4-32 16 - 8-16

* No trabalho de Simmon et al. ndo é relatado o valor da MIC para a doxiciclina, porém, é relatado que todos os isolados foram resistentes a esse
antimicrobiano (R = resistente).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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