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RESUMO 

 

Micobactérias de crescimento rápido (MCR) podem causar um amplo espectro de 

doenças, desde infecções cutâneas superficiais até doenças disseminadas graves. 

Relatos de infecções adquiridas devido ao uso de materiais contaminados e a 

procedimentos cirúrgicos invasivos têm aumentado nos últimos 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 são as mais patogênicas e resistentes aos antimicrobianos. 

Mesmo em vigência de poliquimioterapia, pacientes portadores de infecções 

causadas por MCR podem não obter cura clínica. Neste estudo, identificamos 

espécies de MCR envolvidas em surtos e infecções esporádicas no Brasil no 

período de 2004 a 2008 e analisamos seus perfis genotípicos e de sensibilidade a 

antimicrobianos. Para isso, realizamos o estudo em dois grupos de MCR: o primeiro 

constituído por isolados relacionados a surtos (75 isolados) e o segundo por isolados 

não relacionados a surtos (10 isolados). O seqüenciamento dos genes hsp65 e rpoB 

foi utilizado para diferenciar entre as espécies do grupo  M. chelonae - M. abscessus 

e  a eletroforese em campo pulsátil (PFGE) para avaliar possíveis semelhanças 

entre os perfis genotípicos. A determinação das concentrações inibitórias mínimas 

(MIC) de 15 antimicrobianos frente aos isolados de MCR foi determinado pelo 

método de microdiluição 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 análise genotípica por PFGE desses isolados permitiu 

demonstrar ou comprovar a relação clonal entre os isolados de M. massiliense e 

entre os isolados de M. abscessus. Porém, os isolados provenientes de mesoterapia 

e infecções esporádicas apresentaram diferentes perfis genotípicos. As espécies 

analisadas, independentemente de sua origem (surto ou infecção esporádica) 

apresentaram uma ampla resistência in vitro aos antimicrobianos. Isolados de M. 

massiliense só apresentaram sensibilidade in vitro à claritromicina, amicacina e 

tigeciclina, enquanto os isolados de M. bolletii e M. abscessus foram sensíveis 

somente à amicacina e tigeciclina e moderadamente sensíveis à cefoxitina. Em 

conclusão, a análise ampla dos perfis genotípicos e, sobretudo de resistência, como 

efetuado neste trabalho, mesmo com as limitações próprias de um critério fenotípico 

in vitro, pode auxiliar o médico na fundamentação do esquema terapêutico. 

 

 

Palavras-chave: micobactéria, micobacterioses, surtos, genotipagem, teste de 

sensibilidade.



 ································································································································   Abstract 

 

 ······················································································································································  

 

 

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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. HISTÓRICO 

 

Século XIX. Doenças infecciosas endêmicas e epidêmicas, como sarampo, varíola, 

gripe, difteria, tuberculose, lepra e outras, ameaçavam a população dos grandes 

centros urbanos. Pessoas que antes viviam no campo, passaram a morar em 

cidades onde a falta de higiene, a poluição, a pobreza, a promiscuidade e a 

aglomeração cada vez maiores, favoreciam a disseminação de várias doenças 

infecciosas. E como se não bastasse o descontrole demográfico e o despreparo 

administrativo urbano, havia ainda o desconhecimento sobre a etiologia e a 

transmissibilidade dessas doenças, impedindo o avanço de medidas profiláticas e 

terapêuticas e favorecendo o caos infeccioso instalado (DUFFY, 1971; DOBSON, 

1996; COCHRAN, 2000).  

 

Apesar da tuberculose e da hanseníase serem duas das doenças mais antigas e 

conhecidas da humanidade, sua etiologia, assim como de várias outras doenças, 

ainda permanecia desconhecida. Mas Pasteur, em 1862, publicou sua polêmica 

―teoria dos germes‖, lançando uma luz sobre o conhecimento científico numa época 

onde a ―teoria da geração espontânea‖ era amplamente aceita (FLEMING, 1947; 

DUFFY, 1971). E assim, a microbiologia se desenvolveu rapidamente. Vários 

experimentos de infecção com animais demonstraram a capacidade de transmissão 

de muitas doenças como o antraz, a lepra, a gonorréia e a tuberculose. Além disso, 

técnicas de cultura e coloração permitiram a visualização e comprovação da 

presença de microrganismos em materiais biológicos infectados (SAKULA, 1982; 

SINGER, 1950). 

 

Foi nesse contexto científico e social do final do século XIX que as micobactérias se 

tornaram conhecidas. Em 1873, Gerhard Hansen descobriu o bacilo da hanseníase, 

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 início, nenhuma 
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correlação entre os dois bacilos foi notada, além da morfologia, mas logo depois, o 

próprio Robert Koch observou que o bacilo da lepra tinha as mesmas características 

de coloração do bacilo da tuberculose (SAKULA, 1982). 

 

Apesar dessa semelhança observada por Koch, os bacilos da tuberculose e da 

hanseníase só foram agrupados no mesmo gênero após a comprovação de que 

possuíam as mesmas características morfológicas e tintoriais. Assim, em 1896, 

Lehmann e Neumann estabeleceram as espécies Mycobacterium tuberculosis e 

Mycobacterium leprae ao criarem o gênero Mycobacterium, descrito como ―bacilos 

finos, com alguma ramificação; resistentes ao ácido; com colônias secas e 

enrugadas no ágar‖ (CONN, 1947). 

 

Mesmo com a criação e definição do gênero, o início do século XX foi marcado por 

uma grande negligência às micobactérias que não eram identificadas como M. 

tuberculosis. Crenças como ―micobactérias cromógenas não causam doença 

pulmonar‖ impediam a aceitação dos médicos acerca do potencial infeccioso de 

outras espécies, tornando sua ocorrência desinteressante para os estudiosos da 

época. Somente por volta de 1950, após a descoberta de que as micobactérias 

chamadas ―atípicas‖ ou ―anônimas‖ também poderiam causar doenças no homem, 

foi que a descrição de tais bactérias se fez necessária. Fato facilmente comprovado 

ao se observar que bem mais de 50% das espécies só foram descritas após este 

período (BARKSDALE, 1977; KAMAT, 1961; HARTMANS, 2006). 

 

A partir dessa nova perspectiva, várias micobactérias não causadoras de 

tuberculose (MNT) foram isoladas, tanto do homem como do meio ambiente, e 

várias outras características morfológicas e bioquímicas foram observadas. Essas 

características se tornaram importantes ferramentas não só para a identificação de 

novas espécies, como também para a classificação de espécies já descritas. A 

classificação mais aceita foi publicada por Runyon em 1959 e se fundamentou no 

tempo de crescimento e na produção de pigmentos em presença ou ausência de luz 

(RUNYON, 1959; HARTMANS, 2006; HILTZ, 1968): 
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 Grupo I: Micobactérias de crescimento lento fotocromógenas (só produzem 

pigmentos após exposição à luz). 

 Grupo II: Micobactérias de crescimento lento escotocromógenas (produzem 

pigmentos mesmo sem exposição à luz). 

 Grupo III: Micobactérias de crescimento lento acromógenas (não produzem 

pigmentos mesmo após exposição à luz). 

 Grupo IV: Micobactérias de crescimento rápido que podem ou não produzir 

pigmentos.  

 

À medida que foram sendo caracterizadas, as MNT ganharam importância no 

cenário científico. A aceitação dessas bactérias como causa de doenças foi lenta, 

mas alguns fatores como a melhoria das técnicas de identificação nos laboratórios 

de micobacteriologia e o aumento de indivíduos imunocomprometidos e de 

procedimentos invasivos, provocaram um aumento sem precedentes no número de 

casos relatados e alertou os médicos acerca do potencial infeccioso dessas 

bactérias (PRIMM, 2004; GRIFFITH, 2007). 

 

 

1.2. O GÊNERO 

 

O gênero Mycobacterium, pertencente à família Mycobacteriaceae, subordem 

Corynebacterineae e ordem Actinomycetales, até o presente momento, tem 138 

espécies e 11 subespécies descritas. Os bacilos pertencentes a esse gênero 

possuem dimensões de 0,2-0,7 x 1,0-10µm, são suavemente curvados, imóveis, não 

formam esporos e não têm cápsula. A parede celular desses microrganismos é rica 

em lipídios, entre eles os característicos ácidos micólicos, que conferem resistência 

a soluções álcool-ácidas e podem ser usados para a identificação de espécies 

micobacterianas. As colônias cultivadas em meio sólido podem crescer de forma 

lenta ou rápida e apresentarem-se lisas ou rugosas, secas ou cremosas e 

pigmentadas ou não, dependendo da espécie (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008; 

EUZÉBY, 2009).  
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A classificação das micobactérias, muito utilizada nos laboratórios de 

micobacteriologia para auxiliar a identificação da espécie, ainda segue os padrões 

de Runyon. Quanto à sua patogenicidade para os seres humanos, elas ainda podem 

ser classificadas como estritamente patogênicas (obrigatoriamente causam doença), 

potencialmente patogênicas (podem causar doença) e raramente patogênicas 

(nunca ou muito raramente provocam doença) (HARTMANS, 2006). 

 

Entre as espécies consideradas estritamente patogênicas estão o M. leprae e o 

complexo M. tuberculosis, que não são encontradas no ambiente. As MNT são 

espécies potencialmente ou raramente patogênicas, encontradas numa ampla 

variedade de reservatórios no ambiente. Apesar dessa diferença entre a 

patogenicidade das espécies do complexo M. tuberculosis e das MNT afetarem 

diretamente a significância clínica desses dois grupos, não se deve subestimar a 

capacidade das MNT de causar doença (GRIFFITH, 2007; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2008; PRIMM, 2004). 

 

 

1.3. MICOBACTÉRIAS NÃO CAUSADORAS DE TUBERCULOSE 

 

Como dito anteriormente, as MNT são ubíquas e podem ser encontradas 

amplamente distribuídas no ambiente, como na água natural ou tratada, no solo e 

até mesmo em associação com protozoários ou plantas. Como as MNT não são 

transmitidas de hospedeiro para hospedeiro – homem-homem ou animal-homem – 

seus reservatórios no ambiente são também considerados suas fontes de infecção 

(GRIFFITH, 2007; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008; PRIMM, 2004). 

 

Além dos diversificados habitats, as MNT também possuem características muito 

variadas. O tempo de geração (2 a 48h), a morfologia das colônias, a sensibilidade a 

antimicrobianos e biocidas, o carreamento de plasmídeos e a virulência são algumas 

das características 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 é uma característica que varia entre as MNT e que foi 

utilizada para classificá-las em dois grandes grupos: as MNT de crescimento lento e 

as MNT de crescimento rápido. Micobactérias não causadoras de tuberculose de 

crescimento lento são aquelas que requerem mais de sete dias de incubação para 

formar colônias visíveis em meio sólido a partir de um inóculo diluído. Micobactérias 

não causadoras de tuberculose de crescimento rápido (MCR) são aquelas que 

requerem menos de sete dias de incubação para formar colônias visíveis em meio 

sólido a partir de um inóculo diluído. Estudos filogenéticos demonstraram que a 

classificação baseada no tempo de crescimento corresponde à evolução das 

espécies – as MNT de crescimento lento, consideradas mais evoluídas, são 

originadas das MNT de crescimento rápido, consideradas mais primitivas (STAHL, 

1990). 

 

Além de geneticamente relacionadas, as espécies de cada grupo possuem 

características fenotípicas comuns, como por exemplo, seu potencial patogênico – a 

maioria das MNT de interesse clínico é de crescimento lento, que também são 

responsáveis pela maioria dos casos de infecção por MNT. Os casos de infecção 

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 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008; HARTMANS, 2006; 

STAHL, 1990; GRIFFITH, 2007). 

 

Embora as MCR sejam menos relacionadas a doenças (HARTMANS, 2006), o 

aumento progressivo do número de casos relatados tem demonstrado a importância 

emergente dessas infecções tanto em surtos como em casos esporádicos (DE 

GROOTE, 2006). As espécies de crescimento rápido mais relacionadas a infecções 

são: M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. immunogenum, M. mucogenicum e 

M. smegmatis (STAHL, 1990; DE GROOTE, 2006; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008; 

GRIFFITH, 2007). 
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1.4. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE MNT 

 

O diagnóstico laboratorial baseado nos achados microbiológicos exige muita cautela, 

pois o isolamento de MNT de amostras clínicas não estéreis pode significar 

colonização transitória ou contaminação. Mesmo diante dessas possibilidades, 

vários fatores podem contribuir para o aumento da significância clínica 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 relevância da espécie isolada. Para isso, os 

laboratórios devem estar aptos não só para diferenciar as MNT do complexo M. 

tuberculosis, como também para identificar as micobactérias ao nível de espécie, 

usando métodos fenotípicos, quimiotaxonômicos e/ou moleculares. Como todos os 

métodos de identificação possuem suas limitações, o uso de pelo menos duas 

técnicas de metodologias diferentes facilita a identificação e evita erros 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). Essa identificação não só ajuda no diagnóstico 

como também é importante para a realização do teste de sensibilidade adequado e 

para a definição do tratamento, seja ele cirúrgico ou com antimicrobianos (SÃO 

PAULO, 2005; GRIFFITH, 2007).  

 

A doença causada por qualquer espécie de MNT, chamada micobacteriose, deve 

ser diagnosticada a partir de critérios clínicos, radiográficos e microbiológicos de 

igual valor e que devem ser analisados em conjunto. Por isso, a correlação e a 

comunicação clínico-laboratorial são de fundamental importância para o 

estabelecimento do diagnóstico e para determinação da estratégia terapêutica 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 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 água ou recipientes não estéreis. Evitar outros microrganismos 

contaminantes também é importante para o isolamento de MNT, sendo necessária a 
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refrigeração das amostras e a diminuição máxima do tempo entre a coleta e o 

processamento (GRIFFITH, 2007). 

 

A coleta de amostras para investigação de micobacterioses pode ser feita em vários 

sítios do corpo humano, porém, a significância clínica de uma MNT isolada de uma 

amostra depende se o sítio é estéril ou potencialmente contaminado e se o 

procedimento de coleta foi feito assepticamente. Amostras como sangue, biópsias e 

fluidos corporais, são consideradas estéreis desde que o procedimento de coleta 

seja asséptico. Amostras não estéreis como escarro e biópsias do trato digestivo e 

de pele, também devem ser coletados seguindo procedimentos cuidadosos de 

assepsia para reduzir ao máximo a contaminação (SÃO PAULO, 2005). Essas 

amostras potencialmente contaminadas devem ser descontaminadas, mas as 

amostras estéreis não necessitam desse procedimento e podem ser inoculadas 

diretamente no meio de cultura (GRIFFITH, 2007). 

 

A inoculação das amostras deve ser feita tanto no meio líquido quanto no meio 

sólido, porém, apesar do meio líquido proporcionar um crescimento mais rápido, 

também favorece organismos contaminantes. Além disso, o meio sólido permite a 

observação da morfologia e número de colônias. Um meio líquido amplamente 

utilizado é o caldo Middlebrook 7H9 modificado com um indicador fluorescente do 

consumo de oxigênio para detectar o crescimento bacteriano, comercialmente 

chamado MGIT (do inglês Mycobacteria Growth Indicator Tube). Para as culturas em 

meio sólido, recomendam-se meios a base de ovo, como o Löwenstein-Jensen (LJ), 

ou a base de ágar, como o Middlebrook 7H10 ou o 7H11 (GRIFFITH, 2007). 

 

Simultaneamente à inoculação da amostra no meio de cultura, faz-se a baciloscopia 

para verificar a presença de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR). A análise 

microscópica semi-quantitativa do esfregaço da amostra pode ser útil para fins 

diagnósticos, uma vez que a carga de bacilos vista na lâmina corresponde à carga 

de bacilos na amostra coletada. Assim, MNT contaminantes, que geralmente estão 

em pequeno número, raramente proporcionam um resultado de baciloscopia positiva 

(GRIFFITH, 2007). 

 



 ·························································································································   Introdução 

 

 ················································································································································  22 

Após a inoculação 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 incubação necessário para a visualização de colônias 

no meio sólido pode variar e deve ser observado: definir se a MNT isolada é de 

crescimento lento ou rápido é importante para o diagnóstico e para o tratamento e 

deve ser indicado no laudo laboratorial. Além disso, essa informação é um dado 

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

 

O resultado semi-quantitativo das culturas (0 a 4+) é recomendado pelo CLSI 

(Clinical and Laboratory Standards Institute) e constitui uma importante informação 

para o diagnóstico de doença por MNT. Uma única amostra positiva, de sítio não 

estéril, com uma baixa contagem de colônias é menos significativa clinicamente do 

que o mesmo tipo de amostra com alta contagem de colônias. Essa contagem 

também pode ser útil na avaliação de resposta à terapia, onde a redução na 

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

 

Apesar da significância clínica da MNT isolada ser fortemente influenciada pela 

análise semi-quantitativa do esfregaço e da cultura da amostra, os critérios para o 

diagnóstico laboratorial de doença por MNT geralmente consideram uma amostra 

positiva de sítio estéril ou três amostras positivas de sítios não estéreis coletadas em 

dias diferentes ou de lesões diferentes (no caso de múltiplas lesões). Para esse 

diagnóstico de MNT, é necessário diferenciar a micobactéria isolada do complexo M. 

tuberculosis e é fortemente recomendada a identificação da espécie de MNT 

isolada, não só para saber a sua significância clínica como também para definição 

da estratégia terapêutica (GRIFFITH, 2007). 

 

 

1.4.2. Identificação fenotípica 

 

O primeiro passo da identificação fenotípica é a observação do tempo de 

crescimento das colônias em meio sólido. Formação de colônias visíveis em menos 

de sete dias indica isolamento de micobactéria de crescimento rápido e em mais de 

sete dias, micobactéria de crescimento lento. Caso a micobactéria seja de 
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crescimento lento, será necessário determinar se pertence ao complexo M. 

tuberculosis ou se é uma MNT. Para isso, podem-se realizar quatro testes 

fenotípicos: análise macroscópica da cultura, análise microscópica da cultura, teste 

do crescimento em meio LJ com ácido p-nitrobenzóico (PNB) e teste da niacina. 

Dessa forma, a observação de colônias rugosas não fotocromogênicas com 

formação de corda que não crescem em LJ com PNB e são 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 é considerada 

uma MNT (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). 

 

Após determinar o tempo de crescimento e confirmar o isolamento de uma MNT, 

uma bateria de testes fenotípicos específicos é feita para a identificação da espécie 

isolada. Esses testes são baseados em características de cultura, como 

pigmentação e capacidade de crescimento em meios seletivos, e características 

bioquímicas, como reações enzimáticas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). Porém, 

alguns estudos recentes têm mostrado que o uso da identificação fenotípica apenas 

consome muito tempo e leva a atrasos consideráveis no diagnóstico. Além disso, os 

testes fenotípicos nem sempre identificam todas as espécies, principalmente as 

espécies descritas mais recentemente. Nesse caso, métodos mais discriminatórios 

como cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC do inglês High Performance 

Liquid Chromatography) e métodos moleculares devem ser usados (GRIFFITH, 

2007). 

 

 

1.4.3. Identificação quimiotaxonômica 

 

Os ácidos micólicos da parede celular das micobactérias podem variar na 

quantidade de átomos de carbono (60 a 90) e na presença de diferentes grupos 

funcionais. Como geralmente cada espécie apresenta um padrão característico de 

ácidos micólicos em sua parede celular, a análise desses ácidos micólicos por HPLC 

é um método prático, rápido e confiável para a identificação de espécies. Contudo, 

apresentam limitações que impedem sua ampla utilização, 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. Identificação molecular 

 

O aumento vertiginoso de novas espécies micobacterianas identificadas por 

métodos moleculares nos últimos anos exige do laboratório de micobacteriologia a 

adoção de métodos que também sejam capazes de identificar essas novas 

espécies. Esses métodos de identificação molecular geralmente utilizam regiões 

gênicas altamente conservadas que possuam regiões hipervariáveis com deleções, 

substituições ou inserções espécie-específicas. Assim, identificando essas 

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

 

O método do PRA-hsp65 (do inglês Polimerase chain reaction Restriction Analysis of 

the gene hsp65) consiste na amplificação de uma seqüência do gene que codifica a 

proteína de choque térmico de 65kDa seguida da digestão dessa seqüência por 

enzimas de restrição, geralmente a BstEII e HaeIII. Os produtos dessa digestão, 

chamados fragmentos de restrição, são separados em gel de acordo com seu 

tamanho e o perfil apresentado geralmente é espécie-específico (TORTOLI, 2003). 

O método do PRA-hsp65 é relativamente rápido, não requer organismos viáveis e 

identifica a grande maioria das espécies (GRIFFITH, 2007). Sua principal limitação 

consiste no fato de que algumas espécies apresentam um perfil de PRA ainda não 

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

 

Nos casos onde o método do PRA-hsp65 não for suficiente para a identificação da 

espécie, faz-se o seqüenciamento de regiões gênicas que apresentem 

polimorfismos espécie-específicos. O método consiste na amplificação da região 

gênica de interesse utilizando didesoxinucleotídeos (ddNTP) marcados com 

fluoróforos diferentes. Os produtos da amplificação são lidos por um aparelho que 

detecta o tipo de fluorescência emitida e fornece a seqüência de detecção dessa 

fluorescência. Como cada tipo de fluorescência corresponde a uma base 

nitrogenada, obtém-se a seqüência da região gênica de interesse, que identifica a 
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espécie micobacteriana pelo grau de similaridade que possui com seqüências 

espécie-específicas descritas em um banco de dados. Várias regiões gênicas 

podem ser utilizadas para detectar polimorfismos espécie-específicos, como 16S 

rRNA, rpoB, hsp65, recA e outros. O seqüenciamento do gene que codifica o 16S 

rRNA é o mais utilizado, porém, existem espécies que não apresentam diferenças 

polimórficas nessa região, sendo necessária a análise de outras regiões gênicas 

mais discriminatórias (NEONAKIS, 2008). 

 

 

1.4.5. Genotipagem 

 

Métodos de genotipagem são importantes ferramentas para determinar a 

―identidade‖ de um patógeno, uma vez que são capazes de diferenciar as cepas 

dentro de uma mesma espécie. Estabelecer a clonalidade de microrganismos pode 

ser útil, por exemplo, para identificar sua fonte de infecção e determinar se dois 

episódios de uma doença provocada pelo mesmo patógeno se trata de uma recidiva 

ou de uma reinfecção. Também podem indicar a significância clínica de isolados ao 

distinguir cepas patogênicas de não patogênicas (SINGH, 2006). Além disso, a 

genotipagem é essencial na investigação epidemiológica de surtos, pseudo-surtos e 

epidemias (GRIFFITH, 2007). 

 

Entre os métodos de genotipagem, a eletroforese em gel de campo pulsátil (PFGE 

do inglês Pulsed Field Gel Electrophoresis) é o mais valioso e amplamente utilizado 

para MNT. O método consiste em digerir o DNA micobacteriano com endonucleases 

de restrição específicas que clivam menos freqüentemente o DNA, gerando menos 

quantidade de fragmentos, que em compensação terão tamanhos maiores. Os 

fragmentos grandes, que numa eletroforese convencional não conseguem migrar, no 

PFGE migram pela mudança periódica da direção do campo elétrico, gerando um 

perfil de bandas cepa-específico. Analisando esse perfil de bandas é possível 

determinar a clonalidade de isolados diferentes. Apesar de consumir um tempo 

relativamente longo, a técnica é muito utilizada para diferenciação de cepas de MCR 

e outras MNT (GRIFFITH, 2007). 
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1.5. A SIGNIFICÂNCIA CLÍNICA DAS MCR 

 

Em muitos países a notificação de infecções causadas por micobactérias de 

crescimento rápido não é obrigatória por não ser uma doença transmissível 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008; GRIFFITH, 2007). Como conseqüência, não se 

conhece ao certo a magnitude dessas doenças, mas sabe-se que ela tem sido 

subestimada (USLAN, 2006; BODLE, 2008). Vários autores relatam que o número 

de casos de micobacterioses por MCR têm aumentado consideravelmente e são 

emergentes causas de doenças esporádicas ou surtos (DE GROOTE, 2006; 

BODLE, 2008; PAGNIER, 2009; BROWN-ELLIOTT, 2002). 

 

As espécies mais relacionadas a infecções em humanos pertencem ao grupo M. 

chelonae - M. abscessus, grupo M. fortuitum e o grupo M. smegmatis (BROWN-

ELLIOTT, 2002). Antes da evolução das técnicas moleculares de identificação, 

esses grupos de micobactérias possuíam subespécies e biovariantes, com uma 

―variabilidade natural‖ que justificava o resultado de testes discrepantes. Depois da 

introdução dessas técnicas moleculares com maior poder discriminatório, essas 

micobactérias foram reconhecidas como espécies separadas, provocando um 

aumento notável no número 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 são: M. fortuitum, M. peregrinum, M. 

mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M. houstonense e M. 

bonickei. As do grupo M. smegmatis são: M. smegmatis, M. wolinskyi e M. godii 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). Entre estes, os patógenos mais comuns ainda são 

o M. abscessus, o M. fortuitum e o M. chelonae, o que é compreensível, uma vez 

que as espécies novas são muito recentes e a maioria dos laboratórios menores não 

possui técnicas moleculares com o poder discriminatório necessário para identificá-

las (BROWN-ELLIOTT, 2002; TORTOLI, 2003). 

 

O M. abscessus geralmente causa doença pulmonar e infecções de pele, tecidos 

moles e ossos. Esse patógeno é responsável por 80% dos casos de doença 

pulmonar por MCR, além de ser a terceira MNT mais isolada de amostras 
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respiratórias nos EUA (GRIFFITH, 2007). A maioria dos pacientes afetados pela 

doença pulmonar é constituída por mulheres idosas não fumantes sem doenças de 

base ou pacientes com doenças de base, como bronquiectasia e doença 

micobacteriana anterior. Outros fatores de risco mais raros incluem desordens 

gastroesofágicas com vômitos crônicos, pneumonia lipóide e fibrose cística, que 

podem evoluir mais rápido e fatalmente. Infecções de pele, tecidos moles e ossos 

geralmente ocorrem após trauma acidental ou cirurgia em variados sítios e 

apresentam lesões nodulares avermelhadas (GRIFFITH, 2007). M. abscessus e M. 

fortuitum são as espécies micobacterianas mais envolvidas em infecções 

nosocomiais, sejam elas esporádicas ou em surtos, após procedimentos invasivos 

como cirurgias plásticas, cardíacas ou para colocação de próteses (BROWN-

ELLIOTT, 2002). 

 

O M. fortuitum e o M. chelonae também causam infecções de pele, tecidos moles e 

ossos com lesões características, porém, ao contrário do M. abscessus, não causam 

doença pulmonar com freqüência, exceto no grupo de pacientes com desordens 

gastroesofágicas com vômito crônico, nos quais o M. fortuitum e o M. abscessus 

ocorrem em igual freqüência (GRIFFITH, 2007). Apesar desses casos respiratórios 

específicos, o M. fortuitum está mais relacionado a infecções nosocomiais ou 

adquiridas na comunidade, após procedimentos invasivos ou traumas. O M. 

chelonae causa três tipos básicos de infecções cutâneas, dos quais o mais comum é 

a infecção cutânea disseminada em pacientes imunosuprimidos, que fazem 

tratamento de longo prazo com corticosteróides por causa de transplantes ou 

doenças autoimunes. O segundo tipo mais comum de infecções cutâneas causadas 

por esse microrganismo são as infecções localizadas após trauma, que variam de 

celulites ou abscessos até uma osteomielite. O terceiro e último tipo mais comum de 

infecções cutâneas são as infecções associadas a cateteres (BROWN-ELLIOTT, 

2002). O M. chelonae também é bastante relacionado a casos de ceratite, 

principalmente após cirurgia oftalmológicas do tipo LASIK (do inglês laser-assisted in 

situ keratomileusis) (GRIFFITH, 2007). Infecções após procedimentos invasivos 

podem ocorrer, mas comparando com a ocorrência de M. fortuitum e M. abscessus, 

esse tipo de infecção causada pelo M. chelonae é mais rara (BROWN-ELLIOTT, 

2002). 
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Além das espécies mencionadas acima, outras espécies recentemente descritas de 

MCR começam a ser relatadas como causa de infecção à medida que os 

laboratórios adotam a tecnologia necessária para identificá-las. O M. immunogenum, 

por exemplo, foi descrito como causa de infecções cutâneas, infecções associadas a 

cateteres, ceratite, pneumonite por hipersensibilidade e pseudosurtos em 

decorrência de broncoscópios contaminados. O M. mucogenicum também foi 

descrito como causa de infecções associadas a cateteres, que é a principal infecção 

clínica causada por essa espécie, apesar de também estar relacionado a peritonites 

após o uso de aparelhos de hemodiálise. Quando o M. mucogenicum é isolado a 

partir de amostras respiratórias é mais provável que essa espécie seja um 

contaminante (GRIFFITH, 2007; BROWN-ELLIOTT, 2002; TORTOLI, 2003). 

Recentemente também foram relatados casos de infecções respiratórias 

(ADÉKAMBI, 2004; ADÉKAMBI, 2006; KIM, 2008; ADÉKAMBI, 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 INFECÇÕES POR MCR 

 

A terapia antimicrobiana para as MCR, ao contrário da terapia para a maioria das 

doenças causadas por micobactérias de crescimento lento, pode variar dependendo 

do tipo de doença que causa. Infecções localizadas ou menores causadas por MCR, 

por exemplo, podem ter boas chances de sucesso com o tratamento monoterápico e 

um menor risco de desenvolvimento de resistência. Já infecções cutâneas 

disseminadas ou doenças pulmonares causadas por algumas espécies de MCR, 

normalmente requerem uma politerapia, com uso de antimicrobianos intravenosos e 

orais. As recentes descobertas de novos fármacos, como as fluoroquinolonas, os 

novos macrolídeos e as oxazolidinonas (linezolida) têm melhorado as opções 

terapêuticas e o prognóstico das doenças causadas pela maioria das MCR. Porém, 

ainda é necessário o desenvolvimento de drogas realmente eficazes e seguras para 
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garantir o tratamento de doenças causadas por espécies mais resistentes de MCR, 

como por exemplo, o M. abscessus (BROWN-ELLIOTT, 2002). 

 

O tratamento para doenças pulmonares provocadas por M. abscessus é difícil e 

geralmente não resolve a infecção. Para esses casos, recomenda-se a remoção 

cirúrgica do pulmão afetado combinada com um regime de tratamento que inclui um 

macrolídeo (claritromicina ou azitromicina) e um ou mais agentes parenterais 

(amicacina, cefoxitina ou imipenem) por vários meses. Para infecções de pele, 

tecidos moles e ossos, esse regime de tratamento combinado com a remoção 

cirúrgica dos nódulos é indicado. O tempo de tratamento pode variar de 4 a 6 meses 

no mínimo. Além disso, caso a infecção esteja associada a próteses ou cateteres, a 

retirada desses materiais é 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 clínicos, são variáveis e, por isso, 

recomenda-se a realização desses testes para todos os isolados clínicos relevantes 

(GRIFFITH, 2007). 

 

Isolados clínicos de M. chelonae geralmente são sensíveis à tobramicina, 

claritromicina e linezolida e são resistentes à cefoxitina. Apesar da monoterapia com 

claritromicina ter boa chance de sucesso, recomenda-se o uso da claritromicina com 

pelo menos mais um agente para evitar a resistência adquirida aos macrolídeos. O 

segundo agente pode ser definido com base em testes de sensibilidade in vitro. O 

tempo de tratamento para infecções de pele, tecidos moles e ossos deve durar de 4 

a 6 meses no mínimo, mas infecções pulmonares devem seguir o tratamento por no 

mínimo 12 meses de escarro negativo. A remoção cirúrgica de abscessos e a 

retirada de próteses e cateteres associados à infecção são recomendados 

(GRIFFITH, 2007). 

 

Infecções causadas por M. fortuitum geralmente são mais fáceis de tratar, uma vez 

que os isolados clínicos apresentam susceptibilidade a vários agentes 

antimicrobianos. Os isolados são susceptíveis à amicacina, ciprofloxacina, 

ofloxacina, sulfonamidas e imipenem e geralmente também são susceptíveis à 
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claritromicina. Porém, estudos recentes demonstraram que todos os isolados de M. 

fortuitum possuem um gene induzível que confere resistência aos macrolídeos. 

Assim, deve-se ter cautela quanto ao uso de macrolídeos para o tratamento dessas 

infecções. Os testes de sensibilidade in vitro são importantes para guiar a escolha 

dos antimicrobianos e garantir um tratamento efetivo com altas chances de cura. 

Para doenças pulmonares, o uso de pelo menos dois agentes antimicrobianos com 

atividade in vitro, durante 12 meses de escarro negativo, é recomendado. Para 

doenças de pele, tecidos moles e ossos, também devem ser usados no mínimo dois 

agentes antimicrobianos, porém, o tratamento durante 4 a 6 meses é suficiente. 

Assim como para as outras MCR, a remoção cirúrgica de abscessos e a retirada de 

próteses e cateteres associados à infecção são recomendados e são essenciais 

para a melhora do quadro (GRIFFITH, 2007). 

 

Algumas vezes os resultados dos testes de sensibilidade in vitro podem não 

corresponder à resposta terapêutica clínica e há 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 correlação entre os resultados 

dos testes de sensibilidade e a resposta clínica, enquanto espécies pertencentes ao 

MAC só apresentam essa correlação para os macrolídeos. Essa diferença entre os 

resultados laboratoriais e clínicos não variam apenas entre espécies diferentes de 

MNT, mas também variam para a mesma espécie de MNT, como por exemplo, o M. 

abscessus, que nas doenças pulmonares tem limitada correlação entre a resposta in 

vitro e a resposta clínica e nas infecções de pele, tecidos moles e ossos, parecem 

apresentar boa correlação. Apesar dessa diferença na correlação clínico-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 resistência (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 limitações e 

saber que nem sempre uma micobacteriose será 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 contrário dos testes para micobactérias de 

crescimento lento, possui uma única 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 concentração inibitória mínima (MIC do inglês Minimal Inhibitory 

Concentration) dos agentes antimicrobianos in vitro é o método de microdiluição em 

caldo, feito em microplaca, utilizando diluições seriadas de fator 2 incluindo a base 1 

dos antimicrobianos (NCCLS, 2003). Os métodos em ágar, como o teste de disco-

difusão e o teste comercial E-test, não são recomendados por apresentarem 

resultados inconsistentes (GRIFFITH, 2007). 

 

Os antimicrobianos recomendados pelo CLSI para o teste de sensibilidade para 

MCR são: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, imipenem, 

linezolida, sulfametoxazol e tobramicina. Porém, os resultados para imipenem não 

devem ser relatados para M. chelonae e M. abscessus, pois há dados que indicam 

uma inconsistência na reprodutibilidade e na interpretação 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 à tobramicina, os resultados 

referentes à amicacina podem ser relatados. Outros agentes antimicrobianos podem 

ter atividade contra as MCR, como por exemplo, vancomicina, cefmetazol, 

gentamicina, canamicina, amoxicilina - ácido clavulânico, meropenem e as novas 

fluoroquinolonas, moxifloxacina e gatifloxacina. Porém, essas drogas não foram 

recomendadas pelo CLSI por insuficiência de dados clínicos e/ou laboratoriais para 

execução e interpretação do teste (NCCLS, 2003). 

 

Apesar do método de microdiluição em caldo ser relativamente simples, a 

interpretação dos resultados nem sempre é óbvia, requerendo experiência e 

conhecimento acerca dos padrões 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 condições 

bem controladas, o resultado para a mesma cepa possa variar cada vez que o teste 

for feito. Para evitar variações que tornem o teste inconsistente, a variabilidade de 

resultados permitida é de uma diluição 1:2 para a mesma cepa. O controle de 

qualidade do teste de sensibilidade é fundamental não só para monitorar a acurácia 

e a precisão do teste como também para avaliar o desempenho dos antimicrobianos 

e dos técnicos envolvidos na produção, execução e interpretação desse testes 

(NCCLS, 2003). 

 

 

1.7. SURTOS DE INFECÇÃO POR MCR: ESTRATÉGIAS DE INVESTIGAÇÃO 

E TRATAMENTO 

 

A conhecida ubiqüidade ambiental das MNT e sua potencial capacidade de causar 

doença, somadas à sua notável resistência às condições adversas e aos métodos 

de desinfecção, permitem que as MNT causem desde uma simples colonização até 

uma séria infecção invasiva ou até mesmo uma pseudo-infecção. No ambiente 

hospitalar, em clínicas ou em estabelecimentos onde os procedimentos invasivos 

são freqüentes, essas mesmas características podem levar à ocorrência de surtos 

de infecção por MNT, que devem ser adequadamente investigados para determinar 

sua possível fonte e eliminar a possibilidade de um pseudo-surto (PHILIPS, 2001). 

As MCR são as MNT mais associadas a doenças nosocomiais (GRIFFITH, 2007) e 

estão freqüentemente envolvidas em casos de surtos por MNT (PHILIPS, 2001).  

 

Embora as MCR também provoquem doenças adquiridas na comunidade, por 

razões ainda não esclarecidas, elas são muito relacionadas a infecções iatrogênicas. 

Possíveis explicações para isso incluem a habilidade desses microrganismos em 

adaptar-se a condições adversas, como a baixa quantidade de nutrientes da água 

potável, a capacidade de formarem biofilme e a elevada resistência aos métodos de 

desinfecção comuns.  A maioria das MCR é relativamente resistente a desinfetantes 

como cloreto de benzalcônio, cloreto de cetilpiridínio e outros compostos de amônio 

quaternário, cloro, formaldeído, glutaraldeído, metais pesados, peróxidos e 
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iodóforos, dependendo da concentração e do tempo de contato com esses agentes. 

Por esses fatores, entende-se por que a prevenção das infecções por MCR é um 

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

 

Entre 1996 e 1997, na Califórnia, EUA, 34 pacientes submetidos a procedimentos de 

liposucção desenvolveram abscessos cutâneos, com cultura positiva para MCR em 

12 pacientes. Os isolados foram identificados como M. chelonae e o perfil genotípico 

apresentado pelo método de PFGE foram semelhantes. Uma amostra ambiental 

apresentou um perfil genotípico com diferença de duas bandas para os perfis dos 

isolados clínicos. Testes de sensibilidade foram realizados, mas os resultados não 

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 não foram positivas para M. abscessus. A 

genotipagem dos 5 isolados revelou perfis genotípicos indistinguíveis. Não foi 

relatada a realização 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 freqüentavam o mesmo salão de beleza, na Califórnia, EUA. 

Dos pacientes com furunculose, foram obtidas 32 culturas positivas identificadas 

como M. fortuitum. Das amostras ambientais coletadas no salão, foram obtidas 10 

culturas positivas para M. fortuitum do resíduo da tela de sucção de todos os dez 

recipientes em que os pacientes mergulhavam os pés durante o procedimento de 

pedicure. A genotipagem de 14 isolados clínicos e de 6 isolados ambientais 

demonstrou um padrão eletroforético indistinguível para os isolados clínicos e 3 

amostras ambientais. Em 2004, o mesmo autor publicou um estudo descrevendo a 

evolução dessas infecções 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 

resistência para claritromicina, azitromicina e eritromicina. Todos os pacientes 
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obtiveram resolução da doença, 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 lesões cutâneas, submetidos a 

cirurgias estéticas na República Dominicana em 2003, em uma prática 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 genotípico. Os testes de sensibilidade mostraram 

sensibilidade intermediária para claritromicina, imipenem e amicacina e resistência 

aos demais antimicrobianos testados. Os pacientes foram submetidos à drenagem 

cirúrgica e tratados com diferentes combinações de antimicrobianos, incluindo 

claritromicina, cefoxitina, amicacina, imipenem, linezolida, levofloxacina, 

ciprofloxacina e azitromicina. Dois pacientes tiveram falha de tratamento e, mesmo 

após a troca do esquema terapêutico, um deles não obteve a cura clínica (FURUYA, 

2008). 

 

Outro surto por MCR foi descrito em 2004, dessa vez associado a cirurgias plásticas 

faciais em Nova Jersey, EUA. Esse surto envolveu 4 pacientes que se submeteram 

à ritidectomia realizada pelo mesmo cirurgião em duas instituições 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 

soluções de azul de metileno que apenas esse cirurgião utilizava para fazer as 

marcações de incisão cirúrgica nos músculos faciais expostos. Os 3 isolados clínicos 

e os 4 isolados ambientais foram genotipados por RAPD-PCR e verificou-se que os 

sete isolados tinham o mesmo genótipo. Não foi relatada a realização 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 não 

foi acompanhado (KNACKMUHS, 2004).  

 

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

vez relacionado a injeções 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 não foi realizada e a fonte de infecção não pôde ser 

determinada. O teste de sensibilidade demonstrou sensibilidade à 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 países, a freqüência das infecções por MNT 

não é conhecida, pois não são consideradas doenças transmissíveis e por isso não 

exigem notificação obrigatória (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). Até o início desta 

década, poucos casos de infecções por MCR foram relatados, porém, recentemente 

alguns surtos foram descritos, refletindo o aumento da ocorrência dessas infecções 

no país e corroborando com o seu cenário emergente. O primeiro foi descrito por 

Freitas e envolveu 10 casos de infecção por M. chelonae após LASIK (FREITAS, 

2003). Sampaio descreveu um segundo surto após LASIK envolvendo 5 casos de 

infecção por M. immunogenum (SAMPAIO, 2006). Um terceiro surto após 

mamoplastias envolvendo 29 casos de infecção por M. fortuitum também foi descrito 

recentemente (SAMPAIO, 2006; PADOVEZE, 2007). 

 

Embora demonstrem a emergência das infecções por MCR no país, esses surtos 

envolveram um número de pessoas relativamente pequeno quando comparados a 

um surto ocorrido no estado do Pará (PA) a partir de 2004, onde um aumento no 

número de MCR isoladas deu início a uma investigação epidemiológica que 

identificou 311 pacientes com sinais e sintomas de infecção localizada por MCR. 

Assim como nos outros surtos por MCR, todos os pacientes haviam se submetido a 

algum tipo de procedimento invasivo, como cirurgias videolaparoscópicas e 

mesoterapia. Dos 311 pacientes suspeitos, foram obtidas 83 culturas positivas para 

MCR inicialmente identificadas como M. abscessus tipo II pelo método do PRA-

hsp65. Posteriormente esses isolados foram seqüenciados e genotipados por Leão 

et. al., que identificou dois surtos simultâneos: um relacionado a cirurgias, causado 

por uma única cepa de M. massiliense que envolveu cerca de 290 pacientes, e outro 

relacionado a mesoterapia, causado por múltiplas cepas de M. bolletii que envolveu 

cerca de 20 pacientes (VIANA-NIERO, 2008). 

 

Enquanto esses surtos estavam sendo investigados no PA, outros surtos de 

infecção por MCR após procedimentos cirúrgicos surgiram em outros estados 

(dados ainda não publicados). Até 2008 foram notificados 1014 casos no estado do 

Rio de Janeiro (RJ), 244 casos no estado do Espírito Santo (ES) e 79 casos no 
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estado do Rio Grande do Sul (RS) (ANVISA, 2008). A semelhança entre as 

características clínicas e microbiológicas dos surtos ocorridos no PA, RJ, ES e RS 

levantou uma suspeita que foi investigada e confirmada posteriormente: os surtos 

eram causados pelo mesmo agente etiológico, o M. massiliense. Esses surtos 

simultâneos no país, causados pela mesma espécie de MCR e envolvendo centenas 

de pacientes, formam um cenário epidemiológico inédito, pois os surtos descritos até 

agora envolveram relativamente poucos pacientes e foram restritos a uma cidade, 

região 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 Espírito Santo. Esse surto envolveu 28 

pacientes submetidos a procedimentos cirúrgicos e foi causado pelo M. abscessus 

tipo I.  

 

Sendo assim, entre 2004 e 2008, ocorreram 6 surtos de infecção após 

procedimentos invasivos causados por micobactérias do grupo M. chelonae - M. 

abscessus envolvendo centenas de pacientes. A emergência dessas infecções 

preocupa todos os profissionais de saúde, não só pela capacidade de se impor às 

medidas de controle de infecção hospitalar, como também pela falta de uma 

estratégia terapêutica padronizada. O tratamento recomendado para infecções 

causadas pelo M. abscessus envolve o debridamento cirúrgico de abscessos, a 

remoção de corpos estranhos e o tratamento farmacológico com mais de uma droga 

(GRIFFITH, 2007). Porém, não há ensaios clínicos controlados e randomizados que 

comparem diferentes esquemas de tratamento, determinem a duração desse 

tratamento e verifiquem a correlação da resposta clínica 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 clínicos não é a única dificuldade encontrada para 

fundamentar a terapia das infecções causadas pelas espécies do grupo M. chelonae 

- M. abscessus. Essas micobactérias são relatadas como as espécies de MCR mais 
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resistentes aos antimicrobianos, o que limita ainda mais as opções terapêuticas para 

o tratamento dessas infecções. 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 à minociclina e doxiciclina 

enquanto o M. abscessus demonstrou ser resistente (ADÉKAMBI, 2004). Em 2006 

esse mesmo pesquisador relatou a surpreendente resistência do M. bolletii à 

claritromicina, um antimicrobiano eficaz para a grande maioria das espécies do 

grupo M. chelonae - M. abscessus (ADÉKAMBI, 2006). 

 

Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos não 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 os antimicrobianos classicamente conhecidos como eficazes para 

essas espécies. Fernandez-Roblas, em 2000, encontrou resistência a claritromicina 

em cepas de M. abscessus (FERNANDEZ-ROBLAS, 2000). Yang et. al., em 2003, 

relatou a alta prevalência de isolados clínicos de MCR resistentes a muitos 

antimicrobianos. Das cepas de M. abscessus estudadas, 4% foram resistentes à 

amicacina, 11% foram resistentes à claritromicina, 4% foram resistentes à cefoxitina, 

42% foram resistentes à linezolida e 18% foram resistentes ao imipenem (YANG, 

2003). Shen et. al., em 2007, publicou um estudo da atividade in vitro de 

aminoglicosídeos frente a isolados clínicos de MCR e encontrou resistência à 

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 opções terapêuticas nos casos de resistência 

adquirida, falha no tratamento ou efeitos colaterais que exijam a substituição dos 

fármacos mais ativos. Wallace et. al., publicou um estudo com cepas de MCR e 

todas as cepas de M. abscessus foram sensíveis à tigeciclina, enquanto 5% delas 

foram sensíveis à minociclina (WALLACE, 2002). No estudo de Yang citado acima, 

foram encontrados 27% de cepas de M. abscessus sensíveis à tobramicina, 8% 

sensíveis ao moxifloxacino e 52% sensíveis à azitromicina (YANG, 2003). 
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É possível que essa variação na resposta aos antimicrobianos esteja relacionada a 

cepas específicas encontradas nessas espécies, porém, poucos estudos investigam 

o genótipo dessas cepas e o correlacionam com seu perfil de sensibilidade para 

identificar possíveis grupos genotípicos com perfis de sensibilidade específicos. A 

identificação 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 não ter uma 

correlação direta com a resposta clínica, a escolha empírica de antimicrobianos 

pode levar à 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 não há ensaios clínicos que determinem uma 

estratégia terapêutica padronizada para tratar as infecções causadas por estas 

micobactérias, os testes de sensibilidade são uma das únicas ferramentas 

disponíveis para fundamentar a terapia farmacológica dessas infecções. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Identificar as espécies, analisar os perfis de sensibilidade a antimicrobianos e os 

perfis genotípicos de micobactérias de crescimento rápido envolvidas em surtos e 

infecções esporádicas no Brasil. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1º) Identificar por intermédio de técnicas moleculares as espécies de 

micobactérias de crescimento rápido envolvidas em surtos e infecções 

esporádicas no Brasil; 

 

2º) Analisar os perfis genotípicos das micobactérias de crescimento rápido 

envolvidas em surtos e infecções esporádicas no Brasil; 

 

3º) Avaliar a atividade in vitro de agentes antimicrobianos frente a cepas de 

micobactérias de crescimento rápido envolvidas em surtos e infecções 

esporádicas no Brasil; 

 

4º) Verificar se isolados da mesma espécie com perfis genotípicos diferentes 

apresentam variações no perfil de sensibilidade a antimicrobianos. 



 ······················································································································································  
 

 

 ······················································································································································  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos



 ·································································································   Materiais e Métodos 
 

 

 ················································································································································  44 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo transversal descritivo baseado em análise genotípica e 

análise da sensibilidade a antimicrobianos de micobactérias de crescimento rápido 

relacionadas a surtos e infecções esporádicas ocorridas no Brasil no período entre 

2004 e 2008. Um fluxograma apresentando as etapas do estudo é mostrado na 

Figura 3, após as descrições dessas etapas. 

 

 

4.2. PACIENTES 

 

Pacientes do Espírito Santo, Pará, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul adquiriram a 

infecção durante procedimentos invasivos videoscópicos como colicistectomias, 

artroscopias, cirurgias bariátricas e ginecológicas, laparoscopias e colocação de 

próteses. Esses pacientes submetidos a videocirurgias, em geral, apresentaram 

infecção sob a forma de inflamação dos portais de incisão cirúrgica com formação 

de nódulos e/ou abscessos, com ou sem drenagem espontânea de secreção e com 

ou sem disseminação cutânea. As amostras para o cultivo primário consistiram, em 

sua maioria, de biópsias e secreções dos nódulos inflamatórios.  

 

Pacientes do Pará adquiriram a infecção durante procedimentos invasivos de 

mesoterapia. A infecção se apresentou sob a forma de inflamação dos locais de 

aplicação das injeções com formação de nódulos e/ou abscessos, com ou sem 

drenagem espontânea de secreção e com ou sem disseminação cutânea. As 

amostras para o cultivo primário consistiram, em sua maioria, de biópsias e 

secreções dos nódulos inflamatórios. 

 

Pacientes do Espírito Santo adquiriram a infecção durante procedimentos cirúrgicos 

estéticos como lipoaspiração, lipoescultura e colocação de próteses. A infecção se 

apresentou, geralmente, sob a forma de inflamação dos portais de incisão cirúrgica 

com formação de nódulos e/ou abscessos, com ou sem drenagem espontânea de 
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secreção e com ou sem disseminação cutânea. As amostras para o cultivo primário 

consistiram, em sua maioria, de biópsias e secreções dos nódulos inflamatórios. 

 

Os sete pacientes do Espírito Santo com infecção esporádica apresentaram doença 

pulmonar causadas por M. abscessus, isolados de amostras de escarro e lavado 

broncoalveolar. Dois pacientes do Rio de Janeiro com infecção esporádica causada 

por M. massiliense, isolados de amostras de escarro, também desenvolveram a 

forma pulmonar da doença. Um paciente do Pará com infecção esporádica por M. 

massiliense sob a forma cutânea, adquiriu a infecção durante aplicação de 

contraceptivo injetável.  

 

 

4.3. ORIGEM E CRITÉRIO DE SELEÇÃO DOS ISOLADOS 

 

4.3.1. Isolados relacionados a surtos 

 

O critério para seleção dos isolados obtidos de pacientes envolvidos em surtos de 

micobacteriose incluiu no mínimo 10% das cepas isoladas de cada surto, sendo uma 

cepa por paciente (isolados não duplicados), tentando abranger a maioria das 

instituições onde os procedimentos cirúrgicos foram feitos e a maioria dos sítios 

corporais afetados. 

 

 

Surtos relacionados a videocirurgias 

 

No estado do Espírito 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 Pará (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 Pará, 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 não relacionados a surtos 

 

Foram incluídos no estudo isolados do grupo M. chelonae - M. abscessus não 

relacionados a surtos provenientes de infecções esporádicas e de amostras 

ambientais com o objetivo de verificar possíveis variações no perfil de sensibilidade 

a antimicrobianos em cepas geneticamente diferentes. 

 

 

 A partir de infecções esporádicas 

 

Foram selecionados 7 isolados não duplicados a partir do banco de dados do Núcleo 

de Doenças Infecciosas da Universidade Federal do Espírito Santo (NDI/UFES). 

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

de pacientes com doença pulmonar.  

 

Foram incluídos 2 isolados não 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 doença pulmonar e foram identificados como 

M. massiliense. 

 

Além desses, foi incluído um isolado de M. massiliense obtido de um paciente do 

Pará com micobacteriose cutânea relacionada ao uso de contraceptivo injetável e 

que não estava associada a nenhum surto.  

 

 

A partir de amostras ambientais 

 

Foram incluídos no estudo um isolado de M. massiliense obtido de amostras de 

esgoto tratado da cidade de Vitória, estado do Espírito Santo, e um isolado de M. 

massiliense obtido a partir de instrumentais cirúrgicos coletados para estudo no Rio 

de Janeiro. 

 

 

4.3.3. Cepas de referência 

 

As cepas de referência 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 Primário 

 

Nos estados do ES, RS, PA e RJ, o cultivo primário 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 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2008), inoculadas em meio de cultura de Löwenstein-Jensen ou Ogawa, incubadas 

em estufa a 37°C e observadas semanalmente por até 8 semanas para observação 

de crescimento bacteriano. 

 

 

4.4.2. Identificação dos isolados 

 

Análise fenotípica 

 

Todos os isolados foram observados em meio de cultura sólido quanto às suas 

características fenotípicas como tempo de crescimento, aspecto das colônias e 

produção de pigmentos. 

 

 

Análise Molecular 

 

PRA-hsp65. A identificação molecular inicial dos isolados selecionados para este 

estudo foi realizada de acordo com o método descrito por Telenti e Leão (TELENTI, 

1993; LEÃO, 2004), nos laboratórios de Micobacteriologia das Universidades 

Federais de São Paulo (UNIFESP), do Espírito Santo (NDI-UFES) do Rio de Janeiro 

(UFRJ) e no Instituto Evandro Chagas do Pará. 

 

Em resumo, os isolados de micobactérias de crescimento rápido e as cepas de 

referência M. abscessus CIP 104536, M. bolletii CIP 108541 e M. massiliense CIP 

108297, foram submetidos à extração do DNA, amplificação da seqüência do gene 

hsp65 e digestão dessa seqüência pelas enzimas de restrição BstEII e HaeIII. Para 
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extração do DNA, as bactérias foram adicionadas a uma solução 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 utilização, quando então, foram 

descongelados, adicionados a 400µL de TE, inativados a 80°C por 20 minutos e 

resfriados a temperatura ambiente. Depois do resfriamento, foram adicionados 50µL 

de solução de lisozima e a mistura foi colocada em banho-maria a 37°C por 12 

horas. Depois, adicionou-se 70μL de solução de SDS 10% e 5µg de proteinase K 

(10mg/ml) e incubou-se a 65°C por 10 minutos. Após a mistura ter sido agitada, 

acrescentou-se 100µL de NaCl 5M e 100µL de solução CTAB/NaCl e agitou-se 

novamente até que a mistura tenha se tornado leitosa, quando então foi incubada a 

65°C por 10 minutos. Terminada a incubação, adicionou-se 750µL de solução 

clorofórmio/álcool isoamílico (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. Após centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi lavado com 1mL de etanol 70% e centrifugado por 5 

minutos a 14.000xg. Alíquotas de 20-30μL de TE foram adicionadas aos tubos, que 

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

 

Após a extração do DNA, seguiu-se uma reação de PCR para amplificação do 

fragmento de Telenti (TELENTI, 1993), um fragmento de 441 pares de base do gene 

hsp65, utilizando os primers Tb11 (ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tb12 

(CTTGTCG AACCGCATACCCT). Depois da amplificação, os amplicons foram 

digeridos com as enzimas de restrição BstEII (Promega Corporation, EUA) e HaeIII 

(Invitrogen Corporation, EUA). Os fragmentos de restrição e os padrões 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 etídio. A determinação da espécie foi 

obtida comparando os perfis de restrição com o algoritmo proposto inicialmente por 

Telenti (TELENTI, 1993), e disponível na página eletrônica http://app.chuv.ch/ 

prasite/index.html. 
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Seqüenciamento. Como o perfil eletroforético obtido pelo método do PRA-hsp65 é 

comum a duas espécies, os isolados selecionados para o estudo foram submetidos 

ao seqüenciamento 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), três 

isolados de surto relacionados a mesoterapia do PA (S5-02, S5-06 e S5-08) e o 

isolado proveniente de infecção esporádica do PA (ESP6) tiveram os genes hsp65 e 

rpoB seqüenciados. 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 infecções 

esporádicas (ESP1 a ESP5 e ESP7 a ESP10) e os isolados ambientais AMB1 e 

AMB2 tiveram apenas o gene rpoB seqüenciado. Posteriormente, o isolado ESP3 

também teve o gene hsp65 seqüenciado. O procedimento foi realizado na UNIFESP 

de acordo com o método descrito a seguir. 

 

A partir da reação em cadeia de polimerase, foram amplificadas duas regiões 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 região V do gene rpoB utilizando os primers 

MycoF (GGCAAGGTCACCCCGAAGGG) e MycoR (AGCGGCTGCTGGGTGA 

TCATC) (ADÉKAMBI, 2003). Os amplicons dos fragmentos desses genes foram 

submetidos ao seqüenciamento direto pelo seqüenciador ABI Prism 3100 (PE 

Applied Biosystems Inc., EUA). Como as seqüências foram obtidas a partir de 

produtos de PCR não clonados, os dados foram processados utilizando a plataforma 

Egene (DURHAM, 2005) para eliminar seqüências contaminantes ou de baixa 

qualidade. Em seguida, as seqüências foram submetidas à análise pelo programa 

Phred para avaliação da qualidade das bases. As seqüências correspondentes aos 

primers foram mascaradas com o programa cross_match (P. Green, 1997, 

http://www.phrap.org/ phredphrapconsed.html). As regiões mascaradas e de baixa 

qualidade (valor Phred ≤ 15) das extremidades 3’ e 5’ das seqüências foram 

removidas e as seqüências remanescentes foram submetidas a um filtro de tamanho 

(no mínimo 350 pares de base para hsp65 e 670 pares de base para rpoB). Além 

disso, as seqüências que apresentaram menos de 90% das bases, ao longo do 

tamanho mínimo, com valor Phred maior do que 15, também foram filtradas. As 
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seqüências resultantes foram alinhadas pelo programa BioEdit (versão 7.0.5.3) 

(HALL, 1999) e foram identificadas pelo algoritmo ClustalW por análise de 

similaridade com as seqüências depositadas no banco de dados GenBank.  

 

 

4.4.3. Genotipagem 

 

A genotipagem dos microrganismos selecionados e das cepas de referência 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 pulsátil (PFGE 

do inglês 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 Müeller-Hinton 

suplementado com cátions e 0,1% de Tween 80 a 37°C em um agitador rotatório até 

que atingissem uma densidade ótica de 0,64 a 650nm. As células foram 

centrifugadas e congeladas a -80°C por 1h, descongeladas e suspensas em uma 

solução de NaCl 100mM, EDTA 50mM (pH 8.0), Tris 10mM e Tween 80 0,1%. A 

esta suspensão foi adicionado um volume igual de agarose de baixo ponto de fusão 

(Bio-Rad Laboratories Inc, USA) a 1% com EDTA 128mM, previamente aquecido a 

55°C. Esta mistura foi colocada nos moldes até a solidificação dos blocos, que foram 

então tratados com 2mL de lisozima 10mg/mL em uma solução de NaCl 100mM, 

Tris 10mM e EDTA 50mM (pH 8.0) a 37°C por uma noite e depois incubados a 4°C 

em solução de Sarkosyl 1% e EDTA 0,5M por 1h. Em seguida, foi adicionado 

proteinase K (BioAmerica Inc., EUA) a uma concentração 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 DraI (Promega 

Corporation, EUA) a 37°C por uma noite e armazenados a 4°C em EDTA 0,5M até 

sua utilização. 
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Para utilização na eletroforese de campo pulsátil, os blocos foram lavados com 

solução de EDTA 0,05M, colocados em um gel de agarose apropriada para PFGE a 

1% (Bio-Rad Laboratories Inc, USA), preparado em tampão 0,5X TBE (Tris-HCl 

45mM, ácido bórico 45mM e EDTA 1mM), e submetidos à eletroforese em tampão 

0,5X TBE junto com o padrão molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England 

BioLabs Inc, USA). A PFGE foi realizada em um sistema CHEF-DR III (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 

(versão 4.5; Applied Maths, Bélgica), utilizando o coeficiente de Dice pelo método 

UPGMA (do inglês Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), que foi 

usado para preparar dendogramas dos perfis de PFGE com 2% de otimização e 

tolerância de posição. 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 determinação das concentrações inibitórias mínimas (MIC do inglês Minimal 

Inhibitory Concentration) dos antimicrobianos foi realizada no Núcleo de Doenças 

Infecciosas da Universidade Federal do Espírito Santo (NDI/UFES), pelo método de 

microdiluição em caldo Müeller-Hinton suplementado com cátions (CAMHB do inglês 

Cation Adjusted Müeller-Hinton Broth), de acordo com as recomendações 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 referência 

foram submetidos ao teste de sensibilidade, incluindo a cepa de referência 

Mycobacterium peregrinum ATCC 700686 para controle de qualidade. 
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Antimicrobianos  

 

Os antimicrobianos utilizados no estudo e a faixa de concentrações testadas são 

mostrados na Tabela 1.  

 

 

TABELA1 
 

ANTIMICROBIANOS, FABRICANTES E FAIXA DE CONCENTRAÇÕES TESTADAS. 

 

ANTIMICROBIANOS FABRICANTE FAIXA DE CONCENTRAÇÕES TESTADAS 

   

Amicacina Sigma-Aldrich Co., EUA 1 a 128µg/mL 

Cefoxitina Sigma-Aldrich Co., EUA 1 a 128µg/mL 

Cicloserina Sigma-Aldrich Co., EUA 2 a 256µg/mL 

Ciprofloxacina Sigma-Aldrich Co., EUA 0,5 a 64µg/mL 

Claritromicina Sigma-Aldrich Co., EUA 0,03125 a 4µg/mL 

Doxiciclina Sigma-Aldrich Co., EUA 0,25 a 32µg/mL 

Etambutol Sigma-Aldrich Co., EUA 1 a 128µg/mL 

Gatifloxacina Bristol Myers Squibb Co., EUA 0,25 a 32µg/mL 

Levofloxacina Johnson & Johnson Inc., EUA 0,5 a 64µg/mL 

Linezolida Pharmacia & Upjohn Inc., EUA 0,25 a 32µg/mL 

Minociclina Sigma-Aldrich Co., EUA 0,25 a 32µg/mL 

Moxifloxacino Bayer AG, Alemanha 0,125 a 16µg/mL 

Sulfametoxazol Sigma-Aldrich Co., EUA 1 a 128µg/mL 

Tigeciclina
§
 Wyeth Inc., EUA 0,03125 a 4µg/mL 

Tobramicina Sigma-Aldrich Co., EUA 1 a 128µg/mL 

   

 
§ A solução de tigeciclina utilizada no estudo foi preparada a partir do pó para solução intravenosa 
comercialmente disponível (Tygacil®). De acordo com o fabricante, não há excipientes na formulação 
parenteral de Tygacil®. 

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

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

cada solução-estoque foram recomendados pelo CLSI (CLSI, 2005). Após o 

preparo, essas soluções foram imediatamente filtradas em membrana de poro 

0,22µm, aliquotadas em criotubos e armazenadas a -70°C, sob condições estéreis.  
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Preparação das microplacas 

 

As microplacas contendo 96 poços (12 colunas e 6 linhas) de fundo chato (TPP AG, 

Suíça) utilizadas para o teste de sensibilidade foram preenchidas com 200µL de 

água destilada estéril nas colunas 1 e 12, 200µL de caldo Müeller-Hinton 

suplementado com cátions (CAMHB) na coluna 2 e 100µL de CAMHB nas colunas 3 

a 11. Em seguida, as soluções-estoque dos antimicrobianos foram diluídas 1:10 em 

CAMHB (solução de trabalho). Adicionou-se 100µL dessa solução de trabalho nos 

poços da coluna 3, sendo um antimicrobiano por placa. Com pipeta multicanal, foi 

feita a diluição seriada do antimicrobiano passando 100µL dos poços da coluna 3 até 

os poços da coluna 10, desprezando os últimos 100µL. Terminada a diluição 

seriada, as placas foram tampadas, guardadas em embalagens plásticas 

hermeticamente fechadas e armazenadas em freezer a -20°C até o momento de sua 

utilização, sem ultrapassar 30 dias. Um esquema dessas placas preparadas é 

mostrado na Figura 1. 
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Figura1: Esquema das microplacas e conteúdo dos poços. 

 

 

Inoculação dos isolados nas microplacas 

 

Os isolados foram subcultivados em placas de ágar 7H10 e incubados por 3 dias em 

estufa a 30°C (modelo 410/4ND, Nova Ética, Brasil) para preparação do inóculo. As 

placas com os antimicrobianos foram descongeladas em temperatura ambiente 

cerca de 2 horas antes da inoculação. 
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Uma alça bacteriológica de cada isolado foi suspensa em água destilada estéril. O 

tubo foi agitado e deixado em repouso para decantação dos grumos. Com a 

suspensão sobrenadante, foi feita outra suspensão com turbidez equivalente ao tubo 

0,5 da escala de McFarland. De acordo com padronizações feitas no laboratório 

(dados não mostrados), o tubo 0,5 da escala de McFarland possui uma densidade 

ótica (DO) de 0,14 a 0,16 a 625nm (espectrofotômetro modelo 340, Sequoia-Turner, 

EUA) e as suspensões bacterianas com DO equivalente possuem uma 

concentração bacteriana de 107CFU/mL. Assim, para obter suspensões bacterianas 

mais homogêneas para o teste de sensibilidade, a densidade ótica de todas as 

suspensões submetidas ao teste foi medida até atingir um valor entre 0,14 e 0,16 a 

625nm. 

 

Após a obtenção das suspensões com densidade ótica equivalente ao tubo 0,5 da 

escala de McFarland (107CFU/mL), fez-se uma diluição 1:10 em água destilada 

estéril (106CFU/mL). Dessa suspensão diluída, fez-se mais uma diluição 1:10 em 

CAMHB (105CFU/mL). Essa suspensão final foi adicionada às placas de 

antimicrobianos inoculando-se 100µL do poço 3 ao poço 11, sendo que cada isolado 

foi adicionado em uma linha diferente. Terminada a inoculação, as placas foram 

novamente tampadas, guardadas em embalagens plásticas hermeticamente 

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

 

 

Leitura e interpretação dos resultados 

 

Após a incubação, as placas foram lidas em um suporte com um espelho para 

visualização do fundo dos poços, de forma que o crescimento bacteriano pudesse 

ser visto de perto e com maior precisão (Figura 2). A concentração inibitória mínima 

de cada antimicrobiano, exceto o sulfametoxazol, foi definida como a menor 

concentração do antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano visível. 

Dessa forma, a concentração do primeiro poço a não apresentar crescimento 

bacteriano é a concentração inibitória mínima do antimicrobiano testado. 
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Para o sulfametoxazol, a concentração inibitória mínima é definida como a 

concentração capaz de inibir 80% do crescimento bacteriano. Assim, o primeiro poço 

a apresentar 20% ou menos de crescimento bacteriano (comparando-se com o 

controle de crescimento), é a concentração inibitória mínima para esse 

antimicrobiano. 

 

 

 

 

Figura 2: Suporte para leitura das placas de MIC. 
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Figura 3: Etapas do estudo.

Identificação pelo PRA hsp65 

UNIFESP em 
colaboração com 

NDI/UFES, IEC-PA, 
LACEN-RS e UFRJ.  

Coleta de amostras 

Hospitais e clínicas NDI/UFES, UFRJ e IEC NDI/UFES e UFRJ 

Surto 
videocirurgias 
(1648 casos) 

Surto 
mesoterapia 
(18 casos) 

Surto lipocirurgias 
e mamoplastias 

(28 casos) 

Infecções 
esporádicas 
(10 casos) 

Isolados 
ambientais 

(2 amostras) 

Teste de sensibilidade (MIC) NDI/UFES 

Identificação por seqüenciamento UNIFESP 

Genotipagem UNIFESP 

Cultivo primário 

LACEN-ES 
LACEN-RS 

IEC-PA 
FIOCRUZ-RJ 

IEC-PA 
LACEN-ES 
NDI/UFES 

NDI/UFES 
UFRJ 

IEC-PA 

NDI/UFES 
UFRJ 

Surto 
videocirurgias 
(320 isolados) 

Surto 
mesoterapia 
(13 isolados) 

Surto lipocirurgias 
e mamoplastias 

(16 isolados) 

Infecções 
esporádicas 
(10 isolados) 

Isolados 
ambientais 
(2 isolados) 

Seleção dos isolados para o estudo 

Surto 
videocirurgias 

 
57 isolados 

Surto 
mesoterapia 

 
8 isolados 

Surto lipocirurgias 
e mamoplastias 

 
10 isolados 

Infecções 
esporádicas 

 
10 isolados 

Isolados 
ambientais 

 
2 isolados 

Cepas de 
referência 

 
3 cepas 



 ······················································································································································  
 

 

 ······················································································································································  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados



 ·························································································································   Resultados 
 

 

 ················································································································································  60 

5. RESULTADOS 

 

Com base no critério de seleção das amostras deste estudo, espécies de 

micobactérias de crescimento rápido foram estudadas perfazendo um total de 75 

isolados não duplicados provenientes de surtos, 10 isolados não duplicados 

provenientes de infecções esporádicas e 2 isolados ambientais não duplicados. A 

Figura 4 ilustra a distribuição desses isolados de acordo com o estado de origem e 

seu envolvimento em surtos, infecções esporádicas ou isolamento ambiental, 

indicando o número de casos notificados, cepas isoladas e cepas selecionadas para 

o estudo. 

 

Como pode ser observado nessa figura, foram selecionados no mínimo 10% dos 

isolados de cada surto e, embora não explicitado na figura, procurou-se abranger 

todas as instituições envolvidas e sítios corporais afetados para garantir a 

homogeneidade e a representatividade das amostras. Para facilitar a compreensão e 

a identificação dos isolados citados ao longo do texto, incluímos uma tabela no 

APÊNDICE I com a origem do seu isolamento, a identificação alfanumérica dada a 

cada isolado, a espécie identificada e o tipo de procedimento envolvido na infecção. 

A identificação alfanumérica dos isolados provenientes de surto é precedida da letra 

S e o número do surto, seguida pelo número do isolado (ex: S1-03). Os isolados 

provenientes de infecção esporádica foram identificados pelas letras ESP seguidas 

do número do isolado (ex: ESP9) e os isolados ambientais foram identificados com 

as letras AMB seguidas pelo número do isolado (ex: AMB2). 
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Figura 4: Distribuição dos isolados. 
 

Pará 
 

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) 

 

Infecção esporádica 

(M. massiliense) 

Isolados estudados: 1 

Relacionado ao uso de 

contraceptivo injetável 

(Isolado ESP6) 

Espírito 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) 

 

Infecção esporádica 

(isolados inicialmente identificados 

como M. abscessus) 

Isolados estudados: 7 

Casos de infecção pulmonar 

(Isolados ESP1 a ESP3 e ESP7 a ESP10) 

 

Isolado ambiental 

(M. massiliense) 

Isolados estudados: 1 

Obtido do esgoto tratado 

(Isolado AMB1) 

Rio Grande do Sul 

 

Surto - videocirurgias 

Casos notificados: 10 

Isolados obtidos: 10 

Isolados estudados: 10 (100%) 

(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) 

 

Infecção esporádica 

(M. massiliense) 

Isolados estudados: 2 

Casos de infecção pulmonar 

(Isolados ESP4 e ESP5) 

 

Isolado ambiental 

(M. massiliense) 

Isolados estudados: 1 

Obtido de instrumentais cirúrgicos 

(Isolado AMB2) 
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5.1. ANÁLISE FENOTÍPICA 

 

A análise fenotípica das culturas de todos os isolados de surto (videocirurgias, 

mesoterapia e lipocirurgias/mamoplastias) revelou a presença de colônias 

acromógenas, com aspecto liso e cremoso e com um tempo de crescimento inferior 

a sete dias. Essas mesmas características foram também observadas em nove dos 

isolados provenientes de infecções esporádicas e ambientais (ESP1, ESP3 a ESP9 

e AMB2). Porém, em três isolados (ESP2, ESP10 e AMB1) foram observados 

aspecto seco e rugoso. A Figura 5 mostra os diferentes aspectos dessas colônias 

em meio de cultura de Ogawa. 

 

 

 

           

 

 

 

           

 

Figura 5: Diferentes aspectos morfológicos encontrados para as colônias dos isolados estudados. 

 

Colônias com aspecto liso e cremoso 

Colônias com aspecto seco e rugoso 
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5.2. ANÁLISE MOLECULAR 

 

5.2.1. PRA-hsp65 

 

A análise molecular de identificação pelo método do PRA-hsp65 dos isolados dos 

surtos relacionados a videocirurgias e mesoterapia revelou um perfil de bandas 

descrito como M. abscessus tipo II, que é comum a duas espécies: M. bolletii e M. 

massiliense, com bandas de 235 e 210 pares de base para a enzima de restrição 

BstEII e bandas de 200, 70, 60 e 50 pares de base para a enzima de restrição 

HaeIII. Dos isolados provenientes de infecção esporádica, oito apresentaram o 

mesmo perfil de bandas de M. abscessus tipo II (ESP1 a ESP8). Os isolados 

ambientais AMB1 e AMB2 também apresentaram esse perfil de restrição. 

 

No entanto, os isolados do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias, que 

ocorreu em 2008 no ES, apresentaram um perfil de bandas característico apenas 

para a espécie M. abscessus tipo I, com bandas de 235 e 210 pares de base para 

BstEII e bandas de 145, 70, 60 e 55 pares de base para HaeIII, e, portanto, foram 

identificados como M. abscessus. Entre os isolados provenientes de infecções 

esporádicas, apenas ESP9 e ESP10 apresentaram esse perfil de restrição. O perfil 

de bandas característico de M. abscessus I e o perfil de bandas comum a M. bolletii 

e M. massiliense são mostrados na Figura 6. 

 

 

 

 

Figura 6: Perfis de bandas de M. abscessus tipo I e II obtidos pelo método do PRA-hsp65. 
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5.2.2. Seqüenciamento 

 

Como os resultados obtidos pelo método do PRA-hsp65 não foram conclusivos para 

os isolados dos surtos relacionados a videocirurgias e mesoterapia, para os isolados 

de infecção esporádica ESP1 a ESP8 e para os isolados ambientais AMB1 e AMB2, 

esses microrganismos foram submetidos ao seqüenciamento. Além disso, os 

isolados ESP9 e ESP10, apesar de terem sido identificados como M. abscessus tipo 

I pelo método do PRA-hsp65, também foram submetidos ao seqüenciamento para 

confirmação dos resultados. 

 

Os fragmentos dos genes seqüenciados de todos os isolados foram comparados 

com as seqüências do grupo M. chelonae – M. abscessus depositadas no GenBank 

e o critério para identificação dos isolados foi considerar a espécie que apresentasse 

a maior similaridade com as seqüências obtidas, embora alguns isolados tenham 

alta similaridade para mais de uma espécie (dados mostrados parcialmente). A 

Tabela 2 apresenta as similaridades das seqüências dos isolados com as 

seqüências das cepas de referência depositadas no GenBank. 
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TABELA 2 
 

SIMILARIDADES DAS SEQÜÊNCIAS DOS ISOLADOS ESTUDADOS COM AS SEQÜÊNCIAS DAS 
CEPAS DE REFERÊNCIA. 

 

ESTADO ISOLADO 

SIMILARIDADE 

M. massiliense 
CIP 108297 

M. bolletii 
CIP 108541 

M. abscessus 
CIP 104536 

hsp65
a 

rpoB
b 

hsp65
c 

rpoB
d 

hsp65
e 

rpoB
f 

        
ES S1-01 a S1-22 - 99,72% - - - - 

        
PA S2-01 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 S5-06 99,25% - 100% 100% - - 
PA S5-08 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% - - - - 

        

 
a 
Número de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. massiliense CIP 108297: AY596465; 

b 
Número de acesso ao GenBank do gene rpoB da cepa M. massiliense CIP 108297: AY593981; 

c
 Número de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. bolletii CIP 108541: AY859675; 

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

e
 Número de acesso ao GenBank do gene hsp65 da cepa M. abscessus CIP 104536: AY458075; 

f
 Número de acesso ao GenBank do gene rpoB da cepa M. abscessus CIP 104536: AY147164. 

 

 

O seqüenciamento dos fragmentos gênicos 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 não mostrados). Os três isolados do surto relacionado à mesoterapia do PA 

foram identificados como M. bolletii de acordo com o critério descrito anteriormente. 
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Os isolados de infecção esporádica ESP1, ESP2, ESP4, ESP5 E ESP6 e os 

isolados ambientais AMB1 e AMB2 foram identificados como M. massiliense pelo 

seqüenciamento do gene rpoB. Surpreendentemente, o isolado ESP3, que havia 

sido identificado como M. abscessus tipo II pelo método do PRA-hsp65, obteve 

maior similaridade para a seqüência do fragmento gênico rpoB com a espécie M. 

abscessus tipo I. Diante dessa ambigüidade, o seqüenciamento 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 os microrganismos envolvidos nos surtos apresentavam 

uma origem clonal e de caracterizar o perfil genotípico daqueles provenientes de 

infecções esporádicas e do ambiente, todos os isolados selecionados no presente 

estudo foram submetidos à técnica de eletroforese em campo pulsátil (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 três (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 não disponível). 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, o que caracteriza 

esses surtos como monoclonais. 
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Figura 7: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. massiliense do Espírito Santo. 

 

 

 

 
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 Pará. 

 

 

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 têm uma baixa similaridade entre si (68,7%), o surto relacionado a 

mesoterapia foi caracterizado como policlonal. 

 

 

 

 
Figura 10: Perfil de PFGE dos isolados do surto causado por M. bolletii do Pará. 
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Os isolados do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias que ocorreu no ES, 

causado pelo M. abscessus tipo I, apresentaram o mesmo perfil de PFGE (Figura 

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

 

 

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

 

 

Entre os isolados de infecções esporádicas 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 são considerados 

pertencentes à mesma cepa. Embora não mostrado, o isolado AMB2 proveniente de 

instrumental cirúrgico coletado no RJ, apresentou o mesmo perfil de 10 bandas dos 

isolados provenientes do surto relacionado a videocirurgias. 
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Figura 12: Perfil de PFGE dos isolados de infecções esporádicas e ambientais. 

 

 

Após a caracterização dos perfis genotípicos de todos os isolados, foi feita uma 

comparação entre os diferentes perfis encontrados com o intuito de analisar 

possíveis semelhanças entre eles. A Figura 13 mostra a comparação dos perfis 

genotípicos 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 infecções esporádicas ESP1 a ESP6, o 

isolado ambiental AMB1 e a cepa de referência M. massiliense CIP 108297. 

 

 

 

 
Figura 13: Análise comparativa dos perfis genotípicos de M. massiliense. 
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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 infecções esporádicas (ESP7 e ESP8) e a 

cepa de referência M. bolletii CIP 108541.  

 

 

 

 
Figura 14: Análise comparativa dos perfis genotípicos de M. bolletii. 

 

 

Na Figura 15 são mostrados os perfis de M. abscessus tipo I dos isolados de surto 

relacionados a lipocirurgias e mamoplastias (S6-06), de infecções esporádicas 

(ESP9 e ESP10) e da cepa de referência M. abscessus CIP 104536.  

 

 

 

 
Figura 15: Análise comparativa dos perfis genotípicos de M. abscessus tipo I 
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5.4. TESTE DE SENSIBILIDADE (MIC) 

 

Os resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos são mostrados nas 

Tabelas 3, 4 e 5, no final desta seção, 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 genotípicos pelo método de PFGE, 

exceto para AMB2, que, apesar de ter o mesmo perfil genotípico de 10 bandas dos 

isolados dos surtos relacionados a videocirurgias, teve seu resultado mostrado 

separadamente na tabela. A interpretação das MIC observadas é apresentada na 

Tabela 6. 

 

Todos os isolados de M. massiliense demonstraram resistência frente a todas as 

quinolonas, ao sulfametoxazol e a tobramicina. Para a amicacina, os isolados 

demonstraram-se sensíveis ou com sensibilidade intermediária (ESP2 e AMB1). Em 

relação à minociclina, apenas a cepa de referência M. massiliense CIP 108297 

apresentou sensibilidade, porém, os isolados de M. massiliense relacionados a surto 

e o isolado ambiental AMB2 apresentaram sensibilidade intermediária a esse 

antimicrobiano. Todos os isolados demonstraram sensibilidade frente a claritromicina 

e tigeciclina, exceto as cepas ESP4 e ESP5 provenientes de infecções esporádicas, 

que são geneticamente diferentes das demais e apresentaram resistência à 

claritromicina. Além dessas observações, é interessante notar que apenas a cepa de 

referência foi sensível à doxicilina. 

 

Todos os isolados de M. bolletii, entretanto, demonstraram resistência à 

claritromicina, exceto pela cepa de referência M. bolletii CIP 108541, que apresentou 

sensibilidade intermediária. Embora as cepas de M. bolletii tenham apresentado um 

perfil de resistência à maioria dos antimicrobianos testados, todas as cepas foram 

sensíveis à amicacina e tigeciclina. 

 

Os isolados de M. abscessus estudados apresentaram um perfil semelhante às 

cepas de M. bolletii, com sensibilidade à tigeciclina e resistência à claritromicina. 

Porém, apenas os isolados de M. abscessus provenientes do surto e a cepa de 

referência M. abscessus CIP 104536 demonstraram maior sensibilidade à 
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amicacina, pois os isolados provenientes de infecções esporádicas apresentaram 

apenas sensibilidade intermediária a esse antimicrobiano. 
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TABELA 3 
 

CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. massiliense 
 

ANTIMICROBIANOS 
MIC90 (µg/mL)* 

MmSV9b
§ 

MmSV10b
† 

ESP1 ESP2 ESP3 ESP4 e ESP5 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 

           

 

* MIC90: Concentração inibitória mínima dos antimicrobianos para 90% dos isolados estudados. 
§ MmSV9b: Isolados de M. massiliense relacionados ao surto de videocirurgia que apresentaram perfil genotípico de 9 bandas. 
† MmSV10b: Isolados de M. massiliense relacionados ao surto de videocirurgia que apresentaram perfil genotípico de 10 bandas. 
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TABELA 4 
 

CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. bolletii 
 

ANTIMICROBIANOS 
MIC90 (µg/mL) 

S5-01 e S5-02 S5-03 e S5-08 S5-04 S5-05, S5-06 e S5-07 ESP7 ESP8 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 
 

CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS FRENTE AOS ISOLADOS DE M. abscessus 
 

ANTIMICROBIANOS 
MIC90 (µg/mL) 

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 
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TABELA 6 
 

INTERPRETAÇÃO DAS CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS DOS ANTIMICROBIANOS TESTADOS 
 

ANTIMICROBIANOS 
CRITÉRIOS DE INTERPRETAÇÃO DAS MIC (µg/mL) 

SENSÍVEL INTERMEDIÁRIO RESISTENTE 

    

Amicacina
§ 

≤ 16 32 ≥ 64 

Cefoxitina
§ 

≤ 16 32-64 ≥ 128 

Cicloserina
¥ 

≤ 32 - ≥ 64 

Ciprofloxacina
§
 ≤ 1 2 ≥ 4 

Claritromicina
§ 

≤ 2 4 ≥ 8 

Doxiciclina
§ 

≤ 1 2-8 ≥ 16 

Etambutol
¥ 

≤ 4 - ≥ 8 

Gatifloxacina
† 

≤ 0,5 1 ≥ 2 

Levofloxacina
† 

≤ 1 2 ≥ 4 

Linezolida
§ 

≤ 8 16 ≥ 32 

Minociclina
† 

≤ 4 8 ≥ 16 

Moxifloxacina
† 

≤ 0,5 1 ≥ 2 

Sulfametoxazol
§ 

≤ 32 - ≥ 64 

Tigeciclina
‡ 

≤ 2 4 ≥ 8 

Tobramicina
§ 

≤ 4 8 ≥ 16 

    

 
§ Critérios interpretativos recomendados para MCR (NCCLS, 2003); 
† Critérios interpretativos recomendados para Staphylococcus spp. (CLSI, 2005); 
‡ 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. DISCUSSÃO 

 

O aumento no número de casos de infecções por micobactérias de crescimento 

rápido têm sido relatado por muitos autores e, embora não se saiba ao certo a 

magnitude epidemiológica dessas doenças, 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 estão freqüentemente envolvidas em casos de infecções 

nosocomiais. Possíveis explicações para sua sobrevivência nesse ambiente incluem 

sua habilidade em adaptar-se às condições adversas, como escassez de nutrientes 

e desidratação, sua capacidade de formar biofilme e sua resistência a maioria dos 

desinfetantes (PEDLEY, 2004). Essas características das MCR somadas aos 

freqüentes procedimentos invasivos realizados no ambiente hospitalar propiciam a 

ocorrência de surtos (PHILLIPS, 2001, GRIFFITH, 2007, PEDLEY, 2004). 

 

 

6.1. ANÁLISE FENOTÍPICA 

 

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 lesões nodulares eritematosas 

com ou sem drenagem espontânea de secreção. As culturas das amostras 

coletadas mostraram crescimento de micobactérias de crescimento rápido, com 

colônias de aspecto liso e cremoso. Os isolados provenientes de infecções 

esporádicas, causadas por micobactérias do mesmo grupo, que foram incluídos no 

estudo também apresentaram as mesmas características morfológicas, exceto pelos 

isolados ESP2, ESP10 e AMB1, que apresentaram colônias com aspecto rugoso e 

seco. 

 

A correlação entre as características morfológicas das colônias e a expressão de 

diferentes fenótipos por cepas de micobactérias tem sido estudada por alguns 

pesquisadores. Colônias cremosas e rugosas de M. kansasii foram associadas a 
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fenótipos menos virulentos e mais virulentos em experimentos de infecção em ratos, 

respectivamente (COLLINS, 1981, BELISLE, 1989). Byrd e Lyons e Howard et al. 

relataram a associação de colônias lisas e cremosas de um isolado de M. abscessus 

com produção de biofilme, motilidade por deslizamento e menor virulência, enquanto 

colônias rugosas e secas do mesmo isolado foram associadas com formação de 

corda, maior virulência e perda da capacidade de produção de biofilme (BYRD, 

1999; HOWARD, 2006). A exemplo do que ocorre com M. avium (CARTER, 2003), o 

fenótipo associado à produção de biofilme em micobactérias do ambiente poderia 

proteger esses microrganismos da ação de desinfetantes. Já o fenótipo não produtor 

de biofilme poderia permitir às micobactérias a exposição de moléculas de superfície 

que garantissem sua persistência em monócitos do hospedeiro, como foi proposto 

para o M. abscessus e o M. kansasii (BYRD, 1999; HOWARD, 2006; BELISLE, 

1989). É inevitável supor que a capacidade de transitar entre esses dois fenótipos 

seria um interessante mecanismo para garantir vantagens adaptativas tanto no 

ambiente quanto no hospedeiro, embora ainda não existam estudos conclusivos 

para essa correlação.  

 

 

6.2. ANÁLISE MOLECULAR 

 

6.2.1. PRA-hsp65 

 

Após o isolamento e a análise fenotípica, o método do PRA-hsp65 foi realizado para 

identificar a espécie de MCR isolada. Esse método, apesar de ser relativamente 

rápido e identificar a maioria das espécies, pode apresentar limitações na 

identificação de algumas espécies novas ou que apresentem perfis similares ou 

múltiplos (TORTOLI, 2003). Para as cepas estudadas, o método do PRA-hsp65 foi 

útil na identificação da espécie M. abscessus tipo I apenas, pois o perfil de restrição 

para as espécies M. bolletii e M. massiliense foi indistinguível. Como muitos 

laboratórios no Brasil têm adotado esse método para a identificação de espécies de 

MNT, é importante divulgar a necessidade da realização de métodos de identificação 

mais discriminatórios 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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diagnóstico, tratamento e prevenção de doenças causadas por MNT (GRIFFITH, 

2007), reforça a importância da identificação da espécie e recomenda o envio do 

isolado para um centro de referência que possa fazer essa identificação, caso o 

laboratório não possua a tecnologia necessária.  

 

 

6.2.2. Seqüenciamento 

 

Como não foi possível diferenciar entre as espécies M. bolletii e M. massiliense pelo 

método do PRA-hsp65 para alguns isolados, realizamos o seqüenciamento de 

fragmentos dos genes hsp65 e da região V do gene rpoB. O seqüenciamento das 

regiões hipervariáveis A e B do gene que codifica o RNA ribossômico da subunidade 

16S (16S rRNA) é amplamente utilizado e identifica a maioria das MNT (GRIFFITH, 

2007), porém, as espécies M. bolletii e M. massiliense apresentam 100% de 

similaridade dessa seqüência com M. abscessus (ADÉKAMBI, 2004; ADÉKAMBI, 

2006). A análise de polimorfismos entre fragmentos dos genes rpoB, hsp65, recA, 

sodA e 16S-23S rRNA é mais eficiente para identificar entre essas espécies 

(ADÉKAMBI, 2004; ADÉKAMBI, 2006; TORTOLI, 2006). 

 

Os isolados do PA envolvidos em surtos (relacionados a videocirurgias e 

mesoterapia) e os isolados relacionados a infecção esporádica ESP3 e ESP6 

tiveram os dois genes seqüenciados. Os isolados do ES e do RS envolvidos em 

surtos, os isolados provenientes de infecções esporádicas ESP1 a ESP10 (exceto 

ESP3 e ESP6) e o isolado ambiental AMB1 tiveram apenas o gene rpoB 

seqüenciado, pois essa seqüência demonstrou ter maior poder discriminatório entre 

as espécies M. bolletii, M. massiliense e M. abscessus. Simmon et al. também 

observou essa maior capacidade de diferenciação da seqüência rpoB num estudo 

de identificação dessas espécies entre isolados clínicos de M. abscessus (SIMMON, 

2007). 

 

Embora o critério utilizado nesse estudo para a identificação dessas espécies tenha 

sido considerar o maior índice de similaridade com as seqüências de M. massiliense 

e M. bolletii depositadas no GenBank, é importante ressaltar que esse índice 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 divergência 

de similaridade <1,7% para ambas as espécies (ADÉKAMBI, 2003; VIANA-NIERO, 

2008).  

 

Mesmo adotando o critério de maior similaridade para a identificação desses 

isolados, é interessante notar que para o isolado ESP3 a maior similaridade para o 

gene hsp65 foi com a seqüência de M. massiliense (100%), porém, para o gene 

rpoB, a maior similaridade foi com a seqüência 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 seqüência 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 

seqüências desses genes foram ambíguas, pois a seqüência do hsp65 identifica 

esse isolado como M. massiliense e do rpoB como M. abscessus. Como a 

similaridade do hsp65 com a seqüência de M. massiliense foi de 100%, 

consideramos esse isolado como M. massiliense, porém, testes adicionais podem 

ainda ser necessários para confirmar a identificação desse isolado. Kim et al., 

também encontraram dois isolados com seqüenciamentos ambíguos para os genes 

hsp65, que apresentou maior similaridade com o M. abscessus, e rpoB, que 

apresentou maior similaridade com o M. massiliense, porém, o seqüenciamento de 

fragmentos dos genes sodA e 16S-23S ITS confirmaram a espécie como M. 

massiliense (KIM, 2008). 

 

Com exceção do isolado ESP3 citado acima, que apresentou uma identificação 

ambígua, os isolados provenientes de infecções pulmonares esporádicas, 

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 respiratórias coletadas no 

período de 2001 a 2007 e estavam identificados apenas como M. abscessus. Essa 

identificação inicial dos isolados foi feita por métodos fenotípicos e/ou método do 

PRA-hsp65, que não são 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 não 

discriminatórias e encontrou 4 isolados de M. massiliense após o seqüenciamento 

do gene rpoB (SIMMON, 2007). Considerando esses resultados de identificação e 

considerando que a determinação da espécie correta é importante não só para 

estudos epidemiológicos como também para o reconhecimento de espécies 

potencialmente patogênicas de importância clínica e para a determinação de um 

protocolo de tratamento precoce para essas infecções, reforçamos a necessidade de 

técnicas mais discriminatórias para a identificação das espécies do grupo M. 

chelonae - M. abscessus. 

 

 

6.3. GENOTIPAGEM 

 

A investigação de surtos por técnicas de genotipagem tem como propósito 

determinar se os isolados que estão epidemiologicamente relacionados, também 

estão geneticamente relacionados. Além disso, estabelecer a clonalidade de 

microrganismos relacionados a surtos pode ser útil na identificação da fonte de 

infecção e na seleção de microrganismos para estudos de virulência (SINGH, 2006; 

RILEY, 2004). 

 

A genotipagem das micobactérias de crescimento rápido selecionadas neste estudo 

demonstrou que o surto relacionado à mesoterapia no estado do PA, foi causado por 

múltiplas cepas de M. bolletii, o que pode indicar diferentes fontes de infecção. Já 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 diferenças de até 

duas bandas entre os perfis genotípicos dos isolados relacionados ao surto, porém, 

os isolados também foram considerados clonais de acordo com os mesmos critérios 

estabelecidos por Tenover et al. (MEYERS, 2002). No outro surto de infecção por 

MCR investigado em nosso estudo, que envolveu pacientes submetidos a 
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lipoescultura e colocação de próteses mamárias no estado do ES, os isolados de M. 

abscessus tipo I também apresentaram um padrão clonal. 

 

 Surtos monoclonais sugerem uma única fonte de infecção, porém, 

lamentavelmente, na ocasião não foi realizada uma investigação minuciosa ou não 

foi identificada uma fonte comum de infecção entre os surtos de diferentes estados. 

Além disso, não há relatos na literatura de surtos por MCR, causados pela mesma 

cepa, que tenham atingido tais proporções geográficas. Entre as amostras 

ambientais coletadas para investigar possíveis fontes de infecção do surto, segundo 

nosso conhecimento, apenas uma amostra de trocarte cirúrgico (AMB2) do RJ 

apresentou crescimento de M. massiliense. Esse isolado foi submetido ao PFGE e 

obtivemos um perfil genotípico de dez bandas indistinguível dos isolados clínicos 

relacionados aos surtos (dados não mostrados). 

 

A investigação de fontes de infecção de surtos através da genotipagem é 

amplamente utilizada e tem demonstrado ser uma técnica eficiente na identificação 

dessas fontes, colaborando para a criação 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 clínicos e ambientais 

permitiu a identificação da mesma cepa dos isolados clínicos em isolados obtidos a 

partir de soluções de azul de metileno utilizadas pelo cirurgião durante 

procedimentos de ritidectomia. Após essa identificação, todos os hospitais passaram 

a utilizar soluções estéreis de azul de metileno em frascos de uso único e nenhum 

caso adicional foi relatado (KNACKMUHS, 2004). Outro exemplo foi o surto de 

furunculose causado pelo M. fortuitum na Califórnia (EUA). Isolados ambientais da 

tela de sucção dos recipientes utilizados para mergulhar as pernas durante o 

procedimento de pedicure e isolados clínicos dos clientes do salão demonstraram o 

mesmo perfil de PFGE. Essa identificação permitiu que as autoridades locais 

implementassem normas de limpeza e desinfecção desses recipientes para evitar o 

aparecimento de novos casos (WINTHROP, 2002). 

 

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

comum de infecção para as diferentes regiões, podemos supor que esse clone de M. 
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massiliense seja predominante no país, embora não possamos explicar os fatores 

que levaram à sua disseminação e nem os fatores que levaram ao 

desencadeamento desses surtos. Apesar disso, a identificação de uma fonte de 

infecção no RJ (AMB2) chama a atenção para a limpeza e esterilização inadequada 

de instrumentais cirúrgicos reaproveitáveis e não autoclaváveis. Esses materiais 

deveriam ser submetidos a uma cuidadosa limpeza antes do procedimento de 

esterilização. Porém, se todo o procedimento não for realizado corretamente, pode 

ocorrer a adesão de microrganismos e a formação de biofilmes que os protejam, por 

exemplo, da ação dos germicidas comumente utilizados na desinfecção desses 

instrumentais, como o glutaraldeído e o ácido peracético. Além da formação de 

biofilme, a hipótese de resistência aos germicidas também deve ser considerada. 

Resultados preliminares do estudo em desenvolvimento realizado pelo Professor 

Rafael Duarte da UFRJ (comunicação pessoal) têm indicado que o M. massiliense é 

resistente a até 10h de contato com soluções de glutaraldeído em concentrações 

geralmente utilizadas para a desinfecção desses instrumentais (geralmente 2%). De 

fato, a eficácia do glutaraldeído contra micobactérias, nessas concentrações usuais, 

já foi questionada por outros autores (CARSON, 1978; PEDLEY, 2004). A 

―esterilização‖ por imersão em agentes esterilizantes líquidos – mesmo não existindo 

relatos a respeito de resistência às soluções de ácido peracético por microrganismos 

associados aos surtos – é discutida e não é recomendada devido às dificuldades da 

realização de todo o processo de forma asséptica, sendo necessário, portanto, a 

utilização de outros métodos de esterilização dos materiais termossensíveis (como o 

óxido de etileno) ou a aquisição de instrumentais que permitam a autoclavação 

(SÃO PAULO, 2008). Sendo assim, com base nas hipóteses aventadas sobre a 

origem destas infecções, nos resultados de resistência ao glutaraldeído e na 

dificuldade de esterilização por imersão em agentes químicos líqüidos, algumas 

ações corretivas foram implementadas pelas instituições de vigilância sanitária para 

conter a ocorrência 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 genotípico semelhante a 

isolados causadores de infecções esporádicas, incluímos e analisamos nove 

isolados de pacientes com doença pulmonar e um com doença cutânea causada por 
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estes microrganismos.  Ao compararmos os resultados obtidos pela técnica de 

PFGE, constatamos que o perfil genotípico dos isolados dos surtos foram diferentes 

dos isolados de infecções esporádicas e que estes, em geral, apresentaram 

diferentes perfis de bandas entre si. A única exceção entre os perfis genotípicos de 

isolados de infecções esporádicas foram os isolados ESP4 e ESP5, que são 

provenientes de amostras respiratórias de pacientes diferentes e apresentaram o 

mesmo perfil genotípico. Esse resultado pode sugerir que este seja um genótipo 

comum entre os isolados de infecções respiratórias esporádicas, porém, o número 

de isolados é pequeno para fazer inferências sobre sua ocorrência nesta população 

de pacientes. É interessante notar que o isolado ESP10 apresentou um perfil 

genotípico bastante similar ao da cepa de referência M. abscessus CIP 104536. 

Wallace et al., ao fazer a comparação genotípica de isolados de M. chelonae e M. 

abscessus envolvidos em surtos e infecções esporádicas, assim como no nosso 

estudo, também observou alta similaridade entre uma cepa de referência de M. 

chelonae (ATCC 35749) e um desses isolados, porém, não encontrou isolados 

semelhantes entre os de infecção esporádica, o que confirma a ampla diversidade 

dessas espécies (WALLACE, 1993). 

 

 

6.4. TESTES DE SENSIBILIDADE (MIC) 

 

Os testes de sensibilidade in vitro possuem algumas variações na correlação entre 

os seus resultados e a resposta clínica terapêutica apresentada, o que gera uma 

polêmica acerca do seu uso para fundamentar a terapia medicamentosa das 

infecções por MCR (BROWN-ELLIOTT, 2002; DE GROOTE, 2006; FABRONI, 

2008). Apesar disso, o teste de sensibilidade é recomendado para todos os isolados 

clínicos significativos e o tratamento farmacológico deve se basear nesses 

resultados (GRIFFITH, 2007). 

 

O teste de sensibilidade para os isolados clínicos provenientes de surto foram 

realizados não só para auxiliar a definição da estratégia terapêutica, como também 

para traçar 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 informações a respeito dessa espécie confundem-se com as informações 

das duas espécies recentemente separadas. Para avaliar não só as possíveis 

diferenças entre essas espécies, mas também entre cepas com perfis genotípicos 

diferentes dessas espécies, fizemos o teste de sensibilidade a 15 antimicrobianos 

para os isolados dos surtos e isolados de infecções esporádicas. 

 

Para facilitar a comparação dos resultados descritos na literatura com os nossos, 

elaboramos duas tabelas (APÊNDICES B e C) com resultados relatados em 

trabalhos mais recentes e os nossos resultados para as espécies estudadas. A 

primeira apresenta os valores das MIC de antimicrobianos para as cepas de 

referência e a segunda para isolados clínicos.  

 

Os testes de sensibilidade foram realizados de acordo com a técnica de 

microdiluição em CAMHB, recomendada pelo CLSI (NCCLS, 2003), para todos os 

isolados estudados. O CLSI também indica os antimicrobianos que devem ser 

incluídos em uma rotina de testes de sensibilidade. No nosso estudo, os 

antimicrobianos que estão entre os indicados são: amicacina, cefoxitina, 

ciprofloxacina, claritromicina, doxiciclina, linezolida, sulfametoxazol e tobramicina. 

Para esses antimicrobianos, há critérios interpretativos para as MIC obtidas em 

relação às MCR. Porém, para os demais antimicrobianos testados (cicloserina, 

etambutol, gatifloxacina, levofloxacina, minociclina, moxifloxacina e tigeciclina) não 

há critérios interpretativos das MIC obtidas específicos para MCR. Wallace et. al., ao 

fazer uma comparação da atividade in vitro da tigeciclina, tetraciclina, doxiciclina e 

minociclina frente cepas de MCR, também encontrou essa dificuldade para 

interpretação das MIC obtidas e utilizou os critérios interpretativos de MIC obtidas 

para bactérias aeróbicas 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 

aeróbicas segundo o manual do CLSI (CLSI, 2005). Para a tigeciclina, os critérios 

interpretativos utilizados foram os recomendados pelo fabricante, que foi citado no 

próprio 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 interpretação dos resultados de MIC dos 

antimicrobianos frente às micobactérias de crescimento rápido selecionadas para o 

estudo, verificamos inicialmente que os isolados de M. massiliense (perfil genotípico 

de 9 e 10 bandas pelo método do PFGE) provenientes dos surtos apresentaram 

resultados uniformes para todos os antimicrobianos testados e mostraram-se 

sensíveis apenas frente a amicacina, claritromicina e tigeciclina. Além disso, estes 

microrganismos apresentaram também uma sensibilidade intermediária à 

minociclina. Os mesmos resultados foram observados para o isolado ambiental 

AMB2 relacionado ao surto.  

 

Os isolados provenientes de infecções esporádicas causadas por M. massiliense e o 

isolado ambiental AMB1 apresentaram, em sua grande maioria, resultados 

semelhantes. Uma exceção foi a minociclina, cuja MIC foi elevada frente a todos os 

isolados de infecções esporádicas. No estudo realizado por Kim et al., todos os 

isolados de M. massiliense apresentaram sensibilidade à minociclina (KIM, 2007), 

porém, Simmon et. al. encontraram isolados de M. massiliense com resultados 

intermediários (8µg/mL) e resistentes (64µg/mL) (SIMMON, 2007), corroborando 

com os nossos resultados para os isolados provenientes do surto e de infecções 

esporádicas. Seria importante se pudéssemos observar os perfis genotípicos 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 

indistinguíveis, mas não é mostrada uma figura com esses perfis. Já no trabalho de 

Simmon et al., a genotipagem não foi realizada. 

 

Outra exceção foi observada entre os isolados de M. massiliense: as MIC da 

claritromicina para os isolados ESP4 e ESP5 foram elevadas. O único relato de 

resistência à claritromicina para M. massiliense foi descrito no estudo de Kim et al., 

que encontrou três isolados resistentes à claritromicina com mutações de ponto na 

arginina das posições 2058 ou 2059 da seqüência do gene que codifica o RNA 

ribossômico da subunidade 23S (23S rRNA) (KIM, 2008). Nesse estudo, os isolados 

que apresentaram sensibilidade à claritromicina não apresentaram a mutação, 

porém, isolados de M. bolletii e M. abscessus resistentes à claritromicina também 
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não apresentaram a mutação, sugerindo existir diferentes mecanismos de 

resistência para a claritromicina. Mais uma vez, gostaríamos de observar os perfis 

genotípicos desses isolados pela técnica de PFGE, mas a genotipagem dos isolados 

não foi realizada nesse estudo.  

 

É 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 à doxiciclina poderia diferenciar as espécies de M. massiliense e 

M. abscessus (ADÉKAMBI, 2004), porém, nossos resultados não confirmam essa 

hipótese. Simmon et. al. também afirmam não terem encontrado nenhum isolado de 

M. massiliense sensível à doxiciclina, apesar de não fornecerem os valores das MIC 

obtidas para esse antimicrobiano (SIMMON, 2007). 

 

Os resultados obtidos para a cepa de referência M. massiliense CIP 108297 são 

concordantes com o artigo de descrição dessa cepa (ADÉKAMBI, 2004), apesar das 

pequenas variações nos resultados da amicacina e doxiciclina. Essas variações 

podem resultar da utilização de técnicas diferentes, uma vez que Adékambi et al. 

utilizaram o teste comercial E-test (ADÉKAMBI, 2004), que ainda não é padronizado 

para testes de sensibilidade com MCR e por enquanto não é recomendado 

(WOODS, 2000a; WOODS, 2000b). 

 

Em relação aos isolados de M. bolletii relacionados ao surto que apresentaram 

quatro perfis genotípicos diferentes, e os isolados provenientes de infecções 

esporádicas, verificamos que todos apresentaram sensibilidade apenas à amicacina 

e tigeciclina. A cefoxitina apresentou MIC intermediária (32 - 64µg/mL), embora um 

estudo realizado por Adékambi et al. só tenha encontrado isolados resistentes à 

cefoxitina com MIC bastante elevadas (>256µg/mL). Nesse mesmo estudo 

(ADÉKAMBI, 2009), é relatada uma sensibilidade intermediária à amicacina 

(32µg/mL), enquanto no nosso estudo todos os isolados se apresentaram sensíveis. 

Possíveis explicações para isso são as variações entre os métodos ou entre as 

cepas. No estudo citado, foi utilizado o método comercial E-test, porém, variações 

das cepas na resposta ao antimicrobiano são possíveis. Nesse caso, seria 
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importante analisar o perfil genotípico dos isolados estudados por Adékambi et al., 

mas não foram realizadas as genotipagens desses isolados. 

 

A marcante resistência à claritromicina foi encontrada para todos os isolados 

estudados de M. bolletii e, apesar de existirem poucos estudos relatados para 

isolados clínicos deste microrganismo, Kim et al. e Adékambi et al. encontraram os 

mesmo resultados para essa espécie (KIM, 2008; ADÉKAMBI, 2009). Além disso, o 

artigo de descrição da espécie também apresentou resultados compatíveis com os 

que obtivemos para a cepa de referência.  

 

Quanto à cepa de referência M. abscessus CIP 104536 observamos uma variação 

importante nos resultados obtidos para a claritomicina no nosso estudo em 

comparação com o resultado descrito na literatura por Adékambi et al. para essa 

mesma cepa (ADÉKAMBI, 2004). Nesse estudo de Adékambi et. al., é relatada 

sensibilidade do M. abscessus frente à claritromicina, enquanto nos nossos 

resultados só foram obtidas MIC>4µg/mL para esse antimicrobiano. Porém, no 

estudo de Adékambi et al., não fica muito claro se os resultados obtidos para o M. 

abscessus se referem à cepa de referência. Além disso, o método usado foi o E-test. 

Mesmo assim, foram realizadas repetições do teste de sensibilidade em nosso 

laboratório, que apresentaram o mesmo resultado (MIC>4µg/mL). Acreditamos que 

para dirimir esta controvérsia, seria necessário avaliar possíveis mutações, como no 

gene relacionado à resistência de macrolídeos (erm), ou também a presença de 

bomba de efluxo. 

  

Os isolados do surto causado por M. abscessus tipo I apresentaram sensibilidade à 

amicacina e à tigeciclina apenas. Resultados intermediários foram obtidos para 

cefoxitina e tobramicina. Já os isolados provenientes de infecções esporádicas 

apresentaram sensibilidade apenas à tigeciclina, com resultados intermediários para 

a amicacina. Todos os isolados apresentaram resistência à claritromicina. Furuya et 

al. e Kim et al. relataram a ocorrência de isolados clínicos de M. abscessus 

resistentes à 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. 

bolletii e M. massiliense apresentaram um perfil de resistência à maioria dos 

antimicrobianos testados. Ainda que este perfil fenotípico tenha sido traçado por 

métodos in vitro, até que ensaios clínicos controlados e randomizados sejam 

realizados, nossos resultados podem auxiliar os médicos na fundamentação de um 

esquema terapêutico eficaz. Além disso, esses perfis podem constituir-se em 

importantes parâmetros para a comparação de resistência dessas espécies de 

micobactérias de crescimento rápido entre diferentes setores, hospitais e regiões do 

país.  
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7. CONCLUSÕES 

 

1º) Três espécies de micobactérias de crescimento rápido foram identificadas 

em surtos ocorridos no Brasil no período entre 2004 a 2008, cada qual 

relacionada a um determinado tipo ou natureza de procedimento invasivo: a 

espécie M. massiliense a procedimentos invasivos videoscópicos, a espécie 

M. bolletii a mesoterapia e a espécie M. abscessus a procedimentos 

cirúrgicos estéticos como lipoaspiração, lipoescultura e colocação de 

próteses de silicone; 

 

2º) As mesmas espécies causadoras de surto (M. massiliense e M. bolletii e M. 

abscessus) também foram encontradas entre os isolados de infecções 

esporádicas, que anteriormente haviam sido identificados como M. 

abscessus por métodos fenotípicos ou pelo PRA-hsp65;  

 

3º)  A análise genotípica por eletroforese em gel de campo pulsátil (PFGE) 

permitiu demonstrar ou comprovar a relação clonal dos isolados de M. 

massiliense causadores de surtos associados a videocirurgias ocorridos nos 

estados do Espírito Santo, Pará, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul; 

 

4º) A presença de um único perfil genotípico nos isolados de M. abscessus 

causadores do surto relacionado a lipocirurgias e mamoplastias no estado 

do Espírito Santo sugere uma fonte única e/ou comum de contaminação dos 

pacientes; 

 

5º) Os isolados de M. massiliense e M. bolletii causadores de infecções 

esporádicas e de amostras do ambiente apresentam perfis genotípicos 

diferentes entre si e daqueles encontrados nos surtos, o que sugere que os 

isolados de M. massiliense causadores dos surtos podem apresentar 

características fenotípicas que lhes propiciem vantagens seletivas 

relacionadas à virulência e/ou resistência ao glutaraldeído. Contudo, é 

absolutamente necessário que novos estudos sejam realizados para 

comprovar esta hipótese; 
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6º) As espécies M. massiliense, M. bolletii e M. abscessus, independentemente 

de sua origem (surto ou infecção esporádica) apresentaram uma ampla 

resistência in vitro aos antimicrobianos; 

 

7º) A claritromicina, amicacina e tigeciclina foram os únicos antimicrobianos 

dentre os 15 estudados que apresentaram a ação in vitro contra os todos os 

isolados de M. massiliense; 

 

8º) Diferentemente do relato original de sensibilidade da cepa de referência a 

doxiciclina, os isolados de M. massiliense de nosso estudo mostraram-se 

resistentes a mesma; 

 

9º) Os isolados de M. bolletii com diferentes perfis genotípicos provenientes de 

surto e de infecções esporádicas apresentaram sensibilidade apenas à 

amicacina e tigeciclina e sensibilidade intermediária a cefoxitina; 

 

10º) Diferentemente dos relatos apresentados na literatura, os isolados de M. 

abscessus incluídos em nosso estudo mostraram-se resistentes a 

claritromicina; 

 

11º) A análise ampla dos perfis de resistência, como efetuados neste trabalho, 

mesmo com as limitações próprias de um critério fenotípico in vitro, pode 

auxiliar o médico na fundamentação do esquema terapêutico e ainda 

constituir-se num parâmetro importante para comparar a resistência destas 

espécies de micobactérias de crescimento rápido entre diferentes setores, 

hospitais e regiões. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 

1º) Avaliar a evolução clínica e terapêutica dos pacientes infectados pelas 

micobactérias do grupo M. chelonae – M. abscessus durante os surtos de 

infecção hospitalar ocorridos no Brasil entre 2004 e 2008, descritos nesse 

estudo; 

 

2º) Estudar fenótipos de virulência dos isolados estudados com colônias secas e 

rugosas e com colônias cremosas e lisas em modelos de infecção e/ou 

cultura de células; 

 

3º) 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; 

 

4º) Avaliar a presença de mutação no gene relacionado à resistência (erm) e 

bombas de efluxo em isolados de M. abscessus resistentes a claritromicina. 
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APÊNDICE A – Tabela de identificação dos isolados 
 
 

ESTADO DESIGNAÇÃO DO ISOLADO ESPÉCIE TIPO DE PROCEDIMENTO 

    

ES 

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 

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 

    

PA 

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 

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 

    

RS 

S3-01 M. massiliense Videocirurgias 

S3-02 M. massiliense Videocirurgias 

S3-03 M. massiliense Videocirurgias 

S3-04 M. massiliense Videocirurgias 

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 DESIGNAÇÃO DO ISOLADO ESPÉCIE TIPO DE PROCEDIMENTO 

    

RJ 

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 

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 

    

PA 

S5-01 M. bolletii Mesoterapia 

S5-02 M. bolletii Mesoterapia 

S5-03 M. bolletii Mesoterapia 

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 

    

ES 

S6-01 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias 

S6-02 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias 

S6-03 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias 

S6-04 M. abscessus Lipocirurgias / Mamoplastias 

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 Infecção pulmonar 

ES ESP2 M. massiliense Infecção pulmonar 

ES ESP3 M. massiliense Infecção pulmonar 

RJ ESP4 M. massiliense Infecção pulmonar 

RJ ESP5 M. massiliense Infecção pulmonar 

PA ESP6 M. massiliense Infecção cutânea (uso de injetável) 

ES ESP7 M. bolletii Infecção pulmonar 

ES ESP8 M. bolletii Infecção pulmonar 

ES ESP9 M. abscessus Infecção pulmonar 

ES ESP10 M. abscessus Infecção pulmonar 

    

ES AMB1 M. massiliense Esgoto tratado 

RJ AMB2 M. massiliense Instrumental cirúrgico (trocarte) 

    

(Conclusão) 
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APÊNDICE B – Tabela comparativa com dados da literatura para cepas de referência 
 
 

ANTIMICROBIANOS 

DADOS DE MIC PARA CEPAS DE REFERÊNCIA – MIC (µg/mL) 

M. massiliense CIP 108297 M. bolletii CIP 108541 M. abscessus CIP 104536 

LITERATURA NDI/UFES LITERATURA NDI/UFES LITERATURA NDI/UFES 

       

Amicacina 48
d 

16 24
e 

16 32
d 

16 

Cefoxitina >32
d 

32 >32
e 

32 >32
d 

64 

Cicloserina - >256 - >256 -
 

>256 

Ciprofloxacina >32
d 

8 >32
e 

16 >16
a
 16 

Claritromicina 0,064
d 

0,13 >256
e 

4 1,5
d 

>4 

Doxiciclina 0,75
d 

2 >32
e 

>32 >128
b 

>32 

Etambutol >2
d 

64 - 16 >2
d 

32 

Gatifloxacina - 8 - 8 4
a
 8 

Levofloxacina - 16 - 32 - 32 

Linezolida - 32 - 32 64
c 

32 

Minociclina 4
d 

1 >256
e 

>32 >128
b 

>32 

Moxifloxacina - 8 - 8 - 16 

Sulfametoxazol >152
d 

>128 >152
e 

>128 >152
d 

>128 

Tigeciclina - 0,25 - 0,25 0,12
f 

0,25 

Tobramicina >8
d 

32 >8
e 

64 >8
d 

32 

       

 
a
BROWN-ELLIOT, 2002; 

b
BROWN-ELLIOT, 1996; 

c
WALLACE, 2001; 

d
ADÉKAMBI, 2004; 

e
ADÉKAMBI, 2006; 

f
WALLACE, 2002. 
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APÊNDICE C – Tabela comparativa com dados da literatura para isolados clínicos 
 
 

ANTIMICROBIANOS 

DADOS DE LITERATURA (ISOLADOS CLÍNICOS) – MIC (µg/mL) 

M. massiliense M. bolletii M. abscessus 

SIMMON, 
2007 

KIM, 
2007 

KIM, 
2008 

TORTOLI, 
2008 

NDI/UFES 
KIM, 
2008 

ADÉKAMBI, 
2009 

NDI/UFES 
SIMMON, 

2007 
FURUYA, 

2008 
KIM, 
2008 

NDI/UFES 

             

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 1,5 - 6 - - 8 - >32 - >256 >32 16 - 64 - - >32 

Moxifloxacina - - - - 16 - >16 - - 16 - >16 - - - 16 - >16 

Sulfametoxazol - - - - >128 - - >128 - 64 - >128 

Tigeciclina - - - - 0,25 - 1 - - 0,5 - 1 - - - 0,25 - 1 

Tobramicina 16 - 32 - - 16 16 - 128 - >32 32 4 - 32 16 - 8 - 16 

             

 
* No trabalho de Simmon et al. não 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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