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RESUMO

Micobactérias de crescimento rapido (MCR) sdo patdgenos oportunistas envolvidos
especialmente em infec¢cdes associadas a procedimentos invasivos. Neste estudo,
foram caracterizadas MCR isoladas de pacientes submetidos a procedimentos
invasivos do Estado de Minas Gerais. Informacdes epidemioldgicas e
microbiolégicas foram revisadas retrospectivamente, a partir dos registros
laboratoriais. A tipagem molecular foi realizada por PCR, seguida de analise de
fragmentos de restricdo do gene hsp65 (PRA-hsp65) e Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR). Isolados de M. abscessus e M. chelonae
foram avaliados para sensibilidade in vitro como recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute, empregando teste colorimétrico com rezasurina. Um
total de 31 isolados de 20 pacientes foram recuperados da colecéo de cepas da
Fundacao Ezequiel Dias, laboratério de referéncia do Estado, entre janeiro de 2007
e julho de 2011. A técnica de PRA-hsp65 identificou 87,1% dos isolados analisados,
correspondendo a M. fortuitum, M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus
subsp. bolettii, M. chelonae e M. peregrinum. Procedimentos invasivos cirlrgicos
representaram a maior parte dos casos (60%). Dentre as cirurgias, mamoplastia foi a
mais frequente (50% dos casos). Casos eram oriundos de Belo Horizonte (30%),
Uberaba (10%), Contagem (5%), Lavras (5%), Nova Lima (5%) e Uberlandia (5%).
Com excecdao de trés isolados de M. chelonae, os diferentes isolados estudados nao
apresentaram vinculo epidemiol6gico. Quatro isolados apresentaram novo padrao
PRA-hsp65. O ERIC-PCR foi util na discriminacdo dos isolados, evidenciando maior
diversidade genética que o PRA-hsp65, mas 100% de similaridade genética de dois
isolados de M. chelonae envolvidos em um surto. Os dois isolados de M. chelonae
foram sensiveis a amicacina, ciprofloxacino, claritromicina e doxiciclina, mas
resistentes a sulfametoxazol e tobramicina. Isolados de M. abscessus subsp.
abscessus foram sensiveis a amicacina, apresentaram perfil intermediario para
cefoxitina e foram resistentes ao sulfametoxazol. Isolados de M. abscessus subsp.
bolletii foram sensiveis a amicacina e claritromicina, apresentaram perfil
intermediario para cefoxitina e foram resistentes a ciprofloxacino, doxiciclina e
sulfametoxazol.

Palavras-chave: micobactérias de crescimento rapido, infecgéo.



ABSTRACT

Rapidly growing mycobacteria (RGM) are opportunistic pathogens involved mainly in
infections associated with invasive procedures. Here, we have characterized RGM
isolated from patients undergoing invasive procedures, from the state of Minas
Gerais. Microbiological and epidemiological information were reviewed
retrospectively from laboratory records. For molecular typing, PCR followed by
analysis restriction fragment length of the gene hsp65 (PRA-hsp65) and
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) were applied.
Isolates of M. abscessus and M. chelonae were evaluated for sensitivity in vitro as
recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute through a
colorimetric assay using rezasurina. A total of 31 RGM isolated from specimens of 20
patients were recovered from the strain collection of Ezequiel Dias Foundation,
between January 2007 and July 2011. The hsp65 PRA technique allowed the
identification of 87.1% RGM isolates, corresponding to M. fortuitum, M. abscessus
subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolettii, M. chelonae and M. peregrinum.
Invasive surgical represented the majority of cases (60%). Among the surgery,
mammaplasty was most common (50% of cases). Cases were concentrated in them
Belo Horizonte (30%), Uberaba (10%), Contagem (5%), Lavras (5%), Nova Lima
(5%) and Uberlandia (5%). Except for three clinical isolates of M. chelonae, different
clinical isolates of RGM studied showed no epidemiological link. Four isolates
showed PRA-hsp65 pattern not reported in the literature. The ERIC-PCR was useful
for discriminating clinical isolates of RGM, showing a higher degree of genetic
heterogeneity as compared to PRA-hsp65, but 100% genetic similarity of two clinical
isolates of M. chelonae involved in an outbreak. The two isolates of M. chelonae
were susceptible to amikacin, ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline, and
sulfamethoxazole but resistant to tobramycin. All isolates of M. abscessus subsp.
abscessus were sensitive to amikacin, profile showed intermediate to cefoxitin and
were resistant to sulfamethoxazole. All isolates of M. abscessus subsp. bolletii were
sensitive to amikacin and clarithromycin, profile showed intermediate to cefoxitin and
were resistant to ciprofloxacin, doxycycline and sulfamethoxazole.

Keywords: Rapidly growing mycobacteria; infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Micobactérias

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, Unico da familia
Mycobacteriaceae, associadas ao dominio Archea, filo Actinobacteria, classe
Actinobacteria, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae (BRENNER et
al., 2005; EUZEBY, 2012).

O género Mycobacterium compreende mais de 150 espécies (EUZEBY,
2012), entre as quais se incluem o Complexo Mycobacterium tuberculosis, composto
pelas espécies M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. cannetii, M. caprae, M.
microti e M. pinnipedi. Todas as micobactérias, exceto o Complexo M. tuberculosis e
Mycobacterium leprae, sédo conhecidas como micobactérias ndo tuberculosas (MNT)

e constituem a maioria das espécies do género Mycobacterium (TORTOLI, 2003).

As micobactérias sao bacilos retos ou ligeiramente curvos, medem de 0,2 a
0,6 um de largura e 1 a 10 um de comprimento, pleomérficos, aerdbios ou

microaerdfilos, imbveis e ndo possuem esporos ou capsulas (HOLT et al., 1994).

A parede celular micobacteriana consiste de uma camada interna e uma
camada externa que rodeiam a membrana plasmatica. O compartimento exterior &
constituido por lipideos e proteinas. Frequentemente, os lipideos sdo associados
com a parede celular, com alguns acidos graxos de cadeia longa e curta
complementando as cadeias curtas e longas encontradas na camada interna. O
compartimento interior consiste de peptidoglicano (PG), arabinogalactano (AG), e
acidos micolicos (MA) covalentemente ligados entre si para formar um complexo
conhecido como o complexo MAPc, que se estende a partir da membrana
plasmatica para fora, em camadas, comecando com PG e terminando com MA
(Figura 1). Este complexo € insolluvel e se refere como o nucleo essencial da parede
celular micobacteriana (HETT & RUBIN, 2008).
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Figura 1 - Diagrama dos componentes da parede celular micobacteriana.
AG: arabinogalactano. MAPc: complexo formado por acidos micdélicos, arabinogalactano e
peptidoglicano. Fonte: HETT & RUBIN, 2008, p. 128.

A parede celular de uma micobactéria tem caracteristicas Unicas e é
impermeavel a uma série de compostos, incluindo antibiéticos e desinfetantes (por
exemplo, o cloro). Sdo caracterizadas por possuirem elevado conteudo lipidico em
sua parede (30 a 40% de seu peso total), com estrutura prépria, que apresenta uma
organizacdo diferente de outros procariotos. A complexidade da parede
micobacteriana, em patrticular a riqueza de lipideos complexos, explica, em parte, as
propriedades de resisténcia das micobactérias aos agentes quimicos (RASTOGI,
2001). Os é&cidos micdlicos, que constituem mais de 50% dos componentes lipidicos
da parede, formam uma cobertura que permite a micobactéria ser resistente a
dessecacao, podendo sobreviver por periodos prolongados em condi¢cdes extremas.
Essa protecdo € importante na resisténcia aos antibioticos, pois a grande maioria é

incapaz de penetrar na parede celular (PRIMM et al., 2004).

O tempo de multiplicacdo das micobactérias é geralmente lento (quando
comparado com Escherichia coli), com grande variacdo dentro do género. A
temperatura de crescimento é também variavel de acordo com a espécie, e oscila
entre 25°C a 45°C, assim como a morfologia das col6nias. Colonias de
micobactérias podem ser de aspecto liso ou rugoso e algumas, na presencga ou
auséncia de luz, apresentam pigmentos carotenoides (BRASIL, 2008a; GARCIA-
MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).
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O crescimento lento das micobactérias deve-se ao baixo niamero (uma ou
duas coOpias) de o6perons rRNA (Escherichia coli possui sete coépias), a
impermeabilidade da parede celular, rica em lipideos e o custo energético da sintese
de acidos micolicos de cadeia longa. A parede celular complexa rica em lipideos,
que concede as mesmas a propriedade de &cido resisténcia, também resulta numa
superficie celular hidrofébica, que € um determinante principal da distribuicao
ambiental. Elas se fixam em superficies simplesmente por interacdes hidrofobicas e
podem formar biofilmes, um fator importante na sobrevivéncia em sistemas de
abastecimento de agua potavel, por exemplo. Bacilos hidrofébicos formam aerossois
mais facilmente, um mecanismo importante de acesso pulmonar em hospedeiros
animais. A parede celular também desempenha um importante papel na
sobrevivéncia intracelular durante infeccbes de animais e protozoarios, uma parte

importante do ciclo de vida de micobactérias (PRIMM et al., 2004).

Runyon, em 1959, classificou as micobactérias em quatro grupos, I, II, lll e 1V,
usando como critério o tempo de crescimento “in vitro” e a producédo de pigmentos
carotendides. Os grupos de crescimento lento sdo grupo | (fotocromégenas, que
produzem pigmento somente na presenca de luz), grupo Il (escotocromdgenas, que
produzem pigmento também na auséncia de luz) e grupo Il (acrombgenas, que ndo
produzem pigmento). O grupo IV, composto por micobactérias de crescimento rapido
(MCR), inclui espécies pigmentadas ou ndo (RASTOGI, 2001).

1.2 Micobactérias ndo tuberculosas

Micobactérias nao tuberculosas (MNT), também denominadas micobactérias
“atipicas” ou “outras micobactérias que nao o bacilo da tuberculose” (MOTT, do
inglés: mycobacteria other than tubercle bacilli) compreendem mais de 120 espécies
reconhecidas. MNT sao distinguidas dos membros do Complexo M. tuberculosis e
do M. leprae pelo fato de que elas ndo sdo patdgenos obrigatérios, mas sao
verdadeiros habitantes do meio ambiente. A fonte de infeccdo dos seres humanos é
0 ambiente com base na auséncia de transmissdo de humano para humano
(FALKINHAM, 2009; PIERSIMONI & SCARPARO, 2009). Algumas espécies de MNT
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séo ubiquas e outras tém distribuicdo mais restrita. O tratamento das infec¢des por
esses agentes pode ser dificil e varia de acordo com 0s organismos envolvidos e o
local da doenca. A patogénese ainda é indefinida, dependendo da interacédo entre o
microrganismo e o sistema imune do hospedeiro (PIERSIMONI & SCARPARO,
2009).

As MNT séo habitantes normais de uma grande variedade de reservatorios
ambientais, incluindo solo, agua de fontes naturais e tratadas e aerossois
(FALKINHAM, 1996, 2002; GROOTE & HUITT, 2006; PRIMM et al., 2004). Elas
podem ser adquiridas por inalagéo, ingestao ou inoculacéo direta na pele (GRIFFITH
et al., 2007).

A baixa viruléncia e a auséncia de transmissao de humano para humano sao
as caracteristicas mais importantes que distinguem MNT do Complexo
Mycobacterium tuberculosis, porém a patogenicidade das MNT ndo deve ser
subestimada, especialmente em hospedeiro imunocomprometido (TORTOLI, 2006).
As MNT podem ser encontradas como patdégenos ocasionais, oportunistas ou
espécies saprofitas e tém impactos significativos sobre a morbidade e mortalidade
de humanos e impactos econdmicos importantes na agricultura (PRIMM et al.,
2004).

O isolamento de MNT a partir de uma amostra clinica pode representar
infeccdo, colonizacdo, ou pseudoinfeccdo. "Colonizacdo" é definida como o
estabelecimento de MNT dentro da microbiota do paciente, sem evidéncia de
doenca ou invasao de tecidos. A "pseudoinfeccdo" é definida como um isolamento
de MNT resultante de um paciente sem evidéncia de infeccdo ou verdadeira
colonizacéo, que normalmente é causada por contaminagdo durante manuseamento
de amostras (PHILLIPS & REYN, 2001), de instrumentos ou solucées (GROOTE &
HUITT, 2006).

Embora relatos tenham sugerido que a incidéncia de infeccbes causadas por
MNT tem aumentado ao longo dos ultimos anos, dados ainda sdo escassos
(PIERSIMONI & SCARPARO, 2009; SET & SHASTRI, 2011). Além do fato de que
infeccbes por MNT néo séo usualmente reportadas para 6rgaos de saude publica,
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h& auséncia de estudos epidemiolégicos sistematicos, definicbes de casos padréo e
de identificacdo precisa de micobactérias (GRIFFITH et al., 2007; SET & SHASTRI,
2011).

Cerca de 90% dos casos de infeccoes por MNT envolvem o sistema
pulmonar. As infec¢des extrapulmonares envolvem ganglios linfaticos, pele, tecidos
moles e 0ssos e, menos frequentemente relatados, doenca do sistema nervoso
central, ceratite e otite média (GRIFFITH et al., 2007; PIERSIMONI & SCARPARO,
20009).

Apesar de um aumento consideravel no conhecimento sobre infec¢cdes por
MNT, elas ainda representam um desafio diagndstico e terapéutico. Isolados
patogénicos de MNT podem ser indistinguiveis de isolados contaminantes ou
saprofitas. A identificacdo oportuna e confiavel dos isolados pode depender de uma
comunicacdo adequada entre o médico e o laboratorio. Por fim, a falta de diretrizes
de tratamento em alguns casos expfe 0s pacientes a drogas toxicas e resultados
decepcionantes (PIERSIMONI & SCARPARO, 2009).

1.3 Micobactérias de crescimento rapido

O termo “micobactéria de crescimento rapido” inclui micobactérias que
formam colénias em meio sélido em sete dias de subcultivo (van INGEN et al., 2009;
GROOTE & HUITT, 2006). Atualmente, existem mais de 80 espécies de MCR
descritas, das quais cerca de 50 foram relacionadas com infec¢cdes humanas
(GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

Assim como descrito para as demais MNT, o ambiente constitui a principal
fonte de MCR na infeccdo humana (GRIFFITH et al., 2007). Por causa da sua
ubiquidade, infec¢des por MCR tém sido relatadas em diversas areas geograficas do
mundo. MCR sao extremamente resistentes e prosperam mesmo nos ambientes

mais hostis. Além disso, sao resistentes a desinfetantes e biocidas, tais como
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organomercuriais e cloro e podem contaminar solu¢cdes, medicamentos e
equipamentos médicos (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

Entre as MNT, MCR sao patdégenos humanos emergentes importantes que
podem causar uma variedade de doencas, desde infec¢cdo cutanea localizada até
doenca disseminada (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

Doengas causadas por MCR (Figura 2) incluem infec¢des traumaticas e de
sitio cirdrgico, infeccdes de pele e tecidos moles, abscessos ap0s injecao, doenca
do sistema nervoso central, infec¢cdes pulmonares, doenca de ossos e articulagoes,
e infeccdes associadas a cateteres (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012;
SET & SHASTRI, 2011).

Embora a infeccdo por MCR seja comum em pacientes imunocomprometidos
(uso de esterdides, HIV e malignidade) ou em pacientes com antecedente de
doenca cronica (fibrose cistica), ela também pode ocorrer em pacientes previamente
saudaveis com uma historia de procedimentos invasivos (GARCIA-MARTOS &
GARCIA-AGUDO, 2012).

Tem-se observado um notavel aumento de infeccées por MCR em todo o
mundo durante as Ultimas trés décadas, principalmente infeccdes pds-traumaticas e
pdés-operatorias, € em anos recentes, infecgdes localizadas e disseminadas e surtos
de infeccdo (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

Estas infeccbes emergentes sdo cada vez mais importantes, especialmente
por causa de sua associagcdo com procedimentos cirargicos. A prevaléncia de
infecgbes devido a MCR é desconhecida, mas provavelmente subestimada dada a
ampla gama de sindromes associadas e a falta de conhecimento sobre estes
organismos por muitos clinicos. O diagnostico é muitas vezes retardado, pois
culturas de micobactérias ndo sao rotineiramente realizadas em amostras de bidpsia

de pele ou infeccdo de ferida cirargica (USLAN et al., 2006).
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Figura 2 - InfeccBes causadas por micobactérias de crescimento rapido. (A) Infeccéo
disseminada de tecido mole apds o0 uso de esterdides sistémicos. (B) Abscesso apés injecdo
com solucéo de coértex adrenal contaminada. (C) Infecgcdo associada a reducdo de mama. (D)

Infeccdo associada a pedicure. (E) Infeccdo associada a cirurgia cosmética facial.
Fonte: GROOTE & HUITT, 2006, p. 1759.
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Na literatura, ha relatos destas micobactérias como agentes causadores de
infeccdes nosocomiais esporadicas e associadas a cuidados de saude, incluindo
didlise renal, bidpsia, cirurgias plasticas, cirurgias cardiacas, oftalmoldgicas,
laparoscopicas e abscesso poés-injecdo (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002;
SAMPAIO et al., 2006c; VIANA-NIERO et al., 2008; DUARTE et al., 2009).

Manifestacdes clinicas de doenca por MCR dependem da imunocompeténcia
da pessoa infectada. Infec¢des de pele e tecidos moles (Tabela 1) podem aparecer
como uma Unica lesdo em uma pessoa imunocompetente, usualmente apés trauma
penetrante ou procedimento cirdrgico invasivo no sitio da infeccdo, ou podem
aparecer como lesbes multiplas ou disseminadas, usualmente associadas com
tratamentos imunossupressores ou outras condicdes imunossupressivas
(PIERSIMONI & SCARPARO, 2009). A maioria das infecgbes ocorre 4 a 6 semanas
apos o evento traumatico (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

Tabela 1 - Infecgdes de pele e tecidos moles causadas por micobactérias de crescimento

rapido

Tipo de infec¢éo ou procedimento Achados clinicos

Infec¢Bes de feridas pds-trauméticas
Pedicures
InjecBes subcutaneas, intra-articulares ou

periarticulares

Acupuntura

Cirurgia cardiaca

Cirurgia plastica ou outros procedimentos
cirdrgicos: lipoaspiracéo, lipoescultura, lift na
face, mamoplastia (reducdo e aumento),

injecdo de silicone.

Piercing nos mamilos
Implantados com protese
Colocacédo de marca-passo

Cateter de didlise peritoneal

Abscessos subcutaneos, celulites
Furunculoses

Abscessos subcutaneos, nédulos dolorosos,
sinusite, infeccbes comuns, febre, calafrios
apos injecao.

Papulas eritematosas, nédulos, lesdes
ulcerativas, abscessos, placas confluentes,
drenagem de tratos sinusais, tenossinovite.
Infeccdo da ferida esternal, endocardite.
Eritema, sensibilidade, nédulos da pele,
endurecimento, abscessos subcutaneos ou em
tecido profundo, febre, mal-estar, multiplos
abscessos ao longo do trato de aspiracao, dor
local, inchaco.

Nédulos assintomaticos, nédulos sensiveis.
Abscessos

Abscessos

Abscessos

" Traduzido e adaptado de PIERSIMONI & SCARPARO, 2009.
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Uso de cateteres, longa duracdo do cateterismo e antibioticoterapia prévia
sdo causas de bacteremia, infeccdo de cateter, meningite e peritonite. Lesodes,
solucbes anestésicas locais contaminadas, corticosteroides em frascos multiuso,
injecbes no coértex adrenal ou agulhas reutilizadas em mesoterapia estao
relacionadas como causas de infec¢des da pele e tecidos moles, apds traumas ou
injecdo. Instrumentos cirdrgicos, implantes, proteses valvares, canulas, material de
sutura ou solucdes, assim como cirurgia a laser para correcdo da visao,
procedimentos faciais, abdominoplastia, lipoaspiracdo, mamoplastia de aumento ou
de reducédo e perfuracéo para colocacéo de piercing sdo consideradas as causas de
infeccdo pos-operatoria, especialmente quando a cirurgia é realizada sob condigcfes
n&o controladas corretamente (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

1.4 Micobactérias de crescimento rapido de interesse clinico

A cada ano sao descritas novas espécies implicadas em infeccbes
nosocomiais, assim como infeccbes em pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos, gracas aos modernos sistemas de diagnostico molecular.
Esta tecnologia tem permitido a identificacdo de um bom nimero de espécies novas,
algumas delas de dificil crescimento em meios sdélidos convencionais ou auséncia de
completa tipificagdo com métodos bioquimicos classicos (GARCIA-MARTOS &
GARCIA-AGUDO, 2012).

As MCR predominantes nas infec¢cdes humanas séo pertencentes aos grupos
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae-abscessus, Mycobacterium
mucogenicum e Mycobacterium smegmatis. As espécies restantes sdo minoritarias e
0 isolamento é ocasional (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).



29

1.4.1 Grupo Mycobacterium fortuitum

O grupo Mycobacterium fortuitum inclui as espécies M. fortuitum,
Mycobacterium  peregrinum,  Mycobacterium  senegalese, = Mycobacterium
mageritense e varias espeécies descritas recentemente, como Mycobacterium
septicum, Mycobacterium alvei, Mycobacterium houstonense, Mycobacterium
boenickei, Mycobacterium conceptionense, Mycobacterium porcinum,
Mycobacterium neworleansense e Mycobacterium brisbanense (ADEKAMBI &
DRANCOURT, 2004; BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002; GARCIA-MARTOS &
GARCIA-AGUDO, 2012).

Espécies do grupo M. fortuitum ocorrem na maioria dos casos de infecgao
cutdnea localizada por MCR, mas é rara causa de doenca cronica pulmonar e
doencas disseminadas (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002; BROWN-ELLIOTT et
al., 2012).

1.4.1.1 Mycobacterium fortuitum

A maioria das infec¢des causadas por M. fortuitum sdo secundarias a traumas
nos quais ha quebra da barreira cutanea. Dessa forma, M. fortuitum causa infeccao
localizada pés-traumatica, infecgdo de cateter, infec¢cdo de sitio cirargico, como na

cirurgia cardiaca e mamoplastia de aumento (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

1.4.2 Grupo Mycobacterium chelonae-abscessus

O grupo Mycobacterium chelonae-abscessus € composto por trés espécies:
Mycobacterium chelonae, Mycobacterium immunogenum e Mycobacterium
abscessus, sendo esta udltima dividida em duas subespécies, Mycobacterium

abscessus subsp. abscessus e Mycobacterium abscessus subsp. bolletii. A
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subespécie M. abscessus subsp. bolleti acomoda micobactérias previamente
identificadas como Mycobacterium bolleti e Mycobacterium massiliense.
(ADEKAMBI et al., 2006; EUZEBY, 2006; LEAO et al., 2009; LEAO et al., 2011).

As infec¢cdes nosocomiais, ou relacionadas aos cuidados com a saude,
causadas por espécies do Grupo Mycobacterium chelonae-abscessus, representam

um problema emergente no Brasil e em varios paises (BRASIL, 2009b).

Além da capacidade de multiplicacdo e sobrevivéncia em condi¢bes de
escassez de nutrientes, M. abscessus, M. chelonae e M. immunogenum podem ser
resistentes ao cloreto de benzalcbnio, compostos organo-mercuriais, cloro,
glutaraldeido e clorexidina (BRASIL, 2009b).

1.4.2.1 Mycobacterium abscessus

Mycobacterium abscessus foi primeiramente descrita em 1953, mas somente
em 1992, M. abscessus adquiriu 0 reconhecimento de importante patdgeno humano
responsavel por um amplo espectro de infeccées (NESSAR et al., 2012). Dentre as
MCR, M. abscessus € o mais notorio agente causador de doenca (JARAND et al.,
2011; van INGEN et al.,, 2012) e é a mais patogénica e mais resistente aos
quimioterapicos (PETRINI, 2006).

M. abscessus causa infec¢cbes adquiridas na comunidade e infeccbes
relacionadas a procedimentos invasivos. No primeiro caso, é um patégeno pulmonar
em pacientes predispostos, cujo quadro clinico mais comum € a doenc¢a pulmonar
cronica em pacientes com alteracdes anatdomicas e ou funcionais pulmonares ou
ainda em pacientes com doenca granulomatosa crénica como tuberculose ou
sarcoidose. Além disso, M. abscessus possui um distinto potencial patogénico
quando inoculado no tecido normal. Infecgbes extrapulmonares adquiridas na
comunidade usualmente consistem em infec¢des cutaneas nas quais ha uma quebra
da barreira cutanea e contato com solo ou agua contaminada (BRASIL, 2009b;
PETRINI, 2006).
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Nos ultimos anos, estudos determinaram mudancas na nomenclatura das
MCR. Estudos taxonémicos demonstraram que a diferenciacdo de trés espécies do
grupo (Mycobacterium abscessus, Mycobacterium massiliense e Mycobacterium
bolletii) ndo é simples e duas subspécies de M. abscessus foram validadas apés
extensiva caracterizacdo. Uma delas, denominada Mycobacterium abscessus subsp.
bolletii, inclui todos os isolados com o perfil de restricdo para segmento do gene
hsp65 (técnica de reacdo em cadeia da polimerase — PCR, seguida de clivagem com
endonucleases e analise dos fragmentos de restricdo do gene hsp65 - PRA-hsp65)
de Mycobacterium abscessus tipo Il e também aqueles identificados por
sequenciamento de rpoB como Mycobacterium massiliense ou Mycobacterium
bolletti. A outra subespécie, denominada Mycobacterium abscessus subsp.
abscessus, apresenta perfil PRA-hsp65 correspondente a Mycobacterium abscessus
tipo | (LEAO et al., 2009; LEAO et al., 2011).

O M. abscessus subsp. abscessus causa infeccdo respiratéria crénica,
infeccdo localizada pés-traumatica, infeccdo de cateter, infeccdo cutanea
disseminada, infeccdo ocular. O M. abscessus subsp. bolleti causa doenca
respiratéria crbnica, infeccdo localizada pdés-traumatica, infeccdo pds-cirdrgica,
infeccéo de cateter (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

1.4.2.2 Mycobacterium chelonae

M. chelonae é descrita como agente de infeccBes adquiridas na comunidade
e infec¢cbes nosocomiais, mas em contraste com M. abscessus, raramente causa
infeccdo do trato respiratério. E uma das micobactérias mais frequentes em
pacientes imunocomprometidos e mostra uma maior resisténcia aos antibiéticos. De
modo similar a M. abscessus, M. chelonae causa infec¢cbes adquiridas na
comunidade e relacionadas a traumas abertos, onde houve exposi¢cédo a solo, agua
ou objetos contaminados. A infeccdo cutanea € o quadro clinico mais habitual, as

vezes com disseminacdo. Pode causar também infeccéo localizada pés-traumatica,
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sinusite e infec¢do ocular (BRASIL, 2009b; BROWN-ELLIOTT et al., 2012; GARCIA-
MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

1.4.2.3 Mycobacterium immunogenum

Os estudos que culminaram com a descricdo desta espécie foram iniciados
com a investigagdo de um surto de pneumonite de hipersensibilidade entre
trabalhadores em industria metalurgica. A espécie M. immunogenum ja foi isolada a
partir de diversas amostras clinicas, como pele de paciente receptor de transplante
hepatico, cOrnea, sitio de insercdo de cateter vascular, liquido sinovial, lavado

bronco-alveolar, sitio de inser¢cdo de marca-passo e sangue (BRASIL, 2009b).

1.4.3 Grupo Mycobacterium mucogenicum

O grupo Mycobacterium mucogenicum compreende as espécies M.
mucogenicum, Mycobacterium aubagnense e Mycobacterium  phocaicum
(ADEKAMBI, 2009).

O M. mucogenicum € encontrado frequentemente em &gua potavel, tem
demonstrado a sua capacidade patogénica e tem sido associado com surtos de
infeccdo hospitalar em pacientes submetidos a dialise, com infeccdes relacionadas a
cateteres intravenosos, infeccdes do sistema nervoso central, respiratorias e
infeccdo de pele e tecidos moles, bacteremia e infeccdo disseminada (GARCIA-
MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).
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1.4.4 Grupo Mycobacterium smegmatis

O grupo Mycobacterium smegmatis € composto de M. smegmatis,
Mycobacterium wolinskyi e Mycobacterium goodii (ADEKAMBI & DRANCOURT,
2004; BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002; GARCIA-MARTOS & GARCIA-
AGUDO, 2012).

O grupo Mycobacterium smegmatis, que foi inicialmente considerado como
nao patogénico, é agora conhecido por causar doeng¢as adquiridas na comunidade e
doencas associadas a cuidados de saude. Estas incluem celulite pos-traumatica,
abscesso localizado e osteomielite de sitio cirdrgico. Raramente M. smegmatis pode
estar envolvido em doencga pulmonar (SET & SHASTRI, 2011).

1.5 Diagnostico de infec¢cdo por MCR

O diagnéstico de doenca por MNT exige cautela. Uma vez que a
patogenicidade das MNT para humanos varia de colonizacdo inécua a doenca, a
determinacao do significado clinico de uma MNT detectada numa amostra clinica
nem sempre é facil e requer critérios especificos (LEAO et al., 2004). E preciso
considerar os dados clinicos do paciente, a fonte de isolamento, as caracteristicas
microbioldgicas do cultivo e a presenca da mesma cepa em outras amostras e em
cultivos repetidos da mesma amostra. Também é importante considerar a evolucéo
do paciente ao tratamento especifico (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO,
2012).

No caso de pacientes submetidos a procedimentos invasivos no Brasil, 0
raciocinio diagnostico de infeccdo por MCR devera levar em consideracdo 0s
aspectos epidemioldgicos, clinicos e resultados de exames complementares. As
evidéncias epidemiolégicas estdo associadas a pacientes submetidos a
procedimentos invasivos que apresentem sinais de flogose persistente por mais de

uma semana. O componente clinico relaciona-se a pacientes apresentando lestes
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eritematosas de dificil cicatriza¢do, nodulares, com ou sem drenagem de secrec¢ao,
fistulas, ulceracBes, abscesso quente ou frio, ndo responsivo aos tratamentos
antimicrobianos convencionais. Exames complementares envolvem testes
microbioldgicos, ultrassonografia, tomografia ou ressonéancia magnética (BRASIL,
2009b).

Casos envolvendo surtos de infeccdo por micobactéria sdo classificados
como suspeitos ou confirmados. Caso suspeito corresponde a paciente submetido a
procedimento invasivo que apresenta o0s sinais e sintomas associados a clinica
compativel, que ndo apresenta resposta aos antimicrobianos utilizados para os
agentes etiologicos habituais e que aguarda resultado laboratorial para MCR. Caso
confirmado corresponde a paciente exposto a procedimento invasivo que apresenta
0s sinais e sintomas clinicos compativeis (dois ou mais) e que apresenta cultura
positiva para MCR; ou ainda que apresenta granuloma, com ou sem necrose
caseosa, no estudo anatomopatologico de peca ressecada e que apresenta vinculo

epidemioldgico com casos confirmados de MCR (BRASIL, 2009b).

1.5.1 Diagnhoéstico microbiolégico de infeccdes por MCR

O diagnéstico etioldgico é feito pela analise microbiolégica de espécimes
clinicos (tecidos e secrec¢des), demonstrando a presenca do microrganismo
(BRASIL, 2009b). Este inclui a observacdo microscopica direta (baciloscopia) das
amostras clinicas, o cultivo das mesmas em meios seletivos e a identificacdo das
espécies mediante técnicas fenotipicas, cromatograficas e moleculares (GARCIA-
MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

A baciloscopia é a pesquisa de Bacilo Alcool-Acido Resistente (BAAR) em um
esfregaco de amostra clinica, preparado e corado com metodologia padronizada. E
um exame apenas presuntivo, pois permite a visualizacdo de BAAR presentes na
amostra, mas ndo a sua identificacdo. Varios métodos de coloracdo tém sido
desenvolvidos na microscopia para BAAR, dentre eles os métodos baseados na

utilizacado de fucsina fenicada como corante primario, como os métodos de Ziehl-
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Neelsen (Figura 3) e Kinyoun modificado, e também métodos utilizando
fluorocromos especificos, como a auramina O e auraminarodamina (BRASIL,
2008a).

A cultura é um método mais sensivel que a baciloscopia, possibilitando, além
de um aumento da cobertura diagnostica dos casos paucibacilares, a identificacdo
das espécies e/ou realizacédo dos testes de sensibilidade as drogas (BRASIL, 2005).
A identificacdo da espécie e a determinacdo do perfil de sensibilidade direcionam
para a correta terapéutica (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002). Dada a
diversidade de espécies, os diferentes perfis de sensibilidade observados para cada
grupo de espécies e o numero limitado de opcles terapéuticas, o diagnéstico
microbioldgico obtido por cultura especifica para micobactérias deve ser priorizado
(BRASIL, 2009b).

Figura 3 - Mycobacterium fortuitum (bactéria alcool-acido resistente) apds coloragdo de
Zielh-Neelsen de secc¢do de tecido. Aumento de 1000 vezes (Adaptado de KOTHAVADE et al.,
2012).

Cultura é o exame laboratorial que permite a multiplicagéo e o isolamento de
micobactérias a partir da semeadura da amostra clinica em meios de cultura
especificos para tais agentes. Espécimes clinicos para cultura podem ser inoculados

em meios de cultura solidos ou liquidos. Os meios de cultura solidos séo a base de
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ovos, como 0s meios Lowenstein-Jensen e Ogawa-Kudoh, ou meios a base de 4gar,
como os meios Middlebrook 7H10 e 7H11. Meios de cultura liquidos, como o
Middlebrook 7H9, recuperam maior nimero de micobactérias que o meio solido e
podem ser processados em sistemas de incubacdo e leitura automatizados
(BRASIIL, 2008a).

Apols a realizacdo da semeadura nos meios de cultura indicados, estes séo
colocados em temperaturas apropriadas e constantes, para o tempo de incubacéo
necessario ao desenvolvimento de micobactérias. A maioria das espécies necessita
de temperaturas entre 35°C e 37°C para multiplicacdo. A leitura deve ser feita apos
48 horas de incubacédo e, posteriormente, em até sete dias para verificacdo do
crescimento bacteriano. Micobactérias de crescimento lento requerem verificacdo de

crescimento até completar oito semanas (BRASIL, 2008a).

1.6 Identificacdo de micobactérias

A identificacdo precisa das bactérias do género Mycobacterium torna-se cada
vez mais problemética devido ao aumento constante do numero de espécies e
porque estas sdo estreitamente mais relacionadas entre si em termos genéticos, em
comparagcdo com 0S microrganismos pertencentes a outros géneros (TORTOLI,
2003).

As micobactérias podem ser diferenciadas em espécies por meétodos
fenotipicos, com base em investigacdes bioquimicas e culturais (Figura 4), que
incluem um conjunto de testes, tais como determinacao de tempo e temperatura de
crescimento (que varia de 25 a 45°C), producdo de pigmento, capacidade de
crescimento em meios seletivos e testes enzimaticos. Micobactérias de crescimento
rapido, como definido anteriormente (item 1.3), caracterizam-se por crescimento em
meio soOlido em menos de sete dias e apresentam colbnias pigmentadas ou nao
(BRASIL, 2008a). Testes bioquimicos Uteis (Tabela 2) para a identificacdo de MCR
mais frequentemente isoladas de espécime clinico incluem: crescimento em NaCl

5%; crescimento em acido picrico, crescimento em meio com acido p-nitrobenzdico
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(PNB), teste de redugcao do nitrato, detecgdo da enzima arilsulfatase em 3 dias,
deteccdo da enzima [(-galactosidase, captacdo do ferro, hidrélise do tween 80,
utilizacao dos substratos manitol, inositol e citrato de sédio (BRASIL, 2005; BRASIL,
2008a; LEAO et al., 2004).

A identificacdo de espécies baseada na analise de caracteristicas fenotipicas
e bioquimicas apresenta inimeras limitacbes (BROWN-ELLIOTT & WALLACE,
2002). Pode resultar em identificacdo errbnea ou incompleta por causa da
indisponibilidade de um numero suficiente de testes discriminativos. Dificuldade
adicional origina da existéncia de mais de 150 diferentes espécies atualmente
reconhecidas de micobactérias, sendo que muitas delas ndo podem ser identificadas

usando os protocolos disponiveis (TORTOLI, 2003).

Figura 4 — Crescimento de micobactérias em meio Léwenstein-Jensen. Da esquerda para a
direita: Mycobacterium gordonae, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium avium e
Mycobacterium tuberculosis. Fonte: PALOMINO et al., 2007, p.104.

Técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gas-
liquido estéo disponiveis para analise de acidos micoélicos e acidos graxos da parede
celular das micobactérias. As técnicas cromatograficas permitem identificar a maioria
das espécies de MCR descritas em infec¢cdes humanas, sao rapidas, reprodutiveis e
especificas, mas requerem infraestrutura dificimente acessivel a qualquer
laboratério (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).
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Tabela 2 — Testes Uteis para a identificacdo das micobactérias de crescimento rapido mais

frequentemente isoladas de material clinico.

Testes M. M. M. M. M. M.

fortuitum  peregrinum chelonae abscessus mucogenicum  smegmatis

Pigmentacao N N N N N N
250C + + + + ND

37°C + + +/- + + +
45°C - - - - ND +
NaCl 5% + -+ - + - +
Acido Picrico + + iy + ND +
PNB + + + + + +
Fosfatase acida + + + + -
Nitrato + + - - +/- +
Arilsulfatase + + + + + -
Hidroxilamina + + + + -
B-gal - - + - - -
Ferro + + - - ND +
Tween + + -I+ -+ + +
Inositol - - - - +
Manitol - + - - +
Citrato - - + - +

+: mais de 85% das cepas positivas; -: menos de 15% das cepas negativas; +/-: 50 a 85% das
cepas positivas; -/+: 15 to 49% das cepas positivas; N: ndo cromogénico; ND: ndo ha dados;
25°C: crescimento a 25°C; 37°C: crescimento a 37°C; 45°C: crescimento a 45°C; NacCl:
crescimento em NaCl 5%; Acido Picrico: crescimento em acido picrico 0.2%; PNB: crescimento
em meio com acido p-nitrobenzdico; Nitrato: reducdo do nitrato a nitrito; Arilsulfatase:
deteccdo da enzima arilsulfatase em 3 dias; B-gal: deteccdo da enzima beta galactosidase;
Ferro: captacdo de ferro; Tween: hidrélise do tween 80; Inositol: utilizacdo do inositol;
Manitol: utilizac&o do manitol; Citrato: utilizac&o do citrato (Adaptado de LEAO et al., 2004).

1.7 Métodos moleculares

Para isolados de MCR, outras técnicas de identificagdo podem ser
necessarias incluindo PCR seguida de clivagem com endonucleases e analise dos
fragmentos de restricdo (PRA) ou sequenciamento de DNA (GRIFFITH et al., 2007).
Métodos moleculares, especialmente o PRA, ndo s6 melhoram o reconhecimento
correto das espécies circulantes, assim como a identidade prévia de espécies nao

caracterizadas, mas também diminuem os atrasos de laboratério tradicionais na
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identificacdo das espécies e, consequentemente, levam a um diagndstico mais
rapido e preciso do agente causador da doenca. Isso deve resultar em maior rapidez
no estabelecimento da antibioticoterapia, assim como maior especificidade para a
mesma (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

A regido gendmica que codifica a proteina de choque térmico de 65 KDa
(hsp65) é altamente conservada entre espécies de micobactérias. No entanto,
apresenta regides hipervariaveis, cuja sequéncia pode ser utilizada para fins de
identificacdo (TORTOLI, 2003). Esta sequéncia, portanto, pode ser usada para
estudos de taxonomia, com valor na identificacdo de MCR. O hsp65 é mais
conhecido pelo padrdo de PCR com analise dos fragmentos de restricdo (PRA),
como descrito por Telenti e colaboradores (1993). Tal estudo demonstrou que uma
porcdo de 441 pares de bases do gene hsp65 poderia ser usada para PRA e
apresentou padrdes distintos para a maioria das micobactérias de crescimento lento
e rapido (TELENTI et al., 1993).

PRA envolve visualizacdo de padrbes de fragmentacdo do DNA obtidos
clivando a sequéncia amplificada por PCR com enzimas de restricdo (normalmente
BstEIl e Haelll). Os produtos da digestdo, separados por eletroforese em gel de
agarose, aparecem como bandas cujos padrbes sdo normalmente espécie-
especificos (TORTOLI, 2003).

No Brasil, a técnica PRA-hsp65 tem possibilitado a identificacdo rapida de
diversas espécies de micobactérias, possui boa correlacdo com os resultados de
identificacdo fenotipica e o reconhecimento de espécies que ndo eram anteriormente
identificadas, devido as limitacdes dos métodos fenotipicos (CHIMARA et al., 2008;
SILVA et al.,, 2001). Embora possa ser utilizado para identificacdo preliminar das
espécies de MCR mais frequentes, o PRA-hsp65 é limitado porque nao permite
diferenciacdo entre algumas espécies devido a superposi¢cdo de perfis de vérias
espécies distintas (CHIMARA et al.,, 2008; DEVALLOIS et al.,, 1997). Além das
espécies com superposicdo de padrbes, podem ocorrer varios padrdoes dentro de
uma Unica espécie (TORTOLI, 2003).
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O sequenciamento de regides genéticas conservadas € universalmente
reconhecido como o padrdo ouro para a identificacdo das micobactérias, porém é
limitado a laboratorios altamente especializados. Alvos Uteis para efeitos de
identificacdo tem sido detectados no genoma das micobactérias, como o gene 16S
rRNA, universalmente considerado a primeira escolha, e a regido hipervariavel do
gene hsp65, melhor alternativa ao 16S rRNA. Outras regides sdo o espacador
interno transcrito e o rpoB, além dos alvos menos comumente investigados como
recA, sodA e gyrB. A analise de uma combinagdo de sequéncias a partir de varios

genes tem sido sugerida para aumentar o poder discriminatério (TORTOLI, 2010).

Adékambi e colaboradores (2003), analisando regides polimérficas do gene
rpoB em MCR, definiu que a regido polimorfica V foi melhor para analisar o

polimorfismo neste gene por apresentar maior variabilidade.

Métodos genotipicos para tipificacdo de isolados séo particularmente Uteis
para estudos de surtos e outras pesquisas epidemiolégicas, por serem
discriminativos e capazes de demonstrar que muitos focos de infeccdo com MCR
envolvem varias espécies e/ou multiplas estirpes da mesma espécie. Como
ressaltado por Set e Shastri (2011), os métodos moleculares tém se tornado

ferramentas valiosas nas investigacdes de surtos causados por MCR.

Eletroforese em gel de campo pulsado (do inglés, Pulsed-Field Gel
Electrophoresis - PFGE) € um dos métodos mais utilizados para a tipagem molecular
de cepas de MCR. A técnica consiste em incorporar os isolados MCR em gel de
agarose, seguido de lise celular e digestdio do DNA cromossdmico com
endonucleases de restricdo especificas (SET & SHASTRI, 2011). PFGE é
discriminatéria, mas é tecnicamente dificil, trabalhosa e requer um equipamento caro
(SAMPAIO et al., 2006b).

Técnicas baseadas em PCR sdo menos onerosas e sdo mais faceis de
executar, geram resultados em tempo habil, e exigem apenas protocolos bem
padronizados e equipamento que estdo disponiveis em boa parte dos laboratérios
(SAMPAIO et al., 2006a).
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DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (do inglés, Randomly
amplification of polymorphic DNA - RAPD) por PCR é um método de analise
molecular que tem sido utilizado para comparar cepas de inumeros microrganismos.
Utiliza um oligonucleotideo iniciador arbitrario que se liga a fita molde de DNA de
forma completa ou parcial, resultando em um produto heterogéneo espécie-
especifico. Esta € uma técnica simples, rapida, ndo requer conhecimento da
sequéncia molde do DNA. E (til para a analise molecular de surtos causados por
MCR. Como esse meétodo utiliza oligonucleotideo iniciador de pequeno porte e
temperaturas de anelamento tdo baixas quanto 37°C para permitir anelamento
inespecifico, o minimo de mudancas nas condicbes da reacdo pode afetar a
intensidade da banda, resultando em interpretacéo equivocada. Além disso, o poder
discriminatorio varia de acordo com a sequéncia do oligonucleotideo iniciador
(SAMPAIO et al., 2006b).

As “Sequéncias Consensuais Intergénicas Repetitivas Enterobacterianas” (do
inglés, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - ERIC) sdo elementos
repetitivos de 126 pares de bases, distribuidos ao longo do cromossomo de
bactérias gram negativas entéricas e o niumero de cépias da sequéncia e a posicao
no genoma variam em diferentes espécies. Esses elementos repetitivos contém uma
regido central altamente conservada (WILSON & SHARP, 2006).

Sequéncias ERIC tém sido utilizadas como base para uma técnica de
genotipagem bacteriana denominada ERIC-PCR. Tal metodologia utiliza a PCR com
oligonucleotideos iniciadores consenso para amplificar regides entre as sequéncias
ERIC do genoma bacteriano. A comparacéo entre os perfis eletroforéticos gerados
por ERIC-PCR ¢ utilizada para determinar o grau de similaridade entre as cepas
bacterianas testadas (WILSON & SHARP, 2006).

ERIC-PCR tem sido utilizada para tipagem molecular de muitas bactérias
Gram negativas e algumas bactérias Gram positivas. ERIC-PCR permitiu
estabelecer relagbes clonais entre diferentes isolados de Mycobacterium
tuberculosis (SECHI et al., 1998).
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ERIC-PCR foi aplicada para andlise de clonalidade em isolados de
M. abscessus da cornea de um paciente com ceratite (GUSMAO et al., 2005). Foi
também utilizada em isolados de Mycobacterium de pacientes submetidos a cirurgia
de correcédo de miopia em Sao Paulo (SAMPAIO et al., 2006¢). Em outro estudo, a
técnica de ERIC-PCR mostrou ser uma ferramenta Util para avaliar as relagdes entre
clones de MCR, sendo suficientemente discriminativa e util para a geracdo de
resultados confidveis, na investigacdo de surtos causados por M. fortuitum
(SAMPAIO et al., 2006a).

Em um estudo envolvendo MCR do Grupo M. chelonae-abscessus, ERIC-
PCR foi considerado um método util para discriminacdo molecular para inferéncia de
parentesco genético para essas micobactérias (SAMPAIO et al., 2006b). ERIC-PCR
foi utilizada para tipagem de isolados de MNT de surto relacionado a cirurgia de
implante maméario em Campinas, no estado de Sdo Paulo (PADOVEZE et al., 2007).
ERIC-PCR também foi aplicada para tipagem de isolados de M. immunogenum na
Argentina, de M. chelonae no Peru e Colombia e de M. abscessus na Venezuela,
todos de casos de infec¢ao de pacientes submetidos a mesoterapia (CORREA et al.,
2010; GARCIA-NAVARRO et al., 2008; JARDIN et al., 2010; MUNAYCO et al.,
2008).

Em micobactérias, ERIC-PCR nado amplifica bandas diretamente de
sequéncias ERIC verdadeiras, uma vez que a presenca de repeticdes ERIC néo foi
demonstrada em genomas de Mycobacterium disponiveis (GILINGS & HOLLEY,
1997). Oligonucleotideos ERIC podem atuar como iniciadores arbitrarios ou
aleatérios de PCR como em RAPD-PCR. A utilizacdo de oligonucleotideos
iniciadores maiores (22 nucleotideos) e maior temperatura de anelamento torna
ERIC-PCR menos sensivel as mudancas nas condicfes da reacdo (SAMPAIO et al.,
2006a).
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1.8 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

As alternativas de tratamento de infeccbes causadas por MNT constituem
cirurgia, terapia com antimicrobianos ou ambos. A terapia medicamentosa para
doenca causada por MNT é longa, cara, e muitas vezes associada a drogas com
relativa toxicidade (BROWN-ELLIOTT et al., 2012; van INGEN et al., 2012).

MCR sdéo intrinsecamente resistentes a varios antibioticos, reduzindo o
namero de drogas ativas para o tratamento de infecgBes por estas bactérias. Uma
caracteristica marcante das MCR ¢é a resisténcia as drogas utilizadas no tratamento
da tuberculose. A terapia antimicrobiana deve ser mantida por no minimo seis
meses e pode estar associada ao desbridamento do sitio infectado, dependendo da
extensdo da doenca, e remocdo de préteses ou qualquer outro corpo estranho
(BRASIL, 2009b; BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002; BROWN-ELLIOTT et al.,
2012). Na maioria dos casos ha necessidade do uso concomitante de dois
antimicrobianos. A monoterapia, em particular com fluoroquinolonas, pode
selecionar mutantes resistentes e restringir ainda mais as opc¢des terapéuticas
(BRASIL, 2009b; BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

O esquema terapéutico proposto no Brasil foi descrito em Nota Técnica
Conjunta SVS/MS e ANVISA, em 2009. Para lesGes Unicas ou mdltiplas, limitadas a
pele e subcutdneo e auséncia de préteses, o esquema terapéutico deve incluir
claritromicina, por minimo de seis meses, e amicacina, pelo periodo de um a dois
meses, podendo ser estendido por até seis meses de acordo com a evolugdo do
caso. Para infec¢des profundas acometendo fascia e musculo, comprometimento
intraperitoneal ou evidéncia de disseminacdo, ou para os casos de infeccbes
secundarias a mamoplastia de aumento, além dos antimicrobianos anteriores, deve-
se incluir imipenem pelo periodo de trés a oito semanas. Tigeciclina pode ser
utilizada como alternativa a amicacina. E recomendado o desbridamento cirrgico
das lesGes e a remocao de proteses ou orteses do sitio acometido. No caso de
infeccbes secundarias a mamoplastia de aumento, doxiciclina, sulfametoxazol e
ciprofloxacina podem ser opc¢lOes para as espeéecies do grupo M. fortuitum, e a

linezolida pode ser uma opcao terapéutica para diferentes espécies. Nos casos nos
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quais houver o comprometimento de mais de um sitio, o tratamento podera ser
prolongado para 9 a 12 meses, ou mais, de acordo com a evolucao clinica (BRASIL,
2009b).

Testes de sensibilidade séo essenciais para escolha da terapéutica adequada
e eficazes para monitorar o desenvolvimento de resisténcia a drogas por mutacao,
qgue pode ocorrer com terapia prolongada (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).
Nos casos nos quais foi obtido o diagndstico etioldgico, o esquema terapéutico deve
ser baseado nos resultados de teste de sensibilidade as drogas in vitro e na espécie
identificada (BRASIL, 2009b; BROWN-ELLIOTT et al., 2012, JARAND et al., 2011).

Em uma revisdo, van Ingen e colaboradores (2012) relatam que relaces
entre sensibilidade as drogas in vitro e o resultado do tratamento sdo mais diretas
nos casos de doenca extrapulmonar por MCR, mas para casos de doenca pulmonar
por M. abscessus, o resultado do tratamento com drogas para as quais € observada

sensibilidade in vitro é muito limitado.

Para testes de sensibilidade de MCR, o método de microdiluigdo em meio
liquido (Mueller-Hinton), tal como utilizado para outras bactérias aerdbicas que
crescem rapidamente, foi adotado inicialmente. De acordo com as recomendacdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), anteriormente denominado
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) e American Thoracic
Society (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2011; GRIFFITH
et al., 2007), o método mais aceito para teste de sensibilidade de micobactérias ndo
tuberculosas € o que determina a Concentracdo Inibitéria Minima (MIC, do inglés:
Minimum Inhibitory Concentration) por microdiluicdo em caldo. MIC é definida como
a menor concentracdo da droga capaz de impedir o crescimento microbiano. Este
método esta padronizado e validado para ser realizado para algumas espécies de
MCR (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2011).

Ensaios a base de indicadores de oxidacéo-reducéo tém sido utilizados para
avaliar a sensibilidade antimicrobiana em isolados de micobactérias, principalmente
M. tuberculosis. Resazurina € um indicador de oxidacao-reducdo utilizado para a

avaliacdo do crescimento celular. A forma oxidada deste corante é azul, e se torna
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rosa quando reduzida por oxidoredutases dentro do ambiente de células viaveis.
Uma vez aplicada na determinacdo da MIC, esta é definida como a menor
concentracdo da droga que impede a mudanca de cor. (TANEJA & TYAGI, 2007;
MARTIN et al., 2005; MARTIN et al., 2007).

A tabela 3 resume 0s antimicrobianos utilizados no tratamento das MCR mais

comumente encontradas.

Tabela 3 - Antimicrobianos usados para o tratamento de espécies de MCR mais comumente

encontradas
Espécies Antimicrobianos
M. abscessus subsp. abscessus Linezolida (~50%), moxifloxacino (~15%),

ciprofloxacino, levofloxacino (<5%), doxiciclina
(<5%), claritromicina-azitromicina (~20%) oral,
amicacina, tigeciclina, cefoxitina (70%),
imipenem (~50%), linezolida (50%) parenteral

M. abscessus subsp. bolletii Claritromicina-azitromicina, linezolida (~50%),
moxifloxacino (~15%), ciprofloxacino (<5%),
doxiciclina (<5%) oral, amicacina, tigeciclina,
cefoxitina (~70%), imipenem (~50%), linezolida
(50%) parenteral

M. chelonae Claritromicina-azitromicina, linezolida,
moxifloxacino (~25%), ciprofloxacino (~20%),
doxiciclina (~20%) oral, tobramicina, amicacina
(~50%), imipenem (~60%), tigeciclina parenteral

M. fortuitum Ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino,
sulfametoxazol-trimetoprim, linezolida,
doxiciclina (~50%), claritromicina-azitromicina
(~20%) oral, imipenem, tigeciclina, amicacina e

cefoxitina (~50%) parenteral.

Porcentagem indica percentual de sensibilidade de um organismo a uma dada droga. Drogas
sem percentual listadas correspondem a 100% de sensibilidade (Traduzido e adaptado de
BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

As infeccbes por M. abscessus sdo dificeis de tratar porque essas
micobactérias sdo intrinsecamente resistentes ndo apenas aos agentes
antimicrobianos classicos utilizados no tratamento da tuberculose, mas também a
maioria dos antibiéticos disponiveis atualmente (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).
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Poucas drogas tem atividade in vitro contra M. abscessus. No entanto, algumas
cepas sao muito mais sensiveis a algumas drogas, e isso pode referir-se a
diferencas entre as subespécies dentro do grupo M. abscessus (NESSAR et al.,
2012).

Em 1990, a claritromicina tornou-se a droga de escolha para infeccées por M.
abscessus, mas as recomendacgfes atuais sdo combinar claritromicina com um
aminoglicosideo (geralmente amicacina) e outra droga injetavel como cefoxitina ou
imipenem (NESSAR et al., 2012).

Embora cepas selvagens tenham sensibilidade ou MIC intermediaria para
macrolideos, isolados de M. abscessus subsp. abscessus tém MICs resistentes,
devido a expresséo de um gene metilase induzivel (erm) que confere resisténcia aos
macrolideos. A presenca de um gene erm funcional em M. abscessus subsp.
abscessus, em contraste a sua auséncia em M. abscessus subsp. bolletii tem sido
estudada. Pacientes infectados com M. abscessus subsp. bolletii tém melhor
resposta terapéutica que aqueles com M. abscessus subsp. abscessus (BROWN-
ELLIOTT et al., 2012).

Os macrolideos claritromicina e azitromicina sdo 0s agentes terapéuticos mais
empregados para tratamento das infec¢cdes por M. abscessus subsp. abscessus.
Isolados de M. abscessus de pacientes ndo tratados também tém mostrado MIC
baixa ou intermediaria de cefoxitina (< 32-64 ug/mL). Muitos isolados séo resistentes
a doxiciclina e ciprofloxacino. No entanto, o agente mais ativo contra M. abscessus €
amicacina, administrada diariamente ou trés vezes por semana, dependendo das
circunstancias clinicas. Para situacdes dificeis, como resisténcia de cepas de M.
abscessus a macrolideos, recomenda-se uma combinacdo de agentes parenterais,
baseado no resultado da MIC in vitro (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

O M. fortuitum é geralmente mais sensivel as drogas que M. chelonae ou M.
abscessus e, frequentemente, regime oral é escolhido (GROOTE & HUITT, 2006).
Isolados de M. fortuitum sdo usualmente sensiveis a multiplos agentes
antimicrobianos orais e parenterais, incluindo quinolonas, sulfonamidas, imipenem,

doxiciclina, cefoxitina e aminoglicosideos. Isolados de M. fortuitum e espécies
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relacionadas (M. boenickei, M. houstonense e M. neworleansense) contém o gene
induzivel erm que confere resisténcia a macrolideos (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).
Por causa dessa propriedade, monoterapia ndo é recomendada para tratamento de
infeccbes por MCR, especialmente quando MIC é encontrada em 4-8 pg/mL
(GROOTE & HUITT, 2006).

Como as outras MCR, M. chelonae é resistente as drogas utilizadas no
tratamento da tuberculose, mas €& frequentemente sensivel as drogas
antibacterianas comuns. Isolados de M. chelonae devem ser testados para
sensibilidade a claritromicina, doxiciclina, fluoroquinolonas, tobramicina, a
combinacao de sulfametoxazol e trimetoprim e imipenem. Isolados de M. chelonae
ndo possuem o gene erm de resisténcia induzivel a macrolideos, como M.
abscessus e M. fortuitum. Como o perfil de sensibilidade aos agentes orais varia em
diferentes isolados, teste de sensibilidade in vitro para orientar o tratamento
medicamentoso ideal € justificado (BROWN-ELLIOTT et al., 2012).

O grupo Mycobacterium smegmatis tem como caracteristica marcante a
resisténcia a claritromicina, mas sensibilidade as quinolonas, amicacina, imipenem,
linezolida e sulfametoxazol (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002).

1.9 Epidemiologia de infec¢bes por MCR no Brasil

Casos isolados e surtos de infeccbes por MCR tém sido descritos em
diferentes paises. Os casos ocorreram ap0s procedimentos precedidos de
processos inadequados de esterilizacdo de equipamentos utilizados em cirurgias
para diversas finalidades, broncoscopia, acupuntura, hemodidlise, cateteres,
aplicagéo de piercing e contaminacéo de solu¢des. No Brasil foi reportada, em 1938,
a primeira descri¢do clinica e laboratorial de Mycobacterium fortuitum, no primeiro
caso de doenca nosocomial por MNT em paciente que teve um abscesso pos-
injecdo de vitamina intramuscular (da COSTA CRUZ, 1938). Desde entéo, surtos,
pseudo-surtos e casos de infecgbes causadas por MNT, associadas a cuidados de

saude, especialmente MCR, tem sido relativamente comuns (WALLACE et al.,
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1998). Ha cada vez mais relatos de infec¢Bes localizadas cutédneas e de tecido
causadas por MCR em pacientes que foram submetidos a procedimentos invasivos
como laparoscopia, artroscopia, cirurgia plastica ou intervencbes cosméticas
(DUARTE et al., 2009; VIANNA-NIERO et al., 2008).

Surtos de infecc¢des causados por MCR relacionadas aos cuidados com a
saude (hospitalares e ndo hospitalares) tém sido detectados no Brasil desde 1998,
principalmente nas cidades do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (BRASIL, 2009b). Os
surtos mais antigos foram relacionados a cirurgia para corre¢cao de miopia (Laser-
Assisted in Situ Keratomileusis - LASIK), sessfes de mesoterapia (injecoes
intradérmicas) ou implantes mamarios, a maioria deles associados a espécies que
pertencem ao grupo M. chelonae-abscessus (FREITAS et al., 2003; SAMPAIO et al.,
2006b; SAMPAIO et. al.,, 2006c). Infeccbes cutaneas por M. abscessus e M.
fortuitum, apds mesoterapia ou cirurgia plastica, foram relatadas também
(PADOVEZE et al., 2007; SOUSA et al.,, 2001). Recentemente, uma epidemia de
infeccbes em sitio cirdrgico foi relatada em sete diferentes regides do Brasil, e foi
relatado como causa um unico clone de M. massiliense (CARDOSO et al., 2008;
DUARTE et al., 2009; LEAO et al., 2010; VIANNA-NIERO et al., 2008). Os casos
isolados de mesoterapia foram inicialmente identificados como M. bolletii (VIANA-
NIERO et al., 2008).

1.9.1 Casos notificados

Por se tratar de uma doenca emergente, a notificacdo de todos os casos
suspeitos e confirmados de infec¢do por MCR, apés procedimentos invasivos deve
ser feita as vigilancias epidemiolégicas e sanitarias, por meio de formulario préprio
‘Ficha de Notificagdo de Caso de Micobacteriose N&o Tuberculosa apés
procedimentos invasivos” (ANEXO B). A notificacédo € obrigatoria (compulsoéria) para
monitoramento de surtos relacionados aos servi¢cos de saude e objetiva identificar a
magnitude do problema no pais, conhecer o perfil epidemiolégico do evento e
realizar vigilancia e resposta as ocorréncias infecciosas pos-procedimentos

invasivos, especialmente infec¢des por MCR (BRASIL, 2009b).
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Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentou
relatério de investigacdo de casos reportados de infec¢gdes por MCR no Brasil, no
periodo de 1998 a 2009. Os dados epidemioldgicos apontam para a ocorréncia de
situacOes distintas, com diferentes surtos, por diferentes espécies de MCR como

agentes etioldgicos e diferentes procedimentos associados (BRASIL, 2011).

Os casos notificados ocorreram em 23 Estados, sendo que dez estados
concentraram 97,8% dos casos (Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana,
Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso, Distrito Federal e Minas Gerais). O Estado
com maior numero de notificagBes foi o Rio de Janeiro (com 1.007 casos). Minas
Gerais notificou apenas 31 casos, no periodo. O maior nUmero de casos estava
relacionado a procedimentos realizados no periodo entre 2006 e 2008 (BRASIL,
2011).

Em relacdo a distribuicdo por grupos de procedimento, do total dos 2.520
casos notificados, cirurgia abdominal representou 59,2% (1.492 casos), mama 6,9%
(174 casos), pélvica 6,6% (167 casos), ortopédica 4,6% (117 casos), uroldgica 2,4%
(60 casos), lipoaspiracao 1,2% (31 casos), facial 0,6% (15 casos), abdominal com
mama e lipoaspiracédo 0,5% (13 casos), mama com lipoaspiragéo 0,5% (13 casos),
toracica 0,4% (11 casos), obstétrica 0,2% (6 casos), abdominal com lipoaspiracéo
0,2% (6 casos), abdominal com mama 0,2% (6 casos), neurologica 0,1% (2 casos),
oftalmoldgica (1 caso) e procedimento ndo invasivo (1 caso). Em 10,7% dos casos,
nao havia informagdo quanto ao tipo de procedimento invasivo realizado e 135
casos foram referentes a procedimentos invasivos nao cirdrgicos (tratamentos
estéticos corporais e faciais, mesoterapia, injecdo de medicamentos e

imunobiolégicos, procedimentos endoscopicos por vias naturais e bidpsias).

Apos a classificacdo final dos casos notificados no Brasil de 1998 a 2009, 792
(31,4%) foram confirmados, 76 (3,0%) provaveis e 1.652 (65,6%) suspeitos.
Considerou-se como confirmados apenas 0s casos com cultura positiva e
identificacdo da micobactéria. Os casos com resultados de histopatologico
compativel e ou BAAR positivo foram considerados como provaveis e 0s casos com

cultura positiva, porém sem identificacio de MCR foram classificados como
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suspeitos, junto aos demais casos que tiveram cultura negativa ou nao realizada
(BRASIL, 2011).

Do total de casos notificados no Brasil entre 1998 a 2009, 257 (30,4%)
envolveram M. abscessus subsp. bolletii, 265 (31,3%) M. abscessus, 117 (13,8%) M.
fortuitum, 13 (1,5%) M. chelonae, 21 (2,7%) outras espécies de micobactérias e 119
(14,1%) foram MCR sem identificacdo de espécie. Outras espécies de micobactérias
incluiram M. mucogenicum, M. porcinum, M. smegmatis, M. wolinskyi, M.
immunogenum, M. neoarum, M. peregrinum, M. kansasii, M. phocaicum e M.
senegalense (BRASIL, 2011).

Em Minas Gerais, no periodo de 1998 a 2009, dos casos confirmados de
infeccbes associadas a procedimentos invasivos, cinco foram por M. abscessus
envolvendo trés instituicdes, trés por M. fortuitum, trés por M. chelonae e um caso
sem identificacdo de espécie no municipio de Belo Horizonte envolvendo uma
instituicdo (BRASIL, 2011).

1.10 Prevencéo

Controle de surtos nosocomiais de MNT requer vigilancia adequada pela
equipe de controle de infeccdo, aplicacdo de técnicas de tipagem molecular,
identificacdo rapida da fonte e instituicdo de medidas de controle eficazes (PHILLIPS
& von REYN, 2001).

A prevencgdo de infec¢Bes hospitalares devido a MNT é um desafio. O alto
teor de lipideos e da parede celular de micobactérias as tornam mais resistentes a
morte por desinfeccdo, temperatura elevada e luz ultravioleta, comparado com
outras bactérias patogénicas que podem colonizar a agua potavel. Além disso,
frequentemente existe MNT dentro de biofilmes nas superficies internas e
acessorios de sistemas de distribuicdo de agua e tanques de armazenamento.

Biofilmes parecem suportar o crescimento de micobactérias e proteger o organismo,



51

o que faz com que a desinfeccdo completa da 4gua de sistemas colonizados seja
muitas vezes dificil de alcanc¢ar (PHILLIPS & von REYN, 2001).

As infec¢cdes por MCR estao fortemente relacionadas as falhas nos processos
de limpeza, desinfeccdo e esterilizagdo de produtos médicos, além do nao
atendimento as normas de uso dos produtos esterilizantes. Na maioria dos servigos
de salde investigados, os instrumentais cirargicos foram submetidos somente ao
processo de desinfeccdo e ndo ao processo de esterilizacdo como € definido pela
Resolugdo da Anvisa - RE n°. 2606/06. Também foi detectada a precariedade no
funcionamento dos Centros de Material e Esterilizacdo dos servi¢cos, ja que estes
nao possuem registros e validacdo dos processos de limpeza, desinfeccdo e

esterilizacdo dos instrumentais cirdrgicos (BRASIL, 2008b).

As acles para prevenir e interromper as infecgdes por MCR, em servigos de
saude, foram estabelecidas. Como medida para reducéo da ocorréncia de infeccoes
causadas por MCR no pais, a Resolucdo n° 8 da ANVISA, de 27 de fevereiro de
2009, publicada no Diario Oficial da Unido, em 02 de margo de 2009, determinou a
suspensao da esterilizacdo quimica por imersdo, utilizando agentes esterilizantes
liquidos, para os artigos invasivos usados em cirurgias. Todavia, esta resolu¢cdo nao
se aplica a instrumentais 6pticos utilizados em procedimentos endoscépicos para
acesso em cavidades corporais, por orificios naturais. O processamento de
instrumental cirdrgico e produtos para saude devem ser feitos em Centro de Material
e Esterilizacdo, supervisionado por profissional habilitado, ou por empresa
terceirizada regularizada junto a Autoridade Sanitaria (BRASIL, 2009a). Além disso,
como estabelecido na Resolucdo n°® 51, de 21 de outubro de 2009, empresas
fabricantes e importadoras de produtos hospitalares devem comprovar eficacia de
esterilizantes e desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos® frente a
Mycobacterium massiliense, sob pena de ter seu registro cancelado e produto

apreendido em todo territério nacional (BRASIL, 2009c¢).

1Artigos semicriticos sdo aqueles que entram em contato com a pele ndo integra ou com mucosas
integras. Como exemplo tem-se canula endotraqueal, espéculo vaginal, sondas nasogastricas,
gastroscépios e colonoscopios. Requerem desinfeccdo de alto nivel ou esterilizacdo para ter
garantida a qualidade do seu multiplo uso (BRASIL, 2006).
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2 JUSTIFICATIVA

Relatos de infec¢cdes por micobactérias nao tuberculosas (MNT) vém
aumentando em todo o mundo ao longo das ultimas duas décadas. Dentre as MNT,
micobactérias de crescimento rapido (MCR) sdo descritas como patdégenos
oportunistas envolvidos em infeccbes, especialmente aquelas associadas a
procedimentos invasivos, e devem, portanto, ser consideradas como um importante
grupo de agentes infecciosos. Infec¢des por esses agentes resultam em tratamentos

longos, de alto custo, e por vezes sao necessarias intervencgdes cirargicas.

A ocorréncia de infecgBes poés-cirdrgicas por MCR em diferentes regiées do
Brasil € monitorada de forma permanente. A ocorréncia de infeccdo em servicos de
salde é considerada uma emergéncia epidemiologica e sua investigacdo vem sendo
conduzida pela ANVISA, Ministério da Saude, vigilancias epidemiolégicas e
sanitarias dos estados e dos municipios. Dados epidemiolégicos levantados pela
ANVISA apontam que dez estados concentram o maior nimero de casos no periodo
de 1998 a 2009, sendo que Minas Gerais ocupa a décima posi¢cao. Neste periodo
foram notificados 31 casos em Minas Gerais, embora possa existir subnotificacéo

dos casos, cuja magnitude € impossivel de ser estimada (BRASIL, 2011).

De acordo com recomendacgfes estabelecidas por nota técnica da Secretaria
de Vigilancia Sanitaria — Ministério da Saude e ANVISA, em 2009, toda MCR isolada
de pacientes submetidos a procedimentos invasivos deve ser encaminhada ao
laboratério de referéncia para identificacdo da espécie e teste de sensibilidade
(BRASIL, 2009b).

O Instituto Octavio Magalhaes, parte integrante da Fundacdo Ezequiel Dias,
representa 0 LACEN-MG. Desse instituto faz parte o Servico de Doencas
Bacterianas e Fungicas (SDBF) onde é realizado o diagnéstico de diversas doencgas
e agravos de interesse na saude publica. O LACEN-MG também é um laboratério de
referéncia de abrangéncia estadual para o diagnostico bacterioldgico de
micobactérias e, portanto, para la sdo encaminhadas amostras clinicas e isolados

bacterianos de casos suspeitos de infeccbes por MCR do Estado. Portanto, as
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micobactérias recebidas nesse laboratério refletem, ainda que ndo em sua
totalidade, a diversidade de espécies isoladas de espécimes clinicos de Minas

Gerais.

Até o momento, o LACEN-MG realiza identificacdo fenotipica, de forma
limitada, e molecular por meio do método PRA-hsp65. Tais técnicas permitem
identificacdo de algumas espécies de MCR. No entanto, ainda ndo foram
implantadas metodologias para determinacdo da sensibilidade aos antimicrobianos
para esses agentes. Além disso, ndo se encontram disponiveis métodos de
genotipagem sensiveis, de facil execucdo, rapidos e de baixo custo para avaliacdo
de surtos, embora 0 LACEN-MG se constitua no unico laboratorio do Estado

responsavel pela vigilancia epidemioldgica de tais condicdes.

Tendo em vista tais consideracdes, este estudo buscou a aquisicdo de
conhecimentos quanto ao perfil molecular e de sensibilidade aos antimicrobianos de
isolados clinicos de MCR envolvidas ou ndo em surtos em Minas Gerais, no periodo
de janeiro de 2007 a junho de 2011.

O método de ERIC-PCR foi utilizado em diferentes estudos envolvendo
isolados clinicos de MCR e, dentre os métodos moleculares, mostrou-se uma
alternativa simples, rapida, discriminativa para esclarescimento de surtos por esses
agentes. Assim, entre 0s possiveis métodos moleculares, este foi selecionado para o
presente estudo, visando a sua padronizagao e potencial utilizacdo como ferramenta
a ser implantada no LACEN-MG para acompanhamento dos isolados clinicos de

MCR envolvidos ou ndo em surtos no Estado de Minas Gerais.

Em geral, testes de sensibilidade aos antimicrobianos de MCR encontram-se
disponiveis apenas em laboratérios de referéncia, embora o LACEN-MG ainda nédo
possua a técnica padronizada na rotina. A metodologia para determinacdo de
sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de MCR mais comuns esta
padronizada pelo CLSI e envolve a determinacdo da concentracdo inibitéria minima,
avaliando o crescimento por leitura visual. Tal forma de avaliacdo apresenta

limitacdes como dificil visualizagdo e potenciais variagbes entre observadores. A
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avaliacdo utilizando indicador colorimétrico resazurina pode simplificar tal avaliacéo,

além de torna-la mais objetiva.

Assim se constituiram objetivos deste estudo i) levantar dados
epidemiologicos dos pacientes, do Estado de Minas Gerais, submetidos a
procedimentos invasivos com isolamento de MCR no periodo de janeiro de 2007 a
junho de 2011; ii) caracterizar isolados clinicos de MCR mantidos no LACEN-MG,; iii)
avaliar o método de ERIC-PCR como alternativa para sua genotipagem; iv)
determinar o perfil de sensibilidade das MCR aos antimicrobianos por meio de
determinacéo da concentracdo inibitoria.

Espera-se dessa forma contribuir para melhor conhecimento da epidemiologia
de MCR no Estado de Minas Gerais e no Brasil e, por meio da padronizacédo e
avaliacdo de novas metodologias, aprimorar as condicdes do LACEN-MG como
suporte ao diagnéstico e acompanhamento de surtos de MCR no Estado de Minas

Gerais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral.

Caracterizar micobactérias de crescimento rapido (MCR) isoladas de pacientes
de Minas Gerais submetidos a procedimentos invasivos, em relacdo aos seus perfis

epidemioldgico, molecular e de sensibilidade aos antimicrobianos.

3.2 Objetivos especificos.

e Levantar dados epidemiolégicos dos casos de MCR isoladas de pacientes
submetidos a procedimentos invasivos, disponiveis nos registros laboratoriais
do LACEN-MG.

e Recuperar cepas de referéncia e isolados clinicos de MCR provenientes de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos.

e Confirmar, por testes fenotipicos de triagem, as MCR recuperadas.

¢ Identificar, genotipicamente, isolados clinicos de MCR por PCR seguida de
clivagem com endonucleases e analise dos fragmentos de restricdo do gene
hsp65 (PRA-hsp65).

e Padronizar a técnica de ERIC-PCR para tipagem molecular de isolados
clinicos de MCR.

e Determinar o perfil genético dos isolados clinicos de MCR, de Minas Gerais,
por meio de tipagem molecular utilizando a técnica de ERIC-PCR.

e Padronizar o teste de sensibilidade aos antimicrobianos para MCR utilizando
a técnica de microdiluicio em caldo para determinacdo da concentracao
inibitéria minima (MIC), com base em recomendag¢des do CLSI.

e Determinar o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos de M. abscessus e

M. chelonae frente aos antimicrobianos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica da Universidade Federal de

Minas Gerais (Anexo A).

4.2 Selecao de isolados

O estudo foi realizado com isolados clinicos de micobactérias e cepas de
referéncia mantidas na cole¢cdo de cepas no Servico de Doencas Bacterianas e
Fungicas da Fundacao Ezequiel Dias — Laboratorio de Referéncia de Micobactérias

para o Estado de Minas Gerais.

Foi feita analise retrospectiva de dados de registro do Servico de Doencas
Bacterianas e Fungicas da Fundacéo Ezequiel Dias, no periodo de janeiro de 2007 a
junho de 2011, a fim de obter todos os isolados de MCR provenientes de pacientes

submetidos a procedimentos invasivos.

Os isolados selecionados foram previamente identificados, por meio de testes
fenotipicos rotineiramente utilizados e padronizados no Servico de Doencas
Bacterianas e Fungicas, tais como teste do tempo de crescimento em meio
Lowenstein-Jensen, teste de producdo de pigmento, crescimento em 25°C, teste de
crescimento em meio de agar comum, teste de crescimento em meio com acido p-
nitrobenzdico (PNB), teste de crescimento em meio com hidrazida do acido tiofeno
2-carboxilico (TCH), teste de crescimento em meio com NaCl 5%, teste da niacina e
teste de reducao do nitrato. Alguns isolados tinham sido identificados pela técnica de
PRA-hsp65.
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Foram utilizadas na técnica de PRA-hsp65 as cepas de referéncia
Mycobacterium tuberculosis ATCC® 27294, Mycobacterium avium subsp. avium
ATCC®25291 e isolado “Mycobacterium massiliense” INCQS 594 representante de
surto de infeccBes cirdrgicas no Brasil. Para o controle de qualidade da
determinacdo da MIC foram utilizadas as cepas de referéncia Mycobacterium
peregrinum ATCC® 700686 e Staphylococcus aureus ATCC® 29213. Para a técnica
de ERIC-PCR foi utilizado um isolado “Mycobacterium massiliense” INCQS 594
representante de surto de infeccBes cirargicas no Brasil, além da cepa de
Mycobacterium tuberculosis ATCC® 27294.

4.3 Critérios de inclusao

As cepas incluidas no estudo foram MCR armazenadas no Laboratério de
Referéncia de Micobactérias para o Estado de Minas Gerais provenientes de

espécimes clinicos de pacientes submetidos a procedimentos invasivos.

4.4 Critérios de exclusao

Cepas contaminadas ou aquelas com crescimento bacteriano insuficiente

para a realizacdo das técnicas.

4.5 Dados epidemioldgicos

Informacdes epidemioldgicas relativas aos isolados clinicos selecionados no
estudo foram levantadas a partir de livros de registro do laboratorio, ficha de
encaminhamento de amostras bioldgicas para diagnéstico de micobactérias e ficha
de notificagdo de caso de micobacteriose n&o tuberculosa apds procedimentos

médicos invasivos.
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4.6 Obtencéao dos isolados

Os diferentes isolados clinicos e as cepas de referéncia de micobactérias
foram recuperados, por subcultivo, e mantidos em meio Loéwenstein-Jensen. A cepa

de referéncia de S. aureus foi recuperada e mantida em agar sangue de carneiro.

4.7 Triagem fenotipica

Para cada isolado ou cepa recuperado, foi feita triagem por andlise
macroscopica e microscopica (verificacdo da presenca de BAAR e outros
microrganismos contaminantes por meio da confeccdo de esfregacos e coloracao
pelo método de Zielh-Neelsen). Os isolados de MCR e as cepas de referéncia de
M. peregrinum e “M. massiliense” foram examinados diariamente, no periodo de uma
semana, para verificagcdo do tempo de crescimento, além da observacdo do aspecto
das colonias em meio de Lowenstein-Jensen (morfologia e pigmentacdo). As cepas
de referéncia de M. tuberculosis e M. avium subsp. avium foram examinadas
diariamente, no periodo de uma semana, e semanalmente, no periodo de um més,

com a mesma finalidade.

4.8 Identificacéo e tipagem molecular

4.8.1 Extracdo de DNA

Uma alca do crescimento bacteriano em meio de Lowenstein-Jensen foi
suspensa em 500 pL de agua ultrapura. A suspensao foi aquecida por 20 minutos a
100°C e em seguida resfriada a -20°C por pelo menos 18 horas. No momento do
uso, o sobrenadante foi coletado apos centrifugagdo a 8000g por 10 minutos e
utilizado na PCR.
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4.8.2 PRA-hsp65

Todos os isolados foram analisados usando a PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) seguida de clivagem com endonucleases e analise dos fragmentos de
restricdo do gene hsp65 (PRA-hsp65) como previamente descrito por Telenti e

colaboradores (1993), com pequenas modificacdes.

O DNA extraido das cepas foi submetido ao PRA-hsp65. A PCR utilizou os
iniciadores TB11 (5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-3)) e TB12 (5’-
CTTGTCGAACCGCATACCCT-3) e foi realizada nas seguintes condi¢des: tampéao
da reacdo 1X (20 mM de Tris e 50 mM de KCI), 10% de glicerol, 1.5mM de MgCly,
1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 200 pM de dNTP, 25 pmoles de cada
iniciador e 5 pL do sobrenadante da suspensao bacteriana. Um controle negativo
(a4gua ultrapura) e pelo menos um controle positivo (M. tuberculosis ATCC® 27294,
M. avium subsp. avium ATCC®25291 ou “Mycobacterium massiliense” INCQS 594)
foram incluidos em cada corrida. ApGs a desnaturacao inicial por 10 minutos a 95°C,
foram realizados 45 ciclos de amplificacédo, cada um de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a
60°C e 1 minuto a 72°C. A extensao final foi de 10 minutos a 72°C.

Aliguotas dos produtos de amplificacdo de 441pb foram digeridas com as
enzimas de restricdo BstEll (Promega®) e Haelll (Promega®), separadamente. As
reacoes de digestdo foram feitas com volume final de 31pL, contendo 1U de enzima
de restricdo, tampado especifico 1X concentrado e 20uL de aliguota do produto
amplificado. As misturas enziméticas foram incubadas por 3 horas a 60°C para
BstEll e 37°C para Haelll. Os fragmentos de restricdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (Seakem®) 3%, com padrdo de peso molecular de 50
pares de bases (Sigma®) ou Low Range (Fermentas®). O gel foi corado com brometo
de etidio, fotografado em um transiluminador ultravioleta e os fragmentos de
restricdo foram estimados. Os padrdes obtidos foram comparados com o reportado
no PRASITE e publicagbes (PRASITE, TELENTI et al.,, 1993; BRUNELLO et al.,
2001; CHIMARA et al., 2008; DEVALLOIS et al., 1997; LEAO et al., 2004; HAFNER
et al., 2004).
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Os fragmentos obtidos, baseados em seu tamanho, foram usados para a
construcdo dos dendogramas, representando a auséncia e a presenca de bandas
por O e 1, respectivamente. Dendogramas foram construidos, utilizando o programa
Treecon®, sendo utilizada analise de agrupamento pelo Método da Média Aritmética
ndo Ponderada de Grupos - UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Averages), utilizando o coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979). Os

dados obtidos foram submetidos ao teste de Bootstrap com 1000 reamostragens.

4.8.3 ERIC PCR

O DNA extraido das cepas foi submetido a ERIC-PCR. A PCR utilizou os
iniciadores ERIC1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’), descritos por Sechi e colaboradores (1998),
e foi realizada com volume de 50 pL nas seguintes condi¢cfes: tampédo da reacdo 1X
(20 mM de Tris e 50 mM de KCI), 1.5mM de MgCl,, 0,6U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen®), 200 pM de dNTP, 1 pM de cada iniciador e 5 pL do sobrenadante da
suspensao bacteriana. Um controle negativo (dgua ultrapura) e duas cepas de
referéncia (M. tuberculosis ATCC® 27294 e “Mycobacterium massiliense” INCQS
594) foram incluidos em cada corrida. ApGs a desnaturacao inicial por 4 minutos a
95°C, foram realizados 35 ciclos de amplificacdo, cada um de 45 segundos a 94°C, 1
minuto a 52°C e 10 minutos a 70°C. A extensao final foi de 20 minutos a 70°C. Os
produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 2%
(Seakem®) a 5 V/cm e brometo de etidio, utilizando como padrdo molecular ®X174
DNA/BsuRI (Fermentas®). Alternativamente, os produtos de PCR foram visualizados
em eletroforese em gel de poliacrilamida 8% com coloragdo por nitrato de prata,
utilizando como marcador de peso molecular ®X174 DNA/BsuRI (Fermentas®).

O peso molecular dos fragmentos foi calculado com o programa GelAnalyser
2010®. Foram considerados todos os fragmentos visiveis, independentemente de
sua intensidade. Os fragmentos obtidos, baseados em seu tamanho, foram usados
para a construgdo dos dendogramas, representando a auséncia e a presenca de

bandas por 0 e 1, respectivamente. Dendogramas foram construidos, utilizando o
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programa Treecon®, sendo utilizada anélise de agrupamento pelo Método da Média
Aritmética ndo Ponderada de Grupos - UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Using Arithmetic Averages), utilizando o coeficiente de similaridade de Nei & Li
(1979). Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Bootstrap com 1000

reamostragens.

4.9 Teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos

Isolados clinicos de M. abscessus e de M. chelonae foram submetidos ao
teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos. A técnica utilizada foi a
microdiluicdo em caldo para determinag¢do da concentracdo inibitéria minima (MIC),
conforme recomendagbes do CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2007).

4.9.1 Agentes antimicrobianos

Os antimicrobianos selecionados para determinacao da MIC, todos da Sigma-
Aldrich®, foram amicacina, cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina,
sulfametoxazol e tobramicina. Na microplaca, foram obtidas concentracdes
diferentes do mesmo antimicrobiano a partir de diluicbes seriadas com o fator dois

(por exemplo: 1, 2, 4, 8, 16, 32 pg/mL).

Os agentes antimicrobianos foram pesados, solubilizados e diluidos, de
acordo com recomendacfes do fabricante, a fim de obter a concentracdo da solucéo

estoque de 10 mg/mL.
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4.9.2 Preparo da solucdo de uso de antimicrobianos

A partir da solucdo estoque, preparou-se a solugcdo de uso de cada
antimicrobiano. As diluicbes foram realizadas em meio Mueller-Hinton suplementado

com cétions (BBL®), obtendo as concentracdes descritas na tabela 4.

Tabela 4 — Concentracéo das solucdes de uso de antimicrobianos

Antimicrobiano Concentracgéo da solucéo de uso (ug/mL)
Amicacina 2.048
Ciprofloxacino 128
Claritromicina 256
Doxiciclina 128
Cefoxitina 2.048
Sulfametoxazol 512
Tobramicina 256

4.9.3 Preparo das diluicbes em microplaca

Foram utilizadas microplacas estéreis com 96 orificios, fundo em U e com
tampa de baixa evaporacdo. Nessas, inicialmente foram distribuidos 100 uL de meio
Mueller-Hinton suplementado com cations em cada orificio. Adicionou-se 100 pL da
solucdo de uso de cada droga em seu respectivo orificio na primeira linha da
microplaca, com excec¢ao dos orificios controle de crescimento da cepa e controle de

esterilidade do meio, conforme ilustrado na figura 5.

Com auxilio de pipeta multicanal, foram realizadas diluicbes seriadas pela
transferéncia de 100 yL de um orificio para o seguinte, homogeneizando duas

vezes. Os 100 pL finais, referentes a ultima diluicdo, foram desprezados.



63

1 2 3 4 5 6 7 8 9
A CCC 512 32 64 32 512 128 64 CEM
B CCC 256 16 32 16 256 64 32 CEM
C CCC 128 8 16 8 128 32 16 CEM
D CCC 64 4 8 4 64 16 8 CEM
E CCC 32 2 4 2 32 4 CEM
F CCC 16 1 2 1 16 4 2 CEM
G CCC 8 0,5 1 0,5 8 1 CEM
H CCC 4 0,25 0,5 0,25 4 1 0,5 CEM
AMK CIP CLA DOX CEF SUL TOB

Figura 5 - Montagem da microplaca com as concentragdes (pg/mL) em cada orificio para
cada antimicrobiano. CCC = Controle de Crescimento da Cepa, CEM = Controle de Esterilidade
do Meio, AMK = amicacina, CIP = ciprofloxacino, CLA = claritromicina, DOX = doxiciclina, CEF
= cefoxitina, SUL = sulfametoxazol e TOB = tobramicina.

4.9.4 Preparo da suspensdao bacteriana (inéculo)

Os isolados clinicos foram repicados a partir de estoques congelados de
isolamentos primarios. Essas cepas foram armazenadas a -70°C em meio liquido
Middlebrook 7H9 com 10% de glicerol para minimizar o risco de alterar sua
sensibilidade antimicrobiana. A suspensao foi preparada a partir de semeaduras em

Lowenstein-Jensen com tempo de cultivo ndo superior a sete dias.

Retirou-se com alca descartavel parte de crescimento confluente da
micobactéria e transferiu-se para um tubo contendo 3,0 mL de meio Mueller-Hinton
suplementado com cations. Incubou-se a 30°C+2 por 72 horas. ApGs o periodo de
incubacédo, a suspensao foi ajustada com meio Mueller-Hinton suplementado com
cations até turbidez correspondente a escala de 0,5 McFarland, a qual foi

quantificada no espectrofotdmetro Densicheck plus (Biomerieux®).

A partir da suspensdo ajustada, foram realizadas duas diluicbes em meio
Mueller-Hinton suplementado com cétions. Primeiro retirou-se 300 pyL da suspenséao
ajustada e colocou-se em tubo contendo 4,7 mL de meio. Para preparar o inéculo
final, transferiu-se 1,0 mL da suspenséo bacteriana diluida para um tubo contendo

9,0 mL de meio e homogeneizou-se.
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4.9.5 Inoculacao e incubacado das microplacas

Suspensédo de inoculo final foi misturada em agitador tipo vortex por 15 a 20
segundos. Transferiu-se 100 pL da suspensdo para cada orificio da microplaca
contendo as diluigbes antimicrobianas, exceto os controles de esterilidade do meio,
sendo o volume final de 200 uL em cada orificio contendo a diluicdo. As microplacas
foram tampadas e vedadas com filme plastico e incubadas em estufa a 30+2°C por
72 horas. A densidade final esperada do microrganismo € de aproximadamente
4,5 x10° UFC/mL.

4.9.6 Leitura do teste

Apos incubacao, foi feita uma leitura visual para avaliar o crescimento,
conforme recomendado pelo CLSI, comparando o orificio de controle de crescimento
da cepa e o controle de esterilidade do meio. O crescimento é interpretado positivo
quando ha turvacdo ou depoésito de células no fundo da microplaca (botédo) e

negativo quando néo ha.

Adicionalmente, foi realizada leitura das microplacas utilizando o indicador
para ensaio colorimétrico resazurina, conforme descrito por Martin e colaboradores
(2005). Uma solucdo de estoque de resazurina (Sigma®) foi preparada a 0,01% em
agua destilada estéril. Apos 72 horas de incubac¢éo, 30 uL de solucdo de resazurina
foram adicionados a todos os poc¢os e a placa foi reincubada por 24 horas. Uma
mudanca de cor de azul (estado oxidado) para rosa (reduzido) indicou o crescimento

de bactéria.

Cada teste de sensibilidade foi realizado em triplicata em dois dias diferentes
a fim de garantir a qualidade e reprodutibilidade. O controle de qualidade foi
realizado e avaliado, como descrito pelo CLSI, com as cepas de referéncia
Mycobacterium peregrinum ATCC® 700686 e Staphylococcus aureus ATCC® 29213
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2007).
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4.9.7 Interpretacado dos resultados

Apoés aprovacao dos controles de qualidade, o valor da MIC foi determinado
para cada droga frente aos isolados bacterianos de M. abscessus e M. chelonae. O

resultado foi acompanhado da interpretacdo das categorias sensivel, intermediério e
resistente.

A MIC é a menor concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir visivelmente
0 crescimento da bactéria testada. Os critérios de interpretacdo do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos por microdiluicAio em meio liquido para

determinacao da MIC para MCR estao representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Critérios de interpretacéo para microdiluicdo em meio liquido para MCR

MIC (ug/mL) por categoria

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina <16 32 >64
Cefoxitina <16 32-64 > 128

Ciprofloxacino <1 2 >4

Claritromicina <2 4 >8
Doxiciclina <1 2-4 >8

Sulfametoxazol <32 - > 64

Tobramicina <2 4 >8

MIC: Concentracéo Inibitéria Minima. Fonte: CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2007.
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5 RESULTADOS

Um total de trinta e um isolados de MCR oriundos de espécimes clinicos de
vinte pacientes foram selecionados para o estudo. Isolados de quatro pacientes

foram excluidos devido a contaminagéo.

A tabela 6 mostra o numero de isolados por paciente e 0s seus respectivos
sitios de origem, além das demais informacgBes obtidas dos registros laboratoriais.
Entre os isolados, 24 (77,4%) foram a partir de secrecdes e 7 (22,6%) de bidpsias.
Neste estudo, a maioria dos isolamentos foi de sitios ndo estéreis (secrecbes da
pele). No entanto, esses casos foram acompanhados de informacdes clinicas,
evidéncias epidemioldgicas e/ou relatos de exames complementares (item 1.5)
compativeis com casos de infeccdo por MCR ap0s procedimentos invasivos. Alguns
dos casos também apresentaram mais de um isolamento de MCR (Tabela 6). A
maior parte dos isolados tinha sido identificada por meio de provas de identificacao

fenotipica, exceto o isolado C4, como apresentado na tabela 6.

Do total de vinte pacientes, dezenove (95,0%) foram do sexo feminino e um
(5,0%) masculino. A idade dos pacientes foi de 21 a 51 anos (média de 30,1 anos) e

para seis pacientes essa informacéao foi desconhecida.

Dentre as ocorréncias (Tabela 7), doze casos foram eventos associados a
procedimentos invasivos cirdrgicos e quatro casos foram de eventos associados a
procedimentos invasivos ndo cirdrgicos. Desses Ultimos, trés envolveram a
realizacdo de procedimentos estéticos em face e foi considerado um surto localizado
em uma Unica instituicdo. Um caso foi associado a injecdes repetidas de

anabolizante.

Dentre os procedimentos invasivos (Tabela 8), mamoplastia foi realizada em
dez pacientes, procedimento estético facial foi realizado em trés pacientes, um
paciente realizou videolaparoscopia abdominal, um realizou lipoaspiragéo, e para um
paciente foram realizadas injecoes repetidas de anabolizante. N&o foi informado qual

tipo de procedimento invasivo foi realizado para quatro casos.



Tabela 6 — Dados epidemioldgicos de pacientes com isolamento de MCR ap6s procedimentos invasivos em Minas Gerais.

Paciente N°de . o . Local do ) ) o "
solados Espécime clinico Municipio orocedimento Sexo Idade Tipo de procedimento Identificacéo fenotipica
F1 2 Secregéo de abscesso Nao informado NI F 35 Lipoaspiracao M. fortuitum
abdominal
F2 2 Secrecdo de mama Contagem Hospital A F 27 Mamoplastia M. fortuitum
F3 1 Secrecdo de abscesso Uberlandia NI M 21 Inje¢cBes intramusculares* M. fortuitum
F4 2 Secrecdo de mama Uberaba Hospital B F 28 Mamoplastia M. fortuitum
F5 2 Secrecdo de mama Belo Horizonte  Clinica A F 23 Mamoplastia M. fortuitum
F6 1 Secrecdo de mama N&o informado NI F 35 Mamoplastia M. fortuitum
F7 3 Secrecao de mama Belo Horizonte  Hospital C F 38 Mamoplastia M. fortuitum
F8 1 Secrecdo de mama Uberaba Hospital D F 24 Mamoplastia M. fortuitum
Al 3 Secrecdo de mama Belo Horizonte  Hospital E F 33 Mamoplastia M. abscessus
A2 1 Bidpsia de mama Nao informado NI F 31 Mamoplastia M. abscessus
A3 1 Secregao Nao informado NI F NI Nao informado M. abscessus
A4 1 Secrecao N&o informado NI F NI N&o informado M. abscessus
A5 1 Bidpsia Nao informado NI F 51 Nao informado M. abscessus
A6 1 Secrecdo de abscesso Nova Lima Hospital F F 29 Videoléparoscopia M. abscessus
abdominal
A7 1 Secregao N&o informado NI F NI N&o informado M. abscessus
C1 1 Bidpsia Belo Horizonte  Clinica B F NI Estético* M. chelonae
Cc2 1 Bidpsia Belo Horizonte  Clinica B F NI Estético* M. chelonae
C3 1 Secrecdo de abscesso de face Belo Horizonte  Clinica B F NI Estético* M. chelonae
C4 4 Biopsia e secrecao N&o informado NI F 25 Mamoplastia Mycobacterium sp grupo IV
C5 1 Biopsia Lavras NI F 22 Mamoplastia M. peregrinum

F: Feminino. M: Masculino. NI: Nao informado. F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, C1, C2, C3, C4 e C5: isolados clinicos

incluidos no estudo. *Procedimento invasivo nédo cirdrgico.
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Tabela 7 - Distribuicdo dos casos de isolados de MCR provenientes de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos em Minas Gerais, quanto ao

procedimento.

Procedimento Numero de casos  Porcentagem (%)
Invasivo cirdrgico 12 60
Invasivo néo cirdrgico 4 20
Invasivo ndo informado 4 20
Total 20 100

Tabela 8 - Distribuicdo dos casos de isolados de MCR provenientes de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos em Minas Gerais, quanto ao

tipo de procedimento.

Tipo de procedimento Numero de casos Porcentagem (%)
Mamoplastia 10 50
Estético facial 3 15
Abdominal 1

Lipoaspiracéo 1

Inje¢Bes de anabolizante 1

Sem informacao* 4 20

Total 20 100

*Casos sem informag&o quanto ao tipo de procedimento invasivo realizado

Casos ocorreram em seis municipios de Minas Gerais (Tabela 9). Seis casos
(30%) ocorreram em Belo Horizonte, dois (10%) em Uberaba, um (5%) em
Contagem, um (5%) em Lavras, um (5%) em Nova Lima e um (5%) em Uberlandia.
Para oito casos (40%), a informacdo sobre o municipio de realizacdo foi

desconhecida.
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Tabela 9 - Distribuicdo dos casos de isolados de MCR provenientes de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos em Minas Gerais, quanto ao

municipio de ocorréncia.

Municipio Numero de casos  Porcentagem (%)
Belo Horizonte 6 30
Uberaba 2 10
Contagem 1 5

Lavras 1 5

Nova Lima 1 5
Uberlandia 1 5

Sem informacéo 8 40

Total 20 100

5.1 Identificacdo bacteriana

Os isolados recuperados apresentaram cultura pura por visualizacao
microscopica (Figura 6) e macroscopica, tempo de crescimento inferior a sete dias e

auséncia de pigmentacao.
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Figura 6 — Bactéria alcool-acido resistente em esfregaco de cultura de MCR corado pelo

método de Zielh-Neelsen. Aumento de 1000 vezes.

No presente estudo, os isolados foram identificados pelo método PRA-hsp65.
AplOs a realizacdo da técnica, foram obtidos seis perfis de restricdo com a
combinagao das enzimas BstEll e Haelll (Tabela 10).
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Tabela 10 — Perfis de PRA-hsp65 dos isolados clinicos de MCR de pacientes submetidos a

procedimentos invasivos em Minas Gerais.

Peso molecular (pb)

Espécie Isolados
BstEll Haelll

320-130 ]

200-60-55 M. chelonae tipo 1 C1,C2,C3

200-70-60-50 M. abscessus subsp. bolletii A5, A6 e A7
235-210

145-70-60-55 M. abscessus subsp. abscessus Al, A2, A3 e Ad
235-130-85 ] ]

145-140-100-60 M. peregrinum tipo 3 C5
235-120-85 M. fortuitum tipo 1 F1, F2, F3, F4, F5,

145-120-60-55 ] ) . ]

M. fortuitum s. acetamidolyticum tipo 1 F6, F7 e F8.

235-120-85 C4

‘ 140-125-100-55  Novo perfil

Colunas 1 e 2: tamanho dos fragmentos, em pares de bases, com as enzimas de restricdo
BstEIll e Haelll, respectivamente. pb: pares de bases. F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, Al, A2, A3,
A4, A5, A6, A7, C1, C2,C3, C4 e C5: isolados clinicos incluidos no estudo.

Dentre os perfis encontrados, um corresponde a M. chelonae tipo 1, dois
perfis de M. abscessus (M. abscessus subsp. bolleti e M. abscessus subsp.
abscessus), um perfil de M. peregrinum tipo 3, um perfil compartilhado por M.
fortuitum tipo 1 e M. fortuitum subsp. acetamidolyticum tipo 1 e um perfil ainda nao
descrito na literatura. O isolado com padrdo PRA-hsp65 ainda n&o descrito na
literatura gerou fragmentos de restricdo BstEll de 235, 120 e 85 pares de bases e
Haelll de 140, 125, 100 e 55 pares de bases. Sete pacientes possuiam mais de um

isolado e em todos os casos o padrdo PRA-hsp65 foi idéntico, sendo aqui
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representados por apenas um isolado. Em geral, o método PRA-hsp65 confirmou a
identificacdo fenotipica. Os perfis PRA-hsp65 dos isolados estdo apresentados nas

figuras 7, 8, 9 e 10.

M

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 3% de perfis de PRA-hsp65 de 15 isolados clinicos
e de cepas de referéncia com a enzima de restricdo BstEIll. M: Marcador de 50pb. F1, F2, F3, F4,
F5, F6, F7, F8, Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7: isolados clinicos incluidos no estudo. MT: M.
tuberculosis ATCC® 27294. MA: M. avium subsp. avium ATCC®25291.

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 3% de perfis de PRA-hsp65 de 8 isolados clinicos e
de cepa de referéncia com a enzima de restricdo Haelll. M: Marcador Low Range, Fermentas®.
F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8: isolados clinicos incluidos no estudo. MT: M. tuberculosis

ATCC® 27294,
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 3% de perfis de PRA-hsp65 de 7 isolados clinicos e
de cepa de referéncia com a enzima de restricao Haelll. M: Marcador Low range, Fermentas®.
Mass: Mycobacterium massiliense INCQS 594. Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7: isolados clinicos
incluidos no estudo.

M C1 C2 C3 C5 C4 MT M C1 C2 C3 C5 C4 MT

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 3% de perfis de PRA-hsp65 de 5 isolados clinicos
e de cepa de referéncia com as enzimas de restricdo BstEll e Haelll. M: marcador de 50pb. MT:
M. tuberculosis ATCC® 27294. C1, C2, C3, C5 e C4: isolados clinicos incluidos no estudo.
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A espécie mais frequentemente isolada (Tabela 11) foi M. fortuitum (8 casos),

seguida de M. abscessus (7 casos), M. chelonae (3 casos) e M. peregrinum (1 caso).

Tabela 11- Distribuicdo dos casos de isolados de MCR provenientes de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos em Minas Gerais, segundo a

espécie de MCR.

Identificacdo da espécie NUmero de casos  Porcentagem (%)

M. fortuitum 8 40
M. abscessus subsp. abscessus 4 20
M. abscessus subsp. bolletii 3 15
M. chelonae 3 15
M. peregrinum 1 5

Mycobacterium sp. 1 5

Total 20 100

Dentre os isolados de M. fortuitum, seis estavam associados a realizacdo de
mamoplastia, um de lipoaspiracdo e um de injecdes repetidas de anabolizante.
Dentre os isolados de M. abscessus subsp. abscessus, para apenas dois eram
conhecidas essas informacdes, sendo isolados apOs a realizacdo de mamoplastia.
Para dois isolados ndo se conhecia o tipo de procedimento invasivo. Um isolado de
M. abscessus subsp. bolletii foi associado a videolaparoscopia abdominal e para

dois ndo se conhecia o tipo de procedimento invasivo associado.

A figura 11 apresenta o dendograma gerado para andlise de perfis de PRA-

hsp65 obtidos para isolados clinicos de MCR em estudo.

Por meio desse dendograma, observa-se que todos os isolados de M.
fortuitum s. acetamidolyticum tipo 1 se encontram agrupados com 100% de
similaridade. Os isolados de M. abscessus foram agrupados em dois grupos cada
um: um grupo incluindo todos M. abscessus subsp. abscessus (Al, A2, A3 e A4) e
outro com todos M. abscessus subsp. bolletii (A5, A6, A7 e cepa de referéncia “M.
massiliense”), cada um com 100% de similaridade. Os isolados de M. chelonae tipo
1 (C1, C2 e C3) foram altamente similares. Os isolados C4 e C5 apresentam baixa

similaridade entre si e com os demais isolados.
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Figura 11 — Dendograma gerado por perfis PRA-hsp65 de isolados clinicos de MCR e cepa de referéncia. Dendograma preparado utilizando
coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979) e método de agrupamento UPGMA no programa Treecon. O nimero em cada bifurcacéo,
determinado com base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados (teste de bootstrap), € indicado em porcentagem. Escala de distancia genética
€ mostrada na parte superior da figura. Identificacdo dos isolados é indicada a direita. MT: M. tuberculosis ATCC® 27294. MAS: Mycobacterium
massiliense INCQS 594. F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, C1, C2, C3, C4, C5, A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7: isolados clinicos incluidos no estudo.
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5.2 ERIC-PCR

Para padronizacdo do ERIC-PCR, foram testados dois métodos de extracao
de DNA de micobactérias. Como os perfis ERIC-PCR obtidos com extracdo
utilizando CTAB (Apéndice B), como descrito por van Soolingen e colaboradores
(1991), foram indistinguiveis daqueles obtidos pelo método de choque térmico, este
altimo foi escolhido devido a maior facilidade. Os perfis foram também comparados
em eletroforese em gel de poliacrilamida, corado pelo nitrato de prata e de agarose,
corado pelo Brometo de Etidio. Pela simplicidade de execugéo, optou-se pelo gel de

agarose, uma vez que os perfis foram similares nas duas condi¢oes.

Foi feita comparacao de perfis de ERIC-PCR obtidos para casos de pacientes
com mais de um isolado clinico de MCR. Padrdes de ERIC-PCR obtidos para casos
com mais de um isolado de MCR foram semelhantes (Apéndice B) e, dessa forma,
apenas um isolado por paciente foi representado neste trabalho. Cada isolado foi
também testado vérias vezes, em experimentos diferentes, demonstrando que o0s

perfis foram reprodutiveis.

A figura 12 apresenta os perfis de ERIC-PCR obtidos para isolados clinicos
de MCR de pacientes submetidos a procedimentos invasivos em Minas Gerais e de

cepas de referéncia.

Foram considerados para analise fragmentos de 80 a 1600 pares de bases.
Pela analise dos perfis de bandas, foi possivel identificar diferencas pela presenca
ou auséncia de um ou varios fragmentos amplificados. A andlise dos perfis de ERIC-
PCR dos isolados estudados mostrou um alto grau de similaridade entre alguns
isolados. Perfis de ERIC-PCR dos isolados de C1 e C2 e dos isolados F4 e F8 foram

indistinguiveis.
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Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose dos perfis de ERIC-PCR obtidos pela analise de
isolados clinicos de MCR de Minas Gerais e cepas de referéncia. F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8,
Cl1, C2, C3, C4, C5, Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7: isolados clinicos incluidos no estudo M:
Marcador ®X174 DNA/BsuRl. MT: M. tuberculosis ATCC® 27294; Ma: Mycobacterium
massiliense INCQS 594; B: controle negativo da reacéo.

A figura 13 apresenta o dendograma construido para analise dos perfis de
ERIC-PCR. No dendograma, além dos agrupamentos obtidos, observa-se a escala
de distancia genética e os valores do teste de Bootstrap (em porcentagem), que
indicam a significAncia estatistica de um determinado agrupamento baseada nos

dados reamostrados contendo aquele agrupamento.

Para o dendograma de ERIC-PCR observa-se que ele foi capaz de separar a
cepa de M. tuberculosis das outras micobactérias ndo tuberculosas (isolados
incluidos no estudo e cepa de referéncia de “M. massiliense”). Outro agrupamento
formado dividiu os isolados em um grupo contendo M. abscessus (Al, A2, A3, A4,
A5, AB, A7 e “M. massiliense”) e outro contendo M. fortuitum (F1, F2, F3, F4, F5, F6,
F7, F8), M. chelonae (C1, C2 e C3), M. peregrinum (C5) e a MCR sem identificacao
da espécie (C4). Esses agrupamentos sdo comparaveis aos obtidos por PRA-hsp65,
no entanto, dentro de cada um desses “clusters” observou-se maior diversidade

genética do que aquela revelada pelo PRA-hsp6b5.
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Figura 13 — Dendograma gerado por ERIC-PCR dos isolados clinicos de MCR e cepas de referéncia. Dendograma preparado utilizando

coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979) e método de agrupamento UPGMA no programa Treecon. O numero em cada bifurcacdo,

determinado com base em 1.000 conjuntos de dados reamostrados (teste de bootstrap), € indicado em porcentagem. Escala de distancia genética

€ mostrada na parte superior da figura. Identificacdo dos isolados é indicada a direita. MT: M. tuberculosis ATCC® 27294. MAS: Mycobacterium
massiliense INCQS 594. F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, C1, C2, C3, C4, C5, Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7: isolados clinicos incluidos no estudo.
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Dendograma de ERIC-PCR gerou um agrupamento que incluiu os isolados de
M. abscessus subsp. abscessus, sendo que os isolados Al, A2 e A4 foram mais
similares em relagdo ao A3. Outro agrupamento incluiu isolados de M. abscessus
subsp. bolletti, sendo que A5, A7 e “M. massiliense” mostraram-se mais proximos
em relagdo a A6. No agrupamento A5, A7 e “M. massiliense”, os dois ultimos foram
mais proximos em relagdo ao primeiro. Outro agrupamento gerado incluiu isolados
pertencentes a espécies M. chelonae, sendo que os isolados C1 e C2 foram mais
proximos (100% similares) em relacdo a C3. Os isolados de M. fortuitum
apresentaram maior distancia genética entre si, com excecédo dos isolados F4 e F8,
que foram 100% similares, com padréo de clonalidade, sendo os dois oriundos de
uma cidade (Uberaba), embora ndo tenham sido caracterizados como provenientes

de um surto infeccioso.

5.3 Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Nove isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade in vitro (sete de M.
abscessus e dois de M. chelonae). Um dos trés isolados de M. chelonae foi excluido
do teste por crescimento insuficiente. Para paciente que apresentou mais de um

isolado, foi escolhido o isolado mais antigo.

Em relacéo aos isolados de M. chelonae, todos foram sensiveis a amicacina,
ciprofloxacino, claritromicina e doxiciclina, mas resistentes a sulfametoxazol e
tobramicina (Tabelas 12 e 13). A MIC para tobramicina foi elevada (MIC = 16
pug/mL). O isolado C2 foi sensivel a cefoxitina, enquanto que o C1 apresentou perfil

intermediario para este antimicrobiano.
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Tabela 12 — MIC de M. chelonae isoladas de pacientes de Minas Gerais

Antimicrobiano MIC (ug/mL) por isolado
C1 C2
Amicacina <4 <4
Ciprofloxacino <0,25 0,5
Claritromicina 1 1
Doxiciclina <0,25 <0,25
Sulfametoxazol >128 >128
Tobramicina 16 16

C1 e C2: isolados clinicos incluidos no estudo.

Tabela 13 — Interpretacéo de MIC de M. chelonae isoladas de pacientes de Minas Gerais

Antimicrobiano Categoria por isolado
C1 Cc2
Amicacina S S
Ciprofloxacino S S
Claritromicina S S
Doxiciclina S S
Sulfametoxazol R R

Tobramicina R R

S: sensivel. I: intermediario. R: resistente. C1 e C2: isolados clinicos incluidos no estudo.

Em relacdo a M. abscessus subsp. abscessus (Tabelas 14 e 15), todos os
isolados foram sensiveis a amicacina (MIC < 4 pg/mL), apresentaram resisténcia
intermediaria a cefoxitina (MIC = 32 pg/mL) e foram resistentes ao sulfametoxazol
(MIC = 64 pg/mL). Trés destes foram sensiveis a claritromicina, porém resistentes a
ciprofloxacino (MIC = 4 pg/mL) e doxiciclina (MIC > 32 pg/mL). Um isolado
apresentou sensibilidade a doxiciclina e ciprofloxacino, mas resisténcia a
claritromicina (MIC = 16 pg/mL).

Em relagdo a M. abscessus subsp. bolletii, todos os isolados foram sensiveis
a amicacina (MIC < 4 ug/mL) e claritromicina (MIC < 0,5 pg/mL), apresentaram
resisténcia intermediaria a cefoxitina (MIC = 32 pg/mL), porém foram resistentes a

ciprofloxacino, doxiciclina e sulfametoxazol (Tabelas 14 e 15).
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Os isolados selecionados, incluindo M. abscessus, para determinacdo do
perfil de sensibidade aos antimicrobianos foram submetidos a testes com amicacina,
tobramicina, cefoxitina, ciprofloxacino, doxiciclina e sulfametaxazol, conforme
recomendacdes do CLSI. No entanto de acordo com esse mesmo manual, 0s
resultados de tobramicina ndo devem ser reportados para M. abscessus, uma vez
qgue a referida droga néo deve ser utilizada no tratamento desse agente (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2011). Assim esses resultados néo
foram incluidos na anadlise. Além disso, cefoxitina ndo foi reportada para M.
chelonae, pois isolados dessa espécie se caracterizam por MIC elevada (MIC > 128
pg/mL) para cefoxitina (BROWN-ELLIOT et al., 2012).

Tabela 14 — MIC de M. abscessus isoladas de pacientes de Minas Gerais

Antimicrobiano MIC (ug/mL) por isolado
M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus subsp. bolletii

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
Amicacina <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4
Cefoxitina 32 32 32 32 32 32 32
Ciprofloxacino 4 <0,25 4 4 4 8 16
Claritromicina <0,5 16 <0,5 <05 <0,5 <0,5 <0,5
Doxiciclina >32 <0,25 >32 >32 8 8 16
Sulfametoxazol 64 64 64 64 128 64 64

Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7: isolados clinicos incluidos no estudo.

Tabela 15 — Interpretacéo de MIC de M. abscessus isoladas de pacientes de Minas Gerais

Droga Categoria por isolado

M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus subsp. bolletii

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
Amicacina S S S S S S S
Cefoxitina I I I I I I I
Ciprofloxacino R S R R R R R
Claritromicina S R S S S S S
Doxiciclina R S R R R R R
Sulfametoxazol R R R R R R R

S: sensivel. I: intermediario. R: resistente. Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7: isolados clinicos

incluidos no estudo.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo realizou-se a caracterizacdo de isolados de MCR de
pacientes submetidos a procedimentos invasivos de Minas Gerais no periodo de
janeiro de 2007 a junho de 2011. Segundo nota técnica da ANVISA, em 2008, as
infeccbes por micobactérias relacionadas a assisténcia a saude, na proporcao
alcancada no Brasil, se configuraram epidemiologicamente como uma doenca
emergente. Casos foram identificados em quase todos os estados do pais (BRASIL,
2008b).

A literatura é escassa sobre dados dessas infeccbes em Minas Gerais.
Segundo relatério da ANVISA, de 1998 a 2009, dez estados concentraram 97,8%
dos casos notificados no Brasil, dentre eles Minas Gerais, com 31 (1,2%) casos
(BRASIL, 2011). Assim, o presente estudo incluiu alguns isolados dos casos
reportados pela ANVISA e outros ndo, embora a correspondéncia exata ndo possa
ser avaliada precisamente. Sabe-se que existe uma subnotificacdo dos casos, cuja
magnitude € impossivel de ser estimada. Além disso, existem muitas falhas e
inconsisténcias nas notificagcbes, como auséncia de informacdo quanto a localidade
da ocorréncia de casos e falta de padronizacdo no registro de variaveis (BRASIL,
2011).

Segundo a ANVISA, a endemicidade crescente das infeccbes por MCR
relacionadas a assisténcia a saude pode ser explicada por varias hipoteses:
introducdo de novos agentes, que passam de uma apresentacdo rara para uma
importancia maior, & medida que ocorre a natural evolucdo da assisténcia a saude;
melhoria na capacidade diagnéstica laboratorial no pais, com o avanco das
tecnologias e competéncias diagndsticas; aumento da sensibilidade de deteccao e
notificacdo dos casos apos a divulgacdo massiva das ocorréncias nos anos de 2005
e 2007 no pais; producdo crescente de biofilmes nos produtos para saude
reprocessados; introducéo e uso disseminado de novas praticas de saude, como por

exemplo, certos procedimentos cosméticos (BRASIL, 2011).
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Estudo feito pela ANVISA sugere que os casos notificados nos Estados fazem
parte de uma situacdo endémica de infeccbes de sitio cirdrgico por MCR, cujos
nameros ndo sdo expressivos quando comparados ao numero de procedimentos
realizados nestes Estados. Apesar das MCR envolvidas nas infec¢des relacionadas
a assisténcia a saude serem consideradas de endemicidade crescente, tal fendbmeno
é inaceitavel, dado que a grande maioria dessas infec¢des sdo preveniveis por meio
de estratégias elementares de controle de infec¢cdes (BRASIL, 2011). Estratégias
efetivas de educacéo, vigilancia, controle, supervisédo e fiscalizacdo sdo, portanto,
necessérias. Dentre as acdes necessérias, incluem-se implantacdo de sistema de
resposta rapida para ocorréncias de eventuais surtos; estruturacdo de sistema de
resposta apropriada para o diagndéstico laboratorial de infeccdes; énfase na
aplicacdo das normativas da ANVISA, particularmente ao que se refere ao
processamento de artigos, vigilancia epidemioldgica de casos e rastreabilidade de
produtos e insumos (BRASIL, 2008b; BRASIL, 2011).

No presente estudo, pacientes que realizaram procedimentos invasivos
cirdrgicos representaram a maioria (60%), enquanto que procedimentos invasivos
ndo cirargicos foram relacionados em 20% dos casos. Dentre as cirurgias, seis
foram realizadas em hospitais, uma em clinica e cinco casos néo informaram o local
de realizacdo da cirurgia. Verificou-se a predominancia de cirurgias estéticas
(mamoplastia e lipoaspiracéo) e, na grande maioria, realizadas no sexo feminino.

E importante ressaltar o elevado nimero de casos (40%) sem informag&o
guanto ao local e municipio do procedimento. Notou-se que, em muitas fichas de
notificacdo, os campos contendo dados da instituicdo que realizou o procedimento

nao foram preenchidos.

As MCR isoladas foram M. fortuitum (40% dos casos), M. abscessus subsp.
abscessus (20%), M. abscessus subsp. bolletii (15%), M. chelonae (15%), M.
peregrinum (5%) e uma MCR sem identificacdo de espécie (5%). Estudo feito pela
ANVISA, avaliando casos notificados de infeccbes associadas a procedimentos
invasivos no Brasil, mostrou que as espécies mais incidentes, como um todo, foram
M. abscessus (31,3%), M. abscessus subsp. bolletii (30,4%), M. fortuitum (13,8%),

M. chelonae (1,5%) e outras espécies corresponderam a 2,7%, como M.
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mucogenicum, M. porcinum, M. smegmatis, M. wolinskyi, M. immunogenum, M.
neoarum, M. peregrinum, M. phocaicum e M. senegalense (BRASIL, 2011).
Observa-se, portanto, correspondéncia entre as espécies mais frequentemente
isoladas em Minas Gerais e no Brasil, embora a frequéncia relativa para cada uma
delas apresente variagbes. Essa variagcdo pode estar relacionada ao pequeno

namero de isolados avaliados no presente estudo.

Os procedimentos invasivos deste estudo envolveram, em sua maioria,
cirurgia. de mama (50%). Nesse tipo de cirurgia, o agente mais presente foi
M. fortuitum (60%), seguida de M. abscessus (20%), M. peregrinum (10%) e MCR
sem identificacdo de espécie (10%). Em estudo feito pela ANVISA, quando
avaliados procedimentos de cirurgia de mama, houve predominancia de
procedimentos realizados no sexo feminino e o agente mais isolado foi M. fortuitum
(57,6%), seguido de M. abscessus (15,2%), MCR sem identificacdo da espécie
(14,1%), M. abscessus subsp. bolletii (7,1%); outras espécies de MCR
corresponderam a 6% dos casos. Casos confirmados e suspeitos de infec¢des por
MCR associados a procedimentos de cirurgia de mama, no Brasil, de 1998 a 2009,
envolveram varios Estados, sendo que os Estados com maior nimero de casos
foram Sdo Paulo (27,6%), Espirito Santo (26,2%), Rio de Janeiro (14,8%), Mato
Grosso (8,6%), Goias (5,7%) e Para (4,8%). Minas Gerais apresentou cinco casos
no periodo (2,4%). Do total de casos do Brasil, 98,6% envolveram sexo feminino e a
idade média foi de 34,4 anos. (BRASIL, 2011).

Neste estudo, em apenas um caso foi relatado acesso por videocirurgia, em
que foi realizada cirurgia abdominal, cujo agente isolado foi M. abscessus subsp.
bolletii. Eventos associados a procedimentos com acesso por videocirurgias no
Brasil corresponderam a 1722 casos, com predominancia de procedimentos
abdominais (80,1%), visto ser esta a topografia mais frequentemente manipulada
nos procedimentos cirdrgicos com acesso por videocirurgia. Estes foram distribuidos
principalmente em oito Estados do pais e envolveram varias espécies de
micobactérias. Deve-se ressaltar que houve uma epidemia de grandes dimensdes
em diferentes Estados do pais, que se caracterizou pela presenca de um clone

predominante de M. abscessus subsp. bolletii (BRASIL, 2011).
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Os isolados do estudo oriundos de pacientes que realizaram procedimentos
invasivos nao cirurgicos corresponderam a procedimentos estéticos na face (trés
casos) e de injecbes repetidas de anabolizante (um caso). No Brasil, de 1998 a
2009, foram notificados 141 casos, confirmados ou suspeitos, associados a
procedimentos invasivos ndo cirdrgicos. Tais procedimentos envolveram tratamento
estético, aplicacdo de substancias cosméticas por via subcuténea, aplicacdo de
medicamentos e imunobioldgicos, procedimentos endoscépicos por vias naturais
(endoscopia, broncoscopia, histeroscopia) e bidpsias. Essas ocorréncias foram
registradas nos Estados de S&o Paulo (56,7%), Rio de Janeiro (14,9%), Distrito
Federal (11,3%), Para (10,6%). Em Minas Gerais foram registrados quatro casos, 0
gue correspondeu a 2,8%. Do total dos casos, 77,3% envolveram sexo feminino e
22% masculino, a idade média foi de 35 anos. Procedimentos estéticos e aplicacao
de imunobiologicos foram os mais frequentes e representaram 41,8% dos casos
cada um. Dos casos confirmados, a maior parte envolveu M. abscessus (57,1%), M.
abscessus subsp. bolletii (26,8%), M. chelonae (7,1%), MCR sem identificacdo da
espécie (7,1%) e 1,8% envolvendo M. fortuitum (BRASIL, 2011).

Nota-se que 0s casos incluidos no estudo aparentemente ndo apresentaram
vinculo epidemiolégico, uma vez que envolveram instituicbes, municipios e agentes
etiologicos diferentes. Oito instituicbes foram listadas, dentre elas hospitais (A, B, C,
D, E e F) e clinicas (A e B). A excecao ocorreu em uma instituicdo (clinica B), no

municipio de Belo Horizonte, onde foi caracterizado surto de infec¢do por MCR.

A auséncia de informacdes epidemiolégicas de variaveis de interesse foi uma
limitacdo para a conducdo desse estudo, para uma acurada analise da situacao
epidemioldgica, principalmente em relacdo ao municipio e local do procedimento.
Devido as poucas informacdes obtidas, os resultados apresentados devem ser

considerados como uma analise descritiva dos dados disponiveis.

Com o avanco das tecnologias diagndsticas, microrganismos de identificacao
mais rara passam a figurar no cenario epidemioldgico (BRASIL, 2011). A
identificagdo das espécies € importante, ndo sO para a conduta terapéutica
adequada, pois cepas isoladas apresentam diferentes padroes de sensibilidade

antimicrobiana, mas também para o mapeamento, analise epidemiolégica, vigilancia
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e controle sanitario. A implementacdo de testes especificos e precisos € importante
em laboratérios de referéncia em salde publica para elucidagéo rapida de diversos

casos.

Micobactérias podem ser rapidamente identificadas no laboratério clinico pelo
método PRA-hsp65. Tal método amplifica uma regido conservada do gene hsp65
gue esta presente em todas as espécies de micobactérias e em algumas outras
bactérias, como Nocardia spp. (CHIMARA et. al., 2008).

A técnica PRA-hsp65 foi importante para a identificacdo de quase todos os
isolados clinicos desse estudo. Sua aplicacdo confirmou a identificacao fenotipica e
possibilitou a identificacdo precisa de 27 (87,1%) isolados de 19 pacientes
(M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae, M. abscessus subsp. abscessus, M.
abscessus subsp. bolletii). Para quatro isolados de um paciente (C4) nao foi possivel
realizar identificacdo por essa técnica, uma vez que o perfil PRA-hsp65 gerado nao
foi reportado nas publicacdes consultadas. Novos perfis de PRA-hsp65 podem ser
novas variagées alélicas dentro das espécies, mutacdes que resultam em perda de
sitios de restricdo de Haelll. Para identificacdo desses isolados seria necessario
realizacdo de outras técnicas de identificacdo, como o sequenciamento de DNA
(CHIMARA et al., 2008).

N&o obstante, 0 PRA-hsp65 apresenta limitacbes tais como varios padrbes
distintos, que podem resultar em uma alta frequéncia de padrées ambiguos ou nao
interpretaveis. As tabelas de referéncia publicadas apresentam padrdes que diferem
dentro de um intervalo de 5-15 pares de bases e ndo ha padrdes para espécies
recentemente descritas. Além disso, variacdes relacionadas com a preparacdo de
gel, condicbes de execucdo e ferramentas de documentacdo complicam a
interpretacéo dos padrdes de digestao (CHIMARA et al., 2008).

Outra limitagcdo relaciona-se ao fato que pelo PRA-hsp65 relativamente
poucos sitios polimérficos em uma regido conservada do genoma séo avaliados, que
embora permita a identificagdo de varios isolados, limita a analise de variabilidade
genética dentro de cada espécie, aspecto Util para o reconhecimento de surtos e

padrdes epidemiologicos significativos.
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Métodos moleculares tém se tornado ferramenta valiosa nas investigacfes de
surtos e epidemias causadas por MCR. PFGE, método mais utilizado para a
diferenciacdo de cepas de MCR e de outras micobactérias ndo tuberculosas
(GRIFFITH et al., 2007), tem sido aplicado na confirmagéo da clonalidade de cepas
envolvidas em surtos e epidemias. Tal método possibilita maior poder discriminatério

de padrbes, mas é tecnicamente dificil, trabalhosa, e requer equipamentos caros.

Alternativamente, o DNA fingerprinting € importante ferramenta para
complementar dados obtidos com investigacdo epidemiolégica. Técnicas de RAPD-
PCR também tém sido utilizadas, sendo r4pidas e Uteis para andlise molecular de
surtos por MCR (SAMPAIO et al., 2006b).

O ERIC-PCR, uma técnica utilizada para tipagem de enterobactérias, permite
a avaliacdo de regides polimoérficas do genoma e permitiu estabelecer relacdes
clonais entre diferentes isolados de Mycobacterium tuberculosis (SECHI et al.,
1998). ERIC-PCR provavelmente funciona como método RAPD-PCR em
micobactérias, uma vez que a presenca de repeticdes ERIC nao foi demonstrada em
genomas de Mycobacterium disponiveis, e a amplificacdo com oligonucleotideos
iniciadores ERIC1 e ERIC2 pode ocorrer na auséncia de sequéncias ERIC
verdadeiras (GILLINGS & HOLLEY, 1997; SAMPAIO et al., 2006b). Sampaio e
colaboradores (2006b), avaliando MCR do Grupo M. chelonae-abscessus,
considerou ERIC-PCR um método de tipagem molecular simples, de alto
rendimento, a custos acessiveis, reprodutivel e de discriminagdo molecular para

inferéncia de parentesco genético para essas micobactérias.

Entre as limitagcdes relacionadas a técnica de RAPD-PCR, ressalta-se que
mudancas nas condicdes de reacdo e diferentes protocolos podem afetar os
resultados e sua interpretacéo (SAMPAIO et al., 2006b). Além disso, por se tratar de
uma técnica pouco especifica, DNA proveniente de populacbes heterogéneas e

contaminagdes podem afetar os perfis e a reprodutibilidade dos resultados.

Neste estudo, foi aplicada pela primeira vez a técnica ERIC-PCR para
reconhecer isolados clinicos de MCR de Minas Gerais e verificar potencial

parentesco genético. Esta técnica foi aplicada em diferentes espécies de MCR,
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clinicamente relevantes, e, com excecdo de isolados de trés casos, tais agentes
aparentemente ndo apresentavam vinculo epidemiol6égico. Este foi um estudo
retrospectivo e com numero reduzido de isolados, limitando uma acurada analise da
situacdo epidemioldgica das MCR em Minas Gerais. No entanto, alguns aspectos
relacionados aos resultados obtidos com ERIC-PCR merecem ser ressaltados e
discutidos.

A técnica de ERIC-PCR permitiu a realizacdo de uma analise geral da
diversidade genética entre as cepas estudadas, pela facilidade e rapidez, e mostrou-
se reprodutivel. Os perfis de ERIC-PCR obtidos para mais de um isolado de um
mesmo paciente foram indistinguiveis e, por isso, foi selecionado apenas um isolado
de cada paciente para representacdo neste trabalho. A técnica apresentou relativa
dificuldade na andlise devido ao grande numero de bandas, com intensidades

variaveis, geradas na eletroforese.

Os perfis obtidos por ERIC-PCR revelaram maior diversidade genética entre
os isolados clinicos de MCR, como um todo, em comparagdo com método PRA-
hsp65. Enquanto o PRA-hsp65 demonstrou similaridade entre os isolados de M.
fortuitum, o ERIC-PCR revelou perfis distintos para os isolados F1, F2, F3, F5, F6,
F7 e indistinguiveis para F4 e F8. Para os isolados de M. abscessus subsp.
abscessus, enquanto o PRA-hsp65 demonstrou similaridade entre todos eles, o
ERIC-PCR revelou distingdo entre A3 e os isolados Al, A2 e A4. PRA-hsp65
demonstrou também similaridade entre os isolados de M. abscessus subsp. bolletii
(A5, A6 e A7), ERIC-PCR gerou trés agrupamentos, um com A6, outro com A5 e um
terceiro com A7 e “Mycobacterium massiliense” INCQS 594. Entre os isolados
agrupados pelo PRA-hsp65 como M. chelonae, C1 e C2 apresentaram perfis
indistinguiveis, porém distintos de C3 pela ERIC-PCR. Os isolados C4 e C5

apresentaram perfis bem distintos dos demais.

Assim, o emprego da técnica de ERIC-PCR revelou, para alguns isolados,
alto grau de similaridade, onde 100% das bandas observadas foram compartilhadas,
indicando que estes isolados sao geneticamente muito similares e possivelmente
derivados de um mesmo precursor (origem clonal). Um deles correspondeu aos

isolados de pacientes C1 e C2, com perfis PRA-hsp65 correspondentes a M.
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chelonae tipo 1, oriundos de pacientes com vinculo epidemiolégico, ou seja,
pacientes submetidos a procedimentos invasivos em uma mesma instituicdo. O
isolado C3, apesar de proveniente de paciente da mesma instituicdo, nao
apresentou perfil ERIC-PCR idéntico. Tais isolados foram referidos pela ANVISA
como surto localizado em uma Unica instituicAo, no ano de 2008, de casos
confirmados oriundos de pacientes que realizaram procedimentos estéticos em face
(BRASIL, 2011).

Para isolados agrupados pelo PRA-hsp65 como M. fortuitum tipo 1/ M.
fortuitum subsp. acetamidolyticum tipo 1, a tipagem pelo ERIC-PCR aponta para a
presenca de diferentes clones, sem a presenca de um clone predominante ou fonte
Gnica, sugerindo que tais agentes correspondem a diferentes genoétipos desta
espécie e que ndo houve disseminacdo clonal entre as instituicdes envolvidas. A
excecao ocorreu com os isolados F4 e F8, que apresentaram padrbes ERIC-PCR
indistinguiveis, e embora originados de pacientes do mesmo municipio (Uberaba),
nao apresentaram relacdo epidemiolégica clara, uma vez que realizaram
mamoplastia em instituicbes diferentes (Hospital B e D, respectivamente). Nao foi
possivel estabelecer vinculos entre as instituicdes devido a auséncias de

informacgoes.

Os isolados agrupados pelo PRA-hsp65 como M. abscessus subsp.
abscessus apresentaram perfis de ERIC-PCR bem similares, sendo que os isolados
Al, A2 e A4 foram considerados similares e separados de A3. Dentre os isolados
Al, A2 e A4, apenas foi conhecida a procedéncia do isolado Al e, apesar de
possivelmente derivados de um mesmo precursor, ndo foi possivel estabelecer

relacdes entre eles.

Entre os isolados agrupados pelo PRA-hsp65 como M. abscessus subsp.
bolletii, o isolado A7 foi mais préximo da cepa de referéncia “M. massiliense”, que &
representante de surto de infeccdes cirurgicas no Brasil. No entanto, informacgdes a
respeito do local do procedimento para este isolado ndo foram obtidas. Estudos
genotipicos determinaram mudangas na nomenclatura das MCR. M. abscessus &
composta por um grupo heterogéneo de micobactérias, atualmente classificadas em

M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii (LEAO et al., 2009)
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com a Uultima subespécie acomodando micobactérias previamente identificadas
como "Mycobacterium bolletii" ou "Mycobacterium massiliense" (ADEKAMBI et al.,
2004; ADEKAMBI et al., 2006).

Os isolados de C4 nao foram identificados ao nivel de espécie pelas técnicas
aplicadas neste estudo e, além disso, ndo foi agrupado com demais isolados
estudados apoOs aplicacdo da técnica de ERIC-PCR. Sempre que houver
disponibilidade técnica, € recomendavel que a identificacdo em nivel de espécie seja
realizada por sequenciamento de DNA. Certo nimero de alvos Uteis para efeitos de
identificacdo tém sido detectados no genoma das micobactérias. Alvos incluem o
gene 16S rRNA, universalmente considerado a primeira escolha para micobactérias
em geral, e alternativas como andlise das sequéncias de hsp65, rpoB e espacadores
internos transcritos 16S-23S. Alvos menos comuns incluem recA, sodA e gyrB. Estes
alvos tém mostrado resultados promissores na deteccdo de espécies de MCR,
porém, o alvo de escolha para MCR é o gene rpoB (ADEKAMBI et al., 2003;
BRASIL, 2008; SET & SHASTRI, 2011; TORTOLI, 2010).

Identificacdo e teste de sensibilidade para MCR ndo sao amplamente
disponiveis em laboratérios clinicos. Visto que o Servico de Doencas Bacterianas e
Fungicas, inserido na Divisdo de Epidemiologia e Controle de Doencas do LACEN-
MG, é referéncia estadual em diagndéstico bacteriologico de micobactérias, é
importante que o mesmo disponha de capacidade para realizacdo de teste de
sensibilidade e identificacdo da espécie por método molecular e, além disso, possa
responder com metodologias, tais como ERIC-PCR, para esclarecimento de suspeita
de surto por esses agentes no Estado. O LACEN-MG ainda néo realiza o teste de
sensibilidade para estes agentes. Assim, constituiu-se em objetivo desse trabalho
padronizar e avaliar a técnica de MIC com modificacdes como teste de sensibilidade

para estes agentes, visando sua implantacdo no LACEN-MG.

Nesse estudo, realizou-se avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos por
microdiluicdo em caldo, método considerado padrédo-ouro para realizacdo de teste
de sensibilidade in vitro para espécies de MCR mais comuns (Grupo M. fortuitum,
M. chelonae e M. abscessus). Visando avaliar e padronizar a metodologia de MIC,

isolados de M. chelonae e de M. abscessus foram selecionados inicialmente, uma
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vez que seu perfil de sensibilidade é variavel. Por outro lado, o grupo M. fortuitum
apresenta maior sensibilidade a drogas quando comparado a M. abscessus e
M. chelonae (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002) e, embora ndo tenham sido
analisados os perfis dos isolados de M. fortuitum, conduzir essa analise se constitue

em uma perspectiva da continuidade do presente estudo.

Embora o procedimento de microdiluicdo para MCR ndo seja tecnicamente
dificil de realizar, a interpretacéo requer habilidade, adquirida através da experiéncia,
além do conhecimento de padrdes de sensibilidade esperados para diferentes
espécies. Crescimento de MCR em microplacas frequentemente ndo aparece com

alta nitidez, como um “botao” bem definido no fundo do poco.

Como alternativa, um ensaio colorimétrico, utilizando o indicador resazurina
permitiu a visualizacdo da mudanca de cor na leitura (MARTIN et al., 2005). Porém,
dificuldades de leitura e interpretacdo consistiram na viragem de cor do azul para
rosa devido a diferentes nuances entre estas cores. A MIC obtida foi a mesma para
as duas formas de avaliar o crescimento bacteriano, apenas foi verificado que a

técnica colorimétrica utilizando resazurina foi considerada mais facil de visualizacéo.

Os dois isolados de M. chelonae foram resistentes a tobramicina, com MIC
elevada. A MIC obtida para tobramicina foi superior ao normalmente encontrado
para tais espécies, mesmo apds a repeticdo dos testes. Cumpre ressaltar que
tobramicina ndo é recomendada para tratamento de infec¢des por MCR no Brasil,
como descrito em Nota técnica SVS/MS e ANVISA (BRASIL, 2009b).

Segundo o CLSI (2011), quando resultados séao inesperados, o ideal seria a
confirmagdo em outros laboratorios de referéncia. Ndo obstante e, enquanto se
aguarda essa confirmacao, uma vez que os controles empregados e outros isolados
apresentaram perfil de sensibilidade a tobramicina, podemos levantar a hipétese de
que os isolados C1 e C2 apresentam de fato um perfil distinto daquele em geral
reportado pela literatura. Curiosamente, esses isolados apresentaram elevado nivel
de similaridade entre si no ERIC-PCR, distintos dos demais isolados de outras
espécies analisadas. Embora oriundos de um surto, os isolados de M. chelonae

apresentaram diferenca de sensibilidade a cefoxitina, sendo C2 sensivel e C1
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apresentou perfil intermediario. O isolado C3, recuperado para realizacdo das
técnicas moleculares, ndo foi submetido ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos por ndo conseguir alcancar a turbidez correspondente a escala de
0,5 McFarland.

Todos os isolados testados (M. chelonae e M. abscessus) apresentaram
resisténcia ao sulfametoxazol. Estes resultados estdo de acordo com a literatura,
uma vez que menos de 10% dos isolados do grupo M. chelonae-M. abscessus
exibem sensibilidade a sulfonamidas (BROWN-ELLIOT et al., 2012).

Em relagdo a M. abscessus subsp. bolletii, isolados apresentaram perfil de
sensibilidade semelhante, sendo todos sensiveis a amicacina (MIC < 4 ug/mL) e
claritromicina (MIC < 0,5 pg/mL), mas resistentes a ciprofloxacino, doxiciclina e
sulfametoxazol. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Monego e
colaboradores (2011), de isolados de infec¢cdo pés-cirdrgica em Curitiba, Duarte e
colaboradores (2009), de isolados de surto no Rio de Janeiro e Cardoso e
colaboradores (2011) ao avaliar cepas recuperadas de surto em Goias. Estes
isolados obtiveram MIC intermediaria a cefoxitina (MIC = 32 pg/mL), como
encontrado por Cardoso e colaboradores (2011).

Todos os isolados de M. abscessus apresentaram sensibilidade a amicacina e
perfil intermediario a cefoxitina. De fato, o agente mais ativo contra M. abscessus é
amicacina e isolados néo tratados de M. abscessus tém MIC baixa ou intermediaria
(= 32-64 pg/mL) para cefoxitina (BROWN-ELLIOT et al., 2012).

Claritromicina tém sido indicada como droga de escolha para tratamento de
infeccbes causadas por MCR (BROWN-ELLIOTT & WALLACE, 2002; GRIFFITH et
al., 2007). Macrolideos, como claritromicina, sdo o0s agentes terapéuticos mais
frequentemente empregados para M. abscessus subsp. bolletii, mas a importancia
deste grupo de antimicrobianos é muito menor para isolados de M. abscessus
subsp. abscessus (BROWN-ELLIOT et al., 2012). Neste estudo, apenas um isolado
(A2), correspondente a M. abscessus subsp. abscessus, apresentou resisténcia a
claritromicina, com MIC = 16 pg/mL. Para M. abscessus, resisténcia adquirida a

claritromicina tém sido reportada em pacientes que receberam monoterapia. Em
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situacdes dificeis, como resisténcia de M. abscessus a macrolideos, é recomendada
combinacdo de agentes parenterais, baseada na MIC in vitro, como por exemplo,
amicacina com cefoxitina ou amicacina com imipenem para tratamento de pacientes
adultos com infec¢des por M. abscessus subsp. abscessus (NESSAR et al., 2012;
BROWN-ELLIOT et al., 2012).

Infecgbes cutaneas associadas a M. abscessus, M. chelonae ou Grupo
M. fortuitum devem ser tratadas de acordo com protocolos especificos para as
espécies especificas envolvidas, considerando fatores como apresentacao clinica e
estado imunoldgico do paciente (BROWN-ELLIOT et al., 2012; GARCIA-MARTOS &
GARCIA-AGUDO, 2012). Monoterapia com um macrolideo para infeccdes
localizadas com M. chelonae pode ser suficiente, enquanto que multiplos
antimicrobianos sdo essenciais se a infeccdo € disseminada ou se outras espécies
estdo envolvidas. Testes de sensibilidade in vitro s&o cruciais (BROWN-ELLIOT et
al., 2012). Um aspecto de especial relevancia no tratamento dos pacientes é a
necessidade de se remover qualquer corpo estranho presente, como por exemplo
proteses. Micobactérias sdo capazes de produzir biofilme, o que facilita resisténcia
antimicrobiana e requer a remocdo do material para alcancar cura definitiva do
paciente (GARCIA-MARTOS & GARCIA-AGUDO, 2012).

Regimes de tratamento na doenca extrapulmonar causada por MCR séo
principalmente baseados em resultados de testes de sensibilidade as drogas in vitro.
Estudos de séries com grande numero de cepas podem orientar a terapéutica
empirica, tendo em conta o conhecimento global da sensibilidade de diferentes
espécies de micobactérias em areas geograficas especificas. No entanto,
recomenda-se um estudo individual de cada isolado, porque as diferencas nos
resultados da sensibilidade podem ter um significado consideravel para o tratamento
(GARCIA-AGUDO & GARCIA-MARTOS, 2011).

Resisténcia natural a drogas determina uma grande parte da multirresisténcia,
que é comum na MNT. Esta multirresisténcia, por sua vez, é uma explicacéo
provavel da eficacia limitada dos atuais regimes de tratamento para a doencga por
MNT. Além disso, para a maioria drogas ndo existe uma correlacdo clara entre a

atividade in vitro e o resultado do tratamento, in vivo. Esses aspectos ainda devem
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ser objeto de investigacdo para médicos e microbiologistas envolvidos no tratamento
de doencas micobacterianas. A influéncia de interacdes farmacocinéticas entre as
varias drogas e a formulacdo de parametros farmacodindmicos que predizem os
resultados devem ser contabilizados em estudos de correlacdo desse tipo (van
INGEN et al., 2012). Nao obstante, a terapia das infeccbes por MNT é
frequentemente estabelecida de forma empirica pelos médicos, embora testes de
sensibilidade para MNT tenham sido feitos por muitos anos para prever a eficacia
clinica de antimicrobianos especificos contra isolados de MNT (BROWN-ELLIOT et
al., 2012). Van Ingen relata que, apesar do fato de que os testes de sensibilidade de
MNT a drogas serem uma ferramenta ja estabelecida no laboratério, o seu valor
clinico ainda néo foi revelado e suficientemente estudado (van INGEN et al., 2012).

No presente estudo foi conhecida a sensibilidade a drogas de isolados
clinicos de M. abscessus e de M. chelonae do Estado de Minas Gerais.
Consideramos que esse é um passo importante, pois se trata de um laboratério de
referéncia do estado. Nesse sentido, o presente estudo oferece uma contribuicdo
significativa ao conhecimento a cerca da sensibildade e dos métodos de detec¢éo
das MCR em nosso meio.

Entre as MCR, ha uma escassez de dados de sensibilidade para outras
espécies que ndo as espécies mais encontradas - M. fortuitum, M. chelonae,
M. abscessus (BROWN-ELLIOTT et al., 2012). Embora no presente estudo o perfil
de sensibilidade a alguns antimicrobianos tenha sido estabelecido para as espécies
mais frequentes, a metodologia se encontra agora padronizada, podendo ser
aplicada ao estudo de outras espécies, porventura isoladas no Estado, incluindo os

isolados de M. fortuitum ja disponiveis e que ndo foram avaliados até o momento.

Algumas limitagdes podem ser listadas e que dificultaram a conducédo do
presente estudo e obtencdo de dados que permitam tracar um perfil epidemioldgico
e genotipico das MCR em Minas Gerais. Entre essas limitagcbes podemos listar
algumas que, apesar de escapar do nosso controle, podem ter interferido em um
maior poder estatistico e discriminatério ou na aplicacdo de métodos mais
sofisticados de genotipagem, a saber: a escassez de informacdes sobre a origem,

processos infecciosos associados aos isolados, pequeno numero de isolados,
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dificuldade de obtencdo de cepas de referéncia, e escassez de tempo. N&o
obstante, o presente estudo representa uma importante contribuicdo sobre as MCR
isoladas no Estado de Minas Gerais e no Brasil, estabelecendo uma base para
estudos posteriores empregando maior numero de isolados e técnicas
diversificadas. Ressalta-se também contribuicdo relacionada ao aprimoramento
técnico e cientifico dos profissionais e padronizacdo de novas técnicas que podem
ser aplicadas no LACEN-MG, permitindo a prestacdo de um servico de melhor

qualidade a populacéo.
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7 CONCLUSOES

e A técnica de PRA-hsp65 permitiu a identificacdo de 87,1% dos isolados de
micobactérias de crescimento rapido analisados. Um novo perfil, ainda nédo

descrito na literatura, foi também evidenciado.

e As micobactérias de crescimento rapido oriundas de pacientes submetidos a
procedimentos invasivos em Minas Gerais foram identificadas por PRA-
hsp65, sendo M. fortuitum, a mais frequente, seguida de M. abscessus subsp.

abscessus, M. abscessus subsp. bolettii, M. chelonae e M. peregrinum.

e A técnica de ERIC-PCR permitiu a realizacdo de uma andlise geral da
diversidade genética entre as cepas estudadas, pela facilidade, rapidez e
reprodutibilidade em sua execucdo, sendo uma ferramenta util para a

avaliacao epidemioldgica de MCR.

e A genotipagem dos isolados por ERIC-PCR evidenciou perfil genético idéntico
para dois isolados de M. chelonae, ambos envolvidos em surto de infec¢éo
apos procedimento invasivo estético em Minas Gerais, sugerindo a

possibilidade de fonte comum de infec¢éao.

e Trés isolados de M. abscessus subsp. abscessus e dois isolados de
M. fortuitum também apresentaram perfil genotipico idéntico, porém o vinculo

epidemioldgico entre eles ndo pdde ser estabelecido.

e A MIC, determinada por da técnica colorimétrica utilizando resazurina, se
apresentou como uma boa alternativa para avaliacdo da sensibilidade de
MCR aos antimicrobianos, comparavel a determinagdo manual,

principalmente pela visualizagdo mais facil e menos subjetiva.
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O perfil de sensibilidade dos isolados de M. chelonae evidenciou sensibilidade
a amicacina, ciprofloxacino, claritromicina e doxiciclina e resisténcia a

sulfametoxazol e tobramicina.

Os isolados de M. abscessus subsp. abscessus evidenciaram dois perfis de
sensibilidade: um deles apresentou sensibilidade a amicacina e claritromicina,
perfil intermediério para cefoxitina e resisténcia a ciprofloxacino, doxiciclina e
sulfametoxazol. Outro apresentou sensibilidade a amicacina, ciprofloxacino e
doxiciclina, perfil intermediario para cefoxitina e resisténcia a claritomicina e

sulfametoxazol.

O perfil de sensibilidade dos isolados de M. abscessus subsp. bolletii
evidenciou sensibilidade a amicacina e claritromicina, sensibilidade

intermediaria para cefoxitina e resisténcia a ciprofloxacino, doxiciclina e

sulfametoxazol.

Ainda existem falhas importantes no registro e notificagdo de casos de
infecgdes por MCR no Estado de Minas Gerais que limitam significativamente
estudos cientificos e geracdo de conhecimento sobre a epidemiologia e

diversidade das mesmas em nosso Estado.
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8 PERSPECTIVAS

e Introduzir, no LACEN-MG, o teste de sensibilidade para MCR por meio da
determinacdo da concentracao inibitéria minima e a técnica de genotipagem
ERIC-PCR.

e Avaliar perfil de sensibilidade aos antimicrobianos para os isolados de

M. fortuitum que n&o foram avaliados neste estudo.

e Continuar avaliando novos isolados de MCR recuperados de pacientes com
suspeita de infeccao apods procedimentos invasivos.

e Capacitar profissionais do LACEN-MG para realizagdo das técnicas de testes

de sensibilidade e genotipagem.

¢ Realizar sequenciamento parcial do gene rpoB para isolado ndo identificado

no presente estudo.



98

9 CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo de melhor caracterizar alguns isolados, iniciamos a realizacao
do sequenciamento parcial do gene rpoB para quatro amostras em estudo, trés
delas dos isolados de M. abscessus subsp. bolletii e um isolado néo identificado no
presente estudo. Os protocolos para realizacdo do sequenciamento estdo descritos
no Apéndice D e os primeiros resultados obtidos no Apéndice E. O gene rpoB foi
amplificado por PCR a partir do DNA gendmico dos diferentes isolados, clonado em
vetor plasmidial e submetido ao sequenciamento de DNA. No entanto, os resultados
do sequenciamento ndo se tornaram disponiveis de serem incluidos no presente
estudo. Esperamos, dessa forma, complementar o trabalho e contribuir ainda mais

para o estudo das micobactérias de crescimento rapido em Minas Gerais.
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ANEXO A — Aprovac&o no Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 0432.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Ana Paula Salles Moura Fernandes
Depto. Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 18 de outubro de 2011, apds atendidas as sclicitagoes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "Caracterizagao molecular e avaliagao
da sensibilidade a antimicrobianos de isolados de microbactétrias
de crescimento rapido (MCR) em um laboratério de referéncia” bem
como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apdés o inicio do projeto.

|II ] f I(/'

; /.'Qk & J{lf} l/f i — gy

mealT’Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

A, Pres Aufire Cardas, S627 - Linidade Advaaistrative I - 37 aulne — S 003 - L T AT — BH-AIC
Tl (0319 J405-4592 « gomail: coopd i sl b
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ANEXO B - Ficha de notificac&o de caso de micobacteriose ndo tuberculosa
ap6s procedimentos médicos invasivos

-=L|— Agéncia Hacional de REDE NACIONAL DE INVESTIGAGAO DE SURTOS H*
-v Vigilincia Sanitaria - AHVIS, SERVIGCOS DE SAUDE

FICHA DE NOTIFICAGAO DE CASO DE MICOBACTERIOSE NAO TUBERCULOSA
(MCR) APOS PROCEDIMENTOS MEDICOS INVASIVOS
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Fonte: BRASIL, 2007.
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APENDICE A - Protocolo para extracdo de DNA utilizando CTAB

Uma alca do crescimento bacteriano em meio de Lowenstein-Jensen foi suspensa
em 400 pL de tampéo Tris-EDTA (Tris 10mM, EDTA 1 mM pH 8.0) e incubada por
20 minutos em termobloco a 80°C. Lisozima (Merck® foi adicionada para uma
concentracéo final de 2mg/mL e a suspenséo foi incubada por 1 hora a 37°C. Foram
adicionados 70 uL de SDS (Amresco®) 10% e 50 pg de proteinase K (Invitrogen®),
agitou-se em vortex por 5 segundos e a mistura foi incubada por 10 minutos a 65°C.
Foi adicionado 100 pL de solucdo de NaCl 3M e 100 pL de solucdo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) 10 mg/mL (Merck®). Agitou-se a suspensdo em
vortex e incubou-se por 10 minutos a 65°C. Igual volume de solucao de cloroférmio-
alcool isoamil (24:1) foi adicionado e a suspenséo foi agitada em vortex e entdo
centrifugada 15000g por 5 minutos. DNA foi precipitado com isopropanol, lavado
com etanol 70%, o sedimento foi seco ao ar ambiente e entdo hidratado com tampé&o

Tris-EDTA. DNA foi quantificado por espectrofotometria.
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APENDICE B - Padronizacdo do método de extracdo para ERIC-PCR

Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% para avaliagdo de método de extragéo
de DNA de micobactérias de crescimento rgpido para uso em ERIC-PCR. Padrbes de bandas
obtidos, de um mesmo isolado clinico, foram indistinguiveis quando a reacgao foi realizada com
DNA extraido por método de choque térmico ou método CTAB. (1) marcador de peso
molecular ®X174 DNA/BsuRI. (2) DNA de isolado de M. fortuitum extraido por método de
choque térmico. (3) DNA de isolado de M. fortuitum extraido por método CTAB. (4) DNA de
isolado de M. abscessus extraido por método de choque térmico. (5) DNA de isolado de M.
abscessus extraido por método CTAB.
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APENDICE C - Comparacéo de isolados clinicos de um mesmo paciente,
colhidos em momentos distintos, pela técnica de ERIC-PCR

1.2 3 4 5 6 7 8 8

Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% de ERIC-PCR para comparacéo de
perfis de ERIC-PCR obtidos para casos de pacientes com mais de um isolado clinico de MCR.
(1 e 2) Isolados de M. fortuitum. (3 e 4) Isolados de M. fortuitum. (5 e 6) Isolados de M.
fortuitum. (7, 8 e 9) Isolados de M. abscessus.
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APENDICE D - Protocolos para sequenciamento parcial do gene rpoB

Amplificacéo e purificacao

Amplificacdo do DNA e sequenciamento dos produtos da PCR foi realizado
com os iniciadores MycoF (5-GGCAAGGTCACCCCGAAGGG-3’) e MycoR (5'-
AGCGGCTGCTGGGTGATCATC-3’), como descrito por Adékambi e colaboradores
(2003), nas seguintes condi¢des: tampéo da reacao 1X (20 mM de Tris e 50 mM de
KCI), 2.5mM de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase (Fermentas®), 200 pM de dNTP,
2.5 pmoles de cada iniciador (Sigma®), 5 pL do sobrenadante da suspensdo
bacteriana e agua ultrapura. Um controle negativo (dgua ultrapura) foi incluido em
cada corrida. Apés a desnaturacéo inicial por 1 minuto a 95°C, foram realizados 35
ciclos de amplificacdo, cada um de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 64°C e 90
segundos a 72°C. A extensdo final foi de 5 minutos a 72°C. ApGs a verificacdo dos
produtos da PCR em gel de agarose 1% utilizando como padrao molecular 100pb,
estes foram purificados com o kit “llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification” (GE Health care®) e o DNA purificado foi quantificado por

espectrofotometria.

Transformacgéo e Clonagem Bacteriana

Os produtos de PCR purificados foram ligados a um vetor de clonagem
pGEM®-T Easy (Promega®), um plasmideo linear que possui em cada uma de suas
extremidades uma timina livre complementar a adenina inserida pela Taq DNA no
final de cada produto de amplificagdo. A reacdo de ligacdo continha 2,5 uL de
tampao da DNA ligase, 25 ng do plasmideo, 50 ng do inserto, 1,5U de T4 DNA
ligase, e agua ultrapura para um volume final de 5 uL. A reagcdo de ligagéao foi

incubada a 4°C por 16 horas.
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Para a transformacdo genética, as células competentes de Escherichia coli
XL1 Blue foram submetidas a choque térmico. Foi adicionado 5 pyL da solugéo de
reacao de ligacdo a 50 pyL da bactéria. A mistura foi incubada em gelo por 30
minutos, depois a 42°C por 90 segundos e em seguida no gelo por 2 minutos. A
mistura foi transferida para 950 yL de meio liquido Luria-Bertani e incubada por 1
hora a 37°C sob agitacdo de 180rpm. Apds centrifugacao a 2000 rpm por 3 minutos,
100 uyL do sedimento foi plaqueado em &gar Luria-Bertani contendo
ampicilina/IPTG/X-Gal. As placas foram incubadas a 37° por 16 horas. Os clones
transformantes (UFCs brancas) foram selecionados. Um controle positivo da ligacéo
e transformacdo (DNA inserto controle - fornecido pelo kit) e um controle negativo
(E.coli XL1 Blue) foram incluidos em cada corrida.

Extracdo, Analise de Restricdo e Sequenciamento dos Plasmideos

Recombinantes

Os plasmideos recombinantes foram extraidos utilizando kit Pure Yield™
Plasmid Miniprep System (Promega®). Apds a extracdo foram analisados em gel de

agarose 2% para a confirmacéo do tamanho dos fragmentos obtidos.

Para a amplificacdo do inserto clonado foram utilizados os iniciadores M13
forward 5’-GTAAAACGACGGCCAG-3' e M13 reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-
3’. O sequenciamento dos plasmideos recombinantes foi feito pelo método de
Sanger com o equipamento MegaBACE 1000. As sequéncias obtidas foram
alinhadas e foram comparadas com sequéncias homodlogas de micobactérias de
crescimento rapido disponiveis no banco de dados GenBank por meio da ferramenta
Basic Local Alignment and Search Tool (BLAST). A analise filogenética foi realizada

através do programa MEGA verséao 4.1.
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APENDICE E - Primeiros resultados do sequenciamento do gene rpoB

Sequenciamento de parte do gene rpoB foi realizado em trés isolados de M.
abscessus subsp. bolletii e um isolado que apresentou o perfil PRA-hsp65 ainda néo

descrito, sendo selecionado um isolado por paciente.
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Figura 16 - Amplificagcdo de fragmento de 764 pb do gene rpoB. M: Marcador de 100pb; B:
controle negativo da reagdo; A5, A6, A7 e C4: isolados incluidos no estudo.

Figura 17 - Amplificacdo de fragmento de 764 pb do gene rpoB a partir dos plasmideos
recombinantes. M: Marcador de 100pb; P: controle negativo do plasmideo sem o inserto de
764pb; B: controle negativo da reacao de PCR; A5, A6, A7 e C4: isolados incluidos no estudo.



