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1
.

INTRODUÇÃO

1.1. MICOBACTÉRIAS NÃO-TUBERCULOSAS (MNT)

As  micobactérias  são  bacilos  aeróbicos  não  formadores  de  esporos. 

Muitas  características  das  micobactérias  como  a  álcool-ácido  resistência 

(resistência  à  descoloração  com  álcool  acidificado  quando  coradas  com 

carbolfucsina),  a  resistência  aos  antimicrobianos  e  a  patogenicidade  estão 

relacionadas à parede celular, cuja camada externa contém grande quantidade 

de  ácido  micólico,  formando  uma  camada  cérea  resistente  à  água.  Os 

nutrientes  entram lentamente  na célula  bacteriana por  essa camada,  o  que 

contribui para a taxa de crescimento lento de algumas micobactérias. O gênero 

Mycobacterium inclui  patógenos  importantes  como  Mycobacterium 

tuberculosis, agente etiológico da tuberculose e Mycobacterium leprae, agente 

causador  da  lepra  ou  hanseníase.  Outras  espécies  de  micobactérias  são 

encontradas  na  natureza,  principalmente  no  solo  e  na  água,  podendo  ser 

patogênicas ao ser humano em algumas situações (Tortora et al. 2000).

O  Mycobacterium  leprae e  o  complexo  Mycobacterium  tuberculosis 

(CMTB)  -  que  compreende  as  espécies  M.  tuberculosis,  M.  africanum,  M. 

bovis, M. cannetti, M. caprae, M. microti e M. pinnipedi (Coros et al. 2008) - são 

indubitavelmente  patogênicos  ao  ser  humano.  O  complexo  Mycobacterium 

avium (MAC) inclui diversas espécies de micobactérias entre elas M. avium e 

M.  intracellulare,  microrganismos  estes  frequentemente  relacionados  às 

complicações  da  AIDS  (Ramos  et  al,  2000),  enquanto  outros  membros  do 

gênero  ainda  não  foram bem caracterizados  quanto  à  sua  patogenicidade. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate


Muitas  micobactérias  são  usualmente  saprófitas,  embora  algumas  espécies 

possam apresentar  caráter  oportunista  e até  mesmo letal,  com mais  de 50 

espécies associadas a doenças em humanos. No passado, todas as espécies 

de  micobactérias  que  não  causavam  tuberculose  eram  descritas  como 

micobactérias “atípicas” ou como “outras micobactérias que não o bacilo da 

tuberculose”  (MOTT,  do  inglês:  mycobacteria  other  than  tubercle  bacilli).  A 

nomenclatura  corrente,  adotada  pela  American  Thoracic  Society  (ATS), 

descreve esses microrganismos como Micobactérias Não-Tuberculosas (MNT) 

(Jordan et al. 2007).   

Em  relação  ao  tempo  de  crescimento  -  observado  in  vitro  -  as 

micobactérias  podem  ser  classificadas  em  dois  grupos:  micobactérias  de 

crescimento  lento  (MCL)  e  micobactérias  de  crescimento  rápido  (MCR).  O 

CMTB e o MAC são agrupados como MCL. O segundo grupo, representado 

pelas MCR, inclui principalmente as espécies saprófitas encontradas no solo e 

na  água  como  o  complexo  Mycobacterium  chelonae-abscessus.  Análises 

comparativas  de  sequências  do  gene  16S  do  rRNA  indicam  que  as  MCR 

podem ser o grupo filogeneticamente mais antigo. Muitas espécies de MCR, 

particularmente  Mycobacterium  abscessus,  Mycobacterium  chelonae e 

Mycobacterium fortuitum  são patógenos oportunistas, podendo causar desde 

abscessos localizados até doenças disseminadas e pulmonares (Howard et al. 

2002). 

As MNT têm emergido como microrganismos importantes associados a 

infecções respiratórias e outras doenças oportunistas. Entre as diferentes MNT, 

o  complexo  Mycobacterium  chelonae-abscessus representa  um  grupo  que 

consiste de três espécies proximamente relacionadas, a saber:  M. chelonae, 



M.  abscessus  e  M.  immunogenum,  que  com  frequência  podem  estar 

associadas  à  contaminação  de  reservatórios  de  água  hospitalar,  de 

equipamentos  hospitalares  e  das  tubulações  do  sistema  hídrico  municipal 

(Wallace et al. 1998; Wilson et al. 2001).  

M. abscessus foi originalmente classificado como uma subespécie do M. 

chelonae,  sendo posteriormente em 1992,  reclassificado como uma espécie 

distinta, com base na hibridização do DNA e análise da sequência do gene 16S 

do rRNA (Kusunoki  & Ezaki  1992;  Pitulle  et  al.  1992;  Howard et  al.  2002). 

Portanto, M. abscessus não é considerado subespécie de M. chelonae.

Fairhurst  et  al.  (2002)  enfatizaram  a  emergência  das  MNT  como 

patógenos importantes em pacientes transplantados, ao relatar o caso de um 

paciente de 66 anos com empiema causado por M. abscessus, que chegou ao 

óbito  seis  meses após o transplante pulmonar. Os autores ressaltaram que 

cerca de 80% das infecções por MNT nos Estados Unidos são causadas por 

M. abscessus e que esse microrganismo é normalmente resistente às drogas 

utilizadas  no  tratamento  de  infecções  causadas  por  M.  tuberculosis,  como 

isoniazida,  rifampicina,  etambutol  e  pirazinamida,  portanto,  a  acurácia  do 

diagnóstico  é  especialmente  importante  para  o  sucesso  da  terapia 

antimicrobiana em casos de infecções por MNT. 

Segundo um estudo dos Centros para Controle e Prevenção de Doenças 

dos  Estados  Unidos  (CDC),  M.  abscessus e  M.  chelonae são  espécies 

proximamente relacionadas e frequentemente associadas a surtos de infecção 

hospitalar. Apesar da difícil distinção entre as espécies de MNT por métodos 

microbiológicos  clássicos  usualmente  aplicados  em  laboratórios  clínicos, 

diferentes espécies podem causar doenças distintas que requerem esquemas 



de tratamento específicos. Yakrus et al. (2001) utilizou as seguintes técnicas 

para identificar 75 isolados de MNT: Eletroforese de enzimas multilocus (MEE), 

PCR seguida de análise de polimorfismo de fragmentos de restrição (PRA-

hsp65), testes bioquímicos (crescimento em Lowenstein-Jensen acrescido de 

NaCl a 5%; utilização de citrato como fonte única de carbono) e cromatografia 

líquida  de  alta  performance  de  ácidos  micólicos.  Os  isolados  foram 

caracterizados  como  M.  abscessus ou  M.  chelonae,  sendo  posteriormente 

submetidos  a testes de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo  método de 

microdiluição em caldo, sendo avaliados: claritromicina, imipenem, cefoxitina, 

amicacina, sulfametoxazol, doxiciclina, tobramicina e ciprofloxacina. Observou-

se concordância entre os diferentes métodos utilizados na identificação dos 

isolados.  Todos  os  isolados  de  uma  mesma  espécie  exibiram  perfil  de 

suscetibilidade  idêntico,  ou  seja:  todas  as  cepas  de  M.  abscessus 

apresentaram resistência à tobramicina (concentração inibitória mínima/CIM = 

8 ou >16 μg/mL), enquanto que todas as cepas de M. chelonae foram sensíveis 

a  essa  droga  (CIM  <  4  μg/mL).  Os  resultados  desse  estudo  enfatizam  a 

importância da identificação das espécies de MNT, sobretudo a diferenciação 

de M. abscessus e M. chelonae pelos laboratórios clínicos, como guia para a 

seleção do(s) antimicrobiano(s) a ser utilizado ressaltando mais uma vez que o 

esquema de tratamento é diferente para cada uma dessas espécies (Yakrus et 

al. 2001).

Durante  os  últimos  anos  o  número  de  MNT  descritas  em diferentes 

situações clínicas tem aumentado consideravelmente devido principalmente às 

infecções em pacientes imunocomprometidos e ao aprimoramento das técnicas 

de  cultura  e  identificação  das  MNT.  Os  microrganismos  frequentemente 



isolados são as espécies proximamente relacionadas ao M. abscessus (Tiwari 

et al. 2003; Zhibang et al. 2002). Aplicando métodos fenotípicos e moleculares, 

Adékambi  et  al.  (2004)  descreveram uma  nova  espécie  então  denominada 

Mycobacterium massiliense (essa nova espécie, isolada em duas amostras de 

escarro de uma paciente com pneumonia, apresentou 96% de similaridade a 

uma  cepa  padrão  de  M.  abscessus  pelo  sequenciamento  parcial  do  gene 

rpoB).  A  análise  filogenética  realizada  sugere  que,  provavelmente,  esse 

microrganismo derivou recentemente do M. abscessus (Figura 1). 

 

Figura  1  – Árvore  filogenética  da  combinação  das  sequências  dos  genes 
rpoB+recA de M. massiliense, 17 MNT de crescimento rápido, M. tuberculosis e 
M.  leprae.  A  barra  representa  uma  diferença  de  2%  na  sequência  dos 
nucleotídeos (Adékambi et al. 2004).



M. massiliense (nome proposto  por  Adékambi  et  al.  em referência  a 

Massilia,  o  antigo  nome da cidade de Marseille,  no  sul  da França,  onde a 

referida micobactéria foi isolada e identificada pela primeira vez) têm emergido 

como um patógeno humano frequentemente associado a infecções de feridas, 

formação de abscessos e pneumonia (Adékambi et al. 2004). 

Simmon et al. (2007) utilizando a técnica de sequenciamento dos genes 

rpoB,  sodA e  hsp65, identificou como  M. massiliense  quatro de 51 isolados 

clínicos em estudo, oriundos de uma coleção de cepas de MNT, inicialmente 

caracterizados como M. abscessus.  Este foi o primeiro relato de identificação 

de M. massiliense nos Estados Unidos, sugerindo que M. massiliense poderia 

estar  frequentemente  envolvido  em  infecções  diversas,  entretanto, 

erroneamente classificado como M. abscessus.

 Adékambi et al. evidenciaram que o sequenciamento parcial do gene 

rpoB é uma ferramenta útil na identificação das MNT. Em estudo publicado em 

2006 esse método molecular foi aplicado a uma coleção de isolados de MNT. 

O resultado obtido foi  que nove entre 59 isolados oriundos de 52 pacientes 

apresentaram três sequências genéticas originais (nunca observadas antes), 

indicando tratar-se de novas espécies.  Uma criteriosa identificação incluindo 

testes fenotípicos e moleculares confirmou que estes isolados representam três 

novas  espécies  emergentes  de  MNT,  a  saber:  Mycobacterium  bolletii,  

Mycobacterium  phocaicum  e  Mycobacterium  aubagnense  (Adékambi  et  al. 

2006).

Embora Adékambi et al. (2004) tenham validado  M. massiliense  como 

uma espécie distinta do grupo M. chelonae-abscessus, Leão et al. (2009), após 

extensiva caracterização de membros do grupo  M. chelonae-abscessus (M. 



abscessus, M. chelonae, M. immunogenum, M. massiliense e M. bolletii) por 

testes  bioquímicos,  cromatografia  líquida  de  alta  performance,  testes  de 

suscetibilidade antimicrobiana,  PRA-hsp65,  sequenciamento do gene  rpoB e 

hsp65  com análise de árvores filogenéticas, hibridização de DNA e análise de 

polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) do gene 16S 

rRNA, propõem que  M. abscessus, M. massiliense e M. bolletii  representam 

uma única espécie, ou seja, M. abscessus. Duas subespécies foram propostas 

pelos  autores:  M.  abscessus  subsp. abscessus e  M.  abscessus  subsp. 

massiliense,  as quais podem ser distinguidas por dois padrões diferentes de 

PRA-hsp65, diferindo por uma única banda após digestão com a enzima HaeIII 

e por diferenças nas sequências do gene rpoB (3,4%) e hsp65 (1,3%).     

Na literatura existem vários relatos de infecção causada por MNT após 

traumas, cirurgias cardíacas, cirurgias plásticas na face, mamoplastia, cirurgias 

dermatológicas,  lipoaspiração,  implante  de  silicone  na  mama,  implante  de 

próteses  articulares,  acupuntura,  mesoterapia,  pedicure,  injeção de silicone, 

injeções  subcutâneas  e  intramusculares  de  antibióticos,  esteróides  e 

medicamentos  alternativos.  Surtos  de  úlceras  na  pele,  infecção  pulmonar, 

bacteremia  associada  a  cateter  e/ou  diálise,  pseudosurtos  associados  à 

broncoscopia e laparoscopia, e ceratite após cirurgia a laser (LASIK, do inglês: 

Laser-Assisted in Situ Keratomileusis) têm sido descritos (Wallace et al. 1998; 

Brown-Elliott  et al.  2002; Freitas et al.  2003; Tiwari  et al.  2003; Uslan et al. 

2006; Eid et al. 2007; Kim et al. 2007; Carbonne et al. 2009). M. chelonae e M. 

abscessus podem causar infecções cutâneas localizadas ou disseminadas que 

podem se  manifestar  com formação  de  abscessos  dolorosos,  com ou sem 

drenagem de secreção, envolvendo principalmente braços e pernas. Celulite 



localizada, osteomielite e artrite no joelho também são comuns (Brown-Elliott et 

al. 2002).

Surtos  ou  pseudo-surtos  de  infecção  hospitalar  causados  por  M. 

abscessus e  M. chelonae têm sido reconhecidos desde a década de 1970. A 

frequente presença desses microrganismos na água de torneira do hospital; 

sua relativa resistência ao glutaraldeído, a agentes derivados do mercúrio e ao 

cloro; sua habilidade em sobreviver e crescer em água destilada e dentro de 

amebas, bem como seu frequente envolvimento na formação de biofilmes faz 

com  que  espécies  como  essas,  ou  proximamente  relacionadas  a  essas, 

continuem  causando  problemas  em  pacientes  hospitalizados  (Zhang  et  al. 

1997; Wallace et al. 1998; Adékambi et al. 2006; Duarte et al. 2009).

Kim et  al.  (2008)  publicaram um estudo no qual  144  cepas de MNT 

isoladas de amostras clínicas obtidas em diferentes hospitais da Coreia do Sul 

foram avaliadas. Destas, 127 (88,2%) pertenciam ao complexo  M. chelonae-

abscessus. Nesse grupo, foram identificados:  M. chelonae, M. abscessus, M. 

massiliense e M. bolletii em 0,8% (n = 1), 51,2% (n = 65), 46,5% (n = 59), 1,6% 

(n = 2) respectivamente. Inicialmente todos os isolados foram identificados por 

PRA-hsp65 e posteriormente a análise comparativa da sequência dos genes 

16S rRNA,  rpoB e  hsp65 foi utilizada para avaliar a proporção dessas quatro 

espécies  proximamente  relacionadas.  Isolados  de  M. abscessus do grupo I 

previamente  identificados  por  PRA-hsp65  foram  todos  confirmados  como 

sendo M. abscessus. Por outro lado, M. abscessus do grupo II segundo PRA-

hsp65  foram  reclassificados  como  M.  massiliense ou  M.  bolletii pelo 

sequenciamento parcial do gene  rpoB e do  hsp65. Os achados deste estudo 

sugerem a existência de um número considerável de pacientes com infecção 



pulmonar  causada  por  M.  massiliense,  os  quais  foram  provavelmente 

diagnosticados  como  M.  abscessus (ou  complexo  M.  chelonae-abscessus) 

anteriormente.

O envolvimento das MNT com indivíduos que apresentam algum tipo de 

doença pulmonar é notório. As MNT têm sido relacionadas a condições como 

alcoolismo  crônico,  escoliose  torácica,  enfisema  e  fibrose  cística  (FC). 

Enquanto a tuberculose em pacientes com FC é relativamente incomum há um 

interesse  crescente  em  considerar  as  infecções  causadas  por  MNT,  em 

particular  por  M.  abscessus, nesse  grupo  de  pacientes.  No  caso  da  FC, 

existem vários fatores que predispõem os pacientes a uma infecção por MNT, 

dentre  eles  desnutrição,  severidade  da  doença,  diabetes  e  tratamento 

frequente com antimicrobianos intravenosos e corticosteróides (Jordan et al. 

2007). 

Uma vez que várias espécies de MNT podem fazer parte da microbiota 

normal transitória do trato respiratório, a American Thoracic Society estabelece 

critérios para determinar o significado clínico desses isolados: I. Três amostras 

de escarro ou lavado brônquico com cultura positiva para MNT e pesquisa de 

BAAR negativa; II. Duas amostras de escarro ou lavado brônquico com cultura 

positiva  e  uma  pesquisa  de  BAAR  positiva.  Seria  considerado  um  caso 

provavelmente sem significado clínico aquele com uma única cultura positiva e 

com pesquisa de BAAR negativa  ou com baixo número de bacilos (Woods 

2000).



1.2. ASPECTOS IMUNOPATOLÓGICOS,  FORMAÇÃO DE BIOFILMES E 

FATORES DE VIRULÊNCIA DAS MICOBACTÉRIAS

O conhecimento sobre os mecanismos de patogenicidade das MNT é 

limitado.  É  sabido  que  a  presença  de  lipídios  na  parede  celular  das 

micobactérias pode favorecer a infecção, pela necessidade de uma fonte de 

triglicérides para o seu crescimento ou talvez como um elemento de proteção 

frente aos mecanismos de fagocitose do hospedeiro (Brown-Elliot & Wallace 

2002;  Brown-Elliot  et  al.  2002).  Entretanto,  um  aspecto  característico  que 

contribui para a virulência do M. tuberculosis, por exemplo, é a sua habilidade 

em crescer  dentro  de macrófagos (Kawamura,  2008),  Acredita-se que esse 

mecanismo  possa  ser  observado  em  MNT  devido  a  várias  semelhanças 

observadas entre as espécies do gênero Mycobacterium. 

Em linhas gerais, a interação entre micobactéria e macrófago representa 

uma etapa  crítica  capaz  de  determinar  se  a  infecção  será  estabelecida  no 

hospedeiro.  As micobactérias  são patógenos intracelulares facultativos,  com 

habilidade em crescer dentro dos macrófagos. No interior dos fagossomas, as 

micobactérias impedem a acidificação destas vesículas, de forma a evadir-se 

dos mecanismos microbicidas dos macrófagos (Sturgill-koszycki et al. 1994). 

Se  o  microrganismo  persiste,  multiplicando-se  dentro  do  macrófago,  pode 

induzir uma resposta imune específica mediada por linfócitos TCD4+  e TCD8+ 

(Thomssen et al. 1995).

Os macrófagos infectados e os linfócitos estimulados produzem fatores 

solúveis,  que incluem quimiocinas e citocinas,  que modulam uma complexa 

resposta imune. Alguns componentes da resposta imune para o controle das 



infecções  causadas  por  micobactérias  são:  Fator  de  Necrose  Tumoral  alfa 

(TNF-α), Interferon gama (IFN-γ) e Interleucina 12 (IL-12) (Cooper et al. 1993; 

Cooper et al. 2002). O IFN-γ é produzido pelos macrófagos infectados e pelas 

células  NK,  sendo  provavelmente  o  componente  imunomodulador  mais 

importante para o controle da infecção micobacteriana. Em contraste, a IL-4 e 

IL-10  modulam  negativamente  a  resposta  inflamatória,  sendo  desta  forma, 

fatores permissivos para a proliferação intracelular das micobactérias (Sturgill-

Koszycki et al. 1994; Flynn & Chan 2001).

Segundo Etienne et al. (2002), aproximadamente 85% da parede celular 

das micobactérias é composta por glicopeptideolipídeos (GLPs), sendo estes 

relacionados com a morfologia da colônia (Barrow & Brennan 1982; Belisle et 

al.  1993).  Catherinot  et  al.  (2007)  em estudo  realizado  com camundongos 

C57BL/6,  analisaram  a  virulência  de  duas  cepas  de  M.  abscessus cujas 

colônias apresentavam características morfológicas diferentes: colônias lisas e 

colônias  rugosas.  Os  autores  evidenciaram  que  a  morfologia  das  colônias 

relaciona-se diretamente com a virulência. As colônias rugosas expressaram 

maior letalidade com maior estímulo à produção de TNF-α quando comparadas 

com as colônias lisas. Por outro lado, as micobactérias oriundas das colônias 

lisas apresentaram maior quantidade de GLPs na parede celular. Existe uma 

associação direta entre a quantidade de GLP e a formação de biofilmes, ou 

seja,  quanto  maior  a  expressão  de  GLP  maior  a  capacidade  de  formar 

biofilmes. Segundo Howard et al. (2006), M. abscessus apresenta a habilidade 

de  alternar  a  morfologia  de  sua  colônia  entre  lisa  e  rugosa,  permitindo  a 

transição para um fenótipo mais virulento e invasivo.



Os  biofilmes  são  comunidades  biológicas  com  elevado  grau  de 

organização,  onde  bactérias  e  outros  microrganismos  formam comunidades 

estruturadas,  coordenadas  e  funcionais.  Estas  comunidades  biológicas 

encontram-se envolvidas em matrizes poliméricas produzidas por elas próprias. 

Os biofilmes podem desenvolver-se em qualquer superfície úmida, biótica ou 

abiótica. A associação dos microrganismos em biofilmes constitui uma forma 

de  proteção  ao  seu  desenvolvimento,  favorecendo  relações  simbióticas  e 

permitindo  a  sobrevivência  em  ambientes  hostis.  Como  as  bactérias  são 

ubiquitárias, virtualmente os biofilmes podem formar-se em qualquer superfície 

e em qualquer ambiente (Davey & O´toole 2000).

De acordo com Esteban et al. (2008), a relação das micobactérias com 

biofilmes têm sido observada há décadas em amostras clínicas e ambientais. A 

detecção  de  micobactérias  em  biofilmes  oriundos  de  diferentes  sistemas 

hídricos tem sido relatada, embora a identificação das espécies não tenha sido 

alcançada  em  todos  os  casos.  Espécies  de  crescimento  rápido,  como  M. 

fortuitum e  M.  chelonae,  têm  sido  descritos  como  parte  desses  biofilmes 

polimicrobianos,  onde  micobactérias  de  crescimento  lento  também  foram 

isoladas. Segundo o estudo de Esteban et al.  (2008), todas as espécies de 

MCR testadas (M. fortuitum ATCC 6841T e ATCC 13756,  M. chelonae ATCC 

19235 e  ATCC 35752T,  M. abscessus  DSM 44196T,  M. peregrinum  ATCC 

14467T,  M.  mucogenicum  DSM  44124,  M.  septicum  ATCC  700731T,  M. 

immunogenum ATCC 700505T, M. mageritense ATCC 700351T, M. porcinum 

ATCC 33776T, M. senegalense NCTC 10956T, M. elephantis DSM 44368T, M. 

smegmatis  ATCC  607,  ATCC  19420T  e  ATCC  14468,  M.  goodii  ATCC 

700504T,  M.  alvei  ATCC  51304T  e  M.  brumae  ATCC  51384T)  revelaram 



habilidade em formar biofilmes in vitro,  sendo a composição química do meio 

capaz de influenciar o tempo necessário para o desenvolvimento do biofilme. 

Outros mecanismos de virulência do  Mycobacterium tuberculosis  são: 

resistência  aos  constituintes  inibitórios  do  soro,  diminuição  da  produção  de 

TNF-α pelas  células  infectadas  do hospedeiro,  diminuição da expressão de 

receptores celulares para IFN-γ e diminuição na produção de receptores para 

adesão nos macrófagos (Cooper et al. 1993; Falkinham 1996; Flynn & Chan 

2001; Cooper et al. 2002).

1.3. RELATOS DE INFECÇÃO POR MNT

A  distribuição  ubiquitária  de  M.  abscessus e  demais  espécies 

proximamente relacionadas pode resultar  em colonização transitória da pele 

humana,  situação  que  possibilita  a  introdução  do  microrganismo  durante 

procedimentos capazes de romper a integridade da pele. O primeiro caso de 

infecção  em  sítio  de  implante  de  anticoncepcional  causada  por  MNT  foi 

relatado  por  Alfa  et  al.  (1995).  Segundo  os  autores,  quando  micobactérias 

estão envolvidas em casos como esse,  não é surpreendente  que a terapia 

antimicrobiana seja ineficaz, uma vez que drogas ativas contra  M. abscessus 

(claritromicina,  amicacina,  imipenem  ou  sulfametoxazol)  devem  ser 

administradas  por  um  período  de  quatro  a  seis  meses,  ressaltando  que 

claritromicina  é  a  droga  de  escolha  para  tratamento  de  pacientes  com 

infecções de pele por M. abscessus. 

A infecção pós-artroplastia de joelho (IPAJ) é considerada a principal 

causa de falha em implantes de próteses, com uma incidência de infecções 



variando entre um a 12%. Casos de IPAJ causada por  M. chelonae  têm sido 

relatados e essa micobactéria requer atenção quanto ao potencial patogênico 

em situações como essa. Quando uma IPAJ é clinicamente evidente, mas as 

culturas  convencionais  (onde  são  pesquisadas  bactérias  facultativas 

comumente observadas na clínica médica, como por exemplo, Staphylococcus 

sp, enterobactérias e  Pseudomonas sp) apresentam-se negativas, a infecção 

por MNT deve ser considerada. Nesse caso, após a semeadura da amostra 

clínica em ágar sangue, a incubação deverá ser prolongada por um período de 

cinco  a  sete  dias  para  possibilitar  a  observação  do  crescimento  de  MCR. 

Posteriormente  à  realização  das  culturas  em  meios  específicos  para  o 

isolamento  de  micobactérias,  a  identificação  pelos  métodos  apropriados 

contribui para a seleção do antimicrobiano ideal para o tratamento do paciente. 

Infecções causadas especificamente por M. chelonae são de tratamento difícil 

em função do seu característico perfil de resistência aos fármacos disponíveis. 

Geralmente as opções de tratamento são cefoxitina e amicacina (Pring et al. 

1996).     

Um surto de infecção de ferida cirúrgica causado por  M. abscessus foi 

descrito por Chadha et al. (1998) em Nova Deli,  Índia. Segundo os autores, 

durante um período de cinco meses, 45 pacientes desenvolveram um quadro 

de infecção caracterizado pela presença de ferida exposta, celulite e descarga 

com supuração progressiva.  Nos dois primeiros meses do surto,  não houve 

suspeita  do  envolvimento  de  MNT,  sendo  que  as  amostras  clínicas  foram 

submetidas à coloração de Gram e cultura em ágar MacConkey e ágar sangue, 

sem desenvolvimento de colônias bacterianas após 48 horas de incubação. 

Quando  as  amostras  foram  submetidas  à  coloração  de  Ziehl-Neelsen 



(coloração  álcool-ácido  resistente)  e  cultura  em ágar  Lowenstein-Jensen,  o 

envolvimento de micobactérias tornou-se evidente. Posteriormente, amostras 

ambientais foram coletadas em diferentes locais da sala de cirurgia pediátrica, 

incluindo equipamento cirúrgico, gazes esterilizadas, material de sutura, luvas 

cirúrgicas,  soluções desinfetantes em uso,  bem como amostras de água de 

diferentes fontes, sendo identificada uma torneira de água contaminada como a 

fonte da infecção. O estudo evidenciou deficiências graves nos procedimentos 

de desinfecção e esterilização, trazendo à luz a necessidade de monitoramento 

constante das técnicas de desinfecção e esterilização em unidades cirúrgicas. 

Galil et al. 1999, relataram um grande surto de infecção causado por M. 

abscessus nos Estados Unidos envolvendo um produto injetável não licenciado 

vendido  como  “Extrato  de  Córtex  Adrenal”  (ECA)  e  distribuído  como 

medicamento alternativo. O produto foi distribuído por 148 vendedores em 30 

estados.  Foram  identificados  87  indivíduos  com  abscessos  pós-injeção, 

atribuídos ao produto utilizado. As culturas evidenciaram crescimento de MNT, 

sendo identificado  M. abscessus  por tipagem enzimática (MEE) e molecular 

(PFGE). 

Ozluer & De’Ambrosis (2001) publicaram na Austrália  o relato de um 

caso de infecção de ferida cirúrgica causado por M. abscessus em um paciente 

de  59  anos,  submetido  a  uma  cirurgia  devido  a  um  carcinoma  de  células 

escamosas.  Apesar  de  três  dias  de  tratamento  com  dicloxacilina, 

aproximadamente cinco semanas após a cirurgia houve o desenvolvimento de 

uma  ferida  no  sítio  cirúrgico  com  produção  de  descarga  purulenta-sero-

sanguinolenta. A cultura da amostra revelou o desenvolvimento de MNT.  M. 

abscessus foi isolado e identificado por testes bioquímicos e moleculares. O 



antibiograma  foi  realizado  pelo  método  de  disco-difusão  (Kirby-Bauer), 

revelando  sensibilidade  do  microrganismo  frente  à  amicacina,  cefoxitina  e 

claritromicina. Os autores acreditam que a fonte da infecção por M. abscessus 

possa  ter  sido  água  salgada  contaminada  e/ou  arbustos,  uma  vez  que  o 

paciente relatou exposição das feridas, em um acidente de barco, no oitavo dia 

após a cirurgia, o que sugere risco elevado de infecção de feridas expostas em 

ambientes potencialmente contaminados.  

  Trupiano  et  al.  (2001)  relataram  o  primeiro  caso  de  mastite 

granulomatosa supurativa causada por M. abscessus em uma paciente de 17 

anos  com lesão  associada  à  inserção  de  um “piercing”  no  mamilo.  Nesse 

relato, os autores discutem a emergência das MNT, que têm sido implicadas a 

uma variedade de infecções envolvendo tanto indivíduos imunocomprometidos 

quanto imunocompetentes. 

Um grande  surto  de  infecção  causado  por  M.  abscessus (até  então 

denominado  M. chelonae subespécie  abscessus) foi relatado na China após 

injeção de penicilina G, envolvendo 86 indivíduos. Segundo Zhibang et al.  M. 

abscessus foi recuperado da tampa do frasco de penicilina G e do solo onde o 

antibiótico  estava  armazenado,  sob  condições  inadequadas.  A  análise  por 

eletroforese  em  gel  de  poliacrilamida  com  SDS  (SDS-PAGE)  de  proteínas 

celulares e plasmídeos, revelou um padrão idêntico das cepas isoladas das 

feridas dos pacientes, da tampa dos frascos do antibiótico e do solo, sugerindo 

que  as  cepas  envolvidas  no  surto  tiveram  uma  fonte  comum,  isto  é, 

provavelmente  o  solo.  Além  disso,  o  estudo  sugere  que  a  desinfecção  da 

tampa dos frascos foi inadequada, ou seja, a tintura de iodo e o etanol utilizado 

para  essa  finalidade  não  foram  capazes  de  eliminar  o  microrganismo 



contaminante, que uma vez sendo resistente à penicilina G conseguiu crescer 

lentamente no sítio anatômico onde a droga foi aplicada causando o surto de 

infecção (Zhibang et al. 2002). 

Fox et al. (2004) relataram o caso de um paciente transsexual de 29 

anos que desenvolveu uma infecção por M. abscessus após receber, de forma 

ilícita,  injeção  intramamária  de  silicone  líquido.  De acordo  com os  autores, 

doenças  causadas  por  MNT envolvem com frequência  a pele  e  os  tecidos 

moles,  principalmente  após  procedimentos  cirúrgicos  ou  traumatismos, 

ressaltando-se aqui o caráter ubiquitário e oportunista do microrganismo. Em 

síntese, fatores de risco para o desenvolvimento de infecção por M. abscessus 

incluem  trauma,  contaminação  de  feridas,  esterilização  inadequada  de 

instrumentos cirúrgicos e contaminação de soluções de limpeza. 

Tortoli  et  al.  (2008)  documentaram na Itália  o  primeiro  caso de óbito 

causado por M. massiliense. Trata-se do caso de uma cepa de M. massiliense 

recuperada  do  sangue  de  uma  paciente  submetida  a  transplante  renal 

concomitantemente a um diagnóstico de tuberculose pulmonar. A respeito da 

co-infecção  com  M.  tuberculosis,  os  autores  acreditam  que  a  bacteremia 

causada por  M. massiliense desencadeou a morte súbita da paciente. Nesse 

caso a paciente chegou ao óbito antes da identificação do microrganismo e 

infelizmente nenhuma das drogas utilizadas empiricamente era ativa contra o 

microrganismo. Apenas especulações podem ser feitas a respeito de como a 

paciente adquiriu a infecção pelo  M. massiliense,  todavia, cinco meses antes 

de  sua  admissão  no  hospital,  a  paciente  recebeu  uma  prótese  articular 

coxofemural em função de uma queda e desde então apresentou queixa de dor 

óssea generalizada que a manteve debilitada. Apesar da ausência de provas 



quanto à forma de aquisição da infecção por  M. massiliense pela paciente, é 

notório  que  infecções  causadas  por  MCR após  intervenções  cirúrgicas  são 

conhecidas e deveriam ser consideradas em muitos casos.

1.4. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL

1.4.1. IDENTIFICAÇÃO POR MÉTODOS CLÁSSICOS

Algumas vezes o diagnóstico das infecções causadas por MNT é tardio 

porque a solicitação de testes microbiológicos é incompleta ou inadequada; a 

coloração  de  Ziehl-Neelsen,  por  exemplo,  é  considerada  uma  ferramenta 

diagnóstica  simples  e  rápida  para  infecções  causadas  por  micobactérias, 

porém  não  é  realizada  rotineiramente  a  menos  que  exista  uma  solicitação 

explícita por parte do clínico. Deve-se suspeitar de uma infecção causada por 

MCR quando resultados negativos de culturas bacterianas convencionais são 

obtidos.  Embora as MNT apresentem a habilidade de crescer em meios de 

cultura líquidos e sólidos utilizados na rotina dos laboratórios de bacteriologia, o 

isolamento  requer  incubação por  no  mínimo três  dias,  sob  temperatura  em 

torno de 30°C para algumas espécies como M. chelonae (Koneman et al. 2001; 

ANVISA 2004). 

A identificação das micobactérias por métodos clássicos é baseada na 

utilização de diferentes testes fenotípicos. Inicialmente as amostras clínicas são 

submetidas à coloração de Ziehl Neelsen para pesquisa de bacilos álcool-ácido 

resistentes (BAAR) e cultura em meios específicos (sólidos ou líquidos) para o 

isolamento  de  micobactérias,  dentre  eles,  Lowenstein-Jensen,  Middlebrook 



7H10,  7H11 e 7H9,  Bactec  12B,  Bactec  13A,  MGIT,  ESP Myco,  MB/BacT, 

Bactec Myco Lytic. Rotineiramente, o meio de cultura Lowenstein-Jensen (LJ) 

figura-se como o mais utilizado nos laboratórios,  sendo composto por:  ovos 

inteiros  coagulados,  sais,  glicerol,  fécula  de  batata  e  verde  de  malaquita 

(agente inibidor). Em relação à cultura, após a semeadura no meio específico, 

procede-se à incubação observando-se temperatura e tempo de incubação de 

acordo com o tipo de amostra clínica. As diferentes espécies de micobactérias 

expressam extraordinária dependência da temperatura de incubação para seu 

crescimento  ótimo.  Todas  as  amostras  suspeitas  de  infecções  cutâneas  e 

subcutâneas por micobactérias como amostras de tecidos, feridas e úlceras de 

pele devem ser incubadas à temperatura entre 25° e 30°C após semeadura 

(temperatura ótima de crescimento de algumas MNT, sobretudo M. abscessus). 

Para  as  demais  amostras  (sangue,  medula  óssea,  amostras  respiratórias, 

líquido  pleural,  líquido  cefalorraquidiano,  lavado  gástrico,  urina,  fezes  e 

linfonodos)  recomenda-se  incubação  à  temperatura  de  37°C  (temperatura 

ótima de crescimento da maioria das micobactérias). Incubação à temperatura 

de 42°C pode ser útil para o isolamento de  M. xenopi  (Koneman et al. 2001; 

ANVISA 2004). 

As  micobactérias  podem  ser  identificadas  de  forma  presuntiva  e 

separadas em grupos de acordo com o tempo de crescimento, a temperatura 

ótima de crescimento e a produção de pigmento quando exposta à luz. Essas 

características podem ser observadas na cultura jovem em LJ (contraste de cor 

mais facilmente observado).  O tempo de crescimento é definido como sendo o 

tempo necessário  para  as colônias serem visualizadas a olho nu,  em meio 

sólido. As micobactérias de crescimento rápido (MCR) desenvolvem-se antes 



ou até o sétimo dia de incubação enquanto que as colônias de micobactérias 

de crescimento lento desenvolvem-se após sete dias de incubação, podendo o 

crescimento  prolongar-se  por  seis  a  oito  semanas,  como  no  caso  do  M. 

tuberculosis.  São  consideradas  de  crescimento  rápido:  M.  abscessus,  M. 

massiliense,  M.  bolletii,  M.  chelonae,  M.  fortuitum,  M.  peregrinum.  São 

micobactérias de crescimento lento: M. tuberculosis, M. avium, M. ulcerans, M. 

malmoense, M. marinum, M. interjectum, M. paratuberculosis, M. intracellulare  

e M. kansasii (Koneman et al. 2001; ANVISA 2004). 

No  final  da  década  de  1950,  quando  espécies  diferentes  de  M. 

tuberculosis começaram a ser encontradas com maior frequência na prática 

médica, Runyon propôs agrupar esses microrganismos “atípicos” segundo sua 

velocidade de crescimento e produção de pigmentos. O esquema de Runyon 

não inclui  o  CMTB e permite  classificar  as outras  micobactérias  (MNT)  em 

quatro grupos: a) Fotocromogênicas – grupo I de Runyon: produzem pigmentos 

(amarelo ou laranja) somente após exposição à luz (M. kansasii, M. marinum, 

M. simiae, M. genavense, M. asiaticum); b) Escotocromogênicas – grupo II de 

Runyon: produzem pigmentos (amarelo ou laranja) no escuro e no claro (M. 

scrofulaceum, M. szulgai, M. xenopi, M. celatum, M. gordonae, M. flavescens); 

c) Não-fotocromogênicas – grupo III de Runyon: não produzem pigmento em 

qualquer situação (Complexo  M. avium-intracellulare, M. paratuberculosis, M.  

terrae,  M.  triviale,  M.  shimoidae);  d)  De  crescimento  rápido  –  grupo  IV  de 

Runyon (M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. thermoresistible). Após a 

observação das características  mencionadas,  as colônias são submetidas a 

testes  bioquímicos  com  a  finalidade  de  diferenciar  as  espécies  do  gênero 

Mycobacterium. Os testes bioquímicos utilizados são: a) acúmulo de niacina; b) 



redução  de  nitratos  a  nitritos;  c)  teste  de  inibição  do  ácido  p-nitrobenzóico 

(PNB-500 µg/mL); d) teste de inibição da hidrazina do ácido tiofeno (TCH); e) 

teste de inibição da pirazinamida (PZA-100  µg/mL); f)  teste da produção de 

catalase  (à  temperatura  ambiente  e  68°C);  g)  teste  da  uréia  (produção  de 

urease);  h)  teste do crescimento em ágar MacConkey sem cristal  violeta;  i) 

teste da arilsulfatase; j) teste da redução do telurito; k) teste da utilização do 

ferro;  l)  hidrólise  de  tween  80;  m)  teste  do  crescimento  em  NaCl  a  5% 

(Koneman et al. 2001; ANVISA 2004).  

1.4.2. IDENTIFICAÇÃO POR MÉTODOS MOLECULARES

O poder  discriminatório  dos  testes  bioquímicos  pode ser  limitado em 

algumas situações, sobretudo na identificação das MNT de crescimento rápido. 

Desse  modo  é  ressaltada  a  importância  dos  métodos  moleculares  como 

ferramentas  auxiliares  na  identificação  das  MNT,  destacando-se  ainda  o 

potencial  de reduzir  para horas, ao invés de dias e até mesmo semanas, a 

identificação das espécies pelos métodos moleculares (Koneman et al. 2001; 

ANVISA 2004).  

Telenti et al. (1993) publicaram  um estudo pioneiro no qual foi proposto 

um método simples para a identificação rápida das espécies de micobactérias 

baseando-se na Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) do gene que codifica 

a proteína hsp (heat shock protein) de 65-kDa que contém regiões únicas e 

comuns para várias espécies de micobactérias. O método envolve a análise do 

produto da PCR do gene  hsp65 com enzimas de restrição.  Utilizando duas 

enzimas,  BstEII  e  HaeIII,  espécies  de micobactérias  de importância  médica 



foram identificadas pela análise do padrão gerado pelo tratamento do produto 

de PCR com enzimas de restrição. O método, então denominado PRA-hsp65, 

foi aplicado a 330 micobactérias e como resultado os autores observaram que 

os membros do CMTB não foram diferenciados, entretanto, o método proposto 

mostrou-se eficiente na diferenciação de MNT de crescimento lento (M. avium, 

M. intracellulare) e MNT de crescimento rápido (M. fortuitum, M. chelonae, M. 

abscessus).    

A  identificação  das  espécies  de  micobactérias  pode  ser  considerada 

difícil em função da diversidade de técnicas disponíveis e do tempo necessário 

para  a  identificação  completa.  Na  PRA-hsp65  uma  sequência  de 

aproximadamente 439-pb, situada na região gênica correspondente à porção 

amino-terminal  do  antígeno  de  65-kDa,  apresenta-se  como  uma  região 

extremamente  conservada  nas  micobactérias.  Relatos  baseados  em 

amplificação por  PCR e sequenciamento  de DNA evidenciam polimorfismos 

espécie-específicos nos nucleotídeos dessa região. Em um estudo conduzido 

por Raman et al. no período compreendido entre agosto e dezembro de 1995, 

45 pacientes de uma unidade cirúrgica pediátrica desenvolveram infecção pós-

cirúrgica causada por M. abscessus em Nova Deli, India. O DNA cromossomal 

dos microrganismos recuperados de amostras clínicas foi extraído e submetido 

à  análise  por  PRA-hsp65.  Os  resultados  obtidos  confirmaram  que  o 

microrganismo  era  M.  abscessus.  Esse  relato  enfatiza  a  importância  dos 

métodos moleculares na identificação MNT envolvidas em surtos de infecções 

hospitalares.  O método  de PRA-hsp65  é  rápido,  econômico  e  universal  de 

identificação de espécies de micobactérias (Raman et al. 2000).  



Devallois  et  al.  (1997)  aplicaram  o  método  de  PRA-hsp65  em  108 

isolados de micobactérias representando 34 espécies, no intuito de avaliar o 

potencial  da  técnica  como  método  de  referência.  Um  total  de  49  padrões 

distintos foi obtido, 25 espécies foram caracterizadas por um único padrão de 

PRA-hsp65,  enquanto  nove  espécies  apresentaram  mais  que  um  padrão 

específico.  Uma  descrição  algorítmica  dessas  34  espécies  (incluindo  cinco 

espécies adicionais  e novos subgrupos de  M. kansasii,  M. abscessus  e  M. 

peregrinum) foi proposta. PRA-hsp65 foi considerado um método relativamente 

simples,  de fácil  execução e de baixo custo.  Outros métodos de PCR-PRA 

baseados na análise de produtos de digestão de genes específicos como 16S 

rRNA,  utilizando  de  três  a  cinco  diferentes  enzimas  de  restrição  tem  sido 

relatados, mas continuam sendo menos vantajosos quando comparados com a 

PRA-hsp65, que requer apenas duas enzimas de restrição (BstEII e HaeIII). 

No  Brasil,  no  Estado  do  Rio  de  Janeiro,  Rocha  et  al.  (1999) 

evidenciaram que PRA-hsp65 é um método simples, rápido e de baixo custo 

para  identificação  de  MNT  ao  identificar  as  espécies  de  43  micobatérias 

isoladas  a  partir  de  amostras  clínicas  de  42  indivíduos  com  suspeita  de 

infecção  por  micobactérias.  Em São  Paulo,  Silva  et  al.  (2001)  utilizaram o 

método  de  PRA-hsp65  para  identificar  103  isolados  clínicos,  obtendo 

resultados concordantes entre PRA-hsp65 e identificação bioquímica em 76 de 

83 isolados (91,5%). Resultados de 20 isolados não puderam ser comparados 

por  serem  considerados  inconclusivos  por  PRA-hsp65  ou  identificação 

bioquímica.  Os resultados  deste  estudo evidenciaram que PRA-hsp65 pode 

aprimorar a identificação de micobactérias na rotina laboratorial porque é uma 



técnica  acurada,  rápida  e  de  baixo  custo  em  comparação  à  convencional 

identificação fenotípica.  

A  literatura  tem  enfatizado  com  notoriedade  que  a  identificação  das 

espécies  de  micobactérias  recuperadas  a  partir  de  amostras  clínicas  é 

primordial  para  a  escolha  do  tratamento  adequado.  No  intuito  de  validar  o 

método  de  PRA-hsp65,  um  estudo  multicêntrico  foi  conduzido  em  oito 

laboratórios da Argentina, Brasil, Colômbia, Chile, Guadalupe e França. Cada 

laboratório recebeu 18 isolados da coleção do Instituto de Medicina Tropical da 

Bélgica,  correspondentes  a  duplicatas  de  nove  cepas:  M.  terrae,  M. 

scrofulaceum, M. flavescens, M. triviale, M. nonchromogenicum, M. chitae, M.  

abscessus,  M.  kansasii,  M.  peregrinum.  A  identificação  por  PRA-hsp65  foi 

prontamente implantada em alguns laboratórios de micobactérias da América 

Latina e do Caribe, evidenciando que o método é bastante útil na identificação 

molecular destes patógenos (Leão et al. 2005).   

Adékambi et al. (2006) publicaram um estudo que ressalta a importância 

do sequenciamento parcial do gene rpoB (que codifica a subunidade β da RNA 

polimerase) na identificação de cepas emergentes de MNT. Um segmento de 

DNA de  764-pb,  correspondente  ao  gene  rpoB, foi  amplificado  por  PCR e 

posteriormente sequenciado com a finalidade de identificar  uma coleção de 

isolados clínicos. A análise desse gene forneceu a base para a diferenciação 

das espécies do gênero Mycobacterium. As MNT foram facilmente distinguidas 

e  cada  espécie  foi  diferenciada  como  uma  entidade  distinta  na  árvore 

filogenética.    



1.4.3. TESTES DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A avaliação do perfil de suscetibilidade das micobactérias é importante 

no manejo de pacientes com tuberculose e daqueles com infecções causadas 

por MNT. Para auxiliar na padronização dos métodos utilizados no laboratório 

de  microbiologia  clínica  para  estabelecer  o  perfil  de  suscetibilidade  de 

micobactérias,  o  Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute  (CLSI)  – 

anteriormente  denominado  National  Committee  for  Clinical  Laboratory 

Standards (NCCLS) – publicou o documento M24-A (NCCLS 2003), contendo 

protocolos revisados para realização de testes de suscetibilidade do complexo 

M. tuberculosis e uma nova padronização para testar algumas MNT, incluindo 

espécies de crescimento rápido (M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus) e 

crescimento lento (M. avium, M. kansasii e M. marinum). 

O CLSI recomenda como método padrão-ouro a microdiluição em caldo 

para  a  realização  do  teste  de  suscetibilidade  do  grupo  M.  fortuitum (M. 

fortuitum,  M.  peregrinum),  M.  chelonae e  M.  abscessus.  O  teste  de 

suscetibilidade pode ser  aplicado em qualquer  MCR com significado clínico 

(isolados de sangue, líquidos corporais estéreis, tecidos, e amostras oriundas 

de  lesões  de  pele  e  tecidos  moles).  Os  agentes  antimicrobianos  e  as 

concentrações  (diluições  seriadas  com  fator  dois)  que  devem  ser  testadas 

entre  as MCR são:  amicacina (1  -  128  μg/mL),  cefoxitina (2  -  256  μg/mL), 

ciprofloxacina (0,125 - 16  μg/mL), claritromicina (0,06 - 64  μg/mL), doxiciclina 

(0,25 - 32 μg/mL), imipenem (1 - 64 μg/mL) e sulfametoxazol (1 - 64 μg/mL). Os 

resultados  dos  testes  de  suscetibilidade das  MCR são obtidos  entre  três  e 

quatro dias e os valores de CIM (concentração inibitória mínima), bem como a 



interpretação  dos  resultados,  são  baseados  em tabelas  de  ponto  de  corte 

propostas pelo CLSI. Os resultados de tobramicina não devem ser reportados 

para o grupo M. fortuitum ou M. abscessus, pois o tratamento com essa droga 

será superior à amicacina apenas nas infecções causadas por  M. chelonae. 

Vários estudos evidenciam que virtualmente todos os isolados de M. chelonae 

e M. abscessus são resistentes ao sulfametoxazol (CIM > 64 μg/mL), enquanto 

todos  do  grupo  M.  fortuitum são  sensíveis.  A  CIM  do  imipenem  não  é 

reprodutível para M. chelonae e M. abscessus, portanto o resultado não deverá 

ser reportado nesses casos (NCCLS 2003). 

Park  et  al.  (2008),  em  estudo  realizado  na  Coreia,  afirmaram  que 

variações  na  suscetibilidade  dos  isolados  de  M.  abscessus e  espécies 

proximamente relacionadas sugerem que o perfil  de suscetibilidade de cada 

isolado de MCR com significado clínico deveria ser avaliado individualmente. 

Os autores chegaram a essa conclusão após a análise de 74 isolados de  M. 

abscessus recuperados a partir de amostras clínicas do trato respiratório. Os 

isolados  foram  avaliados  quanto  à  suscetibilidade  a  oito  agentes 

antimicrobianos  pelo  método  da  microdiluição  em  caldo,  segundo  as 

recomendações  do  CLSI.  Foram  avaliados  os  seguintes  antibióticos 

parenterais: amicacina (99%, 73/74) e cefoxitina (99%, 73/74), ativos contra a 

maioria dos isolados; imipenem (55%, 36/66) e tobramicina (36%, 27/74) com 

atividade moderada.  Em relação aos antibióticos orais,  claritromicina (91%, 

67/4)  foi  ativa  contra  a  maioria  dos  isolados;  moxifloxacina  (73%,  54/74)  e 

ciprofloxacina (57%, 42/74) tiveram atividade moderada; doxiciclina mostrou-se 

menos ativa contra a maioria dos isolados, inibindo apenas 7% (5/74). Diante 

dos resultados obtidos, os autores sugerem aos clínicos os seguintes agentes 



antimicrobianos:  amicacina,  cefoxitina  e  claritromicina,  para  o  tratamento 

empírico  quando  doença  pulmonar  por  M.  abscessus é  diagnosticada  e  a 

suscetibilidade in vitro do microrganismo não foi investigada. 

Biehle  et  al.  (1995)  realizaram testes  de  suscetibilidade  in  vitro  pelo 

método de Etest em 100 isolados clínicos de MCR com a finalidade de avaliar a 

eficácia de seis agentes antimicrobianos: amicacina, cefoxitina, ciprofloxacina, 

claritromicina, doxiciclina e imipenem. O Etest é uma tira plástica na qual o 

antimicrobiano encontra-se adsorvido em um gradiente de concentração que 

ocupa  quase  toda  a  extensão  da  tira.  A  difusão  do  antibiótico  produz  um 

gradiente de CIM contínuo no ágar,  que pode ser interpretado por meio da 

leitura do menisco de inibição de crescimento contra a escala impressa na tira. 

Os autores do estudo concluíram que o Etest pode ser um método preciso e 

reprodutível para determinar o perfil de suscetibilidade de MNT.

Kim et  al.  (2007) descreveram um surto de infecção causado por  M. 

massiliense associado  a  injeções  intramusculares.  A  concentração  inibitória 

mínima foi estabelecida utilizando fitas de Etest (AB Biodisk, Solna, Sweden) 

de  14  agentes  antimicrobianos:  amicacina,  claritromicina,  doxiciclina, 

imipenem,  linezolida,  sulfametoxazol-trimetoprim,  tobramicina,  azitromicina, 

cefotetan, colistina, gatifloxacina, minociclina, moxifloxacina e ticarcilina. Foram 

detectados  valores  baixos  de  CIM  para  claritromicina  (0,125  μg/mL), 

corroborando com o estudo de Adékambi  et  al.  (2004),  no qual  os autores 

descreveram pela primeira vez a espécie  M. massiliense. Adicionalmente, os 

isolados  obtidos  durante  o  surto  foram  sensíveis  a  azitromicina  (CIM  =  2 

μg/mL), minociclina (CIM = 1,5 a 6 μg/mL) e amicacina (CIM = 12 a 16 μg/mL); 

e apresentaram sensibilidade intermediária a doxiciclina (CIM = 4 μg/mL).   



Kim et al. (2008) estabeleceram a CIM da claritromicina pelo método de 

microdiluição em caldo. Foram selecionadas de forma randômica nove cepas 

de  M. abscessus, nove cepas de  M. massiliense e duas de  M. bolletii.  Como 

controles  foram  utilizadas  cepas  padrão  com  perfil  de  suscetibilidade 

conhecido: M. abscessus ATCC19977, M. massiliense CIP108297 e M. bolletii  

CIP108541.  Os  autores  observaram  os  valores  de  CIM  da  claritromicina 

variando de 0,25 a 64 μg/mL para as cepas de M. abscessus. De acordo com 

os  critérios  estabelecidos  pelo  CLSI,  quatro  cepas  foram  consideradas 

sensíveis, quatro resistentes e duas apresentaram sensibilidade intermediária à 

claritromicina.  As  três  cepas  de  M.  bolletii  apresentaram  resistência  à 

claritromicina.  Curiosamente  as  cepas  de  M.  massiliense  ou  foram 

extremamente sensíveis à claritromicina (CIM variando de 0,125 a 0,5 μg/mL) 

ou  apresentaram  níveis  extremamente  elevados  de  resistência  (CIM  >  256 

μg/mL),  não  ocorrendo  um  grupo  com  sensibilidade  intermediária  como 

observado em algumas cepas de M. abscessus. Os dados obtidos em relação 

ao M. bolletii corroboram com a publicação de Adékambi et al. (2006), ou seja, 

o microrganismo parece ser naturalmente resistente à claritromicina embora 

Kim  et  al.  tenham  demonstrado  cautela  ao  generalizar  essa  afirmação, 

ressaltando que em função do perfil de suscetibilidade variar para cada cepa, 

todo  isolado  com  significado  clínico  deveria  ser  submetido  aos  testes  de 

suscetibilidade in vitro.      



1.5. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR 

Investigações  epidemiológicas  utilizando  métodos  moleculares  como 

PCR  por  iniciação  arbitrária  (AP-PCR)  e  Pulsed-field  gel  electrophoresis 

(PFGE)  sugerem uma variação  genética  entre  as  cepas  de  M.  abscessus, 

porém, uma região polimórfica ainda não foi identificada. O foco principal da 

caracterização molecular têm sido genes que permitem identificação rápida dos 

isolados  e  genes  que  desempenham algum papel  na  resistência  a  drogas 

(Howard et al. 2002).   

Zhang et al. (1997) aplicaram o método de RAPD (Random Amplification 

of Polymorphic DNA) em 118 cepas de M. abscessus previamente analisadas 

por PFGE, incluindo isolados de oito surtos de infecção hospitalar. RAPD é um 

método de análise molecular que tem sido utilizado para comparar cepas de 

vários  microrganismos,  incluindo  algumas  espécies  de  micobactérias,  em 

função do  potencial  genérico  do  sistema de  PCR e  do  custo  relativamente 

baixo do equipamento de PCR (termociclador). Segundo os autores, o método 

é simples  e rápido,  quando comparado aos métodos de PFGE e  Southern 

hybridization,  e  não  requer  conhecimento  da  sequência  molde  do  DNA. 

Utilizando  um  oligonucleotídeo  iniciador  arbitrário,  ocorre  hibridização  em 

ambas as fitas do molde de DNA. A ligação do oligonucleotídeo iniciador com a 

fita molde de DNA ocorre de forma completa ou parcial,  resultando em um 

produto  heterogêneo  espécie-específico.  Os  autores  avaliaram  dez 

oligonucleotídeos iniciadores diferentes, uma vez que a comparação de cepas 

por RAPD requer o uso de múltiplos oligonucleotídeos.  Algumas cepas de M. 

abscessus  que  não  puderam  ser  avaliadas  pelo  método  de  PFGE  porque 



tiveram o DNA degradado originaram padrões avaliáveis quando submetidas 

ao RAPD. O estudo evidenciou que o método de RAPD pode ser usado para 

comparação genética de cepas de M. abscessus, sobretudo aquelas que não 

podem ser comparadas pelo PFGE por sofrer degradação do DNA (Zhang et 

al. 1997).

A  análise  de  proteínas  por  SDS-PAGE é  uma técnica  que  tem sido 

utilizada para tipagem epidemiológica de microrganismos como  Helicobacter 

pylori, Aeromonas hydrophila, Acinetobacter baumannii e Moraxella catarrhalis. 

Esteban & Cabria (2003) enfatizaram que no caso específico das MNT, SDS-

PAGE é uma técnica usualmente empregada para caracterização,  mas não 

para  estudos  epidemiológicos.  Segundo  os  autores  a  similaridade  inter-

espécies  sempre  foi  superior  a  75%  e  a  similaridade  intra-espécie  mostra 

coeficiente  maior  que  95%,  ou  seja,  isolados  de  uma mesma espécie  com 

origens diferentes (não relacionados epidemiologicamente) podem apresentar 

o mesmo perfil quando analisados por SDS-PAGE. Em função do exposto, os 

autores acreditam que SDS-PAGE não é uma técnica útil  para determinar a 

isogenia dos isolados de MNT. Segundo os autores, outras técnicas como AP-

PCR podem oferecer maior acurácia e êxito nos estudos epidemiológicos.

Em um estudo pioneiro no Brasil, Viana-Niero et al. (2008) relataram a 

ocorrência de um surto de infecção após diferentes procedimentos invasivos 

envolvendo 311 pacientes na cidade de Belém, no Estado do Pará, entre 2004 

e 2005.  Nesse trabalho foram estudados 67 isolados sendo 58 oriundos de 

pacientes  submetidos  à  laparoscopia,  um  oriundo  de  um  paciente  com 

abscesso pós-injeção e oito recuperados de amostras de pacientes submetidos 

a  mesoterapia.  Os  isolados  foram  inicialmente  identificados  como  M. 



abscessus tipo  II  por  PRA-hsp65  e  posteriormente  discriminados  pelo 

sequenciamento parcial dos genes hsp65 e rpoB (M. massiliense ou M. bolletii). 

A tipagem molecular por PFGE agrupou todas as 58 cepas de M. massiliense 

isoladas  de  pacientes  submetidos  à  laparoscopia  (confirmando  a  relação 

epidemiológica  e  genética  dessas  cepas),  enquanto  que  os  isolados  de 

pacientes  submetidos  a  procedimento  de  mesoterapia (M.  bolletii) 

apresentaram três diferentes padrões de PFGE e o isolado do paciente com 

abscesso pós-injeção (M. massiliense) apresentou um padrão de PFGE distinto 

de  todos  os  outros.  Os  autores  ressaltaram  que  as  técnicas  moleculares 

aplicadas  para  identificação  e  genotipagem  foram  essenciais  para  a 

discriminação de dois surtos concomitantes e um caso isolado de abscesso 

pós-injeção,  não  relacionado  a  nenhum  dos  dois  surtos,  sendo  que 

anteriormente à análise molecular acreditava-se na hipótese de um único surto 

em que todos os casos seriam atribuídos a uma única cepa de M. abscessus. 

1.6. TERAPÊUTICA ANTIMICROBIANA  

As  MNT  são  usualmente  resistentes  aos  agentes  antimicrobianos 

indicados para o tratamento da tuberculose, o que pode dificultar o tratamento 

dos pacientes acometidos por infecções causadas por esses microrganismos. 

Um estudo publicado por Eid et al. (2007) traz o relato de dois pacientes com 

infecção  após  implante  de  prótese  articular  no  quadril,  causada  por  M. 

fortuitum,  que  foram  tratados  com  etambutol  e  isoniazida,  antibióticos 

ineficazes  contra  MCR.  Os  pacientes  supracitados  apresentaram  infecção 

persistente e desenvolvimento de fístulas enquanto que outros dois pacientes 



tornaram-se  assintomáticos  enquanto  recebiam  tratamento  com  antibióticos 

efetivos.  Os autores  enfatizaram que esses  quatro  pacientes  apresentavam 

infecção causada por M. fortuitum, que é considerada a espécie de MCR mais 

sensível aos antibióticos, e que teoricamente seria mais difícil obter sucesso no 

tratamento  caso  a  infecção  fosse  causada  por  M.  abscessus,  espécie 

resistente à maioria dos antibióticos administrados por via oral. Ainda segundo 

os autores, os antibióticos de primeira linha indicados para o tratamento das 

infecções  causadas  por  M.  tuberculosis,  como  isoniazida,  etambutol  e 

rifampicina, não são ativos e não deveriam ser usados contra MCR. Portanto, 

se uma infecção por MNT for identificada e tratada precocemente de forma 

adequada, um resultado de sucesso pode ser alcançado (Pring et al. 1996). 

Galil  et  al.  (1999)  ressaltaram  a  importância  do  diagnóstico  das 

infecções não responsivas aos tratamentos rotineiros,  considerando agentes 

infecciosos  incomuns,  como  as  MNT.  Segundo  Trupiano  et  al.  (2001)  o 

diagnóstico definitivo é importante e requer a identificação do microrganismo 

através de culturas em meios apropriados, testes fenotípicos e moleculares, 

sendo a claritromicina, considerada a droga de escolha para tratamento das 

infecções causadas por M. abscessus. 

Sanguinetti et al. (2001) relataram na Itália o caso de um paciente de 20 

anos  com  fibrose  cística  que  desenvolveu  uma  infecção  pulmonar  fatal, 

causada  por  uma  cepa  de  M.  abscessus multirresistente.  Os  testes  de 

suscetibilidade  aos  antimicrobianos  foram realizados  pelo  método  de  Etest, 

revelando um padrão de multirresistência, com valores elevados de CIM, sendo 

avaliados  14  agentes  antimicrobianos,  incluindo  aqueles  considerados  de 

primeira linha para tratamento de MNT (estreptomicina, isoniazida, ceftazidima, 



azitromicina, claritromicina, levofloxacina, vancomicina, imipenem, amoxicilina, 

etionamida,  sulfametoxazol-trimetoprim,  ofloxacina,  amoxicilina-ácido 

clavulânico e rifampicina). Apesar da administração de terapia antimicrobiana 

incluindo  a  claritromicina,  a  infecção  persistiu  e  o  paciente  foi  a  óbito.  Os 

autores enfatizaram a importância do diagnóstico correto, uma vez que falhas 

no diagnóstico de micobacterioses podem conduzir a tratamentos errôneos e 

que o estudo traz a primeira evidência de resistência a claritromicina, que é 

considerada a droga mais ativa contra M. abscessus.  

Scholze  et  al.  (2005)  relataram  o  caso  de  um  paciente  em  uso  de 

medicamentos  imunossupressores,  que  adquiriu  infecção  cutânea  por  M. 

abscessus. Após diagnóstico o paciente foi tratado com sucesso durante oito 

meses com claritromicina e pirazinamida. Os autores ressaltaram a importância 

das infecções causadas por MNT em pacientes imunocomprometidos e/ou em 

estágio  final  de  falência  renal,  cujas  infecções  podem  ser  diagnosticadas 

erroneamente  como  fúngicas  ou  por  bactérias  como  Staphylococcus  sp, 

enterobactérias ou  Pseudomonas sp, dificultando o tratamento que deve ser 

instituído com o uso de um macrolídeo (preferencialmente claritromicina) por 

várias  semanas  com  possibilidade  de  combinação  com  outra  droga,  como 

amicacina ou cefoxitina.         

No período compreendido entre agosto e novembro de 2001, ocorreu a 

inoculação acidental de M. abscessus em 40 pacientes, durante procedimento 

de acupuntura em uma clínica de medicina oriental, na Coreia do Sul, levando 

ao  desenvolvimento  de  infecção  iatrogênica  de  pele  com  formação  de 

abscessos e úlceras limitados a sítios-alvo da acupuntura. Os isolados clínicos 

foram identificados  como  M.  abscessus por  teste  bioquímico  (tolerância  ao 



NaCl  a  5%)  e  por  teste  molecular  (PRA-rpoB).  Testes  de  suscetibilidade 

antimicrobiana  foram  realizados  com  a  finalidade  de  selecionar  um 

antimicrobiano  a  ser  administrado  concomitantemente  à  claritromicina, 

considerada  a  primeira  droga  de  escolha  para  tratamento  das  infecções 

causadas por  M. abscessus.  Houve sensibilidade a amicacina, pirazinamida, 

imipenem  e  canamicina;  e  resistência  a  eritromicina,  ampicilina,  cefalotina, 

cefotaxima,  cefepima,  ciprofloxacina,  gentamicina,  tobramicina,  aztreonam, 

ceftazidima,  piperacilina,  rifampicina,  estreptomicina,  etambutol,  cicloserina, 

ácido paraminosalicílico e ofloxacina. Em casos de infecção de pele causada 

por M. abscessus, os autores recomendam que os pacientes sejam submetidos 

ao  tratamento  -  pelo  período  mínimo  de  três  meses  -  com  claritromicina 

associada a outro antibiótico cuja escolha seja baseada nos resultados dos 

testes de suscetibilidade (Ryu et al. 2005).

Baseando-se nos resultados obtidos por Kim et al. (2007) foi instituído 

um esquema de tratamento para todos os pacientes envolvidos em um surto de 

infecção associado a injeções intramusculares causado por M. massiliense. Os 

autores estabeleceram a CIM pelo método de Etest, verificando a atividade de 

14 agentes  antimicrobianos (amicacina,  claritromicina,  doxiciclina,  imipenem, 

linezolida,  sulfametoxazol-trimetoprim,  tobramicina,  azitromicina,  cefotetan, 

colistina,  gatifloxacina,  minociclina,  moxifloxacina  e  ticarcilina)  frente  aos 

isolados  obtidos  durante  o  surto.  A  claritromicina  foi  recomendada  para 

tratamento e todos os pacientes evoluíram para a cura com ausência de relato 

de recidiva.

Nash et al.  (2009) publicaram um estudo afirmando que as infecções 

causadas  por  M.  abscessus tendem  a  responder  de  forma  insuficiente  ao 



tratamento  com  macrolídeos,  mesmo  quando  o  microrganismo  apresenta 

suscetibilidade  in vitro  à claritromicina. Algumas evidências sugerem que no 

mínimo  alguns  isolados  de  M.  abscessus podem  apresentar  resistência 

induzível  aos  macrolídeos.  Resistência  induzível  à  claritromicina  (CIM >  32 

μg/mL)  foi  encontrada  em  sete  dos  10  isolados  clínicos  de  M.  abscessus 

previamente considerados suscetíveis. A resistência induzível é conferida por 

um gene erm original (41) presente em todos os 10 isolados de M. bolletii em 

estudo.  A  expressão  do  gene  erm  em  M.  abscessus confere  resistência  a 

claritromicina  e  eritromicina.  A  exposição  de  M.  abscessus a  macrolídeos, 

lincosaminas ou estreptograminas aumenta os níveis de expressão do gene 

erm (41) em 24 horas. A indução do fenótipo de resistência em alguns isolados 

de  M.  abscessus poderia  explicar  o  lapso  na  eficácia  do  tratamento 

monoterápico com macrolídeo.    

     Koh et al. (2009) relataram o primeiro caso de infecção disseminada 

causada por M. bolletii em um paciente adulto jovem previamente saudável, na 

Coreia  do  Sul.  M.  bolletii,  reconhecido  como  espécie  distinta  do  grupo  M. 

chelonae-abscessus (Adékambi  et  al.  2006),  foi  recuperado  de  múltiplas 

amostras de escarro  do referido  paciente  e após identificação por  métodos 

moleculares, o microrganismo foi submetido aos testes de suscetibilidade aos 

antimicrobianos,  revelando-se  resistente  ao  imipenem,  tobramicina, 

claritromicina,  ciprofloxacina  e  doxiciclina;  sensível  à  amicacina  e  com 

sensibilidade intermediária à cefoxitina e moxifloxacina. Os autores enfatizaram 

que o número limitado de relatos na literatura sobre infecções causadas por M. 

bolletii  dificulta  a  busca  por  informações  confiáveis  sobre  a  terapêutica 

antimicrobiana  e  que  o  tratamento  ótimo  para  pacientes  com  infecções 



causadas por  M. bolletii  ainda não foi  estabelecido.  Devido às similaridades 

fenotípicas  ao  M.  abscessus,  uma  terapêutica  antimicrobiana  similar  seria 

razoável, entretanto, M. bolletii têm sido descrito como uma espécie altamente 

resistente  aos  agentes  antimicrobianos,  incluindo  a  claritromicina, 

diferentemente das outras espécies de MNT (Adékambi et al. 2006; Kim et al. 

2008; Adékambi et al. 2009; Koh et al. 2009).    

    



2. JUSTIFICATIVA

Nos últimos anos a literatura tem evidenciado um número expressivo de 

surtos e pseudo-surtos causados por MNT em várias regiões do mundo. No 

Brasil, surtos causados por MCR têm sido relatados desde 1998, nos Estados 

do  Rio  de  Janeiro,  São  Paulo  e  Pará.  Surtos  após  cirurgias  a  laser  para 

correção  de  miopia,  seções  de  mesoterapia  (injeções  intradérmicas), 

mamoplastia  e  laparoscopia  foram descritos,  a  maioria  deles  associados  a 

espécies do grupo M. chelonae-abscessus (Freitas et al. 2003; Sampaio et al. 

2006; Viana-Niero et al. 2008). A Secretaria Municipal de Saúde de Goiânia-

GO registrou entre 2005 e 2007 vários casos de infecção após artroscopia e 

laparoscopia, justificando a realização deste estudo.

Considerando que a espécie  M. massiliense  figura-se como patógeno 

humano  em  potencial,  portador  de  perfil  característico  de  resistência  aos 

antimicrobianos de escolha para o tratamento das infecções causadas pelo M. 

tuberculosis e outras espécies de MNT, torna-se imprescindível a padronização 

de protocolos de identificação molecular e determinação da suscetibilidade aos 

antimicrobianos  dos  isolados  oriundos  de  pacientes  com  infecção  após 

videoscopias em Goiás, para que o tratamento possa ser conduzido de forma 

adequada na vigência de novos casos.

As informações sobre a relação genética dos isolados clínicos de  M. 

massiliense  oriundos de diferentes  hospitais  de Goiânia-GO poderão prover 

oportunidades  para  intervenção  eficiente.  A  genotipagem  permitirá  ainda  a 

elucidação das possíveis cadeias de transmissão, apoiando ou descartando a 

hipótese de transmissão cruzada entre os pacientes e entre os hospitais, de 

forma a contribuir na prevenção e controle dessas infecções. 



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

 

- Análise  molecular  e  determinação  do  perfil  de  suscetibilidade  aos 

antimicrobianos de cepas de M. massiliense isoladas durante um surto de 

infecção  após  procedimentos  de  videoscopia,  ocorrido  em  Goiânia-GO, 

entre agosto de 2005 e julho de 2007. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

- Identificar genotipicamente os isolados clínicos por PCR seguida de análise 

de  polimorfismo  de  fragmentos  de  restrição  (PRA-hsp65)  e  por 

sequenciamento parcial do gene rpoB. 

- Caracterizar a similaridade genética dos isolados clínicos por eletroforese 

em gel em campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE).

- Determinar  o  perfil  de  suscetibilidade  dos  isolados  clínicos  frente  aos 

antimicrobianos:  amicacina,  cefoxitina,  ciprofloxacina,  claritomicina, 

doxiciclina, sulfametoxazol e tobramicina.



4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. POPULAÇÃO EM ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS CLÍNICAS 

De acordo com os dados obtidos na Coordenação Municipal de Controle 

de Infecção nos Estabelecimentos de Saúde da Secretaria Municipal de Saúde 

de Goiânia-GO (COMCIES), entre agosto/2005 e julho/2007 foram realizados 

4.480  procedimentos  de  artroscopia  e  laparoscopia  em  Goiânia.  Foram 

notificados à COMCIES 121 casos de infecção após videoscopia, sendo estes 

diagnosticados  por  critérios  clínicos  e  epidemiológicos.  Destes  121  casos, 

apenas  30  foram confirmados  por  critérios  microbiológicos  (cultura  positiva 

para  MNT),  após  coleta  e  transporte  para  o  LACEN-GO  de  amostras  de 

secreção  de  abscessos  subcutâneos  e  realização  das  culturas  de 

micobactérias.  Chegando ao LACEN-GO,  as  amostras  foram semeadas em 

ágar  Lowenstein  Jensen  (LJ)  e  incubadas  à  temperatura  de  35°C  sob 

condições  de  aerobiose.  Após  período  de  cinco  a  sete  dias,  colônias  não 

pigmentadas  foram  observadas  em  LJ.  A  baciloscopia  das  colônias  após 

coloração  de  Ziehl-Neelsen  evidenciou  BAAR.  Os  testes  bioquímicos  de 

acúmulo de niacina (negativo) e inibição pelo ácido p-nitrobenzóico - PNB-500 

µg/mL (negativo)  foram realizados para a identificação presuntiva das MNT, 

descartando-se  a  possibilidade  do  envolvimento  de  espécies  do  CMTB.  As 

culturas de MNT foram mantidas pelo armazenamento das mesmas à -80°C, 

no banco de cepas LACEN-GO.



4.2. ASPECTOS ÉTICO-LEGAIS,  CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E SELEÇÃO 

DAS CEPAS:

O projeto foi submetido à avaliação do Comitê de Ética da Universidade 

Federal de Goiás e recebeu parecer favorável (anexo 1).

Após contato telefônico, 18 dos 30 pacientes com cultura positiva para 

MNT (depositadas  no  banco de cepas do  LACEN-GO)  foram localizados  e 

autorizaram o agendamento de uma visita, sendo então procurados em suas 

respectivas residências ou local de trabalho e convidados a assinar o TCLE 

aprovado  pelo  Comitê  de  Ética  da  UFG  (anexo  2)  e  a  responder  ao 

questionário, após esclarecimento sobre a pesquisa (anexo 3).

 Foram  objeto  deste  estudo  as  culturas  positivas  para  MNT, 

armazenadas no banco de cepas LACEN-GO,  cujos  pacientes  assinaram o 

TCLE, totalizando 18 cepas.

Foram utilizadas como cepas  controle:  M. bolletii (CCUG 50184),  M. 

chelonae  (ATCC  35752),  M.  abscessus (ATCC  19977)  e  M.  massiliense 

(CCUG 48898), oriundas do banco de cepas do Laboratório de Micobactérias 

da UNIFESP - Dra. Sylvia C. Leão.  

4.3. OBTENÇÃO, TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DAS CEPAS:

No LACEN-GO, as 18 culturas de MNT em estudo foram recuperadas do 

banco  de  cepas  (-80°C)  e  cultivadas  em  tubos  de  ensaio  com  LJ,  sob 

temperatura  de  35°C,  por  um  período  de  cinco  a  sete  dias.  Após  o 

desenvolvimento  das  colônias,  os  tubos  de  LJ  foram transportados  para  o 

Laboratório  de  Bacteriologia  Molecular  do  IPTSP-UFG,  acondicionados  em 



caixas térmicas lacradas, à temperatura ambiente, tendo sido observados os 

critérios de biossegurança para o transporte de microrganismos viáveis.

No Laboratório  de Bacteriologia  Molecular  do IPTSP-UFG as culturas 

foram distribuídas em alíquotas e congeladas à temperatura de -80°C em caldo 

de soja tríptica (TSB) acrescido de 25% de glicerol. Para cada cultura foram 

armazenadas  quatro  alíquotas  de  1,5mL  em  criotubos,  devidamente 

identificados com um número sequencial e com as letras iniciais do nome de 

cada um dos pacientes.

4.4. EXTRAÇÃO DO DNA CROMOSSÔMICO:

    

A partir das culturas em LJ procedeu-se a inativação bacteriana a 80°C 

durante 20 minutos e a extração do DNA de acordo com a técnica proposta por 

Van Soolingen (1994),  no Laboratório de Bacteriologia Molecular do IPTSP-

UFG. 

O equivalente a duas alçadas de cada cultura foram ressuspendidas em 

400  µL de tampão TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0) por agitação. À 

suspensão  foram  adicionados  50µl  de  lisozima  (1mg/mL)  (Sigma)  com 

posterior incubação por um período de uma hora à temperatura de 37°C. Ao 

sistema  de  digestão  foram  adicionados  70  µL  de  SDS  a  10%  e  6  µL  de 

proteinase K (Invitrogen) a 10 µg/mL e o sistema foi então incubado a 56°C por 

10 min. Após incubação, 100 µL de NaCl a 5 M foram adicionados seguidos de 

80 µL de solução CTAB/NaCl (10% CTAB, 0,73M NaCl), agitando até se tornar 

leitosa e então incubada por mais 10 min a 65°C. Foi adicionado um volume 

igual de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1, v/v) seguido de agitação por 30s e 



centrifugação por 5 min a 12,000 g. O sobrenadante foi precipitado através da 

adição de 0,6 volumes de isopropanol seguido de uma incubação a -20°C por 

30 min. O ácido nucléico foi coletado por centrifugação a 12,000g por 20 min e 

lavado  com  1,0  mL  de  etanol  a  70%  gelado.  Após  secagem  o  DNA  foi 

ressuspendido em 20uL de tampão TE e armazenado à temperatura de -20°C. 

4.5.  IDENTIFICAÇÃO  FENOTÍPICA  DAS  COLÔNIAS  EM  ÁGAR 

LOWENSTEIN JENSEN:

Uma  distinção  presuntiva  inicial  de  Mycobacterium  tuberculosis e 

micobactéria  não-tuberculosa  (MNT)  foi  obtida  pela  observação  direta  do 

aspecto da colônia em LJ (morfologia e pigmentação), tempo de crescimento 

(inferior a sete dias) e a presença de bacilos álcool-ácido-resistentes (BAAR) 

nos  esfregaços  confeccionados  a  partir  das  culturas  e  corados  por  Ziehl-

Neelsen. 

4.6. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR POR PCR SEGUIDA DE ANÁLISE DE 

POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE RESTRIÇÃO (PRA-hsp65):

 

A identificação molecular das MNT de crescimento rápido foi realizada 

por PCR seguida de análise de polimorfismo de fragmentos de restrição (PRA-

hsp65) do gene da proteína de choque térmico (Heat Shock Protein - HSP) de 

65-kDa.  Foram  utilizados  na  PCR,  os  oligonucleotídeos  iniciadores:  A: 

5’ACCAACGATGGTGTGTCCAT3’  e  B:  3’CTTGTCGAACCGCATACCCT5’, 

para  a amplificação de um fragmento  de  aproximadamente  439bp do gene 



hsp65, comum no gênero Mycobacterium (Telenti et al. 1993; Rodrigues et al. 

2004). 

Cada reação de PCR foi constituída por uma mistura de Tris 20 mM, KCl 

50 mM, MgCl2 1,5 M, dNTP 200μM, 25 pmol de cada oligonucleotídeo iniciador 

e  1U de enzima Taq DNA polimerase (CENBIOT).  O DNA foi  submetido  à 

desnaturação a 95°C por 5 min e em seguida a 45 ciclos de 94°C por 1 min, 

60°C por 1 min e 72°C por 1 min, com uma etapa de extensão final a 72°C por 

7 min. 

Posteriormente,  10  μL  do  produto  amplificado  foi  digerido 

separadamente com as enzimas de restrição  HaeIII  (37°C por 2 h) e  BstEII 

(55°C  por  2  h)  (Invitrogen), sendo  o  produto  dessa  digestão  submetido  à 

eletroforese em gel de agarose a 4% com brometo de etídio (0,5 mg/L), usando 

tampão tris-borato EDTA (TBE = Tris-HCl 45 mM, ácido bórico 45 mM e EDTA 

1 mM). 

O gel foi  analisado em um transiluminador (UV) e a determinação da 

espécie foi feita através da verificação e comparação do perfil de bandas obtido 

com os perfis esperados de acordo com Telenti et al. (1993) e Devallois et al. 

(1997), representados na Figura 2.



Figura  2  – Algoritmo  de  padrões  de  PRA-hsp65  de  34  espécies  de 
micobactérias. As espécies sombreadas ilustram novos padrões de PRA-hsp65 
que não haviam sido reportados previamente nos algoritmos de Telenti et al. 
1993 e Taylor et al. 1997 (Devallois et al. 1997).   

4.7. SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE rpoB:  

Foi  realizado  o  sequenciamento  parcial  do  gene  rpoB  de  duas  das 

amostras em estudo, oriundas de dois hospitais diferentes, de acordo com o 

protocolo descrito por Viana-Niero et al. (2008).  As amostras amplificadas por 

PCR com iniciadores específicos para um fragmento de 711bp do gene rpoB, 



foram  sequenciadas  usando  o  sequenciador  ABI  PRISM  3100  (Applied 

Biosystems,  Foster  City,  CA).  As sequências foram analisadas utilizando os 

programas PHRED, PHRAP e CONSED, sendo identificadas por análise de 

similaridade  com  sequências  depositadas  na  base  de  dados  do  GenBank 

usando  o  programa  BLAST  (Basic  Local  Alignment  Search  Tool; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

           4.8.  GENOTIPAGEM  POR  ELETROFORESE  EM  GEL  EM  CAMPO 

PULSADO (PFGE):

A  genotipagem  por  PFGE  foi  realizada  de  acordo  com  o  protocolo 

descrito por Viana-Niero et al. (2008).

Preparação das células: uma colônia de cada micobactéria em estudo foi 

inoculada  em  recipientes  contendo  40mL  de  caldo  Mueller-Hinton 

suplementado  com  Tween  80  a  0,1%  e  incubada  a  37°C  sob  agitação 

constante até que as culturas atingissem uma densidade óptica de 0.64 a 650 

nm (tempo médio de crescimento equivalente a 72 h). As culturas foram então 

centrifugadas a 4°C por 20 min a 3.500 rpm e o sedimento congelado à -80ºC 

por 1 h. Depois de descongelado, o sedimento celular foi ressuspendido em 

400 μL de solução STE-Tween 80 a 0,1% (NaCl 100 mM, Tris 10 mM, pH 8.0, 

EDTA 50 mM, Tween 80 à 0,1%). Essa suspensão foi misturada a 400μL de 

agarose  LMP  -  “low  melting  point” a  2%  (Bio-Rad  Laboratories)  para  a 

confecção dos “plugs”. A agarose foi preparada em EDTA 125mM = 2,5 mL 

EDTA 0,5M + 7,5 mL de água e utilizada em temperatura aproximada de 50°C. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST


Os blocos com os “plugs” foram incubados por 10 min à temperatura de 2 a 

8°C.

Lise celular: as células nos “plugs” foram transferidas dos blocos para 

uma placa de cultura de células (24 poços) estéril contendo 2 mL da solução de 

lise (STE e lisozima 10 mg/mL) e incubadas a 37°C sob agitação durante uma 

noite. No outro dia os “plugs” foram incubados a 4°C por 1 h e depois retirados 

da solução de lise e incubados em 2 mL de EDTA a 0,5 M contendo sarcosil a 

1% a 4°C por 1h. Posteriormente os “plugs” foram retirados dessa solução e 

incubados em uma solução contendo 1 mL de EDTA a 0,5 M/sarcosil e 40 μL 

de proteinase K a 50 mg/mL, a 55ºC por 24 h sob agitação e depois a 4°C por 

1 h. Os “plugs” foram lavados duas vezes com 2 mL de TE 1X por 30 min a 

4°C. Depois os “plugs”  foram incubados em 2 mL de TE 1X contendo 0,12 

mg/mL de PMSF (fenil-metil-sulfonil fluoreto - Sigma) por 1 h a 55°C. Os “plugs” 

foram  lavados  três  vezes  em  2  mL  de  TE  1X  por  30  min  à  temperatura 

ambiente e depois lavados em 5 mL de Triton a 0,1% a 4°C por 90 min antes 

da digestão.

Digestão do DNA: metade dos “plugs” de cada amostra foi digerido com 

30 U da enzima de restrição  Dra  I (Promega), a 37°C, por aproximadamente 

18h. 

Separação  dos  fragmentos  de  restrição:  após  a  digestão,  os  “plugs” 

foram lavados em EDTA 0,05 M a 4°C por  15  min e aplicados em gel  de 

agarose para PFGE (Bio-Rad) a 1% preparado com tampão TBE 0,5 X (Tris-

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

em tampão TBE 0,5X. A eletroforese em campo pulsado foi realizada em um 

aparelho CHEF-DR III (BioRad) nas seguintes condições: voltagem = 6V/cm, 



tempo = 24 h, temperatura = 14°C, pulso inicial de 1,6 s e final de 21,3 s. Após 

a eletroforese, os géis foram corados por 10 min com brometo de etídio (0,5 

mg/L) e fotografados em transiluminador sob luz UV.  Um marcador “Lambda 

Ladder  PFG  Marker”  (NewEngland  BioLabs)  foi  incluído  como  padrão  de 

massa molecular em 2 posições por gel (nas extremidades). 

Interpretação dos resultados: a interpretação foi  realizada visualmente 

de acordo com os parâmetros estabelecidos por Tenover  et al. (1995) e por 

análise  computadorizada  (BioNumerics,  v.  4.0,  Applied  Maths,  Kortrijk, 

Belgium). 

4.9.  TESTES  DE  SUSCETIBILIDADE  AOS  ANTIMICROBIANOS  POR 

MICRODILUIÇÃO  EM  CALDO  PARA  DETERMINAÇÃO  DA 

CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM):

Seguindo  as  recomendações  do  CLSI  (NCCLS  2003)  foi  utilizado  o 

método de microdiluição em caldo para realização dos testes de suscetibilidade 

das MNT de crescimento rápido em estudo. 

Os  antimicrobianos  (Sigma)  e  as  concentrações  avaliadas  foram: 

amicacina (2 a 128 μg/mL), cefoxitina (4 a 256 μg/mL), ciprofloxacina (0,25 a 

16  μg/mL),  claritromicina  (1  a  64  μg/mL),  doxiciclina  (0,5  a  32  μg/mL), 

sulfametoxazol (2 a 128 μg/mL) e tobramicina (0,5 a 32 μg/mL), sendo o caldo 

Mueller-Hinton utilizado para preparar as referidas diluições. 

Para estabelecer a CIM de cada agente antimicrobiano, foram utilizadas 

concentrações diferentes de uma mesma droga a partir das diluições seriadas 

com fator dois (por exemplo: 1, 2, 4, 8, 16, 32 μg/mL). 



A suspensão bacteriana para a realização dos testes de suscetibilidade 

de cada uma das cepas em estudo foi preparada a partir das colônias jovens 

(semeaduras recentes) em ágar Mueller-Hinton, sendo estas transferidas com 

swabs estéreis  para tubos de ensaio  contendo 4,5 mL de água estéril  que 

foram posteriormente homogeneizados no vortex, observando-se um padrão de 

turbidez equivalente à escala 0,5 de McFarland.

Para preparar o inóculo final (com uma densidade de microrganismos 

aproximada de 5 x 105 UFC/mL) foi transferido o volume de 50μL da suspensão 

bacteriana para um tubo de ensaio contendo 10mL de caldo Mueller-Hinton 

cátion suplementado, sendo o tubo invertido de oito a dez vezes para tornar a 

suspensão homogênea. O inóculo final foi transferido (volume = 100μL) para 

microplacas de plástico escavadas e estéreis (com tampa) já acrescidas dos 

antimicrobianos  (volume =  100μL)  nas  diluições  desejadas,  sendo  200μL  o 

volume final de cada poço. 

A leitura das placas foi  realizada após a incubação à temperatura de 

35°C por  72h.  Considerou-se leitura positiva quando observado crescimento 

bacteriano (turbidez ou formação de depósito de células no fundo da placa – 

“botão”) e leitura negativa quando não foi observado crescimento bacteriano. 

Adicionalmente foram realizadas leituras automatizadas em leitora de ELISA 

com obtenção da densidade óptica (DO) de cada poço das placas. 

Cada  teste  de  suscetibilidade  foi  realizado  em  duplicata  em  dias 

diferentes com a finalidade de garantir a qualidade e a reprodutibilidade dos 

testes.

O controle de qualidade foi realizado em todas as placas da seguinte 

forma: A) controle de crescimento do microrganismo (microrganismo e caldo 



Mueller-Hinton: leitura positiva), B) controle da droga (droga e caldo Mueller-

Hinton: leitura negativa) e C) controle do meio de cultura (caldo Mueller-Hinton: 

leitura negativa). 

Ao final das leituras, após validação dos controles de qualidade (A, B e 

C), o valor de CIM (menor concentração do agente antimicrobiano capaz de 

inibir o crescimento bacteriano) foi determinado para cada droga, frente a cada 

isolado  micobacteriano,  sendo  o  resultado  reportado  acompanhado  da 

interpretação  nas  categorias:  sensível,  intermediário  ou  resistente  (NCCLS 

2003).

De acordo com o CLSI (NCCLS 2003), os critérios para interpretação da 

microdiluição em caldo para MCR a partir  das leituras de CIM (μg/mL) são: 

amicacina  (sensível  ≤  16;  intermediário  =  32;  resistente  ≥ 64),  cefoxitina 

(sensível ≤ 16; intermediário: 32 - 64; resistente ≥ 128), ciprofloxacina (sensível 

≤ 1; intermediário = 2; resistente ≥ 4), claritromicina (sensível ≤ 2; intermediário 

= 4; resistente ≥ 8), doxiciclina (sensível ≤ 1; intermediário: 2 – 8; resistente ≥ 

16), sulfametoxazol (sensível ≤ 32; resistente ≥ 64) e tobramicina (sensível ≤ 4; 

intermediário = 8; resistente ≥ 16). 

A partir dos resultados obtidos, foram determinados os valores de CIM50 

(CIM capaz de inibir o crescimento de 50% dos isolados) e CIM90  (CIM capaz 

de  inibir  o  crescimento  de  90% dos  isolados)  dos  agentes  antimicrobianos 

avaliados. 



5. RESULTADOS

Esta  Tese de Doutorado resultou  em dois  manuscritos,  sendo que o 

primeiro foi  publicado e o segundo será submetido a uma revista científica, 

dentro  do  convênio  com  a  OPAS/ANVISA  (Termo  de  Cooperação  37 

OPAS/OMS e ANVISA - Edital nº 13, de setembro de 2007). 

 Cardoso  AM  et  al.  2008.  Emergence  of  nosocomial  Mycobacterium 

massiliense infection in Goiás, Brazil. Microbes and Infection  10: 1552-

1557 (anexo 4). 

 Cardoso  AM  et  al.  Suscetibilidade  antimicrobiana  in  vitro de 

Mycobacterium massiliense por microdiluição em caldo (anexo 5). 

5.1. PERFIL CLÍNICO

Os  dados  oriundos  da  análise  dos  questionários  encontram-se 

sumarizados nas Tabelas 1 e 2. 

Tabela 1 –  Características das lesões de 18 pacientes com infecção causada 
por Mycobacterium massiliense após videoscopia em Goiânia-GO, Brasil (2005 
– 2007).
Características N (18) %
Número de lesões
      Única
      Múltiplas
Topografia
      Joelho
      Abdomem
Sinais e sintomas (pré-tratamento)
      Drenagem espontânea de secreção
      Dor local
      Eritema local
      Calor local 

12
06

14
04

12
11
15
06

66,7
33,3

77,8
22,2

66,7
61,1
83,3
33,3

Caso Gênero Idade Doença 
préviaa

Hospital Sítio de
infecção

Data da 
videoscopiab

Data da 
culturac

Tempo até o 
diagnósticod

Trata
mentoe

1 F 57 TG B Abdomen 02∕06 11∕06 09 CL
2 M 24 NÃO A Joelho 03∕06 05∕07 14 CL
3 M 36 NÃO A Joelho 01∕06 08∕06 07 CL, AM
4 M 40 NÃO D Abdomen 02∕06 06∕06 04 CL, AM
5 M 28 NÃO A Joelho 04∕06 05∕06 01 CL, AM
6 M 48 NÃO C Joelho 04∕06 07∕06 03 CL, AM
7 M 31 NÃO C Joelho 03∕06 07∕06 04 CL, AM, CI, VA
8 F 54 NÃO A Abdomen 04∕06 07∕06 03 CL, AM
9 M 45 NÃO C Joelho 04∕06 07∕06 03 CL
10 M 40 NÃO B Joelho 04∕06 08∕06 04 CL
11 M 29 NÃO A Joelho 04∕06 05∕06 01 CL, AM
12 F 51 HCV+ B Abdomen 11∕05 06∕06 07 CL, AM
13 M 25 HSA G Joelho 03∕06 05∕06 02 CL, AM
14 M 71 HSA E Joelho 04∕06 06∕06 02 CL, AM
15 M NR NR A Joelho NR∕06 06∕06 NR CL, AM
16 F 60 HSA B Úmero 05∕06 07∕06 02 CL
17 M 21 HSA A Joelho NR∕06 06∕06 NR CL, AM
18 F 36 NÃO F Joelho 03∕06 07∕06 04 CL, AM



a NÃO (ausência de doença prévia); NR (não relatado); TG (tumor gástrico); HCV+ (vírus da Hepatite C); HSA (hipertensão); b Mês/ano; c Data na qual 
a amostra foi coletada para a cultura (mês/ano);  d  Tempo entre a videoscopia e o diagnóstico microbiológico (meses);  e  CL (claritromicina), AM 
(amicacina), CI (ciprofloxacina), VA (vancomicina).

De acordo com os dados fornecidos pela COMCIES não houve relato de 

infecção generalizada ou óbito. A maioria dos casos ocorreu em pacientes do 

gênero masculino (72,2%), com idade entre 21 e 71 anos, sendo a média de 46 

anos; 13 (72,2%) pacientes apresentaram idade inferior a 50 anos. Embora os 

pacientes fossem oriundos de sete hospitais privados da cidade de Goiânia-

GO,  um  único  hospital  concentrou  38,9%  dos  casos.  Os  abscessos 

subcutâneos ficaram restritos aos sítios onde as videoscopias foram realizadas, 

sendo 14 (77,8%) artroscopias e quatro (22, 2%) laparoscopias. O tempo entre 

a realização da videoscopia e o diagnóstico microbiológico oscilou entre um e 

14 meses. Em relação à terapêutica antimicrobiana, treze pacientes (72,2%) 

foram tratados com claritromicina associada à amicacina,  e  cinco pacientes 

foram tratados  com claritromicina.  Após  a  antibioticoterapia  todos  os  casos 

progrediram para  a  cura.  Alguns  efeitos  indesejáveis  foram relatados  pelos 

pacientes, como por exemplo, ototoxicidade, desconforto gástrico e depressão. 

 

5.2. IDENTIFICAÇÃO FENOTÍPICA 

As colônias em LJ apresentaram crescimento rápido (cinco a sete dias) 

e  ausência  de  pigmentação.  A  microscopia  pós-cultura  das  colônias  após 

coloração  de  Ziehl-Neelsen  evidenciou  a  presença  de  BAAR,  identificados 

presuntivamente  como  MNT  de  acordo  com  suas  características  de 

crescimento e coloração álcool-ácido-resistente. 



5.3. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

Dezoito cepas de  M. abscessus  tipo II foram isoladas de 18 pacientes 

envolvidos no surto de Goiânia-GO. As cepas de MNT foram identificadas por 

PCR seguida de análise de polimorfismo de fragmentos de restrição (PRA-

hsp65) como Mycobacterium abscessus tipo II – BstEII: 245pb e 220pb; HaeIII: 

210pb e 60pb (Figura 2). A discriminação entre  Mycobacterium massiliense e 

Mycobacterium bolletii foi realizada pelo sequenciamento parcial do gene rpoB 

que confirmou os isolados como sendo M. massiliense.  

5.4. GENOTIPAGEM

A genotipagem por PFGE evidenciou um único cluster responsável pelo 

surto  (Figura  3)  e  após  comparação  usando  o  programa  BioNumerics  foi 

evidenciado  um perfil  genético  idêntico  ao  do  surto  ocorrido  na  cidade  de 

Belém-PA (cepa B5, Figura 2) entre 2004 e 2005, descrito por Viana-Niero et 

al. (2008),  levando-nos  a  inferir  que  a  espécie  responsável  pelo  surto  em 

Goiânia é  M. massiliense,  hipótese confirmada pelo sequenciamento do gene 

rpoB com 100% de similaridade com o clone B5 do surto de Belém.  



Figura 3 – Dendograma baseado nos padrões de PFGE de isolados de  M. 
massiliense de  18  pacientes.  Padrões  idênticos  agrupados  de  G01  a  G18 
ilustram os isolados do surto de Goiânia-GO, bem como o isolado B5 do surto 
de  Belém-PA.  Cepas  não  relacionadas  ao  surto  de  Belém:  M.  massiliense 
(B67) e  M. bolletii (B60, B61 e B66). Como controles foram incluídas cepas 
padrão  de  M.  bolletii (CCUG  50184),  M.  chelonae  (ATCC  35752),  M. 
abscessus (ATCC 19977) e M. massiliense (CCUG 48898).    

5.5. SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Os 18 isolados foram sensíveis a amicacina (CIM < 2 ou = 4 μg/mL) e 

claritromicina (CIM < 1 μg/mL), porém resistentes a ciprofloxacina (CIM > 16 



μg/mL),  doxiciclina (CIM > 32 μg/mL),  sulfametoxazol  (CIM > 128 μg/mL) e 

tobramicina  (CIM  =  16  ou  32  μg/mL),  com  sensibilidade  intermediária  a 

cefoxitina (CIM = 32 ou 64 μg/mL) (Tabela 3). Os testes de suscetibilidade aos 

antimicrobianos  apresentaram  resultados  idênticos  após  a  execução  em 

duplicata e a interpretação nas categorias: sensível, intermediário ou resistente, 

foi realizada de acordo com as recomendações do CLSI (2003). 

      

Tabela  3  –  Suscetibilidade  antimicrobiana  de  18  cepas  de  Mycobacterium 
massiliense isoladas de pacientes com infecção após videoscopia em Goiânia-
GO, Brasil (2005 – 2007). 

ANTIMICROBIANO CIM50 CIM90 Suscetibilidade (%)
Amicacina <2 4 S 100
Cefoxitina 32 64 I 100

Ciprofloxacina >16 >16 R 100
Claritromicina <1 <1 S 100

Doxiciclina >32 >32 R 100
Sulfametoxazol >128 >128 R 100

Tobramicina 32 32 R 100
CIM50, a CIM capaz de inibir o crescimento de 50% dos isolados; CIM90,  a CIM 
capaz  de  inibir  o  crescimento  de  90%  dos  isolados;  S=  Sensível;  I= 
Intermediário; R= Resistente.

6. DISCUSSÃO

No presente estudo realizou-se a análise molecular e a determinação do 

perfil  de  suscetibilidade  aos  antimicrobianos  de  cepas  de  Mycobacterium 

massiliense recuperadas durante um surto de infecção após videoscopias em 

Goiânia-GO.  Segundo  Hinrichsen  (2007)  as  videoscopias  incrementaram 



inúmeras  vantagens  aos  procedimentos  cirúrgicos  convencionais,  por 

representarem uma técnica geralmente mais segura e com rápida recuperação 

dos  pacientes,  possibilitando  breve  alta  hospitalar  e  menos  dor  no  pós-

operatório.  Entretanto  existem  riscos  de  infecção  que  são  inerentes  aos 

procedimentos  invasivos,  em função da  ruptura  de  uma barreira  natural  de 

proteção como a pele, possibilitando a invasão de microrganismos patogênicos 

nos tecidos de hospedeiros suscetíveis.

Infecções  de  feridas  cirúrgicas  causadas  por  MNT  usualmente  se 

manifestam várias semanas ou meses após o procedimento ao qual o indivíduo 

foi  submetido.  Neste  estudo  o  tempo  decorrido  entre  a  videoscopia  e  o 

diagnóstico microbiológico oscilou entre um a 14 meses. Sampaio et al. (2006) 

observaram um período de tempo semelhante (um a 16 meses) para casos de 

infecção após mamoplastia causados por M. fortuitum; Carbonne et al. (2009) 

relataram um período de incubação compreendido entre sete e 152 dias ao 

publicar  um  surto  de  infecção  subcutânea  causado  por  M.  chelonae  após 

múltiplas injeções de mesoterapia. Em um estudo sobre infecções relacionadas 

a implante de próteses articulares causadas por MCR publicado por Eid et al. 

(2007) o tempo decorrido entre o implante da prótese e o desenvolvimento de 

sintomas variou de uma a 720 semanas. Levando-se em consideração que o 

tratamento empírico utilizado rotineiramente para o tratamento de infecções de 

feridas cirúrgicas não é efetivo  contra  MNT,  a suspeita  clínica precoce e a 

excelência do diagnóstico microbiológico, representam fatores primordiais na 

redução da morbidade e mortalidade dos indivíduos envolvidos. 

As manifestações clínicas características estendem-se a partir do sítio 

de  infecção  com  eritema  e  enduração  para  doenças  disseminadas  com 



múltiplos  nódulos  subcutâneos,  com  drenagem  de  secreção,  formação  de 

abscessos, envolvimento visceral, infecção de corrente sanguínea e de medula 

óssea.  As  evidências  clínicas  de  uma infecção  disseminada são  incomuns, 

embora  possam ocorrer,  preferencialmente,  em pacientes  imunossuprimidos 

(Fox et al. 2004). Neste estudo não houve relato de infecção disseminada ou 

óbito. 

A identificação da espécie de micobactéria envolvida é uma etapa crítica 

no  manejo  dos  pacientes,  pois  o  resultado  emitido  pelo  laboratório  de 

microbiologia pode influenciar na seleção do tratamento adequado. O método 

molecular de PRA-hsp65 foi  eleito para essa investigação em razão de sua 

facilidade e rapidez, bem como do seu potencial para auxiliar na identificação 

de numerosas espécies de micobactérias (Figura 1) com um único experimento 

(Devallois  et  al.  1997).  Em  nossa  investigação  os  isolados  foram 

preliminarmente  identificados  como  M.  abscessus tipo  II  por  PRA-hsp65. 

Todavia, após comparação dos padrões de PFGE obtidos a partir dos isolados 

do surto de Goiânia-GO com os perfis de PFGE gerados a partir dos isolados 

recuperados  durante  um  surto  ocorrido  recentemente  em  Belém-PA 

concluímos  que  os  perfis  eram  idênticos,  portanto,  tratava-se  do  mesmo 

microrganismo, ou seja,  M. massiliense, validada no ano de 2004 como uma 

espécie  distinta  do  grupo  M.  chelonae-abscessus  (Adékambi  et  al.  2004), 

sendo filogeneticamente próxima a  M. abscessus,  razão pela qual havia sido 

identificada de forma equivocada inicialmente.  

No presente estudo,  o sequenciamento parcial  do gene  rpoB de dois 

isolados confirmou a identificação da espécie, bem como a similaridade dos 

isolados  de  Goiânia-GO,  com  os  isolados  do  surto  de  Belém-PA.  Esses 



resultados sugerem uma fonte comum de infecção para os pacientes e que o 

surto de Goiânia foi causado por um único clone de M. massiliense. 

Esse é o primeiro relato na região centro-oeste do Brasil de um surto no 

qual a referida espécie foi isolada de amostras clínicas oriundas de pacientes 

com infecção após videoscopias (artroscopia e laparoscopia). Nossos achados 

estão em acordo com aqueles  obtidos em 2008 por  Viana-Niero  et  al.  que 

descrevem o primeiro surto ocorrido no Brasil, na região norte, em Belém-PA, 

no  período  compreendido  entre  2004  e  2005.  Apesar  da  literatura  escassa 

sobre o isolamento de cepas de M. massiliense no Brasil, os dados disponíveis 

a  respeito  do  perfil  genético  deste  microrganismo  nos  leva  a  especular  se 

existe uma única cepa de  M. massiliense  causando infecções em diferentes 

regiões  do  país.  Se  este  for  o  caso,  essa  cepa  seria  mais  virulenta,  mais 

patogênica ou mais adaptada ao ambiente devido à sua habilidade em formar 

biofilmes?  Alguns  isolados  de  MNT  têm  se  mostrado  resistentes  ao 

glutaraldeído a 2% (Griffiths et al. 2007; Duarte et al. 2009), seria o caso dos 

isolados  desse  estudo?  As  respostas  para  essas  perguntas  certamente 

contribuirão  para  o  controle  das  infecções  causadas  por  MNT  e  são 

perspectivas para futuras pesquisas no Laboratório de Bacteriologia Molecular 

do IPTSP/UFG.  

Pacientes  acometidos  por  infecções  causadas  por  M. abscessus são 

rotineiramente  tratados  com  claritromicina  durante  várias  semanas,  sendo 

indicado  como alternativa  de  tratamento  a  combinação  deste  fármaco  com 

amicacina  ou  cefoxitina  (Scholze et  al.  2005).  Segundo Eid  et  al.  (2007)  a 

duração ótima da antibioticoterapia  é uma questão ainda não resolvida.  No 

grupo de oito pacientes estudados por esses autores, o tratamento durou de 16 



a  55  semanas,  embora  tenham  encontrado  na  literatura  a  descrição  de 

tratamento por um período de três a 112 semanas, sendo todos os casos de 

infecção por MCR após implante de prótese articular. Para o tratamento dos 

pacientes envolvidos no surto de Goiânia-GO, a terapêutica antimicrobiana foi 

recomendada pela  Secretaria  Municipal  de  Saúde,  em  03 de novembro  de 

2006, no documento intitulado: “Alterações na orientação terapêutica dos casos 

de infecção por micobactérias de crescimento rápido - MCR (não tuberculosas), 

pós-artroscopia ou videolaparoscopia, após 3 meses da recomendação inicial”, 

distribuído para todos os hospitais, ambulatórios, postos de saúde, unidades de 

saúde da família,  clínicas de estética,  serviços  de urgência,  laboratórios de 

microbiologia,  entidades  representativas  de  profissionais  como a  Sociedade 

Goiana para Estudos e Controle de Infecção Hospitalar (AGECIH), Sociedade 

Goiana de Infectologia (SGI) e Regional de Goiás da Sociedade Brasileira de 

Ortopedia e Traumatologia (SBOT). Esta recomendação foi elaborada por uma 

equipe  de  infectologistas,  representando  as  seguintes  Instituições:  CECIH 

(Coordenação Estadual de Controle de Infecção Hospitalar), Departamento de 

Epidemiologia/COMCIES (Coordenação Municipal de Controle de infecção em 

Estabelecimentos  de  Saúde),  AGECIH  (Associação  Goiana  de  Estudos  e 

Controle de Infecção Hospitalar) e da SGI (Sociedade Goiana de Infectologia), 

e representa uma reavaliação da conduta terapêutica inicial encaminhada aos 

estabelecimentos  e  profissionais  de  saúde  em  05  de  julho  de  2006, 

considerando os resultados das culturas e dos testes de suscetibilidade, além 

de extensa revisão da literatura. O referido documento sugere que a terapia 

antimicrobiana seja prescrita e acompanhada por um médico infectologista. Os 

pacientes apresentaram sucesso na terapia realizada com claritromicina e na 



terapia combinada de claritromicina com amicacina, durante várias semanas (a 

maioria por período superior a 24 semanas) e todos os casos apresentaram 

remissão do quadro clínico e cura, embora o aparecimento de alguns efeitos 

adversos tenha sido relatado como, por exemplo,  ototoxicidade, desconforto 

gástrico e depressão. Contudo não foi possível no presente estudo estabelecer 

uma relação direta entre a antibioticoterapia e os efeitos indesejáveis, apesar 

da reconhecida toxicidade da amicacina bem como de outros antimicrobianos 

do  grupo  dos  aminoglicosídeos,  que  se  manifesta  por  neurotoxicidade, 

ototoxicidade e nefrotoxicidade. A ototoxicidade dos aminoglicosídeos tem sido 

referida em 0,5% a 25% dos pacientes. Essa ampla variação é explicada por 

diferenças na dose utilizada, idade dos pacientes tratados e uso concomitante 

ou prévio de drogas ototóxicas. Mesmo os diferentes trabalhos que analisam os 

fatores  envolvidos  na  toxicidade  do  8°  par  craniano  apresentam resultados 

conflitantes. A lesão no 8° par craniano pode afetar a função vestibular ou a 

função  auditiva,  ou  ambas.  Mais  frequentemente,  gentamicina,  tobramicina, 

netilmicina  e  estreptomicina  causam  alterações  do  equilíbrio,  enquanto 

amicacina  causa  alterações  auditivas.  Um  aspecto  de  particular  gravidade 

nessa toxicidade é que ela pode ter início após a droga ter sido suspensa, ou 

progredir apesar da retirada do medicamento (Tavares 2007).  

A  claritromicina  tem  sido  recomendada  como  o  antimicrobiano  de 

primeira linha para o tratamento de infecções causadas por MCR (Brown-Elliott 

& Wallace 2002; Griffith et al. 2007). Óbitos (Sanguinetti et al. 2001; Tortoli et 

al.  2008) têm sido associados a cepas resistentes à claritromicina,  sendo o 

risco  de  aquisição  de  resistência  secundária  durante  a  monoterapia  com 

claritromicina estimado em mais de 10% (Wallace et al. 1996). Ao contrário de 



outras espécies do complexo  Mycobacterium chelonae-abscessus,  cepas de 

M.  bolletii têm  exibido  um  perfil  de  elevada  resistência  à  claritromicina 

(Adékambi et al. 2006; Kim et al. 2008; Adékambi et al. 2009; Koh et al. 2009). 

Adékambi & Drancourt (2009) ressaltam que as orientações para tratamento 

das infecções causadas por M. abscessus com claritromicina foram feitas antes 

da  descoberta  de  M.  bolletii,  uma  espécie  multirresistente  proximamente 

relacionada  ao  M.  abscessus,  que  eventualmente  pode  ser  identificada 

erroneamente,  enfatizando  a  necessidade  da  realização  dos  testes  de 

suscetibilidade aos antimicrobianos in vitro das cepas de MCR com significado 

clínico.  

Estudos de sequenciamento do gene 23S rRNA revelaram que 94% das 

cepas de M. abscessus resistentes à claritromicina apresentam uma mutação 

envolvendo  a  adenina  na  posição  2058  ou  2059.  Cepas  mutantes  de  M. 

abscessus resistentes à claritromicina apresentam as mesmas mutações que 

outras  bactérias  e  espécies  de  micobactérias  resistentes  à  claritromicina 

(Brown-Elliott  & Wallace 2001).  Ressalta-se que neste estudo  cinco (27,8%) 

pacientes  foram  tratados  com  claritromicina  em  regime  de  monoterapia, 

situação de risco para a aquisição de resistência secundária, embora não tenha 

ocorrido relato de falha terapêutica no grupo de pacientes envolvidos no surto 

de Goiânia-GO.

Nesse estudo as cepas de M. massiliense foram submetidas aos testes 

de suscetibilidade aos antimicrobianos por microdiluição em caldo, considerado 

pelo CLSI o método padrão-ouro para realização de testes de suscetibilidade in 

vitro de MCR. Todos os isolados foram sensíveis a amicacina e claritromicina, 

porém  resistentes  ciprofloxacina,  doxiciclina,  sulfametoxazol  e  tobramicina. 



Somente  a  cefoxitina  apresentou  resultado  de  sensibilidade  intermediária. 

Esses resultados estão de acordo com aqueles relatados por Adékambi et al. 

(2004),  exceto  que  os  isolados  do  presente  estudo  apresentaram  valores 

elevados de CIM para doxiciclina. Contrariando Adékambi et al. o achado de 

resistência  frente  à  doxiciclina  é  corroborado  pelos  estudos  publicados  por 

Simmon et  al.  (2007),  Viana-Niero  et  al.  (2008)  e  Duarte  et  al.  (2009).  De 

acordo  com  Duarte  et  al.  essa  evidência  reforça  que  a  suscetibilidade  a 

doxiciclina não pode ser usada como um marcador para a diferenciação entre 

M. abscessus e M. massiliense. 

De acordo com o CLSI  os resultados da tobramicina não devem ser 

reportados  para  o  grupo  M.  fortuitum  ou  M.  abscessus,  uma  vez  que  o 

tratamento com esse fármaco será superior à amicacina apenas nas infecções 

por causadas por  M. chelonae.  O CLSI enfatiza também que vários estudos 

evidenciam que virtualmente todos os isolados de M. chelonae e M. abscessus 

são  resistentes ao sulfametoxazol, enquanto os isolados de  M. fortuitum  são 

sensíveis,  dados  que  corroboram  com  os  achados  deste  estudo  (NCCLS 

2003). 

No presente estudo ficou evidente que os padrões de PFGE gerados a 

partir da análise do DNA genômico podem ser utilizados para a avaliação de 

isolados de  M. massiliense e outras MNT epidemiologicamente relacionadas. 

Adicionalmente,  comparações  com cepas  controle  demonstraram o  elevado 

poder  discriminatório  do  método  de  PFGE  para  identificar  origem  clonal. 

Carbonne et al.  (2009) descreveram um surto de infecção subcutânea após 

mesoterapia causado por  M. chelonae no qual comparações por PFGE entre 

onze cepas isoladas de diferentes pacientes e uma cepa isolada do ambiente 



(água  de  torneira)  evidenciaram  100%  de  similaridade  entre  os 

microrganismos,  sendo  considerados  portanto,  indistinguíveis.  A  partir  das 

análises  epidemiológicas,  microbiológicas  e  moleculares  os  autores 

encontraram  uma  forte  evidência  de  que  a  água  contaminada  de  torneira 

representa uma importante fonte de infecção por MNT. Griffiths et al. (2007) 

recomendam que a água de torneira ou fluidos derivados de água de torneira 

usados durante implante de próteses sejam evitados no centro cirúrgico e na 

limpeza de instrumentos médicos e cirúrgicos. Infelizmente no presente estudo 

o acesso aos hospitais  foi  restrito,  fato que impossibilitou uma investigação 

microbiológica detalhada sobre possíveis fontes de contaminação. Diante do 

exposto,  amostras  ambientais  não  foram  coletadas  e  as  cepas  de  M. 

massiliense estudadas foram recuperadas exclusivamente a partir de amostras 

clínicas.      

Em observância ao elevado nível de similaridade dos isolados, podemos 

considerar  a  possibilidade  de  uma  fonte  única  de  infecção  bem  como  a 

existência  de  procedimentos  inapropriados  durante  as  videoscopias  e  uma 

possível  contaminação  ambiental,  representando  esse  conjunto  uma  das 

causas  mais  prováveis  para  a  ocorrência  do  surto.  A  desinfecção  e/ou 

esterilização dos instrumentos utilizados em cirurgias é sem dúvida uma etapa 

crítica.  No  caso  específico  das  videoscopias  -  laparoscopia,  artroscopia  e 

outras - recomenda-se a esterilização de todas as partes dos equipamentos 

consideradas  críticas,  ou  seja,  artigos  que  penetram  tecidos  estéreis  ou 

sistema vascular (Hinrichsen 2007). 

Duarte et al. (2009), em um estudo desenvolvido no Rio de Janeiro/RJ, 

registraram a maior epidemia de infecção pós-cirúrgica causada por MNT já 



documentada  no  Brasil,  e  afirmam  que  existe  um  clone  epidêmico  de  M. 

massiliense circulando no país,  o então designado clone BRA100, de modo 

que as cepas oriundas de Belém, Goiás e Rio de Janeiro têm perfil de PFGE 

idêntico.  Segundo os autores,  38 hospitais do Rio de Janeiro tiveram casos 

confirmados  por  culturas  microbiológicas,  totalizando  148  isolados  de  M. 

massiliense tolerantes ao glutaraldeído a 2%. O número crescente de casos de 

infecção por MNT após procedimentos por vídeo pode ser justificado, em parte, 

pela  tolerância  ao  glutaraldeído  entre  isolados  do  grupo  M.  chelonae-

abscessus e  uma  baixa  suscetibilidade  a  níveis  elevados  de  desinfetantes 

(Manzoor et al. 1999; Nomura et al. 2004; van Klingeren et al. 1993). 

Considerada uma importante medida para a redução da ocorrência de 

infecções  causadas  por  MCR  nos  serviços  de  saúde  do  nosso  país,  a 

Resolução N°8 da ANVISA, de 27 de Fevereiro de 2009, publicada no DOU em 

02/03/2009,  determinou  a  suspensão  da  esterilização  química  por  imersão, 

utilizando agentes esterilizantes líquidos, para os artigos invasivos, usados em 

cirurgias abdominais e pélvicas convencionais, laparoscopias, mamoplastias e 

cirurgias plásticas como a lipoaspiração.

7. CONCLUSÕES

- Os microrganismos envolvidos no surto de infecção após videoscopias em 

Goiânia-GO foram identificados como Mycobacterium massiliense por PRA-

hsp65 e sequenciamento parcial do gene rpoB. 



- O  perfil  de  suscetibilidade  dos  isolados  evidenciou  sensibilidade  a 

amicacina  e  claritromicina,  resistência  a  ciprofloxacina,  doxiciclina, 

sulfametoxazol, tobramicina e sensibilidade intermediária a cefoxitina.  

- A genotipagem das  cepas  por  PFGE evidenciou  perfil  genético  idêntico 

sugerindo  a  possibilidade  de  fonte  comum  de  infecção  nos  diferentes 

hospitais e que técnicas inadequadas de assepsia durante as videoscopias 

e/ou processamento inadequado de artigos e/ou a contaminação ambiental 

contribuíram de alguma forma para a ocorrência do surto. 
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