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Resumo

As espécies do grupo Mycobacterium abscessus (MAG) podem causar
infeccbes em diferentes 6rgdos e tecidos, sendo M. abscessus a terceira
micobactéria ndao tuberculosa mais isolada, e sdo responsaveis por 80% das
infeccbes pulmonares causadas pelas micobactérias de crescimento rapido
(MCR). Suas infecgbes sao de dificil resolugdo devido a sua resisténcia
intriseca e adquirida a maioria das classes de antibidticos usualmente
utilizados, tornando este grupo de grande preocupagéao para a saude publica. O
teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) é recomendado para auxiliar
na escolha terapéutica e a unica metodologia validada é a concentragéo
inibitéria minima, recomendada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute.
Este projeto teve como objetivo avaliar o TSA pelo sistema automatizado
BACTEC MGIT 960/TB eXiST para isolados do MAG. Além disso, foi avaliada a
presenca de plasmideos. A cepa M. abscessus ATCC 19977 foi utilizada para
desenvolver o protocolo e, subsequentemente, o TSA foi realizado para 31
isolados de MAG frente a quatro antibioticos tanto pelo sistema BACTEC MGIT
960/TB eXiST quanto pelo método padrao REMA. A comparacao entre os dois
métodos mostrou que nao houve erros criticos. No geral, o sistema BACTEC
MGIT 960/TB eXiST forneceu corretamente as informagdes clinicamente
relevantes, com a unica excegcao sendo uma discrepancia menor. Todos os
isolados testados foram sensiveis (4 uyg/mL) a amicacina, com a exceg¢ao de um
isolado resistente. Para imipenem, todos os isolados foram resistentes (32
pg/mL), enquanto para cefoxitina apenas dois isolados foram sensiveis (16
pg/mL). Em relagdo a claritromicina, 14 isolados foram sensiveis (2 pg/mL)
enquanto os restantes foram resistentes (8 pg/mL). A analise gendmica
evidenciou que apenas dois isolados apresentaram plasmideos. O isolado 381
apresentou dois contigs, sendo um deles idéntico ao fago Adler, enquanto o
isolado 1189 apresentou um unico contig com diversos mecanismos de defesa

celular, incluindo uma metalo beta-lactamase. Este estudo descreve um



protocolo de TSA para MCR pelo sistema MGIT 960/TB eXiST e que a
aplicagdo do método a um conjunto de isolados clinicos demonstrou que o

sistema é confiavel e altamente reprodutivel.

Palavras-chave: Mycobacterium abscessus, antibacterianos, genoma



Abstract

Species of the Mycobacterium abscessus group (MAG) are capable of infecting
different types of organs and tissues, being the third most isolated non-
tuberculous mycobacteria, and are responsible for 80% of pulmonary infections
caused by fast-growing mycobacteria (MCR). Infections caused by MCR are
difficult to resolve due to their intrinsic and acquired resistance to most
commonly used antibiotic classes, making this group a major public health
concern. Drug susceptibility testing (DST) is the minimum inhibitory
concentration indicated for therapeutic follow-up, and the only validated
methodology is that recommended by the Clinical & Laboratory Standards
Institute. This project aimed to evaluate DST by BACTEC MGIT 960/TB eXiST
system for MAG isolates. In addition, the presence of plasmids was evaluated.
M. abscessus ATCC 199777 was used to develop the protocol, and
subsequently DST for four antibiotics was performed against 31 clinical isolates
using both REMA method and MGIT system. Comparison between both
methods showed that there were no critical errors. Thus, overall, the MGIT
system correctly provided the clinically relevant information, with the sole
exception being a minor discrepancy. All isolates tested were susceptible (4
Mg/mL) to amikacin with the exception of one resistant isolate. For imipenem, all
isolates were resistant (32 pg/mL), while for cefoxitin only two isolates were
susceptible (16 pg/mL). Regarding clarithromycin, 14 isolates were susceptible
(2 pg/mL) while the remaining were resistant (8 ug/mL). Genomic analysis
showed that only two isolates presented plasmids. Isolate 381 had two contigs,
one of which was identical to Adler phage, while isolate 1189 had a single contig
with several cellular defense mechanisms, including a metallo beta-lactamase.
This study describes a protocol for performing DST of rapidly growing
mycobacteria using the MGIT 960/TB eXiST system and that applying the
method to a set MAG of clinical isolates demonstrated that the MGIT 960

system was reliable and highly reproducible.
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1. Introducgao

1.1 Caracteristicas do género Mycobacterium

O género Mycobacterium spp. contempla espécies que diferem
amplamente em uma variedade de caracteristicas, tais como o potencial
patogénico em humanos e animais, reservatorios e desempenho de
crescimento em meio cultura. Este género pode ser dividido em quatro grupos
principais, baseado em diferengas fundamentais em epidemiologia, capacidade
de causar doenca e de crescimento in vitro, sendo eles o complexo M.
tuberculosis, M. leprae, M. ulcerans e as denominadas Micobactérias N&o
Tuberculosas (MNT). As espécies desse género sdo aerdbicas e imdveis, ndo
formam esporos e apresentam morfologia pleomérfica, com bacilos ligeiramente
curvos, os quais podem produzir filamentos (Pfyffer, 2006; Forbes et al., 2018).

As micobactérias possuem tempo de geragcdo que pode variar entre
duas e 20 horas, devido a sua espessa parede celular constituida por
complexos lipidicos associados a acidos micdlicos, lipoarabinomanano e
manosideos fosfatidilinositol (Figura 1) (Medjahed et al., 2010). A parede celular
também contribui para a fisiologia e viruléncia desses organismos, pela
hidrofobicidade e impermeabilidade a diversas substancias, incluindo
antibidticos e desinfetantes (Jarlier & Nikaido, 1994; Daffe & Drapert, 1998;
Falkinham, 2003).
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Figura 1. Estrutura da parede celular das micobactérias.

O alto conteudo de acidos micélicos da parede celular destas bactérias
confere a caracteristica de resistir a descoloracao com alcool-acido durante a
coloracao pela técnica de Ziehl-Neelsen, sendo denominadas bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) (Figura 2). Sdo consideradas Gram positivas, apesar
de nao se corarem facilmente pela técnica de Gram, uma vez que os complexos
lipidicos impedem a penetragdo de corantes comuns (Pfyffer, 2015; Forbes et
al, 2018).
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Laboratério de Micobactérias do HCFMUSP, 2019

Figura 2. Mycobacterium tuberculosis, coloragao pela técnica de Ziehl-Neelsen,
microscopico optico no aumento 1000x, em meio liquido, presenca de fator

corda.

As micobactérias podem ser classificadas de acordo com o tempo de
crescimento a partir de um indculo padronizado, sendo denominadas
micobactérias de crescimento rapido (MCR) as que apresentam col6nias
visiveis até sete dias de crescimento em meio de cultura solido, e micobactérias
de crescimento lento (MCL), que apresentam colénias visiveis apds sete dias.
Entretanto, algumas espécies, como M. leprae, nao sao capazes de crescer em
meio de cultura (Falkinham, 2015; Forbes et al., 2018).

A producdo de pigmento também é uma forma de classificacdo, sendo
micobactérias fotocromdgenas as que apresentam pigmentagdo somente em
presencga de luz, acromdgenas as que nao pigmentam e as escotocromdgenas
que apresentam pigmentagcao tanto em presenga quanto em auséncia de luz
(Figura 3) (Runyon et al., 1959).
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The Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association. Disponivel em:
https://jata.or.jp/english/dmrr.html

Figura 3. Produgcdo de pigmentos por micobactérias em meio de crescimento
solido.

1.2 Identificagao

Atualmente, estdo descritas 197 espécies e 14 subespécies de
micobactérias (Euzéby, 2019). Para a diferenciagdo dessas espécies existem
varias técnicas de identificagdo, tanto fenotipicas como genotipicas. Os testes
fenotipicos sdo baseados no crescimento in vitro em presenca de diversas
substancias, na morfologia da col6nia, na produgdo de pigmentos e em
atividades metabdlicas (Chimara et al., 2008; Nash et al., 2009). Entretanto,
demandam tempo e um trabalho intensivo, levando algumas semanas para
serem finalizados (Pourahmad et al., 2009).

Os métodos baseados em analise de DNA permitem uma identificagao
mais rapida e precisa que os métodos fenotipicos. Ha varios métodos
moleculares disponiveis, comerciais ou n&o. Um dos primeiros métodos
comerciais amplamente utilizados foi o Accu-Probe (Gen-Probe Incorporated,

San Diego, USA). A grande limitagdo desta metodologia encontra-se no numero
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reduzido de sondas de DNA disponiveis, limitando a identificacdo a quatro
espécies de micobactérias nao tuberculosas (M. kansasii, M. gordonae, M.
avium, M. intracellulare) e as espécies do complexo M. tuberculosis.
Posteriormente, outras metodologias baseadas em sondas foram desenvolvidas
e comercializadas, a exemplo da Geno-Type Mycobacteria CM/AS (Hain
Lifescience GmbH, Nehren, Alemanha) e Speed Oligo Mycobacteria (Vircell,
Granada, Espanha). No entanto, estes testes identificam apenas as espécies
mais frequentemente isoladas em laboratérios clinicos (Telenti et al., 1993;
Chimara et al., 2008; Pourahmad et al., 2009; Costa et al., 2010). Um teste
muito usado por laboratorios de referéncia e pesquisa € baseado em PCR
associado a analise de restricdo enzimatica (PRA) de um fragmento de 441 bp
do gene hsp65, que codifica uma proteina que € sintetizada em situagbes de
stress térmico (do inglés heat shock protein) (Telenti et al., 1993; Costa et al.,
2009). As diferentes espécies de micobactérias apresentam padrées de
fragmentos de restrigdes distintos, permitindo que a identificagdo da espécie de
um isolado desconhecido seja determinada pela comparagdo com algoritmos
publicados (Chimara et al.,, 2008). No entanto, esse método possui como
limitagdo a presencga de perfis idénticos para algumas espécies (46 espécies)
impossibilitando uma identificagao final conclusiva (Chimara et al., 2008).

O sequenciamento de fragmentos de genes tem sido considerado
padrao ouro na identificacao dessas espécies, e 0s genes mais utilizados sao o
gene da subunidade ribossomal 16S rRNA (Groote & Huitt, 2006), o gene hsp65
(Telenti et al., 1993) e o gene rpoB (Costa et al., 2009).

Mais recentemente a utilizacdo da espectrometria de massa, com
ionizacdo e dessorgcao a laser assistida por matriz seguida pela detecgédo em
um analisador do tipo tempo de v6o (MALDI - TOF), tem sido cada vez mais
empregada na identificacdo das micobactérias. Entretanto, o elevado custo da
aquisicao deste equipamento permite sua utilizagdo apenas em grandes centros
de pesquisas e hospitais (Akyar et al., 2018; Morales et al., 2018; Brown-Elliot
et al., 2019; Rotcheewaphan et a., 2019).
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Em razdo das limitagcbes das metodologias, tanto fenotipicas como
moleculares, os laboratorios, de modo geral, tém utilizado a combinagao de
ambas, uma vez que o numero de espécies descritas tem aumentado de forma
exponencial (Chimara et al.,, 2008; Dai et al., 2011). Nos ultimos cinco anos
foram descritas 29 novas espécies, 14,6% do total de espécies aceitas (Euzéby,
2019).

1.3 Complexo Mycobacterium tuberculosis

O complexo M. tuberculosis contempla as espécies M. tuberculosis, M.
bovis, M. bovis Bacillus Calmette-Guérin (BCG), M. caprae, M. africanum, M.
pinnipedii, M. microti, M. orygis, M. mungi e M. canetti, que apresentam 99% de
similaridade no gene 16S rRNA e perfis idénticos pelas técnicas de MALDI-TOF
MS e cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Somoskovi et al.,
2008; Forbes et al., 2018). Apesar destas elevadas similaridades moleculares,
estas espécies diferem significantemente em morfologia, bioquimica,
hospedeiros, capacidade de causar doengas em animais, perfil de
suscetibilidade aos farmacos, distribuicdo geografica e perfis epidemiolégicos
(Forbes et al., 2018).

Estes microrganismos sdo micobactérias de crescimento lento que sao
reconhecidos como agentes etiolégicos da tuberculose (TB), sendo capazes de
infectar uma variedade de mamiferos, incluindo humanos. A TB € uma doenca
granulomatosa progressiva que afeta principalmente os pulmdes (tuberculose
pulmonar), com capacidade menos frequente de afetar outros &rgaos
(extrapulmonar) como intestino, meninges, ossos, articulagdes, linfonodos, pele
e outros tecidos (Lawn & Zumla, 2011; Forbes et al., 2018).

A TB humana é transmitida pela inalagado de goticulas contendo o bacilo
que atingem os alvéolos pulmonares. Apds exposi¢cdo, apenas 10% dos

individuos infectados progridem para doenga ativa. Entretanto, o patégeno pode
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permanecer em estado latente por muitos anos e ser reativado causando a
doenga. O risco de progressao para doenga € maior logo apods a infecgéo inicial
e aumenta drasticamente para pessoas co-infectadas com HIV/AIDS ou outras
condigbes de comprometimento imunoldgico (Lawn & Zumla, 2011; Forbes et
al., 2018).

E considerada a doenca infecciosa com maior taxa de mortalidade no
mundo, sendo estimados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) 1,6
milhdes de mortes e 10 milhdes de novos casos em 2017. Os paises em
desenvolvimento s&o os mais vulneraveis, com mais de 95% dos casos
reportados. O tratamento da TB tem duragéo de seis meses e consiste em duas
fases, denominadas fase de ataque e fase de manutencédo. Na primeira fase, é
utilizada a associagdo de quatro farmacos de primeira linha (isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol) e, na segunda fase, sdo utilizadas
somente rifampicina e isoniazida. Apesar de ser uma doenga tratavel, o
tratamento é de dificil adesédo pelos pacientes devido ao longo periodo e aos
efeitos colaterais decorrentes da toxicidade dos farmacos utilizados. Como
consequéncia destes fatores, ha o desenvolvimento da TB resistente.

A resisténcia é uma grande ameaga ao controle da doencga, que é
realizado por medidas e programas estabelecidos por 6érgaos de saude publica.
Globalmente, em 2018, a OMS estimou que 3,4% dos 7 milhdes de casos
novos e 18% dos casos previamente tratados de TB apresentavam
multirresisténcia (MR), ou seja, resisténcia a isoniazida e rifampicina. Destes
casos, 9,5% apresentavam TB extensivamente resistente (XR), definida quando
uma cepa MR também apresenta resisténcia a uma fluoroquinolona e a um dos
farmacos injetaveis de segunda linha. No Brasil, o mais recente relatorio da
OMS reporta um numero absoluto de 1600 a 2300 casos de TB-MR (OMS,
2019). No entanto, o tratamento destes casos €& mais critico, pois sao
administrados farmacos mais téxicos e menos eficazes por um periodo minimo

de 20 meses. Nos casos de TB-XR, este cenario torna-se mais problematico
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devido a caréncia de opgdes terapéuticas. Apenas 52% dos pacientes com TB-
MR e 28% dos pacientes com TB-XR séo tratados com sucesso (OMS, 2018).

1.4 Micobactérias nao tuberculosas (MNT)

As MNT s&o microrganismos onipresentes no meio ambiente, podendo
ser recuperadas do solo e fontes naturais de agua (agua doce e agua do mar),
bem como reservatérios artificiais (agua tratada, sistemas de esgoto, piscinas,
equipamentos médicos, entre outros). Estas micobactérias podem formar
biofiimes em diversos materiais organicos (diferentes tipos de plasticos e
silicone) e inorganicos (vidro, metais etc.) devido a sua hidrofobica parede
celular e sua resisténcia a desinfetantes, antibidticos e metais pesados. Os
biofilmes tém papel fundamental na protegdo das MNT contra fatores externos,
promovendo a sua colonizagao (Hall-Stoodley et al., 2005; Forbes et al., 2018).

Biofiimes sdo formados por comunidades microbianas que aderem a
superficies bidticas ou abidticas, nas quais sdo envoltas por uma matriz auto-
produzida composta por exopolissacarideos, DNA extracelular, proteinas e
lipidios. O modelo classico de desenvolvimento da formacédo de biofilme
sustenta que células planctbnicas moveis se ligam a uma superficie em
resposta a uma variedade de sinais ambientais, como exposicdo a
antimicrobianos e estresses fisico-quimicos (Hall & Mah, 2017).

Os biofiimes sao clinicamente importantes porque estdo associados a
diversos tipos de infecgdes como endocardite, fibrose cistica, pneumonia,
calculos renais infecciosos, infecgdes do ouvido interno e muitas infeccoes
adquiridas em hospitais por cateteres. Acredita-se que a matrix produzida nos
biofilmes funciona como uma barreira protetora contra diversos agentes
antimicrobianos, o que contribui para infecgdes persistentes e crbénicas, apesar
de antibioticoterapia (Chakraborty & Kumar, 2019).
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Devido a onipresenca das micobactérias em diversos ambientes,
acredita-se que as infecgbes humanas sdo adquiridas destas fontes, mas a
identificacdo de uma fonte especifica normalmente ndo é possivel (Hall-
Stoodley et al., 2005; Forbes et al., 2018).

A presenca destas micobactérias pode resultar em colonizacéao, infeccao,
que podem ser transitorias, intermitentes ou prolongadas, e/ou doencga. Ja que
o contato com as MNT presentes no meio ambiente é constante, estas podem
ser detectadas no trato respiratério e gastrointestinal, ou na pele de individuos
sadios. As MNT estéo relacionadas a diferentes tipos de doengcas em humanos
e 0 espectro de suas infec¢gdes pode variar de menor grau, doenga cutanea
auto-limitada, a infecgdo generalizada com risco de vida.

Inicialmente, eram somente associadas a doengas em individuos
imunocomprometidos, entretanto, no ano de 1950, reconheceu-se a importancia
das MNT na patologia humana como agentes etiolégicos de inumeros quadros
nosoldgicos, acometendo também individuos imunocompetentes. S&o mais
frequentemente relacionadas a infecgdes pulmonares, de pele e linfadenite, e
nos ultimos anos tém sido apontadas como responsaveis por um elevado
namero de infeccbes nosocomiais, apds procedimentos médicos invasivos.
(Brown-Elliot & Wallace Jr., 2002; Adekambi et al., 2006; Groote & Huitt, 2006;
Castro et al., 2007; Padoveze et al., 2007; Esteban et al., 2008; Jarzembowski
et al., 2008; Pitombo et al., 2009; Duarte et al., 2009; Medjahed et al., 2010;
Gayathri et al., 2010; Wongkitisophon et al., 2011).

Na investigacado destas infecgdes, foi concluido que a negligéncia nos
processos de limpeza, desinfec¢do, esterilizacdo e acondicionamento de
instrumentos cirdrgicos somados a alta resisténcia dessas bactérias a
antibidticos e agentes desinfetantes, como cloro, glutaraldeido alcalino e
organomercuricos, foram responsaveis pelos casos (Falkinham, 2003; Groote &
Huitt, 2006; van Ingen et al., 2009; Carvalho et al., 2012).

Como as infecgcbes pelas MNT nédo sdo consideradas de notificagao

compulséria em diversos sistemas publicos de saude no mundo, dados
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epidemiolégicos e de vigilancia séo limitados e pouco confiaveis. Estudos
recentes mostram o aumento na incidéncia de infec¢gdes causadas por esses
microrganismos, atribuido ao reconhecimento de seu potencial patogénico e
pela emergéncia de pacientes imunocomprometidos, particularmente pacientes
com HIV e aqueles submetidos a transplantes (Braun et al., 2013; Kendall &
Winthrop, 2013). Outro importante fator para esse aumento € o avango nas
metodologias nos laboratérios de Micobacteriologia, melhorando a detecgéo e
identificagdo das MNT a partir de espécimes clinicos (Griffith et al., 2007;
Jarzembowski & Young, 2008; Braun et al., 2013; Kendall & Winthrop, 2013).

Dentre as espécies mais frequentemente isoladas estdo o complexo M.
avium, M. kansasii e M. xenopi, de crescimento lento, e M. fortuitum, M.
chelonae e M. abscessus, de crescimento rapido (Forbes et al., 2018).

Esses microrganismos sao intrisicamente resistentes aos farmacos
convencionais utilizados para o tratamento da tuberculose (isoniazida,
rifampicina, etambutol e pirazinamida), incluindo tetraciclinas, fluoroquinolonas
e sulfonamidas (Groote & Huitt, 2006; Petrini, 2006). O tratamento das
infecgbes depende da identificacdo da espécie, ja que cada espécie exibe um
padrao diferente de suscetibilidade aos antimicrobianos. O M. abscessus é a
mais notavel e mais intrigante, ja que é considerada a espécie mais resistente
aos antibidticos utilizados entre todas as MNT potencialmente patogénicas
(Gayathri et al., 2010; Medjahed, 2010; Maurer et al., 2012).

1.5 Grupo Mycobacterium abscessus

M. abscessus € uma MCR acromoégena, com crescimento ideal em
temperatura entre 28 e 37°C, apresenta morfologia de colénia heterogénea,
variando de rugosa a lisa (Kusunoki & Ezaki, 1992; Petrini, 2006; Catherinot et
al., 2007).
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Desde sua primeira descricdo, por Moore e Frerichs em 1953, esta
espécie ja passou por diferentes classificagbes (Figura 4). Inicialmente, foi
considerada como subespécie de M. chelonae ou ainda considerada parte do
complexo M. fortuitum (van Ingen et al., 2009). Somente apos 1992 foi
considerada como espécie, resultado de estudos gendémicos por meio de
hibridacdo DNA-DNA e pelo reconhecimento de sua patogenicidade em
humanos (Griffith et al., 1993; Nessar et al., 2012). Em 2004, Adekambi e col.
descreveram uma nova espécie, M. massiliense, como causa de pneumonia
hemoptdica. Posteriormente, em 2006, em estudo sobre MCR, Adekambi e col.
descreveram a espécie M. bolletii. As trés espécies, M. abscessus sensu strito,
M. massiliense e M. bolletii foram propostas com base nas diferencas na
sequéncia do gene rpoB e nos perfis obtidos nas provas fenotipicas (Adekambi
et al., 2006; Petrini, 2006; Medjahed, 2010).

Ledo e col. (2009 e 2010) compararam as especies M. massiliense, M.
bolletii e as espécies pertencentes ao grupo M. chelonae - M. abscessus, a
partir de isolados clinicos relacionados com o surto ocorrido no Brasil no
periodo de 2004 a 2008. Os resultados de diferentes analises fenotipicas e
geneéticas, incluindo a hibridagdo DNA-DNA, revelaram elevada similaridade
entre estas espécies e estes dados serviram de base para a proposta de uma
nova classificagcdo em duas subespécies: M. abscessus subsp. abscessus, para
as cepas M. abscessus sensu strito, e M. abscessus subsp. bolletii, para as
cepas anteriormente classificadas como M. massiliense e M. bolletii. Essa nova
classificacdo pode ser evidenciada pela técnica de identificagdo molecular PRA-
hsp65 (Leéo et al., 2009; Leao et al., 2011).

No entanto, apesar de M. massiliense e M. bolletii terem sido
classificadas em uma mesma subespécie (M. abscessus subsp. bolletii),
possuem diferengcas quanto ao padrdo de suscetibilidade a farmacos e ao
tratamento (Koh et al., 2011; Bryant et al., 2013). Estudos recentes com
andlises de genomas completos mostraram evidéncias que suportam a

presenga de trés subspécies: M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus
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subsp. bolletii e M. abscessus subsp. massiliense (Cho et al., 2013; Tortoli et
al., 2016).

1952: M. abscessus 1992: M. abscessus

isolado de abscesso elevado ao status de
de joelho espécie distinta de M.
chelonae

2006: M. bolletii
descoberto por andlise
do gene rpoB

2011: M. bolletii e

M. massiliense foram
unidos para formar
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M. abscessus

1972: Designado
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2004: M. massiliense
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abscessus subsp.
massiliense e M.
abscessus subsp.
bolletii
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Figura 4. Linha do tempo da taxonomia de M. abscessus desde 1950 até os

dias atuais.

1.5.1 Clinica

As espécies do grupo M. abscessus podem causar infeccoes em
diferentes 6rgaos e tecidos, sendo M. abscessus subsp. abscessus a terceira
espécie de MNT mais isolada, apds o complexo M. avium e M. kansasii, € sao
responsaveis por 80% das infecgbes pulmonares causadas por MCR. As
infeccdes pulmonares podem ficar dormentes por anos no hospedeiro, podendo
induzir a formagdo de lesdes granulomatosas (Medjahed et al., 2010).
Pacientes com infecgcbes pulmonares causadas por M. abscessus subsp.

abscessus geralmente sdao mulheres brancas com mais de 60 anos, nao
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fumantes e sem fatores predisponentes. Fatores de riscos que sdo comumente
associados as infecgcdes pulmonares sao fibrose cistica, bronquiectasias com
infiltracdo pulmonar reticulonodular e, mais raramente, pneumonia lipdide e
disturbios gastrointestinais com vémito crénico (Griffith et al., 1993; Griffith et
al., 2007; Medjahed et al., 2010; Maurer et al., 2012; Shallom et al., 2013).

As infecgbes cutaneas ocorrem pela quebra da barreira histolégica do
hospedeiro concomitantemente com a inoculacdo da bactéria no tecido. Isto
pode ocorrer em procedimentos meédicos invasivos, como também em
mesoterapia, sugerindo que a infecgado pode ocorrer por meio da contaminagéo
de instrumentos médicos, solugdes, entre outros, utilizados durante os
procedimentos (Adekambi et al., 2006; Petrini, 2006; Padoveze et al., 2007;
Ordway et al., 2008; Duarte et al., 2009; Medjahed et al., 2010; Huang et al.,
2010; Wongkitisophon et al., 2011).

O grupo M. abscessus também € responsavel por infeccboes
disseminadas apos transplantes e tem a capacidade de atravessar barreiras
cerebrais, podendo causar meningites e meningoencefalites (Medjahed et al.,
2010).

Até recentemente, ndo havia evidéncias de transmissdo de MNT entre
humanos ou de animais para humanos. Entretanto, dois estudos recentes
investigaram surtos envolvendo pacientes com fibrose cistica por meio de
dados epidemioldgicos e analises genOmicas, 0s quais sugerem a possivel
transmissdo de M. abscessus subsp. abscessus entre pacientes (Aitken et al.,
2012; Bryant et al., 2013; Bryant et al., 2016; Grogono et al., 2017).

1.5.2 Epidemiologia
A prevaléncia das infecgdes causadas pelas MCR, em especial o grupo

M. abscessus, esta aumentando em todo o mundo (Petrini et al., 2006; Cassidy

et al., 2009). Em um estudo realizado em Ontario, Canada, no periodo de 1997
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a 2003, os autores mostraram um aumento de 9,6% na prevaléncia de MCR
pulmonar (Marras et al., 2007). No Estado de S&o Paulo, a frequéncia de
isolamento do grupo M. abscessus aumentou 4,8% comparando-se o periodo
de 1991 a 1997 com 2003 a 2007 (comunicagao pessoal). Este aumento deve-
se ndao somente ao avango nos metodos de diagnéstico, mas também ao
aumento de individuos com fatores de risco como cancer, transplante renal,
bronquiectasia, fibrose cistica, ao crescimento da populagcado na terceira idade e
ao compartilhamento de ambientes entre o homem e este microrganismo
(Marras et al., 2007; Jang et al., 2014; Mirsaeidi et al., 2014).

1.5.3 Diagnéstico e Terapéutica

Como o grupo M. abscessus e outras MNTs s&do onipresentes no meio
ambiente, incluindo sistema de abastecimento de agua, a presenca de culturas
positivas de trato respiratério nem sempre indica doenga pulmonar. Portanto,
pacientes devem apresentar sintomas caracteristicos, radiologia compativel, e
duas ou mais amostras de escarro positivas com identificacdo desta espécie,
como também a exclusédo de outra causa potencial de doenga pulmonar (Griffith
et al., 2007; Haworth et al., 2017). Caso a coleta de escarro seja dificultada, o
lavado broncoalveolar, lavado gastrico ou uma bidpsia transbronquial podem
ser coletados na investigagdo de doenca pulmonar. A infecgdo pode ser
validada no laboratério por meio de baciloscopia e cultura em meios solidos e
liquidos (Haworth et al., 2017).

Infelizmente, a quimioterapia antimicrobiana para as infeccbes
causadas pelo grupo M. abscessus € particularmente dificil devido a sua
resisténcia intriseca e adquirida a maioria das classes de antibidticos
usualmente utilizadas, tornando este grupo de grande preocupagdo para a
saude publica (Nessar et al., 2012; Lupeman et al., 2019). Além disso, a falta de

evidéncia de que a suscetibilidade in vitro aos antimicrobianos corresponde a
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eficacia in vivo, limita ainda mais a escolha terapéutica, o que resulta, na
maioria dos casos, em um tratamento mal-sucedido (Lupeman et al., 2019).

Os isolados de infec¢des causadas por este patdgeno geralmente sao
suscetiveis in vitro aos agentes parenterais amicacina, cefoxitina e imipenem, e
aos macrolideos orais azitromicina e claritromicina. Esta ultima é considerada
fundamental no tratamento de infecgbes pulmonares causadas pelo grupo M.
abscessus, ja que foi o unico farmaco a apresentar solida evidéncia de eficacia
clinica (Griffith et al., 2007; Jeon et al., 2009; Bastian et al, 2011; Maurer et al.,
2012; Shallom et al., 2013).

Devido a limitacdo de dados de estudos controlados e/ou randomizados
sobre o tratamento, ndo ha um consenso sobre um regime terapéutico padrao.
O tempo e intensidade do tratamento muitas vezes sao individualizados,
baseando-se no progresso clinico, microbiolégico e radiolégico, além da
toxicidade ser um importante fator na determinacao terapéutica (Nathavitharana
et al., 2019).

A Divisdo de Tuberculose do Centro de Vigilancia Epidemiolégica da
Secretaria de Estado da Saude do Estado de Sao Paulo dispbe, em sua pagina
eletrénica, recomendagdes para tratamentos de infecgcbes pulmonares
(http://www.saude.sp.gov.br/resources/cve-centro-de-vigilancia-epidemiologica/
areas-de-vigilancia/tuberculose/doc/tb11_3mntsb.pdf). Para infecgbes pelo
grupo M. abscessus, recomenda-se o uso de claritromicina e amicacina por 6 a
12 meses mais imipenem ou cefoxitina por 2 a 3 meses (Tabela 1) (Bombarda
et al.,, 2011). Para infecgbes por MCR, a ANVISA publicou, em 2009, nota
técnica conjunta, com as recomendacbes de tratamento de acordo com a
localizagdo e extensdo da lesdo (Nota técnica conjunta n° 01/2009 SVS/MS e
ANVISA).
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Tabela 1. Tratamento das MNT pulmonares mais frequentes no Estado de Sao
Paulo (2008-2011) de acordo com Bombarda e col. 2011.

Espécie Tratamento sugerido Observagoes
M. kansasii R+ H + E por 18 meses e/ou Formas cavitarias: associar
12 meses de cultura negativa S por 6 a 12 meses.
Resisténcia a R: ClI
M. avium Cl+ R + E por 18 meses e/ou Formas cavitarias: associar
M. intracellulare 12 meses de cultura negativa S por 6 a 12 meses.
M. chimarae Resisténciaa C: R+ H+E

(18 meses) + S ou Am (6
meses)

M. abscessus
M. massiliense

Cl+ Am (6 a 12 meses) +
Imipenem ou Cefoxitina (2 a

Considerar cirurgia sempre
que possivel. Cursos

M. bolletii 3 meses) intermitentes de tratamento
podem ser utilizados ja que
atualmente a doenca
pulmonar é considerada
incuravel.

M. fortuitum Cl + Le por 18 meses + Am -

(3 a 6 meses) e/ou 12 meses
de cultura negativa
M. chelonae Cl+ Am (6 a 12 meses) + Considerar cirurgia sempre

Imipenem ou Cefoxitina (2 a
3 meses)

que possivel.

Am: amicacina 10 a 15mg/kg/dia (maximo 1g/dia, 5x/semana nos 2 primeiros meses e
2x/semana a partir do terceiro més. Reduzir a dose para pacientes com mais de 60 anos);
Cefoxetina: 200mg/dia; CI: claritromicina 500 mg a 1g/dia; E: etambutol 25mg/kg/dia (maximo:
1,29); H: isoniazida 5 a 10mg/kg/dia (maximo 300mg); Imipenem: 30mg/kg/dia; Le: levofloxacino
500 a 750 mg/dia R:rifampicina 10mg/kg/dia (maximo 600mg); S: estreptomicina 10 a
15mg/kg/dia (maximo 1g/dia, 5x/semana nos 2 primeiros meses e 2x/semana a partir do terceiro

més de tratamento. Reduzir a dose para pacientes com mais de 60 anos).

Com o reconhecimento do aumento de isolamentos do grupo M.

abscessus em pacientes com fibrose cistica, um guia especifico de tratamento
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e manejo de estratégias para este grupo de pacientes foi desenvolvido (Floto et
al. 2016). Em busca de minimizar o desenvolvimento de resisténcia, pacientes
com fibrose cistica colonizados com este grupo de microrganismos devem
evitar o uso de antibiéticos como os macrolideos, aminoglicosideos, imipenem e
linezolida para tratar outras infec¢des (Floto et al.,2016).

Strnad & Winthrop (2018) sugerem que o tratamento pulmonar das
infec¢cdes causadas pelo grupo M. abscessus deve ser dividido em duas fases,
na qual a fase inicial, chamada de fase de inducdo, deve incluir um ou mais
agentes intravenosos por pelo menos oito semanas dependendo da
tolerabilidade do paciente. A fase subsequente, denominada fase de
consolidagao, é baseada em agentes orais ou inalados por um periodo de 12 a
18 meses. Além disso, os autores sugerem que uma fase de supressao deve
ser considerada em casos de pacientes de alto risco de recidiva. Os
macrolideos orais devem ser utilizados em todas as fases quando as infec¢des
sdo causadas pela subespécie M. abscessus subsp. massiliense, devido a
suscetibilidade desta subespécie a este grupo de antimicrobianos, enquanto
para as subespécies M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp.
bolletii podem ser utilizados quando as opcgodes terapéuticas forem limitadas
devido a resisténcia ou tolerabilidade do paciente (Choi et al., 2012; Strnad &
Winthrop, 2018).

Estudos que avaliaram o desempenho do tratamento de pacientes
infectados por microrganismos do grupo M. abscessus, reportaram uma taxa
de sucesso entre 30-50% para M. abscessus subsp. abscessus, enquanto para
M. abscessus subsp. massiliense esta taxa variou entre 80-90%, devido a
disponibilidade do uso de macrolideos no tratamento (Koh et al., 2014; Koh et
al., 2017; Park et al., 2017).

A ressecgao cirurgica do tecido lesionado e/ou de corpos estranhos,
como proéteses de silicone e outros materiais, tem papel fundamental na cura
das infecgbes (Greendyke & Byrd, 2008; Jeon et al., 2009; Jarand et al., 2011).

Entretanto, nos casos de infecgdes pulmonares, apesar da ressecgao cirurgica
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auxiliar na resposta ao tratamento com antibiéticos, alguns estudos relatam que
a cura s6 foi alcangada em uma minoria dos casos (Petrini, 2006; van Ingen,
2011; Maurer et al., 2012).

Outros estudos mostram a variabilidade de esquemas terapéuticos e a
dificuldade de obtencdo da cura. Em um estudo envolvendo 107 pacientes com
doenga pulmonar por M. abscessus subsp. abscessus, Jarand e col. (2011)
mostraram a variabilidade de tratamentos empregados. Foram utilizados 16
farmacos em 42 combinagdes e em 23 pacientes foram realizadas cirurgias
para retirada de partes mais comprometidas. Para 29% dos pacientes a cultura
permaneceu positiva, 23% tiveram recidiva apos negativagcéo da cultura e 48%
permaneceram com cultura negativa. A permanéncia de culturas de escarro
positivas e a baixa resposta terapéutica foram atribuidos a diversos fatores
como a presenca de biofilmes, a caréncia de farmacos com efeito bactericida e
a presenga do gene erm(41) (Jarand et al., 2011).

Jeon e col. (2009) estudaram 65 pacientes com doenga pulmonar por
M. abscessus subsp. abscessus, os quais foram tratados com claritromicina,
ciprofloxacina e doxiciclina, com um regime inicial de quatro semanas usando
amicacina e cefoxitina. A conversdo e a permanéncia do escarro negativo por
mais de 12 meses foram obtidas em 58% dos pacientes. No entanto, essa taxa
foi bem menor em pacientes com resisténcia a claritromicina (17%) comparados
aqueles classificados como sensiveis ou intermediarios nos testes de
suscetibilidade ao farmaco (64%). Estes pesquisadores também verificaram que
as taxas de conversdo do escarro e de recidiva estavam associadas a

resisténcia a claritromicina (Jeon et al., 2009).

1.6 Mecanismos de resisténcia aos farmacos

O grupo M. abscessus é conhecido pela sua resisténcia intriseca a

maioria dos agentes quimioterapicos, incluindo todos os farmacos utilizados no

34



tratamento de infecgdes causadas pelo M. tuberculosis. Existem diversos
mecanismos naturais de resisténcia neste grupo, que incluem sua parede
celular hidrofébica e impermeavel, sistemas de efluxo, modificacdo ou
inativacdo de antibidticos através de enzimas e polimorfismos genéticos em

genes especificos (Figura 5) (Nessar et al., 2012; Lupeman et al., 2019).
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Lopeman et al. Microorganisms. 2019 Mar 22;7(3).

Figura 5. Resumo dos mecanismos de resisténcia exibidos pelo grupo
Mycobacterium abscessus. Existem varios mecanismos envolvendo diferentes
processos fisioldgicos, enzimaticos e gendmicos que contribuem para o perfil
notoriamente resistente. E provavel que estes processos, como bombas de
efluxo e genes de resisténcia a drogas, trabalham em sinergia para produzir

patdgeno resistente.

O fator que mais contribui para a resisténcia as diversas classes de

antiboticos € a espessa parede celular das micobactérias, que possuem um alto
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teor de lipideos, funcionando como uma barreira para agentes hidrofilicos e
lipofilicos, como também para acidos e alcalis (Daffe et al., 1998; Nguyen &
Thompson, 2006).

Além disso, a reducgéo de porinas na parede celular atua sinergicamente
com sistemas internos que sao ativados pela presenca intracelular de
antibidticos, ou seja, a redugdo de porinas acarreta em taxas extremamente
baixas de difusdo fornecendo aos sistemas reguladores tempo para ativar a
expressao de genes de resisténcia a farmacos (Nguyen & Thompson, 2006).

Outro constituinte da parede celular que também garante a resisténcia
das micobactérias sdo as bombas de efluxo, que atuam principalmente na
protecao contra agentes toxicos e promove homeostase celular pelo transporte
ativo de toxinas ou metabolitos para o ambiente extracelular (De Rossi, et al.,
2006; Louw et al., 2009)

O grupo M. abscessus codifica proteinas da familia de transportadores
ABC (ATP-binding cassette), bem como proteinas de membrana da familia
MmpL (Ripoll et al., 2009). A familia de transportadores MmpL é uma subclasse
de bombas de resisténcia a multiplos farmacos conhecida como permeases de
Resisténcia-Nodulagao-Divisao Celular (RNCD), que exportam componentes
lipidicos através do envelope celular das micobactérias (Tekaia et al., 1999). O
papel dos MmpLs na resisténcia aos farmacos no grupo M. abscessus ainda
nao esta totalmente compreendido, entretanto, ha evidéncias de que MmpL7

em M. tuberculosis confere resisténcia a isoniazida (Pasca et al., 2005).

1.6.1 Resisténcia aos macrolideos

Os agentes antimicrobianos do grupo dos macrolideos sdo produtos
naturais do metabolismo secundario de varias espécies de actinomicetos e
atuam ao se ligar a subunidade ribossomal 23S, préxima ao sitio catalitico da

regiao peptidiltransferase. Acredita-se que esta ligagao esta no canal de saida a
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partir do centro da peptidiltransferase até a cadeia crescente de peptideos,
sugerindo que os macrolideos nao atuam diretamente como inibidores
cataliticos, mas como bloqueadores fisicos da saida da cadeia peptidica,
prejudicando os estagios iniciais da sintese protéica (Vester & Douthwaite,
2001; Nash et al., 2005; Kim et al., 2010).

A partir de 1990, a claritromicina tornou-se o farmaco de escolha para o
tratamento das infecgbes causadas pelo grupo M. abscessus com relatos de
sucesso terapéutico (Maurer et al., 2012). Entretanto, casos de resisténcia ao
tratamento foram relatados, principalmente em casos de monoterapia (Wallace
et al.,1996; Petrini, 2006).

Os mecanismos de resisténcia a este farmaco podem envolver
modificagbes que alteram a forma e a composi¢cdo quimica do sitio de ligagao,
reduzindo a habilidade dos mesmos em interagir com as unidades ribossomais
e inibir a sintese proteica. Estas modificacbes ocorrem nos genes rrl e erm(41)
(Nash et al., 2009; Bastian et al., 2011; Maurer et al., 2012; Stout & Floto, 2012;
Shallom et al., 2013). No entanto, existem evidéncias de que outros
mecanismos de resisténcia possam estar envolvidos, como bombas de efluxo e
inativagdo do farmaco (Vester & Douthwaite, 2001).

Um dos mecanismos de resisténcia das espécies do grupo M.
abscessus esta associado a mutagao no gene rrl, o qual € responsavel pela
codificacdo do dominio da peptidiltransferase do 23S rRNA. Esta mutacéo é
pontual e ocorre na adenina da posigdao 2058 (A2058 em Escherichia coli) ou
2059 (A2059), conferindo altos niveis de resisténcia (Wallace et al., 1996;
Vester & Douthwaite, 2001; Brown-Elliot et al., 2012).

Wallace e col. (1996) analisaram geneticamente a resisténcia a
claritromicina, no periodo de 1990 a 1995, em isolados de M. abscessus subsp.
abscessus e M. chelonae provenientes de pacientes com doenga pulmonar
crénica ou doencga disseminada, tratados apenas com claritromicina. Dos 800
isolados analisados, 18 (2,25%) foram resistentes a claritromicina, e estes

foram submetidos ao sequenciamento do gene rrl, demonstrando a presenga de
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mutacao na adenina da posi¢ao 2058 em 38% ou da posi¢cao 2059 em 62%. Os
autores concluiram que a resisténcia dessas micobactérias a claritromicina esta
relacionada com esta mutacdo no gene rr/, mesmo que ocorra em raras
situacdes.

Outro mecanismo de resisténcia esta relacionado a resisténcia induzida.
Em presenca de um macrolideo (Figura 6), detectado direta ou indiretamente
pela estagnacao do ribossomo, a bactéria induz a expresséo do gene erm(41),
que codifica uma metil transferase, a metilase resistente a eritromicina, erm do
inglés erythromycin resistance methylase (Petrini, 2006; Griffith, 2010;
Medjahed, 2010; Bastian et al., 2011; Shallom et al., 2013). Essas enzimas
metiltransferases, transferem um ou dois grupos metil para uma unica adenina
na regido peptidiltransferase do RNA ribossémico 23S, impedindo a ligagdo e
acao do farmaco (Nash et al., 2003; Nash et al., 2005; Bailey et al., 2008; Stout
& Floto, 2012).

mRNA mRNA mRNA

Macrolideo

()

proteina

Macrolideo Ribossomo

Ribossomo Ribossomo

proteina

Stout JE Floto RA. Am J Respir Crit Care Med. 2012;186(9):822-3.

Figura 6. Mecanismo de acao dos macrolideos e resisténcia induzida. O

macrolideo se liga ao 23S rRNA, impedindo a sintese protéica. A expressao das
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proteinas erm (M) em resposta ao macrolideo leva a uma modificagdo do sitio

de ligagao ribossomal e induz a resisténcia ao macrolideo.

Essa modificagao parece ser favoravel a célula somente em situagdes de
stress, como no caso em que o microrganismo esta em presenga do farmaco
(Bailey et al.,, 2008, Nash et al., 2009). Entretanto, representa um dos mais
eficientes mecanismos de resisténcia, conferindo ndo sé resisténcia ao grupo
de macrolideos, mas também induz resisténcia a lincosamida, estreptogramina
B e ao grupo de tetraciclinas (Benachi & Costa, 2007). Estes genes estao
presentes em outras micobactérias, como M. tuberculosis [erm (37)], M.
smegmatis [erm (38)], M. fortuitum [erm (39)], M. mageritense [erm (40)] e em
M. abscessus [erm (41)] (Nash et al., 2006; Nash et al., 2009).

Um estudo desenvolvido por Choi e col. (2012) verificou a relagao entre
o0 gene erm(41) e a resisténcia aos macrolideos e os diferentes efeitos da
claritromicina e azitromicina na resisténcia induzida mediada por este gene.
Primeiramente, a resisténcia aos macrolideos foi determinada, utilizando a
microdiluicdo em caldo, a termo e com incubacgédo estendida por 14 dias para
isolados clinicos de M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp.
massiliense. A resisténcia induzida foi observada em todos os isolados de M.
abscessus subsp. abscessus e foi significantemente maior apos a exposig¢édo a
claritromicina do que a azitromicina. Em contraste, nenhum isolado de M.
abscessus subsp. massiliense demonstrou a presenca de resisténcia induzida.
Em seguida, analisaram a indugdo do gene erm(41) pelos niveis de mRNA
expressos e observaram que a claritromicina induzia niveis muito maiores em
M. abscessus subsp. abscessus quando comparados aos produzidos com a
azitromicina (Figura 7). Para comprovar a acao direta do gene erm(41), foram
testados um mutante M. abscessus subsp. abscessus knock-out e um
transformante M. abscessus subsp. massiliense com o gene erm(41) funcional.
Foi observado que o primeiro ndo apresentou resisténcia induzida, enquanto o

segundo conferiu este mecanismo. Por ultimo, os autores testaram azitromicina
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e claritromicina em macrofagos derivados de medula e em modelos de infecgéo
pulmonar e observaram que ambos os macrolideos reduziram as infecgoes,
mas que a azitromicina apresentou-se mais eficaz em M. abscessus subsp.
abscessus, enquanto para as infeccbées de M. abscessus subsp. massiliense

ambos os macrolideos foram igualmente efetivos.

M. abscessus M. massiliense

erm(41) erm(41) erm(41)

Stout JE Floto RA, Am J Respir Crit Care Med. 2012;186(9):822-3.

Figura 7. llustragdo sobre a produgdo de metil transferases induzida em
presenca de claritromicina. A resisténcia aos macrolideos €& maior apos
exposicao a claritromicina (CLR) do que a azitromicina (AZM) em M. abscessus
subsp. abscessus. Entretanto, nenhum macrolideo pode promover resisténcia
induzida em M. abscessus subsp. massiliense, pois este possui o0 gene erm(41)

defeituoso.

Nash e col. (2009) observaram que a claritromicina pode aumentar os
niveis de expressao do mRNA de 23 a 250 vezes em um periodo de 24 horas.
Além disso, os autores concluiram que M. abscessus subsp. abscessus pode
apresentar-se sensivel em um CIM com leitura de trés dias mas, devido a
inducao da sintese de metiltransferase, a cepa pode ser resistente se a leitura
for extendida para 14 dias ou se a cepa for pré-incubada com claritromicina
(Nash et al, 2003; Nash et al., 2005; Nash et al., 2009).
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Kim e col. (2010) analisaram as sequéncias do gene erm(41) em
isolados de M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense
e M. abscessus subsp. bolletii fazendo uma correlacdo com o valor de CIM para
claritromicina. Por meio do sequenciamento, os autores observaram que todos
os isolados de M. abscessus subsp. massiliense sensiveis apresentaram duas
deleg¢des, uma menor de dois pares de bases (pb) e uma maior de 274 pb no
gene erm(41), enquanto os isolados resistentes apresentaram uma mutagéo
pontual na adenina (posi¢cdes 2058 ou 2059) no gene rrl. Os isolados de M.
abscessus subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii ndo apresentaram
esta mutagao e as sequéncias do gene erm(41) apresentaram diferentes perfis
de mutagao, sem um padrao especifico. Os autores concluiram que a utilizacao
de uma simples PCR é eficiente para diferenciar M. abscessus subsp.
massiliense das espécies M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus

subsp. bolletii, por meio da visualizagao da delegao de 274 pb (Figura 8).
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Kim et al. Microbiol Immunol. 2010;54(6):347-53.

Figura 8. Produtos de amplificacdo da PCR do gene erm(41) das espécies M.
abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. massiliense e M. abscessus

subsp. bolletii. Amplificados de DNA do gene erm(41) de isolados de M.
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massiliense (133, 134 e 140) sdo menores (397pb) do que aqueles de isolados
de M. abscessus subsp. abscessus (135, 138 e 141) e M. abscessus subsp.
bolletii (194) (673pb). Como resultado, M. abscessus subsp. massiliense pode
ser facilmente diferenciado de M. abscessus subsp. abscessus e M. abscessus
subsp. bolletii baseado na analise de PCR do gene erm(41). M: marcador

molecular de 100pb. NC: controle negativo.

Bastian e col. (2011) também investigaram a resisténcia a claritromicina
no grupo M. abscessus pelo sequenciamento dos genes rrl e erm(41). A
resisténcia a claritromicina e a azitromicina foi determinada pela técnica
recomendada pelo CLSI (NCCLS, 2003) e pelo Etest com leituras apés 14 dias
de incubacdo. Todos os isolados de M. abscessus subsp. massiliense foram
considerados sensiveis (CIM = 1 pg/mL) e apresentaram o gene erm(41) com
uma delecado de dois pb e outra de 274 pb, com exce¢do de quatro isolados
considerados resistentes que apresentavam mutagao no gene rrl. Os isolados
de M. abscessus subsp. abscessus apresentaram o gene erm(41) intacto,
porém com polimorfismos no vigésimo oitavo nucleotideo (T28), demonstrando
resisténcia induzida a claritromicina (CIM > 16 ug/mL), enquanto os isolados
com o polimorfismo C28 mostraram-se sensiveis (CIM = 2 ug/mL), com
excecao de dois resistentes com mutagdo no gene rrl. Os isolados de M.
abscessus subsp. bolletii apresentaram a sequéncia do gene erm(41) similar
aos isolados de M. abscessus subsp. abscessus com polimorfismo T28. Os
autores concluiram que 59% dos isolados do grupo M. abscessus eram
resistentes a claritromicina por mecanismos de modificagdes estruturais no
gene rrl ou pela expressao do gene erm(41) e que os isolados sensiveis nao
apresentavam nenhum destes dois mecanismos. Devido as diferencas
encontradas, os autores observaram que as sequéncias do gene erm(41)
parecem ser espécie especificas, pois as cepas de M. abscessus subsp. bolletii
apresentaram resisténcia e as M. abscessus subsp. massiliense sensibilidade a

claritromicina.
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Maurer e col. (2012), diferentemente dos outros autores, investigaram a
resisténcia adquirida a claritromicina analisando os genes rrl e erm(41). Os
autores relataram que a resisténcia pode ser mediada por ambos os genes,
sugerindo que a presenga do gene erm(41) nao exclui a selecao das mutacgoes
do gene rrl.

Shallom e col. (2013) tiveram como objetivo descrever uma PCR
simples, robusta e de baixo custo para diferenciar M. abscessus subsp.
abscessus, M. abscessus subsp. massiliense e M. abscessus subsp. bolletii
analisando cinco genes, sendo um deles o gene erm(41). Diferentemente dos
achados dos trabalhos relatados acima, dos 15 isolados de M. abscessus
subsp. massiliense estudados, dois apresentaram o gene erm(41) conservado,
ao invés da esperada delecao de 274 pb. Estes isolados foram testados frente a
claritromicina e apresentaram resisténcia induzida apés 14 dias de incubacao.
Os autores especulam que este perfil pode ter sido originado de uma possivel
transferéncia horizontal, na qual transferiu o gene erm(41) conservado de um
M. abscessus subsp. abscessus ou M. abscessus subsp. bolletii para estes
isolados de M. abscessus subsp. massiliense. Outro dado que corrabora com
esta especulagao, € que este gene nestes isolados eram muito semelhantes ao
gene erm(41) encontrado na cepa padrao M. abscessus ATCC199777, além de
estudos que observaram a ocorréncia de transferéncia horizontal do gene rpoB
em membros do grupo MAB.

Em um recente estudo, Lee e col. (2014) investigaram as
caracteristicas de resisténcia aos farmacos utilizados no tratamento das
infeccbes causadas pelo grupo M. abscessus da Coreia. O teste de
suscetibilidade a claritromicina evidenciou que dos isolados de M. abscessus
subsp. abscessus 31 eram sensiveis, 48 resistentes e 120 com resisténcia
induzida. Dos 199 isolados de M. abscessus subsp. massiliense, 184 eram
sensiveis e 15 resistentes. Dos trés isolados de M. abscessus subsp. bolletii,
um era resistente e os dois restantes tinham resisténcia induzida. Os isolados

com resisténcia e resisténcia induzida apresentaram uma timina na posigcao 28
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no gene erm(41), enquanto os isolados sensiveis apresentaram uma citosina.
Dentre os isolados resistentes, dois isolados de M. abscessus subsp.
abscessus e quatro M. abscessus subsp. massiliense apresentaram mutacao
pontual no gene rrl, com altos valores de CIM (> 64ug/ml).

Carvalho e col. (2018) analisaram 133 isolados do grupo M. abscessus
em relagdo ao perfil de suscetibilidade a claritromicina e perfil genémico dos
genes erm(41) e rrl. Apos trés dias de incubagao do teste de suscetibilidade a
claritromicina, apenas cinco isolados apresentaram resisténcia, entretanto, apos
o periodo de incubacdo estendido para 14 dias, 92 isolados apresentaram
resisténcia induzida. Entre os isolados M. abscessus subsp. abscessus 11%
foram sensiveis, 84% apresentaram resisténcia induzida e 5% resistentes. Dos
isolados M. abscessus subsp. bolletii, 96% apresentaram resisténcia induzida e
4% resistentes, em contrapartida, 100% dos isolados M. abscessus subsp.
massiliense foram sensiveis a claritromicina. O sequenciamento do gene rrl
identificou um unico isolado com a mutagdo A2058G, enquanto que dele¢des
no gene erm(41) foram detectadas em 30 isolados sensiveis. Dos 103 isolados
restantes, 97 eram resistentes ou resistentes induzidos, com perfil selvagem
para o gene erm(41), e seis isolados eram sensiveis, apresentando a mutagao
pontual T28C. Os autores concluiram que a 83,3% dos isolados sensiveis
apresentam a delegdo no gene erm(41) que pode ser facil e confiavelmente
detectada por uma simples reacao de PCR.

Com base na literatura citada anteriormente, os perfis genéticos
conhecidos atualmente para os genes rrl e erm(41) e sua correlagao ao perfil de
suscetibilidade expresso para claritromicina foram resumidos e estdo

apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1. Correlagdo entre os perfis genéticos conhecidos atualmente dos
genes rrl e erm(41) do grupo M. abscessus e o perfil de suscetibilidade in vitro

a claritromicina (Carvalho et al., 2018).

Gendétipo Perfil de suscetibilidade a
Subespécie
erm(41) rrl claritromicina?

T28C WT S
M. abscessus WT WT R
WT A2058G R
T28C WT S
M. bolletii WT WT R|
WT A2058G R
- Delecdes WT S

M. massilliense
Delecoes A2058G R

a. S: sensivel apés 14 dias de incubagdo; R: resistente apos trés dias de incubagao; RI: resistencia
induzida baseada na prolongacao de 3 para 14 dias de incubagéo.

b. Duas dele¢des em erm (41) de 2bp (nucleotideos 64-65) e 274pb (nucleotideos 159-432).

1.6.2 Mecanismos de resisténcia aos B-lactamicos

Outro mecanismo enzimatico descrito para o grupo M. abscessus é a
producdo endogena da B-lactamases Blaman (Soroka et al., 2014). Esta [3-
lactamase pertence a classe A de Ambler que, juntamente com a baixa
permeabilidade da parede celular das micobactérias, contribuem para a
resisténcia aos antibidticos B-lactdmicos. Outras B-lactamases desta mesma
classe ja foram descritas em M. tuberculosis (Hackbarth et a., 1997), M.
fortuitum (Galleni et al, 1994)e M. smegmatis (Basu et al.
1997). Diferentemente das [(-lactamases que sao inativadas pelos inibidores

clavulanato, tazobactam e sulbactam, a Blaman s6 € inativada por avibactam
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(Dubee et al., 2015; Soroka et al., 2017). Estas enzimas sao codificadas por
genes localizados cromossomicamente e sao espécies especificas e presentes
em todos os membros da espécie.

Recentemente foi descrita uma (-lactamase Blamas na subespécie M.
abscessus subsp. massiliense, que quando comparada com Blamab possui
comportamento de hidrélise similar, exibindo alta eficiéncia catalitica em relagao
a penicilinas e cefalosporina. Além disso, Blauas exibiu atividade média aos
carbapenémicos, o que pode sugerir uma possivel evolugdo para ser uma B-
lactamase de espectro extendido. Sua estrutura também é similar as j-
lactamases encontradas em bactérias Gram negativas, como KPC-2 e SFC-1
(Ramirez et al., 2017).

Os antibidticos das classes de B-lactdmicos sdao amplamente utilizados
no tratamento de diversas infecgdes bacterianas e sdo divididos em cinco tipos:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e penems (Story-
Roller et al., 2018). Sua atividade antimicrobiana é exercida ao inibir a sintese
de peptidoglicano, componente essencial da parece celular bacteriana
(Hartman et al., 1972).

A etapa final da sintese do peptidoglicano € catalizado por D,D-
transpeptidase (DDT), conhecida como proteinas ligadoras de penicilinas. No
inicio de 1974, descobriu-se que a estrutura quimica do peptidoglicano das
micobactérias era diferente dos modelos ja estudados e que, portanto, a enzima
para sua sintese também seria diferente, denominada L,D-transpeptidase,
presente também em Streptococcus faecalis (LDT) (Figura 9) (Wietzerbin et al.,
1974; Coyette et al., 1974). Estudos posteriores confirmaram que M. abscessus
utiliza tanto a DDT como a LTD na sintese de peptidoglicano (Mattoo et al,
2017; Kumar et al., 2017a).
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Story-Roller et al., Front Microbiol. 2018; 9: 2273.

Figura 9. Modelo do peptidoglicano em M. abscessus.

Estudos posteriores demonstraram que as LTDs e DDTs de
micobactérias diferem na afinidade com as subclasses de [B-lactamicos e
consequentemente sido inibidas em diferentes niveis. As DDTs séao
efetivamente ligadas e inibidas por todas as subclasses de B-lactamicos,
enquanto as LDTs de M. abscessus sao inibidas pelos carbapenémicos € em
menor extensao pelas cefalosporinas (Kumar et al., 2017b).

Story-Roller e col. (2018) analisaram 35 estudos que testaram f3-
lactdmicos para M. abscessus e observaram uma variabilidade no perfil de
suscetibilidade, sugerindo possivel relagdo com a falta de padronizagdo de
tratamento. O imipenem e cefoxitina foram os B-lactdmicos mais utilizados e
todos os estudos apresentaram isolados resistentes. Apenas em quatro estudos
todos os isolados foram sensiveis ou resistentes intermediarios a cefoxitina, e
dois estudos observaram que isolados da subespécie M. abscessus subsp.
massiliense e M. abscessus subsp. bolletii foram sensiveis ou resistentes

intermediarios ao imipenem, enquanto isolados da subespécie M. abscessus
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subsp. abscessus exibiram CIMs elevados a este farmaco. Os autores
concluem que novas investigacbes devem ser feitas para esta classe de
antibidtico e que a utilizagdo de duas sub-classes de [-lactamicos podem ter
melhor eficacia, ja que atuam em diferentes aspectos da parede celular das

micobactérias.

1.6.3 Mecanismos de resisténcia aos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos s&o antibioticos caracterizados por um amplo
espectro antimicrobiano, rapida acao bactericida e capacidade de agir
sinergicamente com outros farmacos (Chen et al., 2009). Grande parte dos
aminoglicosideos s&o substancias naturais produzidas por actinomicetos dos
géneros Streptomyces ou Micromonospora. A atividade bactericida dos
aminoglicosideos esta relacionada com a inibicdo da sintese de proteinas, na
qual estes antibidticos ligam-se a subunidade ribossémica 30S bacteriana,
diminuindo a fidelidade no processo de tradugao, resultando em morte celular
(Prammananan et al., 1998; Kotra et al., 2000).

A amicacina € o aminoglicosideo mais utilizado no tratamento das MNTs,
incluindo M. abscessus e é considerado um dos antibiéticos parenterais mais
ativos para o tratamento de infeccdes por este grupo. A resisténcia aos
aminoglicosideos € conferida por uma mutagao pontual no 16S rRNA (gene rrs)
na posicéo 1408 (A1408G), que confere alto nivel de resisténcia a amicacina,
canaminicina e gentaminicina (Prammananan et al., 1998). Outros mecanismos
de resisténcia a amicacina foram relatados como modificagdo do farmaco,
reducdo na permeabilidade e/ou aumento do efluxo.

Mutagdes no gene rrs e na proteina ribossémica S12 (RpsL) séo
responsaveis pela resisténcia de alto nivel a amicacina em M. abscessus. Nos
ultimos anos, a superexpressao do gene da enzima modificadora de

aminoglicosideos (eis2) e do gene transportador tfap também foram
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demonstrados estar envolvidos na resisténcia a amicacina. A ativagao
constitutiva desses genes ¢€ frequentemente causada pela expressao
aumentada do gene ativador whiB7 (Pryjma et al., 2017; Hurst-Hess et al.,
2017).

Relativamente, poucos estudos se concentraram na avaliagdo da
resisténcia a amicacina no grupo M. abscessus e sua relevancia para o0 manejo
clinico. Um estudo retrospectivo avaliou a utilizacdo de amicacina inalatéria no
tratamento de doenca pulmonar de 77 pacientes com isolados pertencentes ao
complexo M. avium (N=20) resistente, ao grupo M. abscessus (N=48) e com
infeccdo mista (N=9). Destes pacientes, apenas cinco (6%) apresentaram
resisténcia a amicacina, sendo dois pacientes com infecgdo por M. abscessus
subsp. abscessus e um paciente com M. abscessus subsp. massiliense. Os
autores nao observaram o desenvolvimento de resisténcia em pacientes com
M. abscessus subsp. abscessus durante 12 meses de seguimento (Jhun et al.,
2018).

Zheng e col (2018) avaliaram o perfil de suscetibilidade a diversos
farmacos de isolados do grupo M. abscessus e o perfil genético envolvido na
resisténcia dos mesmos. Dos 381 isolados avaliados, apenas 13 (3,4%)
apresentaram resisténcia a amicacina, sendo que destes isolados nove
apresentaram a mutagdo A1408G no gene rrs. Foi também observado que os
isolados resistentes a amicacina apresentaram altos valores de CIM (=8ug/ml)
para tobramicina, sugerindo que o gene rrs conferiu uma resisténcia cruzada a
este farmaco.

Wu e col. (2019) avaliaram a suscetibilidade a amicacina de 194
isolados de M. abscessus subsp. abscessus e caracterizaram molecularmente
os isolados resistentes por meio de sequenciamento genémico total e pela
técnica de qRT-PCR. Os autores observaram que a amicacina apresentou uma
alta atividade bactericida, com CIMso de 8 mg/L e ClIMgo de 16 mg/L. Cinco
isolados (2,6%) foram resistentes a amicacina, com altos valores de CIM

(>1024 mg/L). Destes cinco isolados resistentes, quatro (80%) apresentaram
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resisténcia associada a mutacdo A1408G no gene rrs e a andlise do qRT-PCR
mostrou uma superexpressao do gene regulador transcricional whiB7 e do gene
transportador de efluxo tap. Entretanto, a superexpressdo do gene eis2,
codificador da enzima modificadora de aminoglicosideo, foi observada somente

em um isolado resistente.

1.7 Teste de suscetibilidade aos farmacos

O teste recomendando pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) é o de Concentracao Inibitéria Minima (CIM), que se baseia na menor
diluigdo do farmaco que inibe o crescimento do microrganismo. Esta diluigdo
pode indicar ao médico a concentragdo do antibidético necessaria para inibir o
microrganismo no sitio de infecgdo (CLSI, 2018). Recomenda-se que sejam
testados os seguintes antimicrobianos: amicacina, ciprofloxacina, cefoxitina,
claritromicina, doxiciclina (ou minociclina), imipenem, linezolida, moxifloxacina,
trimetoprim-sulfametoxazol e tobramicina. Esse teste € recomendado para
todas MCR que sdo consideradas clinicamente significantes, como aquelas
isoladas de sangue, tecido, pele, lesdes de tecido mole e multiplos isolamentos
do mesmo sitio (Griffith et al., 2007; CLSI, 2018). No entanto, esses resultados
podem nao refletir completamente a eficacia dos farmacos durante o
tratamento, devido a fatores como farmacocinética e aqueles relacionados ao
paciente como o local da infeccdo e tolerabilidade do mesmo a
antibioticoterapia empregada (Heginbothom, 2001; Brown-Elliot et al., 2012).

Existe grande variabilidade no perfil de resisténcia aos farmacos e
recomenda-se a realizagao do teste de suscetibilidade para que seja escolhida
a melhor estratégia terapéutica. O CIM é o teste padrdo recomendado pelo
National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Atualmente, o unico teste comercial disponivel para MCR é o Sensititre

Rapid Growing Mycobacteria Plate Format (Trek Diagnostic Systems), uma
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placa pronta contendo os farmacos liofilizados nas concentragdes
padronizadas. No entanto, o teste apresenta um custo de comercializacao
evelado, o que pode restringir sua utilizagao, principalmente em laboratorios
publicos. Sendo assim, os testes sdo realizados in house, utilizando-se placas
de 96 orificios para testar diferentes concentragdes de farmaco, proporcionando
um grande trabalho no preparo, inoculagao, leitura e controle de qualidade dos
testes. Em cada etapa desse processo podem ocorrer erros, 0s quais podem
ser inumeros uma vez que O processo envolve muitas etapas de dilui¢oes,
desde o preparo dos farmacos até a finalizacao da placa.
O sistema automatizado BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, USA -
BD), considerado de referéncia para detectar a resisténcia em M. tuberculosis
aos farmacos tanto de primeira como de segunda linha, possui as vantagens de
ser completamente automatizado e mais rapido, por utilizar meio de cultura
liquido. A implementacdo desta metodologia no Brasil foi realizada apds a
padronizagao e validagao para os farmacos de primeira linha por pesquisadores
do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e da Rede de Pesquisa em Tuberculose, em
parceria com a empresa BD (Giampaglia et al., 2007a; Giampaglia et al.,
2007b).
Posteriormente, em 2012, o teste de suscetibilidade pelo BACTEC
MGIT 960 aos farmacos de segunda linha utilizados no tratamento da TB-MR
foi também padronizado e validado pela equipe do Nucleo de Tuberculose e
Micobacterioses do IAL e implantado na rotina diagndstica, sendo que os
resultados do teste sdo utilizados pelo Programa de Controle da TB do estado
para a adequacgao do esquema de tratamento dos pacientes (Gallo et al., 2017).
Com o desenvolvimento do software TB eXiST, a amplitude de
protocolos que podem ser realizados no sistema aumentou, possibilitando seu
uso para organismos com tempos de crescimento diferentes do M. tuberculosis.
De acordo com o CLSI, a determinagcdo do perfil de suscetibilidade aos
farmacos € método e espécie dependente. A padronizagédo do teste no sistema

BACTEC MGIT 960 para algumas espécies de micobactérias de crescimento
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lento foi desenvolvido (Lucke et al., 2012), no entanto, ndo existe padronizacéo
do teste para MCR.

Anualmente sado identificados no Nucleo de Tuberculose e
Micobacterioses do IAL, em média, 80 isolados de M. abscessus, dos quais
75% sé&o casos e necessitam da realizagcédo do teste de suscetibilidade para que
seja delineado o tratamento correto. Esses casos causam impacto no programa
de controle da tuberculose, pois a maioria € notificada e tratada como
tuberculose e somente apds meses de tratamento (ou até anos) existe a
mudancga de diagndstico.

Assim, este estudo forneceu informagdes importantes para o
desenvolvimento de um novo teste de suscetibilidade para MCR através de

uma metodologia que é referéncia mundial.
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2. Objetivo
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo e determinar as concentragdes criticas para os
farmacos amicacina, claritromicina, cefoxitina e imipinem utilizados no
tratamento de doenca por M. abscessus para o teste de suscetibilidade no
sistema MGIT 960/TB eXiST e avaliar possiveis interferentes fenotipicos e

moleculares.

2. 2 Objetivos especificos

1. Determinar a diluicdo do ino6culo para o teste de suscetibilidade para M.
abscessus no sistema BACTEC MGIT960/TB eXiST;

2. Determinar a concentragao inibitéria minima dos farmacos amicacina,
cefoxitina e imipenem de isolados clinicos;

3. Determinar a concentragdo critica dos farmacos claritromicina,
amicacina, cefoxitina e imipenem para o sistema BACTEC MGIT/960 TB
eXiST;

4. Avaliar a sensibilidade e especificidade do BACTEC MGIT/960 TB eXiST
como teste de suscetibilidade utilizando como padrdo ouro o CIM
recomendado pelo CLSI;

5. Avaliar possiveis interferentes genéticos no perfil de suscetibilidade a
claritromicina devido a presenga de genes de resisténcia em plasmideos.
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3. Material e Métodos

3.1 Comite de Etica em Pesquisa

Este trabalho teve provacdo do Comité de Etica sob o nimero 923.823 e

esta disposto no Anexo |.

3.2 Isolados

Foram selecionados 31 isolados clinicos identificados como pertencentes
ao grupo M. abscessus, cujos perfil de suscetibilidade a claritromicina e
mutagdes relacionadas aos genes rrl e erm(41) haviam sido caracterizados

previamente no estudo de Carvalho e col., 2018 (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil genético dos genes erm(41) e rrl genes descritos no grupo M.
abscessus e resultados do CIM apés 14 dias de incubagdo dos 32 isolados

selecionados.

Genétipo Suscetibilidade a Espécies do MAG
claritromicinaa
S RI R M. a. M. a. M. a.
rrl erm(41) (N=14) (N=14) (N=3) abscessus bolletii massiliense

(N=14) (N=9) (N=8)
WT WT - 14 2 7 9 -
A2058G WT - - 1 1 - -
WT DelegoesP 11 - - 3 - 8
WT T28C 3 - - 3 - -

A2058G T28C - - - - - -

a. S: sensivel apds 14 dias de incubagéo; R: resistente apods 3 dias de incubagao; RI: resisténcia induzida
baseada na prolongagéo de 3 para 14 dias de incubacgao.

b. Duas dele¢des em erm(41) de 2bp (nucleotideos 64-65) e 274bp (nucleotideos 159-432).
MAG: grupo M. abscessus

54



Estes isolados foram selecionados de acordo com a subespécie
identificada e perfil de suscetibilidade a claritromicina, para serem testados no
protocolo a ser desenvolvido no sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST.

3.3 Manutencgao dos isolados

Foram realizados os estoques de todos os isolados, inoculando uma
alcada de crescimento bacteriano em criotubo contendo 500 pl de meio Sauton
com glicerol a 10% e +20 micangas de vidro estéreis. Apdés sedimentagao, o
excesso de meio foi retirado com auxilio de pipeta Pasteur descartavel estéril e
os tubos foram mantidos a -20°C+1 (Giampaglia et al., 2009). A reativagao dos
isolados foi realizada retirando de 1-2 migangas e inoculando-as em meio

Lowenstein Jensen (LJ) com posterior incubagao a 36°C+1.

3.4 Teste de suscetibilidade aos farmacos pelo método de concentragao

inibitéria minima com resazurina (REMA)

Os testes de suscetibilidade aos farmacos amicacina, cefoxitina e
imipenem foram realizados no Laboratorio do Nucleo de Tuberculose e
Micobacterioses do IAL. O protocolo do teste de suscetibilidade foi baseado nas
recomendacgdes do CLSI (2018). O teste foi feito em microplacas usando caldo
MHC. As cepas padrbes Staphylococcus aureus ATCC 29213 e M. abscessus
ATCC 19977 foram utilizadas para o controle de qualidade dos testes de CIM.
As placas foram preparadas in house, e apés o preparo, as mesmas foram
congeladas a -20°C+1 po até um més. A configuragédo das placas foi desenhada
para testar dois isolados por placa, e para cada amostra foram feitos dois pogos
de controle de crescimento sem farmaco (CC) e dois pogos de controle do meio

(CM), sem farmaco e sem inéculo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AK 32| 16 8 4 2 11 0,5/0,25] CC| CC| CM| CM
CEF | 512| 256| 128| 64| 32| 16
IMI | 128| 64| 32| 16 8

=N

CC| CC| CM| CM

AK 32| 16 8 4 2 11 0,5/0,25] CC| CC| CM| CM
CEF | 512| 256| 128| 64| 32| 16 8 4 CC| CC| CM| CM
IMI | 128| 64| 32| 16 8 4 2

ITOTMMUOW>»

Figura 10. Esquema representativo da organizagdo das placas de CIM e as
concentracdes finais de amicacina (AK), cefoxitina (CEF) e imipenem (IMIl) em
cada orificio em pg/ml. CC= controle de crescimento (controle positivo); CM=

controle de esterilidade (controle negativo).

A preparacao do indculo, diluigdes e inoculagcédo foram realizadas como
descrito no CLSI (2018), entretanto para as leituras das placas foi utilizado o
corante indicador de crescimento, resazurina, como descrito em Carvalho e col.
(2018). Os valores de CIM foram definidos como a menor concentragcdo do
farmaco capaz de inibir o crescimento minimo de 90% das células. Os critérios
de suscetibilidade foram definidos de acordo com o CLSI (2018) (Tabela 3).

Tabela 3. Definicdo de suscetibilidade aos farmacos dos isolados do estudo, de

acordo com as concentragdes pontes de corte estabelecidas pelo CLSI (2018).

Farmaco Sensivel Intermediario Resistente
Claritromicina <2ug/ml 4ug/ml =28ug/ml
Amicacina <16ug/ml 32ug/ml 264 ug/ml
Cefoxitina <16ug/ml 32pg/ml - 64pug/ml =>128ug/ml
Imipenem <4ug/mi 8ug/ml - 16pg/ml =32ug/ml
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3.5 Protocolo de teste de suscetibilidade aos farmacos pelo MGIT 960/TB
eXiST

3.5.1 Padronizagao de in6culo para teste de suscetibilidade MGIT 960/TB
eXiST

A literatura ndo apresenta relatos sobre a utilizacdo do sistema
BACTEC MGIT 960/TB eXiST em micobactérias de crescimento rapido. Uma
vez que nao existe padronizacdo, um protocolo foi elaborado para determinar o
in6culo a ser utilizado. Esse protocolo inicial foi elaborado com base no
protocolo do fabricante utilizado para crescimento de M. tuberculosis no referido
sistema. Para que o software TB eXisT faga a leitura dentro do protocolo
estabelecido para o equipamento, o isolado precisa crescer a partir de 72 horas
(3 dias) de incubacéao.

A cepa de M. abscessus ATCC 19977 crescida em LJ foi utilizada para a
padronizagao. Realizou-se o repique em meio MHC e, apos trés dias de
incubagado, uma suspensao bacteriana em agua destilada estéril comparavel a
escala 0,5 de McFarland foi preparada. Esta suspensdo foi diluida nas
seguintes proporgdes: 1:10, 1:25, 1:100, 1:150, 1:200 (Tabela 4). O volume de
500ul de suspenséo foi adicionado em um tubo MGIT suplementado com 800ul
de enriquecimento OADC. Os tubos foram incubados no equipamento BACTEC
MGIT 960 de acordo com o procedimento do fabricante, utilizando o software
TB eXisT.

Para todas as diluicbes testadas foi observado crescimento apods 24
horas de incubagdo. Em seguida, um novo teste foi realizado com diluicées a
2x104, 104, 2x10 e 108 a partir do indculo padronizado para a escala 0,5 de
McFarland. Para as duas primeiras diluicbes o crescimento bacteriano foi
detectado apds 24 horas de incubagéo, enquanto para as diluigdes seguintes o

crescimento foi detectado com 48 e 72 horas de incubacéo, respectivamente.
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A suplementacdo do meio foi avaliada com a utilizagcdo de dois tubos
MGIT, um com 400ul do enriqguecimento OADC e outro sem adigcdao do
enriquecimento. O teste foi realizado com a suspenséo diluida a 10, em tudos
com e sem enriquecimento e o crescimento bacteriano foi detectado com 48 e
72 horas de incubacgao, respectivamente. A partir destes resultados, observou-
se que a suplementacdo com o enriquecimento OADC estaria permitindo um
crescimento bacteriano acelerado, tornando o seu uso desnecessario devido ao

tempo de crescimento do microrganismo selecionado para este estudo.

Tabela 4. Dilui¢des testadas para padronizagdo do inéculo a ser utilizado no
sistema BACTEC MGIT/TB eXiST e tempo detecgéo para atingir 100 unidades
de crescimento (UC).

Diluicbes Tempo de detecgao de crescimento (UC)
1:10 24 horas
1:25 24 horas
1:100 24 horas
1:150 24 horas
1:200 24 horas
1:5000 24 horas
1:10000 24 horas
1:10000* 48 horas
1:10000** 72 horas
1:50000 48 horas
1:100000000 72 horas

*400ul de OADC; ** sem OADC
Com estes resultados, um terceiro teste foi realizado no qual a

suspensao diluida a 10 foi adicionada a um tubo MGIT sem suplementagao

(controle) e a quatro tubos MGIT sem suplementacado contendo claritromicina
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nas concentragdes de 0,5, 1,0, 2,0, e 8,0 ug/ml. No tubo controle o crescimento
bacteriano foi detectado apds 72 horas e nos tubos contendo o farmaco o

crescimento foi detectado apds 72, 96, 168 e 312 horas (Figura 11).
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Figura 11. Curva de crescimento da cepa M. abscessus ATCC 199777 no
sistema MGIT 960/TB eXiST. Os tubos controles (sem farmaco) foram
inoculados com as diluigdes a 102 (azul tracejado), 10-3 (azul pontilhado) e 10
(azul sdlido). Linhas coloridas correspondem a curvas de crescimento em
diferentes concentrag¢des de claritrominica (linha laranja: 0,5 ug/ml; linha rosa: 1

pg/ml; linha verde: 2 ug/ml; linha marrom: 8 ug/ml).
O software TB eXiST produz um grafico no qual o eixo vertical mostra

valores de Unidade de Crescimento (UC) e no eixo horizontal o numero de dias

de incubacéo do teste. A linha azul corresponde a curva de crescimento do tubo
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MGIT Controle de Crescimento (CC), que precisa atingir em unidades de
crescimento (UC) = 400 no tempo minimo de 72 horas. As linhas coloridas
correspondem a curva de crescimento em tubo MGIT contendo as diferentes
concentragbes do farmaco. A linha laranja corresponde ao tubo com a
concentracao de 0,5 pg/ml, a linha rosa ao tubo com concentragéo de 1 yg/ml, a
linha verde ao tubo com concentragao de 2 pg/ml e a linha marrom ao tubo com
concentragao de 8 pg/ml.

A linha preta tracejada ajuda com a interpretacdo da concentragao
antimicrobiana, ou seja, € tragada no ponto de tempo que corresponde a N dias
apo6s a primeira linha do CC atingir UC=400. O valor de "N" corresponde a sete
dias, que é determinado pelo software do TB eXisT. Assim, se as linhas
coloridas que correspondem as curvas de crescimento dos tubos contendo as
diversas concentragdes do farmaco apresentarem UC=100 antes da curva de
crescimento do CC atingir UC=400, o resultado do teste é resistente. Caso
atinjam UC=100 entre a curva do CC e a linha preta tracejada, serao
considerados como resistentes intermediarios. As linhas que apresentarem
UC=100 apds a linha tracejada preta serao considerados resultados sensiveis.

A partir destes resultados, foram testados trés isolados com
suscetibilidade a claritromicina conhecida pelo método REMA, sendo o isolado
2566 sensivel (Figura 12), a cepa ATCC 19977 com resisténcia induzida (figura
11) e o isolado 1656 resistente (Figura 13). No tubo MGIT controle foi
adicionada a suspenséo diluida 10 e nos tubos MGIT contendo o farmaco, nas
diferentes concentrac¢des citadas acima, foram testadas as suspensdes diluidas
a 102 e 102 sem suplementagdo em todos os tubos.

Os tubos controles apresentaram crescimento apos 72 horas de
incubacao e apenas a diluicdo 102 proporcionou consistentemente os perfis de
susceptibilidade esperados para todos os trés fendtipos de claritromicina e foi

posteriormente confirmado como satisfatorio para os outros farmacos.
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Figura 12. Curva de crescimento do isolado #2566 M. abscessus subsp.

massiliense no sistema MGIT 960/TB eXiST, incluindo o tubo controle (sem
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Figure 13. Curva de crescimento do isolado #1656 M. abscessus subsp.

abscessus no sistema MGIT 960/TB eXiST, incluindo o tubo controle (sem

farmaco) e e aqueles com claritromicina a 0,5 (linha laranja), 1 (linha rosa), 2

(linha verde), e 8 ug/mL (linha marrom).

3.5.2 Preparo das solugoes de farmacos para teste de suscetibilidade

MGIT 960/TB eXiST

As cepas foram testadas contra os farmacos claritromicina, amicacina,

cefoxitina e imipenem. A solucdo mae do farmaco foi diluida no diluente
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apropriado a cada farmaco, considerando a poténcia informada pelo fabricante,

aliquotada em criotubos e armazenada a -20°C+2.

3.5.3 Preparagao do teste de suscetibilidade aos farmacos pelo sistema
BACTEC MGIT 960/TB eXiST

Cada isolado foi testado em oito diferentes concentracbes de cada
farmaco. Estas concentragcbes foram baseadas nos critérios de suscetibilidade
recomendados pelo CLSI (2018) (Tabela 5). Nos tubos MGIT foram adicionados
0,1 ml de cada concentragdo de farmacos e foram inoculados com 0,5 ml da
suspensao de trabalho, previamente padronizada. Para o controle positivo de

cada teste foi adicionado somente 0,5 ml de in6culo de cada isolado.

Tabela 5. Concentragbes dos farmacos utilizados no teste de suscetibilidade
pelo sistema MGIT 960.

Concentragoes baseadas no

Farmaco CLSI (2018) em pg/ml
Amicacina 16, 32, 64,128
Claritromicina 05,1,2,8
Cefoxitina 16, 32, 64, 128
Imipenem 4,8, 16, 32

3.5.4 Analise comparativa entre os métodos REMA e MGIT 960/TB eXiST

A anélise comparativa entre o método REMA e sistema BACTEC MGIT
960/TB eXiST foi feita com base no documento M23-A4 do CSLI (2018). Os
resultados obtidos por ambos os métodos foram classificados da seguinte

forma: concordante, o mesmo resultado foi obtido pelos dois métodos; erro leve,
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um resultado intermediario por um método e um resultado suscetivel ou
resistente pelo outro método; erro grave, o BACTEC MGIT 960 relatou
incorretamente um isolado suscetivel como resistente; ou muito grave, o
BACTEC MGIT 960 relatou incorretamente que um isolado resistente era

suscetivel.

3.6 Analise de interferéncia de genes plasmidiais na resisténcia de M.

abscessus

3.6.1 Deteccao da presenca de plasmideos nos isolados analisados

A presenca de plasmideos ndo integrados nos cromossomos dos
isolados analisados no estudo foi verificada utilizando a técnica Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) de acordo com Viana-Niero e col. (2008), a qual foi
realizada no laboratério da Profa. Dra. Sylvia Cardoso Ledo da Universidade
Federal de Sdo Paulo. Colbnias isoladas foram subcultivadas em meio Muller-
Hinton suplementado com Tween 80 a 37°C até atingir uma densidade otica de
0,64 a 650 nm. Plugs de agarose contendo células bacterianas foram
preparados em low-melt preparative grade agarose. O DNA foi isolado nos
plugs, que foram aplicados em géis de PFGE. A eletroforese foi realizada em
equipamento CHEF-DR Ill System (Bio-Rad) a 14°C por 21 h a 6V/cm, com
alternéncia de 1,6 a 21,3 s. Lambda Ladder PFGE Marker (New England

Biolabs, Ipswich, MA, USA) foi usado como marcador molecular.

3.6.2 Sequenciamento de genoma completo

No projeto inicial foi proposto avaliar os interferentes moleculares

encontrados em plasmideos pelo sequenciamento de alguns genes de
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resisténcia conhecidos. No entanto, os plasmideos detectados excediam o
tamanho (>150 kb) que kits de extragdo que estdo atualmente no mercado sao
capazes de extrair e purificar. Para que uma analise de interferentes genéticos
pudesse ser feita, foi necessario sequenciar o genoma dos isolados e fazer a
separacao do plasmideo via analise computacional.

O Nucleo de Tuberculose e Micobacterioses do IAL realizou uma
parceria com o Instituto de Medicina Tropical (IMT), com o qual ja desenvolveu
outra pesquisa anterior (Projeto FAPESP n. 2010/19122-0). O IMT possui
equipamento de sequenciamento de nova geracdo (ion Torrent) no laboratério
da Dra. Ester Sabino, em colaboragcdo com a Dra. Silvia Costa, e disponibilizou
sua utilizacao para as analises.

A técnica de extragdo do DNA das amostras foi realizada de acordo com
Brown et al. (2015) com algumas modificagdes. As culturas de micobactérias
crescidas no meio Lowenstein-Jensen, foram aquecidas a 80° por 50 minutos
para inativagdo. Apds esse processo duas algadas de cada cultura, foram
suspendidas em tubos de 2ml contendo aproximadamente 250 uL de beads de
vidro e 300 uL do tampéo TE (Tris-EDTA), o qual foi mantido a 4°C. Apds
resfriamento os tubos foram agitados por 3 minutos e centrifugados por 5
minutos a 16.000g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2 ml
para subsequente extragao de DNA utilizando o QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen),
de acordo com as instrugcoes dos fabricantes. Apds a extracdo o DNA foi
quantificado utilizando o Qubit® dsDNA BR Assay Kits (life tecnologies), e
submetido ao sequenciamento utilizando a plataforma lon Proton.

Os dados gerados foram analisados pela equipe do pesquisador Dr.
Joao Carlos Setubal, Professor do Departamento de Bioquimica do Instituto de
Quimica, da Universidade de S&o Paulo, que possui larga experiéncia na
montagem e anotagdo de genomas de microrganismos.

Apés este processo, foi realizada uma curadoria manual utilizando o
banco de dados do BLAST e do UNIPROT. Para verificagdo da presenca de

genes de resisténcia aos antimicrobianos foi utilizada a ferramenta on-line
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ResFinder (Zankari et al., 2012), e para verificagdo de compatibilidade com
plasmideos descritos utilizou-se a ferramenta PlasmidFinder (Carattoli et al.,
2014). A verificacao de regides contendo elementos moveis foi feita através da
ferramenta ISFinder. Para analise da possivel funcao das proteinas hipotéticas,

utilizou-se o banco de dados do Protein BLAST e do InterPro.

3.7 Categorizagao dos isolados segundo tratamento dos pacientes

A categorizagdo dos isolados teve como objetivo estabelecer a
suscetibilidade de cada farmaco baseada na histéria de tratamento do paciente.
Os isolados séo categorizados como provaveis sensiveis, se provenientes de
pacientes que nunca foram tratados com os farmacos em estudo, e provaveis
resistentes, se foram tratados com algum dos farmacos por mais de seis meses
(Koh et al., 2017). As informacdes sobre tratamento foram obtidas no Centro de
Vigilancia Epidemioldgica do Estado de S&o Paulo, através do banco de
notificacdo de casos de tuberculose TBWEB (http://www.cvetb.saude.sp.gov.
br/tbweb/), e a busca pelo esquema de tratamento foi realizada pelo Dr. Sidney

Bombarda.

4. Resultados

4.1 Teste de suscetibilidade aos farmacos pelo método de concentragao

inibitéria minima com resazurina (REMA)

A cepa controle M. abscessus ATCC 19977 demonstrou resisténcia
induzida a claritromicina, resisténcia intermediaria a cefoxitina, suscetibilidade a
amicacina e resisténcia ao imipenem. Entre os 31 isolados clinicos, a

distribuigdo dos resultados de suscetibilidade pelo método REMA diferiu entre
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os farmacos avaliados e as espécies dos

eram M. abscessus subsp. massiliense; 45% apresentaram resisténcia induzida
e 10% foram resistentes. Em contraste, 100% dos isolados foram sensiveis a
amicacina e resistentes ao imipenem. Para a cefoxitina, 90,5% dos isolados

apresentaram sensibilidade intermediaria.

Tabela 6. Perfil de suscetibilidade aos farmacos dos isolados pelo método

REMA de acordo com a identificagao de espécie.

isolados

(Tabela 6).

claritromicina, 45% dos isolados testados foram sensiveis, dos quais 100%

Farmacos

M. a. abscessus

Espécie

M. a. bolletii

M. a. massiliense

N= 14 N=9 N=8
Claritomicina
S 6 (43%) 0 (0%) 8 (100%)
RI 6 (43%) 8 (89%) 0 (0%)
R 2 (14%) 1 (11%) 0 (0%)
Cefoxitina
S 1(7%) 0 (0%) 1 (13%)
I 12 (86%) 8 (89%) 7 (87%)
R 1(7%) 1(11%) 0 (0%)
Imipenem
S 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
I 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
R 14 (100%) 9 (100%) 8 (100%)
Amicacina
S 13 (93%) 9 (100%) 8 (0%)
I 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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R 1(7%) 0 (0%) 0 (0%)

S: sensivel, I: intermediario, RI: Resisténcia induzida, R: resistente.

4.2 Teste de suscetibilidade aos farmacos pelo método BACTEC MGIT 960/
TB eXiST

A partir dos diversos testes para padronizar o inéculo do protocolo, foi
determinado a diluicdo de 10* para o tubo controle, sem adicdo de
enriquecimento (OADC), e de 102 para os tubos contendo as diversas
concentragbes dos farmacos. Os resultados de suscetibilidade para os

farmacos testados estao dispostos na Tabela a seguir.

Tabela 7. Resultados obtidos pelo método BACTEC MGIT 960/EpiCenter TB

eXiST apds 15 dias de incubagao, de acordo com a espécie identificada.

Farmacos Espécie

M. a. abscessus M. a. bolletii M. a. massiliense

N= 14 N=9 N=8

Claritomicina
S 6 (43%) 0 (0%) 8 (100%)
RI 5 (36%) 2 (22%) 0 (0%)
R 3 (21%) 7 (78%) 0 (0%)
Cefoxitina
S 1 (8%) 0 (0%) 0 (0%)
I 9 (64%) 4 (45%) 3 (37%)
R 4 (28%) 5 (565%) 5 (63%)
Imipenem
S 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
I 2 (14%) 3 (33%) 0 (0%)
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R 12 (86%) 6 (67%) 8 (100%)

Amicacina

S 13 (93%) 9 (100%) 8 (100%)
| 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
R 1(7%) 0 (0%) 0 (0%)

S: sensivel, I: intermediario, R: resistente.

4.3 Analise comparativa entre os métodos REMA e BACTEC MGIT 960/TB
eXiST

A comparacao dos resultados obtidos por ambos os métodos de teste
de suscetibilidade aos farmacos esta disposta na Tabela 5. Para amicacina,
houve 100% de concordancia com 30 isolados sensiveis e um resistente em
ambos os protocolos. Para imipenem, 26 (84%) isolados foram resistentes por
ambos os métodos. Os cinco (16%) isolados restantes foram considerados
resistentes pelo método REMA, mas apresentaram resisténcia intermediaria
pelo MGIT 960 e, portanto, representam erros leves. Para cefoxitina, ambos os
protocolos apresentaram o mesmo resultado para 18 (58%) isolados, que
incluiram uma cepa sensivel, duas resistentes e 15 resistentes intermediarias.
Todas as discrepancias foram consideradas erros menores, incluindo 12 (39%)
isolados que apresentaram resisténcia intermediaria pelo método padrao ouro
(REMA), mas apresentaram resisténcia pelo sistema MGIT 960/TB eXiST. O
isolado restante foi sensivel por REMA, mas resistente intermediario pelo
sistema MGIT 960/TB eXiST.
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Tabela 8. Comparagdo dos perfis de suscetibilidade dos farmacos
claritromicina, amicacina, cefoxitina e imipenem obtidos pelos métodos REMA e
BACTEC MGIT 960/TB eXiST nas concentracdes de ponto de corte.

Farmaco MGIT REMA TOTAL
AK S I R
S 30 - - 30 (97%)
| - - - -
R - - 1 1 (3%)
IMP S | R
S - - - -
I - - 5 5 (16%)
R - - 26 26 (84%)
FOX S I R
S 1 - - 1 (3%)
I 1 15 - 16 (52%)
R - 12 2 14 (45%)
CLR S RI R
S 14 - - 14 (45%)
I - 6 1 7 (23%)
R - 8 2 10 (32%)

Farmacos: CLR, claritromicina; FOX, cefoxitina; IMP, imipenem; AK, amicacina.

Suscetibilidade: S, sensivel; R, resisténcia induzida; |, intermediario; R, resistente.

A comparacéao dos dois métodos para a claritromicina foi mais criteriosa
devido a ocorréncia do mecanismo de resisténcia induzida, que s6 pode ser
identificado pela extensdao do tempo de incubacdo do método REMA de trés
para 14 dias. Devido ao tipo de deteccdo de cada método, ndo & possivel

estabelecer uma correlagao temporal para a avaliagdo de resisténcia. Todos os
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14 isolados avaliados como sensiveis pelo REMA, apresentaram o mesmo perfil
pelo BACTEC MGIT 960. Entre os dois isolados resistentes pelo REMA, um
também foi resistente pelo BACTEC MGIT 960, e o outro apresentou resisténcia
intermediaria (representando um erro menor). Dos 14 isolados que
demonstraram resisténcia induzida pelo REMA, o protocolo BACTEC MGIT 960
reportou seis como resistentes intermediarios, representando erros menores, e
os oito restantes como resistentes. Aceitando os ultimos resultados como
corretos, entdo a taxa de concordancia geral para claritromicina foi de 77%. As
observacgdes especificas em ambos os métodos para os 14 isolados resistentes
induzidos estao detalhadas na Tabela 6. Nao houve correlagdo aparente entre o
tempo de incubacdo necessaria para detectar a resisténcia induzida pelo
método REMA e o tempo em dias em que o isolado foi relatado como resistente
intermediario ou resistente pelo sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST.

Tabela 9. Comparacdo entre o tempo de deteccdo da resisténcia induzida a
claritromicina pelo método REMA e pelo protocolo desenvolvido para o
BACTEC MGIT 960/ TB eXiST.

Isolado Tempo para deteccao da resisténcia induzida (Dias)

REMA Perfil MGIT 960 Perfil
1477 5 IR 9 I
3288 5 IR 6 I
5127 5 IR 6 I
2334 5 IR 4 R
3696 5 IR 3 R
2526 B 7 IR 5 R
3988 7 IR 6 R
2878 7 IR 6 R
818 10 R 12 I

2754

S
Py
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307 10 IR 6 R
3872 10 IR 7 R
5720 10 IR 6 R
2335 14 IR 9 |

I: resistente intermediario, RI: resistente induzido, R: resistente.

4.4 Deteccgao da presenca de plasmideos nos isolados analisados

Foi observado que trés isolados apresentaram plasmideos pela analise
em PFGE. O isolado 381, identificado como M. abscessus subsp. massiliense,
apresentou dois plasmideos, um com peso molecular aproximado de 50 kb e
outro de 150 kb. O isolado 1527, identificado como M. abscessus subsp.
massiliense, apresentou um plasmideo de peso molecular aproximado de 250
kb. E o isolado 1189, identificado como M. abscessus subsp. bolletii,
apresentou um plasmideo de peso molecular aproximado de 125 kb (Figura
14).

381 1527

Figura 14. Imagem obtida apds Pulsed Field Gel Electrophoresis em gel de
agarose low melting a 1% com deteccédo de presenga de plasmideos. M:
Marcador molecular Lambda PFGE (50-1.000 kb).
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4.5 Sequenciamento de genoma completo

Os isolados que apresentaram possiveis plasmideos pela técnica de
PFGE foram selecionados para o sequenciamento gendmico. Entretanto, o
isolado 1527 ndo apresentou boa qualidade na extracdo de DNA e nao foi
possivel ser sequenciado.

O isolado 381 apresentou dois contigs sugestivos de serem os
possiveis plasmideos detectados pela técnica de PFGE. O primeiro contig
apresentou 95.709 pares de base com conteudo de GC=62,72%.

A comparagdo com o banco de dados BLAST (Tabela 10) evidenciou
que este contig apresentou 99,9% de similaridade com o fago Adler (Numero de

acesso KC960489.1).

Tabela 10. Comparagado do primeiro contig do isolado 381 com o banco de
dados BLAST.

Descricao Max Score Total Score Cobertura E-value Identidade Acesso
Mycobacterium
fago Adler, 1.767e+05 1.788e+05 100% 0.0 99.99% KC960489.1

genoma completo
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Figura 15. Ambiente genético do primeiro contig do isolado 381. As regides

codificadores detectadas estao representadas por flechas, coloridas de acordo

com suas fungbes. Flechas rosas indicam genes que codificam proteinas
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relacionadas a patogenicidade e viruléncia bacteriana, flechas verdes indicam
genes que codificam proteinas relacionadas ao metabolismo bacteriano, flechas
azuis indicam enzimas relacionadas a mecanismos de protecao celular, flechas
cinzas indicam genes que codificam proteinas hipotéticas com fungao

desconhecida.

A maior parte das regides codificadoras detectadas foram caracterizadas
como proteinas hipotéticas, sem fungdo conhecida. Foram detectados nove
ORFs (espR, eccR, espG, eccD, SASPM, nrdH, PPE, virB4) relacionados a
fatores de viruléncia e patogenicidade. Com excegéo do PPE e virB4, todos os
outros genes codificam proteinas relacionadas ao sistema de secregao ESX.

Outra regido codificadora corresponde a familia de proteinas nlpC que
sdo encontradas em regides de profago de genomas bacterianos ou em
bacteriofagos. E foi identificada uma regido codificante da familia de proteinas
vapC faz parte do sistema toxina-antitoxina (TA). Os demais genes estao
relacionados com fungdes do metabolismo celular e regulagcéo génica.

O segundo contig do isolado 381 apresentou 53.821 pares de base e
nao houve compatibilidade com plasmideos pelo banco PlasmidFinder, nao
foram encontrados genes de resisténcia pelo banco ResFinder, nem fatores de
viruléncia pelo VirulenceFinder e sequéncias de insercao pelo ISFinder. No
banco de dados Blast ndo houve compatibilidade significante com sequéncias

depositadas.

Figura 16. Ambiente genético do segundo contig do isolado 381. As regides
codificadores detectadas estao representadas por flechas, coloridas de acordo

com suas fungbes. Flechas rosas indicam genes que codificam proteinas
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relacionadas a patogenicidade bacteriana, flechas verdes indicam genes que
condificam proteinas relacionadas ao metabolismo bacteriano, flechas azuis
indicam elementos moveis e transferases, flechas cinzas indicam genes que

codificam proteinas hipotéticas com funcédo desconhecida.

A maioria das regides codificadoras detectadas foram caracterizadas
como genes de proteinas hipotéticas. Este contig apresentou os mesmos genes
relacionados a patogenicidade e viruléncia bacteriana que o primeiro contig.
Entretanto, foram encontrados dois genes codificadores de transposases da
familia 1S3/IS911. Foi identificada uma regido codificadora da familia de
proteinas minD/parA. Os demais genes detectados estdo envolvidos ao
metabolismo celular e regulagcéo génica.

O isolado 1189 apresentou um unico contig sugestivo de ser um
possivel plasmideo. Este contig possui 131.906 pares de base e ndo houve
compatibilidade com plasmideos pelo PlasmidFinder, ndo foram encontrados
genes de resisténcia pelo ResFinder, nem fatores de viruléncia pelo
VirulenceFinder e sequencias de inser¢cdo pelo ISFinder. No banco de dados
Blast houve compatibilidade com genomas das espécies M. abscessus e M.

massiliense (Tabela 11).

Tabela 11. Resultado de comparagdo do contig do isolado 1189 com

sequéncias do banco de dados Blast.

Descrigdo Score Score Query E-value  Ident Acesso
Max total cover

Mycobacteroides 2.434e+05 2.456e+05 100% 0.0 99.97% CP016188.1
abscessus cepa

FLACO006

Mycobacteroides 2.434e+05 2.436e+05 100% 0.0 99.97% CP014952.1
abscessus cepa

FLACO005

Mycobacteroides 2.081e+05 2.323e+05 99% 0.0 98.53% CP029073.1
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abscessus cepa

G122

Mycobacteroides 1.373e+05 2.487e+05 100% 0.0 99.79% CP035924.1
abscessus subsp.

massiliense cepa

GD01B

Mycobacteroides 1.373e+05 2.487e+05 100% 0.0 99.79% CP035923.1
abscessus subsp.

massiliense cepa

GDO1A

Mycobacteroides 1.373e+05 2.487e+05 100% 0.0 99.79% CP021122.1
abscessus subsp.

massiliense cepa

FLACO047

A maior parte das regides codificadoras detectadas estédo relacionadas
ao metabolismo celular, sintese de proteinas e parede celular, bem como,

genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de metabdlitos

secundarios.

UL A o i

Figura 17. Ambiente genético do primeiro contig do isolado 1189. As regides
codificadores detectadas estao representadas por flechas, coloridas de acordo
com suas fungbes. Flechas rosas indicam genes que codificam proteinas
relacionadas a patogenicidade bacteriana, flechas verdes indicam genes que
codificam proteinas relacionadas ao metabolismo bacteriano, flechas vermelhas
indicam elementos méveis e transferases, flechas azuis indicam enzimas
relacionadas mecanismos de protecao celular e flechas cinzas indicam genes

que codificam proteinas hipotéticas com funcdo desconhecida.
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Foram detectados genes reguladores transcricionais das familias AcrR,
AraC e TetR, e foram identificados dois genes que codificam proteinas
transportadoras da familia MFS e da familia RND. Além disso, foi encontrado
uma regido que codifica uma enzima putativa do tipo carboxipeptidade Van-Y e
subjacente a esta regido codificadora, foi encontrada uma sequéncia que
corresponde a uma metalo-hidrolase de classe B (MBL). Todas as regides

codificadoras dos trés contigs analisados estdo no Anexo 2.

4.6 Categorizagcao dos isolados segundo tratamento dos pacientes

Uma vez que um paciente possua um resultado de baciloscopia positiva,
o mesmo devera ser notificado como caso de tuberculose. Esse fato acontece
também para os casos de micobacterioses, pois a baciloscopia nao identifica ao
nivel de espécie o agente etiologico. Portanto, a maioria dos casos de
micobacterioses pode ser encontrada no banco de notificagcbes para
tuberculose.

Dentre os 29 pacientes dos quais foram obtidos os isolados do estudo,
14 (48,3%) apresentaram notificagdo no TBWeb, sendo 9 do sexo masculino
(64,3%) e cinco do sexo feminino (35,7%). Todos os pacientes notificados
receberam esquema de tratamento para tuberculose, com os farmacos
Rifampicina, lzoniazida, Etambutol e Pirazinamida. Apenas dois pacientes
tiveram mudancga de diagndstico para infecgéo causada por M. abscessus, com
somente um paciente tratado com claritromicina. Este paciente refere-se ao
isolado 2754, que foi categorizado como resistente de acordo com a
classificacdo proposta, concordante com o perfil in vitro que apresentou

resisténcia induzida a este farmaco.
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5. Discussao

O grupo M. abscessus tem se tornado de grande importancia clinica
tanto pelo aumento da incidéncia e ampla variedade de suas infec¢des, quanto
por sua elevada resisténcia, intrinseca e adquirida, a diversas classes de
antibidticos (Forbes et al.,, 2018; Lopeman et al., 2019). Além disso, muito
pouco é compreendido sobre a viruléncia, transmissao e persisténcia ambiental
desses microrganimos, sendo necessario mais estudos, principalmente, visando
novos tratamentos eficazes e seguros.

Apesar de recomendacgdes terapéuticas por diretrizes nacionais e
internacionais, ha pouca evidéncia clinica de eficacia in vivo, culminando em
tratamento falhos, e em muitos casos, em infecgdes persistentes e incuraveis.
Devido a estes fatores, a realizagdo de teste de suscetibilidade aos farmacos
tornou-se mandatéria para auxiliar na melhor opgao terapéutica, mesmo com
inconsisténcia entre atividade in vitro e in vivo.

Atualmente, a metodologia utilizada para o teste de suscetibilidade aos
farmacos € a recomendada pelo CLSI, considerada o padrdao ouro desde sua
primeira publicagdo. Esta metodologia é baseada na menor concentragdo do
farmaco capaz de inibir crescimento bacteriano, entretanto € uma técnica
robusta exigindo tanto laboratério quanto profissional capacitado para sua
implementacado e realizacdo. Outro fator a ser considerado é a detecgao da
resisténcia induzida a claritomicina, um dos principais farmacos do tratamento,
que requer a extensao de incubagao e monitoramento do teste de 3 a 14 dias.

Em busca de novas tecnologias praticas e reproduziveis, o BACTEC
MGIT 960 é um sistema automatizado originalmente aplicado ao teste de
suscetibilidade aos farmacos para o complexo M. tuberculosis e, atualmente, é
a metodologia recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2009).
Recentemente, o sistema foi aprimorado com o langcamento do software TB
eXiST, que suporta o uso de multiplos protocolos, incluindo aqueles

desenvolvidos por usuarios finais. Lucke e col. (2012) utilizaram pela primeira
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vez este novo sistema para teste de suscetibilidade aos farmacos para
micobactérias de crescimento lento, demonstrando seu potencial para o
desenvolvimento de um protocolo para as micobactérias de crescimento rapido.
Baseado nisto, este estudo teve como objetivo a avaliagdo de um protocolo de
suscetibilidade aos farmacos para as espécies do grupo M. abscessus pelo
sistema MGIT 960/TB eXiST, que posteriormente podera ser aplicado para
outras micobactérias de crescimento rapido.

Para o desenvolvimento do protocolo, foi utilizada a cepa padrdo M.
abscessus ATCC 199777 para posteriormente aplicar o protocolo para 31
isolados clinicos identificados como pertencentes do grupo M. abscessus frente
aos quatro principais farmacos (claritromicina, cefoxitina, imipenem e
amicacina) utilizados no tratamento das infecgdes causadas por este grupo. Os
resultados obtidos foram comparados com a técnica REMA, que consiste na
metodologia recomendada pelo CLSI com a utilizagdo de resazurina, um
indicador de oxido-redugdo usado para avaliar crescimento celular,
principalmente em testes de citotoxicidade (Sarker et al., 2007). A utilizacdo da
resazurina auxilia na leitura visual do teste, minimizando possiveis erros de
leitura e permitindo uma leitura mais precisa. Também permite o
desenvolvimento de protocolos de leitura automatizada devido a fluorescéncia
emitida (Carvalho et al., 2016).

As interpretacdes foram feitas de acordo com os critérios especificados
pelo CLSI para cada farmaco. Nas analises realizadas, ndo foram observados
erros maiores ou muito maiores, ou seja, nenhum teste realizado pelo sistema
MGIT 960/TB eXiST demonstrou falsa sensibilidade ou resisténcia quando
comparados com o padréo ouro. Para todos os quatro farmacos, os resultados
obtidos pelo sistema MGIT 960/TB eXiST foram estritamente concordantes em
44 (98%) dos 45 casos em que a técnica REMA indicou sensibilidade ao
antibiotico. A unica excecgao foi um isolado sensivel a cefoxitina, relatado como
resistente intermediario pelo sistema MGIT 960/TB eXiST. Entre todas as

comparagdes restantes, ambas as metodologias relataram resisténcia ou
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resisténcia intermediaria ou, no caso da claritromicina, resisténcia induzida.
Assim, no geral, o sistema MGIT 960/TB eXiST forneceu corretamente a
informacao clinicamente relevante - antibiético sensivel ou ndo sensivel - para
123 (99,2%) das 124 comparagdes dos farmacos testados, com a unica
excecgao sendo na direcdo de uma discrepancia conservadora.

A analise dos resultados para o farmaco claritromicina foi avaliada de
uma forma mais criteriosa devido a presenca do mecanismo de resisténcia
induzida. O primeiro ponto a ser avaliado é o periodo de incubac&o do teste
para a detecgdo desta resisténcia. De acordo com Choi e col. (2012), é
necessario um grande acumulo da proteina Erm(41) para que o sitio de ligagéo
do farmaco seja bloqueado, e, assim, seja expressa a resisténcia induzida.
Essa produgédo so6 é detectada pela técnica REMA quando a incubacgao do teste
€ extendida por até 14 dias, periodo este que o sistema BACTEC MGIT 960/TB
eXiST contempla devido ao protocolo de interpretacéo final do teste.

Foi observado que todos os isolados com resisténcia induzida pela
técnica REMA foram relatados como resistentes (57%) ou resistentes
intermediarios (43%) pelo sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST, mas n&o foi
observada correlacdo aparente entre o dia de deteccao desta resisténcia por
ambos os protocolos.

Neste estudo consideramos concordante a interpretacdo de resisténcia
intermediaria e resisténcia induzida devido a conduta clinica aplicada em ambos
os casos. Na presenca da resisténcia induzida a claritromicina, é recomendado
que este farmaco seja substituido por outro que tenha melhor atividade
antibacteriana, enquanto nos casos de resisténcia intermediaria é recomendado
que haja uma adequacgéo da dose, ndo excluindo sua utilizagdo no tratamento.
Se esta conduta for aplicada nos isolados considerados resistentes
intermediarios pelo sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST, os quais séo
resistentes induzidos pela técnica REMA, é muito provavel que o quadro clinico
da infecgcdo seja persistente, ja que a presenca do farmaco é estimulo para a

ativacado do gene erm(41), responsavel pela metilagcdo do sitio de ligagdo da
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claritromicina. Em virtude disso, sugerimos que os isolados resistentes
intermediarios sejam interpretados como resistentes para que a conduta
terapéutica possa ser ajustada de acordo com o perfil de suscetibilidade do
isolado.

Considerando, entdo, esses resultados como concordantes, a taxa de
concordancia geral para claritromicia entre ambos os protocolos aumentaria de
77% para 100%, ou seja, o sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST proporcionou
o resultado clinicamente relevante sem a necessidade de modificar o fluxo de
trabalho padronizado.

Em relacdo ao farmaco amicacina, todos os isolados apresentaram
sensibilidade, com exce¢cdo de um unico isolado M. abscessus subsp.
abscessus que apresentou resisténcia. Estes resultados estdo de acordo com
os trabalhos publicados por Zheng e col. (2018) e Wu e col. (2019), nos quais
mostram que este farmaco apresenta elevada atividade bactericida em isolados
do grupo M. abscessus.

Para o farmaco imipenem, todos os isolados (100%) foram resistentes,
enquanto para cefoxitina apenas dois isolados (6,4%) foram sensiveis, sendo
um isolado M. abscessus subsp. abscessus e o0 outro M. abscessus subsp.
massiliense. Dos isolados restantes, 28 apresentaram resisténcia intermediaria
(90,3%) e dois isolados foram resistentes. Estes dados sdao concordantes com a
metanalise de Story-Roller e col. (2018), a qual avaliou 35 estudos que testaram
B-lactédmicos frente isolados do grupo M. abscessus. Os autores observaram
que na maioria dos estudos em que os farmacos imipenem e cefoxitina foram
testados, os isolados apresentaram resisténcia. Em apenas quatro estudos foi
observado que todos os isolados foram sensiveis ou resistentes intermediarios
a cefoxitina e outros dois estudos observaram que isolados de M. abscessus
subsp. massiliense e M. abscessus subsp. bolletii foram sensiveis ou
resistentes intermediarios ao imipenem, enquanto isolados de M. abscessus

subsp. abscessus exibiram CIMs elevados para este farmaco.
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A presenca de plasmideos ndo integrados nos cromossomos dos
isolados analisados foi verificada utilizando a técnica PFGE (Viana-Niero et al.,
2008) e teve como objetivo identificar possiveis interferentes genéticos no perfil
de suscetibilidade a claritromicina. Dos 31 isolados analisados, apenas em trés
foi observada a presenca de plasmideos, os quais foram posteriormente
submetidos ao sequenciamento gendmico total, com exce¢ao do isolado 1527
que nao apresentou boa qualidade na extracdo de DNA e ndo pbde ser
sequenciado.

O isolado 381 apresentou dois contigs sugestivos de serem plasmideos,
sendo que um deles apresentou 99,9% de similaridade com o fago Adler
(numero de acesso Genbank: KC960489.1). Este fago foi depositado por
Cerdeira e colaboradores em 2013, entretanto nenhuma descri¢ao foi relatada.

A maior parte das regides codificadoras detectadas foram caracterizadas
como proteinas hipotéticas, sem fungcdo conhecida. Foram detectados nove
genes (espR, eccR, espG, eccD, SASPM, nrdH, PPE, virB4) relacionados a
fatores de viruléncia e patogenicidade. Com excecado do gene PPE e virB4,
todos os outros genes codificam proteinas relacionadas ao sistema de secreg¢ao
ESX. Este sistema é responsavel pelo transporte de proteinas através da
espessa e complexa parede celular das micobactérias. Alguns destes sistemas
de secrecgdo estdo envolvidos na viruléncia e sobrevivéncia bacteriana (Chen,
2016).

Em micobactérias patogénicas de crescimento lento, como M.
tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium marinum, existem cinco
sistemas de secrecao do tipo VII, chamados ESX-1 a ESX-5. O sistema ESX-1
€ 0 mais estudado devido a sua importante funcdo na viruléncia, que esta
ligada, pelo menos em parte, a capacidade de uma de suas proteinas efetoras
segregadas, EsxA, induzir ruptura de fagossomos em fagocitos do hospedeiro
(Groschel et al., 2016; Chen, 2016). Este sistema também ja foi descrito em

micobactérias ndo patogénicas de crescimento rapido, como Mycobacterium
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smegmatis, no qual estdo envolvidas na transferéncia conjugal de DNA
(Groschel et al., 2016).

O gene PPE codifica proteinas que desempenham um papel na evaséo
das respostas imunes do hospedeiro, possivelmente via variagdo antigénica, e
estdo associadas ao sistema ESX (Sampson, 2011). Ja as proteinas da familia
VirB4 sao codificadas por plasmideos conjugativos e por sistemas de secregao
do tipo IV, que especificam a exportacdo de macromoléculas relacionadas a
sistemas de conjugacao e tém papel importante na rapida disseminagao de
genes de resisténcia a antibidticos e determinantes de viruléncia (Christie et al.,
2014).

Neste mesmo contig também foi encontrada uma regido codificadora da
familia de proteinas nlpC, que sao encontradas em regides de profago de
genomas bacterianos ou em bacteriofagos. Estas proteinas sdo enzimas
denominadas hidrolases conhecidas por sua capacidade de degradar a parede
celular da célula hospedeira e, recentemente, por serem potentes agentes
antibacterianos (Anantharaman & Aravind, 2003).

Outra regido detectada codifica a familia de toxinas vapC do tipo Il do
sistema toxina-antitoxina (TA). Os sistemas TA sao tipicamente codificados em
operons que estao localizados em plasmideos bacterianos e cromossomos. Os
operons consistem em genes adjacentes de toxina e antitoxina. As toxinas tém
diversas fungdes celulares, tais como inibicbes da sintese de proteinas,
replicacdo de DNA e sintese da parede celular em resposta a condigbes de
crescimento desfavoraveis. Muitas toxinas sao ribonucleases que degradam o
MRNA de maneira especifica ou inespecifica, e algumas toxinas atuam como
inibidores da girase e quinases. Os mddulos TA cromossdmicos podem atuar
na fisiologia do estresse, servindo como reguladores metabdlicos do
crescimento e como mecanismo adaptativo a diversas condigbes ambientais
(Leplae et al., 2011; Lee & Lee, 2016; Jurénas et al., 2017).

Os genes TA no plasmideo sdo transferidos horizontalmente com

frequéncia, conferindo resisténcia a antibidticos e viruléncia em bactérias
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patogénicas. Além disso, os genes TA em cromossomos de varios procariontes
mostram fungbdes celulares amplas, que respondem a diversos ambientes
estressantes, como deficiéncia de nutrientes, tratamento antibidtico, infeccao
por bacteriéfagos, ataque do sistema imunoldgico, estresse oxidativo e alta
temperatura. Dependendo dos tipos de sistemas de TA, a ativacdo da toxina
pode eventualmente causar crescimento lento das células ou parada do ciclo
celular, como é mais frequentemente encontrado em células dormentes. Uma
hipétese mais aceita € a de que a toxina é responsavel pela parada celular,
superando a adversidade temporaria (Leplae et al.,, 2011; Lee & Lee, 2016;
Jurénas et al., 2017).

Por exemplo, o M. tuberculosis abriga pelo menos 30 operons de TA
funcionais que cobrem cinco familias de toxinas (MazEF, RelBE, ParDE, HigBA
e VapBC), enquanto a espécie M. smegmatis de crescimento mais rapido
possui apenas trés operons de TA funcionais. A célula dormente que tem uma
baixa atividade metabdlica torna-se parcial ou totalmente insensivel ao
mecanismo de acgado dos farmacos, tornando muitas bactérias patogénicas
resistentes a multi-drogas. Este estado fisiolégico pode voltar a um estado
crescente quando os farmacos sao eliminados (Leplae et al., 2011; Lee & Lee,
2016; Jurénas et al., 2017).

Os sistemas TA multiplos também estdo relacionados a formacao de
biofiilme de bactérias patogénicas humanas, o que as capacita a resistir a
antimicrobianos e a ataques imunes. Com base nas caracteristicas estruturais
e funcionais da toxina, os mddulos TA bacterianos tipo Il podem ser
categorizados em oito superfamilias (RelBE, MazEF, VapBC, CCDAB, ParDE,
HigAB, HipBA e Phd-Doc) e foram originalmente descobertos em plasmideos
bacterianos no final dos anos 80. A funcdo desses modulos é garantir a
manutencdo do plasmideo no crescimento de populagbes bacterianas. Eles
agem matando as bactérias-filhas desprovidas de plasmideo (Leplae et al.,
2011; Lee & Lee, 2016; Jurénas et al., 2017).
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As demais regides codificadoras encontradas no primeiro contig no
isolado 381 estdo relacionadas com fungcbes do metabolismo celular e
regulacao génica.

O segundo contig do isolado 381 apresentou 53.821 pares de base e
nao houve compatibilidade com plasmideos pelo banco PlasmidFinder, n&o
foram encontrados genes de resisténcia pelo banco ResFinder, nem fatores de
viruléncia pelo VirulenceFinder e sequéncias de insercao pelo ISFinder. No
banco de dados Blast ndo houve compatibilidade significante com sequéncias
depositadas.

A maioria das regides codificadoras detectadas foram caracterizadas
como genes de proteinas hipotéticas. Este contig apresentou os mesmos genes
relacionados a patogenicidade e viruléncia bacteriana que o primeiro contig.
Entretanto, foram encontrados dois genes codificadores de transposases da
familia 1S3/1S911, que consistem em varios elementos de insercdo de
Escherichia coli e outras transposases bacterianas (Chandler et al. 2015). A
presenca destes elementos sugerem que as micobactérias sdo capazes de
troca de material genético com outros géneros bacterianos, e talvez, com uma
frequéncia maior do ja descrito.

Outra regiao encontrada codifica a familia de ATpases minD/parA que
estdo envolvidas na segregagao de cromossomos e plasmideos (Lutkenhaus,
2012). Os demais genes detectados estdo envolvidos com o metabolismo
celular e regulagéo génica.

O isolado 1189 apresentou um unico contig sugestivo de ser um
plasmideo. Este contig possui 131.906 pares de base e nédo houve
compatibilidade com plasmideos pelo PlasmidFinder, ndo foram encontrados
genes de resisténcia pelo ResFinder, nem fatores de viruléncia pelo
VirulenceFinder e sequencias de inser¢cdo pelo ISFinder. No banco de dados
Blast houve compatibilidade com genomas das espécies M. abscessus subsp.

abscessus e M. abscessus subsp. massiliense.
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Foram detectados genes reguladores transcricionais (TRF) das familias
AcrR, AraC e TetR. Estas familias envolvem proteinas e polipeptideos que
regulam o metabolismo do carbono, resposta ao estresse e patogénese. O
regulador AcrR esta associado a expressdao do complexo de efluxo AcrAB, que
protege a parede celular de substancias toxicas (Deng et al., 2013).

Em especial, a familia TetR atua como sensores quimicos para
monitorar tanto a dindmica ambiental celular quanto seus genes regulados,
subjacentes a muitos eventos, tais como producdo de antibidticos, estresse
osmotico, bombas de efluxo, resisténcia a multiplos farmacos, modulagao
metabdlica e patogénese. A primeira TetR foi reportada como reguladora da
bomba de efluxo de tetraciclina, resultando na inducdo da resisténcia a
tetraciclina em E. coli. No entanto, em relagdo as micobactérias, apesar do
genoma de M. tuberculosis codificar 14 membros da familia TetR, pouco se
sabe sobre suas fungdes. Algumas foram confirmadas estarem envolvidas no
metabolismo de lipideos, como a kstR e MceR. Estudos com objetivo de
compreenderem a patogenicidade do M. tuberculosis observaram que a
bactéria utiliza lipideos como fonte de carbono in vivo por meio da inducdo de
enzimas envolvidas na degradagao de acidos graxos durante a infecgéo e que a
delecdo dos genes envolvidos no metabolismo dos lipideos causa uma severa
atenuagdo em modelos de infecgao (Deng et al., 2013).

Em alguns géneros, observamos uma ampla variagdo no numero de
TFRs em diferentes espécies. Por exemplo, o M. tuberculosis codifica 49 TFRs,
enquanto M. leprae, conhecido por ter um genoma reduzido, codifica apenas 10
e os isolados ambientais M. abscessus e M. smegmatis codificam 138 e 137
TFRs, respectivamente. Estes dados indicam uma tendéncia geral de que o
namero de TFRs codificados por um organismo pode refletir a diversidade das
condi¢gdes ambientais em que o organismo vive (Cuthbertson e Nodwell, 2013).

Foram encontrados dois genes que codificam proteinas transportadoras
envolvidas no transporte de diversos compostos desde carboidratos, alcoois
organicos e acidos. O transportador da familia MFS (major facilitator
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superfamily) € conhecido principalmente pela sua fungdo na absorgdo de
acgucares, mas recentemente foi envolvido em sistemas de efluxo de farmacos,
metabdlitos do ciclo de Krebs e organofosforados. Ja o transportador da familia
RND (Resistance-Nodulation-Division) € uma categoria de bombas de efluxo
bacteriano envolvida na manutencdo da homeostase da célula, na remocéao de
compostos téxicos e na exportacdo de determinantes de viruléncia. Estas
familias de transportadores sdao comumente encontradas em bactérias gram-
negativas (Nikaido, 2011).

Foi encontrada uma regido que codifica uma enzima putativa do tipo
carboxipeptidase Van-Y, que sdo enzimas metalo-peptidases envolvidas no
metabolismo celular e na biossintese da parede celular. O gene condificador
desta enzima é membro do grupo de genes de resisténcia de alto nivel a
vancomicina encontrado no plasmideo plP816 em Enterococcus faecium
BM4147 (Arhtur et al., 1992).

Subjacente a esta regido codificadora, foi encontrada uma sequéncia
que corresponde a uma metalo-hidrolase (MBL), que sdo enzimas hidroliticas
que desempenham uma variedade de funcgdes bioldgicas, dentre as quais
podem catalisar uma ampla gama de antibidticos beta-lactdmicos, como
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e cefamicinas (Page & Badarau,
2008; Palzkill, 2013).

Diferentemente das [B-lactamases descritas em micobactérias, Blawmab
(Soroka et al., 2014), BlaC (Hackbarth et a., 1997), BlaF (Galleni et al., 1994) e
BlaS (Basu et al. 1997), que pertencem a classe A de Ambler, esta metalo-
hidrolase pertence a classe B de B-lactamases. Esta classe requer ions de
zinco para catalisar a hidrolise de B-lactdmicos e ndo tém sequéncia ou
homologia estrutural com as serina - B-lactamases (Page & Badarau, 2008;
Palzkill, 2013).

A primeira metalo-B-lactamase a ser descoberta foi produzida por uma
linhagem in6cua de Bacillus cereus, mas nos ultimos 20 anos, resisténcias

mediadas por MBL tém sido cada vez mais descritas em varias bactérias
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patogénicas e tém se espalhado rapidamente por transferéncia horizontal,
envolvendo ambos plasmideos e elementos genéticos integron. As MBLs
representam uma enorme ameaca clinica a terapia baseada em antibiéticos B-
lactamicos, ja que nao existem inibidores clinicamente uteis para eles (Page &
Badarau, 2008; Palzkill, 2013).

As MBLs podem ser divididas em trés subclasses: subclasse B1, B2 e
B3 com base em suas sequéncias de aminoacidos, substrato e ions
necessarios. Subclasse B1 é a maior e contém varias B-lactamases bem
estudadas: BCII de Bacillus cereus, CcrA de Bacteroides fragilis, IMP-1, SPM-1
de Pseudomonas aeruginosa e BlaB de Crysobacterium meningosepticum. Os
representantes mais comuns da subclasse B2 sdo CphA de Aeromonas
hydrophila e ImiS de Aeromonas veronii, que preferencialmente hidrolisam
carbapenémicos, mas tém pouca atividade contra penicilinas e cefalosporinas.
Finalmente, a subclasse B3 contém a unica B-lactamase de zinco tetramérica
conhecida, a enzima L1 de Stenotrophomonas maltophilia e a FEZ-1
monomérica de Legionella gormanii (Page & Badarau, 2008; Palzkill, 2013).

A presenca desta metalo B-lactamase juntamente com os outros
mecanismos de resisténcia presentes no contig do isolado 1189, podem estar
relacionados com a resisténcia deste isolado aos farmacos cefoxitina e
imipenem. Este isolado foi sensivel tanto a amicacina como a claritromicina,
sendo este ultimo farmaco relacionado a dele¢ao no gene erm(41).

Em contrapartida, o isolado 381 foi resistente somente ao farmaco
imipenem, na qual esta resisténcia pode estar envolvida com os sistemas de
excrecao ESX presentes nos contigs. Este isolado foi identificado como M.
abscessus subsp. massiliense, o qual apresenta delecdo no gene erm(41), que
confere o perfil sensivel a claritromicina.

Apesar destes mecanismos de resisténcia terem sido encontrados nos
supostos plasmideos, esses foram descritos primordialmente em DNA
cromossdmico de micobactérias, sugerindo que 0s mesmos podem ser

encontrados nos isolados que ndo foram identificados possiveis plasmideos.
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Esta hipotese, pode explicar a elevada resisténcia desses isolados aos
farmacos cefoxitina e imipenem, bem como a claritromicina, apesar da
integridade do gene erm(41).

A elevada resisténcia aos B-lactdmicos e a claritromicina, levanta o
questionamento sobre as recomendacdes disponiveis de tratamento das
infec¢cdes causadas pelo grupo M. abscessus, ja que trés dos quatro farmacos
preconizados apresentam baixa ou nenhuma atividade bactericida. Esta
observagao ndo foi constatada somente neste estudo, visto os inumeros
estudos que demonstram a escassa atividade antibacteriana destes
antibidticos. Estes dados enaltecem a grande necessidade de medicamentos
eficazes e seguros e que apresentem correlagao in vitro e in vivo.

Em relagdo a caraterizagdo dos pacientes de acordo com o tratamento,
foi observado que dos 29 pacientes que foram obtidos os isolados do estudo,
14 (48,3%) apresentaram notificacdo no TBWeb. Todos estes pacientes
notificados receberam esquema de tratamento para tuberculose. Apenas dois
pacientes tiveram mudanca de diagnodstico para infec¢do causada por M.
abscessus, com somente um paciente tratado com claritromicina. Este
paciente refere-se ao isolado 2754, que foi categorizado como resistente de
acordo com a classificacdo proposta, concordante com o perfil in vitro de
resisténcia induzida.

Existem dois fatores que possivelmente podem estar relacionados com
os casos de infeccbes pulmonares por MNTs serem notificadas como
tuberculose, sendo eles a apresentagao clinica do paciente e a baciloscopia
positiva, a qual se realiza a pesquisa de bacilo alcool-acido resistente (BAAR).
Em alguns casos de infecgdes pulmonares por MNT a sintomatologia e os
achados no exame de raio-X podem assemelhar-se ao quadro clinico da
tuberculose, o que pode levar o médico a suspeitar desta doenca. Nestes
casos, geralmente é solicitada a baciloscopia para confirmar a suspeita clinica,
e se baciloscopia for positiva, o caso é notificado como tuberculose e inicia-se

o tratamento. Mesmo nos casos de baciloscopia negativa, o0 médico pode optar
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por notificar o caso e iniciar o tratamento, j@ que a baciloscopia tem
sensibilidade muito variavel (60 — 80%), e se a cultura para micobactérias foi
solicitada, esta pode levar até 60 dias para o resultado final. Como a
tuberculose é uma doenga grave de transmissdo aérea, assim que O
diagnéstico € dado, o paciente precisa ser isolado e o tratamento deve ser
iniciado o mais rapido possivel.

Outro ponto importante € que a mudanga de diagndstico geralmente
ocorre quando ha identificagdo do microrganismo em cultura e a valorizagao do
mesmo, 0 que pode explicar que apenas dois pacientes tiveram mudanca de
diagnostico para infeccado por M. abscessus. A realizagdo de cultura para
micobactérias deve ser feita para toda suspeita de tuberculose ou outras
micobacterioses, mas este exame nem sempre € realizado, sendo solicitado
principalmente em casos de resisténcia ao tratamento, ja que € necessaria a
realizagao de teste de suscetibilidade aos farmacos.

Podemos observar que o diagndéstico de micobacterioses € complexo e
requer que profissionais da saude, desde médicos a microbiologistas, sejam
capacitados quanto as peculariedades destes microrganismos. Este quadro
ainda se agrava nos casos de infecgdes pelo grupo M. abscessus em razao da
elevada resisténcia as diversas classes de antibibticos, inclusive aqueles

preconizados.
6. Conclusao
e O protocolo desenvolvido para isolados do grupo M. abscessus utilizando
o sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST apresentou resultados

concordantes com o método padrdao descrito pelo CLSI adaptado
(REMA);
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A utilizacdo do sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST para isolados do
grupo M. abscessus foi possivel apos padronizagdo do crescimento em
tubo sem adicao de OADC;

Os resultados obtidos pelo sistema BACTEC MGIT 960/TB eXiST
sugerem a possivel aplicabilidade do mesmo para teste de
suscetibilidade aos farmacos para micobactérias de crescimento rapido,
mas estudos de escala maior s&o necessarios para confirmar a robustez

da metodologia descrita no presente estudo;

O presente estudo mostrou que isolados com resisténcia ou resisténcia
induzida a claritromicina podem ser detectados pelo sistema BACTEC
MGIT 960/TB eXiST a partir do que é considerado como resisténcia
intermediaria. No entanto, esse achado deve ser avaliado em uma

populagdo maior para que possa ser validado.

O sequenciamento gendmico permitiu a identificagao de diversos tipos de
mecanismos de protecdo bacteriano, incluindo uma metalo B-lactamase,
que refletem o elevado perfil resistente dos isolados, bem como a
elevada capacidade das micobactérias de resistirem a diversas

condigdes ambientais.
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Anexo 2. Anotagdes dos contigs encontrados nos isolados 381 e 1189.

381 contig 1
CDS BLAST IDENTIDADE COBERTURA E-VALEU
complement helix-turn-helix domain-containing protein 100% 69% le-24
(3..221)
complement type Il toxin-antitoxin system VapC family toxin 100% 100% 7e-91
(997..1407)
5400..5867 helix-turn-helix domain-containing protein 100% 100% 2e-106
6128..6607 ESX-1 secreted protein regulator EspR 100% 100% le-109
8326..9741 NADPH-cytochrome P450 reductase 100% 100% 0.0
11716..13191 multi-domain regulatory protein 100% 72% le-172
14205..15596 type VIl secretion protein EccB 100% 100% 0.0
20242..21357 PPE domain-containing protein 100% 99% 0.0
22421..23269 ESX secretion-associated protein EspG 100% 100% 0.0
23930..25150 ATPase 100% 100% 0.0
25147..26646 type VIl secretion integral membrane protein 98.8% 100% 0.0
EccD
26649..28166 type VIl secretion-associated serine protease 100% 100% 0.0
mycosin

29904..31805 type VIl secretion AAA-ATPase EccA 100% 100% 0.0
35736..36305 micrococcal nuclease-like nuclease 100% 91% 2e-125
complement Glutaredoxin-like protein NrdH 100% 100% 2e-96
(46084..46494)
complement DUF932 domain-containing protein 100% 100% 0.0
(50789..51760)
complement ParB/RepB/Spo0J family partition protein

(53374..55083)
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complement
(56547..56939)

complement
(63724..64503)

complement
(65967..66383)
70279..71571
73753..74826
76246..77832

83044..85578

complement
(95278..95709)

381 contig 2

Single-stranded DNA-binding protein

Soj family ATPase

Lipoprotein LppP

helix-turn-helix transcriptional regulator
NIpC/P60 family protein

PPE domain-containing protein

Type IV secretory pathway, VirB4 components

helix-turn-helix domain-containing protein

100%

99.61%

100%

100%

100%

99.43%

99.53%

100%

100% 9e-90

100% 0.0
100% 3e-94
100% 0.0
100% 0.0
100% 0.0
100% 0.0
100% 3e-99

CDS

BLAST

IDENTIDADE COBERTURA E-VALEU

complement
(1..492)
complement
(522..767)
3841..4521

complement
(8478..9710)
14681..15184
15186..15428
16426..16845

16846..18423

20469..22412

IS3 family transposase

Transposase, 1S3/1S911 family

NAD-dependent deacylase

putative DNA-damage-inducible protein P DINP
NIpC/P60 family protein

XRE family transcriptional regulator

ESX-1 secretion-associated protein

PPE domain-contain protein (Mycobacterium

abcessus)
type VIl secretion AAA-ATPase EccA

100%

98,75%

100%

100%

100%

98,70%

100%

100%

100%

100% 8E-116

100% 1E-46

100% 5E-164

100% 0.0

100% 2E-119

96% TE-47
79% 3E-69
100% 0.0
100% 0.0
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22412..23893 type VIl secretion protein EccB 100% 100% 0.0

23890..28029 type VIl secretion protein EccCa 100% 100% 0.0

28721..29023 PE domain-containing protein (Mycobacterium 100% 100% 2e-57
abscessus)

29039..30355 PPE family protein - Gating protein PPE6ES, 100% 100% 0.0
component of Type VIl secretion system ESX-1

31674..32510 MinD/ParA family protein [Mycobacteroides 99,64% 100% 0.0
abscessus]

32538..33971 type VIl secretion integral membrane protein 100% 100% 0.0
EccD [Mycobacteroides abscessus]

33974..35353 type VIl secretion-associated serine protease 100% 100% 0.0
mycosin [Mycobacteroides abscessus

35350..37527 type VIl secretion protein EccE [Mycobacteroides 100% 100% 0.0
abscessus subsp. abscessus]

37566..37898 Lsr2 family protein [Mycobacteroides abscessus] - 100% 100% 9e-76
gene expression

38669..38875 DUF2637 domain-containing protein 98.53% 100% le-37
[Mycobacteroides abscessus]

47611..48441 PAPS reductase/FAD synthetase family protein 100% 100% 0.0
[Mycobacteroides abscessus subsp. abscessus]

51280..52380 ATPase [Mycobacteroides abscessus subsp. 100% 100% 0.0
abscessus]

1189 contig
CDS BLAST IDENTIDADE COBERTURA E-VALEU

262..570 MurG superfamily 90.20% 100% 3e-50

718..1410 MurG superfamily 100% 100% le-158

1407..2879 MurG superfamily 100% 100% 0.0

2876..3805 FtsQ superfamily 100% 100% 0.0

4096..5259 FtsZ superfamily 100% 100% 0.0
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5283..5990

5990..6709

6798..7439

complement
(7512..8258)
complement
(8268..8612)
complement
(8609..9139)

9249..9

575

9805..10632

111309..

11735

complement

(11748..12722)

comple

(12724..13287)

13403..

15135.

16383.

17399..

18729.

20016..

20883..

21639.

228009.

23981..

ment

14011

.16253

.17402

18688

.19976

20786

21632

.22634

.23981

24439

YggS family pyridoxal phosphate-dependent
enzyme

peptidoglycan editing factor PgeF

cell division protein SepF

DUF899 domain-containing protein
Transcriptional regulator, ArsR family
activator of HSP90 ATPase

YGGT family protein

DivIVA domain-containing protein

M15 family metallopeptidase

MBL fold metallo-hydrolase
carboxymuconolactone decarboxylase family
protein

TetR family transcriptional regulator
3-oxoacyl-(Acyl-carrier-protein) synthase Il KasB
beta-ketoacyl synthase

3-oxoacyl-ACP synthase

Putative beta-ketoacyl synthase
3-oxoacyl-ACP reductase

thioesterase

Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase

acyltransferase PapA5

membrane protein

100%

100%

100%

100%

100%

100%

98%

100%

100%

100%

100%

100%

99.46%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

73%

93%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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2e-173

3e-164

6e-147

0.0

2e-75

2e-91

3e-61

0.0

4e-139

0.0

2e-132

2e-142

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

2e-179

0.0

0.0

5e-107



24464..27343
27349..28608
28592..29572
complement

(29767..30345)

complement
(30381..31481)

complement
(31478..32977)
33023..33709
33755..34192
34192..35103
35176..35775
complement
(35792..36991)
complement
(36988..38376)
complement
(38407..38727)
38842..39846
40127..41293
41290..41727
41724..42767
42760..43218
43215..43640

43637..44164

44675..45442

RND family transporter

MES transporter

alpha/beta hydrolase
carboxymuconolactone decarboxylase family
protein

zinc-binding dehydrogenase

acetyl-CoA acetyltransferase

Transcriptional regulator, AcrR family

Paal family thioesterase

alpha/beta hydrolase

TetR family transcriptional regulator
pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
Putative cytochrome P450 hydroxylase
2Fe-2S iron-sulfur cluster binding domain-
containing protein

Transcriptional regulator, AraC family
thiolase family protein

Zn-ribbon domain-containing OB-fold protein
LLM class flavin-dependent oxidoreductase
MaoC family dehydratase

dihydroxy-acid dehydratase

MaoC family dehydratase

enoyl-CoA hydratase

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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0.0

0.0

0.0

2e-135

0.0

0.0

6e-160

2e-102

0.0

5e-141

0.0

0.0

3e-75

0.0

0.0

2e-99

0.0

5e-106

3e-96

0.0

0.0



46722..47978

complement
(47975..48568)

complement
(48788..49645)
Complement
(50367..51521)

complement
(51576..52841)

complement
(52838..52963)
complement
(53043..53609)
complement
(53615..54748)
complement
(54718..55215)
complement
(55559..56170)
56303..57172

complement
(57354..57917)
58238..58969
59903..61396
61441..62958
62955..63920
63997..65496
65642..67099
67096..67749

67764..69395

69434..70579

DUF1446 domain-containing protein
Transcriptional regulator, AcrR family
long-chain-fatty-acid--CoA ligase

Acyl-CoA dehydrogenase
acetyl/propionyl-CoA carboxylase subunit alpha
putative acetyl/propionyl carboxylase alpha
subunit

ATP-grasp domain-containing protein
acetyl-CoA carboxylase carboxyltransferase
subunit

carboxyl transferase

TetR family transcriptional regulator
metal-dependent hydrolase

transcriptional regulator, TetR family
short-chain dehydrogenase/reductase SDR
NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
alpha/beta hydrolase
NAD(P)/FAD-dependent oxidoreductase
Cytochrome P450

transglutaminase family protein

fatty acid--CoA ligase

Acyl-CoA dehydrogenase

99.76%

100%

99.65%

100%

100%

100%

98%

99%

99.39%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

82%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

114

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

3e-19

4e-98

0.0

5e-117

le-145

0.0

le-131

le-177

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

3e-160

0.0

0.0



70629..71687
71779..72189
72338..73444
73605..74804
complement
(74845..75285)
75357..75665
75698..76519
78060..78785
78963..80078
80065..81078
81075..82850
83516..83977
complement
(83986..84453)
complement
(84460..85428)
85951..87396
87389..88900
92336..92857
complement

(92869..93930)

complement
(93930..94190)

95715..96545

96542..97234

DUF4872 domain-containing protein

sterol carrier protein

NDMA-dependent alcohol dehydrogenase
Acyl-CoA dehydrogenase

Mobile element protein

Mobile element protein

Integrase, catalytic region
nucleotidyltransferase AbiEii toxin of type IV
toxin-antitoxin system

Patatin-like protein

nucleotidyltransferase

thiamine biosynthesis protein ThiF

HD domain-containing protein

NUDIX domain-containing protein
helix-turn-helix domain-containing protein
cell division protein FtsK

Putative plasmid replication initiator protein
YbhB/YbcL family Raf kinase inhibitor-like protein
quinone-dependent dihydroorotate

dehydrogenase

quinone-dependent dihydroorotate
dehydrogenase

undecaprenyl-diphosphate phosphatase

MSMEG_4193 family putative phosphomutase

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

99.33%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

98.84%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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100%

98%

100%

100%
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100%

100%

100%
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0.0

0.0

0.0

0.0

2e-171

0.0

0.0

0.0

6e-101

2e109

0.0

0.0

0.0

5e-121

0.0

3e-53

0.0
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97254..97841
97825..98643
99730..100062
complement
(100066..100911)
100967..101731
101752..102990
103000..103881
complement
(104362..107394)
complement
(107450..108775)
complement
(108772..109536)
109764..114791
114788..119317
119335..121275
121298..122803
complement
(122808..124187)
124463..125617
complement
(125699..126367)
127543..131295

131342..131905

DUF3090 domain-containing protein

SC01664 family protein

DUF732 domain-containing protein

LLM class flavin-dependent oxidoreductase
3'-phosphoadenosine 5'-phosphate phosphatase
cysteine--1-D-myo-inosityl 2-amino-2-deoxy-
alpha-D-glucopyranoside ligase

SDR family oxidoreductase

SDR family NAD(P)-dependent oxidoreductase
Polyketide synthetase MbtC

Surfactin synthase thioesterase subunit
non-ribosomal peptide synthetase
non-ribosomal peptide synthetase
non-ribosomal peptide synthetase
non-ribosomal peptide synthetase

SagB-type dehydrogenase domain

lactate 2-monooxygenase

trimeric intracellular cation channel family
protein

methionine synthase

HAD family phosphatase

100%

100%

100%

100%

99.61

100%

100%

100%

99.77%

100%

100%

100%

93%

99.80%

100%

100%

99.55%

99.92%
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100%

100%
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100%
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100%
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