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Carvalho, N.F.G. Caracterização fenotípica e molecu lar de cepas de 

Mycobacterium abscessus  quanto ao perfil de resistência à Claritromicina. 

 

Resumo 

 

Mycobacterium abscessus é a espécie entre as micobactérias de crescimento 

rápido (MCR) mais comum como agente etiológico de doença pulmonar, 

apresentando elevada resistência aos antibióticos utilizados no tratamento. É 

uma das espécies mais frequentes isoladas, sendo responsável por 80% das 

infecções pulmonares causadas por MCR. Alguns estudos relataram resistência 

adquirida e induzida a claritromicina, um dos principais fármacos utilizados no 

tratamento. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os isolados do grupo M. 

abscessus quanto ao perfil de resistência a claritromicina de pacientes do 

Estado de São Paulo, isolados no período de 2010 a 2011, pelo padrão de 

mutação nos genes erm(41) e rrl. Foram incluídos no estudo os isolados 

identificados como M. abscessus tipo 1 e tipo 2 pela técnica PRA-hsp65 na 

rotina diagnóstica do Instituto Adolfo Lutz. A confirmação da espécie foi 

realizada pelo sequenciamento do gene rpoB. O teste de suscetibilidade a 

claritromicina foi realizado de acordo com as recomendações do CLSI (2011) e 

com incubação estendida por 14 dias com leituras nos dias 5, 7 e 10. A pré-

incubação dos isolados com 0,01 e 0,1ug/ml de claritromicina foi testada para 

verificar se uma incubação prévia era capaz de induzir a resistência. O perfil 

genético dos isolados foi obtido por meio do sequenciamento dos genes rrl e 

erm(41). Foram selecionados 151 isolados, mas somente 135 foram viáveis 

para análise. Destes, 78 eram M. abscessus tipo 1 e 57 tipo 2. Dos isolados M. 

abscessus tipo 1, todos foram identificados como “M. abscessus” pelo 

sequenciamento do gene rpoB, e daqueles identificados como tipo 2, dois foram 

identificados como “M. abscessus”, 27 “M. massiliense”, 27 “M. bolletii” e um M. 

porcinum, este último, excluído da análise. O CIM foi padronizado para ser lido 

com o corante vital resazurina, apresentando elevado valor de correlação com a 
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leitura visual (93,3%). No CIM com leitura em 14 dias, 10 isolados de “M. 

abscessus” foram sensíveis (S), 64 resistentes induzidos (RI) e quatro 

resistentes (R). Dos isolados de “M. bolletii”, 5 foram S, 20 RI e 2 R. Dos 

isolados de “M. massiliense”, 24 foram S e 3 RI. A obtenção de 21,3% de 

isolados RI no 14° dia de leitura mostrou a importâ ncia do período completo na 

detecção da resistência. O teste de pré-incubação com claritromicina foi capaz 

de induzir a resistência somente quando os isolados foram pré-incubados na 

concentração de 0,1µg/ml por 72 horas. Somente cinco isolados S 

apresentaram o perfil genético esperado, com o polimorfismo C28 no gene 

erm(41) e A2058 no gene rrl. Todos os isolados com RI apresentaram perfil 

esperado, com o polimorfismo T28 no gene erm(41). Dentre os isolados R, 

somente um apresentou a mutação A2058G no gene rrl. A análise das 

sequências do gene erm(41) evidenciou que 97% dos isolados foram 

agrupados de acordo com a identificação da espécie. Os resultados sugerem a 

necessidade de uma adequação no teste de suscetibilidade, em razão da 

elevada porcentagem de isolados RI e a utilidade do gene erm(41) como 

ferramenta de identificação e detecção de resistência a claritromicina. 

 

Palavras-chave:  Micobactérias não tuberculosas, especiação genética, 

resistência a medicamentos, claritromicina. 
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Carvalho, N.F.G. Phenotypic and Molecular character ization of 

Mycobacterium abscessus  isolates by clarithromycin resistance profile. 

 

Abstract 

 

Mycobacterium abscessus is the most common etiological agent of pulmonary 

disease among the rapidly growing mycobacteria (RGM), exhibiting high 

resistance to the antibiotics used in the treatment. It is one of the most 

frequently isolated species, accounting for 80% of lung infections caused by 

RGM. Some studies reported acquired and induced resistance to clarithromycin, 

a major drug used in the treatment. The aim of this study was to characterize M. 

abscessus isolates according to the clarithromycin resistance profile from 

patients of the State of São Paulo, isolated in the period from 2010 to 2011, by 

mutations patterns in the erm(41) and rrl genes. Isolates identified as M. 

abscessus type 1 and type 2 by PRA-hsp65 technique for the routine diagnosis 

at Institute Adolfo Lutz were included in the study. Species confirmation was 

performed by rpoB gene sequencing. The clarithromycin susceptibility test was 

performed according to the CLSI recommendations (2011), and with extended 

incubation for 14 days with readings on days 5, 7, and 10. Pre-incubation of the 

isolates with 0.01 and 0.1µg/ml of clarithromycin was tested to verify if the pre-

incubation could induce resistance. The genetic profile of the isolates was 

obtained by sequencing rrl and erm(41) genes. We selected 151 isolates, but 

only 135 were viable for analysis. Of these, 78 were M. abscessus type 1 and 57 

type 2. The isolates M. abscessus type 1, all were identified as “M. abscessus” 

by sequencing the rpoB gene, and among those identified as type 2, two were 

identified as “M. abscessus”, 27 “M. massiliense”, 27 “M. bolletii” and one M. 

porcinum, the last being excluded from the analysis. The MIC was standardized 

to be read with the vital dye resazurin, showing high correlation value with visual 

readings (93.3%). In MIC with readings after 14 days, 10 isolates of “M. 

abscessus” were susceptible (S), 64 with inducible resistance (IR) and four 
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resistant (R). Among “M. bolletii” isolates, five were S, 20 IR and two R. Of “M. 

massiliense” isolates, 24 were S and three IR. Obtaining 21.3% of IR isolates on 

day 14 showed the importance of reading up to the end of the period for 

detecting resistance. The pre-incubation test with clarithromycin induced 

resistance only when the strains were pre-incubated with the concentration of 

0.1 µg/ml for 72 hours. Only five S isolates had the expected genetic profile with 

the C28 polymorphism in the erm(41) gene and A2058 of the rrl gene. All 

isolates with IR presented the expected profile with the T28 polymorphism in the 

erm(41) gene. Among the R isolates, only one had the A2058G mutation in rrl 

gene. Sequence analysis of the erm(41) gene showed that 97% of isolates were 

grouped according to species identification. The results suggest the need for an 

adjustment in susceptibility testing, due to the high percentage of IR isolates and 

the usefulness of the gene erm(41) as a tool for identification and detection of 

resistance to clarithromycin. 

 

Keywords:  Nontuberculous mycobacteria, genetic speciation, drug resistance, 

clarithromycin. 
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1. Introdução 

 

1.1 Características do gênero Mycobacterium   

 

O gênero Mycobacterium contempla as espécies do complexo M. 

tuberculosis e as denominadas Micobactérias Não Tuberculosas (MNT). As 

espécies desse gênero são aeróbicas, não formam esporos, são imóveis e 

apresentam morfologia pleomórfica, com bacilos ligeiramente curvos, os quais 

podem produzir filamentos (Pfyffer, 2006).  

As espécies desse gênero possuem tempo de geração que pode variar 

entre 2 e 20 horas. O lento tempo de crescimento está relacionado à espessura 

da parede celular, que é conferida por complexos lipídicos associados a ácidos 

micólicos, lipoarabinomanano e manosídeos fosfatidilinositol (Medjahed et al., 

2010). A parede celular também contribui para a fisiologia e virulência desses 

organismos, pela hidrofobicidade e impermeabilidade a diversas substâncias, 

incluindo antibióticos e desinfetantes (Falkinham, 2003). O alto conteúdo lipídico 

da parede celular é responsável pela característica de álcool-ácido resistência, 

como na coloração pela técnica de Ziehl-Neelsen, na qual a micobactéria não 

se descora facilmente em presença de uma solução de álcool-ácido. As 

micobactérias são consideradas Gram positivas, apesar de não se corarem 

facilmente pela técnica de Gram, uma vez que os complexos lipídicos impedem 

a penetração de corantes comuns. 

As MNT podem ser classificadas de acordo com o tempo de crescimento, 

sendo micobactérias de crescimento rápido (MCR) as que apresentam colônias 

visíveis até sete dias de crescimento em meio de cultura sólido a partir de um 

inóculo padronizado, e micobactérias de crescimento lento (MCL), que 

apresentam colônias visíveis após sete dias. Além disso, podem ser 

classificadas de acordo com a produção de pigmento, micobactérias 

fotocromógenas as que apresentam pigmentação somente em presença de luz, 

acromógenas as que não pigmentam e as escotocromógenas que apresentam 
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pigmentação tanto em presença quanto em ausência de luz (Runyon et al., 

1959). 

 

1.2 Identificação 

 

Atualmente, estão descritas 169 espécies e 13 subespécies de 

micobactérias (Euzéby, 2014). Para a diferenciação dessas espécies existem 

várias técnicas de identificação, tanto fenotípicas como genotípicas. Os testes 

fenotípicos são baseados no crescimento in vitro em presença de diversas 

substâncias, na morfologia da colônia, na produção de pigmentos e em 

atividades metabólicas (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 análise de DNA permitem uma identificação 

mais rápida e precisa que a baseada em métodos fenotípicos. Há vários 

métodos moleculares disponíveis, comerciais ou não. Um dos primeiros 

métodos comerciais amplamente utilizados foi o Accu-Probe (Gen-Probe 

Incorporated, San Diego, USA). A grande limitação desta metodologia encontra-

se no número reduzido de sondas de DNA disponíveis, limitando a identificação 

a três espécies de micobactérias não tuberculosas (M. kansasii, M. gordonae, 

M. avium) e as espécies dos complexos M. tuberculosis e M. avium. 

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 laboratórios clínicos (Telenti et al., 1993; 

Chimara et al., 2008; Pourahmad et al., 2009; Costa et al., 2010). Um teste 

muito usado por laboratórios de referência e pesquisa é baseado em PCR 

associado à análise de restrição enzimática (PRA) de um fragmento de 441 bp 

do gene hsp65, que codifica uma proteína que é sintetizada em situações de 



19 

 

stress térmico (do inglês heat shock protein) (Telenti et al., 1993; Costa et al., 

2009). As diferentes espécies de micobactérias apresentam padrões de 

fragmentos de restrições distintos, permitindo que a identificação da espécie de 

um isolado desconhecido seja determinada pela comparação com algoritmos 

publicados (Chimara et al., 2008). No entanto, esse método possui como 

limitação a presença de perfis idênticos para diferentes espécies, 

impossibilitando a identificação de algumas espécies (Chimara et al., 2008). 

O sequenciamento de fragmentos de genes tem sido considerado padrão 

ouro na identificação dessas espécies, e os genes mais utilizados são 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).  

Em razão das limitações de ambas as metodologias, fenotípicas e 

moleculares, os laboratórios, de modo geral, têm utilizado a combinação de 

ambas, uma vez que o número de espécies descritas tem aumentado de forma 

exponencial (Chimara et al., 2008; Dai et al., 2011). Nos últimos cinco anos 

foram descritas 35 novas espécies, 21,2% do total de espécies aceitas (Euzéby, 

2014). 

 

1.3 Micobactérias não tuberculosas (MNT) 

 

 As MNT constituem um grupo de bactérias encontradas em uma grande 

variedade de ambientes, como reservatórios de águas naturais, solo, poeira, 

rochas e animais. São organismos que podem causar diferentes tipos de 

doenças em humanos, e o espectro de suas infecções pode variar do menor 

grau, de doença cutânea auto-limitada, à infecção generalizada com risco de 

vida, que pode não ter um tratamento eficaz. Historicamente, as MNT eram 

consideradas capazes de causar doença somente em indivíduos 

imunocomprometidos, mas atualmente são reconhecidas como importantes 

patógenos em indivíduos imunocompetentes (Jarzembowski et al., 2008). Esses 

organismos normalmente causam doença de pele, linfadenite, doença pulmonar 



20 

 

e doença disseminada principalmente em indivíduos gravemente 

imunocomprometidos (Medjahed et al., 2010; Gayathri et al., 2010; 

Wongkitisophon et al., 2011). Entretanto, somente no ano de 1950 reconheceu-

se a importância das MNT na patologia humana como agentes etiológicos de 

inúmeros quadros nosológicos (Pitombo et al., 2009). 

  Por serem encontradas em condições diversas no meio ambiente e por 

serem resistentes a diversas substâncias, como desinfetantes e antibióticos, 

indivíduos suscetíveis em contato com estes ambientes podem adquirir 

infecções, principalmente aquelas relacionadas com procedimentos médicos 

invasivos (Brown-Elliot & Wallace Jr., 2002; Adekambi et al., 2006; Groote & 

Huitt, 2006). Essas infecções ocorrem devido à associação da fisiologia do 

microrganismo com práticas inadequadas de limpeza, procedimentos e 

desinfecção (Carvalho et al., 2012). 

Além disso, a formação de biofilmes tem sido uma estratégia exitosa 

para várias espécies, sendo uma característica que contribui para a 

transmissão das MNT, conferindo proteção contra diversas substâncias (Hall-

Stoodley et al., 2005).  

A verdadeira prevalência das MNT ainda é desconhecida. Historicamente 

esse grupo foi ofuscado pela tuberculose, sendo descartado como 

contaminante (Jarzembowski & Young, 2008). Estudos recentes mostram o 

aumento na incidência de infecções causadas por esses microrganismos, 

atribuído ao reconhecimento das doenças causadas por MNT e pela 

emergência 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 é o avanço nas 

metodologias nos laboratórios de Micobacteriologia, melhorando a detecção e 

identificação das MNT a partir de espécimes clínicos (Griffith et al., 2007; 

Jarzembowski & Young, 2008; Braun et al., 2013; Kendall & Winthrop, 2013). 

Dentre as espécies de MCR, as que mais comumente causam doença 

são Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae e M. abscessus. Por 
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sua natureza ambiental e muitas vezes oportunista, essas espécies estão 

relacionadas com infecções nosocomiais, em pacientes submetidos a 

procedimentos médicos invasivos, como laparoscopia, implante mamário de 

silicone e mesoterapia (Adekambi et al., 2006; Castro et al., 2007; Padoveze et 

al., 2007; Esteban et al., 2008; Duarte et al., 2009). Isto ocorre devido à 

negligência nos processos de limpeza, desinfecção, esterilização e 

acondicionamento de instrumentos cirúrgicos somados à alta resistência dessas 

bactérias a antibióticos e agentes desinfetantes, como cloro, glutaraldeído 

alcalino e organomercúricos (Falkinham, 2003; Groote & Huitt, 2006; van Ingen 

et al., 2009; Carvalho et al., 2012). 

Esses organismos são naturalmente resistentes aos fármacos 

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 

infecções causadas pelas MCR depende da identificação da espécie, já que 

cada espécie exibe um padrão diferente de suscetibilidade aos antimicrobianos. 

M. abscessus é a mais notável e mais intrigante, já que é considerada a 

espécie mais resistente aos antibióticos utilizados entre todas as MCR 

potencialmente patogênicas (Gayathri et al., 2010; Medjahed, 2010; Maurer et 

al., 2012).  

 

1.4 Grupo Mycobacterium abscessus sensu lato 

 

M. abscessus é uma MCR acromógena, cresce em temperatura de 28 a 

37ºC, apresenta morfologia de colônia heterogênea, variando de rugosa a lisa 

(Kusunoki & Ezaki, 1992; Petrini, 2006; Catherinot et al., 2007).  

Desde sua primeira descrição, por Moore e Frerichs em 1953, esta 

espécie já passou por diferentes classificações. Inicialmente, foi considerada 

como subespécie de M. chelonae ou ainda considerada parte do complexo M. 

fortuitum (van Ingen et al., 2009). Somente após 1992 foi considerada como 
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espécie, resultado de estudos genômicos por meio de hibridação DNA-DNA e 

pelo reconhecimento de sua patogenicidade em humanos (Griffith et al., 1993; 

Nessar et al., 2012). Em 2004, Adekámbi e col. descreveram uma nova 

espécie, M. massiliense, como causa de pneumonia hemoptóica. 

Posteriormente, em 2006, em estudo sobre MCR, Adekámbi e col. descreveram 

a espécie M. bolletii. As três espécies, M. abscessus sensu strito, M. 

massiliense e M. bolletii foram propostas com base nas diferenças na 

sequência do gene rpoB e nos perfis obtidos nas provas fenotípicas (Adekambi 

et al., 2006; Petrini, 2006; Medjahed, 2010).  

Leão e col. (2009 e 2010) compararam as espécies M. massiliense, M. 

bolletii e as espécies pertencentes ao grupo M. chelonae - M. abscessus, a 

partir de isolados clínicos relacionados com o surto ocorrido no Brasil no 

período de 2004 a 2008. Os resultados de diferentes análises fenotípicas e 

genéticas, incluindo a hibridação DNA-DNA, revelaram elevada similaridade 

entre estas espécies, dados que serviram de base para a proposta de uma 

nova classificação 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 

classificação pode ser evidenciada pela técnica de identificação molecular PRA-

hsp65 (Leão et al., 2009; Leão et al., 2011). 

No entanto, apesar de M. massiliense e M. bolletii terem sido 

classificadas em uma mesma subespécie (M. abscessus subsp. bolletii), 

possuem diferenças quanto ao padrão de suscetibilidade a fármacos e ao 

tratamento (Koh et al., 2011; Bryant et al., 2013). Estudos recentes com 

análises de genomas completos mostraram evidências que suportam a 

separação de M. abscessus sensu stricto, M. massiliense e M. bolletii (Cho et 

al., 2013).  

Muito é discutido sobre a identificação destas espécies já que não existe 

uma técnica capaz de separar com precisão as espécies M. massiliense e M. 

bolletii, acarretando em questionamentos sobre os resultados obtidos por 
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muitos autores. E em decorrência destas divergências taxonômicas e para 

atingir os objetivos propostos no presente trabalho, utilizaremos esta última 

classificação, mantendo separadas “M. abscessus”, “M. massiliense” e “M. 

bolletii”. 

 

1.4.1 Clínica 

 

As espécies do grupo M. abscessus sensu lato podem causar infecções 

em diferentes órgãos e tecidos, sendo responsáveis por 80% das doenças 

pulmonares causadas por MCR, principalmente em pacientes com fibrose 

cística e com doenças pulmonares crônicas (bronquiectasias, nódulos e 

cavitações) (Medjahed et al., 2010; Maurer et al., 2012; Shallom et al., 2013). 

As infecções pulmonares podem ficar dormentes por anos no hospedeiro, 

podendo induzir a formação de lesões granulomatosas (Medjahed et al., 2010).  

As infecções cutâneas ocorrem pela quebra da barreira histológica do 

hospedeiro concomitantemente com a inoculação da bactéria no tecido. Isto 

pode ocorrer em procedimentos médicos invasivos, como também em 

mesoterapia, sugerindo a contaminação de instrumentos médicos, soluções, 

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).  

M. abscessus também é responsável por infecções disseminadas após 

transplantes e tem a capacidade de atravessar barreiras cerebrais, podendo 

causar meningites e meningoencefalites (Medjahed et al., 2010). 

 

1.4.2 Epidemiologia  

 

A prevalência das infecções causadas pelas MCR, em especial M. 

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

al., 2009). Em um estudo realizado em Ontario, Canadá, no período de 1997 a 
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2003, os autores mostraram um aumento de 9,6% na prevalência de MCR 

pulmonar (Marras et al., 2007). No Estado de São Paulo, a frequência de 

isolamento de M. abscessus aumentou 4,8% comparando-se o período de 1991 

a 1997 com 2003 a 2007 (comunicação pessoal). Este aumento deve-se não 

somente ao avanço nos métodos de diagnóstico, mas também ao aumento de 

indivíduos com fatores de risco, como câncer, transplante renal, bronquiectasia, 

fibrose cística, ao crescimento da população 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). 

 

1.4.3 Terapêutica 

 

A alta resistência in vitro desses microrganismos à maioria dos agentes 

quimioterápicos é de grande preocupação para a saúde pública (Nessar et al., 

2012). Os isolados de infecções causadas por este patógeno geralmente são 

suscetíveis in vitro aos agentes parenterais amicacina, cefoxitina e imipenem, e 

aos macrolídeos orais azitromicina e claritromicina. Esta última é considerada 

fundamental no tratamento de infecções pulmonares causadas por M. 

abscessus (Jeon et al., 2009; Bastian et al, 2011; Maurer et al., 2012; Shallom 

et al., 2013). 

O período de tratamento varia de 6 a 12 meses, e muitas vezes é 

necessária a remoção do tecido lesionado e/ou de corpos estranhos como 

próteses de silicone e outros materiais (Greendyke & Byrd, 2008; Jeon et al., 

2009; Jarand et al., 2011). Entretanto, nos casos de infecções pulmonares, 

apesar da ressecção cirúrgica auxiliar na resposta ao tratamento com 

antibióticos, alguns estudos relatam que a cura só foi alcançada em uma 

minoria dos casos (Petrini, 2006; van Ingen, 2011; Maurer et al., 2012). 

Os esquemas terapêuticos são variados e baseiam-se na experiência 

clínica. A Divisão de Tuberculose do Centro de Vigilância Epidemiológica da 

Secretaria de Estado da Saúde do Estado de São Paulo dispõe, em sua página 
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eletrônica, recomendações para tratamentos de infecções pulmonares. Para 

infecções por M. abscessus, recomenda-se o uso de claritromicina e amicacina 

por 6 a 12 meses mais imipenem ou cefoxitina por 2 a 3 meses (Bombarda et 

al., 2011). Para infecções por MCR, a Anvisa publicou, em 2009, nota técnica 

conjunta, com as recomendações de tratamento de acordo com a localização e 

extensão da lesão. 

Outros estudos mostram a variabilidade de esquemas terapêuticos e a 

dificuldade de obtenção da cura. Em um estudo envolvendo 107 pacientes com 

doença pulmonar por M. abscessus, Jarand e col. (2011) mostraram a 

variabilidade de tratamentos empregados. Foram utilizados 16 fármacos em 42 

combinações e em 23 pacientes foram realizadas cirurgias para retirada de 

partes mais comprometidas. Para 29% dos pacientes a cultura permaneceu 

positiva, 23% tiveram recidiva após negativação da cultura e 48% 

permaneceram com cultura negativa. A permanência de culturas de escarro 

positivas e os casos de recidiva foram associados à resistência a claritromicina. 

Os autores enumeraram como fatores responsáveis pela baixa resposta 

terapêutica, entre outros, a presença de biofilmes, a perda do efeito bactericida 

dos fármacos e a presença do gene erm (41).  

Jeon e col. (2009) estudaram 65 pacientes com doença pulmonar por M. 

abscessus, os quais foram tratados com claritromicina, ciprofloxacina e 

doxiciclina, com um regime inicial de quatro semanas usando amicacina e 

cefoxitina. A conversão e a permanência do escarro negativo por mais de 12 

meses foram obtidas em 58% dos pacientes. No entanto, essa taxa foi bem 

menor em pacientes com resistência a claritromicina (17%) comparados 

àqueles sensíveis ou intermediários (64%). Estes pesquisadores também 

verificaram que as taxas de conversão do escarro e de recidiva estavam 

associadas à resistência a claritromicina (Jeon et al., 2009). 

 Devido à suscetibilidade variável de M. abscessus, é necessário realizar 

o teste de suscetibilidade aos fármacos (Petrini, 2006; Huang et al., 2010). O 

teste recomendando pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) é o 
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de Concentração Inibitória Mínima (CIM), que se baseia na menor diluição do 

fármaco que inibe o crescimento do microrganismo. Esta diluição pode indicar 

ao médico a concentração do antibiótico necessária para inibir o microrganismo 

no sítio de infecção (CLSI, 2011). Recomenda-se que sejam testados os 

seguintes antimicrobianos: amicacina, ciprofloxacina, cefoxitina, claritromicina, 

doxiciclina (ou minociclina), imipenem, linezolida, moxifloxacina, trimetoprim-

sulfametoxazol e tobramicina. Este teste é recomendado para todas MCR que 

são consideradas clinicamente significantes, como aquelas isoladas de sangue, 

tecido, pele, lesões de tecido mole e múltiplos isolamentos do mesmo sítio 

(Griffith et al., 2007; CLSI, 2011). No entanto, estes resultados podem não 

refletir completamente a eficácia dos fármacos durante o tratamento, devido a 

fatores como farmacocinética e aqueles relacionados ao paciente como o local 

da infecção e o estado imunológico do mesmo (Heginbothom, 2001; Brown-

Elliot et al., 2012).  

 

1.5 Mecanismos de resistência aos macrolídeos 

 

Os agentes antimicrobianos do grupo dos macrolídeos são produtos 

naturais do metabolismo secundário de várias espécies de actinomicetos e 

atuam ao se ligar à subunidade ribossomal 23S, próxima ao sítio catalítico da 

região peptidiltransferase.  Acredita-se que esta ligação está no canal de saída 

a partir do centro da peptidiltransferase até a cadeia crescente de peptídeos, 

sugerindo que os macrolídeos não atuam diretamente como inibidores 

catalíticos, mas como bloqueadores físicos da saída da cadeia peptídica, 

prejudicando os estágios iniciais da síntese protéica (Vester & Douthwaite, 

2001; Nash et al., 2005; Kim et al., 2010).  

A partir de 1990, a claritromicina tornou-se o fármaco de escolha para o 

tratamento das infecções causadas por M. abscessus com relatos de sucesso 

terapêutico (Maurer et al., 2012). Entretanto, casos de resistência ao tratamento 
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foram relatados, principalmente em casos de monoterapia (Wallace et al.,1996; 

Petrini, 2006). 

Os mecanismos de resistência a este fármaco podem envolver 

modificações que alteram a forma e a composição química do sítio de ligação, 

reduzindo a habilidade dos mesmos em interagir com as unidades ribossomais 

e inibir a síntese proteica. Estas modificações 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 evidências de que outros 

mecanismos de resistência possam estar envolvidos, como bombas de efluxo e 

inativação do fármaco (Vester & Douthwaite, 2001).  

Um dos mecanismos de resistência das espécies do grupo M. abscessus 

sensu lato está associado à mutação no gene rrl, o qual é responsável pela 

codificação do domínio da peptidiltransferase do 23S rRNA. Esta mutação é 

pontual e ocorre na adenina da posição 2058 (A2058 em Escherichia coli) ou 

2059 (A2059), conferindo altos níveis de resistência (Wallace et al., 1996; 

Vester & Douthwaite, 2001; Brown-Elliot et al., 2012).  

Wallace e col. (1996) analisaram geneticamente a resistência à 

claritromicina em isolados de M. abscessus e M. chelonae, no período de 1990 

a 1995, provenientes de pacientes com doença pulmonar crônica ou doença 

disseminada, tratados apenas com claritromicina. Dos 800 isolados analisados, 

18 (2,25%) foram resistentes à claritromicina, e estes foram submetidos ao 

sequenciamento do gene rrl, demonstrando a presença de mutação na adenina 

da posição 2058 em 38% ou da posição 2059 em 62%. Os autores concluíram 

que a resistência dessas micobactérias à claritromicina está relacionada com 

esta mutação no gene rrl, mesmo que ocorra em raras situações.  

Outro mecanismo de resistência está relacionado à resistência induzida. 

Em presença de um macrolídeo (Figura 1), detectado direta ou indiretamente 

pela estagnação do ribossomo, a bactéria induz a expressão do gene erm(41), 

que codifica uma metil transferase, a metilase resistente a eritromicina, erm do 

inglês erythromycin resistance methylase (Petrini, 2006; Griffith, 2010; 
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Medjahed, 2010; Bastian et al., 2011; Shallom et al., 2013). Essas enzimas 

metiltransferases, transferem um ou dois grupos metil para uma única adenina 

na região peptidiltransferase do RNA ribossômico 23S, impedindo a ligação e 

ação do fármaco (Nash et al., 2003; Nash et al., 2005; Bailey et al., 2008; Stout 

& Floto, 2012).  

 

 

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

 

Figura 1.  Mecanismo de ação dos macrolídeos e resistência induzida. O 

macrolídeo se liga ao 23S rRNA, impedindo a síntese protéica. A expressão das 

proteínas erm (M) em resposta ao macrolídeo leva a uma modificação do sítio 

de ligação ribossomal e induz a resistência ao macrolídeo.  

 

Essa modificação parece ser favorável à célula somente em situações de 

stress, como no caso em que o microrganismo está em presença do fármaco 

(Bailey et al., 2008, Nash et al., 2009). Entretanto, representa um dos mais 

eficientes mecanismos de resistência, conferindo não só resistência ao grupo 

de macrolídeos, mas também induz resistência a lincosamida, estreptogramina 

B e ao grupo de tetraciclinas (Benachi & Costa, 2007). Estes genes estão 

presentes em outras micobactérias, como M. tuberculosis (erm (37)), M. 

smegmatis (erm (38)), M. fortuitum (erm (39)), M. mageritense (erm (40)) e 
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recentemente foi identificado em M. abscessus (erm (41)) (Nash et al., 2006; 

Nash et al., 2009).  

Um estudo desenvolvido por Choi e col. (2012) verificou a relação entre o 

gene erm(41) e a resistência aos macrolídeos e os diferentes efeitos da 

claritromicina e azitromicina na resistência induzida mediada por este gene. 

Primeiramente, a resistência aos macrolídeos foi determinada, utilizando a 

microdiluição em caldo, a termo e com incubação estendida por 14 dias para 

isolados clínicos de “M. abscessus” e “M. massiliense”. A resistência induzida 

foi observada em todos os isolados de “M. abscessus” e foi significantemente 

maior após a exposição à claritromicina do que à azitromicina. Em contraste, 

nenhum isolado de “M. massiliense” demonstrou a presença de resistência 

induzida. Em seguida, analisaram a indução do gene erm(41) pelos níveis de 

mRNA expressos, e observaram que a claritromicina induzia níveis muitos 

maiores em “M. abscessus” quando comparada com a azitromicina (Figura 2). 

Para comprovar a ação direta do gene erm(41), foram testados um mutante M. 

abscessus knock-out e um transformante “M. massiliense” com o gene erm(41) 

funcional. Foi observado que o primeiro não apresentou resistência induzida, 

enquanto o segundo conferiu este mecanismo. Por último, os autores testaram 

azitromicina e claritromicina em macrófagos derivados de medula e em modelos 

de infecção pulmonar, e observaram que ambos os macrolídeos reduziram as 

infecções, mas que a azitromicina apresentou-se mais eficaz em M. abscessus, 

enquanto para as infecções de “M. massiliense” ambos os macrolídeos foram 

igualmente efetivos. 
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Figura 2.  Ilustração sobre a produção de metil transferases induzida em 

presença de claritromicina. A resistência aos macrolídeos é maior após 

exposição à claritromicina (CLR) do que à azitromicina (AZM) em “M. 

abscessus”. Entretanto, nenhum macrolídeo pode promover resistência 

induzida em M. massiliense, pois este possui o gene erm(41) defeituoso. 

 

Nash e col. (2009) observaram que a claritromicina pode aumentar os 

níveis de expressão do mRNA de 23 a 250 vezes em um período de 24 horas. 

Além disso, os autores concluiram que “M. abscessus” pode apresentar-se 

sensível em um CIM com leitura de três dias, mas, devido à indução da síntese 

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).  

Kim e col. (2010) analisaram as sequências do gene erm(41) em isolados 

de “M. abscessus”, “M. massiliense” e “M. bolletii” fazendo uma correlação com 

o valor de CIM para claritromicina. Por meio do sequenciamento, os autores 

observaram que todos os isolados de “M. massiliense” sensíveis apresentaram 

duas deleções, uma menor de dois pares de bases (pb) e uma maior de 274 pb 

no gene erm(41), enquanto os isolados resistentes apresentaram uma mutação 

pontual na adenina (posições 2058 ou 2059) no gene rrl. Os isolados de “M. 

abscessus” e “M. bolletii” não apresentaram esta mutação e as sequências do 
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gene erm(41) apresentaram diferentes perfis de mutação, sem um padrão 

específico. Os autores concluíram que a utilização de um simples PCR é 

eficiente para diferenciar “M. massiliense” das espécies “M. abscessus” e “M. 

bolletii”, por meio da visualização da deleção de 274 pb (Figura 3). 

 

 

Kim et al. Microbiol Immunol. 2010;54(6):347-53. 

 

Figura 3.  Produtos de amplificação da PCR do gene erm(41) das espécies “M. 

abscessus”, “M. massiliense” e “M. bolletii”. Amplificados de DNA do gene 

erm(41) de isolados de “M. massiliense” (133, 134 e 140) são menores (397pb) 

do que aqueles de isolados de “M. abscessus” (135, 138 e 141) e “M. bolletii 

“(194) (673pb). Como resultado, “M. massiliense” pode ser facilmente 

diferenciado de “M. abscessus” e “M. bolletii” baseado na análise de PCR do 

gene erm(41). M: marcador molecular de 100pb. NC: controle negativo. 

 

Bastian e col. (2011) também investigaram a resistência à claritromicina 

no grupo M. abscessus pelo sequenciamento dos genes rrl e erm(41). A 

resistência à claritromicina e à azitromicina foi determinada pela técnica 

recomendada pelo CLSI (NCCLS, 2003) e pelo Etest com leituras após 14 dias 

de incubação. Todos os isolados de “M. massiliense” foram considerados 

sensíveis (CIM = 1 µg/mL) e apresentaram o gene erm(41) com uma deleção 
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de dois pb e outra de 274 pb, com exceção de quatro isolados considerados 

resistentes que apresentavam mutação no gene rrl. Os isolados de “M. 

abscessus” apresentaram o gene erm(41) intacto, porém com polimorfismos no 

vigésimo oitavo nucleotídeo (T28), demonstrando resistência induzida a 

claritromicina (CIM > 16 µg/mL), enquanto os isolados com o polimorfismo C28 

mostraram-se sensíveis (CIM = 2 µg/mL), com exceção de dois resistentes com 

mutação no gene rrl. Os isolados de “M. bolletii” apresentaram a sequência do 

gene erm(41) similar aos isolados de “M. abscessus” com polimorfismo T28. Os 

autores concluíram que 59% dos isolados do grupo M. abscessus eram 

resistentes a claritromicina por mecanismos de modificações estruturais no 

gene rrl ou pela expressão do gene erm(41) e que os isolados sensíveis não 

apresentavam nenhum destes dois mecanismos. 

Devido às diferenças encontradas, Bastian e col. (2011) observaram que 

as sequências do gene erm(41) parecem ser espécie específicas, pois as cepas 

de “M. bolletii” apresentaram resistência e as “M. massiliense” sensibilidade a 

claritromicina. Nesse estudo, os autores não consideraram a classificação 

desses microrganismos agrupando “M. massiliense” e “M. bolletii” em M. 

abscessus subsp. bolletii e as cepas de M. abscessus sensu strito em M. 

abscessus subsp. abscessus, da mesma forma que outros autores mostraram 

resultados discordantes de suscetibilidade e não avaliaram a resistência tardia 

(Leão et al., 2009). 

Maurer e col. (2012), diferentemente dos outros autores, investigaram a 

resistência adquirida a claritromicina analisando os genes rrl e erm(41). Os 

autores relataram que a resistência pode ser mediada por ambos os genes, 

sugerindo que a presença do gene erm(41) não exclui a seleção das mutações 

do gene rrl. 

Shallom e col. (2013) tiveram como objetivo descrever uma PCR simples, 

robusta e de baixo custo para diferenciar “M. abscessus”, “M. massiliense” e “M. 

bolletii” analisando cinco genes, sendo um deles o gene erm(41). 

Diferentemente dos achados dos trabalhos relatados acima, dos 15 isolados de 



33 

 

“M. massiliense” estudados, dois apresentaram o gene erm(41) conservado, ao 

invés da esperada deleção de 274 pb. Estes isolados foram testados frente a 

claritromicina e apresentaram resistência induzida após 14 dias de incubação. 

Os autores especulam que este perfil pode ter sido originado de uma possível 

transferência horizontal, na qual transferiu o gene erm(41) conservado de um 

“M. abscessus” ou “M. bolletii” para estes isolados de “M. massiliense”. 

Em um recente estudo, Lee e col. (2014) investigaram as características 

de resistência aos fármacos utilizados no tratamento das infecções causadas 

pelo grupo M. abscessus da Coreia. O teste de suscetibilidade a claritromicina 

evidenciou que dos isolados de “M. abscessus” 31 eram sensíveis, 48 

resistentes e 120 com resistência induzida. Dos 199 isolados de “M. 

massiliense”, 184 eram sensíveis e 15 resistentes. Dos três isolados de “M. 

bolletii”, um era resistente e os dois restantes tinham resistência induzida. Os 

isolados com resistência e resistência induzida apresentaram uma timina na 

posição 28 no gene erm(41), enquanto os isolados sensíveis apresentaram uma 

citosina. Destes isolados resistentes, dois isolados “M. abscessus” e quatro “M. 

massiliense” apresentaram mutação pontual no gene rrl, com altos valores de 

CIM (> 64µg/ml). 

Com base na literatura citada anteriormente, os perfis genéticos 

conhecidos atualmente para os genes rrl e erm(41) e sua correlação ao perfil de 

suscetibilidade expresso para claritromicina foram resumidos e estão 

apresentados no Quadro 1.  
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Quadro 1.  Correlação entre os perfis genéticos conhecidos atualmente dos 

genes rrl e erm(41) do grupo M. abscessus e o perfil de  suscetibilidade in vitro 

à claritromicina. 
 

Espécie 
Perfil genético 

erm (41)               rrl 

Perfil de suscetibilidade a 

claritromicina 

C28 A2058 S 

T28 A2058 RI 

“M. abscessus” 

C28 

T28 
2058A>G R 

C28 A2058 S 

T28 A2058 RI 

“M. bolletii” 

C28 

T28 
2058A>G R 

T28 del A2058 S “M. massilliense” 

T28 del 2058A>G R 

S: suscetível; RI: resistente induzido; R: resistente; del: deleção de um fragmento de 
274 pb no gene erm(41). 
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2. Objetivo 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar os isolados do grupo Mycobacterium abscessus, obtidos no 

período de 2010 a 2011 de pacientes do Estado de São Paulo, quanto ao perfil 

de resistência a claritromicina pelo padrão de mutação nos genes erm(41) e rrl. 

 

2. 2 Objetivos específicos 

 

1. Identificar os isolados pela técnica de sequenciamento do gene rpoB; 

 

2. Descrever as características demográficas dos pacientes de acordo 

com a espécie. 

 

3. Avaliar o padrão de susceptibilidade dos isolados à claritromicina pelo 

método de Concentração Inibitória Mínima (CIM), a termo (3 dias) e 

tardiamente (14 dias); 

 

4. Identificar mutações nos genes erm(41) e rrl pelo método de 

sequenciamento de Sanger; 

 

5. Verificar a correlação existente entre a espécie identificada e o perfil 

de suscetibilidade a claritromicina; 
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Isolados 

  

Critérios de inclusão: 

• Isolados de origem pulmonar e extrapulmonar, encaminhados ao 

Instituto Adolfo Lutz (IAL) para identificação de espécie no período de 

janeiro de 2010 a dezembro de 2011, identificados por PRA-hsp65 

como M. abscessus tipo 1 ou 2.  

 

Critério de exclusão:  

• Isolados identificados, por sequenciamento do gene rpoB, como 

outras espécies que não “M. abscessus”, “M. massiliense” ou “M. 

bolletii”. 

 

3.2 Manutenção dos isolados 

 

Foram realizados os estoques de todos os isolados, inoculando uma 

alçada de crescimento bacteriano em criotubo contendo 500 µl de meio Sauton 

com glicerol a 10% e miçangas de vidro. Após sedimentação, o excesso de 

meio foi retirado com auxílio de pipeta Pasteur descartável estéril e os tubos 

foram mantidos a -20ºC±1 (Giampaglia et al., 2009). A reativação dos isolados 

foi realizada retirando de 1-2 miçangas e inoculando-as em meio Lowenstein 

Jensen (LJ) com posterior incubação a 37ºC. 

 

3.3 Extração de DNA 

 

A extração de DNA dos isolados para todas as reações de PCR foi 

realizada adicionando uma alçada de crescimento bacteriano, a partir do meio 

de LJ, em 500 µl de tampão TET (Tris 10mM, EDTA 1mM, Triton X-100 1%) e 
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mantendo os tubos por 20 minutos a 100ºC. Os tubos foram armazenados a -

20ºC±1 até o momento de utilização (Chimara et al., 2008). 

 

 

3.4 Teste de suscetibilidade a claritromicina 

 

3.4.1 Avaliação de armazenamento de inóculo e utili zação da resazurina 

 

Para avaliar a viabilidade de inóculos armazenados, foi realizado o teste 

de viabilidade de amostra, recomendado pelo CLSI (2011). Após a inoculação 

das amostras nas placas de CIM, foram retirados 10 µl do último poço da 

coluna do controle de crescimento (controle positivo) e adicionados em 9,9 ml 

de água destilada estéril. Em seguida, foram retirados 100 µl desta diluição e 

semeados em uma placa de ágar BHI. Incubou-se a placa de BHI a 37ºC por 

três dias e contou-se o número de colônias. O inóculo foi considerado sem 

alteração de viabilidade quando a contagem de UFC ficou entre 10 e 50 

colônias, o que corrresponde à concentração de 1 x105 a 5x105 UFC/ml. Este 

teste foi feito para o inóculo recém-preparado e para aqueles que foram 

armazenados a 4ºC por até sete dias. 

A técnica REMA baseia-se na utilização de resazurina, um corante vital, 

para detectar o crescimento celular (Sarker et al., 2007). Para avaliar a 

interferência da resazurina no crescimento bacteriano foi realizado um teste de 

suscetibilidade a claritromicina, com incubação estendida até 14 dias, para 30 

amostras, escolhidas aleatóriamente. A leitura visual foi feita no 14º dia, e em 

seguida foram adicionados 30 µl de resazurina e as placas foram incubadas a 

37ºC por 6 horas. Os valores de CIM obtidos após a leitura com resazurina 

foram comparados com os valores de CIM obtidos na leitura visual, na mesma 

placa. A cepa padrão Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi utilizada como 

controle. 

 



38 

 

3.4.2 Obtenção da CIM dos isolados do estudo 

 

O teste de suscetibilidade de todos os isolados foi realizado no 

Laboratório de Micobacteriologia da UNESP, Campus Araraquara, em 

colaboração com o Prof. Dr. Fernando Pavan.  

 O protocolo do teste de suscetibilidade foi baseado nas recomendações 

do CLSI (2011), com algumas modificações necessárias conforme o objetivo 

deste trabalho. Os isolados foram testados somente contra o fármaco 

claritromicina e o tempo de incubação foi ampliado para até 14 dias, com 

leituras nos dias 3, 5, 7, 10 e 14. A solução mãe do fármaco foi diluída em 

DMSO, considerando a potência informada pelo fabricante (Sigma-Aldrich), 

aliquotada em criotubos e armazenada a -20ºC±1. O teste foi feito em 

microplacas de 96 orifícios com fundo em U, usando caldo Mueller - Hinton 

cátion ajustado (MHC). A cepa padrão Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi 

utilizada para o controle de qualidade dos testes de CIM.  

Foram preparadas 90 placas com auxílio de robô modelo BioTek™ 

Precision™ XS (Fisher Scientific), o qual fez a distribuição de 100 µl de MHC 

em todos os poços e 100 µl da solução de trabalho da droga na primeira linha 

da placa. Em seguida, foi realizada uma homogeneização com pipeta e 100 µl 

foram retirados e adicionados na linha seguinte. O procedimento anterior foi 

realizado até a última linha para atingir as diluições do fármaco nas placas de 

acordo com o esquema apresentado na Figura 4.  

Após o preparo das placas, as mesmas foram congeladas a -20ºC±1 até 

o momento de uso. A configuração das placas foi desenhada para testar um 

isolado em cada linha da placa (Figura 4), totalizando oito isolados por placa. 

Para cada amostra foram feitos três poços de controle de crescimento sem 

fármaco (CC) e um poço de controle do meio (CM), sem fármaco e sem inóculo. 

Foram utilizados três poços de CC para a realização da média dos valores de 

fluorescência obtidos na leitura. 
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Devido à adição de resazurina, para realizar a leitura do teste, e aos 

diferentes dias de leitura, para evitar possíveis contaminações, as placas foram 

separadas em cinco lotes correspondentes aos dias de leitura (Anexo 4). Dessa 

forma, cada isolado foi testado em cinco placas. 

O inóculo foi preparado em MHC, ajustado na densidade ótica da escala 

0,5 de McFarland, medida em espectrofotômetro (Celm, Brasil) sob o 

comprimento de onda de 625 nm e com absorbância entre 0,08 e 0,10, e 

armazenado a 4ºC±2. Este armazenamento foi uma modificação necessária 

devido ao tempo e ao esquema de leitura para a realização do teste (Anexo 4). 

Após o ajuste para a escala 0,5 de McFarland, foram realizadas duas diluições 

na proporção de 1/10, visando facilitar a manipulação por trabalhar com 

volumes menores, para atingir a concentração final de 1 x105 a 5x105 UFC/ml 

no poço. O Anexo 4 apresenta o cronograma com as atividades desenvolvidas 

na UNESP, Campus Araraquara. Este cronograma foi elaborado e executado 

devido à necessidade de utilização de estratégia para beneficiar o tempo de 

inoculação assim como planejar o tempo de leitura, impedindo que as leituras 

fossem feitas aos sábados e domingos. 

Com auxílio de uma pipeta multicanal, 0,1 ml da diluição foi colocado em 

cada orifício contendo fármaco, atingindo a concentração final de 1,5 x 105 

UFC/ml. Duas colunas sem fármaco foram utilizadas para os controles, sendo 

uma para controle positivo de crescimento bacteriano (CC) e outra para controle 

do meio (CM). As placas foram fechadas com tampas de baixa evaporação, 

lacradas em sacos plásticos, armazenadas em caixa com vedação e incubadas 

a 37ºC±2.  

As leituras dos CIMs foram realizadas nos dias 3, 5, 7, 10 e 14, para 

verificar a ocorrência de resistência induzida, de acordo com Nash e col. (2009). 

Para a leitura, utilizou-se a técnica REMA, na qual 30 µl de resazurina foram 

adicionados em cada orifício, e a placa foi incubada a 37ºC±2 por 6 horas. Na 

ausência de mudança de cor nos controles de crescimento (de azul para rosa), 

as placas foram re-incubadas até o dia seguinte. Os testes foram repetidos nos 
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casos de ausência de mudança de cor após re-incubação. As leituras foram 

realizadas com auxílio do fluorímetro SpectraFluor Plus (Tecan), que lê a 

excitação e emissão de luz em 530 e 590 nm, respectivamente. A unidade 

apresentada é a Unidade Relativa de Luz (URL), que é convertida para a 

porcentagem de inibição de crescimento bacteriano (Quadro 2). 

Os valores de CIM foram definidos como a menor concentração do 

fármaco capaz de inibir a multiplicação de 90% das células. A porcentagem 

de inibição da multiplicação bacteriana foi determinada aplicando-se a fórmula 

a seguir, considerando a igual à média da leitura (URL) dos orifícios controle-

positivos (orifícios apenas com bactéria e meio de cultura) e b o resultado de 

cada orifício (URL) com a respectiva diluição do fármaco analisado (Quadro 2).   

 

Quadro 2.  Fórmula aplicada no cálculo da porcentagem de inibição bacteriana, 

utilizando os valores de unidades relativas de luz. 

   
 

100 X (1 – (b/a)) = % de Inibição da Multiplicação Bacteriana 
                    

 
 

A cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi utilizada para controle 

de qualidade de cada lote de placas preparado com fármaco, sendo testada em 

uma linha de cada placa teste. 

 De acordo com o manual CLSI (2011), são considerados sensíveis os 

isolados que apresentarem CIM igual ou inferior a 2 µg/ml, intermediários 

aqueles que apresentarem CIM igual a 4 µg/ml e resistentes aqueles que 

apresentarem CIM igual ou superior a 8 µg/ml.  

Neste trabalho, consideramos sensíveis os isolados que apresentaram 

CIM igual ou inferior a 2 µg/ml e resistentes aqueles que apresentaram CIM 

superior a este valor, considerando os intermediários como resistentes. Esta 

consideração foi baseada na definição do CLSI (2011) para a categoria de 

suscetibilidade intermediária, que define que a doença causada por um isolado 
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com suscetibilidade intermediária só terá um tratamento adequado quando uma 

dose elevada do fármaco for usada. Neste caso, a próxima concentração é de 

8µg/ml, considerada como uma categoria resistente.  

Os isolados com sensibilidade no terceiro dia e resistência após o quinto 

dia foram considerados resistentes induzidos. 

 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

B 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

C 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

D 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

E 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

F 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

G 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

H 64 32 16 8 4 2 1 0,5 CC CC CC CM 

 

Figura 4.  Esquema representativo da organização das placas de CIM e as 

concentrações finais de claritromicina em cada orifício em µg/ml. CC= controle 

de crescimento (controle positivo); CM= controle de meio (controle negativo). 

 

 

3.4.3 Teste de pré-incubação com claritromicina 

 

A pré-incubação foi utilizada para avaliar a capacidade de induzir a 

resistência a esse fármaco como método mais rápido em substituição ao CIM 

estendido por até 14 dias. O protocolo utilizado foi o mesmo descrito por Nash e 

col. (2005), no qual os isolados são incubados previamente com claritromicina 

nas concentrações 0,01µg/ml e 0,1µg/ml por 24 horas e em seguida o teste de 



42 

 

suscetibilidade é realizado de acordo com o recomendado pelo CLSI (2011). A 

leitura foi realizada com a utilização de resazurina.  

Foram selecionados oito isolados para a realização do primeiro teste. Em 

seguida, somente quatro amostras com perfis de suscetibilidade diferentes 

(uma sensível, uma resistente e duas com resistência induzida) foram 

novamente testadas.  

 

 

3.5 Sequenciamento do gene rpo B 

 

Os isolados identificados pelo PRA-hsp65 como M. abscessus tipo 1 e M. 

abscessus tipo 2 (Chimara et al., 2008), foram submetidos ao sequenciamento 

do gene rpoB, para obter a identificação das três espécies: “M. abscessus”, “M. 

bolletii” e “M. massiliense”.  

O sequenciamento do gene rpoB foi realizado de acordo com o protocolo 

descrito por Adekambi e col. (2003), no qual amplifica um fragmento da região 

V de 764 pb. Os primers utilizados foram os Myco F (5’- 

GGCAAGGTCACCCCGAAGGG-3’) e Myco R (5’- 

AGCGGCTGCTGGGTGATCATC -3’), sob as seguintes condições da PCR: 

95ºC por 1 minuto, seguido de 35 ciclos a 94ºC por 30 seg, 64ºC por 30 seg e 

72º por 90 seg. A extensão final foi feita a 72ºC por 5 minutos. 

A amplificação de DNA foi evidenciada por meio de eletroforese em gel 

de agarose a 1%. Em seguida, o produto de PCR foi purificado utilizando a 

enzima ExoSap It (Affymetrix), de acordo com protocolo recomendado pelo 

fabricante. Na segunda reação de PCR, o kit BigDye® Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems®) foi utilizado para sequenciar as fitas direta e reversa de cada 

isolado separadamente. A purificação dos produtos foi feita adicionando uma 

solução de NaOAc/ETOH (NaOAc 3M/ETOH 100%) em cada orifício. A placa 

foi mantida à temperatura ambiente por 45 minutos ao abrigo da luz. Em 

seguida a placa foi centrifugada a 2750 x g por 60 minutos a 4ºC. A solução foi 
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completamente retirada e a placa foi centrifugada invertida a 500 x g, para a 

retirada do excesso de reagente. ETOH 70% foi adicionado e a placa foi 

centrifugada a 2750 x g por 10 minutos a 4ºC. O reagente foi completamente 

retirado e a placa foi centrifugada invertida a 500 x g, para a retirada do 

excesso de reagente. As placas prontas foram armazenadas a -20ºC até o 

momento de inserção no sequenciador 3130xL Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). 

As sequências obtidas foram analisadas com auxílio do programa 

Bionumerics versão 7.1 (Applied Maths, TX, USA). Os arquivos ab1, gerados 

pelo sequenciador, foram transferidos para o programa e as sequências 

consenso foram geradas, utilizando os parâmetros padrões do programa. 

Foram utilizadas para alinhamento e verificação de erros a sequência de “M. 

abscessus” ATCC 19977 (Genbank number JF346872), “M. bolletii” CCUG 

50184 (DQ987717. 1) e “M. massiliense” CIP 108297 (JEU254721.1). Utilizando 

a ferramenta BLAST, as sequências foram analisadas por homologia ao banco 

de sequências GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e foram consideradas as 

espécies acima de 99,0% de similariedade. 

 

 

3.6 Sequenciamento do gene rrl 

 O gene rrl foi amplificado utilizando os primers SP1 5’-

CCTGCACGAATGGCGTAACG e SP2mod 5’-CACCAGAGGTTCGTCCGTC 

(Maurer et al., 2012). A PCR foi realizada nas seguintes condições: 95ºC por 5 

minutos, 40 ciclos a 95ºC por 30 seg, 55ºC por 30 seg e 72ºC por 60 seg, 

seguido de extensão final a 72ºC por 10 minutos. As reações de 

sequenciamento foram realizadas seguindo o mesmo protocolo descrito para o 

sequenciamento do gene rpoB. 

As sequências foram analisadas com auxílio do programa Bionumerics 

versão 7.1 (Applied Maths, TX, USA). Os arquivos ab1, gerados pelo 

sequenciador, foram transferidos para o programa e as sequências consenso 
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foram geradas, utilizando os parâmetros padrões do programa. Para identificar 

mutações no gene rrl, as sequências foram comparadas ao genoma de M. 

abscessus (Genbank número NC_010397.1). Esta cepa, que não apresenta 

mutação, possui uma adenina na posição 2058, que confere perfil sensível a 

claritromicina.  

 

 

3.7 Sequenciamento do gene erm (41) 

           Os primers erm41f2 e erm41r2, descritos por Maurer e col. (2012), foram 

testados para a amplificação do gene erm(41). No entanto, a região amplificada 

não contém a região onde ocorre a mutação. Os autores do trabalho foram 

contactados e relataram problemas com as sequências de primers publicadas, 

fornecendo novas sequências de primers, tanto para a amplificação do gene 

(erm41f2_no e erm41r2_no) como da porção que inclui a região promotora 

(ermpromf e ermpromr) (comunicação pessoal). 

           O alinhamento das sequências dos primers fornecidos mostrou que 

somente o primer direto corrigido e o primer reverso para a região promotora é 

que realmente poderiam anelar e amplificar um fragmento do gene erm(41) que 

amplifica a região que pode conter a mutação que confere resistência induzida 

(Figura 3). 

 A amplificação do gene erm(41) foi realizada utilizando os primers F 5’-

GACCGGGGCCTTCTTCGTGAT e R 5’-GGAGTTCGTTGTGGATCTGG. 

Entretanto, o fragmento amplificado corresponde somente à região na qual é 

possível identificar o polimorfismo (C/T) na posição 28, não abrangendo a 

região de deleção encontrada em M. massiliense.  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                      10         20         30         40         50         60         70         80         90        100                            

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ACCGTGCAGA TGGAGAAGTC ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     GGAGAAGTCG GCGGCAGCTG CCGAGGCAGA GGCCGCGGCG GCGTCCACGA GCAGTTCCTC GCGATCCGAC GATTCTGCTT CGCAGGGCGG CTCGCTCGCC  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     110        120        130        140        150        160        170        180        190        200                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -------GAC CGGGGCCTTC  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     AACGACGAGC AGCTCGCCGC ACTGCGCGAG AAGCTGGCAG GCAACGCCTA AGCGCACGTT CTGACGAAAG AAGGCCCCGG TCATGGCGAC CGGGGCCTTC  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     210        220        230        240        250        260        270        280        290        300                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   TTCGTGAT-- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     TTCGTGATCT ATCGAAACCA GTTGCATGCC CCGATATCTT TGGAGCATGG GCATATTCAT GATGGTGCTG CGTCGTGTCC GGCCAACGGT CGCGACGCCA  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -ATGGTGCTG CGTCGTGTCC GGCCAACGGT CGCGACGCCA  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     310        320        330        340        350        360        370        380        390        400                   

erm41f2_an   -------TGG TATCCGCTCA CTGATGA--- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----GGAATC  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------G GAGTTCGTTG TGGATCTGG- ----------  

MabMC725     GTGGGGCTGG TATCCGCTCA CTGATGACTG GGCGGCGCGG ATCGTCGCCG AATCCGGTGT TCGCTCAGGG GAGTTCGTTG TGGATCTGGG CGCAGGACAC  

frag_erm     GT-------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     410        420        430        440        450        460        470        480        490        500                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   GGTGCGGGGA AGTC------ ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     GGCGCGCTGA CGGCACATCT GGTTGCCGCT GGTGCCAGGG TGCTAGCCGT CGAGCTGCAT CCGGGGCGGG CTCGACACCT TCGTTCACGG TTTGCCGAGG  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     510        520        530        540        550        560        570        580        590        600                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     AAGATGTCCG GATAGCGGAA GCGGACCTGC TCGCCTTCCG GTGGCCGCGA CGGCCATTTC GGGTGGTGGC GAGCCCGCCC TACCAAGTCA CCAGCGCACT  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  
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             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     610        620        630        640        650        660        670        680        690        700                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     GATACGGAGT CTCTTGACGC CGGAATCCCG GCTGCTGGCT GCCGACCTGG TGCTGCAGCG CGGGGCTGTG CACAAACATG CGAAGCGAGC ACCTGTTCGC  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

 

 

             ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

                     710        720        730        740        750        760        770        780        790        800                   

erm41f2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_an   ---------- ---------- ---------- ---------- CTTTCCATCA TCCACCGC-- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41f2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

erm41r2_no   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromfor   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

ermpromrev   ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  

MabMC725     CATTGGACGC TACGGGCCGG AATCACATTG CCGCGAAGCG CTTTCCATCA TCCACCGCAG GTGGATTCGT CGGTGCTGGT GATCAGGCGG CGCTGACCCT  

frag_erm     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 

   

Figura 5.  Alinhamento dos primers utilizados para amplificação do gene 

erm(41) baseado na descrição de Maurer e col. (2012), com a sequência de M. 

abscessus (GenBank EU590129) e localização do fragmento que contém a 

posição 28 (em vermelho). 

 

 

3.8 Análise das sequências do gene erm (41)  

 

As sequências foram analisadas com auxílio do programa Bionumerics 

versão 7.1 (Applied Maths, TX, USA). Os arquivos ab1, gerados pelo 

sequenciador, foram transferidos para o programa e as sequências consenso 

foram geradas, utilizando os parâmetros padrões do programa.  

As sequências estudadas do gene erm(41) foram comparadas à 

sequência de M. abscessus MAB30 (Genbank nº EU590129). Esta cepa não 

possui mutação na posição 28, apresentando uma citosina, que confere perfil 

sensível a claritromicina. As sequências foram alinhadas e foi construído um 

dendrograma, analisado pelo algoritmo neighbor-joining, usando o programa 

Bionumerics versão 7.1. O dendrograma foi elaborado para observar a 

similaridade das sequências e verificar possíveis correlações com as espécies 
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identificadas, já que este gene foi utilizado por alguns autores como ferramenta 

de identificação. 

 

 

3.9 Análise demográfica  

  

As informações como nome, idade, sexo, cidade de isolamento e tipo de 

material clínico dos pacientes foram retiradas do banco de dados do Sistema 

Integrado de Gestão Hospitalar do IAL (SIGH). Foram considerados casos 

bacteriológicos (Griffith et al., 2007) somente pacientes com isolados de 

material clínico estéril e aqueles com mais de um isolamento de mesmo sítio 

não estéril. Um banco de dados foi elaborado com auxílio do programa Excel 

Microsoft 2003 e os dados foram analisados utilizando a ferramenta tabela 

dinâmica para comparação com as variáveis tipo de material clínico, caso 

bacteriológico, espécie identificada por sequenciamento do gene rpoB e genes 

rrl e erm(41). As análises foram realizadas considerando somente um isolado 

por paciente. 

As variáveis foram calculadas e comparadas usando o teste qui-

quadrado ou exato de Fisher, quando apropriado. As análises foram conduzidas 

em Microsoft Excel 2003 e Epi-Info versão 6.04. Foi considerado 

estatisticamente significante o valor de p<0,05. 
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4. Resultados  

4.1 Isolados 

 

Foram selecionados 151 isolados, enviados ao Núcleo de Tuberculose e 

Micobacterioses do IAL, no período de janeiro de 2010 a dezembro de 2011, 

identificados como M. abscessus tipo 1 e tipo 2  pelo método PRA-hsp65. No 

entanto, somente 135 isolados estavam viáveis para análise, devido a 

contaminações ou ausência de crescimento bacteriano após repique em meio 

LJ ou meio MHC. Dos isolados viáveis, 78 eram M. abscessus tipo 1 e 57 eram 

M. abscessus tipo 2. 

 

4.2 Identificação da espécie e características demo gráficas 

 

A confirmação da identificação dos 135 isolados foi realizada por 

sequenciamento do gene rpoB e os resultados podem ser observados na 

Tabela 1. Um isolado, identificado por PRA-hsp65 como M. abscessus tipo 1, 

apresentou resultado de M. porcinum e foi excluído da análise. Dentre os 134 

isolados incluídos na análise, houve predominância (59,7%) da espécie “M. 

abscessus”.  

 

Tabela 1 . Identificação por sequenciamento do gene rpoB dos 134 isolados 

incluídos no estudo. 

Sequenciamento rpo B 
PRA-hsp65 

N 

Total “M. abscessus” “M. massiliense” “M. bolletii” 

     

M. abscessus tipo 1 78 78 0 0 

M. abscessus tipo 2 56 2 27 27 

 

Atendendo aos objetivos deste trabalho, as características demográficas 

dos pacientes foram analisadas de acordo com as espécies identificadas. A 
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porcentagem de pacientes que se enquadraram aos critérios bacteriológicos foi 

inferior a 30% para todas as espécies. Dentre os 134 isolados testados, 54 

(40,3%) foram obtidos de 23 pacientes que atenderam aos critérios 

bacteriológicos de caso (Griffith et al., 2007). Três pacientes tiveram a MCR 

isolada de sítios estéreis (dois de sangue e um de linfonodo) e 20 pacientes 

tiveram dois ou mais isolados obtidos de amostras de origem pulmonar. 

Portanto, dos 134 isolados foram identificados 105 pacientes, 

considerando para análise somente um isolado por paciente. Os dados 

demográficos estão dispostos na Tabela 2.  

 

Tabela 2.  Características demográficas dos 105 pacientes com isolados 

identificados como M. abscessus pelo método PRA-hsp65 no Instituto Adolfo 

Lutz, 2010-2011 e confirmados pelo sequenciamento de um fragmento do gene 

rpoB. 

 

Espécie identificada por sequenciamento  do 
fragmento do gene  rpo B 

Nº (%) Característica 
“M. abscessus” 

(n=62) 
“M. bolletti” 

(n=20) 
“M. massiliense” 

(n=23) 
Idade média 52±19 51±20 48±19 
Sexo       

Masculino 37 (60) 11 (55) 12 (52,2) 
Feminino  25 (40) 9 (45) 11 (47,8) 

Localidade Unidade de Saúde       
Cidade SP 18(29) 8 (40) 9 (39,1) 
Grande SP 0 0 0 
Interior estado SP 36 (58) 12 (60) 14(60,9) 
Litoral estado SP 8 (13) 0 0 

Casos confirmados* 15 (24,2) 5 (25) 3 (10,7) 
*Casos confirmados bacteriologicamente, de acordo com ATS (Griffith et al., 2007) 

 

A idade média dos pacientes com “M. abscessus” foi maior que a dos 

pacientes com isolamento de “M. massiliense” (p=0,01). No entanto a diferença 



50 

 

não foi estatisticamente significante entre pacientes com “M. abscessus” e “M. 

bolletti” (p=0,07).  

Houve predominância do sexo masculino nos pacientes com isolamento 

de qualquer espécie, embora não tenha sido evidenciada diferença 

estatisticamente significante (p=0,09).  

O isolamento de “M. abscessus” foi maior em unidades de saúde do 

interior do Estado de São Paulo (p=0,03) enquanto que essa associação não foi 

observada para pacientes com isolamento das outras espécies (p=0,20). É 

importante observarmos que não houve isolamento de nenhuma das espécies 

em unidades de municípios da grande São Paulo. No litoral, foram isoladas 

somente amostras de “M. abscessus”.   

 

 

 

4.3 Teste de suscetibilidade 

4.3.1 Avaliação de armazenamento de inóculo e utili zação da resazurina 

 

Na leitura do teste de viabilidade da amostra, para o inóculo recém-

preparado, foram observadas 50 UFC. Para o inóculo armazenado a 4ºC por 

sete dias foram observadas 25 UFC. Os valores encontrados estão dentro da 

variação permitida para o teste. 

Em relação à padronização do uso da resazurina, na Tabela 3 estão 

apresentados os valores de CIM na leitura visual após 14 dias de incubação e 

na leitura após incubação com resazurina. 
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Tabela 3.  Avaliação do teste de suscetibilidade à claritromicina com o uso de 

resazurina, comparando os valores de CIM lidos visualmente com os valores de 

CIM obtidos após utilização do corante resazurina, após 14 dias de incubação.    

 

Isolado 
CIM leitura 

visual 
(µg/mL) 

CIM 
Resazurina 

(µg/mL) 
Espécie 

1 16 8 “M. abscessus”  
2 4 4 “M. abscessus” 
3 16 16 “M. bolletii” 
4 16 8 “M. abscessus” 
5 32 32 “M. abscessus” 
6 4 4 “M. abscessus” 
7 8 4 “M. bolletii” 
8 <0,5 <0,5 “M. massiliense” 
9 8 1 “M. bolletii” 
10 16 8 “M. bolletii” 
11 8 8 “M. abscessus” 
12 8 8 “M. bolletii” 
13 32 32 “M. abscessus” 
14 16 4 “M. abscessus” 
15 <0,5 <0,5 “M. massiliense” 
16 8 4 “M. abscessus” 
17 <0,5 <0,5 “M. massiliense” 
18 16 16 “M. bolletii” 
19 16 16 “M. bolletii” 
20 16 16 “M. massiliense” 
21 64 ≥64 “M. abscessus” 
22 8 8 “M. abscessus” 
23 8 8 “M. abscessus” 
24 32 32 “M. abscessus” 
25 32 32 “M. abscessus” 
26 ≥64 ≥64 “M. abscessus” 
27 16 16 “M. bolletii” 
28 8 8 “M. abscessus” 
29 64 64 “M. abscessus” 
30 <0,5 <0,5 ‘M. massiliense” 

controle 4 4 S. aureus 
 aa1 log de diferença;aa mais de um log de diferença; aa indeterminado 

 

 

Podemos observar que 22 (73,3%) amostras apresentaram mesmo valor 

de CIM quando lidos visualmente e com a utilização de resazurina, enquanto 

oito (26,7%) amostras apresentaram valores de CIM discordantes entre os dois 



52 

 

métodos de leitura. Os padrões de discordância foram diferentes entre as 

amostras, das quais cinco (16,6%) amostras tiveram uma diluição de diferença 

entre as leituras, enquanto duas (6,7%) amostras apresentaram mais de uma 

diluição de diferença, observando que os valores de CIM lidos com o uso de 

resazurina foram menores que aqueles lidos visualmente. Considerando a 

definição de resistência, as diferenças obtidas não interferiram na interpretação 

dos resultados, com exceção para a amostra 9, onde a leitura com resazurina 

levou a um resultado falso sensível, e para a amostra 21 que não é possível 

determinar a diferença de diluição devido a concentração máxima utilizada ser 

de 64 µg/ml.  

A leitura da cepa padrão utilizada como controle não teve alteração no 

valor de CIM obtido nas leituras visual e com resazurina. O CLSI (2011) 

recomenda que os valores dessa cepa, no teste a claritromicina, devem variar 

entre 0,12 e 0,5 ug/ml, em uma leitura após três dias de incubação, o que 

ocorreu no teste inicial da cepa controle (0,5 ug/ml). No teste realizado, a cepa 

padrão teve um CIM elevado, pois foi lida com 14 dias de incubação, assim 

como os isolados testados. Isso mostrou que a cepa continuou viável, 

demonstrado por repique sucessivo ao teste, e que a utilização da resazurina 

não alterou os resultados. 

 

4.3.2 Obtenção da CIM dos isolados do estudo 

 

O teste de suscetibilidade à claritromicina foi realizado para os 134 

isolados. Após a leitura do CIM no terceiro dia, 99 (94,3%) isolados 

permaneceram suscetíveis a claritromicina e somente seis (5,7%) isolados 

foram resistentes (Tabela 4). Os isolados provenientes de mesmo paciente 

tiveram o mesmo perfil de suscetibilidade, com exceção de três pacientes. O 

primeiro paciente possui três isolados identificados como “M. abscessus”, sendo 

que dois destes isolados apresentaram resistência induzida e um apresentou 

resistência. O segundo paciente possui dois isolados identificados como “M. 
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abscessus”, sendo que um dos isolados apresentou suscetibilidade e o outro 

apresentou resistência. O último paciente possui três isolados identificados 

como “M. abscessus”, sendo que dois apresentaram resistência induzida e um 

apresentou suscetibilidade. 

Entre os 99 isolados suscetíveis a claritromicina, 68 (64,8%) 

apresentaram resistência induzida (Tabela 5). Desses, sete (10,3%) revelaram 

resistência a partir do dia 5, 10 (14,7%) no dia 7, 34 (50%) no dia 10 e 17 (25%) 

no dia 14. 

Foi observada grande diferença entre as espécies em relação à 

porcentagem de isolados com resistência induzida. “M. abscessus” e “M. 

bolletii” apresentaram as maiores taxas (80,6% e 80,0%, respectivamente). “M. 

massiliense” apresentou uma taxa bem inferior (8,7%) (Tabela 5). 

A cepa de controle de qualidade (Staphylococcus aureus ATCC 29213) 

apresentou resultado esperado de acordo com o protocolo padrão estabelecido 

pelo CLSI (2011). 

 

Tabela 4.  Perfil de suscetibilidade a claritromicina após três dias de incubação, 

conforme espécie identificada pelo sequenciamento de um fragmento do gene 

rpoB. 

Suscetibilidade a claritromicina  
Espécie N S 

 N (%) 

R  

N (%) 

“M. abscessus” 62 58 (93,5) 4 (6,5) 

“M. massiliense” 23 23 (100) 0 

“M. bolletii” 20 18 (90) 2 (10) 

Total 105 99 (94,3) 6 (5,7) 

S: suscetível (CIM ≤2µg/mL); R: resistente (CIM> 2µg/mL).  
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Tabela 5.  Perfil de suscetibilidade a claritromicina após 14 dias de incubação, 

conforme espécie identificada pelo sequenciamento de um fragmento do gene 

rpoB. 

Suscetibilidade a claritromicina  Espécie N 
S (%) R (%) RI (%) 

“M. abscessus” 62 8 (12,9) 4 (6,5) 50 (80,6) 

“M. massiliense” 23 21 (91,3) 0 2 (8,7) 

“M. bolletii” 20 2 (10) 2 (10) 16 (80) 

Total 105 31 (29,5) 6 (5,7) 68 (64,8) 

S: suscetível; R: resistente; RI: resistente induzido. 

  

Os isolados com valores de CIM maiores que 2 µg/ml e menores que 8 

µg/ml foram analisados para avaliar o impacto da classificação de resistência 

utilizada no presente estudo. De acordo com a classificação do CLSI (2011), 

três isolados (2,86%) apresentaram resultado intermediário a claritromicina 

(Tabela 6). Os isolados apresentaram CIM igual a 2,967 e 4,987 µg/ml para “M. 

abscessus” e 2,602 µg/ml para “M. bolletii” no terceiro dia de leitura. No entanto, 

todos apresentaram leitura acima de 8 µg/ml após o quinto dia de leitura.  

 

Tabela 6 . Perfil de suscetibilidade a claritromicina após três dias de incubação 

de acordo com a classificação do CLSI e conforme espécie identificada pelo 

sequenciamento de um fragmento do gene rpoB. 

 

Suscetibilidade a claritromicina  Espécie N 
S (%) I (%) R (%) 

“M. abscessus” 62 58 (93,5) 2 (3,25)  2 (3,25) 

“M. massiliense” 23 23 (100) 0 (0) 0 (0) 

“M. bolletii” 20 18 (90) 1 (5) 1 (5) 

S: suscetível (CIM ≤ 2µg/mL); intermediário (CIM = 4µg/mL); R: resistente (CIM ≥8 µg/mL). 

 

 

 



55 

 

4.3.3 Teste de pré-incubação com claritromicina 

 

Neste teste, nenhuma das concentrações foi capaz de desencadear a 

resistência induzida (CIM>2µg/ml), a qual foi observada no teste de 

suscetibilidade a claritromicina por um período de até 14 dias de incubação 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7.  Resultado de CIM de isolados pré-incubados com 

claritromicina nas concentrações de 0,01µg/ml e 0,1µg/ml por um período de 24 

horas. 

 

CIM(µg/ml)  

Isolado  
Pré-incubação 

com 

0,01µg/ml 

Pré-

incubação 

com 0,1µg/ml  

Controle*  

 

Interpretação CIM 

com leitura em 14 

dias, sem incubação 

prévia 
1 1  2  ≤0,5  RI 

2 ≤0,5  ≤0,5  ≤0,5  S 

3 ≤0,5  ≤0,5  ≤0,5  S 

4 ≤0,5  ≤0,5  ≤0,5  S 

5 ≤0,5  2  ≤0,5  RI 

6 >64  >64  >64  R 

7 ≤0,5  2  ≤0,5  RI 

8 2  2  ≤0,5  RI 

     S: suscetível; R: resistente; RI: resistente induzido. * Teste realizado de acordo com o CLSI (2011). 

 

Frente a estes resultados, testou-se a pré-incubação com claritromicina 

na concentração de 0,1µg/ml por 24, 72 e 120 horas para quatro amostras com 

perfis de suscetibilidade diferentes (Tabela 8).  
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Tabela 8. Resultado de CIM dos isolados pré-incubados com claritromicina na 

concentração de 0,1 µg/ml por 24, 72 e 120 horas. 

 

 CIM (µg/ml)  

Isolado  

Pré 

incubação  

24 horas 

Pré 

incubação  

72 horas 

Pré 

incubação  

120 horas 

14 dias 
Controle*  

 

Interpretação 

CIM com 

leitura em 14 

dias, sem 

incubação 

prévia  
1 ≤0,5 8 8 >64 ≤0,5 RI 

2 >64 >64 >64 >64 >64 R 

3 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 ≤0,5 S 

4 ≤0,5 4 4 >64 ≤0,5 RI 

S: suscetível; R: resistente; RI: resistente induzido. * Teste realizado de acordo com o CLSI (2011). 

 

A pré-incubação com claritromicina na concentração de 0,1µg/ml por um 

período de 72 horas foi capaz de induzir a resistência dos dois isolados que 

também apresentaram resistência induzida no teste de suscetibilidade com 

incubação estendida por 14 dias. As outras amostras apresentaram mesmo 

perfil de suscetibilidade para ambos os testes. 

 

4.4 Sequenciamento dos genes erm  (41) e rrl 

 

O sequenciamento dos genes erm(41) e rrl foi realizado para todos os 

isolados identificados como “M. abscessus”, “M. bolletii” e “M. massiliense” pelo 

sequenciamento do gene rpoB. Nas Tabelas 9 e 10 foram comparados o perfil 

genético dos isolados com o perfil de suscetibilidade a claritromicina após 3 e 

14 dias, respectivamente. 
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Tabela 9.  Perfil genético dos genes rrl e erm(41) e resultados de CIM após três dias de incubação conforme espécie 

identificada pelo sequenciamento de um fragmento do gene rpoB. 

CIM Leitura dia 3  ≤ 2 µg/ml  >2 ug/ml 
Perfil de  

suscetibilidade   S  R 

rrl  A 2058 A 2058 A2058G A2058G  A 2058 A 2058 A2058G A2058G Perfil genético 
erm(41)  C28 T28 C28 T28  C28 T28 C28 T28 

“M.abscessus” (n=80)  6 70 0 0  0 3 0 1 

“M.massiliense” 
(n=27) 

 0 27 0 0  0 0 0 0 Espécie 

“M. bolletii” (n=27)  0 25 0 0  0 2 0 0 
S: suscetível; R: resistente; RI: resistente induzido. 

 

 

Tabela 10.  Perfil genético dos genes rrl e erm(41) e resultados de CIM após 14 dias de incubação conforme espécie 

identificada pelo sequenciamento de um fragmento do gene rpoB. 

CIM Leitura dia 14  ≤ 2 µg/ml  >2 ug/ml  >2 ug/ml 
Perfil de  

suscetibilidade   S  R  RI 

rrl  A2058 A2058 A2058G A2058G  
A205

8 A2058 A2058G A2058G  A2058 A2058 A2058G A2058G Perfil genético 

erm(41)  C28 T28 C28 T28 C28 T28 C28 T28  C28 T28 C28 T28 

“M.abscessus” (n=80)  5 5 0 0 0 3 0 1  1 65 0 0 

“M.massiliense” 
(n=27) 

 0 25 0 0 0 0 0 0  0 2 0 0 Espécie 

“M. bolletii” (n=27)  0 4 0 0  0 2 0 0  0 21 0 0 
S: suscetível; R: resistente; RI: resistente induzido.
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Foram considerados somente os resultados de CIM após 14 dias de 

incubação e as espécies identificadas pelo sequenciamento do gene rpoB para 

análise. Em relação à espécie “M. abscessus”, observamos que, dos isolados 

sensíveis, cinco apresentaram o perfil genético de sensibilidade, apresentando 

uma adenina na posição 2058 no gene rrl e o polimorfismo C28 no gene 

erm(41). Os outros cinco isolados sensíveis apresentaram o polimorfismo T28 

no gene erm(41). Em relação aos isolados com resistência induzida, apenas um 

apresentou perfil diferente do esperado, apresentando o polimorfismo C28 no 

gene erm(41), enquanto os 65 isolados restantes apresentaram perfil esperado, 

com o polimorfismo T28 e uma adenina na posição 2058 do gene rrl. Dentre os 

isolados resistentes (n=4), somente um apresentou o perfil de resistência 

esperado, apresentando a mutação A>G na posição 2058 do gene rrl. 

Os isolados sensíveis de “M. bolletii” apresentaram perfil genético 

discordante do esperado, apresentando o polimorfismo T28 no gene erm(41), 

enquanto aqueles que apresentaram resistência induzida possuem o 

polimorfismo T28. Entretanto, os isolados resistentes apresentaram perfil 

genético diferente do esperado, apresentando uma adenina na posição 2058 do 

gene rrl. 

Todos os isolados sensíveis de “M. massiliense” apresentaram o 

polimorfismo T28 no gene erm(41), entretanto não foi identificada a deleção de 

274 pb devido aos primers utilizados, que não permitiram a amplificação de 

todo o fragmento. Os isolados com resistência induzida apresentaram perfil 

esperado com o polimorfismo T28. 

 

4.5 Análise das sequências do gene erm (41)  

 

O dendrograma elaborado a partir das sequências obtidas do gene 

erm(41) revelou que existe um agrupamento entre isolados de mesma espécie 

(Figura 6). Apenas quatro isolados não foram corretamente agrupados (2883, 

3403, 979 e 1189). O isolado 2883, que possui o perfil C28, foi agrupado 
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juntamente com os isolados com este mesmo perfil, apesar de pertencerem a 

espécies diferentes (Figura 6A). O isolado 3403 está agrupado com outros nove 

isolados, porém a única característica de semelhança foi o padrão de 

resistência induzida entre os isolados (Figura 6B). Os isolados 979 e 1189 

possuem a deleção de 2pb nas posições 61 e 62, exatamente como todos os 

isolados de “M. massiliense” do estudo. 
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Figura 6.  Dendrograma de isolados do grupo M. abscessus sensu lato baseado 

nos resultados de sequenciamento do gene erm(41), criado com auxílio do 

programa Bionumerics versão 7.1, pelo método neighbor-joining. A sequência 

de referência usada foi de M. abscessus MAB30 (Genbank nº EU590129). A: 

agrupamento de isolados “M. abscessus” C28 com elevada similaridade a um 

isolado identificado como “M. massiliense” C28. B: A: agrupamento de isolados 

de “M. abscessus” com elevada similaridade a um isolado identificado como “M. 

bolletii”. 
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5. Discussão 

 

M. abscessus é uma das espécies de MCR mais frequentemente isolada, 

sendo responsável por cerca de 80% das infecções pulmonares causadas por 

este grupo (Costa et al., 2009; Jeon et al., 2009; Gayathri et al., 2010; Medjahed 

et al., 2010; Maurer et al., 2012). Neste trabalho, foram selecionados 151 

isolados identificados como M. abscessus tipo 1 e tipo 2 pela técnica PRA-

hsp65, encaminhados por laboratórios públicos do Estado de São Paulo para o 

IAL, no período de Janeiro de 2010 a Dezembro de 2011.  

A prevalência das espécies do grupo M. abscessus sensu lato é variável 

de acordo com a distribuição geográfica (Koh et al., 2011). Em um estudo 

realizado na Coréia do Sul, “M. massiliense” foi identificado em 46,5% e “M. 

bolletti” em 1,6% dos 144 isolados estudados (Kim et al., 2008). Koh e col. 

(2011) estudaram 158 isolados de M. abscessus provenientes de pacientes 

atendidos em um hospital em Seoul, Coréia, dos quais 81 (55,0%) foram 

identificados como “M. massiliense” e dois (1,0%) como “M. bolletti”, 

corroborando com os dados anteriores. Nos Estados Unidos, Zelazny e col. 

(2009) estudaram isolados de M. abscessus de pacientes monitorados pelo 

National Institute of Health e observaram que as prevalências de “M. 

massiliense” e “M. bolletii” eram de 25,0% e 5,0%, respectivamente. Em outros 

estudos realizados na Holanda (van Ingen et al., 2009b) e França (Roux et al., 

2009) a prevalência destas espécies foi muito semelhante, com cerca de 22,0% 

de isolados de “M. massiliense” e 18,0% de “M. bolletii”. Estes dados diferem 

daqueles encontrados na Coréia (Kim et al., 2008; Koh et al, 2011), onde quase 

metade dos isolados do grupo M. abscessus sensu lato foram identificados 

como “M. massiliense”, enquanto “M. bolletii” foi identificado em uma minoria de 

casos (2,0%). Em um estudo de dez anos sobre a epidemiologia das MNT, 

Chou et al. (2014) encontraram 7,4% de isolados de M. abscessus em 

Queensland, Australia. Nesse trabalho os autores mostraram que 

características sócio-ecológicas, econômicas e fatores ambientais estão 
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associados ao risco de infecção por MNT, explicando assim as variações de 

prevalências entre as regiões geográficas. 

No Brasil, poucos estudos abordam a prevalência das MNT, tornando 

desconhecida a real prevalência destes organismos no país. Em um estudo de 

Barreto & Campos (2000) foi analisada a prevalência das micobactérias no 

Brasil do período de 1994 a 1999. Do total de 431 isolados selecionados, 

somente 32 (7,4%) foram identificados como M. abscessus. Dentre as regiões 

brasileiras, o Nordeste apresentou maior número de isolamentos, com 13 

isolados, e o Sul o menor número, com quatro isolados. Outro estudo realizado 

por Pedro e col. (2008) levantou o número de isolamentos de MNT realizado 

pelo IAL de São José do Rio Preto no período de 1996 a 2005. Do total de 

isolados selecionados (317), somente 1,9% foram identificados como M. 

abscessus, sendo todos isolados de material clínico respiratório. 

No Rio de Janeiro, um estudo de Senna e col. (2011) realizou a 

identificação de micobactérias isoladas de pacientes internados no Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho entre 2001 e 2006. Dois isolados foram 

identificados como M. abscessus tipo 1 pela técnica PRA-hsp65, provenientes 

de um único paciente submetido a cirurgia cardíaca, sugerindo uma 

contaminação intraoperatória. Outros estudos brasileiros que relatam o 

isolamento de M. abscessus estão associados a surtos ocorridos entre 2004 e 

2008, relacionados a infecções nosocomais após procedimentos médicos 

invasivos devido à utilização de desinfetantes ineficientes durante a desinfecção 

dos equipamentos utilizados (Carvalho et al., 2012). 

A análise demográfica revelou que a idade média dos pacientes, com 

qualquer espécie isolada, foi elevada, variando de 52 anos para “M. abscessus” 

a 48 anos para “M. massiliense”. Além disso, foi observado um maior número 

de pacientes do sexo masculino. Yoshida e col. (2013), ao avaliarem 143 

isolados de M. abscessus sensu lato de pacientes de seis distritos do Japão, 

verificaram que a média de idade dos pacientes foi de 68 anos. No entanto, 

foram isolados mais “M. abscessus” de pacientes do sexo feminino, enquanto 
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que não houve diferença para pacientes com isolamento de “M. bolletii”. Outros 

autores já observaram uma idade média elevada para casos de MNT. 

McCallum e col. (2011) realizaram um estudo retrospectivo de casos de MNT 

do NHS Borders Health Board na Escócia entre 1992 a 2010 e observaram que 

a idade média dos pacientes analisados foi de 64 anos, com maior número de 

pacientes do sexo masculino. Os autores acreditam que a elevada idade média 

pode estar relacionada com uma relativa imunodeficiência existente em 

pessoas com idade avançada. Mirsaeidi e col. (2014) relatam que as infecções 

pulmonares causadas por MNT ocorrem em dois diferentes grupos de 

pacientes. O primeiro grupo é constituído de homens, de meia-idade ou idosos, 

que apresentam fatores de riscos como abuso de fumo e álcool, doenças 

pulmonares estruturais e outras comorbidades. O segundo grupo são 

principalmente mulheres idosas não-fumantes, que não apresentam os riscos 

descritos anteriormente. Entretanto, é sugerido que uma deficiência de leptina 

possa estar envolvida na suscetibilidade à MNT destas mulheres. Ou ainda, que 

o estrógeno possa estar envolvido na proteção contra estas infecções através 

do aumento da função de macrófagos, assim, mulheres na menopausa teriam 

essa proteção reduzida (Mirsaeidi et al., 2013).  

As infecções causadas pelas espécies do M. abscessus sensu lato são 

de difícil tratamento, principalmente devido à resistência intrínseca desses 

organismos (Bastian e al., 2011). O macrolídeo claritromicina é o fármaco chave 

no tratamento, no entanto pode influenciar no desenvolvimento de resistência 

induzida (Stout & Floto, 2012). Para que este tipo de resistência seja detectada 

é necessário estender o período de incubação do microrganismo em presença 

do fármaco. De acordo com Choi e col. (2012), é necessário um grande 

acúmulo da proteína Erm(41) para que o sítio de ligação do fármaco seja 

bloqueado. Essa produção não é detectada no teste de suscetibilidade com 

leitura após incubação por três dias, preconizada pelo CLSI (2011). 

No presente estudo, o teste de suscetibilidade a claritromicina foi 

realizado de acordo com o protocolo recomendado pelo CLSI (2011), com 
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modificações necessárias para a identificação da resistência induzida 

encontrada em estudos citados anteriormente (Nash et al., 2009; Bastian et al., 

2011; Maurer et al., 2012; Shallom et al., 2013). Dessa forma, a incubação do 

teste foi estendida por um período de até 14 dias, sendo realizadas leituras em 

dias determinados. Para obter uma leitura acurada, a técnica REMA foi 

estabelecida, a qual baseia-se na utilização de resazurina, um indicador de 

oxido-redução usado para avaliar crescimento celular, principalmente em testes 

de citotoxicidade (Sarker et al., 2007).  

 Alguns autores realizaram estudos que comparavam a técnica REMA 

com outros testes de suscetibilidade a fármacos contra o M. tuberculosis, e 

concluíram que esta técnica apresenta alta especificidade e sensibilidade, além 

de ser simples, prática e não necessitar de equipamentos sofisticados, 

permitindo a implementação em laboratórios com recursos limitados (Palomino 

et al., 2002; Martin et al., 2003; Montoro et al., 2005). A técnica REMA foi 

recomendada pela Organização Mundial da Saúde para realização de teste de 

suscetibilidade para M. tuberculosis (WHO, 2009).  

A avaliação, neste estudo, da padronização da técnica REMA mostrou 

uma concordância de 73,3% entre as leituras visual e com resazurina. Vinte 

porcento dos isolados testados apresentaram valores de CIM discordantes 

quando lidos visualmente e com resazurina. O CLSI (2011) explica que a 

variação de um log de concentração como resultado do CIM é aceitável em 

testes de reprodutibilidade. Por isso, a discordância de apenas uma 

concentração não deve ser considerada como um erro, permanecendo na 

mesma categoria. A discordância verdadeira encontrada foi de 6,7%, entre os 

isolados com CIM diferente em mais de um log de concentração. Ao utilizarem 

resazurina no teste de suscetibilidade para M. tuberculosis, Martin e col. (2005) 

verificaram a robustez do método REMA com leitura visual. No entanto, essa 

leitura pode não ser precisa, principalmente quando o crescimento bacteriano é 

muito tênue, dificultando a leitura visual. Baseado neste teste, verificamos a 

eficiência da leitura do CIM com resazurina, e que uma leitura automatizada 
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com o auxílio do fluorímetro permitiu determinar com precisão o valor de CIM 

que inibe 90% do crescimento bacteriano. Em uma leitura sem a utilização do 

equipamento este valor é aproximado. Além disso, é importante ressaltar que 

esta técnica foi padronizada somente para o teste de suscetibilidade aos 

fármacos para M. tuberculosis e para algumas espécies de MNT de 

crescimento lento, o que torna inédito o resultado encontrado no presente  

trabalho. 

O teste de suscetibilidade a claritromicina com incubação estendida por 

14 dias permitiu identificar o verdadeiro perfil de suscetibilidade dos isolados, já 

que 64,8% dos isolados que seriam considerados sensíveis a claritromicina, 

foram resistentes a este fármaco. Analisando de acordo com a identificação das 

espécies, observamos que 93,5% dos isolados de “M. abscessus” foram 

sensíveis a claritromicina com três dias de incubação. Entretanto, com um 

período de incubação estendido, essa porcentagem diminuiu para 12,9% e os 

restantes 80,6% se tornam resistentes induzidos com um período de incubação 

estendido. Todos os isolados de “M. massiliense” apresentaram sensibilidade a 

claritromicina quando incubados por três dias, enquanto que com um período 

de incubação estendido 91,3% dos isolados mantiveram o perfil sensível e um 

pequeno percentual de isolados apresentou resistência induzida (8,7%). Em 

relação aos isolados de “M. bolletii”, 90,0% dos isolados foram sensíveis com 

três dias de incubação e após 14 dias, 80,0% apresentaram resistência 

induzida. Esses dados estão de acordo com aqueles encontrados nos trabalhos 

de Nash e col. (2009), Bastian e col. (2011), Maurer e col. (2012), Shallom e 

col. (2013) e Lee e col. (2014), os quais encontraram um número elevado de 

isolados com resistência induzida para as espécies “M.abscessus” e “M. 

bolletii”, enquanto que quase a totalidade dos isolados de “M. massiliense” 

apresentou-se sensível, mesmo com um período de incubação estendida.  

A análise do CIM em diferentes dias de leitura foi realizada para observar 

se o período de 14 dias de leitura poderia ser reduzido. A obtenção de 25%  

isolados resistentes induzidos no 14° dia de leitur a mostrou a importância do 
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período completo na detecção da resistência. Hanson e col. (2014), também 

verificaram uma porcentagem de isolados que revelou a resistência induzida 

somente no 14° dia de leitura. Estes resultados mos tram a necessidade de 

modificação no teste de suscetibilidade a claritromicina recomendado pelo CLSI 

(2011), uma vez que a resistência induzida só é revelada quando a incubação é 

estendida por 14 dias. O teste pode, então, mostrar uma falsa sensibilidade ao 

fármaco, acarretando num tratamento inadequado.  

O teste de pré-incubação com claritromicina foi realizado para observar 

se uma incubação prévia com o fármaco era capaz de induzir a resistência 

como no teste de suscetibilidade a claritromicina com incubação estendida por 

até 14 dias e, dessa forma, reduzir o tempo de realização do teste. Em um 

estudo, Nash e col. (2005) avaliaram a capacidade de uma incubação prévia 

com claritromicina induzir a resistência de cinco isolados identificados como M. 

fortuitum. Os autores observaram que um de seus isolados apresentou um 

elevado valor de CIM (≥ 128µg/ml). Em 2009, estes autores realizaram o 

mesmo teste para os isolados de M. abscessus e observaram que a pré-

incubação é capaz de estimular a resistência induzida (Nash et al., 2009).  

Observamos que o teste foi capaz de induzir a resistência somente 

quando os isolados foram pré-incubados na concentração de 0,1µg/ml por 72 

horas. Apesar deste teste ser realizado em menor tempo (seis dias para pré-

incubação e teste), em comparação com o teste com incubação estendida, ele 

requer uma etapa anterior ao teste de suscetibilidade, tornando-o menos 

prático. Nash e col. (2009) concluiram que apesar do teste de pré-incubação 

induzir a resistência, a sua introdução numa rotina diagnóstica não é 

necessária. No entanto, frente à redução em mais de 50% do tempo de 

liberação do resultado, essa observação só poderá ser melhor discutida caso 

um número maior de amostras sejam testadas em condições de rotina. 

A partir do sequenciamento dos genes rrl e erm(41) foi possível 

correlacionar os polimorfismos encontrados nestes genes com os perfis 

fenotípicos.  Dos isolados de “M. abscessus”, oito não apresentaram os perfis 
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genéticos esperados para estes genes, sendo cinco isolados sensíveis com o 

polimorfismo T28 no gene erm(41) e três isolados resistentes com uma adenina 

na posição 2058 do gene rrl. Dos isolados de “M. bolletii”, os cinco isolados 

sensíveis e os dois resistentes não apresentaram perfil genético esperado, 

apresentando o polimorfismo T28 no gene erm(41) e uma adenina na posição 

2058 do gene rrl. Corroborando com estes dados,  Lee e col. (2014) relataram 

que todos os isolados resistentes estudados apresentaram o polimorfismo T28 

no gene erm(41), e que não foi possível identificar isolados resistentes com o 

polimorfismo C28 no gene erm(41) e a mutação 2058A>G no gene rrl, como 

reportado por Bastian e col. (2011). Estes dados sugerem que outros 

mecanismos de resistência possam estar envolvidos no perfil de suscetibilidade 

destes isolados, como bombas de efluxo e inativação do fármaco (Vester & 

Douthwaite, 2001). Em relação aos isolados de “M. massiliense”, todos 

apresentaram o polimorfismo T28 no gene erm(41), entretanto, não foi possível 

identificar a deleção encontrada nos trabalhos de Kim e col. (2008), Nash e col. 

(2009), Bastian e col. (2011) e Maurer e col. (2012) devido ao primers 

utilizados, que permitiram somente a identificação do polimorfismo encontrado 

neste gene. Shallom e col. (2013) ao proporem um PCR para diferenciação das 

espécies de M. abscessus através do gene erm(41), encontraram dois isolados 

de “M. massiliense” que apresentaram o gene erm(41) intacto. Estes autores 

sugeriram que o gene intacto possa ter sido transferido de “M. abscessus” ou 

“M. bolletii” para “M. massiliense”, o que poderia explicar os nossos achados de 

dois isolados de “M. massiliense” com resistência induzida. Entretanto, para 

confirmar que esta resistência induzida esteja relacionada com o gene erm(41) 

para estes isolados, seria necessário o sequenciamento do gene completo. 

O sequenciamento do gene rpoB permitiu a identificação dos isolados em 

“M. abscessus”, “M. massiliense” e “M. bolletii”, enquanto a técnica PRA-hsp65 

permitiu a identificação em M. abscessus tipo 1 e M. abscessus tipo 2. A 

identificação correta das espécies é importante devido à suscetibilidade 

variável, permitindo a escolha de fármacos adequados para o tratamento das 
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infeções causadas por este grupo (Groote & Huitt, 2006; Adekambi et al., 2006; 

CLSI, 2011). 

 Dos 78 isolados identificados como M. abscessus tipo 1, todos foram 

identificados como “M. abscessus”, e daqueles identificados como tipo 2, dois 

foram identificados como “M. abscessus”, 27 “M. massiliense”, 27 “M. bolletii” e 

um M. porcinum. Desta forma, houve uma discordância entre os dois métodos 

de identificação, que pode estar relacionada com a transferência horizontal de 

sequências do gene rpoB entre as espécies de M. abscessus sensu lato, como 

evidenciada por Macheras e col. (2009).  

Neste cenário, o sequenciamento do gene rpoB foi uma ferramenta útil 

na identificação das espécies de MCR quando comparada ao PRA-hsp65. 

Apesar das espécies “M. massiliense” e “M. bolletii” possuírem 96,6% de 

similaridade na região estudada do gene rpoB (Leão et al., 2009), o 

agrupamento dessas espécies utilizando o gene erm(41) dá mais uma prova de 

que a região do gene rpoB utilizada é útil na identificação, como tem sido 

demonstrada em diversos estudos (Adekambi et al., 2003; Adekambi et al., 

2006; Koh et al., 2011).  

Muito é discutido sobre a classificação das espécies do grupo M. 

abscessus sensu lato, devido ao elevado nível de similaridade entre as 

espécies. Leão e col. (2009 e 2010) propuseram a classificação das espécies  

“M. massiliense” e “M. bolletii” como uma única subespécie, M. abscessus 

subsp. bolletii. Posteriormente, Cho e col. (2013) por meio de análises de 

genomas completos mostraram evidências que suportam a separação de M. 

abscessus sensu stricto, M. massiliense e M. bolletii.  Essa separação é 

recomendada pelos autores uma vez que as espécies exibem padrões de 

suscetibilidade e tratamentos diferentes. No entanto, há isolados que possuem 

características em comum entre as espécies, fato esse que levou Leão e col. 

(2010) a propor a união das espécies “M. massiliense” e “M. bolletii”. No 

presente estudo, a análise das sequências do gene erm(41) mostraram elevada 

similaridade entre as sequências de mesma espécie, porém quatro isolados 
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foram agrupados juntamente com outras espécies por possuirem características 

semelhantes, como no caso dos isolados 979 e 1189, “M. bolletii”, que possuem 

deleções semelhantes às encontradas em “M. massiliense”. Uma hipótese 

levantada para a ocorrência dessas inconsistências é a transferência horizontal 

de genes entre as espécies (Macheras et al., 2011; Sassi & Drancourt, 2014).    

A análise gerada pelo dendrograma de similaridade das sequências do 

gene erm(41) permitiu agrupar os isolados de acordo com a espécie identificada 

por meio do sequenciamento do gene rpoB, o que sugere que este gene pode 

ser utilizado não somente na detecção de resistência como também na 

especiação desses organismos. Alguns autores, como Kim e col. (2010) e 

Shallom e col. (2013), demonstraram a utilização do produto de amplificação do 

gene erm(41) como método de identificação e diferenciação entre as espécies 

“M. abscessus” e “M. massiliense”. Estes autores observaram que, para os 

isolados de “M. abscessus”, a banda de amplificação possui 673pb, enquanto 

para os isolados de “M. massiliense” a banda é de menor tamanho, com 397pb. 

Lee e col. (2014) propuseram uma PCR na qual identifica a suscetibilidade dos 

isolados frente a claritromicina. Como resultado, há dois perfis, sendo um perfil 

sensível no qual há a detecção de uma banda de 300pb, e um resistente no 

qual há duas bandas, uma de 300pb e outra de 522pb. Estes estudos 

evidenciam a diferença existente nos isolados de “M. massiliense” que 

apresentam o gene erm(41) com uma deleção, capaz de ser identificada por 

meio de uma simples reação de PCR. 

A utilização do gene erm(41) foi recentemente comprovada por Yoshida 

e col. (2014), que desenvolveram um método baseado em pirosequenciamento 

para a identificação rápida das espécies do grupo M. abscessus sensu lato. Os 

autores verificaram que os resultados foram compatíveis aos do 

sequenciamento de Sanger, porém obtidos com maior rapidez. Isso comprova a 

hipótese inicial desse trabalho, sobre a utilidade desses dados para o 

desenvolvimento de um teste molecular rápido. No entanto, ainda são 
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necessários estudos que comprovem a eficácia desses métodos em condições 

de rotina diagnóstica. 
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6. Conclusão 

 

• Houve predomínio da espécie M. abscessus (59,7%) no grupo de 

isolados estudados;  

 

• O método de PRA-hsp65 foi eficaz para identificar a espécie M. 

abscessus tipo 1, uma vez que todos foram identificados como “M. 

abscessus” pelo sequenciamento do gene rpoB; 

 

• A espécie identificada por PRA-hsp65 como M. abscessus tipo 2, 

compartilha quase que igualmente as espécies de “M. massiliense” e 

“M. bolletii”, uma vez que os isolados identificados foram identificados 

como “M. massiliense” (n=27), “M. bolletii” (n=27), “M. abscessus” 

(n=2) e um M. porcinum pelo sequenciamento do gene rpoB; 

 

• Houve predominância do sexo masculino e a média de idade foi 

moderada, sendo os pacientes com isolados de “M. abscessus” com 

maior média (52 anos); 

 

• A distribuição geográfica das espécies variou no Estado de São 

Paulo. Não houve isolamentos de M. abscessus sensu lato na 

Grande São Paulo e no litoral do Estado foram encontrados somente 

isolamentos da espécie “M. abscessus”; 

 

• Foram detectados mais casos bacteriológicos causados por “M. 

abscessus” do que pelas demais espécies; 

 

• O teste de suscetibilidade a claritromicina com incubação estendida 

por até 14 dias permitiu identificar a resistência induzida em 68,7% 

dos isolados sensíveis pelo teste padrão; 
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• Os resultados obtidos pelo teste de suscetibilidade a claritromicina 

com uma incubação estendida por até 14 dias sugerem a 

necessidade de uma adequação no teste de sensibilidade 

recomendado pelo CLSI (2011), em razão da elevada porcentagem 

de isolados com resistência induzida; 

 

• A prévia incubação com claritromicina na concentração de 0,1µg/ml 

por 72 horas pode ser eficiente em estimular as cepas com 

resistência induzida, antes da realização do teste de suscetibilidade. 

 

• Os polimorfismos C28 no gene erm(41) e A2058G no gene rrl foram 

poucos frequentes. Somente cinco isolados sensíveis a claritromicina 

apresentaram o polimorfismo C28 no gene erm(41) e um isolado 

resistente apresentou a mutação 2058A>G no gene rrl. 

 

• Todos os isolados com resistência induzida apresentaram o 

polimorfismo T28 no gene erm(41), com exceção de um único isolado 

de M. abscessus que apresentou o polimorfismo C28. 

 

• A maioria dos isolados (97,0%) foi agrupada pela análise de 

similaridade das sequências do gene erm(41) de acordo com a 

espécie identificada com base no sequenciamento do gene rpoB. 
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Anexo 1.  Aprovação do projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEPIAL) 
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Anexo 2.  Cronograma de preparação e realização de teste de suscetibilidade à 

claritromicina na UNESP Campus Araraquara. 

 

 

Dia 1 

Segunda - feira 

Dia 2 

Terça - feira 

Dia 3 

Quarta - feira 

Dia 4 

Quinta - feira 

Dia 5 

Sexta - feira 

 

Preparação 

das placas 

para os dias 

de leitura 7, 

10 e 14 

Preparação 

do inóculo e 

inoculação 

nas placas de 

dias de leitura 

7 e 14 

  

Dia 6 

Segunda - feira 

Dia 7 

Terça - feira 

Dia 8 

Quarta - feira 

Dia 9 

Quinta - feira 

Dia 10 

Sexta - feira 

Inoculação na 

placa de dia de 

leitura 10 

Preparação 

das placas 

para os dias 

de leitura 3 e 

5 

Leitura dia 7  

Preparação 

do inóculo e 

inoculação 

nas placas 

de dias de 

leitura 3 e 5 

Dia 11 

Segunda - feira 

Dia 12 

Terça - feira 

Dia 13 

Quarta - feira 

Dia 14 

Quinta - feira 

Dia 15 

Sexta - feira 

Leitura dia 3  Leitura dia 5  
Leitura dia 

10 e 14 
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Anexo 3.  Resultados obtidos para os 134 isolados estudados. 

 

Isolado Material clínico  Identificação PRA rpo B rrl erm (41) Suscetibilidade 

307 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

321 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

345 Lesão de pele M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

346 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

381 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 I 

433 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

451 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

621 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

640 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. abscessus 2058A T28 S 

674 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

765 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

818 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

837 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

890 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

971 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

979 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 S 

1006 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

1070 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

1151 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

1189 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 S 

1389 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

1463 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 R 

1476 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

1477 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 S 

1488 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

1495 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A C28 S 

1527 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

1597 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

1615 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

1628 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

1629 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

1645 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

1656 Sec glueto M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 R 

1790 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

1795 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

1923 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 
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1990 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

2043 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2044 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2093 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2159 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

2283 LBA M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A C28 S 

2334 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

2335 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 S 

2488 Linfonodo M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2491 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

2526(a) Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2526(b) Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

2550 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

2566 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2568 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A C28 S 

2690 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2731 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2754 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2755 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2847 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

2851 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

2866 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2878 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 S 

2883 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

2896 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. abscessus 2058A T28 I 

2927 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 S 

2962 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 R 

2963 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2966 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

2977 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

2993 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3036 Sangue M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

3051 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3054 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3073 LBA M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3081 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 R 

3102 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense 2058A T28 S 

3134 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

3159 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 S 

3166 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 
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3288 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3291 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 R 

3347 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

3355 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

3388 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3403 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3407 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3501 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3502 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3506 LBA M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3587 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3593 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A C28 S 

3613 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

3696 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3712 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3714 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

3805 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3809 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii 2058A T28 I 

3816 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

3872 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

3973 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

3988 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

4040 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

4152 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

4210 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

4213 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058G T28 R 

4354 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 S 

4371 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii 2058A T28 I 

4398 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

4400 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

4543 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

4552 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

4704 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

4782 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

4849 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

4875 Sangue M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

4884 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

4890 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

4942 Lav Gastrico M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

4973 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 



 88 

5078 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

5079 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 S 

5127 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

5316 LBA M. abscessus subsp. bolletii M. massiliense  2058A T28 I 

5317 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A C28 I 

5423 Urina M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 S 

5486 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

5536 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

5554 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

5560 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

5563 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A C28 S 

5720 Escarro M. abscessus subsp. bolletii M. bolletii  2058A T28 I 

5816 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus 2058A T28 I 

5817 LBA M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

5952 LBA M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

5969 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

6041 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 

6136 Escarro M. abscessus subsp. abscessus M. abscessus  2058A T28 I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


