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APRESENTACAO

A obra “Dindmica das Doencas Infecciosas” que aqui temos o privilégio de
apresentar, compde — se inicialmente de dois volumes.

Na medicina sabemos que uma doenca infecciosa ou transmissivel é uma
doenca ou disturbio de fungbes orgénicas, causada por um agente infeccioso ou
suas toxinas através da transmissao desse agente ou seus produtos por meio de
hospedeiro intermediario vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que vocé possui agora em maos,
essencialmente trata de qualquer doenca causada por um agente patogénico, os
quais podemos incluir prions, virus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada
vez mais a evolugao biotecnolégica tem nos permitido conhecer mais sobre o0s
microrganismos causadores de infeccdes em humanos, e o material apresentado
e elencado aqui nos oferece essa visdo e nos leva a compreender os motivos do
estabelecimento dainfeccéo, das co-infecgdes agregando valor para o discernimento
e compreenséao das doencas infecto-parasitarias. Adisponibilizacéo destes trabalhos
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importancia de uma
comunicacao cientifica sélida.

Esse primeiro volume compreende capitulos bem elaborados e desenvolvidos
por profissionais de diversas regides do pais com diferentes linhas de pesquisa
no campo das doencgas infecciosas demonstrando a dindmica das doencgas tais
como a leptospirose, a meningite, o virus da dengue, a hepatite C, a malaria, a
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilancia
epidemiolbgica, choque séptico, microRNAs, biogénese, febre amarela, hepatite
B, enterobacteriaceae, resisténcia, antibiotico, doenca de Chagas, meningite, zika
virus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observagbes a dindmica das
doencas infecciosas.

Portanto, a obra “Dindmica das Doencgas Infecciosas — volume 2” pretende
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes
do territorio nacional de maneira concisa e didatica. Entendemos que a divulgacéao
cientifica € fundamental para o desenvolvimento e avanco da pesquisa basica
em nosso pais, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores
divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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NO ESTADO DO PARA

RESUMO: A presente pesquisa tem por
objetivo descrever o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana de isolados de MAC mantidos
em colecdo micobacteriana em laboratério
de referéncia no estado do Para. Foram
analisadas 63 amostras de MAC provenientes
de espécimes clinicos de origem pulmonar de
residentes do Estado do Parad encaminhadas ao
IEC/SVS/MS, no periodo de 2014 a 2018 que
atenderam aos critérios diagnésticos de doenca
pulmonar por MNT. A identificacdo das espécies
foi realizada pelo sequenciamento genético
dos alvos rBRNA 16S para os primers 27f e
907r, hsp65 para os primers HSPF3 e HSPR4
e rpoB para os primers Myco-F e Myco-R. Foi
realizado o teste de sensibilidade pelo método
de microdiluicdo em caldo, cuja concentracao
inibitéria  minima (CIM) foi determinada em
microplacas comerciais que foram incubadas a
37° C, a leitura dos resultados foi realizada apés
7 dias de incubacao. A partir do sequenciamento
genético foram identificadas 24 (38%) isolados
da espécie M. avium, 28 (44,4%) isolados da
espécie M. intracellulare, 4 (6,5%) isolados da
espécie M. colombiense e 7 isolados n&o foram
possiveis de identificacdo a nivel de espécie
apenas pelo sequenciamentos dos alvos
rBNA 16s, hsp65 e rpoB. Quanto ao teste de
sensibilidade 33,3% dos isolados apresentaram
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resisténcia a Claritromicina, 71% apresentaram resisténcia ao Moxifloxacino, 30%
apresentaram resisténcia a Amicacina, 49% apresentaram resisténcia a Linezolida e 6
cepas apresentaram pan-resisténcia (4 M. avium e 2 M. intracellulare). Claritromicina,
Moxifloxacino, Amicacina e Linezolida sdo drogas de grande importancia no tratamento
da doenca pulmonar e a resisténcia encontrada pode comprometer a conducao do
tratamento, os resultados demonstram a necessidade de identificagdo dos isolados de
MAC com a tipagem fenotipica da resisténcia aos antimicrobianos.
PALAVRAS-CHAVE: Mycobacterium avium; Pneumopatias; Testes de sensibilidade
microbiana.

ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY IN PULMONARY ISOLATES OF THE
Mycobacterium avium COMPLEX IN THE STATE OF PARA

ABSTRACT: This study aims to describe the antimicrobial susceptibility profile of
MAC isolates kept in a mycobacterial collection in a reference laboratory in the state
of Para. We analyzed 63 MAC samples from clinical specimens of pulmonary origin
from residents of the State of Para sent to IEC / SVS / MS, from 2014 to 2018 that met
the diagnostic criteria for NTM lung disease. Species identification was performed by
genetic sequencing of rRNA 16S targets for 27f and 907r primers, hsp65 for HSPF3
and HSPR4 primers and rpoB for Myco-F and Myco-R primers. Sensitivity testing was
performed by the broth microdilution method, whose minimum inhibitory concentration
(MIC) was determined on commercial microplates that were incubated at 37 ° C, and
the results were read after 7 days of incubation. From the genetic sequencing were
identified 24 (38%) isolates of M. avium, 28 (44.4%) isolates of M. intracellulare, 4
(6.5%) isolates of M. colombiense and 7 non-isolates. These species were identified
only by sequencing the rRNA 16s, hsp65 and rpoB targets. Regarding the sensitivity
test, 33.3% of the isolates presented resistance to Clarithromycin, 71% presented
resistance to Moxifloxacin, 30% presented resistance to Amikacin, 49% presented
resistance to Linezolid and 6 strains showed pan resistance (4 M. avium and 2 M.
intracellulare). Clarithromycin, Moxifloxacin, Amikacin and Linezolid are drugs of great
importance in the treatment of pulmonary disease and the resistance found may
compromise the management of the treatment. The results demonstrate the need to
identify MAC isolates with phenotypic typing of antimicrobial resistance.
KEYWORDS: Mycobacterium avium; Lung Diseases; Microbial Sensitivity Tests.

11 INTRODUCAO

O complexo Mycobacterium avium (comumente referido MAC - Mycobacterium
avium complex é o principal grupo de micobactérias nao tuberculosas (MNT)
associado as infecgbes pulmonares, com variavel diversidade genética e
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sensibilidade antimicrobiana. Sao bacilos alcool-acido resistente (BAAR), aerdbios,
imbveis e de crescimento lento. As espécies do MAC podem ser naturalmente
encontradas no meio ambiente, caracterizadas como altamente hidrofébicas devido
sua parede espessa rica em lipidios e acidos micolicos, que propiciam a formacéao
de biofilme garantindo resisténcia a antibidticos e desinfetantes, além de facilitar
sua aerossolizacao (Johnson; Odell, 2014; Saldias et al., 2013).

M. avium e M. intracellulare séao espécies do MAC importancia epidemioldgica
na doencga pulmonar, indistinguiveis quanto ao aspecto clinico da doenca, sendo
necessarios métodos de caracterizacao laboratorial para identificacao de espécies
e subespécie/sorotipos (Kobayashi, 2014).

As micobactérias do MAC pertencem ao grupo de MNT mais isoladas em
pacientes com doenca pulmonar e apresentam significativo aumento nas ultimas
décadas em diversos paises (Marques et al., 2019). Estudos sobre a prevaléncia da
doenca pulmonar causada por MNT tém sido realizados, no entanto, séo limitados a
areas geograficas restritas e geralmente baseados em dados de numero de isolados
laboratoriais.

No ambito nacional, o resultado de pesquisas no Rio Grande do sul, Rio de
Janeiro, Rondénia, Sao Paulo, Bahia e Para descrevem M. avium e M. intracellulare
como as espécies mais isoladas de MNT em doenga pulmonar reforcando a
importancia de pesquisas direcionadas ao MAC (Carneiro et al., 2018; Mello et al.,
2013; Lima et al., 2013; Costa et al., 2013; Matos et al., 2004; Marques et al., 2019).

Na Regido Amazobnica, estudos sobre MNT s&o relacionados a descrigcbes
sobre diversidade de espécies e restritos a areas geograficas pouco abrangentes,
dentre as quais estdo o estado do Para e Rondbnia (Lima et al., 2013). No Estado
do Pard, as espécies de MAC compreendem o segundo grupo de espécies mais
frequentes entre os isolados clinicos e de maior relevancia nos casos de doenca
pulmonar (Costa et al. 2012). Registra-se que entre os casos de doencas causadas
por MNT cerca de 80% sé&o originados por infeccbes causadas por MAC, com
isolados de diferentes espécies em variados contextos geograficos (Busatto et al.,
2019). Ademais, o aumento no numero de casos diagnosticados por MAC pode
estar associado a evolugdo nos métodos diagnosticos, aumento na expectativa de
vida da populagdo, aumento no numero de individuos imunossuprimidos e maior
disseminacéo do conhecimento sobre esses patdbgenos no contexto dos servigos de
saude (Rosero; Shams, 2019; Shin et al., 2010).

Atualmente a escolha adequada do tratamento na doencga pulmonar por MAC
possui alguns obstaculos precisam ser contornados para melhoria na assisténcia
a saude dos pacientes, dentre os quais inclui-se a resisténcia aos antimicrobianos;
os custos associados ao diagnéstico e tratamento; a ndo obrigatoriedade da
realizacao dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos; e a intolerancia aos
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medicamentos padronizados (Daley, 2017; Zheng et al., 2017).

Quanto ao teste de sensibilidade, apenas os macrolideos e a amicacina
possuem relacdo comprovada entre sua acao in vitro e in vivo (Alcaide et al., 2016).
Estudos indicam que diferentes sorotipos possuem comportamentos distintos frente
a terapia antimicrobiana (Zheng et al., 2017; Ferro et al., 2016). Baseado na relacéo
clinica e teste in vitro é recomendavel a realizacao de teste de sensibilidade apenas
para Claritromicina, e quando encontrada resisténcia torna-se relevante o teste para
moxifloxacino, linezolida e aminoglicosideos (Griffith et al. 2007).

Baseado na relevéancia clinica de MAC no Estado do Para e aumento de
descricbes de faléncia de tratamentos associados a droga-resisténcia em contexto
mundial, este estudo tem por objetivo descrever o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana de isolados clinicos de MAC no estado do Para.

2 | MATERIAL E METODO

2.1 Amostra selecionada

Foram analisadas 63 amostras de MAC provenientes de espécimes clinicos
de origem pulmonar de residentes do Estado do Para encaminhadas ao Instituto
Evandro Chagas/Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, no periodo
de 2014 a 2018 que atenderam aos critérios diagndsticos de doenga pulmonar por
MNT sugeridos pela American Thoracic Society (ATS): cultura positiva em duas
amostras diferentes de expectoracdo; ou uma cultura positiva por escovado ou
lavado broncoalveolar (Griffith et al, 2007).

2.2 Manutencao das amostras

As micobactérias deste estudo foram obtidas de cultivos de espécimes clinicos
descontaminados pelo método de n-acetil-L-cisteina-hidréxido de sddio, semeados
em meio de cultura sélido Lowenstein-densen (Difco) e incubados a 37°C na auséncia
de luz. A distincéo presuntiva entre espécies do complexo M. tuberculosis e MNT foi
obtida através da analise macro e microscopica da cultura, pesquisa do fator corda
e teste de inibicdo de crescimento em meio Lowentein-Jensen contendo acido para-
nitrobenzoico (0,5 mg/mL), de acordo com as recomendag¢des do Manual Nacional
de Vigilancia Laboratorial da Tuberculose e Outras Micobactérias (2008).

2.3 Extracao do DNA bacteriano

Para do DNA bacteriano, foi utilizado o Kit Wizard® SV Genomic DNA
Purification System (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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2.4 Teste de suscetibilidade antimicrobiana

Foi realizado o teste de sensibilidade pelo método de microdiluicdo em caldo,
de acordo com as recomendacdes do CLSI (2011), cuja concentragao inibitoria
minima (CIM) foi determinada em microplacas comerciais Sensititre SLOMYCO
(Thermofisher) que foram incubadas a 37° C, a leitura dos resultados foi realizada
ap6s 7 dias de incubacado para as seguintes drogas: Claritromicina, Rifabutina,
Etambutol, Isoniazida, Moxifloxacina, Rifampicina, Trimetoprim/sulfamethoxazol,
Amicacina, Linezolida, Ciprofloxacino, Estreptomicina, Doxiciclina e Etionamida.

2.5 Identificacao genotipica das amostras

A identificacdo das espécies foi realizada pelo sequenciamento genético
dos alvos rRNA 16S para os primers 27f (5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e
907r (5 CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT 3’), hsp65 para os primers HSPF3 (5’
ATCGCCAAGGAGATCGAGCT 3’) e HSPR4 (5 AAGGTGCCGCGGATCTTGTT 3’),
rpoB para os primers Myco-F (5 ' GGCAAGGTCACCCCGAAGGG 3') e Myco-R (5’
AGCGGCTGCTGGGTGATCATC 3').

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do sequenciamento genético foram identificadas 24 (38%) isolados da
espécie M. avium, 28 (44,4%) isolados da espécie M. intracellulare, 4 (6,5%) isolados
da espécie M. colombiense e 7 isolados ndo foram possiveis de identificacdo a
nivel de espécie apenas pelo sequenciamentos dos alvos rRNA 16s, hsp65 e rpoB

(Tabela 1)
Especie n (%)
M. avium 24 (38%)
M. intracellulare 28 (44,4%)
M. colombiense 4 (6,5%)
MAC* 7 (11,1%)

Tabela 1 - Frequéncia de espécies do Complexo Mycobacterium avium provenientes de
amostras pulmonares no Estado do Para, 2014 - 2018.

Fonte: Autor

*Nao classificadas ao nivel de espécie

Quanto ao teste de sensibilidade 33,3% dos isolados apresentaram resisténcia
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a Claritromicina, 71% apresentaram resisténcia ao Moxifloxacino, 30% apresentaram
resisténcia a Amicacina, 49% apresentaram resisténcia a Linezolida e 6 cepas
apresentaram pan-resisténcia (4 M. avium e 2 M. intracellulare) (Tabela 2).

Padrdo de Suscetibilidade

Antimicrobiano
Resistente Sensivel Intermediario

Claritromicina 21(33,3%) | 35(95,5%) 7{11,2%)

Moxifloxacino 45 (71%) 7 (11%) 11 (18%)
Amicacina 19 (30%) 0 (0%) 44 (70%)
Linezolida 31 (49%) 18 (29%) 14 (22%)

Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de isolados do Complexo Mycobacterium
avium provenientes de amostras pulmonares no Estado do Para, 2014 - 2018.

Fonte: Autor

O MAC ¢ o principal grupo de MNT associadas as infecgées pulmonares,
com variavel diversidade genética e sensibilidade antimicrobiana (Dale, 2017).
Atualmente, ndo h& correlacdo bem estabelecida entre os resultados de
sensibilidade antimicrobiana in vitro e desfechos clinicos, exceto para macrolideos e
amicacina que representam principais farmacos utilizados no esquema terapéutico
da doenca pulmonar por MAC (Griffith, 2018). No entanto, recomenda-se o teste
de sensibilidade para Linezolida e Moxifloxacino, como possiveis alternativas no
esquema terapéutico.

O esquema de tratamento para doenca pulmonar por MAC possui tempo
prolongado de duracéo, 12 a 24 meses (pelo menos 12 meses de cultura negativa),
além de possuir elevado potencial para desenvolver reacbes adversas como:
disturbios gastrintestinais, hematolégicos, renais, ototoxicidade, neuropatia, neurite
Optica entre outros fatores que podem limitar a adesao e prosseguimento do paciente
no tratamento, principalmente pela limitacdo na qualidade de vida do paciente.

Ainda que este estudo nao tenha acesso ao quadro clinico do paciente ou
conhecimento sobre tratamento anterior, os resultados demonstram que a resisténcia
antimicrobiana é preocupante e exige atencdo para melhor gestdo do tratamento/
acompanhamento, acompanhamento epidemiolégico e melhoria na assisténcia de
saude ofertada com direcionamento terapéutico embasado em critérios clinicos,
testes genotipicos e fenotipicos para identificacao do perfil de sensibilidade (Kamii
et al., 2018).
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41 CONCLUSAO

Claritromicina, Moxifloxacino, Amicacina e Linezolida sdo drogas de grande
importancia no tratamento da doenca pulmonar e a resisténcia encontrada pode
comprometer a conducao do tratamento, os resultados demonstram a necessidade
de identificacdo dos isolados de MAC com a tipagem fenotipica da resisténcia
aos antimicrobianos, de forma a auxiliar no tratamento, em busca de melhores
desfechos clinicos. Além disso, é importante a associacao desses resultados com
os genotipos de MAC e perfis clinicos dos pacientes, para investigacédo de padrdes
sobre a doenca na regido.
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