Andlise da agdo antimicrobiana de diferentes concentracdes de glutaraldeido sobre culturas de

Mpycobacterium massiliense obtidas de pacientes submetidos a laparoscopia e artroscopia.
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INTRODUCAO

O estudo das micobactérias confunde-se com o proprio surgimento da microbiologia
clinica que em 1868 teve a contribuicdo inicial de Gerhard Hansen, que realizou a descoberta
do Mycobacterium leprae e de Robert Koch, que em 1882, descobriu o Mycobacterium
tuberculosis, microrganismos causadores da hanseniase e tuberculose, respectivamente. Ao
longo do século XX, deu-se continuidade a busca de conhecimento sobre as micobactérias,
sendo descritas diversas outras espécies relacionadas a doencas, tais como as micobactérias de
crescimento rapido ou ndo tuberculosas, descritas inicialmente por Costa Cruz em 1938.
(MACEDO et al, 2009).

Micobactérias de Crescimento Répido (MCR) sdo microrganismos que estdo
amplamente distribuidos no ambiente, particularmente no solo e na 4gua, incluindo agua
potavel, tubulacdes de sistemas de distribui¢do de adgua, piscina, esgoto e superficies, mesmo
em condigdes supostamente adversas, como baixo pH, pouca carga orgédnica e temperaturas
variadas. (MACEDO et al, 2009).

As MCR formam colonias visiveis a olho nu em até sete dias quando incubadas em
meio solido, diferentemente daquelas de crescimento lento como Mycobacterium tuberculosis
e Mycobacterium avium, as quais o fazem apds 7 a 30 dias de incubagdo. (PITOMBO et al,
2009). Sao normalmente consideradas saprofitas e além disso, sdo descritas como raros
patdégenos oportunistas envolvidos em infec¢cdes nosocomiais e pseudo-surtos e devem
portanto ser consideradas como um importante grupo de bactérias mostrando crescimento
patologico importante (LORENA et al, 2010).

A resisténcia a antimicrobianos ¢ um tema de destaque quando se estudam as
micobactérias. A protecdo que as bactérias obtém por se alojarem dentro das células do
hospedeiro, exige drogas que alcancem tais sitios o que dificulta a acdo sobre as mesmas.

O primeiro relato de surto de infeccdes pds-operatorias por micobactérias de
crescimento rapido aconteceu em 1975, em um hospital da Carolina do Norte (Estados
Unidos), com M. abscessus identificado no esterno de 19 pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca, cinco dos quais morreram. (WALLACE et al, 1998). Posteriormente, varios relatos
de casos de infecgdes em sitio cirtirgico por micobactérias de crescimento rapido ocorreram
esporadicamente, associados a varios tipos de operagdo.

No Brasil, apesar dos relatos esporadicos de surtos de infec¢des nosocomiais por MCR
envolvendo procedimentos médicos, a partir de 2004 o quadro assumiu grandes proporgdes

colocando as entidades responséaveis em sinal de alerta. Diversas foram as hipdteses para a



ocorréncia dos surtos, tais como o tipo de material utilizado nas operagdes, falhas nos
métodos de desinfec¢do ou esterilizagdo, o processo de limpeza mecanica e desmonte dos
artigos, o tempo de exposicdo aos saneantes, as condi¢gdes nas quais os instrumentais foram
imersos na solugcdo e o possivel aparecimento de uma cepa tolerante/ndo suscetivel aos
agentes de desinfec¢ao/esterilizacdo. (LORENA et a/, 2009).

Sabendo-se que a desinfeccdo dos artigos cirtrgicos utilizados nos procedimentos
laparoscopicos e artroscopicos realizados em Goidnia era realizada por meio da utilizagdo de
solugdo de glutaraldeido a 2% almejou-se por meio desse estudo estudar a susceptibilidade a
esse agente das cepas isoladas envolvidas no surto, de 2005 a 2007, da cidade de Goiania,

Goias. (CARDOSO et al, 2008).

OBJETIVOS

Estudar a susceptibilidade ao glutaraldeido de Mycobacterium massiliense isolados no
surto, de 2005 a 2007, na cidade de Goiania — Goids e estabelecer uma padronizacdo para

testes de drogas inibidoras com potencial anti-micobacteriano.

METODOLOGIA

Isolamento das micobactérias

Cepas de Mycobacterium massiliense foram recuperadas a partir de biopsias de 13
pacientes que apresentavam sinais e sintomas da infeccdo localizada apds cirurgia
minimamente invasiva (artroscopia ou videolaparoscopia), provenientes de sete hospitais
privados da cidade de Goiania, Estado de Goids, Brasil. A coleta ocorreu entre agosto de 2005
e julho de 2007 e contou com a adesdo dos pacientes a pesquisa por meio do conhecimento e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os Isolados foram armazenados
em freezer -80°C. As amostras foram reativadas e cultivadas em placas contendo meio agar
Mueller Hinton (MH) a 37°C, das quais foram obtidas colonias isoladas e, dessa forma,
preparadas amostras em tubos de tampa rosca em duplicata contendo 3 ml de meio Mueller
Hinton caldo. Os tubos foram incubados com agitagdo a 37°C por trés dias. A suspensdo

bacteriana foi entdo ajustada para turbidez equivalente ao tubo um da escala McFarland.

Testes de tolerancia ao Glutaraldeido (GA)



O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomenda a microdiluicdo em
caldo como método padrdo para a realizag@o do teste de suscetibilidade que pode ser realizado
com qualquer micobactéria de crescimento rapido com significado clinico (isolados de
sangue, fluidos corporais estéreis, tecidos, e amostras obtidas de lesdes de pele e tecidos
moles). (WOODS, 2000). Com base no exposto, para avaliagdo da suscetibilidade das
amostras de M. massiliense a solugdes de glutaraldeido comercial, foram colocados 10uL de
suspensdo bacteriana e 190 pulL de solucdo de GA de diferentes concentragdes em pocos
distintos de uma placa de 96 pocos. O teste qualitativo foi realizado com as seguintes
dilui¢des de glutaraldeido: 1,0%, e 2,0%. Como controles, foram colocados em pogos vazios e
distintos: 100 pL de claritromicina ( 8ug/mL) + 100 pL de cultura (controle positivo de
inibi¢do), 190 meio + 10 pL de cultura (controle de crescimento micobacteriano positivo) e
200 pL de meio (controle de esterilidade do ensaio). Apds 30 min de exposi¢do, uma aliquota
de 100 pL de cada mistura de bactérias e glutaraldeido foi transferida para um novo pogo
contendo o mesmo volume de sulfito de s6dio a 1% para inativagdo do glutaraldeido e
incubado por 3 min. A agdo do desinfetante foi analisada por plaqueamento de 100 uL de
cada ensaio em meio agar Mueller Hinton, que apds 3 a 4 dias de incubagdo foi analisado para
crescimento de colonias. Considerou-se inibi¢do de crescimento quando nenhuma colonia
cresceu no meio. A cepa padrao de M. abscessus (ATCC 19977) que € susceptivel a a¢do de

glutaraldeido foi incluida no estudo.

RESULTADOS

Os testes de susceptibilidade por microdilui¢do em caldo com posterior cultura das
cepas em meio dgar Mueller Hinton permitiram fazer a andlise efetiva da susceptibilidade dos
isolados de M. massiliense analisados, uma vez que a cepa padrdo de M. abscessus incluida
como indicadora de que a metodologia estaria sendo feita corretamente, se mostrou inibida
com a acdo das duas concentracdes de glutaraldeido testadas (Tabela 1). O ensaio permitiu
também demonstrar que o sulfito de sédio sozinho ndo tem efeito micobactericida sobre os
isolados, que poderiam estar dando um resultado falso positivo de inibicdo (dados ndo
mostrados). As 13 amostras de M. massiliense isoladas no periodo de 2005 a 2007 de
pacientes durante o surto ocorrido em Goidnia que foram testadas frente ao glutaraldeido
comercial se mostraram resistentes a exposi¢do por 30 minutos tanto a 1% como a 2% de

glutaraldeido (Tabela 1).



TABELA 1: Padrdao de susceptibilidade de M. abscessus ATCC 19977, e isolados de M. massiliense

frente as concentragdes de 1% e 2% de glutaraldeido.

Amostras | Glutaraldeido 1,0%" Glutaraldeido 2,0%"°
ATCC 19977 - -
01. EAS + +
02. PGD + +
03. FMA + +
04. LPG + +
05. IDC + +
06. MAF + +
07. COM + +
08. SHRP + +
09. THT + +
10. AWF + +
11. RES + +
12. CPC + +
13. DCCV + +

1: Identificagdo numérica das amostras testadas e iniciais do paciente. 2: avaliacdo de
crescimento (+) ou ndo (-) apds exposicao a glutaraldeido a 1%. 3: avaliagdo de crescimento
(+) ou nio (-) apds exposi¢ao a glutaraldeido a 2%

DISCUSSAO

Os estudos de surtos de MCR, em sua maioria, apresentam evidéncias de procedimentos
inadequados de esterilizagdo e/ou desinfecc¢do, criando condi¢des favordveis a ocorréncia
desses eventos. (LORENA et al, 2010).

Desde 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ja divulgou a ocorréncia de 15
surtos isolados de MCR associados a cuidados com a satide em varias Unidades Federadas
brasileiras, incluindo Distrito Federal, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Para, Rio Grande
do Sul, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Os numeros de casos variam entre as diversas localidades,

com uma média de 50 casos em 2007. No entanto, mais de 2.000 casos foram confirmados em



todo o territorio nacional, sendo que houve 310 casos acumulados nos ultimos quatro anos no
Estado do Para; 1.051 casos notificados no Estado do Rio de Janeiro, € 47 casos em Goiania,
Goids. Os surtos relacionados aos procedimentos cirurgicos envolvem principalmente aqueles
em que os instrumentos médicos foram desinfetados com solugdes de GA. (PITOMBO et al,
2009). A preocupagdo do surto ocorrido no periodo de 2004 a 2006 em alguns estados do
Brasil, fez com que a ANVISA estabelecesse critérios rigorosos para o uso de glutaraldeido em
estabelecimentos de saude. (ANVISA, 2007).

Estes focos aparentemente descontrolados exibem detalhes comuns e especificos que
podem explicar algumas questdes epidemiologicas. Todos estes surtos descritos foram
relacionados a cirurgias por videolaparoscopia e/ou outros procedimentos invasivos,
precedida de desinfec¢@o de alto nivel através da utilizagdo de GA 2% comercial de marcas
diferentes.

Procedimentos inadequados para a desmontagem, limpeza ou remocdao de material
organico dos equipamentos de laparoscopia, o reuso de instrumentos médicos e a auséncia de
controle efetivo também foram sugeridos como possiveis fatores adicionais na promog¢ao da
epidemia em diferentes estados brasileiros. Além disso, muitos cirurgides trabalhavam em
diferentes hospitais e tiveram seus instrumentos de laparoscopia particular lavados e
desinfectados, juntamente com outros equipamentos cirigicos. A substituicdo de GA 2% por
acido peracético (PA) ou esterelizagdo fisica (autoclavagem por exemplo) foram os principais
procedimentos para o controle da disseminag@o de infec¢des e bloqueio do surto em todas os
hospitais. Embora a resisténcia ao GA 2% seja considerado um evento raro em micobactérias,
linhagens com baixa susceptibilidade ao GA ja tém sido descritas, a maioria delas
relacionados com a M. Chelonae. (MANZOOR et al, 1999) Nesse estudo demonstramos que
todas as culturas de M. massiliense isoladas em Goidnia se mostraram resistente ao
glutaraldeido. Achados semelhantes foram encontrados por Lorena et al (2010). Estes
achados concordantes reforcam a proximidade existente entre os isolados de Goiania e de
outros locais do Brasil. Nosso grupo (Cardoso et al, 2008), assim como Ledo et al (2010)
demonstraram a identidade genética existentes entre M. massiliense isolados de diferentes
regides do Brasil. Essa identidade genética estd mostrando que os isolados apresentam
semelhanca fenotipicas como resisténcia ao glutaraldeido, por exemplo.

Svetlikova et al (2009) propuseram que os defeitos de porinas em micobactérias
possivelmente representam os principais mecanismos envolvidos na resisténcia aos

desinfetantes baseados em aldeido. Nossos estudos de laboratdrio indicaram que as amostras



de M. Massiliense recuperadas durante a epidemia no estado do Goiés sobreviveram depois de
exposicao a solugdes comerciais GA, fato que ilustra a resisténcia bacteriana e que associada
a procedimentos de esterilizacdo ineficientes pode ter contribuido para a possivel
disseminagdo de microrganismos biocida-tolerante ao redor dos centros cirurgicos em 7
hospitais diferentes de Goiania. ( CARDOSO et al, 2008).

Estudo realizado por Lorena ef al (2009) indicam que a resisténcia a altas concentra¢des
GA ¢ uma caracteristica particular de M. massiliense pertencentes ao grupo clonal BRA 100.
Estes clones especificos podem abrigar mecanismos de resisténcia ndo compartilhada por
outras cepas de M. massiliense ou por outras espécies ao modo de acdo de GA que ¢
composto por ligacdes cruzadas com proteinas que compdem a parede celular das
micobactérias e citoplasma causando a inibicdo da DNA, RNA e sintese de outras
macromoléculas. Porém, a confirmag¢do destas hipoteses precisam ser evidenciadas. A
inclusdo de M. massiliense em estudos moleculares sobre o modo de agao de desinfetantes e
mecanismos de resisténcia ¢ importante na medida em que possibilita melhorar o
conhecimento sobre a sobrevivéncia destas micobactérias para estabelecer melhores medidas

de controle.

CONCLUSOES

O estudo do perfil de susceptibilidade da M. massiliense em fun¢do da agdo
antimicrobiana do glutaraldeido torna-se indispensavel na medida em que fomenta e
possibilita a melhor orientacdo sobre a esterilizagdo correta de materiais e contribui para o
melhor conhecimento do perfil das cepas para realizagao de testes futuros com a utilizagdo de
antimicrobianos alternativos.

Todos as amostras de M. massiliense isoladas no surto de Goidnia se mostraram
resistentes ao glutaraldeido embasando de maneira cientifica a correta conduta da Anvisa de
proibir o reprocessamento dos instrumentos de artroscopias com o uso deste agente de

esterilizacao.
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