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RESUMO

Mycobacterium abscessus subps. bolletii (clone BRA100), entre outras micobactérias de crescimento
rapido (MCR), tem sido isolada como agente etioldgico de infec¢des localizadas e sistémicas no Brasil.
Neste estudo, foi avaliada a suscetibilidade de MCR pelo método confirmatério para Avaliacdo da
Atividade Micobactericida de Desinfetantes frente a produtos a base de glutaraldeido, dcido peracético e
ortoftalaldeido. Todos os produtos foram utilizados nas concentragdes recomendadas pelos fabricantes.
Foram avaliadas cinco cepas clinicas pertencentes ao clone BRA100, juntamente com as cepas de referéncia
M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841 e M. abscessus subps.
bolletii INCQS 00594. Os trés desinfetantes a base de glutaraldeido nao foram eficazes contra M. abscessus
e M. abscessus subps. bolletii. Os desinfetantes a base de acido peracético demonstraram eficicia para todas
as micobactérias empregadas, embora as cepas do clone BRA100 tenham demonstrado suscetibilidade
reduzida ao acido peracético B. O produto a base de ortoftalaldeido foi eficaz apenas frente a M. chelonae.
Visando a reducédo de infecgées nosocomiais, sugere-se que seja suspenso o uso de produtos a base de
glutaraldeido como desinfetante de alto nivel para quaisquer finalidades.

Palavras-chave. micobactérias de crescimento rapido, tolerncia a desinfetantes, desinfetantes de alto
nivel, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii.

ABSTRACT

Mycobacterium abscessus subps. bolletii (BRA100 clone), among others rapidly growing mycobacteria
(RGM), has been isolated from patients with localized and systemic infections in Brazil. The aim of this study
was to evaluate the RGM susceptibility to glutaraldehyde-, peracetic acid- and orthophtalaldehyde-based
disinfectants by means of Confirmative Test for Determining Mycobactericidal Activity of Disinfectants.
Five clinical strains belonging to the clone BRA100, and the reference strains M. abscessus ATCC 19977, M.
chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841, M. abscessus subps. bolletii INCQS 00594 were evaluated.
Three glutaraldehyde-based disinfectants were ineffective to M. abscessus and M. abscessus subps. bolletii.
The peracetic acid-based disinfectants showed effectiveness for all evaluated mycobacteria, although
BRA100 isolates evidenced a reduced susceptibility to peracetic acid B. Orthophtalaldehyde-based product
was effective to M. chelonae only. In order to reduce the nosocomial infections, it is suggested to discontinue
the use of glutaraldehyde-based products, as high-level disinfectant, for any purpose whatever.
Keywords. rapidly growing mycobacteria, disinfectant tolerance, high level disinfectant, Mycobacterium
abscessus subps. bolletii.
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INTRODUCAO

As micobactérias pertencem ao  género
Mycobacterium, existindo atualmente 153 espécies e 11
subespécies com nomes aprovados'.

As  micobactérias  ambientais  (também
chamadas de micobactérias atipicas, micobactérias ndo
causadoras de tuberculose ou micobactérias outras
que ndo tuberculosis) sdao consideradas oportunistas,
ja que se diferenciam dos membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis (e de M. leprae) pelo fato de
ndo serem patdgenos obrigatorios, sendo encontradas
como saprofitas, comensais e simbiontes. Nesse grupo
de bactérias ambientais, estdo presentes espécies de
crescimento lento (observagdo de coldnias apos 7 dias
ou mais de incubagdo) e espécies de crescimento rapido
(quando sdo requeridos menos que 7 dias de incuba¢io).

Runyon?, em 1959, classificou as micobactérias
atipicas com base no tempo de crescimento in vitro e
na produgao de pigmentos carotendides em 4 grupos.
Dentre as micobactérias de crescimento lento, no grupo
I, encontram-se as fotocromogénicas, que produzem
pigmento laranja ou amarelo quando expostas a luz;
o grupo II é composto pelas escotocromogénicas
semelhantes ao grupo anterior; porém, podem produzir
os pigmentos mesmo na auséncia de luz e no grupo III
estdo as acromogénicas que ndo produzem pigmentos.
As micobactérias de crescimento rapido (MCR) formam
o grupo IV, podendo apresentar-se pigmentadas ou ndo”.

Entre as principais espécies de MCR relacionadas
as doencas no homem, encontram-se M. abscessus, M.
chelonaee M. fortuitum.Porém, essasinfecgoes geralmente
estdo associadas a pessoas com fatores predisponentes ou
imunocomprometidas, ja que sdo micro-organismos que
geralmente apresentam baixa viruléncia.

Ha alguns anos as investigagoes e relatos de casos
e surtos por MCR eram pouco frequentes no Brasil;
porém, esse quadro foi sendo modificado ao longo do
tempo. De 2003 a 2008, foram registrados varios surtos
significativos por MCR ap6s procedimentos invasivos
em 22 diferentes estados brasileiros, com estimativa de
mais de 2.000 casos suspeitos. O maior nimero de casos
de infec¢des ocorreu no Rio de Janeiro, com quase 1.000
casos, seguido do Espirito Santo, onde foram notificados
363 casos. No estado do Par4, também foram notificados
mais de 327 casos. Houve ocorréncias também nos
estados de Pernambuco, Roraima, Bahia, Mato Grosso
do Sul, Piaui, Minas Gerais, Mato Grosso, Distrito

Federal, Sao Paulo, Goids, Parana, Rio Grande do Sul,
entre outros. Entre os casos confirmados, cerca de 74%
eram representados por pacientes do sexo feminino, em
que a maioria havia sido submetida a cirurgias na regiao
abdominal, sendo o video a principal via de acesso do
procedimento®.

Em 2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) publicou um alerta sobre infec¢des
por micobactérias ndo causadoras de tuberculose apds
videocirurgia, informando dados sobre a presenca,
principalmente, de M. abscessus em estabelecimentos
ligados a satide, em varias localidades de norte a sul do
pais. A Rede Nacional de Investigagdo de Surtos e Eventos
Adversos em Servicos de Saude (Reniss) confirmou a
ocorréncia, em vdrias localidades dos Estados brasileiros,
de infec¢des pds-cirurgicas por MCR representados por
M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum em pacientes
submetidos a processos invasivos, devido principalmente
a utilizagdo de instrumentais ou artigos médicos que
sofreram desinfeccdo de alto nivel em solucdo de
glutaraldeido, o que, na pratica, clinica constitui uma das
medidas para prevenir a dissemina¢do de bactérias em
ambientes relacionados a satde®.

Em Belém, entre 2004 e 2005 foram isolados
MCR de pacientes submetidos a procedimentos médicos
invasivos, os quais foram inicialmente descritos como
M. abscessus e mais recentemente caracterizados como
M. massiliense e M. bolletii, que diferem apenas em
3 nucleotideos, em relagio ao gene hsp65”. Esse foi
o primeiro surto significativo por M. massiliense no
pais, em que 58 isolados pertencentes ao mesmo clone,
BRA100, foram detectados em pacientes submetidos a
cirurgias de videolaparoscopia, em 16 hospitais privados.
Ja osisolados oriundos de bidpsia apds mesoterapia foram
identificados como M. bolletii, pertencentes a varios
clones®. As infec¢des foram caracterizadas por hiperemia
local e formagao de abscessos com aspecto inflamatdrio e
secrecOes purulentas, além de ndo responderem a terapia
antimicrobiana comum®.

Apds este primeiro surto de infecgdes pos-
cirurgicaspor M. massiliense, varios outros foramdescritos
e associados também a um unico clone®. No estado do
Rio de Janeiro, somente em 2006 e 2007, em 63 hospitais,
foram identificados 1.051 casos suspeitos de infec¢oes
relacionadas a procedimentos videolaparoscdpicos. Essas
infeccoes acometeram principalmente a pele e o tecido
celular subcutaneo e foram causadas por M. massiliense,
pertencente ao clone BRA100, o mesmo encontrado no
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surto de Belém. As principais manifestagdes clinicas
eram a formacio de abscessos, nédulos e ulceracoes nos
sitios de incisao®”.

Apesar de M. massiliense ter sido reconhecida
como uma nova espécie em 2004, dentro do grupo M.
chelonae — M. abscessus®’, devido a estudos genéticos
realizados recentemente, esse micro-organismo foi
renomeado como M. abscessus subsp. bolletii®.

Foi observado que o aspecto comum em todos os
surtos foi o relato de que diferentes cirurgides utilizaram
seu proprio equipamento de laparoscopia desinfetado em
solu¢do de glutaraldeido a 2% entre uma cirurgia e outra’.
Esse procedimento pode se tornar um grande problema,
ja que as MCR podem sobreviver sobre equipamentos
desinfetados de forma inadequada, que, posteriormente,
sendo utilizados em diagndsticos clinicos ou em cirurgias,
podem consequentemente causar infec¢des nosocomiais.

Na tentativa de conter os surtos, varias resoluc;(”)es
foram publicadas pela Anvisa. Entre elas a resolugdo
RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009, que estabeleceu
critérios para comprovagdo de eficacia de esterilizantes e
desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos frente
a micobactéria M. massiliense"'.

Outra medida implantada pela Anvisa foi a
adogdo daRDCn° 33, de 16 de agosto de 2010, que proibiu
o registro de novos produtos saneantes na categoria
esterilizantes para aplica¢do sob a forma de imersao'.

Os recentes surtos de infecgdes por MCR no
pais junto a falta de elucida¢do sobre a fonte real de
contaminagdo por esses micro-organismos demonstram
a necessidade urgente de estudos que analisem o
comportamento dessas MCR envolvidas nos casos de
infecgdes, principalmente o clone BRA100, pertencente
a espécie M. abscessus subsp. bolletii, ja que este é o
clone predominante em todo o territério nacional. Além
disso, esta MCR foi inserida como micro-organismo de
referéncia na legislacao pertinente & comprovagao da
eficacia de desinfetantes de alto nivel a fim de auxiliar
na prevengdo e no controle dessas doencas. Portanto,
esse estudo tem como objetivo analisar o perfil de
suscetibilidade de cepas de M. abscessus subps. bolletii,
provenientes de surto e pertencentes ao mesmo clone,
assim como de outras MCR de referéncia frente a
desinfetantes a base de glutaraldeido, acido peracético e
ortoftalaldeido por meio do Método Confirmatério para
Avaliagdo da Atividade Micobactericida preconizado
pela Association of Official Analytical Chemist e conforme
POP INCQS n° 65.3210.004.
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MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas

Para avaliacdo da atividade micobactericida dos
produtos desinfetantes utilizados no estudo, segundo a
RDC n° 33, de 16 de agosto de 2010'%, foram utilizadas
as cepas de referéncia M. bovis INCQS 00062 (BCG
Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594.

Nos ensaios realizados visando a avaliacdo da
suscetibilidade das MCR, foram utilizadas as cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC)
de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC
35572 e M. fortuitum ATCC 6841. Além das cinco
cepas clinicas de M. abscessus subsp. bolletii estudadas,
pertencentes ao mesmo clone, BRA100 (CRM 0001,
CRM 0002, CRM 0018, CRM 0019 e CRM 0020). Todas
as cepas clinicas foram provenientes de surto epidémico
ocorrido em hospitais do Rio de Janeiro, entre 2006 e
2007, e foram caracterizadas e identificadas por meio de
métodos fenotipicos e genotipicos pelo Laboratério de
Micobactérias, do Instituto de Microbiologia Professor
Paulo de Goes (IMPPG/UFR]) e pelo Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC/Fundagdo
Oswaldo Cruz - Fiocruz). As cepas de referéncia de MCR
e as cinco cepas clinicas do clone BRA100 foram cedidas
pelo Laboratério de Micobactérias do IMPPG/UFR].

Produtos desinfetantes

Foram utilizados sete produtos desinfetantes de
alto nivel distribuidos entre trés diferentes principios
ativos, sempre na concentragio recomendada pelo
fabricante do produto. Trés produtos a base de
glutaraldeido, sendo dois da mesma marca com lotes
diferentes, denominados Glutaraldeido A e Glutaraldeido
Al, os quais foram ativados imediatamente antes do
ensaio. O terceiro produto pertencente a outra marca foi
denominado Glutaraldeido B e é comercializado pronto
para uso. Trés produtos contendo acido peracético em
suas formulagdes, sendo dois pertencentes a mesma
marca com lotes distintos, denominados Acido Peracético
A e Acido Peracético Al. O produto com marca diferente
foi denominado Acido Peracético B. E um produto a base
de ortoftalaldeido.

Avaliacao do teor dos produtos desinfetantes

A avaliagdo do teor dos produtos a base de
glutaraldeido foi realizada de acordo com o POP INCQS
n° 65.3110.026", tendo como principio a reagdo entre o
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glutaraldeido e cloridrato de hidroxilamina, liberando
acido cloridrico, que serda neutralizado pela adigdo de
trietanolamina em excesso. O restante de trietanolamina
sera titulado com solucio de acido sulfarico e o volume
obtido sera utilizado para calcular o teor de glutaraldeido.

As metodologias utilizadas para avalia¢ao do teor
dos produtos a base de acido peracético e ortoftalaldeido
foram realizadas segundo metodologias utilizadas pelos
fabricantes.

Método confirmatdrio para avaliacio da atividade
micobactericida dos produtos desinfetantes

Preparo das culturas teste

A partir das culturas estoque de M. bovis INCQS
00062 (BCG Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii
(INCQS 00594), foram inoculados, separadamente,
tubos contendo caldo Proskauer-Beck modificado.
Esses tubos foram incubados de acordo com a cultura
teste a ser utilizada. Apds esse periodo, o conteudo foi
homogeneizado em agitador de tubos e a suspensido
ajustada a 20% de transmitancia, no comprimento de
onda de 650 nm, utilizando o0 mesmo meio de cultura.
Essa suspensdo bacteriana final foi utilizada para
contaminar os cilindros de porcelana'.

Procedimento do ensaio

A avaliacdo da atividade micobactericida dos
produtos desinfetantes a base de glutaraldeido, 4cido
peracético e ortoftalaldeido foi realizada por meio do
Método Confirmatério para Avaliagio da Atividade
Micobactericida de Desinfetantes, segundo a AOAC"
e 0 POP INCQS n° 65.3210.004'*. Resumidamente, 15-
20 mL da suspensao a 20% de transmitancia da cultura
do micro-organismo teste, anteriormente preparada,
foram empregados para contaminar 10-12 cilindros de
porcelana com 8 + 1 mm (didmetro externo) x 6 + 1 mm
(didmetro interno) x 10 + 1 mm (comprimento) (Fisher
Scientific Co. n° 7-907, Ceram Tec, North America).
Essa contaminagao foi realizada por imersao durante 15
minutos. Apds esse tempo, os cilindros foram transferidos
para placas de Petri forradas com duas folhas de papel de
filtro e levados a incubagdo em estufa a 36 + 1 °C durante
30 minutos para secagem. No ensaio propriamente dito,
a intervalos de tempos de 1 minuto, cada um dos dez
cilindros foi transferido, de forma cronometrada, para
cada um dos 10 tubos contendo o desinfetante a ser
testado. Apds 30 minutos de contato com o desinfetante,

os cilindros foram transferidos, obedecendo ao mesmo
intervalo de tempo (1 minuto entre cada transferéncia),
para os respectivos tubos contendo 10 mL de soro de
cavalo (Cecal, Fiocruz) e, depois, para os tubos contendo
20 mL de caldo Proskauer-Beck modificado (PB). A
partir do tubo contendo soro de cavalo, foram retiradas
aliquotas de 4 mL, das quais 2 mL foram transferidos para
dois meios de subcultura adicionais: meio Middlebrook
7H9 (Difco) e meio de Kirchners (K), distribuidos em
porg¢des de 20 mL. Os tubos contendo os meios de cultura
(caldo Proskauer-Beck modificado, meio Middlebrook
7H9 e meio de Kirchner) foram incubados inicialmente
por 60 dias em estufa a 36 + 1 °C e, no caso de auséncia
de crescimento ou crescimento ténue, os tubos foram
reincubados por um tempo adicional de 30 dias™.
Foram também realizados os controle da resisténcia do
micro-organismo frente ao fenol por meio do método
analitico adotado, controles de esterilidade (cilindros de
porcelana, meios de cultura PB, K e 7H9, agua purificada,
lotes de pipetas e soro de cavalo) e viabilidade dos meios
de cultura PB, K, 7H9. A leitura foi realizada por meio
da presencga ou auséncia de crescimento microbiano. No
caso de crescimento, este foi confirmado por meio da
presenca de BAAR (bacilos alcool - acido resistentes),
corando pelo Método de Ziehl-Neelsen. A interpretagdo
dos resultados se baseia no critério que o desinfetante
deve ser capaz de matar o micro-organismo teste sobre os
dez cilindros carreadores presentes no meio PB, além de
ndo poder ocorrer crescimento microbiano nas aliquotas
de 2 mL do soro de cavalo inoculadas nos meios de
cultura de K e 7H9". Todos os ensaios foram realizados
em duplicata.

Avaliacdo da suscetibilidade de micobactérias de
crescimento rapido aos desinfetantes

Procedimento do ensaio

Foi realizado conforme descrito no item
Método Confirmatério para Avaliagio da Atividade
Micobactericida dos Produtos Desinfetantes, porém
foram utilizadas, como micro-organismos teste, as cepas
de referéncia de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae
ATCC 35572 e M. fortuitum ATCC 6841, e as cepas
clinicas de M. abscessus subsp. bolletii CRM 0001, CRM
0002, CRM 0018, CRM 0019 e CRM 0020. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata.

De acordo com o numero de tubos que
apresentou crescimento nos ensaios de avaliagao da
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atividade micobactericida dos desinfetantes frente as
cepas de MCR estudadas, foi estabelecido um critério
de classificagio em que as cepas foram consideradas
fracamente tolerantes (1-10 tubos), médio tolerantes (11-
20 tubos) e altamente tolerantes (21-30 tubos)®®.

RESULTADOS

Analise quimica do teor

Dos 7 produtos desinfetantes analisados, apenas
2 (Glutaraldeido B e Acido Peracético B) se encontravam
dentro da faixa de aprovagio do teor dos produtos. Todos
os outros apresentavam desvio de qualidade, sendo que
o Acido Peracético Al estava com teor 2 vezes acima
do declarado. Nao foi possivel avaliar o teor do produto
Acido Peracético A (Tabela 1).

Tabela 1. Dados sobre a analise do teor dos produtos estudados
ANALISE QUIMICA DO TEOR*

Produtos Concentragiao de Teor f)aixa d~e
uso aprovacao
Glutaraldeido A 2% 81% +15%
Glutaraldeido A1 2% 83% + 15%
Glutaraldeido B 2% 89% +15%
Acido Peracético Al 0,2% 250% +15%
Acido Peracético B 0,1% 102% +10%
OPA 0,55% 22% +15%

* Realizada segundo POP INCQS n° 65.3110.026 e metodologias se-
guidas pelos fabricantes.
OPA, Ortoftalaldeido

Avaliagdo da atividade micobactericida dos
desinfetantes a base de glutaraldeido, acido peracético
e ortoftalaldeido

Produtos a base de glutaraldeido a 2%

Os produtos Glutaraldeido A e Al ndo foram
capazes de eliminar o micro-organismo teste M. bovis
INCQS 00062 (BCGMoreau) em nenhum ensaiorealizado,
mesmo quando esse micro-organismo apresentou-se
sensivel ao controle de resisténcia frente ao fenol. Nao
foi realizada a avaliacio da atividade micobactericida
do produto Glutaraldeido A frente a M. abscessus subsp.
bolletii INCQS 00594, pois ja ndo havia quantidade
suficiente do produto do mesmo lote para realizagao deste
experimento. Na avaliacdo da atividade micobactericida
do produto Glutaraldeido Al utilizando M. abscessus
subsp. bolletii INCQS 00594, foi observado crescimento
em todos os 30 tubos dos meios de cultura empregados.
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Em contrapartida, apesar de o Glutaraldeido B ser o
unico desinfetante a base de glutaraldeido que apresentou
resultado satisfatorio em relacao a analise do teor (89%
do declarado), quando sua atividade micobactericida foi
avaliada, o produto nao foi capaz de eliminar M. bovis e
muito menos M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594.
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatorio, de acordo
com o preconizado pela metodologia.

Produtos a base de dcido peracético

Os desinfetantes a base de acido peracético
demonstraram eficacia frente a M. bovis cepa INCQS
00062 (BCG Moreau) e M. abscessus subsp. bolletii
INCQS 00594, com exce¢io do Acido Peracético A, cuja
avaliacdo da atividade micobactericida néo foi realizada
com M. abscessus subsp. bolletii, pelo mesmo motivo
exposto para o Glutaraldeido A. O Acido Peracético A e o
Acido Peracético Al pertencem a mesma marca; porém,
provém de lotes diferentes. A realizagido do estudo com
outro produto de mesma marca ocorreu devido a falta de
dados com relagdo ao teor do principio ativo do primeiro
produto e também porque todos os micro-organismos
analisados se mostraram sensiveis frente as dilui¢des de
fenol, gerando incertezas sobre a real eficacia do produto,
ja que este poderia estar agindo devido a sensibilidade
das cepas. Com relagdo ao Acido Peracético B, foram
realizados dois ensaios com M. abscessus subsp. bolletii.No
primeiro ensaio, quando foi aplicado o tempo de contato
determinado pelo fabricante de 30 min, foi observado
crescimento desta micobactéria em cinco tubos de meio
de cultura; entio, um novo ensaio foi realizado, alterando
o tempo de contato do micro-organismo com o produto
para uma hora. Neste segundo experimento, o micro-
organismo foi eliminado, nao ocorrendo crescimento
em nenhum tubo. Com relagdo a analise do teor desses
produtos, somente o Acido Peracético B foi satisfatério
(102% do declarado); ja o mesmo nido ocorreu com
o Acido peracético Al que apresentou um desvio da
qualidade, com um resultado de 250% do declarado.
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatdrio, de
acordo com o preconizado pela metodologia.

Produto a base de ortoftalaldeido

O produto apresentou resultado insatisfatério
na andlise do teor do principio ativo, com apenas 22%
do declarado, e, mesmo assim, foi capaz de eliminar
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Tabela 2. Numero de tubos apresentando crescimento no ensaio de avaliagdo da suscetibilidade de micobactérias de crescimento répido frente

a desinfetantes de alto nivel 4 base de glutaraldeido

AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

Micro- Tempo de ’ Glutaraldeido A Glutaraldeido A1 Glutaraldeido B

organismos 1n?uba.1§ao "_lte 4 N. de tubos positivos N. de tubos positivos N. de tubos positivos
primeira leitura

M. abscessus ¢ 4ias 3 9 1 0 4 6 0 6 10

ATCC 19977

]XTéhCel;’;’;;z 60 dias 8 0 3 0 0 0 0 0 0

M. fortuitum o 4ias 0 0 0 0 0 0 1 1 1

ATCC 6841

CRM 0001 15-20 dias* 10 10 10 10 10 10 10 10 10

CRM 0002 15-20 dias* 10 10 10 10 10 10 10 10 10

CRM 0018 15-20 dias* 10 10 10 10 10 10 10 10 10

CRM 0019 15-20 dias* 10 10 10 10 10 10 10 10 10

CRM 0020 15-20 dias* 10 10 10 10 10 10 10 10 10

* Ensaios que apresentaram crescimento em todos os tubos antes dos 60 dias foram retirados da estufa e desprezados; PB, Proskauer-Beck; K,

Kirchners; 7H9, Middlebrook 7H9.

M. bovis INCQS 00062 (BCG Moreau). Porém, esse
micro-organismo nao se comportou dentro do padrao
no controle de resisténcia frente ao fenol, o que pode
tornar esse resultado inconclusivo, ja que nao se pode
determinar se o produto é eficaz ou se o micro-organismo
¢ que esta sensivel. O mesmo ndo ocorreu no ensaio
utilizando M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594, em
que a micobactéria apresentou comportamento dentro
do padrao frente as dilui¢des do fenol; porém, o produto
ndo eliminou a micobactéria, ja que foi observado
crescimento em alguns tubos de meio de cultura. Todos
os controles de esterilidade e viabilidade foram realizados
e apresentaram resultado satisfatério, de acordo com o
preconizado pela metodologia.

Avaliagao da suscetibilidade de micobactérias de
crescimento rapido aos desinfetantes

Produtos a base de glutaraldeido

Quanto a verificacgdo da suscetibilidade das
MCR frente aos produtos a base de glutaraldeido, M.
chelonae foi eliminado pelos trés desinfetantes, enquanto
M. fortuitum por apenas dois desses (Glutaraldeido
Al e B), se classificando como médio tolerante, ja
que, no ensaio utilizando o Glutaraldeido A, houve
crescimento do micro-organismo em 3 tubos contendo
caldo Proskauer-Beck modificado, em 9 contendo meio
de Kirchners e em um tubo com meio Middlebrook
7H9. J4& M. abscessus se mostrou médio tolerante ao
Glutaraldeido A, fracamente tolerante ao Glutaraldeido

A1l e altamente tolerante ao Glutaraldeido B, de acordo
com o numero de tubos positivos. As cepas clinicas de M.
abscessus subsp. bolletii pertencentes ao clone BRA100
apresentaram comportamento altamente tolerante aos
trés desinfetantes, uma vez que ocorreu crescimento
nos trinta tubos de meios de cultura empregados no
experimento, em um tempo de incubagdo inferior (15-20
dias) ao preconizado pela técnica para a primeira leitura.
Na Tabela 2, estd apresentado o numero de tubos de
meio de cultura com crescimento positivo de acordo com
cada um dos micro-organismos utilizados neste estudo
frente aos produtos a base de glutaraldeido. Todos os
controles de esterilidade e viabilidade foram realizados
e apresentaram resultado satisfatorio, de acordo com o
preconizado pela metodologia.

Produtos a base de dcido peracético

Com relagio aos produtos contendo acido
peracético, todas as micobactérias empregadas no estudo
foram eliminadas pelos produtos Acido Peracético
A, Al e B. Porém, é importante ressaltar o resultado
insatisfatério obtido pelo Acido Peracético Al na
avaliacao do teor de principio ativo (250% do declarado).
Todos os controles de esterilidade e viabilidade foram
realizados e apresentaram resultado satisfatdrio, de
acordo com o preconizado pela metodologia.

Produto a base de ortoftaladeido

Na avaliacdo da suscetibilidade das micobactérias
utilizando o produto contendo ortoftalaldeido (OPA), M.
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fortuitum se mostrou fracamente tolerante ao produto,
ocorrendo a presenga de crescimento em dois tubos
com Proskauer-Beck e em um contendo Middlebrook
7H9. M. chelonae se apresentou sensivel frente ao
desinfetante. Na verificagdo da suscetibilidade de M.
abscessus, foi observado crescimento da micobactéria
em um tubo contendo caldo Proskauer-Beck e em um
tubo com Kirchners, classificando-se como fracamente
tolerante ao desinfetante. Quanto as cepas clinicas de
M. abscessus subsp. bolletii, a CRM 0001 foi classificada
como altamente tolerante ao produto, enquanto as cepas
CRM 0002 e CRM 0020 se mostraram médio tolerantes,
visto que foi observado crescimento em alguns tubos
contendo os meios de cultura em um periodo de 30
dias apds a incubagdo do ensaio. As cepas CRM 0018 e
CRM 0019 também se apresentaram altamente e médio
tolerantes, respectivamente. Todos os controles de
esterilidade e viabilidade foram realizados e apresentaram
resultado satisfatorio, de acordo com o preconizado pela
metodologia.

DISCUSSAO

Recentemente, vérios casos e surtos causados por
MCR foram registrados no Brasil, relacionados em sua
maioria com procedimentos cirﬁrgicos e estéticos, como
videocirurgias, lipoaspiragdo, injecdes subcutaneas de
compostos sem registro com finalidade na drea estética,
implante de préteses mamarias e mesoterapia.

Diante dos surtos ocorridos no pais de infec¢oes
por M. abscessus subsp. bolletii pertencentes a0 mesmo
clone BRA100, prevalente em todo territério nacional,
surtos esses relacionados principalmente as falhas nos
processos de limpeza e desinfec¢do de produtos médicos?,
houve a necessidade da realizacio deste estudo com
objetivo principal de avaliar a suscetibilidade dessas cepas
clinicas frente a trés diferentes tipos de desinfetantes de
alto nivel.

No presente estudo, as cepas de M. abscessus subsp.
bolletii clone BRA100 apresentaram comportamento
altamente tolerante as solu¢des de glutaraldeido a
2%, quando aplicado o método analitico adotado. Tal
tolerancia foi observada frente aos trés produtos a base
de glutaraldeido, sendo detectado crescimento em todos
os tubos contendo os diferentes meios de cultura em um
tempo curto (20 dias ou menos) de incubagdo do ensaio.

Desinfetantes a base de glutaraldeido sdo ainda
amplamente utilizados na desinfeccdo de alto nivel
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de artigos médicos; porém, varios relatos tém sido
divulgados alertando sobre a tolerdncia de micobactérias
a esse biocida'®.

Mais recentemente, estudos mostraram que
cepas de M. abscessus subsp. bolletii pertencentes ao clone
BRA100 apresentaram resisténcia a altas concentragdes
de glutaraldeido, em um tempo que variou entre 30
minutos e 10 horas de exposi¢do a solugdo comercial
do produto, o que pode estar contribuindo para a
dissemina¢ao do micro-organismo tolerante ao biocida
em diferentes hospitais®’.

Fato semelhante ocorreu quando a cepa de
referéncia M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 foi
testada frente aos produtos Glutaraldeido Al e B, e esses
produtos ndo foram capazes de eliminar a micobactéria.

Lorena et al.’” indicaram que a tolerancia a altas
concentragdes de glutaraldeido é uma caracteristica
peculiar de M. abscessus subsp. bolletii pertencente ao
clone BRA100, sugerindo que esse clone especifico
pode conter um mecanismo biologico de resisténcia nao
encontrado em outras cepas ou até mesmo em outras
espécies.

Nos testes realizados no presente trabalho, a
unica cepa que se comportou de forma sensivel frente aos
trés produtos a base de glutaraldeido a 2% foi M. chelonae
ATCC 35572. O mesmo ndo ocorreu com M. abscessus
ATCC 19977 e M. fortuitum ATCC 6841, ja que ndo
foram eliminados totalmente, como determina o método
analitico adotado.

O mecanismo de tolerancia dessas micobactérias
ao glutaraldeido ndo esta elucidado; porém, um fator
relacionado a resisténcia pode ser as mudancas na
superficie da parede celular bacteriana, resultando na
diminui¢do da ligacdo ou penetragdo do biocida na
mesma. E o uso difundido de glutaraldeido em ambientes
hospitalares pode resultar na selegio de bactérias
resistentes a drogas e desinfetantes®.

O glutaraldeido a 2% sempre foi muito utilizado
para desinfec¢ao de endoscdpios e, na pratica, segundo
Phillips e von Reyn*, faz-se o reuso da solugao por até
14 dias, o que pode gerar uma diminui¢do de até 50%
da concentragdo e, consequentemente, uma menor
atividade micobactericida. Além disso, sem uma limpeza
adequada, os equipamentos médicos podem acumular
material organico, possibilitando a formagéao de biofilmes
e, assim, prejudicar a a¢do do biocida’.

Sabe-se também que o uso regular de um mesmo
desinfetante pode selecionar e, consequentemente,
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possibilitar a proliferagdio de micobactérias que sejam
resistentes a esse agente. Além disso, problemas
relacionados a formulagdo dos produtos foram
observados no presente estudo, ja que foi detectado um
desvio na qualidade com rela¢do ao teor de principio
ativo dos desinfetantes Glutaraldeido A e Al, para os
quais resultados insatisfatorios foram obtidos.

Tais resultados se apresentam em concordéancia
com varios estudos citados anteriormente, sugerindo
que cepas altamente tolerantes ao glutaraldeido estio
disseminadas em ambientes hospitalares e estdo
presentes, principalmente, nos surtos de infec¢des por M.
abscessus subsp. bolletti apos procedimentos invasivos, ja
que o clone BRA100 se apresenta altamente tolerante a
esse desinfetante®'®.

Cepas tolerantes a glutaraldeido representam
situagdo de emergéncia em saide publica, ja que essas
cepas estdo relacionadas ao desenvolvimento de resisténcia
cruzada a vérios antibidticos, inclusive aos que sdo usados
no tratamento de infec¢des por MCR¥. Apesar disso,
essa técnica de desinfeccdo com glutaraldeido ainda é
empregada, ja que a RDC n° 8, de 27 de fevereiro de 2009,
nao suspendeu o uso desse produto para o instrumental
optico utilizado nos procedimentos endoscopicos®.

Outros dois desinfetantes hospitalares indicados
para desinfeccdo de artigos semicriticos sdo o acido
peracético e o OPA****. Um estudo recente sugere como
alternativa imediata para a preven¢do de novos surtos
a substituicdo do glutaraldeido por um desses dois
produtos no processo de desinfecgdo de alto nivel, ja que
foi observada suscetibilidade das cepas clinicas de M.
abscessus subsp. bollettido clone BRA100 aos desinfetantes
a base de glutaraldeido, quando um teste em suspensao
foi aplicado com tempos de 15 e 30 minutos de contato do
micro-organismo com o desinfetante'®. Walsh, Maillard
e Russell” ja haviam também sugerido essa substitui¢ao,
uma vez que o OPA conseguiria inativar cepas resistentes
ao glutaraldeido.

Outro estudo também comparou a atividade
micobactericida do OPA e do glutaraldeido e concluiu
que o primeiro produto se mostrou mais eficiente contra
micobactérias, quando comparado ao glutaraldeido, em
um teste quantitativo em suspensao na concentragao
de 0,5% (p/v)*. O OPA apresenta molécula de carater
lipofilico, o que sugere facilitar a penetra¢do do biocida
na parede celular, diminuindo a probabilidade de
uma redugdo na concentragio efetiva do produto e,
consequentemente, sua acdo?.

Micro-organismos teste em outros trabalhos
tém se mostrado suscetiveis ao OPA a 0,5%, quando é
utilizado o teste em suspensdo, em que o produto entra
em contato direto com a bactéria. Quando o teste com
carreador é aplicado, 0 mesmo ndo ocorre®. No teste com
carreador, as bactérias permanecem mais aderidas a uma
superficie, se tornando menos acessiveis aos biocidas
quando comparadas a uma suspensio homogénea,
composta pelo produto analisado e o micro-organismo,
como ocorre no teste em suspensiao®.

Esse fator poderia explicar os diferentes resultados
obtidos no presente estudo. J& que todas as cepas clinicas
de M. abscessus subsp. bolletti testadas foram tolerantes
ao OPA. Cabe ressaltar que pertencem ao mesmo clone
analisado por Lorena et al.”’, clone BRA100. Por outro
lado, o lote do produto utilizado apresentou um desvio
significativo na qualidade, em que o teor do principio
ativo real era de apenas 22% do declarado pelo fabricante.
O que pode representar uma forma de ameaga a satide
coletiva, ja que lotes de desinfetantes que se apresentam
fora dos padroes de qualidade exigidos podem estar
sendo utilizados em ambientes ligados a saude.

Desenvolver novas estratégias para desinfec¢ao de
alto nivel é importante para evitar o surgimento de novas
cepas resistentes. Uma possivel alternativa que alguns
estudos tém sugerido ¢é a utilizagdo de desinfetantes que
contenham dcido peracético em suas formulagoes. Para
Phillips e Von Reyn?, o acido peracético ¢ um agente
que tem se apresentado eficiente na desinfecgdo de
equipamentos médicos, como os endoscopios.

Estudos mostram que o tratamento diario de
instrumentos com solugao de glutaraldeido a 2% induz ao
acumulo e/ou a fixagdo de proteinas presentes no artigo
a sofrer desinfec¢ao. Situagdo similar foi observada com
o uso de desinfetantes a base de ortoftalaldeido, porém
em um menor grau. Ja para os produtos que contém
acido peracético, a fixagdo ou aciimulo de proteinas
pode ocorrer; porém, sdo incomparaveis aos outros dois
desinfetantes, sendo muito inferior. Devido a esses dados,
na Franga, é recomendada a substituicdo de desinfetantes
a base de glutaraldeido por aqueles que contém acido
peracético e foi sugerido que se destaque a importancia
da completa limpeza prévia dos artigos®.

No presente estudo, de acordo com os resultados
apresentados, tanto as cepas de MCR de referéncia
como as cepas clinicas de M. abscessus subsp. bolletti
se mostraram sensiveis frente aos desinfetantes que
contém acido peracético em suas formulagdes. Porém,

369



Souto ASS, Sabagh BP, Abreu AO, Silva SA, Pereira DCR, Neves MC, et al. Tolerancia de Mycobacterium abscessus subsp. bolletii a desinfetantes

de alto nivel. Rev Inst Adolfo Lutz. Sio Paulo, 2012; 71(2):362-71.

no primeiro ensaio da avalia¢ao da qualidade do produto
denominado Acido Peracético B, utilizando a cepa de
referéncia M. abscessus subsp. bolletti INCQS 00594,
foi observado crescimento do micro-organismo em 3
tubos contendo caldo Proskauer-Beck e em um tubo de
cada meio adicional (Kirchners e Middlebrook 7H9).
Na repeticdo deste ensaio, houve variagdo no tempo
de contato para uma hora e, entdo, ndo foi observado
crescimento. Vale ressaltar que, dentre os trés produtos
testados, somente este ultimo (Acido peracético B)
apresentou resultado satisfatorio durante a avaliagdo
do teor. Na andlise do Acido peracético Al, o teor foi
de 250% do declarado pelo fabricante, gerando duvidas
quanto a sua real eficacia frente as micobactérias.

Stanley*® testou cinco cepas de micobactérias
resistentes a glutaraldeido isoladas de endoscépios,
e dentre essas, duas cepas demonstraram um
comportamento tolerante frente ao acido peracético.

Os resultados aqui apresentados correspondem
ao primeiro estudo utilizando o teste oficial de avaliagdo
da eficacia de desinfetantes no Brasil e mostram
propriedades bioldgicas muito diferentes de M. abscessus
subsp. bolletti frente ao glutaraldeido, principalmente,
quando comparado ao M. bovis, a cepa de referéncia
usada na metodologia oficial da AOAC.

A inclusao de M. abscessus subsp. bolletti INCQS
00594 na legislagao referente a comprovagao da eficacia
de desinfetantes de alto nivel para artigos semicriticos,
seguindo o POP INCQS n° 65.3210.004, por meio da
Resolu¢do RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009", foi
uma das alternativas encontradas na tentativa de prevenir
infecgdes por micobactérias de crescimento rapido.

Uma pesquisa mais abrangente seria necessaria,
ja que o numero de cepas clinicas de M. abscessus subsp.
bolletti utilizadas ndo foi extenso. Porém, algumas
sugestdes podem ser avaliadas para a adaptacio da
técnica, como a variagdo no tempo de incubagdo do
ensaio, que atualmente é de 60 dias inicialmente e mais
30 dias em casos de ndo ser observado crescimento ou
este se apresentar ténue. Esse tempo poderia ser reduzido
para 30 dias de incubagdo em ensaios realizados com M.
abscessus subsp. bolletti, ja que a cepa de referéncia e
todas as cepas clinicas dessa micobactéria testadas neste
trabalho apresentaram crescimento dentro de um més ou
menos, dependendo do produto analisado. Essa redugéo
seria favoravel na obtencdo de respostas mais rapidas em
nivel de vigilancia sanitaria; assim, medidas poderiam
ser tomadas visando a promogao da satde da populagao.
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CONCLUSAO

Visando a reducdo de infeccdes nosocomiais e,
consequentemente, a promog¢ao da saude da populagio,
sugere-se que o uso de produtos a base de glutaraldeido
seja suspenso para quaisquer fins no que diz respeito
a desinfecgdo de alto nivel, ja que todas as cepas de
M. abscessus subsp. bolletti provenientes de surto e
pertencentes ao clone prevalente no pais foram tolerantes
a esse desinfetante. E que uma possibilidade para
substitui¢do seria os produtos a base de acido peracético.
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