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Resumo

Claritromicina era considerada um antibidtico de escolha para infec¢gdes causadas
pelo complexo Mycobacterium abscessus, entretando, recentemente falhas no
tratamento com este antibidtico tém sido reportadas. A resisténcia adquirida a
claritromicina esta relacionada a mutagdes pontuais que acarretam substituicdo da
adenina na posicao 2058 ou na posi¢ao 2059 na regiao do gene rrl que codifica o
dominio peptidil transferase do rRNA 23S. Um mecanismo secundario de resisténcia
a claritromicina tem sido descrito como resisténcia induzida, que é conferida pelo
polimorfismo T/C no nucleotideo 28 do gene erm(41). A resisténcia adquirida pode
ser detectada em até 3 dias de incubagcdo do M. abscessus com a claritromicina
enquanto que a resisténcia induzida requer mais do que 5 dias de incubagao. Por
outro lado, o uso de marcadores moleculares para deteccédo de resisténcia adquirida
e induzida no complexo M. abscessus tém sido propostos. O objetivo desse estudo
foi avaliar o perfil de suscetibilidade e os marcadores moleculares de resisténcia a
claritromicina no complexo M. abscessus. Um total de 42 isolados de um estudo
prévio de vigilancia, entre os anos 2007 e 2013 foram utilizados. O perfil de
suscetibilidade para a claritromicina foi determinado por microdiluicdo em caldo com
leituras em 3, 5, 7 e 14 dias. Mutagcbes nos genes rrl e erm(41) foram avaliados por
PCR com primers especificos e posterior sequenciamento. Resisténcia a
claritromicina, em até 3 dias de incubagao, foi observada em 31 dos 42 (73,8%)
isolados. Resisténcia induzida a claritromicina foi observada em 6 de 11 (54,5%)
isolados que apresentaram resisténcia apés 5 ou 7 dias de incubacdo. Todos os
isolados com resisténcia induzida foram M. abscessus subsp. massiliense. Além
disso, todos os 28 isolados de M. abscessus subsp. massiliense apresentaram
delecao em erm(41). Apenas cinco isolados foram sensiveis a claritromicina apos 14
dias de incubacdo. Nenhum dos 42 isolados apresentaram mutagdo pontual na
regido de peptidil transferase do rRNA 23S e todos os isolados apresentaram o
polimorfismo T/C no nucleotideo 28 do gene erm(41). Os dados deste estudo
indicam a falta de correlagdo dos marcadores moleculares com a expressao de

resisténcia a claritromicina.

Palavras-chaves: Claritromicina, resisténcia induzida, resisténcia adquirida, gene

erm(41), gene rrl



Abstract
Molecular and susceptibility profile of clarithromycin in M. abscessus

Infections due to Mycobacterium abscessus complex used to respond to
clarithromycin treatment but more recently treatment failure with this antibiotic has
been reported. Acquired resistance to clarithromycin is related to substitutions at the
adenine either at position 2058 or at position 2059 in a region of the r gene
encoding to the peptidyltransferase domain of the 23S rRNA. A secondary
mechanism related to clarithromycin resistance has been described as an inducible
resistance, conferred by T/C polymorphism at the 28th nucleotide in erm(41) gene.
Acquired resistance can be detected up to 3 days of incubation of the M. abscessus
with the clarithromycin while inducible resistance requires more than 5 days of
incubation. Molecular markers to detect acquired and inducible resistance in M.
abscessus complex isolates were proposed. This study evaluated the profile of
susceptibility and the molecular markers of clarithromycin resistance in M. abscessus
complex. A total of 42 isolates from a previous surveillance study (2007 to 2013)
were used in this study. The susceptibility profile for clarithromycin was determined
by broth microdilution with reads at 3, 5, 7 and 14 days. Mutations in rrl and erm(41)
genes were evaluated by PCR with specific primers followed by sequencing.
Clarithromycin resistance, up to 3 days of incubation, was observed in 31 of 42
(73.8%) isolates. Inducible clarithromycin resistance was observed in 6 of 11 (54.5%)
isolates which presented resistance only after 5 or 7 days of incubation. All isolates
with inducible resistance were identified as M. abscessus subsp. massiliense.
Moreover, all 28 M. abscessus subsp. massiliense had a deletion in erm(41). Only
five isolates proved to be susceptible to clarithromycin after 14 days of incubation.
None of the 42 isolates presented a point mutation in the peptidyitransferase region
of the 23S rRNA (rrl) and all isolates presented the T/C polymorphism at the 28th
nucleotide of the erm(41) gene. The data of this study indicates a lack of correlation
of molecular markers of clarithromycin resistance for both acquired and inducible

resistance to clarithromycin.

Keywords: Clarithromycin, inducible resistance, acquired resistance, erm(41) gene,

rrl gene
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1. INTRODUGAO

O crescente numero de publicagdes cientificas abordando infec¢gdes causadas
por espécies do complexo Mycobacterium abscessus sugere que estes
microrganismos podem ser considerados patdgenos emergentes, sendo
responsaveis por surtos em todo o mundo. A frequéncia progressiva do
aparecimento de M. abscessus, na rotina laboratorial e clinica denota a importancia
que tais micobactérias vém assumindo no decorrer dos anos em nossa comunidade,
demonstrando assim a importancia de investigacdo das cepas pertencentes ao

complexo M. abscessus presentes em nosso Estado.

O complexo M. abscessus € considerado o mais patogénico e multidroga
resistente (MDR) entre as Micobactérias de Crescimento Rapido (MCR). As
infecgdes causadas pelo complexo M. abscessus séo dificeis de tratar ja que este
grupo de micobactérias sao intrinsecamente resistentes ndo s6 aos tuberculostaticos
classicos, mas também a maioria dos antibidticos atualmente disponiveis. A
claritromicina foi a droga de escolha para o tratamento dessas infec¢oes, até que

falhas terapéuticas comegaram a ser relatadas.

A resisténcia adquirida a claritromicina esta relacionada com mutagdes
pontuais em uma regiao do gene rrl, que codifica o dominio peptidil transferase do
rRNA 23S, enquanto que a resisténcia induzida € devido a um polimorfismo T/C no

nucleotideo 28 do gene erm(41).

Este estudo teve como objetivo avaliar as mutagdes pontuais e polimorfismos
dos genes envolvidos na resisténcia adquirida e induzida a claritromicina, e sua

correlagcao com o perfil de suscetibilidade in vitro do complexo M. abscessus.






2. REVISAO DA LITERATURA

A familia Mycobacteriaceae, que faz parte da ordem Corynebacteriales, possuli
um unico género, o Mycobacterium, o qual € composto por um nimero crescente de
novas espécies. Atualmente existem mais de 169 espécies de Micobactérias ndo
Tuberculosas (MNT) e 13 subespécies reconhecidas oficialmente (1), sendo que 1/3

destas estdo associadas a doenga no homem e no animal (2,3).

Estudos taxonbmicos demonstraram similaridades fenotipicas e homologia do
DNA entre as varias espécies das micobactérias descritas, sendo que muitas

espécies sao agrupadas em complexos e grupos (4).

O género Mycobacterium €& composto por espécies do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis — BCG, M.
africanum, M. microti, M. caprae e M. pinnipedii); pelo M. leprae e por outras
espécies conhecidas como Micobactérias ndo Tuberculosas (MNT). Entre as MNT
se destacam trés importantes grupos: 1) O Complexo M. avium (CMA) que é
composto pelas espécies M. avium subsp. avium, subsp. silvaticum, subsp.
hominissuis, e subsp. paratuberculosis, M. intracellulare, M. arosiense, M. chimaera,
M. colombiense, M. marseillense, M. timonense, M. bouchedurhonense, e M.
ituriense (5); 2) O Complexo M. terrae que agrupa as espécies M. terrae, M.
nonchromogenicum e M. ftriviale (6) e 3) o Grupo M. chelonae, composto pelas

espécies M. chelonae, M. boletti, M. abcessus, M. immunogenum (6,7,8).

As micobactérias constituem um grupo de microrganismos com distintas
caracteristicas de metabolismo, crescimento, nicho ambiental, epidemiologia,

patogenicidade, distribuicdo geografica e associagao com doengas (6).

A formagdo das colénias de micobactérias geralmente é mais lenta do que das
demais bactérias, essa lentiddo deve-se ao fato da menor taxa de absorgdo de
nutrientes, provavelmente devido a espessura da membrana celular (Figura 1).
Portanto a visualizagdo de colénias em meios de cultura solido, quando incubados
em temperatura otima, ocorre apenas apos dois a vinte dias. As colénias de
micobactérias apresentam diferentes tipos de coloragdo variando de rosa ao

amarelo/laranja (9).
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Figura 1: Membrana celular micobacteriana (10)

As micobactérias tém forma bacilar, sdo aerdbias, tém alto conteudo G+C (62 a
70%) e a caracteristica fundamental para definicdo do género Mycobacterium é sua
propriedade de resisténcia a descoloracdo com alcool acido, por isso denominadas
bacilos alcool acido resistentes (BAAR). Essa propriedade se da devido a grande
quantidade de lipideos localizados na parede celular do microrganismo sendo uma
caracteristica que difere o género Mycobacterium da maioria das demais bactérias.
Apesar de nao se corarem integralmente pelo método de Gram, sdo consideradas
gram-positivas. As MCR formam colénias visiveis a olho nu em até sete dias,
quando incubadas em meio solido. As Micobactérias de Crescimento Lento (MCL)
apresentam crescimento apos 7 dias de incubagdo (2). A temperatura ideal de
crescimento é variavel de acordo com a espécie, e oscila numa faixa de 25°C a
45°C. A maioria das espécies é capaz de crescer em meios simples contendo
aminoacidos, glicerol e sais minerais, mas algumas requerem suplementos, a

exemplo de M. haemophilum que requer hemina (4).
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2.1 Micobactérias ndao Tuberculosas

As mais de 150 espécies reconhecidas como MNT compartiiham
caracteristicas comuns: 1) sao patdégenos facultativos; 2) ndo existe evidéncia de
transmissao direta; 3) algumas espécies de MNT sao ubiquitarias e outras tém
distribuicdo mais restrita; e 4) o tratamento pode ser dificil e varia de acordo com a
interacdo patogeno-hospedeiro e local acometido pela doenga. As MNT incluem

espécies de crescimento lento e crescimento rapido (5).

Diferentemente das espécies que integram o complexo M. tuberculosis, as
MNT encontram-se dispersas na natureza e apresentam patogenicidade variavel
(11,12, 13), podem ser isoladas de fontes diversas, como: solo, poeira, pedras,
bioaerossbis, agua natural, agua potavel, animais e até mesmo da microbiota
epidérmica, trato respiratério e intestinal dos seres humanos (3, 14, 15). As MNT
apresentam extraordinaria capacidade de sobrevivéncia, sendo que o que facilita
sua ubiquidade € a capacidade de adaptagcdo ao ambiente hostil, como com poucos

nutrientes, baixo pH e temperaturas extremas (15).

E provavel que o nimero de novas espécies de MNT continue a expandir-se
rapidamente. Esse aumento pode ocorrer em funcdo da maior sensibilidade de
técnicas moleculares, como o sequenciamento do DNA que é altamente confiavel e
pode fornecer novos perfis de micobactérias, que anteriormente eram classificadas
dentro de grandes grupos de acordo com as caracteristicas fenotipicas ou

bioquimicas (5).

Muitas espécies de micobactérias sao saprofitas, podendo causar doengca em
determinadas situagdes, (bactérias oportunistas) (12), tanto no homem e no animal.
Infecgdes por MNT sdo denominadas genericamente de micobacterioses,

independentemente da espécie causadora da doenga (7, 9).

Com base em critérios clinicos as MNT s&do divididas em dois grupos. O
primeiro grupo consiste em MNT que se encontram na natureza e que sob certas
circunstdncias podem se tornar patogénicas (potencialmente patogénicas). O
segundo grupo inclui as micobactérias sapréfitas ou ndo patogénicas ou ainda

excepcionalmente patogénicas (tabela 1) (9, 16).
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Tabela 1: Patogenicidade das MNT

POTENCIALMENTE
PATOGENICAS

RARAMENTE PATOGENICAS

M. abscessus
M. asiaticum

M. avium

M. celatum

M. chelonae

M. fortuitum

M. haemophilum
M. intracellulare
M. kansasii

M. malmoense
M. genavense
M. marinum

M. peregrinum
M. paratuberculosis
M. simiae

M. scrofulaceum
M. szulgai

M. ulcerans

M. xenopi

M. agri

M. aichiense

M. alvei

M. culum

M. austroafrican
M. branderi

M. brumae

M. chitae

M. clorophenolic
M. chubuense
M. conflluentis
M. conspicuum
M. cookii

M. diernhoferi
M. duvalli

M. fallax

M. farcinogenes
M. flavescens
M. gilvum

M. gordonae

M. hassiacum
M. hiberniae

M. holderi

M. interjectum

M. komossense

M. lentiflavum

M. lepraemurium
M. madagascarien
M. margeritense
M. moriokaense
M. mucogenicum
M. neoaurum

M. nonchromogeni
M. obuense

M. parafortuitum
M. phlei

M. porcinum

M. poriferae

M. pulveris

M. rhodesiae

M. senegalense
M. smegmatis
M. sphagni

M. terrae

M. thermoresis
M. tokaiense

M. triplex

M. triviale

M. vaccae

Fonte: Brasil (2008)

As provas fenotipicas classificam as MNT em quatro grupos, baseados em

duas caracteristicas: 1) produgdo de pigmentos carotendides que podem variar de

laranja a amarelo intenso (9); 2) tempo de crescimento em meio de cultura; rapido,

se ocorrer a produgao de colbnias visiveis antes de sete dias, lento, se ocorrer em

sete dias ou mais (9,17,18).
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As micobacterioses ndo sao doengas transmitidas de forma direta, por isso ndo
ha a obrigatoriedade de notificagdo, ndao permitindo o acompanhamento do quadro
epidemioldgico da doenga (3, 9). Entretanto, diante da necessidade de consolidagéo
de um perfil epidemiolégico e sanitario dos surtos ocorridos e das proporgdes de
cada evento, fez-se necessario a obrigatoriedade de padronizagdo de notificagoes
para MCR, para todas as instituigdes, por profissionais de saude publica ou privada,

de casos de infecgdo em sitio cirargico (19).

2.2 Micobactérias de Crescimento Rapido (MCR)

As espécies de MCR foram subdivididas em trés grupos:

1) Grupo M. fortuitum, composto pelas espécies M. fortuitum, M.
peregrinum, M. mucogenicum, M. senegalense, M. mageritense, M. septicum, M.
houstonense, M. bonickei,

2) Grupo M. chelonae, composto pelas espécies M. chelonae, M.
abcessus e M. immunogenum, M. massiliense, M. bolletii, e M. salmoniphilum,

3) Grupo M. smegmatis, composto pelas espécies M. smegmatis, M.

wolinskyi e M. goodii (20).

O M. chelonae e o M. abscessus sdo espécies anteriormente enlobadas no
grupo M. chelonae-abscessus. Antes de 2001, apenas as espécies M. chelonae e M.
abscessus, eram reconhecidas como membros desse grupo. Depois do ano 2001,
quatro novas espécies foram adicionadas: M. immunogenum, M. massiliense, M.
bolletii, e M. salmoniphilum (20). O M. abscessus foi descrito por Moore e Frerichs
em 1953 (21), no entanto, apenas apds sua separagao do grupo M. chelonae-
abscessus que o M. abscessus foi reconhecido como um importante agente

patogénico humano (12).

A taxonomia do complexo M. abscessus € complexa e ainda nao resolvida. Em
2011, M. bolletii e M. massiliense foram classificados como uma Unica subespécie
(M. abscessus subsp. bolletii) por conta de sua baixa diversidade genética; em 2013,
a andlise de dados de sequenciamento de nova geracdo de genoma completo

permitiu a diferenciacdo do complexo M. abscessus em 3 subespécies: M.
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abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii e M. abscessus subsp

massiliense (22).

A frequéncia de infeccdes por MCR é crescente e cada vez mais esses
organismos tém sido reconhecidos como patdgenos, sendo o M. chelonae e o M.

abscessus as espécies mais patogénicas entre as MCR (23).

A ubiquidade dessas espécies no ambiente, particularmente em agua e
ambientes Umidos, contribui para o fato de que as espécies M. chelonae e M.
abscessus, sejam as mais prevalentes em infecgdes oportunistas em seres
humanos. Essas infecgbes sao usualmente relacionadas a infusdo de solugdes
aquosas, ou exposicao de sitios estéreis a agua contaminada com micobactérias
(24, 25).

As MCR sao dificeis de erradicar com técnicas de descontaminagcdo comuns. A
parede celular rica em acidos micdlicos das MCR denota ao microrganismo uma
relativa resisténcia a agentes desinfetantes, tais como o cloro, glutaraldeido e
formaldeido, pois dificulta a penetragdo da solugdo na matriz extracelular (8, 26).
Além disso, as MCR tém a capacidade de formar biofilmes, que € uma estratégia

bem sucedida de sobrevivéncia para estes organismos (27).

A frequente presenga desses microrganismos em reservatérios de agua em
hospitais, a relativa resisténcia a biocidas, a habilidade de crescer em agua
destilada, e a formacao de biofilmes, fazem com que as MCR sejam uma ameacga de
surtos em hospitais (26, 27, 28, 29).

2.2.1 Infec¢éo por MCR

A nao evidéncia de transmissao direta tem levado a proposi¢ao que a infeccéo
por MCR ocorre a partir de fontes ambientais bem como de artigos médicos
inadequadamente esterilizados (5, 30). Micobacterioses posterior a procedimentos
invasivos (como videolaparoscopia, cirurgia oftalmica a laser, cirurgia cardiaca,
plastica facial, acupuntura, lipoaspiracao, proteses de silicone, mamoplastias, etc.)
tém sido documentadas, acometendo principalmente a pele e tecido subcutdneo do
paciente (28, 29).
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A infeccdo causada por MCR devido a presenca de cateteres de acesso
venoso de longa permanéncia tem sido cada vez mais relatada, sendo M. fortuitum,
M. chelonae, M. abscessus, M. smegmatis e M. mucogenicum 0S microrganismos

mais comuns (27).

A sindrome clinica das micobacteriores por MCR é variavel e a patologia € ndo
especffica (31). A doenga pode envolver varios tecidos e érgaos, como pele (32, 33,
34), linfonodos (35), pulméo (36, 37, 38), ossos (39), olhos (40, 41), podendo
também causar infeccdo disseminada. Muitos pacientes sdo imunossupressos ou
tém doenga crénica, aumentando o risco para infeccdo por MCR. O curso da
infeccao é altamente variavel (42). As principais caracteristicas da infec¢gado sao a
formacao de abcessos, ndédulos, ulceracbes, além da faléncia de resposta ao

tratamento de infecgdes de sitio cirurgico (43).

2.2.2 Tratamento

A grande concentragdo de lipidios na parede celular das MCR é responsavel
pela resisténcia que os anticorpos encontram para debelar a infeccdo. A parede
celular das MCR é rica em acido micdlico, o qual apresenta resisténcia as enzimas

soluveis em agua; aos antibidticos e aos desinfetantes (12).

As espécies de MCR podem apresentar diferencas no perfil de sensibilidade
aos farmacos, assim o tratamento para estes organismos deveria se basear na
suscetibilidade in vitro. Identificacdo em nivel de espécie é importante, porque ha
padrées de suscetibilidade antimicrobiana previsiveis conforme diferentes espécies.
Em geral, tobramicina pode ter atividade contra M. chelonae. M. abscessus
tipicamente mostra suscetibilidade a aminoglicosideos, a tigeciclina, amicacina,
cefoxitina, imipenem, claritromicina e azitromicina (44). O M. fortuitum tende a ser
inibido por tetraciclinas, sulfametoxazol e quinolonas e M. chelonae é
frequentemente inibido por macrolideos, linezolida e tobramicina (12). Além disso, a
claritromicina tem sido recomendada como primeira linha de antimicrobianos para o
tratamento da doenga pulmonar causada pelo M. abscessus subsp. abscessus (12).
No entanto estudos tém demonstrado que o M. abscessus subsp. bolletii é altamente

resistente a claritromicina (45).



22

O uso de monoterapia para MCR nao € recomendado, especialmente quando
ha uma grande carga de microrganismos. Bons resultados clinicos tém sido
demonstrados quando os macrolideos sdo combinados com pelo menos uma droga
complementar a que o microrganismo tenha suscetibilidade in vitro (12). Por
exemplo, um aminoglicosideo (geralmente amicacina) e uma outra de droga
injetavel, como cefoxitina ou imipenem apresentam melhor efetividade terapéutica

do que a monoterapia no tratamento de infec¢des por MCR (44).

2.2.3 Teste de suscetibilidade para MCR

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) apresenta padronizagcéo
para o teste de suscetibilidade de micobactérias, Nocardia e outros actinomicetos
aerdbios. O documento CLSI M24-A2 (2011) recomenda que o teste de

suscetibilidade das MCR seja realizado através de microdiluicdo em caldo (46).

As recomendacodes descritas para MCR sdo baseadas em dados de estudos
que incluem grupo M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. O teste de
suscetibilidade é indicado para MCR que sao consideradas clinicamente relevantes,

como por exemplo, isoladas do sangue, tecido, pele e outros tecidos (12, 46).

Os antimicrobianos que podem ser testados para MCR sdo: amicacina,
cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, imipenem, linezolida,

moxifloxacino, sulfametoxazol-trimetoprim e tobramicina (12, 46).

A determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) para testes de
suscetibilidade de MCR nao pode ser realizada em meios solidos, devido a

inconsisténcia dos resultados (12).

2.2.4 Resisténcia aos farmacos

Embora as micobacterioses sejam doengas curaveis, a terapia necessaria para
a obtencdo da cura é longa, além de apresentar risco de toxicidade e efeitos

adversos, o que favorece a ndo adesio do paciente ao tratamento, proporcionando
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assim, a selegao de bactérias resistentes as drogas. Aliado a este fator, a prescrigéo
errbnea do farmaco e o uso de monoterapia, também podem selecionar cepas

resistentes (12).

A resisténcia a antibioticos pelas MCR pode ser natural ou adquirida, a primeira
ocorre devido ao envelope altamente hidrofébico que atua como uma barreira fisica
e quimica para muitos compostos (47). Os [-lactamicos, por exemplo, tém

capacidade reduzida de cruzarem o envelope celular e penetrar nas MCR.

Quanto a resisténcia adquirida, ndo ha relatos de genes introduzidos por
elementos genéticos transponiveis, tais como plasmideos e transposons mas por
mutacdo espontdnea de genes-alvo em resposta a presenca de antibioticos,
decorrente do desenvolvimento de mecanismos de defesa. Algumas espécies de
MCR podem adquirir mutagdes genéticas aleatoriamente ou sofrer mudangas na
permeabilidade da membrana, fatores que podem resultar em resisténcia aos

antimicrobianos (47).

Os determinantes de resisténcia codificados pelo genoma, incluem enzimas
hidroliticas ou modificadoras de droga, como por exemplo, a produgdo da enzima
rifampicina ADP-ribosiltransferase, que pode estar envolvida na resisténcia a
rifampicina por M. abscessus. O complexo M. abscessus também possui enzimas
que podem modificar aminoglicosideos, transferindo residuos acetil ou fosfato

tornando o antibiético inativo (48, 49).

As espécies pertencentes ao complexo M. abscessus possuem apenas um
operon em seu genoma, o que favorece o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos devido a ocorréncia de mutagdes que sdo expressas fenotipicamente. A
resisténcia aos aminoglicosideos, por exemplo, decorre de uma unica mutagdo que
afeta o 16S rRNA, sendo a adenina substituida por uma guanina na posicdo 1408
(A1408G), que é responsavel pela resisténcia a amicacina e tobramicina (50). Outro
exemplo de polimorfismo genético conferindo resisténcia a drogas, tem sido
observado em quinolonas. Estudos tém sido realizados nas sequéncias de regides
conservadas, denominadas quinolone-resistance-determining regions (QRDR) nas
subunidades do DNA girase GyrA e GyrB e foi mostrado que a presenga de alanina

na posicao 83 dentro do QRDR GyrA e arginina e asparagina nas posi¢coes 447 e
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464, dentro de QRDR GyrB podem conferir resisténcia as quinolonas em M.

abscessus (51).

As bombas de efluxo representam um dos determinantes de resisténcia aos
antibiéticos no complexo M. abscessus, tais micobactérias codificam proteinas
membros da famiia dos transportadores ABC e proteihna de membrana

micobacteriana (MmpL) (52).

As espécies pertencentes ao Complexo M. abscessus podem apresentar
variabilidade de resisténcia aos antibiéticos, indicando que a determinacéo do perfil

de suscetibilidade dos isolados deveria ser realizada sempre. (53, 54).

2.2.5 Resisténcia a Claritromicina no complexo M. abscessus

O complexo M. abscessus € considerado entre as MCR o mais patogénico e
multidroga resistente (MDR) (55, 56). As infecgbes causadas pelo complexo M.
abscessus sao dificeis de tratar ja que este grupo de micobactérias séao
intrinsecamente resistentes ndo s6 aos anti tuberculostaticos classicos, mas também

a maioria dos antibiéticos atualmente disponiveis (7).

Na década de 1990, a claritromicina tornou-se o farmaco de escolha para o
tratamento de infecgbes causadas pelo complexo M. abscessus (7), até que a
resisténcia foi relatada e falhas no tratamento com este antibidtico foram descritas
(12, 22). A claritromicina tem sido usada como monoterapia ou em combinagdo com

outras drogas, particularmente amicacina e cefoxitina (57, 58, 59).

A claritromicina representa outra classe de antibidticos que visam o rRNA
operon, impedindo a peptidil transferase de adicionar um grupo peptidil no tRNA do

préximo aminoacido, assim inibindo a translocagao ribossomal (60).

O uso generalizado de macrolideos na assisténcia médica criou condi¢des
favoraveis para a selecdo de isolados resistentes do complexo M. abscessus (61).
Os dois principais mecanismos de resisténcia a macrolideos sdo bombas de efluxo

de farmacos e modificacado do local alvo da droga no ribossomo (55, 62).
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Mecanismos de resisténcia bacteriana tém sido bem caracterizados para uma
ampla gama de bactérias ha muitos anos (63), no entanto, os mecanismos de
resisténcia a claritromicina para o complexo M. abscessus foram descritos ha menos
de dez anos. Acreditava-se que a resisténcia a claritromicina era causada por
dificuldades na permeabilidade envolvendo a natureza especial da parede celular
das micobactérias, além da inativacdo de antibidticos, bombas de efluxo e
componentes ribossomais mutados (proteinas ribossomais ou 23S) (64). No entanto,

a deteccao de uma erm metilase (erm(41)) alterou este ponto de vista (22, 53).

Relatos de resisténcia a claritromicina tém sido documentados em todo mundo,
como por exemplo na China, Australia, Corea, Asia e também no Brasil (65, 66, 67,
68, 69).

2.2.6 Resisténcia Adquirida a Claritromicina

A resisténcia adquirida a claritromicina tem sido sugerida como uma explicagao
para a falta de eficacia nos tratamentos com claritromicina frente as infec¢des pelo

complexo M. abscessus (70).

O mecanismo mais comum de resisténcia adquirida aos macrolideos em
bactérias clinicamente importantes € a presenga de uma metilase 23S rRNA, sendo
que a resisténcia € conferida pela transferéncia de um ou dois grupos metil para um

residuo de adenina na regido peptidil transferase do rRNA 23S (71).

A resisténcia adquirida a claritromicina no complexo M. abscessus esta
relacionada com mutagdes pontuais na adenina nas posi¢des 2058 ou 2059 de uma

regiao do gene rrl que codifica para o dominio peptidil transferase do 23S (70).

Em estudo recente foi relatada uma mutagdo adquirida na posicdo 2057 do
gene rrl, capaz de conferir resisténcia adquirida de baixonivel & claritromicina (72). E
importante enfatizar que as mutagbes na posicdo 2057 do gene r em outros
microrganismos estdo relacionados com a baixos niveis de resisténcia a
claritromicina in vitro. Vester et al, também relataram mutagdes nas posi¢cdes 2057 e
2611 do gene rrl causado resisténcia a claritromicina devido a sua proximidade ao

centro da acdo. As mutagcbes nestas posi¢cdes (2057 e 2611) sao capazes de
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obstruir a ligacdo do antibiotico ao seu alvo, e fazer com que a resisténcia de baixo

nivel aos macrolidos seja desencadeada (73).

A resisténcia adquirida a claritromicina nos isolados pertencentes ao complexo
M. abscessus varia entre 2,7% a 28,6% (74), e esta resisténcia pode ser detectados

em até 3 dias de incubacédo do M. abscessus com a claritromicina (75).

2.2.7 Resisténcia Induzida a Claritromicina

Um gene denominado eritromicina metilase riboss6mica (erm) foi identificado
em varios isolados de MCR e a presenca desse gene foi associado com resisténcia
induzida a claritromicina (76, 77). Em 2006, Nash et al., evidenciou genes erm em
sete espécies de MCR: M. boenickei, M. goodii, M. houstonense, M. mageritense, M.
neworleansense, M. porcinum, e M. wolinskyi (64). Em 2009, Esteban et al.,
evidenciou a presenca do gene erm também em isolados do complexo M. abscessus
(78). Como mencionado, micobactérias sao repletas de metilases que conferem
resisténcia aos macrolideos, sendo divididas em cinco classes de erm: erm(37) do
complexo M. tuberculosis (79, 80), o erm(38) do grupo M. smegmatis (81, 82),
erm(39) do grupo M. fortuitum (64, 83), erm(40) de M. mageritense e M. wolinskyi
(64) e erm(41) do complexo M. abscessus (22, 53).

A presenga deste gene com expressao variavel conferida pelo polimorfismo
T/C no nucleotideo 28 do gene erm(41) é, provavelmente, responsavel pelo
mecanismo de resisténcia induzida (que necessita de pelo menos 5 dias de

incubacao do M. abscessus com a claritromicina para ser detectado) (22, 64, 84).

A literatura indica que as subespécies pertencentes ao complexo M. abscessus
diferem em relagdo ao gene erm(41), sendo que diferentes subespécies apresentam
caracteristicas do gene erm que sao especificas e padrdes de susceptibilidade
diferentes a claritromicina. O M. abscessus subs. massiliense, era conhecido por
conter o gene erm(41) truncado e nao-funcional e, por isso, ser sempre sensivel a
claritromicina. Por outro lado, o M. abscessus subs abscessus contém um gene erm
completo mas que pode apresentar polimorfismo T28 (associado com a resisténcia a

claritromicina), ao passo que, o polimorfismo C28 é associado com a suscetibilidade
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a claritromicina (54). Bastian et al, relataram que uma unica troca de nucleétidos,
T28C (Trp-Arg—10), no gene erm(41) é capaz de causar uma perda de atividade da
metilase em isolados de M. abscessus subsp. abscessus, resultando num fendtipo
suscetivel a claritromicina. O M. abscessus subs bolletii, contém o gene erm(41) com

o nucleotideo T28, e foi demonstrado ser resistente a claritromicina (Tabela 2) (53).

Em estudo realizado na Corea por Kim et al, em 2016, foi realizada a
identificacdo das subespécies do complexo M. abscessus pelo sequenciamento de
ambos genes hsp65 e erm(41), sendo o ultimo considerado espécie-especifico (67).
Na verdade, na literatura ja era consolidado que a presenga do gene erm(41)
truncado identificava a espécie M. abscessus subsp. massiliense (53, 72). No
entanto, em estudo recente foi observada a presenca de um isolado de M.
abscessus subps. bolletii com o gene erm(41) truncado. Além disso varios casos de
M. abscessus subsp. massiliense com o gene erm(41) funcional tém sido relatados
(85). Isso evidencia a necessidade de cuidado ao usar apenas o sequenciamento de
erm(41) para identificar subespécies de M. abscessus (72). Estes achados suportam
as evidencias que a transferéncia genética e recombinagdo ocorre entre

subespécies (22, 86).

Tabela 2: Caracteristicas do gene erm(41)

Espécie Nucleotideo 28 Integridade do gene erm(41)  Perfil de suscetibilidade

M. abscessus TouC Sem delegdo Variavel
subsp. abscessus

M. abscessus T Geralmente sem delecao Geralmente resistente
subsp. bolletii

M. abscessus T Geralmente com delegdo Geralmente sensivel
subsp. massiliense

Fonte: Adaptado de Bastian S., et al (2011)

A metilase codificada pelo gene erm(41) € capaz de impedir a ligacdo do
antibiético ao ribossomo por mono ou dimetilagdo que altera a forma e composi¢ao
quimica do local de ligagdo da droga, reduzindo assim, a afinidade da claritromicina

ao ribossomo (87, 88, 89). A modificacdo da estrutura quimica do ribossomo por
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erm(41), aparentemente nao é favoravel para a célula, a menos que a claritromicina
esteja presente. Por este fato, a ligacdo e modificagdo do ribossomo é realizada
apenas quando for absolutamente necessaria, logo, a expressao do gene erm(41) é
altamente regulada, sendo induzida apenas na presencga de claritromicina, pois esta

associada a altos custos energéticos para a célula (90).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Principal

Avaliar o perfil de suscetibilidade e os mecanismos moleculares de resisténcia
a claritromicina do complexo Mycobacterium abscessus encaminhados ao IPB-
LACEN/RS nos anos de 2007 a 2012.

4.2 Objetivos Secundarios

- Determinar a Concentracao Inibitéria Minima para claritromicina do complexo M.

abscessus;

- Avaliar os mecanismos de resisténcia adquirida (gene rrl) e induzida (gene

erm(41)) a claritromicina para o complexo M. abscessus;

- Correlacionar o perfil genotipico com o perfil fenotipico para resisténcia do

complexo M. abscessus.
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Abstract

Infections due to Mycobacterium abscessus complex used to respond to
clarithromycin treatment but more recently treatment failure with this antibiotic has
been reported. It has been proposed the use of molecular markers to detect both
acquired (mutations in the rrl gene) and inducible (erm(41) polymorphism) resistance
in M. abscessus complex isolates. This study aimed to evaluate the profile of
susceptibility and the molecular markers of clarithromycin resistance in M. abscessus
complex. Susceptibility profile for clarithromycin was determined by broth
microdilution with reads at 3, 5, 7 and 14 days. Mutations in rrl and erm(41) genes
were evaluated by PCR with specific primers followed by sequencing. Clarithromycin
resistance, up to 3 days of incubation, was observed in 31 of 42 (73.8%) isolates.
Inducible clarithromycin resistance was observed in 6 of 11 (54.5%) isolates which
presented resistance only after 5 or 7 days of incubation. All isolates with inducible
resistance were M. abscessus subsp. massiliense. Moreover, all 26 M. abscessus
subsp. massiliense had a deletion in erm(41). Only 5 isolates proved to be
susceptible to clarithromycin after 14 days of incubation. None of the 42 isolates
presented a point mutation in the rl gene and all isolates presented the T28
polymorphism of the erm(41) gene. The data of this study indicates a lack of
correlation of molecular markers of clarithromycin resistance for both acquired and

inducible resistance to clarithromycin.

Keywords: clarithromycin resistance, erm(41) gene, rrl gene, M. abscessus complex,

inducible resistance, acquired resistance.
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Introduction

Several rapidly growing mycobacteria (RGM) are able to cause infections in
humans and most of these infections are caused by M. abscessus complex, M.
chelonae and M. fortuittm (1,2). M. abscessus complex is one of the most
pathogenic and multidrug-resistant (MDR) RGM. Infections due to M. abscessus
complex are difficult to treat (3,4) because this group of mycobacteria are intrinsically
resistant not only to classic antituberculosis drugs, but also to the majority of

antibiotics that are currently available (2).

Bacterial resistance mechanisms have already been characterized for a broad
range of bacteria (5), however, clarithromycin inducible resistance mechanisms in M.
abscessus complex was described less than ten years ago. It was believed that
clarithromycin resistance was caused by the permeability problems involving the
special nature of the mycobacterial cell wall, besides antibiotic inactivation, active
drug efflux, and mutated ribosome components (ribosomal proteins or 23S rRNA) (6).
Nowadays, it is believed that inducible resistance is mainly related to a T/C
polymorphism at the 28th nucleotide in erm(41) gene (7, 8, 9). In fact, clarithromycin
has become the drug of choice of infections caused by the M. abscessus complex
(2), being the mainstay for treatment and this lasted until the induced resistance, due
to erm(41), was described (10, 8). As resistance to clarithromycin is increasing, its
use as monotherapy for treatment is not recommended; clarithromycin should be
combined with other drugs (11, 12, 13).

Acquired resistance to clarithromycin is related to point mutations in a region of
the rrl gene encoding to the peptidyltransferase domain of the 23S rRNA (8). It has
been described that the main molecular mechanism of clarithromycin acquired
resistance occurs through point mutations at either the adenine at position 2058
(A2058G) or at position A2059 in 23S rRNA gene (14).

Considering the phenotypic tests (profile of susceptible), acquired resistance
can be detected up to 5 days of incubation of the M. abscessus complex with

clarithromycin while inducible resistance requires at least 5 days of incubation (9).
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The aim of this study was to evaluate the correlation of the profile of
susceptibility and the molecular mechanisms of clarithromycin resistance in M.

abscessus complex.

Materials and Methods

A total of 42 isolates (14 M. abscessus subsp. abscessus; 28 M. abscessus
subsp. massiliense) from a previous surveillance study performed between 2007 and
2013 were used in this study. The susceptibility profile was determined by broth
microdilution following the guidelines established by the Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI document M24-A2 (15), with readings at days 3, 5, 7 and
14. Point mutations in rrl and erm(41) genes were evaluated by PCR amplification
with primers 18 (AGT CGG GAC CTA AGG CGA G) and 21 (TTC CCG CTT AGA
TGC TTT CAG), steps: 94°C for 7 min followed by 40 cycles of 94°C for 1 min, 51°C
for 1 min and 72°C for 1 min, followed by 10 minutes at 72°C according to Méier et al.
(16) ERM1f (CGC CAA CGA CGA GCA GCT CG) (9) and MC823 (GAC TTC CCC
GCA CCG ATT CCA C) (8), respectively. The PCR protocol included the following
steps: 94°C for 5 min followed by 40 cycles of 94°C for 1 min, 64°C for 1 min and
72°C for 1 min, followed by 10 minutes at 72°C. The PCR reactions generated
fragments of 1500 bp for rrl gene and 724 bp for erm gene. M. abscessus ATCC
19977 was used as quality control.

The genetic profiles of the two genes were performed by partial sequencing
using ABI 3500 Genetic Analyzer with 50 cm capillaries and POP7 polymer (Applied
Biosystems). PCR products were labeled with 3.2 pmol of specific primers and 1 L
of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) in a final
volume of 10 pL. Alignment of the sequences was performed in the program
Biological Sequence Alignment Editor — BioEdit 7.2-5. The homology analysis was
performed by comparison of the consensus sequence obtained from each isolate with
those deposited in the GenBank using the BLAST algorithm (Basic Local Alignment
Search Tool, hitp://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). The ATCC 19977 strain was
included as reference for sequence alignment. This study was approved by the Ethics
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Committee of “Grupo de Pesquisa e Poés-Graduagdo (GPPG)” of “Hospital de
Clinicas de Porto Alegre” (reference number CAAE: 35684114.5.0000.5327).

Results

Susceptibility profile for clarithromycin was distinguished in three patterns,
Pattern 1: clarithromycin resistance, up to 3 days of incubation, which was observed
in 31 of 42 (73.8%) isolates (13 M. abscessus subsp. abscessus; 18 M. abscessus
subsp. massiliense); Pattern 2: clarithromycin resistance after 5 days, which was
observed in 6 of 11 (54.5%) isolates (all these isolates were M. abscessus subsp.
massiliense); Pattern 3: clarithromycin susceptibility up to the 14™ day, which was
observed in 5 of 11 (45.5%) isolates (1 M. abscessus subsp. abscessus; 4 M.

abscessus subsp. massiliense) - Table 1.

None of the 42 isolates presented a point mutation at the positions 2058 or
2059 in the peptidyitransferase region of the 23S rRNA (rrl) - the gene related with
acquired resistance to clarothromycin. For all isolates, PCR generated an amplicon
showing the presence of the erm(41) gene at the expected size (724 bp) for M.
abscessus subsp. abscessus and at a size of approximately 500 bp for M.
abscessus subsp. massiliense. All these isolates also presented the T/C
polymorphism at the 28th nucleotide belonging to the 10th codon. Moreover, all M.
abscessus subsp. massiliense had deletion in erm(41) observed in comparison to the
reference sequence (ATCC 19977) — Table 1.

Noteworthy, it was possible to identify point mutations in other positions of rrf
and erm(41) genes but these did not lead to amino acid alteration (silent mutations) —
Table 2.

Discussion

The widespread use of macrolides in clinical medical care has created favorable
conditions for the selection of resistant isolates of RGM (17). The two main

mechanisms of macrolide resistance are drug-efflux pumps and modification of the
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drug target site in the ribosome, through expression of erm methylase (18, 19). This
erm prevent binding of the antibiotic to the ribosome by mono or dimethylation which
disturbs the shape and chemical makeup of the drug-binding site, thereby reducing
the affinity of the macrolide to the ribosome (20, 21, 22). The expression of erm is
highly regulated, being induced in the presence of macrolides, however its
expression is not favorable for the cell because it is associated to significant fithess
costs (23).

Nash et al,, (8) and Kim et al.,, (24) investigated several isolates of the M.
abscessus complex and found that M. abscessus subsp. massiliense were
susceptible to clarithromycin, while the susceptibility profile of M. abscessus subsp.
abscessus was variable. Conversely, we found a high percentage (24/28 - 85.7%) of
M. abscessus subsp. massiliense which presented (acquired or induced) resistance
to clarithromycin. This difference of susceptibility profile may be related to local or
regional characteristics of RGM isolates. It has to be considered that most isolates of
our study belonged to the same clone which, albeit, were originated from several

outbreaks in different cities in southern Brazil (25).

Considering the molecular profile of RGM isolates, Nash et al., (8) and Kim et
al. (24), found polymorphisms at position 28 of erm(41) being a T28 related to
resistance and C28 related to susceptibility. Therefore, the polymorphism T28 in M.
abscessus subsp. abscessus could be considered a clarithromycin resistance
marker. In our study, all 14 isolates of M. abscessus subsp. abscessus presented a
T28 and only one was susceptible to clarithromycin. It has to be considered that in
the study of Kim et al, no prolonged incubation was evaluated (reads were made at

5 day of incubation).

Considering M. abscessus subsp. massiliense, the T28 polymorphism is not
necessarily related to clarithromycin inducible resistance as the position 28 is located
upstream the deletion which leads to resistance. However, several cases of M.
abscessus subsp. massiliense with the functional erm(41) gene have been reported
(26). Moreover, two isolates of M. abscessus subsp. massiliense with a functional
erm(41) gene showing inducible clarithromycin resistance after 14 days haven
described (27). We found 6/28 (21.4%) isolates with inducible resistance which

indicates that the gene is functional regardless the presence of deletion.



161
162
163
164
165
166
167
168
169

170
171
172
173
174

175
176
177
178
179
180

181

182

183
184
185
186
187

49

Regarding the molecular basis of acquired resistance, rl gene sequencing
showed absence of mutations (wild-type) at positions 2058 and 2059 of the 23S
rRNA in all isolates of this study. However, we found 31/42 (73.8%) isolates which
presented resistance up to 3 days of incubation which indicates that there may be
another molecular mechanism involved in acquired resistance. Although isolates wild-
type for the rrl gene resistant to clarithromycin are not an usual finding, Maurer et al.
described the presence of resistant isolates without mutation in the rrl gene in M.
abscessus subsp. abscessus (14). Therefore, mutations at 23S rRNA solely cannot

be used as a marker for acquired resistance to clarithromycin.

Our study observed the presence of erm(41) gene in susceptible strains which
did not developed resistance up to 14 days of incubation. Esteban et. al., (28)
demonstrated low MIC for isolates erm(41) positive and isolates erm(41) negative
with high MICs. Therefore the presence of erm(41) gene is not necessarily correlated

with resistance of higher MIC of clarithromycin.

The main finding of our study was the high number of M. abscessus complex
isolates (73.8%) with resistance to clarithromycin which did not correlate with rrf
mutation. We also found that 5 isolates did not developed phenotypic resistance in
vitro regardless the presence of the T28 erm(41) gene. Therefore, one should
consider that the results of erm(41) and rrl sequencing are not fully concordant with

phenotypic clarithromycin susceptibility tests.
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287  Table 1. Clarithromycin MICs and sequencing results of erm(41) and rrl genes

288
MIC* ug/mL rr** erm(41)*
Species Pattern N isolates day 3 day 5 day 7 day 14
8 8 8 8 8 WT** T28
1 8 16 16 16 WT T28
4 16 16 16 16 WT T28
1 3 32 32 32 32 WT T28
1 32 32 32 64 WT T28
1 64 64 64 64 WT T28
M. abscessus 1 0,125 1,125 8 8 WT T28
subsp. massiliense 1 0,25 0,25 8 8 WT T28
2 1 1 1 16 16 WT T28
1 1 32 32 32 WT T28
2 2 32 32 32 WT T28
1 0,25 0,25 0,25 0,25 WT T28
3 2 0,25 0,25 0,5 0,5 WT T28
1 0,25 0,25 0,5 1 WT T28
2 8 8 8 8 WT T28
1 8 16 16 16 WT T28
3 16 16 16 16 WT T28
M. abscessus 1 1 16 32 32 32 WT T28
subsp. abscessus 3 32 32 32 32 WT T28
3 32 32 64 64 WT T28
3 1 0,6 0,125 0,125 0,125 WT T28
289 *Minimum Inhibitory Concentration; **Comparison to Mycob acterium ab scessus ATCC 19977; ***Wild-type.
290
291  Table 2: Positions of nucleotide substitutions in rr/ and erm(41) genes
Isolate  Position Point mutation Susceptible profile Species
121321 2138 G-C Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus*
1522 C-T
131205 1743 A-T Pattern 1 M. abscessus subsp. massiliense*
1746 A-G
131253 1713 C-T Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus™
rrl 1320 A-C
900769 1335 T-G Pattern 2 M. abscessus subsp. abscessus*
1377 C-G
110636 1371 G-A Pattern 2 M. abscessus subsp. massiliense*
1294 A-T
900161 1296 T-C Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus*
1335 T-C
12]?2; 120 A-G Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus™*
110920 159 T-C Pattern 1
900769 238 A-G Pattern 2
131253 255 C-A Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus™*
130295 330 A-C Pattern 1 ’ )
121187 Pattern 1
erm(41) 900161 Pattern 1
130295 275 G-T
121187 336 T-C Pattern 1 M. abscessus subsp. abscessus™*
900161
67 C-T
800107 ;gi g__é Pattern 2 M. abscessus subsp. massiliense™***
218 C-T

292 *The gene sequence of Mycob acterium ab scessus ATCC 19977 was used as reference; **The gene sequence of

293 Mycobacterium abscessus ATCC 19977 was used as reference; ***The gene sequence of Mycobacterium
294 massiliense strain RGM140 FJ358490.1 was used as reference.






6. CONCLUSOES GERAIS

A principal conclusdo obtida através do nosso estudo foi que os dados
moleculares do perfil genotipico de erm(41) e rrl ndo sao totalmente concordantes
com os testes fenotipicos de sensibilidade a claritromicina, visto que, em nosso
estudo tivemos um elevado numero de isolados do complexo M. abscessus com
resisténcia a claritromicina que ndo apresentou correlagdo com a mutagdo no gene
rrl. Além disso, 5 isolados nao desenvolveram resisténcia fenotipica in vitro, mesmo

na presenga do gene erm(41) com polimorfismo no nucleotideo T28.

Alto indice de resisténcia adquirida a claritromicina (antes de 3 dias) entre

isolados do complexo M. abscessus.

Alto indice de resisténcia adquirida a claritromicina entre isolados de M.
abscessus subps. massiliense, sendo que a literatura indica que essa subespécie

deveria ser sensivel a claritromicina.

Todos os isolados de M. abscessus subps. massiliense apresentaram delegao
de aproximadamente 200pb no gene erm(41)mas, apesar disso, 6 isolados (21,4%

6/28) foram capazes de desenvolver resisténcia a claritromicina.

Um isolado de M. abscessus subps. abscessus ndo desenvolveu resisténcia
adquirida mesmo na presenga do polimorfismo no nucleotideo T28 do gene erm(41),

0 que ainda nao havia sido descrito na literatura.

Varias mutacdes pontuais foram observadas em outras posi¢des nos genes rrl

e erm(41), mas as mesmas nao acarretaram em troca de aminoacido.

Os isolados do complexo M. abscessus tém grande possibilidade de
apresentarem outro mecanismo molecular envolvido na resisténcia adquirida a

claritromicina.
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Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 880.730
Data da Relatoria: 18/11/2014

Apresentacao do Projeto:

O projeto “PERFIL MOLECULAR E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A CLARITROMICINA DE
MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO” & um estudo transversal retrospectivo, de coparticipantes,
que pretende avaliar o perfil molecular e de susceptibilidade das MCR (Micobactérias de Crescimento
Rapido) a claritromicina encaminhados ao Instituto de Pesquisas Bioldgicas — Laboratdrio Central do Estado,
IPB-LACEN/RS nos anos de 2007 a 2012. Esta avaliagcdo sera realizada através da determinacio da CIM
(concentracao inibitéria minima) a claritromicina e aos principais agentes antimicrobianos, e da
determinacao dos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia das MCR através da realizacdo de
sequenciamento do gene erm nas amostras resistentes a claritromicina. Posteriormente sera realizada a
correlagéo entre os dados clinicos do paciente com o perfil de resisténcia a droga, para que se possa ter
uma maior compreensao dos mecanismos de resisténcia relacionados as MCR.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

Avaliar o perfil de susceptibilidade e os mecanismos moleculares de resisténcia & claritromicina das MCR
encaminhados ao IPB-LACEN/RS nos anos de 2007 a 2012.
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Objetivos especificos

- Determinar a CIM das MCR a claritromicina e aos principais agentes antimicrobianos;
- Correlacionar os dados clinicos do paciente com o perfil de resisténcia;

- Avaliar os mecanismos moleculares de resisténcia a claritromicina para MCR;

- Realizar o sequenciamento do gene erm nas amostras resistentes a claritromicina.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Possiveis Riscos:

N&o apresenta riscos.

Deve ser considerado o risco de quebra de confidencialidade, minimizado pelo preenchimento de Termo de
Compromisso preenchido pelos pesquisadores.

Possiveis Beneficios:

O trabalho vem auxiliar na evidenciac¢do do perfil molecular e de susceptibilidade das MCR, através da
determinacao da CIM & claritromicina e aos principais agentes antimicrobianos, assim como, a avaliacio dos
mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia das MCR, através da realizacdo de sequenciamento do
gene erm nas amostras resistentes a claritromicina. E, posterior correlacdo entre os dados clinicos do
paciente com o perfil de resisténcia a droga, para que se possa ter uma maior compreensao dos
mecanismos de resisténcia relacionados as MCR. Nao ha beneficio direto para os participantes, esta
previsto beneficio coletivo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O crescente niumero de publicacdes cientificas abordando infecgdes causadas por MCR (Micobactérias de
Crescimento Réapido) sugere que estes microrganismos podem ser considerados patégenos emergentes,
sendo responsaveis por surtos de doenca em todo o mundo. A frequéncia progressiva do aparecimento de
MCR, na rotina laboratorial e clinica, demonstram a importancia que tais patologias vém assumindo, no
decorrer dos anos, em nossa comunidade, demonstrando assim a importancia de investigacao das cepas de
MCR presentes em nosso Estado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O projeto inclui contextualizacdo do tema, justificativa, hipotese, objetivos, metodologia, aspectos éticos,
cronograma de atividades e referéncias bibliograficas. Também foi incluido Formulario de Delegacéo de
Funcdes, Termo de Compromisso para Utilizacdo de Material Biolégico, Termo de Compromisso de
Divulgacdo, Termo de Compromisso para Utilizacdo do Banco de Dados e Termo de Compromisso para
Utilizacdo de Material Biologico e Informacdes Associadas.
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Nao foi incluido o aceite da Fundac&do Estadual de Producéo e Pesquisa em Saude (FEPPS).

Recomendagoes:
Nada a recomendar.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
E necessario esclareces as seguintes pendéncias relacionadas abaixo:

1) Esclarecer o envolvimento do Hospital de Clinicas no estudo e onde serao realizadas as etapas do
projeto. N&o fica claro no projeto qual o envolvimento do HCPA no estudo, com excecao do vinculo do
pesquisador principal; ndo é mencionado se este sera o local de realizacdo dos experimentos ou de outra
atividade.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Os experimentos serdo realizados no Hospital de Clinicas, no
Laboratério de Resisténcia Bacteriana (LABRESIS).” Esclarecimento incluso no item: “Metodologia
Proposta.

PENDENCIA ESCLARECIDA.

2) O projeto esta vinculado ao PPG em Ciéncias Farmacéuticas da UFRGS, e as amostras a serem
utilizadas serdo oriundas do Instituto de Pesquisas Biologicas, Laboratério Central do Estado, IPBLACEN/
RS, Fundacéo Estadual de Producgéo e Pesquisa em Saude (FEPPS). No entanto, ndo é apresentada uma
carta de concordancia ou de aprovacgéao por parte do Grupo de Politica de Pesquisa desta instituicdo.
RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Foi incluso o anexo intitulado “Termo de Autorizacdo de Atividades”,
onde consta a assinatura da chefe da Secdo de Micobactérias (Simone Minghelli), a assinatura da chefe da
Divisdo de Biologia Médica (Maria de Fatima Tostes de Abreu) e do diretor do IPB-Lacen/RS (Fernando
Kappke).

PENDENCIA ATENDIDA.

3)Esclarecer o tamanho da amostra e calculo do tamanho amostral. Nao € apresentado no projeto o calculo
do tamanho amostral, apenas € mencionado que serdo avaliados 43 isolados de MCR no projeto, mas no
formulario da Plataforma Brasil consta o niimero de 65 isolados de MCR. Qual & o nimero correto? Como
os pesquisadores chegaram neste numero?

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Serédo incluidos no estudo 65 cepas de Micobactérias de
Crescimento Rapido, que compde todas as cepas de MCR do banco de culturas do IPB-Lacen/RS, entre os
anos de 2007 a 2012, nao foi realizado calculo amostral, pois trata-se de um estudo com
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amostragem por conveniéncia.
PENDENCIA ESCLARECIDA.

4) Nao foi incluido no projeto o item ‘descri¢cdo das analises estatisticas’, e no formulario da Plataforma
Brasil foi mencionado de forma muita sucinta. Incluir descricdo de como os diferentes tipos de dados serdo
analisados, bem como quais os tipos de testes que poderdo ser utilizados.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Foi incluido no projeto o item “Analises Estatisticas”. O item
“Metodologia de Anélise de dados”, foi complementado com os seguintes dados: Serfo realizadas anélises
estatisticas para variaveis continuas, sendo utilizada a estatistica descritiva. Para variaveis dicotdmicas ou
policotémicas sera utilizada a estatistica ndo paramétrica. O teste Exato de Fischer e teste t de Student
serao utilizados para a analise comparativa dos grupos (P <0,05 sera considerado estatisticamente
significativo).

PENDENCIA ESCLARECIDA.

5) Néao foi incluido no projeto o item ’critérios de inclusdo e excluséo”, embora no item 3.2 - Amostras e
Isolados figue subtendido quais séo esses critérios. Sugerimos indicar mais claramente no texto quais
seriam esses critérios.

RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Foram incluidos no estudo apenas cepas de Micobactérias de
Crescimento Rapido, as quais foram provenientes do IPB-Lacen/RS. Em casos de pacientes com mais de
uma amostra por ano, sera selecionada apenas uma cepa referente a cada ano do estudo.

PENDENCIA ESCLARECIDA.

6) Rever a avaliacdo risco/beneficio de acordo com o descrito no campo Avaliacdo dos Riscos e Beneficios.
RESPOSTA DOS PESQUISADORES: Deve ser considerado o risco de quebra de confidencialidade,
minimizado pelo preenchimento de Termo de Compromisso preenchido pelos pesquisadores.
PENDENCIA ATENDIDA.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacéo (verséao do projeto de 29/10/2014 e demais documentos

submetidos até a presente data, que atendem as solicitacdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos
e metodolégicos do projeto. Para que possa ser realizado o mesmo devera estar cadastrado no sistema
WebGPPG em razdo das questdes logisticas e financeiras. O projeto somente podera ser iniciado apos
aprovac¢éo final da Comissdo Cientifica, através do Sistema WebGPPG.

Qualquer alterac&o nestes documentos devera ser encaminhada para avaliacdo do CEP. A comunicac¢éo de
eventos adversos ocorridos no estudo devera ser realizada através do Sistema GEO — Gestao Estratégica
Operacional, disponivel na intranet do HCPA.

PORTO ALEGRE, 21 de Novembro de 2014

Assinado por:
José Roberto Goldim

(Coordenador)
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7.2 ANEXO Il - Folha de Rosto Plataforma Brasil

?% & MINISTERIO DA SAUDE - Conseiho Nacional de Satide - Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLYENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa: 2. Numero de Participantes da Pesqguisa:
PERFIL MO!.‘_ECULAR E PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A CLARITROMICINA DE 65
MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento: -
Grande Area 2. Ciéncias Bro\ogicas

PESQUISADOR RESPONSAVEL L

P

5. Nome:

Afonso Luis Barth

6. CPF: 7. Enderego {Rua, n.%):

415.701.540-15 TULIO DE ROSE PASSO D'AREIA 400/802B PORTO ALEGRE RIO GRANDE DO SUL 91340110
8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRO (51)9807-5512 albarth@hcpa.ufrgs.br

12. Cargo: /7

Termo de Compromisso: Declaro gue conhego e cumptirei os requisitos da Resoluggo CNS 466/12 e sdas cocmpfementares. Comprometo-me a

utiizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocoio e a pubiica/os res ‘ados sejam eles favoraveis ou néo.
Aceito as responsabilidades pela conducao cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa fol
por todos o0s responsaveis e fara parte integrante da documentagéo do mesmo.

oL, o2, Qoly

INSTITUIGAO PROPGNENT,E Ll : r

13. Nome: 14 CNPJ 15. Unidade/Orgao:
Hospital de Clinicas de Porto Alegre 87.020.517/0001-20

16. Telefone: 17. Qutro Telefone:

(51) 3359-7640

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituigao ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta instituigdo tem condigoes para ¢ desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugéo.

Responsavel: CPF:

Cargo/Fungao:

Data: / /

Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL

18. Nome: 19 Telefone 20. Qutro Telefone
5326 Hospitai de Clinicas de Porto Alegre (51) 3359-7640

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou nao.
Aceito as responsabilidades pela condugao cientifica do projeto acima.

Nome: CPF:

Cargo/Funcao: Email:

Data: / /

Assinatura




