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RESUMO

Relatos cientificos descrevendo o surgimento de infec¢cdes por micobactérias de
crescimento rapido (MCR) em varios paises e a notificagdo nos ultimos cinco anos
em varios estados no Brasil de infec¢cdes hospitalares por MCRs levaram a
publicacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da Resolucdo n°
51, de 21 de outubro de 2009, na qual é exigida dos fabricantes a comprovacéo da
eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos contra, ndo somente
a cepa de Mycobacterium bovis BCG Moreau, como também para Mycobacterium
massiliense INCQS n° 00594. Isso agravou o problema ja existente no Setor de
Saneantes do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacao
Oswaldo Cruz da aquisicdo do enriquecimento Middlebrook ADC Enrichment,
utilizado em grande volume na confeccdo de dois dos trés meios de cultura, meio de
Kirchners (K) e meio Middlebrook 7H9 (7H9), utilizados no Método Confirmatério
para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes preconizado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), jA que esse produto, além de
muito caro, é fabricado somente pela Difco/BD/BBL e possui a validade de apenas
oito meses a partir da data de fabricacdo, o que implica em um prazo curto para o
seu emprego apdés cumprir todo o tramite de importagcédo. Esses fatores contribuiram
para que este estudo fosse desenvolvido utilizando-se tanto o enriquecimento
comercial ADC, quanto outro enriquecimento de valor mais acessivel preparada em
laboratorio conforme Fonseca, Silva e Gontijo Filho (1985), constituido de soro fetal
bovino e glicose (SFBG), a fim de dar subsidios para o desenvolvimento tecnoldgico
de métodos na area de desinfetantes micobactericidas, de forma a ndo depender s6
do produto fabricado pela Difco/BD/BBL. Assim, o objetivo principal deste estudo foi
comparar as diferentes curvas de crescimento de algumas micobactérias, M. bovis
BCG Moreau INCQS n° 00062, M. massiliense INCQS n° 00594, M. chelonae ATCC
35752, M. fortuitum ATCC 6841 e M. abscessus ATCC 19977, utilizando o
enriquecimento ADC e o SFBG nos meios de cultura K e 7H9, e avaliar a qualidade
de dois desinfetantes a base de glutaraldeido (A e B) e a suscetibilidade das MCR
de referéncia frente a esses desinfetantes, aplicando os dois enriquecimentos.
Através da andlise estatistica realizada com o teste de Kruskal-Wallis na avaliagdo
da taxa de crescimento dos microrganismos, verificou-se que nao houve diferenca
significativa na utilizacdo dos dois enriquecimentos. No ensaio para avaliacdo da
atividade micobactericida de desinfetantes, os dois produtos foram ineficazes para
M. bovis, M. massiliense, M. abscessus e M. fortuitum. Ja M. chelonae foi eliminado
somente pelo desinfetante B. Porém, estudos complementares sdo necessarios para
a finalizacdo dos ensaios com a cepa de M. bovis BGC Moreau, e a realizacao de
estudos de validacdo intra-laboratorial e inter-laboratorial relacionados a possivel
substituicdo do enriquecimento ADC pelo SFBG nos ensaios para avaliagdo da
atividade micobactericida de desinfetantes.

Palavras-chave: Atividade Micobactericida, Enriquecimentos; Micobactérias;
Desinfetantes



ABSTRACT

Recent scientific reports describing the emergence of rapidly growing mycobacteria
(RGM) in many countries and notification of nosocomial infections caused by RGM in
many states of Brazil in the last five years led to the publication of the resolution
number 51, of October 21 2009, by Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). In this document it is stated that all the manufacturers must provide
evidences of efficacy of disinfectants products for semicritical articles against the
strain Mycobacterium bovis BCG Moreau, and also Mycobacterium massiliense
INCQS 00594. It has increased the existing problem in the disinfectant sector of
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude from Fundacdo Oswaldo Cruz
related to the acquisition of Middlebrook ADC Enrichment, which is used in large
volumes for confectioning of two culture medium, Kirchners medium (K) and
Middlebrook 7H9 medium (7H9), used in Confirmative in vitro Test for Determining
Mycobactericidal Activity of Disinfectants recommended by Association of Official
Analytical Chemists (AOAC). This product is sold in high prices and is manufactured
by Difco/BD/BBL. Further, its expiration date consists of only eight months from
manufacturing date, what results in a short-term for using after all import procedures.
These factors have contributed for the development of this study for comparison of
the commercial ADC enrichment and another low-cost enrichment prepared in
laboratory according to Fonseca, Silva e Gontijo Filho (1985), consisting of bovine
fetal serum and glucose (SFBG), in order to provide easiness improvement of studies
and methods in mycobactericidal disinfectants area, not depending on only the
product manufactured by Difco/BD/BBL. So, the aim of this study was to compare the
different growth curves of some mycobacteria, M. bovis BCG Moreau INCQS n°
00062, M. massiliense INCQS n° 00594, M. chelonae ATCC 35752, M. fortuitum
ATCC 6841 e M. abscessus ATCC 19977, using ADC enrichment and SFBG in
culture medium K e 7H9, and evaluate the quality of two glutaraldehyde-based
disinfectants (A and B) and the susceptibility of reference NTM against these
disinfectants, applying both enrichments. Through statistical analysis made with
Kruskal-Wallis test in the evaluation of growth rate of microrganisms, it was observed
that there was no interference in RGM growth by any of the enrichment used. In the
evaluation assay for mycobactericidal activity of disinfectants, the two products were
ineffective for M. bovis, M. massiliense, M. abscessus e M. fortuitum. M. chelonae
was eliminated only by disinfectant B. Nevertheless, a complementary study is
needed for obtaining final results with the strain M. bovis BGC Moreau, and intra-
laboratorial and inter-laboratorial validation studies related to the possibility of
substitution of ADC enrichment by SFBG in assays for the evaluation of
mycobactericide activity of disinfectants.

Key-words: Mycobactericidal Activity; Enrichment; Mycobacteria; Disinfectants
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1 INTRODUCAO

1.1 INFECCAO HOSPITALAR

Uma das maiores preocupacdes na area da saude esta relacionada ao
problema de infeccdo hospitalar que é definida como infec¢Bes adquiridas no
hospital ou em qualquer outra instituicdo de assisténcia a saude que ndo estavam
presentes ou em incubacdo na época da admissdo do paciente no hospital. Esse
termo inclui infecgcdes que sdo adquiridas no hospital e se manifestam durante a
internacdo ou mesmo apos a alta. Também abrange as infec¢des relacionadas a
procedimentos realizados ambulatoriamente, durante cuidados domiciliares e as
infeccbes ocupacionais adquiridas pelos profissionais de saude (PITTET et al., 2006,
WHO, 2005).

As doencas infecciosas sao amplamente distribuidas em todo o mundo,
causando desde infec¢des brandas até infecgbes mais graves que podem levar a
morte. No ambiente hospitalar, estas infec¢cdes representam uma das grandes
preocupacdes para 0s pacientes e o0s profissionais de saude (KAMPF;
HOLLINGSWORTH, 2003, SAIDA et al., 2009). E comum a ocorréncia de infec¢des
hospitalares, incluindo surtos, sendo especialmente preocupantes para pacientes
que sofreram alguma intervengdo cirargica ou que possuem algum tipo de
imunocomprometimento, causado por transplante de O6rgaos, quimioterapia ou
doencas infecciosas (MEYER; KLARENBEEK; MEYER, 2010). Em média, 7 a 10%
dos pacientes hospitalizados adquirem infeccdo apoOs internagcdo. Uma parte
substancial destas infec¢cbes resulta de contaminacdo cruzada (BUCHER, 2000).
Dessa forma, € fundamental prevenir essas infec¢bes e a transmissdo nosocomial
para outros individuos.

Estudos epidemiologicos revelam que tais infecgcbes sdo decorrentes de
procedimentos e técnicas praticados de forma inadequada pelos profissionais de
saude (GOLDMANN, 1992, EMORI; GAYNES, 1993) como a desinfeccéo
inadequada dos instrumentos hospitalares (KAYABAS et al., 2008), de mobiliarios
presentes nestes locais, e da antissepsia da pele das pessoas presentes nestes
ambientes (PENNA; MAZZOLA; MARTINS, 2001), sendo a transmissao de

microrganismos pelas maos dos profissionais de saude considerada uma das
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principais causas de infec¢do hospitalar (BUCHER, 2000). Sendo assim, as técnicas
de assepsia também representam procedimentos essenciais, pois uma vez
guebradas ou nao utilizadas poderao resultar no surgimento de infec¢cdes (HOPPER,;
MOSS, 2010).

E assim, tem-se dado maior atencdo as medidas preventivas com o objetivo
de reduzir a exposicdo do hospedeiro suscetivel aos microrganismos (BOLDIN;
BONTEN; DIEKMANN, 2007), através do uso de anti-sépticos sobre tecidos vivos, e
de outros tipos de agentes antimicrobianos para a desinfeccdo de artigos médicos,
do mobiliario e das superficies em hospitais, ja que muitos microrganismos tendem a
aderir as superficies levando inclusive a formacdo de biofiimes (ALI; KHAMBATY;
DIACHENKO, 2005). A desinfec¢éo por esses agentes pode ser de carater fisico ou
quimico ou as vezes a combinacdo dos dois (RUSSEL, 1991, NOGUCHI et
al.,1999).

1.2 MICOBACTERIAS

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, da familia
Mycobacteriaceae e estdo dentro do dominio Bacteria, filo Actinobacteria, classe
Actinobacteria, subclasse Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, subordem
Corynebacterineae (EUZEBY, 2011). O nome Mycobacterium (fungus bacterium), foi
proposto por Lehmann e Neumann em 1896, em referéncia a pelicula formada pelo
Mycobacterium tuberculosis na superficie de meios liquidos que era similar a
produzida por alguns fungos (ARAUJO; MARIA; BAPTISTA, 2008). O género
Mycobacterium atualmente estd constituido por 149 espécies e 11 subespécies,
descrita na lista de espécies bacterianas com nomes aprovados (EUZEBY, 2011).

Esses microrganismos se apresentam como bacilos ligeiramente curvos, de 1
a 10 um de comprimento, 0,2 a 0,6 um de largura, aerdbios estritos, iméveis, nédo
esporulados e nao encapsulados (FONTANA, 2008). Possuem algumas
caracteristicas, tais como a resisténcia a drogas que esta relacionada com sua
parede celular, a qual, devido as propriedades biol6gicas, garante as micobactérias
a classificacdo como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), isso decorre do fato de

gue em procedimentos de coloracédo, a fucsina impregna a célula micobacteriana, e
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esta ndo é descorada por uma solugédo constituida de alcool e acido cloridrico.
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005) (FIGURA 1).

FIGURA 1. Lamina corada pela Técnica de Ziehl-Neelsen de Mycobacterium avium.
Disponivel em: <http://www?2.hawaii.edu/~johnb/micro/m130/m130info.htmI>
Acesso em janeiro de 2011.

No passado, todas as espécies de micobactérias que nao causavam
tuberculose foram denominadas como micobactéria “atipicas” ou como “outras
bactérias que ndo o bacilo da tuberculose” (MOTT, do inglés: mycobacteria other
than tubercle bacilli). A nomenclatura atual, adotada pela American Thoracic Society
(ATS) descreve esses microrganismos como Micobactérias Nao causadoras de
Tuberculose (MNT) (JORDAN et al.,, 2007). Além de serem conhecidas como
atipicas, MOTT e MNT, a essas espécies de micobactérias foram dados outros
nomes diferentes, como ambientais e oportunistas (KATOCH, 2004).

As micobactérias sao classificadas em dois grupos de acordo com a taxa de
crescimento em meio sélido: micobactérias de crescimento lento (MCL) — tempo de
geracdo acima de 16 horas (crescimento visivel em periodo acima de 7 dias) e
micobactérias de crescimento rapido (MCR) — tempo de geracdo de 3 a 4 horas
(crescimento visivel em periodo abaixo de 7 dias). As MCL incluem a maioria das
micobactérias patogénicas como o complexo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) e
o0 complexo Mycobacterium avium (MAC). Esses dois grupos se diferenciam néo sé

guanto a taxa de crescimento como também de acordo com a morfologia da coldnia,
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viruléncia e sensibilidade a antibioticos e biocidas (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM,
2004, BRITO, 2008, PITOMBO; LUPI; DUARTE, 2009).

As micobactérias de crescimento rapido (MCR) séo saprofitas, encontradas
em varios reservatérios ambientais como agua, solo, em forma de aerossois, em
protozoarios, em animais e em seres humanos (HOWARD; BYRD, 2000, PRIMM;
LUCERO; FALKINHAM, 2004), abrangem as espécies pertencentes ao complexo
Mycobacterium fortuitum, complexo Mycobacterium chelonae-abscessus, complexo
Mycobacterium smegmatis, e Mycobacterium massiliense. Esta Ultima espécie teve
seu nome validado em 2006, tendo sido separada do complexo M. chelonae-
abscessus (SHINNICK; GOOD, 1994, DAWSON, 2000, HOWARD; BYRD; 2000,
ADEKAMBI et al., 2004, EUZEBY, 2011).

Em 1954, Timpe e Runyon criaram, para as micobactérias que denominaram
atipicas, uma classificagdo em quatro grupos, refinada por Runyon em 1959. Ele
classificou as micobactérias de acordo com sua velocidade de crescimento e sua
capacidade de produzir, ou nao, pigmentos em determinadas condi¢des
(LEVINSON; JAWETZ, 2005), sendo trés grupos de micobactérias de crescimento
lento e um grupo de crescimento rapido (TABELA 1).

As fotocromogénicas (Grupo 1), chamadas assim por serem capazes de
produzir pigmento amarelo ou laranja quando células em crescimento sdo expostas
a luz e de crescimento lento, incluem M. kansasii, M. simiae e M. marinum. As
escotocromogénicas (Grupo Il), semelhantes as anteriores produzem col6nias com
pigmento amarelo brilhante, tanto quando cultivadas sob luz e no escuro. Este grupo
inclui M. scrofulaceum, M. gordonae, M. flavescens e M. xenopi. As acromogénicas
ou nao-fotocromogénicas (Grupo Ill) incluem algumas espécies que produzem
pequena quantidade de pigmento amarelo palido, cuja cor ndo € intensificada pela
exposicao a luz, incluem os complexos M. avium-intracellulare. As MCR (Grupo V)
produzem colénias em culturas geralmente em trés a cinco dias. Incluem espécies
que exibem pigmentacdo amarela e duas ndo pigmentadas (LEVINSON; JAWETZ,
2005), tais como o Mycobacterium fortuitum (BROWN-ELLIOT; WALLACE JR, 2005,
FONTANA, 2008).
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TABELA 1. Micobactérias atipicas de acordo com a classificacdo de Runyon.

Producdo de Pigmento
Velocidade de
Grupo Crescimento No Claro No Escuro Espécies Tipicas
| Lento Sim Nao M. Kansasii, M. marinum
Il Lento Sim Sim M. scrofulaceum
Il Lento N&o N&o Complexo M. avium
v Rapido Sim ou Nao Sim ou Nao M. fortuitum, M. abscessus

Fonte: Adaptado de Levinson & Jawetz, 2005.

As micobactérias sao diferentes das demais bactérias quando sao
observadas propriedades relacionadas a quantidade e aos tipos de lipideos
complexos, ou seja, acidos graxos de cadeia longa (acidos micélicos), presentes na
parede celular. Os acidos micélicos formam ligacdes covalentes com polissacarideos
que compdem a parede celular, denominado arabinogalactana que, por sua vez,
ligam-se ao peptideoglicana por meio de pontes fosfodiéster (TRABULSI,;
ALTERTHUM, 2004).

Como pode ser verificada na FIGURA 2 a parede celular das micobactérias
contém uma camada de peptideoglicana (4), que é a camada mais interna da parede
e que confere rigidez; composto por acido N-glicolimuramico em vez de acido N-
acetilmuramico, encontrado na maioria das outras bactérias. Os acidos micolicos (2)
representam cerca de 60% da parede celular micobacteriana e constituem-se de
lipideos que consistem basicamente de acidos graxos de cadeia longa incomuns,
com 60 a 90 atomos de carbono. Eles formam ligacdes covalentes com
polissacarideos de cadeia ramificada que compdem a parede celular, denominado
arabinogalactana (3) que, por sua vez, ligam-se ao glicopeptideo por meio de pontes
fosfodiéster. O complexo glicopeptideo-acido micolico-arabinogalactana forma o
esqueleto da parede das micobactérias (8). Projetando-se através das camadas da
parede glicopeptidica, arabinogalactana e acido micélico, sdo encontrados também
fosfolipideos substituidos (7) e lipopolissacarideos (6), que estdo unidos a camada
mais externa da célula micobacteriana. Essa camada mais externa € composta de
diferentes lipideos, incluindo os glicolipidios, sulfolipidios, fenolglicolipidios,
peptidioglicolipidios e os lipoarabinomanana (ASSIS, 2007, BRITO, 2008).
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FIGURA 2. Esquema da parede celular das micobactérias
Disponivel em: <commons.wikimedia.org/wiki/File:Mycobacterial_cell_wall_diagram.png>
Acesso em agosto de 2009

A complexidade da parede micobacteriana, o seu grande conteudo lipidico e a
camada tripla da parede celular conferem as micobactérias maior resisténcia aos
desinfetantes, as temperaturas elevadas e a luz ultravioleta quando comparadas as
outras bactérias patogénicas (FONTANA, 2008). Os acidos micdlicos formam uma
cobertura que permite a micobactéria ser resistente a dessecagdo, podendo
sobreviver por periodos prolongados em condi¢cdes extremas (BRITO, 2008). Além
disso, sdo capazes de formar biofilme que além de suportar o crescimento
micobacteriano, protege o organismo dificultando a desinfeccdo (LORENA,;
DUARTE; PITOMBO, 2009). Isso dificulta sua eliminacédo e prevencao, facilitando a
transmissao dentro do ambiente hospitalar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

O género Mycobacterium inclui microrganismos de importancia clinica como
Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose e Mycobacterium
leprae, agente causador da hanseniase. O complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) compreende as espécies M. tuberculosis, M. africanum, M.bovis, M.
cannetti, M. caprae, M. microti e M. pinnipedi (COROS; DE CONNO; DERBYSHIRE,
2008). O complexo Mycobacterium avium (MAC) inclui diversas espécies de
micobactérias entre elas M. avium e M. intracellulare, microrganismos estes

frequentemente relacionados as complica¢cées da AIDS (RAMOS et al., 2000).
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Entre as principais espécies de MCR relacionadas as doengcas no homem
encontram-se M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum (TIMERMAN, 2005), porém
essas infeccbes geralmente estdo associadas a pessoas com fatores
predisponentes ou imunocomprometidas, ja que sdo microrganismos que geralmente
apresentam baixa viruléncia (WAGNER; YOUNG, 2004, CHO et al., 2010) .

Na literatura, nas ultimas décadas, foram publicados varios relatos cientificos
nacionais e internacionais de infeccbes causadas por MNT apdés traumas, cirurgias
cardiacas, cirurgias plasticas na face, mamoplastia, cirurgias dermatologicas,
lipoaspiracdo, implante de silicone na mama, implante de proteses articulares,
acupuntura, mesoterapia, atendimento por pedicure, injecdo de silicone, injecdes
subcutaneas, e intramusculares de antibidticos, esterdides e medicamentos
alternativos. Surtos de Ulceras na pele, infeccdo pulmonar, bacteremia associada a
cateter e/ou dialise, pseudosurtos associados a broncoscopia e a laparoscopia, e
ceratite apds cirurgia a laser (LASIK, do inglés: Laser-Assisted in Situ
Keratomileusis) (WALLACE JR; BROWN; GRIFFITH, 1998, BROWN-ELLIOT;
GRIFFITH; WALLACE, 2002, FREITAS et al., 2003, TIWARI et al., 2003, USLAN et
al., 2006, EID et al., 2007, KIM et al., 2007, CARBONNE et al., 2009), acometendo
tecidos e 6rgdos do corpo causando osteomielite, artrite, linfoadenite, otite média
cronica, infec¢cbes da cornea, doencas pulmonares, entre outros. (FALKINHAM,
1996, HOWARD; BYRD, 2000, PHYLLIPS; VON REYN, 2001, SHIN et al., 2007).

O tratamento das doencas por MCR pode se tornar dificil ndo somente por
apresentarem resisténcia a maioria das drogas de primeira linha como também
exibirem diferentes perfis de sensibilidade aos antibidticos disponiveis, além do fato
do tratamento envolver meses de antibioticoterapia e até a remocédo do tecido
infectado (HOWARD; BYRD, 2000).

Em estabelecimentos de saude as MCR tém sido encontradas em agua
encanada, maquinas de gelo, equipamentos dentarios, broncoscépios, injetores, em
agua de rinsagem para maquinas de hemodialise, provavelmente devido a
hidrofobicidade das paredes das células micobacterianas, e em desinfetantes
(HOWARD:; BYRD, 2000).
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No Brasil, de 2003 até abril de 2008, foram notificados mais de 2000 casos de
infeccdo por MCR em 14 estados, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Piaui, Rio
de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (FIGURA 3), distribuidos
predominantemente em hospitais privados no pais (ANVISA, 2008). As infeccbes
foram caracterizadas por hiperemia local e formacdo de abscessos com aspecto
inflamatério e secre¢cdes purulentas, além de nao responderem a terapia
antimicrobiana comum (VIANNA-NIERO et al., 2008). Esses casos de infec¢do por
MCR foram, sobretudo em pacientes submetidos a procedimentos invasivos, sendo
um aspecto comum entre esses casos a utilizacdo de instrumentais ou artigos
médicos desinfetados com produtos a base de glutaraldeido, que na pratica clinica
constitui uma das medidas para prevenir a disseminacdo dos microrganismos em
estabelecimentos associados a saude (RUSSEL, 1991, NOGUCHI et al., 1999).

Segundo Shin e colaboradores (2007), como nédo ha evidéncia de transmissao
de MNT de pessoa para pessoa, € sugerida a proposi¢cdo de que os seres humanos
sao infectados a partir de fontes ambientais as quais podem incluir aerossoéis, solo,
alimentos, equipamentos e agua (SHIN et al.,, 2007). Véarios tipos de MNTs foram
identificados em gelo e agua de abastecimento publico e existem varios relatos de
que MNTs podem sobreviver, manter e crescer em sistemas de agua potavel (VON
REYN et al.,, 1993, VON REYN et al.,, 1994, FALKINHAM, 1996, COVERT et
al.,1999).
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FIGURA 3. Distribuicéo de casos de infeccdo por MCR no Brasil no periodo de 2003 a 2008.
Cinza — estados com incidéncia; Branco — estados sem incidéncia.
Fonte: ANVISA, 2008.

Alguns estudos relatam a persisténcia desses microrganismos em ambientes
hospitalares pelo fato de ndo serem destruidos por desinfetantes e tolerarem
variacbes de pH e temperaturas. Assim, as MNT podem ser encontradas em
equipamentos médicos inadequadamente desinfetados contribuindo para a
ocorréncia de infec¢gbes hospitalares (SHIN et al., 2007).

Segundo o Departamento de Vigilancia Epidemioldgica, da Secretaria de
Vigilancia em Saude, do Ministério da Saude (DEVEP/SVS/MS), através da Nota
Técnica n° 2/ 2007, (ANVISA, 2007a), a hipotese de causa mais provavel para o
surto € a de contaminagcdo dos materiais e instrumentos, decorrente de falhas em
uma das etapas de seu reprocessamento utilizadas em videocirurgias.

Devido os relatos sobre a possivel resisténcia a glutaraldeido por
micobactéria de crescimento r4pido disseminada em territorio brasileiro, a ANVISA
publicou em 23 de outubro de 2008 a Resolugdo RDC n° 75, que dispbe sobre a
necessidade de comprovacao da eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos
semicriticos frente a Mycobacterium massiliense e Mycobacterium abscessus
(BRASIL, 2008) por parte dos fabricantes, além da cepa de M. bovis BCG Moreau

INCQS n° 00062, que ja é recomendada pelo método e que os laudos devem seguir
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a metodologia estabelecida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude - INCQS, da Fundacao Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

Porém, em 21 de outubro de 2009, a ANVISA publicou a Resolu¢cdo RDC n°
51, revogando a RDC n° 75/2008, e estabeleceu novos critérios de comprovacao da
eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos frente a
Mycobacterium massiliense, seguindo a metodologia do INCQS e ndo mais exigindo
como obrigatdria a comprovacao da eficacia de Mycobacterium abscessus (BRASIL,
20009).

1.3 DESINFETANTES E SUAS LEGISLACOES VIGENTES

Os desinfetantes pertencem a classe denominada saneante com acao
antimocrobiana (BRASIL, 2007). Esses produtos podem apresentar em suas
formulagBes diferentes principios ativos, tais como aldeidos, compostos fendlicos,
alcoois, quaternarios de amdonio, entre outros, e, para serem comercializados, devem
ter a eficacia antimicrobiana comprovada quando da solicitacdo do registro ou da re-
validagdo do mesmo junto a ANVISA.

Estdo submetidos ao regime de Vigilancia Sanitaria através das seguintes
legislacdes: Lei n° 6360, de 23 de setembro de 1976 (BRASIL, 1976),
regulamentada pelo Decreto n°® 79094, de 05 de janeiro de 1977 (BRASIL, 1977a);
Lei n°® 6437, de 20 de agosto de 1977 (BRASIL, 1977b) e a Lei n® 9782, de 26 de
janeiro 1999 (BRASIL, 1999).

A Lei n° 6360/76 (BARSIL, 1976) dispbe sobre a vigilancia a que ficam
sujeitos os medicamentos, as drogas, 0s insumos farmacéuticos e correlatos,
cosméticos, saneantes e outros produtos; o Decreto n°79094/77 (BRASIL, 1977a)
regulamenta a Lei n° 6360/76; a Lei n° 6437/77 (BRA SIL, 1977b) configura as
infracOes a legislacdo sanitaria federal, estabelece as sancdes respectivas e, a Lei
n°9782/99 (BRASIL, 1999) define o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, cria a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), configura infracdes a legislagédo
sanitaria federal e estabelece as sancdes respectivas.

Vigilancia Sanitaria € a area da Saude Publica que trata das diversas formas

de riscos a saude, com énfase no uso e consumo de novos materiais, produtos e
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tecnologias encontradas cada vez mais atualmente. Com essa visao encontra-se
vigente a Lei 8.080, de 19 de setembro de 1990, a Lei Organica da Saude, que
regulamenta o Sistema Unico de Salde — SUS e define em seu artigo 6°, § 1°, |, que
Vigilancia Sanitaria é o conjunto de acdes capaz de prevenir, diminuir ou eliminar
riscos a saude, e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producao e circulacdo de bens e da prestagdo de servi¢os de interesse da saude
abrangendo o controle de bens de consumo que, direta ou indiretamente, se
relacionam com a saude, compreendidas todas as etapas e processos, da producao
ao consumo (BRASIL, 1990). Destaca-se, assim, dentre as competéncias do SUS, a
vigilancia de servi¢cos, dos ambientes, dos processos de trabalho e de produtos
(ROZENFELD, 2000), como os desinfetantes.

Os desinfetantes atendiam ao disposto em legislacdes especificas, cumprindo
assim as normas para registro dos saneantes domissanitarios com acéo
antimicrobiana constantes na Portaria da extinta Divisdo Nacional de Produtos
Saneantes Domissanitarios - DISAD n° 15, de 23 de agosto de 1988 (BRASIL, 1988)
e na Resolucdo RDC n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL, 2007) que revogou
alguns itens da Portaria DISAD n°15/88 como, por exemplo, as definicbes e as
classificagdes dos produtos. Porém, em 16 de agosto de 2010, a ANVISA publicou a
Resolucdo RDC n° 35 (BRASIL, 2010) que revoga todos os ditames da Portaria
DISAD n°15/88.

Devido a este fato, os desinfetantes passaram a atender ao disposto nas
atuais legislacdes especificas, cumprindo assim as normas para registro dos
saneantes domissanitarios com acao antimicrobiana constantes na Resolu¢do RDC
n° 14, de 28 de fevereiro de 2007 (BRASIL, 2007) e na Resolu¢gédo RDC n° 35, de 16
de agosto de 2010 (BRASIL, 2010). Ambas as resolu¢cdes ampliam o escopo de
metodologias utilizadas para fins de comprovacéao de eficacia, podendo ser utilizadas
as metodologias da Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e do Comité
Europeu de Normatizacao (CEN).

A Resolucdo RDC n° 14/2007 foi publicada devido a necessidade de
compatibilizar os regulamentos nacionais com os instrumentos harmonizados no
MERCOSUL e tem como objetivo definir, classificar e regulamentar as condi¢cbes
para registro e rotulagem dos produtos com acdo antimicrobiana a serem
comercializados no Brasil (BRASIL, 2007).
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Essa resolucéo técnica compreende os produtos com acdo antimicrobiana
gue se encontram classificados de acordo com o ambito de aplicacdo em uso geral,
gue sao definidos como produtos para uso domiciliar e em ambientes publicos; uso
hospitalar, que séo definidos como produtos para uso exclusivo em hospitais e
estabelecimentos relacionados com atendimento a saude; uso em indudstria
alimenticia e afins, que sdo os produtos destinados a serem utilizados em locais
dedicados a producgéao/elaboragéo, fracionamento ou manipulagéo de alimentos e os
de uso especifico, que sado definidos como aqueles destinados a um fim especifico,
segundo as indica¢fes de rotulo (BRASIL, 2007).

Assim como a Resolucdo RDC n° 14/2007, a Resolugcdo RDC n° 35/2010, que
revogou a Portaria DISAD n°® 15 de 23 de agosto de 1988 (BRASIL, 1988), foi
publicada devido também & necessidade de compatibilizar os regulamentos
nacionais com os instrumentos harmonizados no MERCOSUL e tem como objetivo
definir, classificar e regulamentar as condi¢cdes para o registro e rotulagem para os
produtos com acdo antimicrobiana de uso em assisténcia a saude para artigos
criticos e semicriticos a serem comercializados. Segundo esta resolucdo o0s
desinfetantes sdo classificados de acordo com o0 nivel de desinfeccdo em
desinfetante de nivel intermediario, desinfetante de alto nivel e esterilizante
(BRASIL, 2010).

E importante enfatizar que os desinfetantes hospitalares para superficies
constam da RDC n° 14/07 (BRASIL, 2007), porém os de sinfetantes hospitalares
para artigos semicriticos (desinfetante de alto nivel), criticos e os esterilizantes estao
normatizados pela Resolu¢édo RDC n°35/2010 (BRASIL, 2010).

Segundo a RDC n°14/07 um desinfetante é definido c omo “um produto que
mata todos 0s microrganismos patogénicos, mas nao necessariamente todas as
formas microbianas esporuladas em objetos e superficies inanimadas” (BRASIL,
2007) e, segundo a Resolugdo RDC n°35/2010 um desinfetante hospitalar de alto
nivel é definido como “produto que destréi todos 0s microrganismos em um periodo
de tempo comprovado, exceto um numero elevado de esporos bacterianos”. Séo
considerados artigos semicriticos agueles que entram em contato com a pele néo

integra ou com a mucosa do paciente (BRASIL, 2010).
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1.4 PRINCIPIO ATIVO GLUTARALDEIDO

Um dos principios ativos mais utilizados como desinfetante hospitalar para
artigos semicriticos € o glutaraldeido. O glutaraldeido € um dialdeido saturado
(FIGURA 4) e sua atividade biocida é devida a ligacdo cruzada com proteinas da
superficie celular e da inibicdo da sintese de DNA, RNA e outras macromoléculas

presentes no microrganismo (McDONNELL, 2007).

FIGURA 4. Estrutura molecular do Glutaraldeido.
Disponivel em: <www.medlab.com.br/docs/denize_demarzo_cidex.pdf>
Acesso em agosto de 2009.

E um desinfetante com amplo espectro de acdo (RODRIGUES et al., 1997),
agindo sobre bactérias na forma vegetativa, fungos, virus lipofilicos e hidrofilicos e
esporos bacterianos (SCOTT; GORMAN, 2001), além de agir na presenca de
matéria organica. Sua atividade ocorre melhor em pH alcalino, entre 7,5 e 8,5, e
quando alcalinizado os grupos amino na superficie das células sdo convertidas em
aminas de forma livre, que logo reagem com o glutaraldeido, conduzindo a um efeito
bactericida mais rapido (BLOCK, 2001, MCDONNELL, 2007).

O glutaraldeido tem sido utilizado para a esterilizacdo quimica de materiais
médicos e cirurgicos que ndo podem ser esterilizados pelo calor ou irradiacdo
(BLOCK, 2001). A solucdo a 2% é amplamente utilizada para a desinfeccdo de
instrumentos, como endoscopios, instrumentos odontologicos, equipamentos de

borracha ou plastico (ANVISA, 2007b), pois ndo é corrosivo para metais, materiais



de borracha, lentes e cemento de materiais Oticos (RUTALA, 1996a). Ele é
comercializado sob forma de solucdo acida que € ativada através de agentes
alcalinizantes e ap0s sua ativacdo seu prazo de validade varia entre 14 e 28 dias
conforme cada fabricante.

Estudos mostraram que a concentracdo minima de glutaraldeido eficaz para
ser utilizada como desinfetante de alto nivel é de 1% (COLLINS; MONTALBINE,
1976). O limite maximo aceitavel de exposicdo da solucdo no ar € de 0,2 ppm
(ANVISA, 2007b), acima deste limite torna-se irritante para a mucosa ocular e o trato
respiratério. Epistaxe, dermatites de contato, asma e rinite sdo observadas em
individuos expostos ao glutaraldeido (OTERO, 1993, RUTALA, 1995). Porém em um
estudo realizado por Souto (2011), onde foi verificada a atividade micobactericida
através de um método envolvendo carreadores, de desinfetantes a base de
glutaraldeido a 2% frente a cinco cepas de micobactérias (uma MCL e quatro MCR),
os resultados indicam a ineficacia de todos os desinfetantes testados (SOUTO,
2011).

1.5 AVALIACAO DA EFICACIA DE DESINFETANTES

O sucesso dos processos de desinfecgdo e esterilizacdo quimica depende
fundamentalmente da escolha do procedimento, da escolha do produto, da
observacédo dos fatores interferentes e da aplicagao correta do produto. A atividade
antimicrobiana dos agentes quimicos € influenciada por uma variedade de fatores
relativos a natureza, estrutura e condicbes dos microrganismos, aos componentes
guimicos e fisicos do ambiente externo (RUTALA, 1996b, RUSSEL, 2003), e o seu
conhecimento € imprescindivel para uma adequada aplicacdo dos processos de
desinfeccdo e esterilizagdo. O numero de microrganismos, bem como sua
localizac&o, acessibilidade e natureza sédo exemplos desses fatores.

A atividade antimicrobiana é diretamente relacionada ao numero de
microrganismos presentes. Quanto maior a carga microbiana maior o tempo de
exposicao necessario para destrui-la (FAVERO; BOND, 2001). Assim, uma limpeza
prévia meticulosa visando reduzir o numero de microrganismos, é de grande

interesse para o processo de desinfeccdo (RUTALA, 1987). A localizacdo e a
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acessibilidade aos microrganismos devem ser consideradas uma vez que somente
as superficies em contato direto com o produto serdo desinfetadas. Equipamentos
contendo multiplas pecas devem ser desmontados e imersos completamente no
desinfetante, impedindo a formacéo de bolhas (RUTALA, 1996a).

Os organismos variam consideravelmente quanto a susceptibilidade aos
agentes quimicos em funcdo da sua constituicdo, fator importante que determina o
espectro de acdo dos desinfetantes conforme as classificacbes existentes na
Resolucdo RDC n’14/07 (BRASIL, 2007) e na Resolucdo RDC n° 35/2010 (BRASIL,
2010).

Um dos métodos utilizados para a comprovacao da eficacia de desinfetantes
hospitalares para artigos semicriticos € o Método Confirmatoério para Avaliacdo da
Atividade Micobactericida de Desinfetantes, descrito no POP INCQS n°65.3210.004,
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a),
método esse adotado no Brasil e proveniente da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) (TOMASINO, 2007), nele é recomendada a utilizacdo da cepa
vacinal de micobactéria, cepa Mycobacterium bovis (M. bovis) BCG Moreau e pela
RDC n° 51/2009, a cepa do surto, Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594
COmo microrganismos teste.

Esse método indica ainda a utilizacdo do Middlebrook ADC Enrichment (ADC)
(Difco/ BD/ BBL), constituido de cloreto de sodio, albumina bovina, dextrose e
catalase, que corresponde a substancia de enriquecimento adicionada a dois dos
meios de cultura utilizados na técnica, o Meio Middlebrook 7H9 (7H9) e o Meio de
Kirchners (K), meios de cultura convencionais usados para cultivo de micobactérias
(BRITTLE et al., 2009, BHATTACHARYA et al., 2009). Esse enriquecimento é
fabricado somente pela Difco/ BD/ BBL e possui a validade de apenas oito meses a
partir da data de fabricac&o, o que implica num prazo curto para o seu emprego apos
cumpridos todos os tramites de importacdo para o Brasil. Além disso, trata-se de
uma substancia com custo alto, e a aquisicdo de grande volume no Brasil, é ainda
dificultada pelo fato do representante possuir exclusividade para a sua
comercializacao.

Fonseca, Silva e Gontijo Filho (1985) realizaram um estudo onde compararam
o crescimento de micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis, entre elas
a cepa de M. bovis cepa BCG Moreau, que € a utilizada no ensaio para a avaliacédo

da atividade micobactericida de desinfetantes para artigos semicriticos, utilizando o
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enriquecimento ADC, e outro de menor custo financeiro por ser formulado no préprio
laboratorio, constituido de soro fetal bovino e glicose (SFBG) e, verificaram que 0s
resultados obtidos ndo se apresentaram diferentes para os dois enriquecimentos
testados como observado através das curvas de crescimento dos microrganismos
usados no estudo.

O soro fetal bovino € comumente utilizado como um suplemento padrdo e
essencial aos meios de cultura celular por fornecer um amplo espectro de
macromoléculas, proteinas transportadoras de lipideos e elementos tracos, fatores
de ligacdo e extensdo das células, nutrientes de baixo peso molecular, vitaminas,
horménios e fatores de crescimento, que séo responsaveis pela proliferacédo e
manutenc¢ao celular (GSTRAUNTHALER, 2003, VAN DER VALK et al., 2004).

Em 2000, Heifets e Sanchez, realizaram uma pesquisa sobre um novo meio
de cultura sélido para teste de sensibilidade de M. tuberculosis a pirazinamida. Este
meio tem um pH &cido de 6,0, para fornecer condi¢Bes ideais para a atividade da
pirazinamida, em vez do habitual de 6,8 utilizado nos meios de agar. Também difere
do meio convencional, o agar Middlebrook 7H10/7H11, onde o soro fetal bovino
(SFB) e o soro fetal equino (SFE) sdo usados em substituicdo ao enriquecimento
acido oléico-albumina-dextrose-catalase (OADC) para suportar um bom crescimento
de M. tuberculosis no baixo pH de 6,0. O crescimento no novo meio de cultura com
0s enriquecimentos a base de SFB e SFE em pH 6,8 foram iguais e as vezes
superiores ao cultivo em OADC e, ja em pH 6,0 os enriqguecimentos a base de soro

apresentaram crescimentos superiores.

1.6 JUSTIFICATIVA

Os relatos cientificos descrevendo o aparecimento de infecgcdes por
micobactérias de crescimento rapido (MCR) em varios paises e a notificagdo nos
altimos cinco anos em varios estados no Brasil de infec¢des hospitalares por MCR
levaram a publicacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) da
Resolucédo n°75, de 23 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), posteriormente alterada
pela RDC n°51, de 21 de outubro de 2009 (BRASIL, 2 009), na qual é exigida dos
fabricantes a comprovagdo da eficdcia de desinfetantes hospitalares para artigos
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semicriticos contra ndo somente a cepa de Mycobacterium bovis BCG Moreau,
como também para Mycobacterium massiliense INCQS n°® 00594. Isso agravou 0
problema j& existente da aquisi¢cdo do enriquecimento Middlebrook ADC Enrichment,
utilizado em grande volume na confeccao de dois dos trés meios de cultura, meio de
Kirchners (K) e meio Middlebrook 7H9 (7H9), utilizados no Método Confirmatério
para Avaliagdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a) preconizado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC), ja que esse produto além do alto
preco é produzido somente por um Unico fabricante e possui a validade de apenas
oito meses a partir da data de fabricagdo, o que implica em um prazo curto para o
seu emprego apos cumprir todo o tramite de importacdo. Esses fatores contribuiram
para que este estudo fosse desenvolvido utilizando-se tanto o enriquecimento
comercial ADC, quanto outro enriquecimento de valor mais acessivel preparada em
laboratério conforme Fonseca, Silva e Gontijo Filho (1985), constituido de soro fetal
bovino e glicose (SFBG), a fim de dar subsidios para o desenvolvimento tecnologico

de métodos na area de saneantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar a comparacgéo da taxa de crescimento das micobactérias utilizando o
enriqguecimento comercial Middlebrook ADC Enrichment (ADC) e o enriqguecimento
formulado em laboratério contendo soro fetal bovino adicionado de glicose (SFBG),
nos meios de cultura empregados no ensaio para avaliagdo da atividade
micobactericida de desinfetantes frente aos microrganismos exigidos pela legislacao
vigente a fim de verificar possiveis diferencas nos resultados dos ensaios. Além
disso, devido a elevacédo do numero de casos de infec¢cdes hospitalares por MCR, as
quais apresentam indicios cientificos de tolerancia a acédo de desinfetantes a base
de glutaraldeido, e a Resolu¢cdo RDC n°51/ 09, publicada pela ANVISA, torna-se
necessario avaliar também os dois tipos de enriquecimento, testando o desinfetante
frente a diferentes cepas de referéncia de MCR para verificar seu comportamento

em relacdo aos enriguecimentos empregados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Obter a curva de crescimento de MCR de referéncias utilizando o meio
Proskauer-Beck modificado (PB) e as curvas de crescimento utilizando os meios
Middlebrook 7H9 (7H9) e Meio de Kirchners (K) contendo em cada um deles o
enriquecimento ADC ou o enriquecimento SFBG. A obtencdo das curvas de
crescimento foi realizada através da contagem de col6nias e da leitura simultanea da

densidade otica;

> Obter a curva de crescimento da cepa de M. bovis BCG Moreau INCQS n°
00062 no meio PB e as curvas de crescimento utilizando os meios 7H9 e K contendo
os enriquecimentos ADC e SFBG através da contagem de coldnias e da leitura

simultdnea da densidade 6tica;
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> Avaliar a qualidade de dois desinfetantes a base de glutaraldeido a 2%
utilizando os microrganismos recomendados — cepa M. bovis BCG Moreau INCQS
n°® 00062 e M. massiliense INCQS n° 00594, conforme o POP INCQS n°
65.3210.004 utilizando os enriquecimentos ADC e SFBG;

> Verificar a suscetibilidade das cepas de referéncia de MCR - M. abscessus
ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35752, M. fortuitum ATCC 6841 - frente a dois
desinfetantes contendo glutaraldeido a 2% conforme o POP INCQS n°65.3210.004,

utilizando os enriquecimentos ADC e SFBG.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas as cepas Mycobacterium bovis BCG Moreau, micro-
organismo de referéncia de crescimento lento preconizado no Método para
Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) (TOMASINO, 2007) e M. massiliense INCQS n° 00594,
que foi incluida na metodologia estabelecida pelo INCQS, e exigida oficialmente,
para avaliar a qualidade dos desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos de
acordo com a recente publicagdo da RDC n° 51, de 21 de outubro de 2009 (BRASIL,
2009). As cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC) de M.
chelonae ATCC 35572, M. fortuitum ATCC 6841 e M. abscessus ATCC 19977

também foram utilizadas.

3.1.1 Manutengao da cepa de M. bovis BCG Moreau INCQS n° 00062

O microrganismo liofilizado em ampola foi reconstituido seguindo-se as
recomendacdes da ATCC (ATCC, 2008) e da AOAC (TOMASINO, 2007).
Primeiramente, o liéfilo foi reconstituido com aproximadamente 0,5 mL de meio
Middlebrook 7H9 (ANEXO A). Posteriormente, foram transferidas aliquotas de
aproximadamente 0,2 mL para trés tubos com Agar Middlebrook 7H9 inclinado
(ANEXO A), que foram incubados por 20 dias a 36 £ 1° C e as culturas foram
estocadas em geladeira a 2-5° C por um més. A cultura estoque foi renovada através
de repiques mensais em trés tubos de Agar Middlebrook 7H9 e também a cada seis
meses através da abertura de uma nova ampola, contendo o microrganismo

liofilizado.
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3.1.2 Manutencédo de M. massiliense INCQS n° 00594

O microrganismo liofilizado em ampola foi reconstituido seguindo as
recomendacdes do POP INCQS n° 653210.004 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a). Primeiramente, o li6filo foi
reconstituido com aproximadamente 0,5 mL de meio Middlebrook 7H9.
Posteriormente foram transferidas aliquotas de aproximadamente 0,2 mL para trés
tubos contendo meio Lowestein-Jensen (ANEXO A), que foram incubados por 5 a 7
dias a 36 £ 1° C e as culturas foram estocadas em geladeira a 2-5° C por um més. A
cultura estoque foi renovada através de repiques mensais em trés tubos de meio
Lowestein-Jensen e também a cada seis meses através da abertura de uma nova

ampola contendo o microrganismo liofilizado.

3.1.3 Manutencao das micobactérias de crescimento rapido de referéncia

As cepas de MCR de referéncia de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae
ATCC 35752 e M. fortuitum ATCC 6841 foram cedidas pelo Laboratorio de
Micobactérias do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Essas cepas foram mantidas em meio Lowestein-Jensen através de
repigues mensais, sendo essa realizada a partir da inoculacdo de uma alcada do
microrganismo estoque em um tubo contendo 1mL de solucdo de cloreto de sodio a
0,85% com 0,1% de polissorbato onde foram acrescentadas pérolas de vidro. O
conteudo deste tudo foi homogeneizado em agitador de tubos e aliquotas de 0,2 mL
dessa suspensdo foram transferidas para trés tubo contendo meio Léwestein-
Jensen, incubados por 7 dias a 36 + 1°C e as culturas estocadas em geladeira a 2-
5° C.

A manutencdo desses microrganismos em glicerol foi realizada a partir da
transferéncia de uma alcada do microrganismo estoque para um tubo contendo
pérolas de vidro, que foi levado a agitacao por 15 segundos em agitador de tubos.
Uma aliquota de 4 mL de tampédo fosfato glicerol a 15% pH 7,4 (ANEXO A) foi

adicionada ao tubo e levado novamente a agitagcdo. A suspensao permaneceu em
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repouso durante 10 minutos e depois foram transferidas aliquotas de 1,2 mL para
criotubos que foram estocados em freezer a -20°C e -70°C.

3.2 PRODUTOS DESINFETANTES

Foi utilizado um desinfetante a base de glutaraldeido a 2% ativado
imediatamente antes do ensaio, obedecendo a recomendacao de uso do fabricante.
Esse produto foi identificado neste trabalho como desinfetante A.

Foi utilizado também um outro produto a base de glutaraldeido a 2%
comercializado pronto para uso, sem necessidade de ativagcdo. Esse produto foi
identificado neste trabalho como desinfetante B.

A avaliagcdo do teor dos produtos foi realizada pelo Setor de Saneantes e
Cosméticos do Departamento de Quimica do INCQS, de acordo com o POP INCQS
n° 65.3110.026 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2009b).

3.3 ENRIQUECIMENTOS DOS MEIOS DE CULTURA

Tanto o produto comercial denominado Middlebrook ADC Enrichment (ADC)
(ANEXO A) fabricado pela Difco/BD/BBL, como o enriquecimento preparado em
laboratorio constituido de soro fetal bovino e de glicose a 0,2 % (SFBG) (ANEXO A),
foram adicionados aos meios de cultura Middlebrook 7H9 (7H9) e Kirchners (K)
(ANEXO A). Todos os meios de cultura empregados na realizacdo deste estudo

foram obtidos comercialmente de seus fornecedores na forma desidratada.

3.4 OBTENCAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO DAS MICOBACTERIAS

3.4.1 Micobactérias de crescimento rapido de referéncia
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A partir de cada cultura estoque de M. abscessus ATCC 19977, M. chelonae
ATCC 35752 e M. fortuitum ATCC 6841 em meio LoOwestein-Jensen foram
preparados cinco tubos de pré-inéculos contendo 10 mL dos seguintes meios de
cultura: PB (ANEXO A), K com ADC, K com SFBG, 7H9 com ADC e 7H9 com SFBG.
Os pré-inéculos foram incubados por 3 dias a 36 £ 1°C. Apds esse periodo, uma
aliquota de 0,1 mL da suspensédo bacteriana foi inoculada assepticamente em 10
tubos contendo 10 mL dos respectivos meios liquidos citados anteriormente, essa
inoculacao foi realizada em triplicata perfazendo um total de 30 tubos inoculados por
meio de cultura. As culturas foram incubadas por 1 a 10 dias (FIGURA 5). Apds cada
periodo de incubagéo, o contetdo do tubo era homogeneizado em agitador de tubos
até a completa homogeneizacdo visual (FONSECA; DA SILVA; GONTIJO FILHO,
1985), sendo a contagem realizada através da contagem de col6nias, onde a partir
dos tubos de meio de cultura homogeneizados, foram retiradas aliquotas de 100 pL
de cada tubo de meio de cultura, realizadas diluicdes seriadas de 10" a 107 com
900 pL de agua purificada em microtubos (FIGURA 6). Ap6s as diluices, foram
retiradas aliquotas de 10 pL de cada diluicdo referente ao respectivo meio de cultura
em triplicata (PB, K e 7H9 com ADC e com SFBG) e semeadas em duas placas
contendo Agar Miieller Hinton (ANEXO A) (FIGURA 7). As placas foram incubadas
por 5 a 7 dias a 31 £ 1°C. Foram lidas apenas as diluicdbes que apresentavam
contagem de colonias na faixa de 0 a 30 UFC/ 10 pL (CHEN; NACE; IRWIN, 2003).

A partir das culturas incubadas por 1 a 10 dias, apés homogeneizacao, foram
retiradas aliquotas de 3 mL de cada tubo que foram analisadas por
espectrofotometria para determinacdo da densidade 6tica (DO) em transmitancia a

650nm utilizando o espectrofotdmetro Shimadzu UV - 1601.

A curva de crescimento foi obtida a partir de dois experimentos

independentes, sendo que no primeiro, foi semeada apenas uma placa de agar



Mueller Hinton dos microrganismos M. abscessus, M. massiliense e M. chelonae.

Repique alga 4 mm Incubagao:
! > 36+ 1C/ 3 dias

——

Cultura ESlDQUE tubo com 10 mL
em LJ de meio |i{1UiﬂD
Aliquota
de 0,1 mL

1“% % 20
3U g % 4U
Incubacao:
36+ 1T de
1 ate 10 dias
5° 6"
?U % % BU
gu % % 1DU

Tubos com 10 mL
meio liquido

FIGURA 5. Representagdo esquematica do procedimento de crescimento para as micobactérias de
crescimento rapido. LJ — Meio Léwestein-Jensen.
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Para analise estatistica foi aplicado teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, com
nivel de significancia de 5%, utilizando funcéo especifica do programa Office Excel
ano 2003 versdo SP3 da Microsoft Corporation e o programa BioEstat ano 2007

versao 5.0 para analise dos resultados.

3.4.2 Cepa M. bovis BCG Moreau INCQS n° 00062

A partir da cultura estoque da cepa de M. bovis em Agar Middlebrook 7H9
inclinado foram preparados cinco tubos de pré-in6culos contendo 10 mL dos
seguintes meios de cultura: PB, K com ADC, K com SFBG, 7H9 com ADC e 7H9
com SFBG. Os preé-inéculos foram incubados por 10 a 12 dias a 36 + 1°C. Ap0s esse
periodo, uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo bacteriana foi inoculada
assepticamente em 6 tubos contendo 10 mL dos respectivos meios liquidos citados
anteriormente, essa inoculacao foi realizada em triplicata perfazendo um total de 18
tubos inoculados por meio de cultura. As culturas foram incubadas por 6, 10, 15, 20,
25 e 31 dias. Apos cada periodo de incubacdo, o conteiddo do tubo era
homogeneizado em agitador de tubos até a completa homogeneizacdo visual
(FONSECA; DA SILVA; GONTIJO FILHO, 1985), sendo a contagem realizada
através da contagem de coldnias, onde a partir dos tubos de meio de cultura
homogeneizados, foram retiradas aliquotas de 100 pL de cada tubo de meio de
cultura, realizadas diluicdes seriadas de 10 a 10”7 com 900 pL de agua purificada
em microtubos. Apds as diluicdes, foram retiradas aliquotas de 10 uL de cada
diluicao referente ao respectivo meio de cultura em triplicata (PB, K e 7H9 com ADC
e com SFBG) e semeadas em duas placas contendo Agar Middlebrook 7H9. As
placas foram incubadas por 20 dias a 35 + 1°C. Foram lidas apenas as diluicbes que
apresentavam contagem de colonias na faixa de 0 a 30 UFC/ 10 pL (CHEN; NACE;
IRWIN, 2003).

A partir das culturas incubadas por 6, 10, 15, 20, 25 e 31 dias, apés
homogeneizagdo, foram retiradas aliquotas de 3 mL de cada tubo que foram
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analisadas por espectrofotometria para determinacdo da densidade o6tica (DO) em

transmitancia a 650nm utilizando o espectrofotdbmetro Shimadzu UV - 1601.

A curva de crescimento foi obtida a partir de dois experimentos independentes
apos aplicacdo de teste ndo parameétrico Kruskal-Wallis, com nivel de significancia
de 5%, utilizando fungéo especifica do programa Office Excel ano 2003 versdo SP3
da Microsoft Corporation e o programa BioEstat ano 2007 versdo 5.0 para analise

dos resultados.

98

Tubos contendo 10mL de meio de cultura em triplicata

Aliguota de 3mL
> / E Espectrofotémetro UV-Vis
Aligquota de 0,1mL Medida de Densidade Otica
(DO) em 650 nm
L" " |
—_— — — —_— — -
0. 1mi 0.1ml 0.1mi 0, 1mi 0.1ml 01mi
1710 1-100 1:1000 1-10000 1:100000 1-1000000 1:10000000
0,01ml 0,01mi 0,01ml } 0,01ml } 0,01ml 0,01ml 0.01mi
\J \ \j
==l = ==1 =l ==l —] e

FIGURA 6. Representacdo esquematica da diluicdo das micobactérias para a obtencéo da curva de
crescimento através da contagem de col6nias e leituras por espectrofotometria. UV — Ultra-Violeta,
Vis — Visivel.
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FIGURA 7. Esquema da inoculagao das diluicées de cada meio de cultura em triplicata em placa de
Petri contendo Agar Mieller Hinton.

3.5 VERIFICACAO DA QUALIDADE DOS PRODUTOS DESINFETANTES

A qualidade dos desinfetantes foi verificada através do Método Confirmatorio
para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes - POP INCQS n°
65.3210.004 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2009a). Para cada desinfetante foram realizados os procedimentos a
sequir.

A partir da cultura estoque da cepa M. bovis BCG Moreau INCQS n°® 00062 e
M. massiliense INCQS n° 00594 foram semeados 10 tubos contendo 10 mL de caldo
PB que foram incubados por 21-25 e 5-7 dias, respectivamente, a 36 + 1°C (FIGURA
8).
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M. bovis Repique alga 4mm
i
Cuttura estocue 10 tuboscam 10 mL
Adar M iddlebroolk de caldo PB
THY inclinado

Incubacgdo: 36 £ 1°CF 21-25 dias

FIGURA 8. Etapa inicial da preparacao do indculo de M. bovis realizada a partir da cultura estoque. PB
— Caldo Proskauer-Beck modificado, M - Mycobacterium.

As culturas da cepa de M. bovis BCG Moreau INCQS n° 00062 foram
adicionados 1,0 mL de solucdo de cloreto de sédio a 0,85% com 0,1% de
polissorbato 80 e pérolas de vidro, nas culturas de M. massiliense foram adicionadas
apenas pérolas de vidro. Essas culturas foram homogeneizadas com o auxilio de um
agitador de tubos. Apos o tempo de aproximadamente 5 minutos em repouso para
permitir a sedimentacdo das particulas maiores, os sobrenadantes de cada tubo de
cultura em PB foram transferidos para um tubo de ensaio ou para um erlenmeyer
estéril, a partir do qual foi preparada uma suspensao a 20% de transmitancia, no
comprimento de onda de 650 nm utilizando o proprio meio de cultura. Ao tubo
contendo 15 mL da suspensdo T20% foram transferidos 12 cilindros de porcelana
estéreis onde, apos permanecerem por 15 minutos foram transferidos com o auxilio
de um gancho de transferéncia para uma placa de Petri contendo 2 folhas de papel
de filtro de forma que fossem mantidos na posicdo vertical, e levados a estufa
bacteriologica a 36 + 1°C durante 30 minutos (FIGURA 9).
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FIGURA 9. Transferéncia dos cilindros contaminados pela suspensdo T20% para placa de Petri
contendo duas folhas de papel de filtro.

ApOs a incubacao, dez cilindros foram transferidos, cronometradamente, a
intervalos de tempo de 1 minuto para os respectivos tubos contendo 10 mL de
desinfetante a temperatura de 20 £ 1 °C. Os demais cilindros que sobraram foram
utilizados para controle. Apos 30 minutos de contato com o desinfetante os cilindros
foram transferidos obedecendo ao mesmo intervalo de tempo anterior, ou seja, de
um minuto, para os respectivos tubos contendo 10 mL de soro estéril de cavalo, com
0 objetivo de neutralizar o desinfetante e, depois para 0s respectivos tubos contendo
20 mL de caldo Proskauer-Beck modificado. De cada um dos 10 tubos contendo o
soro de cavalo foram retiradas aliquotas de 4 mL para transferir 2 mL para o tubo
contendo 20 mL do meio Middlebrook 7H9 e 2 mL para o tubo contendo 20 mL do
meio de Kirchners correspondentes. Os tubos contendo os meios PB, K e 7H9 foram
incubados por 60 dias em estufa a 36 + 1°C, e caso ndo se evidenciasse
crescimento ou o crescimento observado fosse ténue, estes seriam re-incubados por
um tempo adicional de 30 dias (FIGURA 10).

A qualidade dos desinfetantes também foi avaliada realizando-se o ensaio

com os enriquecimentos ADC e SFBG adicionados aos meios 7H9 e K.
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Do total de 12 cilindros de porcelana,
10 sao transferidos da placa de Petri
para os tubos D1 a D10 com intervalo

de 1 minuto entre cada transferéncia.

T8 T9 T10
' 4 "’ Bateria de 10 tubos
contendo 10 mL do
Desinfetante (D)
mantidos em banho-
mariaa 20+ 1°C.
D8 D9 D10
10
Soro de cavalo
4mL
S8 S9 S10
20
Caldo PB
Incubacgao: 60-90
dias/ 36 + 1°C

PB2 PB3 PB4 PB5> PB6 PB7 PB8 PBS9 PB10

BN
PB 1
— Meio Kirchner
i Incubacgao: 60-90
"
dias/ 36 + 1°C
K9
2mL Meio 7H9
Soro Incubacao: 60-90
dias/ 36 + 1°C

7H9 7H9 7HS 7H9 7H9 7H9  TH9 7H9 7H9  7H9
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FIGURA 10. Esquema da transferéncia dos cilindros entre tubos utilizados no Método Confirmatério
para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes - POP INCQS n° 65.3210.004
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a). T1 a T10 — Indica o
tempo de transferéncia dos cilindros para os tubos D1 a D10, D1 a D10 — Tubos numerados de 1 a 10
contendo desinfetante, S1 a S10 — Tubos numerados de 1 a 10 contendo soro de cavalo, PB1 a PB10
- Tubos numerados de 1 a 10 contendo Caldo Proskauer-Beck modificado, K1 a K10 - Tubos
numerados de 1 a 10 contendo Meio de Kirchners, 7H9-1 a 7H9-10 - Tubos numerados de 1 a 10
contendo Meio Middlebrook 7H9.
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3.5.1 Controles de Esterilidade

Todo material envolvido no ensaio foi testado quanto a sua esterilidade. Os

controles a serem realizados foram descritos abaixo.

3511 Esterilidade dos Meios de Cultura

A esterilidade dos meios de cultura foi verificada incubando um tubo do
mesmo lote, a ser utilizado nos ensaios, de cada um dos meios de cultura - PB, K e
7H9 com ADC e com SFBG — incubando a 36 + 1° C por 60-90 dias. Nao deve ser
observado crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.1.2 Esterilidade da Agua Purificada

Neste procedimento foram adicionados 0,2 mL da agua purificada estéril,
usada para diluir o fenol a 5%, a um tubo contendo o meio de cultura Proskauer-
Beck modificado e incubado a 36 + 1° C por 60-90 dias, e ndo deve ser observado
crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE
EM SAUDE, 2009a).

3.5.1.3 Esterilidade dos Lotes de Pipeta

Foi separada uma pipeta de cada lote utilizado no ensaio, e com o auxilio de
um pipetador automético o caldo Proskauer-Beck modificado foi aspirado até acima
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da marcacao da graduacao, permitindo logo em seguida, a saida do liquido para o
mesmo tubo. Este procedimento foi repetido 3 vezes. O tubo foi incubado a 36 + 1°
C por 60-90 dias, e ndo deve ser observado crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.1.4 Esterilidade do Cilindro de Porcelana

Um cilindro estéril, do lote empregado no ensaio, foi transferido para um tubo
contendo caldo Proskauer-Beck modificado utilizado no ensaio e incubado a 36 + 1
°C por 60-90 dias, e ndo deve ser observado crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.1.5 Esterilidade do Soro de Cavalo

Neste procedimento foram adicionados 2 mL do soro de cavalo estéril a um
tubo do mesmo lote de todos os meios de cultura utilizados no ensaio — PB, K e 7H9
— e incubados a 36 = 1° C por 60-90 dias, e ndo deve ser observado crescimento
microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).

3.5.1.6 Esterilidade da Solucdo de Cloreto de Sodio a 0,85% com 0,1% de
Polissorbato

Neste procedimento foram adicionados 0,2 mL da solucdo de cloreto de sddio
a 0,85% com 0,1% de polissorbato estéril, utilizada para preparar a suspensao
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bacteriana da cultura teste da cepa de M. bovis BCG Moreau, a um tubo contendo o
caldo Proskauer-Beck modificado e incubado a 36 + 1° C por 60-90 dias, e ndo deve
ser observado crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.2 Controles Positivos

Os controles positivos foram realizados através da verificacdo da viabilidade
do meio de cultura. Um cilindro contaminado e seco foi transferido para um tubo
contendo o mesmo lote de todos os meios de cultura utilizados no ensaio e
incubados a 36 = 1° C por 60-90 dias. Apds esse tempo de incubacdo deve ser
observado crescimento caracteristico do microrganismo (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.3 Controle de Resisténcia do Microrganismo

A cultura teste foi verificada quanto a sua resisténcia ao fenol, como descrito
no POP INCQS n° 65.3210.004 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2009a). A partir da solucdo estoque de fenol a 5% (1:20)
foram preparadas solucbes a 1:50 e 1:75 utilizando agua purificada estéril. O
controle da resisténcia da cultura teste foi realizado da mesma forma descrita no
item 3.5 utilizando as solugdes de fenol 1:75 e 1:50 no lugar do desinfetante, e os
microrganismos teste permanecendo nas solu¢des de fenol pelo tempo de contato

de 10 minutos.

Critério de avaliacdo: o microrganismo deve sobreviver sobre os 10 cilindros
frente a solucéo 1:75 e deve ser eliminado frente a solucéo 1:50 apds os 10 minutos
de contato (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,



2009a). De acordo com os resultados apresentados o microrganismo foi considerado
resistente, sensivel ou dentro do padréo desejado.
O controle do microrganismo foi também avaliado realizando o ensaio com 0s

enriquecimentos ADC e SFBG adicionados aos meios 7H9 e K.

3.5.4 Leitura dos resultados

Realizada através da presenca ou auséncia de crescimento microbiano. No
caso de crescimento, este foi confirmado através da presenca de BAAR (bacilos
alcool — acido resistentes), corando pelo Método de Ziehl-Neelsen (KANTOR, 1979,
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009a).

3.5.5 Interpretacao dos resultados

O desinfetante deve ser capaz de matar o microrganismo teste sobre os dez
cilindros carreadores presentes no meio PB e ndo deve ocorrer crescimento
microbiano nas aliquotas de 2 mL do soro de cavalo inoculadas nos meios de cultura
de K e 7H9 (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2009a).

3.6 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DAS MICOBACTERIAS DE
CRESCIMENTO RAPIDO DE REFERENCIA UTILIZANDO OS DIFERENTES
ENRIQUECIMENTOS

A suscetibilidade de M abscessus ATCC 19977, M. chelonae ATCC 35572 e

M. fortuitum ATCC 6841 foi verificada através da realizacdo do mesmo ensaio
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empregado para avaliar a qualidade do desinfetante descrito no item 3.5, utilizando
os enriquecimentos ADC e SFBG adicionados aos meios 7H9 e K.

De acordo com o numero de tubos que apresentou crescimento nos ensaios
de avaliacdo da atividade micobactericida dos desinfetantes utilizando-se as cepas
de MCR foi estabelecido um critério de classificagdo onde as cepas foram
consideradas fracamente tolerantes (1 a 10 tubos), médio tolerantes (11 a 20 tubos)
e altamente tolerantes (21 a 30 tubos) (LANGSRUD; SUNDHEIM, 1997).
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4  RESULTADOS

4.1 CURVA DE CRESCIMENTO DAS MICOBACTERIAS

4.1.1 Mycobacterium abscessus ATCC 19977

Para obtencédo da curva de crescimento desta MCR, as culturas foram
incubadas por 1 a 10 dias, e ap0s cada periodo de incubacédo as culturas obtidas
nos tubos contendo PB (3 tubos), K (3 tubos com ADC e 3 tubos SFBG) e 7H9 (3
tubos com ADC e 3 tubos com SFBG) foram homogeneizadas em agitador de tubos
até a completa homogeneizacdo visual (FONSECA; DA SILVA; GONTIJO FILHO,
1985), sendo entdo realizada a contagem das UFC atraves da contagem de
colonias, onde a partir dos tubos de meio de cultura homogeneizados, foram
retiradas aliquotas de 100 pL de cada tubo de meio de cultura, realizadas diluicbes
seriadas de 10" a 107 com 900 pL de &gua purificada em microtubos. De cada
diluicdo foram retiradas aliquotas de 10 pL que foram semeadas em duplicata em
placas contendo Agar Mieller Hinton que ficaram incubadas por 7 dias a 31 + 1°C.
ApoOs o periodo de incubacdo foram realizadas as leituras das UFC. Foi utilizada
para fins de calculo a diluicdo que estava dentro da faixa estabelecida, perfazendo
assim um total de nove resultados provenientes de dois experimentos
independentes. O calculo foi realizado baseado na mediana dos resultados das
leituras das placas de cada meio de cultura utilizado (TABELA 2).

A FIGURA 11 exibe o crescimento de M. abscessus em Agar Mieller Hinton
oriundo de meio 7H9 som SFBG.
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FIGURA 11. Crescimento de M. abscessus em Agar Mieller Hinton. Esta micobactéria havia sido
previamente crescida no meio 7H9 com SFBG. SFBG — enriquecimento a base de Soro Fetal Bovino
com Glicose, 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, M - Mycobacterium.
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TABELA 2. Resultados do nimero de unidades formadoras de col6nias/mL para Mycobacterium abscessus obtidos através da contagem de col6nias

Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC* K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
g (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
8 1° dia 1,1E+05 2,0E+07 1,9e+07 4,0E+06 1,0E+07
E 2° dia 5,0E+05 3,0E+07 2,0E+07 3,0E+07 2,8E+07
0 3° dia 1,0E+07 1,7E+08 5,0E+07 2,3E+08 3,0E+07
% 4° dia 1,2E+08 8,0E+07 6,0E+07 4,0E+08 6,0E+07
_‘Z’; 5° dia 9,0E+07 9,0E+07 8,0E+07 7,0E+08 9,0E+07
g 6° dia 9,0E+07 9,0E+07 3,0E+08 1,3E+09 2,0E+08
% 7° dia 2,0E+07 9,0E+07 4,0E+08 6,0E+08 5,0E+08
g 8° dia 4,0E+07 4,1E+07 2,0E+08 8,0E+08 1,4E+09
é‘ 9° dia 2,0E+07 3,8E+07 6,0E+07 1,2E+09 2,0E+09

10° dia 2,0E+06 4,2E+07 3,6E+07 4,5E+08 6,0E+08

*Os resultados referem-se & mediana de nove leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —

enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Coldnia, mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection.



59

A partir da obtencdo do grafico da curva de crescimento para M. abscessus
nos meios K com SFBG e K com ADC durante os dez dias de incubacao, observou-
se gue esta micobactéria demonstrou um crescimento significativo, apresentando
com o enriguecimento ADC um pico de crescimento no terceiro dia e com o
enriqguecimento SFBG um pico de crescimento no sétimo dia (FIGURA 12). Para a
curva de crescimento de M. abscessus em 7H9 com SFBG e 7H9 com ADC, houve
também um crescimento significativo deste microrganismo, sendo que 0 mesmo
apresentou curvas de crescimento similares com o enriquecimento SFBG e com o
enriqguecimento ADC, porém, com um pico de crescimento no nono dia em 7H9 com
SFBG e em 7H9 com ADC observou-se um pico de crescimento no sexto dia
(FIGURA 13).

M. abscessus ATCC 19977

8,5 -

—4—K com SFBG

—o— K com ADC

* Log n° UFC/mL
[0 ¢]

7.5

7 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N° de dias

*Q gréfico representa o log das medianas de nove leituras.

FIGURA 12. Curva de crescimento de Mycobacterium abscessus ATCC 19977 nos meios K com
SFBG e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e
glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Colénia, mL —
mililitro, ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.
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FIGURA 13. Curva de crescimento de Mycobacterium abscessus ATCC 19977 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriqguecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Col6nia,
mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

Apesar das curvas apresentarem picos de crescimento de M. abscessus com
0os meios K com ADC, K com SFBG, 7H9 com ADC e 7H9 com SFBG, através da
analise estatistica utilizando o teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de
significancia de 5%, percebeu-se que ndo houve interferéncia destes picos de
crescimento na comparagdo dos dois enriquecimentos e, que o enriquecimento a
base de Soro Fetal Bovino com Glicose comparado com o enriquecimento ADC nao
interferiu no crescimento de M. abscessus, ou seja, ndo houve diferenca significativa
entre 0s enriquecimentos testados. Os valores de p foram todos acima de 0,05,
dentro do limite de confianca de 95% (TABELA 3).
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TABELA 3. Resultado da andlise estatistica da comparacdo do crescimento de M. abscessus em
meio de Kirchners e meio Middlebrook 7H9.

K com SFBG versus K com ADC [7H9 com SFBG versus 7H9  com ADC

M. abscessus
ATCC 19977

p-valor 0.8201 0.4494

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. K — Meio de Kirchners, 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a
base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American
Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

4.1.2 Mycobacterium fortuitum ATCC 6841

O procedimento para realizacdo deste experimento foi semelhante ao descrito
no item 4.1.1, sendo que todas as diluicbes foram inoculadas em duplicata nas
placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton. Foi utilizada para fins de célculo a
diluicdo que estava dentro da faixa estabelecida, perfazendo assim um total de doze
resultados. O célculo foi realizado baseado na mediana dos resultados das leituras
das placas de cada meio de cultura utilizado (TABELA 4).

A partir da obtencado do grafico da curva de crescimento para M. fortuitum nos
meios K com SFBG e K com ADC durante os dez dias de incubagao, observou-se
gue esta micobactéria demonstrou um crescimento significativo, apresentando, com
0 enriquecimento ADC, um pico de crescimento ténue no sétimo dia comparado com
0 pico de crescimento no quarto dia com o enriguecimento SFBG (FIGURA 14). Para
a curva de crescimento em 7H9 com SFBG e 7H9 com ADC, houve também um
crescimento significativo deste microrganismo, sendo que as curvas de crescimento
foram muito similares, apresentando apenas um crescimento um pouco maior com o
SFBG do sexto ao nono dia (FIGURA 15).
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TABELA 4. Resultados do nimero de unidades formadoras de colénias/mL para Mycobacterium fortuitum obtidos através da contagem de col6nias.

Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC* K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
55' (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
8 1° dia 3,5E+06 3,0E+06 9,0E+06 1,1E+07 1,4E+07
E 2° dia 6,0E+06 1,6E+07 1,4E+07 3,0E+07 2,5E+07

3° dia 1,2E+07 4,5E+07 4,0E+07 1,9E+08 2,0E+08
E 4° dia 1,8E+07 4,0E+07 1,1E+08 5,0E+08 6,5E+08
g 5° dia 3,3E+07 8,0E+07 3,4E+08 7,0E+08 7,0E+08
% 6° dia 3,9E+06 4,5E+07 3,8E+08 6,0E+08 9,0E+08
% 7° dia 4,0E+06 9,5E+07 1,2E+08 6,0E+08 7,5E+08
"é 8° dia 9,0E+06 5,5E+07 2,5E+08 5,0E+08 8,0E+08
§ 9° dia 1,0E+07 4,5E+07 2,0E+08 5,0E+08 7,0E+08

10° dia 6,5E+06 5,5E+07 2,3E+08 1,1E+09 7,0E+08

*Os resultados referem-se a mediana de doze leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —

enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Coldnia, mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 14. Curva de crescimento de Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 nos meios K com SFBG
e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose,
ADC - enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Col6nia, mL — mililitro,
ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.
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FIGURA 15. Curva de crescimento de Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriqguecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Col6nia,
mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

Apesar das curvas de M. fortuitum apresentarem picos de crescimento e
crescimento ténue com os meios K com ADC e K com SFBG e, crescimento um
pouco maior, porém, bem similares entre 0 meio 7H9 com SFBG e 7H9 com ADC,
através da andlise estatistica utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a
um nivel de significancia de 5%, percebeu-se que ndo houve interferéncia destes
picos de crescimento na comparagdo dos dois enriguecimentos e, que O
enriqguecimento a base de Soro Fetal Bovino com Glicose comparado com o
enriquecimento ADC néao interferiu no crescimento de M. fortuitum, ou seja, néo
houve diferenga significativa entre os enriqguecimentos testados. Os valores de p
foram todos acima de 0,05, dentro do limite de confianca de 95% (TABELA5).
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TABELA 5. Resultado da analise estatistica da comparacao do crescimento de M. fortuitum em meio
de Kirchners e meio Middlebrook 7H9.

K com SFBG versus K com ADC [7TH9 com SFBG versus 7H9  com ADC

M. fortuitum
ATCC 6841

p-valor 0.0634 0.2387

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. K — Meio de Kirchners, 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a
base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American
Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

4.1.3 Mycobacterium chelonae ATCC 35752

O procedimento para realizagdo deste experimento foi semelhante ao descrito
no item 4.1.1, sendo que apenas uma das diluigcdes foi inoculada em duplicata nas
placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton. Foi utilizada para fins de célculo a
diluicdo que estava dentro da faixa estabelecida, perfazendo assim um total de nove
resultados. O calculo foi realizado baseado na mediana dos resultados das leituras

das placas de cada meio de cultura utilizado (TABELA 6).
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TABELA 6. Resultados do nimero de unidades formadoras de coldonias/mL para Mycobacterium chelonae obtidos através da contagem de colbnias.

Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC * K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
E (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
g 1° dia 3,0E+04 1,7E+06 2,3E+06 2,0E+06 3,0E+06
E 2° dia 7,0E+05 2,4E+06 4,0E+06 3,0E+06 3,0E+06

3° dia 1,0E+06 3,3E+06 3,0E+06 4,0E+06 3,0E+06
§ 4° dia 4,0E+05 2,5E+06 5,0E+06 5,0E+06 4,0E+06
% 5° dia 7,0E+06 3,0E+06 5,0E+06 5,0E+06 5,6E+06
g 6° dia 1,4E+07 2,0E+07 2,0E+07 4,0E+06 7,0E+06
-{.-':j 7° dia 1,0E+07 5,0E+07 7,6E+07 8,0E+06 9,0E+06
§ 8° dia 1,1E+07 4,0E+07 1,0E+07 1,8E+07 2,5E+07
é‘ 9° dia 6,0E+07 7,0E+07 1,0E+08 3,0E+07 2,8E+07

10° dia 3,0E+07 5,0E+07 1,0E+08 4,0E+07 8,0E+07

*Os resultados referem-se a mediana de nove leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —

enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Coldnia, mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection.
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A partir da obtencéo do grafico da curva de crescimento para M. chelonae nos
meios K com SFBG e K com ADC durante os dez dias de incubagao, observou-se
gue esta micobactéria demonstrou um crescimento significativo apresentando com o
enriguecimento ADC e com o enriguecimento SFBG curvas de crescimento
similares, porém, com uma queda no crescimento no oitavo dia em K com SFBG
(FIGURA 16). Para a curva de crescimento de M. chelonae em 7H9 com SFBG e
7H9 com ADC, houve também um crescimento significativo deste microrganismo,
sendo que 0 mesmo apresentou com o enriqguecimento SFBG e com o
enriquecimento ADC curvas de crescimento bem similares, apresentando apenas
um crescimento um pouco maior com 0 SFBG do quinto ao oitavo e no décimo dia
(FIGURA 17).
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FIGURA 16. Curva de crescimento de Mycobacterium chelonae ATCC 35752 nos meios K com SFBG
e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose,
ADC - enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Col6nia, mL — mililitro,
ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.
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FIGURA 17. Curva de crescimento de Mycobacterium chelonae ATCC 35752 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Col6nia,
mL — mililitro, ATCC - American Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

Apesar das curvas de M. chelonae apresentarem variagbes em algumas
leituras realizadas, picos de crescimento e algumas quedas dependendo do meio de
cultura e do enriguecimento, através da analise estatistica utilizando o teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 5%, percebeu-se que
nao houve interferéncia destes picos de crescimento na comparagcdo dos dois
enriquecimentos e, que o enriquecimento a base de Soro Fetal Bovino com Glicose
comparado com o0 enriguecimento ADC nao interferiu no crescimento de M.
chelonae, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre os enriquecimentos
testados. Os valores de p foram todos acima de 0,05, dentro do limite de confianca
de 95% (TABELA 7).
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TABELA 7. Resultado da analise estatistica da comparacéo do crescimento de M. chelonae em meio
de Kirchners e meio Middlebrook 7H9.

K com SFBG versus K com ADC [7H9 com SFBG versus 7H9  com ADC

M. chelonae
ATCC 35752

p-valor 0.4488 0.8493

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. K — Meio de Kirchners, 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a
base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American
Type Culture Collection, M - Mycobacterium.

4.1.4 Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594

O procedimento para realizacdo deste experimento foi semelhante ao descrito
no item 4.1.1, sendo que apenas uma das diluicdes foi inoculada em duplicata nas
placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton. Foi utilizada para fins de calculo a
diluicdo que estava dentro da faixa estabelecida, perfazendo assim um total de nove
resultados. O célculo foi realizado baseado na mediana dos resultados das leituras
das placas de cada meio de cultura utilizado (TABELA 8).

A partir da obtencéo do grafico da curva de crescimento para M. massiliense
nos meios K com SFBG e K com ADC durante os dez dias de incubacéo, observou-
se que esta micobactéria demonstrou um crescimento significativo apresentando
com o enriquecimento ADC um pico de crescimento no sexto dia (FIGURA 18). Para
a curva de crescimento de M. massiliense em 7H9 com SFBG e 7H9 com ADC,
houve também um crescimento significativo deste microrganismo, sendo que no

sétimo dia ocorreu uma queda do crescimento em 7H9 com ADC (FIGURA 19).
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TABELA 8. Resultados do nimero de unidades formadoras de coldonias/mL para Mycobacterium massiliense obtidos através da contagem de col6nias.

§ Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC* K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
8 (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
j,c) 1° dia 1,4E+07 3,6E+07 1,2E+07 1,5E+07 1,1E+07
§ 2° dia 4,0E+06 5,0E+07 1,0E+08 5,0E+07 7,0E+07
3° dia 2,1E+06 6,0E+07 8,0E+07 2,0E+08 1,1E+08
§ 4° dia 1,3E+06 2,1E+08 1,4E+08 4 5E+08 2,7E+08
% 5° dia 4,0E+05 4,0E+08 1,3E+08 7,5E+08 1,7E+08
E 6° dia 1,0E+05 8,0E+08 1,6E+08 2,7E+09 1,1E+08
g 7° dia 1,0E+05 3,0E+08 2,0E+08 1,1E+08 4,0E+08
% 8° dia 1,0E+05 4,0E+08 3,0E+08 1,8E+09 3,0E+08
§ 9° dia 1,0E+06 4,0E+08 7,0E+08 1,1E+09 2,0E+08
§ 10° dia 7,0E+06 5,0E+08 6,5E+08 9,0E+08 6,0E+08

*Os resultados referem-se a mediana de nove leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Coldnia, mL — mililitro, INCQS — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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FIGURA 18. Curva de crescimento de Mycobacterium massiliense INCQS n°00594 nos meios K com
SFBG e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e
glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de Colénia, mL —
mililitro, INCQS — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde, M - Mycobacterium.
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FIGURA 19. Curva de crescimento de Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594 nos meios 7H9
com SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro
Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, UFC — Unidades Formadoras de
Colbnia, mL — mililitro, INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde, M -
Mycobacterium.

Apesar das curvas apresentarem perfis de crescimento de M. massiliense
com os meios K com ADC, K com SFBG, 7H9 com ADC e 7H9 com SFBG,
visualmente diferentes, através da andlise estatistica utilizando o teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 5%, percebeu-se que
nao houve interferéncia destes picos de crescimento na comparacdo dos dois
enriqguecimentos e, que o enriquecimento a base de Soro Fetal Bovino com Glicose
comparado com o enriquecimento ADC nao interferiu no crescimento de M.
massiliense, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre os enriquecimentos
testados. Os valores de p foram todos acima de 0,05, dentro do limite de confianga
de 95% (TABELA 9).
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TABELA 9. Resultado da analise estatistica da comparacdo do crescimento de M. massiliense em
meio de Kirchners e meio Middlebrook 7H9.

K com SFBG versus K com ADC [7H9 com SFBG versus 7H9  com ADC

M. massiliense
INCQS n°00594

p-valor 0.4718 0.1397

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. K — Meio de Kirchners, 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a
base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude, M - Mycobacterium.

4.1.5 Cepa Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS n° 00062

N&o houve resultados referentes a curva de crescimento da cepa de M. bovis
devido a problemas na recuperacdo deste microrganismo nos meios de cultura
utilizados, além disso, o experimento nédo pode ser repetido devido ao longo tempo

de incubacéo necessario para obtencédo do microrganismo.

4.2 LEITURA POR ESPECTROFOTOMETRIA

4.2.1 Mycobacterium abscessus ATCC 19977, Mycobacterium fortuitum ATCC 6841,
Mycobacterium chelonae ATCC 35752, e Mycobacterium massiliense INCQS n°
00594.

Para obtencéo das leituras do crescimento por espectrofotometria das MCR,
as culturas foram incubadas por 1 a 10 dias, apos cada periodo de incubacédo as
culturas obtidas nos tubos contendo PB (3 tubos), K (3 tubos com ADC e 3 tubos
SFBG) e 7H9 (3 tubos com ADC e 3 tubos com SFBG) foram homogeneizadas em
agitador de tubos até a completa homogeneizacédo visual (FONSECA; DA SILVA,
GONTIJO FILHO, 1985), onde a partir dos tubos de meio de -cultura
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homogeneizados, foram retiradas aliquotas de 3 mL de cada tubo de meio de
cultura, que foram analisadas por espectrofotometria para determinacdo da
densidade dtica (DO) em transmitancia a 650nm. Os resultados foram baseados na
mediana das seis leituras dos tubos de cada meio de cultura utilizado.

Os resultados referentes aos microrganismos Mycobacterium abscessus
ATCC 19977, Mycobacterium fortuitum ATCC 6841, Mycobacterium chelonae ATCC
35752, e Mycobacterium massiliense INCQS n°00594 estdo nas TABELAS 10, 11,
12 e 13, respectivamente.

A partir da obtencdo dos graficos de transmitancia para M. abscessus, M.
chelonae, M. fortuitum e M. massiliense nos meios K com SFBG, K com ADC, 7H9
com SFBG e 7H9 com ADC durante os dez dias de incubacédo, observou-se que
estas micobactérias apresentaram comportamentos semelhantes quando os graficos
da curva de crescimento das mesmas foram observados (FIGURAS 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26 e 27).
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TABELA 10. Resultados obtidos através da leitura da densidade 6tica em transmitancia (T%) a 650nm para Mycobacterium abscessus.

Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC * K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
> (%) (%) (%) (%) (%)
8 1° dia 48,65 52,2 74,55 65,65 75,95
E 2° dia 46,85 40,05 53,1 41,65 42,6
" 3° dia 29,6 16,8 445 16,1 43,65
% 4° dia 11,4 12,6 40,6 3,1 28,5
_‘% 5° dia 0,7 1,15 25,6 2,3 11,85
g 6° dia 1,8 1,2 7,1 0,7 3,85
g 7° dia 1,15 1,35 5,55 1,6 1,35
E & dia 17 05 2,15 13 1,05
é‘ 9° dia 2,1 1,2 1,6 0,7 0,8

10° dia 1,7 11 1,25 0,55 0,6

*Os resultados referem-se a mediana de seis leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, T — Transmitancia, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 20. Curva de transmitancia de Mycobacterium abscessus ATCC 19977 nos meios K com
SFBG e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e
glicose, ADC - enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 21. Curva de transmitancia de Mycobacterium abscessus ATCC 19977 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriqguecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.



TABELA 11. Resultados obtidos através da leitura da densidade Gtica em transmitancia (T%) a 650nm para Mycobacterium fortuitum.
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Leituras Proskauer-Beck * Kirchnerscom ADC* K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
55' (T%) (T%) (T%) (T%) (T%)
8 1° dia 80,4 66,8 71 61,3 57,5
E 2° dia 61,2 39,45 48,3 38,85 31,2

3° dia 44,25 24,6 33,55 7,75 9
S 4° dia 13,6 7,15 6,85 1 0,9
g 5° dia 3,25 6,15 2,6 0,65 0,65
E 6° dia 2,45 3,8 2,45 0,5 0,5
% 7° dia 1,25 2,6 3,6 0,45 0,45
"é 8° dia 1,65 1,55 2,1 0,4 0,45
§ 9° dia 1,2 2,3 1,3 0,35 0,35

10° dia 1,3 1,95 1,35 0,4 0,35

*Os resultados referem-se a mediana de seis leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9,SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, T — Transmitancia, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 22. Curva de transmitancia de Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 nos meios K com SFBG
e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose,
ADC - enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 23. Curva de transmitancia de Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriqguecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.



TABELA 12. Resultados obtidos através da leitura da densidade 6tica em transmitancia (T%) a 650nm para Mycobacterium chelonae.
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Leituras Proskauer-Beck * Kirchners com ADC * K irchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7H 9 com SFBG *
§ (T%) (T%) (T%) (T%) (T%)
8 1° dia 98,15 90,65 89,7 86,35 85,5
E 2 dia 86,7 72,15 75,3 74,7 70,6

3° dia 79,6 65,4 69,45 68,8 72,2
§ 4° dia 44,95 53,3 67,05 68,35 64,55
% 50 dia 45,1 43,3 52,05 52,55 54,25
£ 6° dia 30,4 41,35 43,9 48,45 50,15
g 7° dia 16,05 24,55 195 53,1 48,45
‘é 8° dia 21,25 10,95 4,6 43,45 33,15
é 9 dia 5,25 9,95 2,2 33,5 32,8

10° dia 7 9,1 1,25 22,7 18,25

*Os resultados referem-se a mediana de seis leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, T — Transmitancia, ATCC - American Type Culture Collection.
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FIGURA 24. Curva de transmitédncia de Mycobacterium chelonae ATCC 35752 nos meios K com
SFBG e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e
glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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*Q gréfico representa a mediana de seis leituras de transmitancia.

FIGURA 25. Curva de transmitancia de Mycobacterium chelonae ATCC 35752 nos meios 7H9 com
SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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TABELA 13. Resultados obtidos através da leitura da densidade ética em transmitancia (T%) a 650nm para Mycobacterium massiliense.

% Leituras Proskauer-Beck * Kirchners com ADC * Kirchners com SFBG * 7H9 com ADC * 7 H9 com SFBG *
8 (T%) (T%) (T%) (T%) (%)
:,C) 1° dia 96,6 85 88,85 80,3 85,65
§ 2° dia 91,45 67,5 73,65 63,15 71,25
3° dia 75,05 61,1 64,45 47,6 59,1
§ 4° dia 49,35 49,6 54,35 35,35 53,95
% 5° dia 39,8 34,7 47,8 8,05 46,6
£ 6° dia 36,8 26,45 38,8 24,35 40,2
% 7° dia 31,5 24,9 30,7 17,2 28,85
g 8 dia 30,3 16,25 224 0,4 28,15
§ 9° dia 30,25 2,9 2,9 0,35 12,9
5 10° dia 17,85 2,45 2 0,5 4,25

*Os resultados referem-se a mediana de seis leituras. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e glicose, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, T — Transmitancia, INCQS — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde.
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FIGURA 26. Curva de transmitancia de Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594 nos meios K
com SFBG e K com ADC. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude.
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FIGURA 27. Curva de transmitancia de Mycobacterium massiliense INCQS n°00594 nos meios 7H9
com SFBG e 7H9 com ADC. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro
Fetal bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude.
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4.2.2 Analise estatistica dos resultados das leituras por espectrofotometria das
MCRs de referéncia

Através da analise estatistica utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis a um nivel de significancia de 5% nos resultados de leitura por transmitancia,
percebeu-se que o enriquecimento a base de Soro Fetal Bovino com Glicose
comparado com o enriguecimento ADC nao interferiu no crescimento de M.
abscessus, M. fortuitum, M. chelonae e M. massiliense, ou seja, ndo houve diferenca
significativa entre os enriquecimentos testados. Os valores de p foram todos acima
de 0,05, dentro do limite de confianca de 95% (QUADROS 1 e 2).

QUADRO 1. Resultado da analise estatistica da comparacao do crescimento das Micobactérias de
Crescimento Rapido de referéncia em meio de Kirchners.

M. chelonae ATCC 35752 | M. fortuitum ATCC 6841 | M. abscessus ATCC 19977 | M. massiliense INCQS n° 00594

K com SFBG
ADC

versus K com

p-valor 0.9397 0.7336 0.0587 0.6775

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. K — Meio de Kirchners, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal bovino e
glicose, ADC - enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, M — Mycobacterium.

QUADRO 2. Resultado da analise estatistica da comparacao do crescimento das Micobactérias de
Crescimento Rapido de referéncia em meio Middlebrook 7H9.

M. chelonae ATCC 35752 | M. fortuitum ATCC 6841 | M. abscessus ATCC 19977 | M. massiliense INCQS n° 00594

7H9 com SFBG
versus 7H9 com
ADC

p-valor 0.7913 0.939% 0.4055 0.1736

Valor de p onde resultados significativamente semelhantes possuem p > 0,05 para um limite de
confianca de 95%. 7H9 — Meio Middlebrook 7H9, SFBG — Enriquecimento a base de Soro Fetal
bovino e glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude, M — Mycobacterium.



4.3 OBSERVACAO DO CRESCIMENTO DOS MICRORGANISMOS NO MEIO DE
CULTURA ISENTO DE ENRIQUECIMENTO - PB

Os microrganismos M. abscessus, M. fortuitum, M. chelonae e M. massiliense
foram também inoculados em Caldo Proskauer-Beck Modificado para a obtencdo da
curva de crescimento dessas micobactérias conforme citado no item 4.1.1. No
preparo deste meio de cultura ndo é utilizado enriqguecimento, ou seja, ndo ha
interferéncia deste tipo de substancia e, o0 mesmo é utilizado para o preparo da
suspensdo teste do Meétodo para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de
Desinfetantes, sendo assim considerado como meio controle. Devido a este fato,
observou-se que era importante a analise comparativa destes microrganismos
apenas em PB. O calculo foi realizado baseado na mediana dos resultados das
leituras das placas inoculadas com o microrganismo que havia sido previamente

crescido em PB.
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Comparagao em Caldo PB
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*Q gréfico representa o log das medianas das leituras dos respectivos microrganismos.

FIGURA 28. Curva de Crescimento das micobactérias de crescimento rapido de referéncia no meio
PB. PB — Caldo Proskauer-Beck modificado, UFC — Unidades Formadoras de Colonbnia, mL —
mililitro, M — Mycobacterium.

Através somente da analise do grafico ndo poderiamos realizar a comparacao
das micobactérias M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. massiliense
crescidas em meio PB. Foi realizada entdo a analise estatistica destes resultados
em mediana utilizando o teste de Kruskal-Wallis a um nivel de significancia de 95%.
Porém, ao aplicar este teste estatistico com todas as micobactérias obteve-se um p-
valor menor que 0,05, ou seja, indicando que havia uma diferenca estatistica entre
0s crescimentos obtidos em meio PB.

Com este resultado, procurou-se avaliar o que estava levando a esta
diferenca e foi concluido que havia um pico de crescimento de M. abscessus
referente ao quarto dia, que alterava o p-valor para abaixo de 0,05. Devido a este
fato, o teste estatistico foi realizado novamente, sendo incluidas apenas M.

chelonae, M. fortuitum e M. massiliense e assim, obteve-se um p-valor > 0,05,
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indicando ndo haver diferenca estatistica no crescimento destas micobactérias em
meio PB (TABELA 14).

TABELA 14. Resultado da analise estatistica da comparacao do crescimento das micobactérias M.

chelonae, M. fortuitum e M. massiliense em meio PB.

M. chelonae ATCC 35752/ M. fortuitum ATCC 6841/ M. massiliense INCQS 00594

Proskauer-Beck

p-valor 0.0559

Valor de p onde resultado significativamente semelhante possui p > 0,05 para um limite de confianca
de 95%. M — Mycobacterium, ATCC - American Type Culture Collection.

4.4 VERIFICACAO DA QUALIDADE DOS DESINFETANTES

4.4.2 Desinfetante A

Na avaliacdo da atividade micobactericida para verificar a qualidade do
Desinfetante A, foi observado crescimento de M. bovis em um tubo de cada meio de
cultura (Proskauer-Beck modificado, Kirchnners e Middlebrook 7H9) tanto com
enriqguecimento ADC quanto com SFBG, porém o microrganismo estava sensivel no
controle da resisténcia frente as diluicbes do fenol (QUADRO 3 e 4). Foi realizada
entdo, a repeticdo do ensaio e o crescimento observado foram de dois tubos de PB
e um tubo de K com o enriguecimento ADC. Com o enriquecimento SFBG foi
observado crescimento em trés tubos de PB, dois tubos de K e um tubo de 7H9
(QUADRO 3).

Na avaliacdo da atividade micobactericida desse mesmo produto utilizando a
cepa de M. massiliense INCQS n° 00594 foi observado crescimento em todos os 30
tubos de meio de cultura empregados, tanto com enriquecimento ADC quanto com

SFBG, observando-se assim a ineficacia do produto desinfetante A (QUADRO 3).
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Durante a leitura desses resultados, visualizou-se um crescimento maior desta
micobactéria nos meios de cultura onde foi empregado o enriquecimento SFBG do
gue nos meios com o enriquecimento ADC.

O teor do principio ativo glutaraldeido do desinfetante A estava em 108% do
declarado pelo fabricante, considerado assim satisfatério pela metodologia INCQS
65.3110.026 (Faixa aceita: 85% a 115%) (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009b), mas, independentemente deste resultado, o
desinfetante A foi considerado insatisfatorio pelo Método para Avaliagcdo da
Atividade Micobactericida de Desinfetantes porque o mesmo nao foi capaz de
eliminar os microrganismos oficialmente exigidos pela legislacao vigente de acordo
com os critérios de aprovacdo do método.

Nas FIGURAS 29 e 30 esta representado graficamente o nimero de tubos de
meio de cultura com os enriquecimentos ADC e SFBG que apresentaram
crescimento de acordo com os microrganismos M. bovis e M. massiliense frente ao

desinfetante A.
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QUADRO 3. Avaliacéo da atividade micobactericida do desinfetante A utilizando a cepa de Mycobacterium bovis BCG Moreau e Mycobacterium massiliense
INCQS n°00594.

< Total de carreadores positivos

Joi Microrganismos Ensaio 1 Ensaio 2 Controles Resultado
% PB K-ADC ~ 7H9-ADC| PB  K-SFBG T7H9-SFBG| PB  K-ADC TH9-ADC| PB  K-SFBG 7H9-SFBG | Esterilidade | Viahilidade

% Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS n° 00062 1 1 1 1 1 1 2 1 0 3 2 1 C C [

o Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594 10 10 10 10 10 10 NR NR NR NR NR NR C C |

PB — Proskauer-Beck modificado, K — Kirchners, 7H9 — Middlebrook 7H9, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC,
NR — Né&o realizado, C — Conforme, | — Insatisfatorio, INCQS — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

QUADRO 4. Avaliagcao da resisténcia dos microrganismos Mycobacterium bovis BCG Moreau e Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594 frente as

diluicBes do fenol no ensaio com o desinfetante A.

Desinfetante A

Microrganismos

F (ADC)

Controle de Resisténcia do

Microrganismo ao Fenol - Ensaio 1
| F (SFBG)

Controle de Resisténcia do

Microrganismo ao Fenol - Ensaio 2
F (ADC)

| F (SFBG)

Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS n° 00062

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Sensivel

Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594

Dentro do Padréo

Dentro do Padrao

Nao realizado

Nao realizado

F - Fenol, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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Figura 29. Atividade micobactericida do Desinfetante A frente aos microrganismos M. bovis e M.
massiliense utilizando os meios de cultura com o enriquecimento ADC. PB — caldo Proskauer-Beck
modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, ADC — enriquecimento Middlebrook
ADC, M — Mycobacterium, INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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Figura 30. Atividade micobactericida do Desinfetante A frente aos microrganismos M. bovis e M.
massiliense utilizando os meios de cultura com o enriquecimento SFBG. PB — caldo Proskauer-Beck
modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, SFBG — enriquecimento a base de
Soro Fetal bovino com Glicose, M — Mycobacterium, INCQS - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude.
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4.4.3 Desinfetante B

Na avaliacdo da atividade micobactericida para verificar a qualidade do
Desinfetante B, n&o foi observado crescimento de M. bovis em nenhum dos tubos
contendo meios de cultura (Proskauer-Beck modificado, Kirchnners e Middlebrook
7H9) com enriquecimento ADC, porém foi observado crescimento de quatro tubos
em cada meio de cultura com o enriquecimento SFBG. Mas, o0 microrganismo estava
sensivel no controle da resisténcia frente as diluicdes do fenol (QUADRO 5 e 6). Foi
realizada entéo, a repeticdo do ensaio, j& que havia sido observado crescimento em
tubos contendo meios de cultura adicionados de SFBG, mesmo com um
microrganismo demonstrando sensibilidade frente ao controle do fenol. O
crescimento observado no segundo ensaio foi de dois tubos de PB, dois tubos de K
e um tubo de 7H9 com o enriquecimento ADC. Ja com o enriguecimento SFBG foi
observado crescimento em cinco tubos de PB, quatro tubos de K e quatro tubos de
7H9 (QUADRO 5).

Na avaliacdo da atividade micobactericida desse mesmo produto utilizando a
cepa de M. massiliense INCQS n° 00594 foi observado crescimento em todos os 30
tubos de meio de cultura empregados tanto com enriquecimento ADC quanto com
SFBG, verificando assim a total ineficacia do desinfetante B (QUADRO 5). Durante a
leitura destes resultados, visualizou-se um crescimento maior desta micobactéria
nos meios de cultura onde foi empregado o enriguecimento SFBG do que nos meios
com o enriguecimento ADC.

O teor do principio ativo glutaraldeido do desinfetante B estava em 97% do
declarado pelo fabricante, considerado assim satisfatério pela metodologia INCQS
65.3110.026 (Faixa aceita: 85% a 115%) (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE
DE QUALIDADE EM SAUDE, 2009b), mas, independentemente deste resultado o
desinfetante B foi considerado insatisfatorio pelo Método para Avaliacdo da
Atividade Micobactericida de Desinfetantes porque o mesmo nao foi capaz de
eliminar os microrganismos oficialmente exigidos pela legislacao vigente de acordo
com os critérios de aprovacao do método.

Nas FIGURAS 31 e 32 esta representado graficamente o nimero de tubos de
meio de cultura com os enriquecimentos ADC e SFBG que apresentaram

crescimento de acordo com M. bovis e M. massiliense frente ao desinfetante B.
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QUADRO 5. Avaliacao da atividade micobactericida do desinfetante B utilizando a cepa de Mycobacterium bovis BCG Moreau e Mycobacterium massiliense
INCQS n° 00594

Total de carreadores positivos
E Microrganismos Ensaio 1 Ensaio 2 Controles Resultado
% PB K-ADC  7TH9-ADC| PB  K-SFBG T7TH9-SFBG| PB  K-ADC T7HY3-ADC| PB  K-SFBG T7HI-SFBG| Esterilidade | Viabilidade
% Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS n° 00062 0 0 0 4 4 4 2 2 1 5 4 4 C C |
o Mycobacterium massiliense INCQS n® 00594 10 10 10 10 10 10 NR AR AR AR NR NR C C |

PB — Proskauer-Beck modificado, K — Kirchners, 7H9 — Middlebrook 7H9, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC,
NR — N&o realizado, C — Conforme, | — Insatisfatorio,INCQS — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em saude.

QUADRO 6. Avaliacdo da resisténcia dos microrganismos Mycobacterium bovis BCG Moreau e Mycobacterium massiliense INCQS n°00594 frente as
diluicBes do fenol no ensaio com o desinfetante B.

Desinfetante B

Microrganismos

Controle de Resisténcia do
Microrganismo ao Fenol - Ensaio 1
F (ADC) F (SFBG)

Controle de Resisténcia do
Microrganismo ao Fenol - Ensaio 2
F (ADC) F (SFBG)

Mycobacterium bovis BCG Moreau INCQS n° 00062

Sensiwvel Sensivel

Sensivel Sensivel

Mycobacterium massiliense INCQS n° 00594

Dentro do Padrao

Dentro do Padréo

Nao realizado Nao realizado

F - Fenol, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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Figura 31. Atividade micobactericida do Desinfetante B frente aos microrganismos M. bovis e M.
massiliense utilizando os meios de cultura com o enriquecimento ADC. PB — caldo Proskauer-Beck
modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, ADC — enriquecimento Middlebrook
ADC, M — Mycobacterium, INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.
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Figura 32. Atividade micobactericida do Desinfetante B frente aos microrganismos M. bovis e M.
massiliense utilizando os meios de cultura com o enriquecimento SFBG. PB — caldo Proskauer-Beck
modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, SFBG — enriquecimento a base de
Soro Fetal bovino com Glicose, M — Mycobacterium, INCQS - Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude.
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45 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DAS MICOBACTERIAS DE
CRESCIMENTO RAPIDO DE REFERENCIA UTILIZANDO OS DIFERENTES
ENRIQUECIMENTOS

4. 5.2 Desinfetante A

Quanto a avaliacdo da suscetibilidade das MCR frente ao desinfetante A, M.
abscessus mostrou-se médio tolerante, pois foi observado crescimento em 6 tubos
contendo caldo Proskauer-Beck modificado, em 3 contendo meio de Kirchners e em
2 tubos com meio Middlebrook 7H9 com o enriquecimento ADC e, com o
enriqguecimento SFBG foi observado crescimento em 10 tubos contendo caldo
Proskauer-Beck modificado, em 4 contendo meio de Kirchners e em 6 tubos com
meio Middlebrook 7H9 (QUADRO 7).

Para M. chelonae néo foi observado crescimento em nenhum meio de cultura
(Proskauer-Beck modificado, Kirchnners e Middlebrook 7H9) tanto com
enriguecimento ADC quanto com SFBG, porém o microrganismo estava sensivel na
avaliacdo da resisténcia frente as diluicbes do fenol (QUADRO 7 e 8). Foi
necessaria, entao, a repeticdo do ensaio e o crescimento observado foi de apenas
um tudo de K com o enriguecimento ADC e um tubo de 7H9 com o enriquecimento
SFBG, mostrando assim uma fraca tolerancia de M. chelonae ao desinfetante A.
(QUADRO 7).

Ja para M. fortuitum, foi observado apenas crescimento em um tubo de PB no
ensaio com o enriquecimento ADC, porém este microrganismo estava sensivel na
avaliacdo da resisténcia frente as diluicdes do fenol (QUADRO 7 e 8). Foi
necessaria, entao, a repeticdo do ensaio e o crescimento observado foi de 3 tubos
com o meio PB para o ensaio com o enriquecimento ADC e de 1 tubo de PB para o
ensaio com o enriguecimento SFBG. M. fortuitum mostrou-se assim fracamente
tolerante ao desinfetante A (QUADRO 7).

Nas FIGURAS 33 e 34 esta representado graficamente o nimero de tubos de
meio de cultura com os enriquecimentos ADC e SFBG que apresentaram

crescimento de acordo com as MCR de referéncia frente ao desinfetante A.
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QUADRO 7. Avaliagdo da suscetibilidade de Mycobacterium abscessus ATCC 19977, Mycobacterium chelonae ATCC 35752 e Mycobacterium fortuitum
ATCC 6841 utilizando desinfetante A.

Total de carreadores positivos

2() Microrganismos Ensaio 1 Ensaio 2 Controles

g PB K-ADC TH9-ADC PB K-SFBG  7H9-SFBG PB K-ADC  7H9-ADC PB K-SFBG  7H9-SFBG | Esterilidade | Viabilidade

f'qg') Mycobacterium abscessus ATCC 19977 6 2 10 4 6 NR NR NR NR NR NR C C

§ Mycobacterium chelonae ATCC 35752 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 C C
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 1 0 0 0 0 3 0 0 1 0 0 C C

PB — Proskauer-Beck modificado, K — Kirchners, 7H9 — Middlebrook 7H9, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC,
NR — N&o realizado, C — Conforme, ATCC - American Type Culture Collection.

QUADRO 8. Avaliacao da resisténcia dos microrganismos Mycobacterium abscessus ATCC 19977, Mycobacterium chelonae ATCC 35752 e Mycobacterium
fortuitum ATCC 6841 frente as diluicdes do fenol no ensaio com o desinfetante A.
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Microrganismos

Controle de Resisténcia do
Microrganismo ao Fenol - Ensaio 1
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Microrganismo ao Fenol - Ensaio 2
F (ADC) | F (SFBG)

Mycobacterium abscessus ATCC 19977

Nao Realizado Nao Realizado

Mycobacterium chelonae ATCC 35752

F (ADC) | F (SFBG)
Dentro do Padréo Dentro do Padréao
Sensivel Sensivel
Sensivel Sensivel

Dentro do Padrao Dentro do Padrao

Mycobacterium fortuitum ATCC 6841

Dentro do Padrao Dentro do Padréo

F - Fenol, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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Figura 33. Avaliacdo da suscetibilidade das MCRs de referéncia frente ao desinfetante A utilizando os
meios de cultura com o enriqguecimento ADC. MCR — micobactérias de crescimento rapido, PB —
caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners, 7TH9 — meio Middlebrook 7H9, ADC —
enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC — American Type Culture Collection, M — Mycobacterium.
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Figura 34. Avaliacdo da suscetibilidade das MCRs de referéncia frente ao desinfetante A utilizando os
meios de cultura com o enriquecimento SFBG. MCR — micobactérias de crescimento rapido, PB —
caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, SFBG —

enriquecimento a base de Soro Fetal bovino com Glicose, ATCC — American Type Culture Collection,
M — Mycobacterium.
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4.5.3 Desinfetante B

Quanto a avaliacéo da suscetibilidade das MCR frente ao desinfetante B, em
M. abscessus, foi observado crescimento em 9 tubos contendo caldo Proskauer-
Beck modificado, em 5 tubos contendo meio de Kirchners e em 3 tubos com meio
Middlebrook 7H9 com o enriquecimento ADC e, com o enriquecimento SFBG foi
observado crescimento em 9 tubos contendo caldo Proskauer-Beck modificado, em
7 contendo meio de Kirchners e em 8 tubos (QUADRO 9). M. abscessus mostrou-se
altamente tolerante ao desinfetante B utilizando os meios de cultura K e 7H9 com o
enriquecimento SFBG e, jA& com o enriquecimento ADC esta micobactéria
apresentou-se médio tolerante ao mesmo desinfetante.

Para M. chelonae n&o foi observado crescimento em nenhum meio de cultura
(Proskauer-Beck modificado, Kirchnners e Middlebrook 7H9) tanto com
enriqguecimento ADC quanto com SFBG, porém o microrganismo estava sensivel no
controle da resisténcia frente as diluicbes do fenol (QUADRO 9 e 10). Foi
necesséaria, entdo, a repeticdo do ensaio e nao foi novamente observado
crescimento em nenhum meio de cultura com os dois enriquecimentos e, 0
microrganismo neste segundo ensaio estava dentro do padréo de resisténcia frente
as diluicbes do fenol (QUADRO 9 e 10), confirmando assim que M. chelonae foi
eliminado pelo desinfetante B utilizando os dois enriguecimentos.

Ja para M. fortuitum, foi observado apenas crescimento em um tubo de PB no
ensaio com o enriquecimento ADC e em um tubo de PB no ensaio com o
enriguecimento SFBG, porém este microrganismo estava sensivel no controle da
resisténcia frente as diluicdes do fenol (QUADRO 9 e 10). Foi necessaria, entdo, a
repeticdo do ensaio e o crescimento observado foi de 1 tubo com o meio PB para o
ensaio com o enriquecimento ADC e de 3 tubos de PB para o ensaio com o
enriqguecimento SFBG. M. fortuitum mostrou-se assim fracamente tolerante ao
desinfetante B (QUADRO 9).

Nas FIGURAS 35 e 36 esta representado graficamente o nimero de tubos de
meio de cultura com os enriquecimentos ADC e SFBG que apresentaram

crescimento de acordo com as MCR de referéncia frente ao desinfetante B.
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QUADRO 9. Avaliagdo da suscetibilidade de Mycobacterium abscessus ATCC 19977, Mycobacterium chelonae ATCC 35752 e Mycobacterium fortuitum

ATCC 6841 utilizando o desinfetante B.

Total de carreadores positivos
m Microrganismos Ensaio 1 Ensaio 2 Controles
% PB K-ADC TH9-ADC PB K-SFBG  7H9-SFBG PB K-ADC  7H9-ADC PB K-SFBG  7H9-SFBG | Esterilidade | Viabilidade
_"qg') Mycobacterium abscessus ATCC 19977 9 5 3 9 7 8 NR NR NR NR NR NR C C
§ Mycobacterium chelonae ATCC 35752 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 C C
Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 1 0 0 0 0 1 0 0 3 0 0 C C

PB — Proskauer-Beck modificado, K — Kirchners, 7H9 — Middlebrook 7H9, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC,
NR — N&o realizado, C — Conforme, ATCC - American Type Culture Collection.

QUADRO 10. Avaliacdo da resisténcia dos microrganismos Mycobacterium abscessus ATCC 19977,

Mycobacterium fortuitum ATCC 6841 frente as diluicGes do fenol no ensaio com o desinfetante B.
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F - Fenol, SFBG — Soro Fetal bovino com glicose, ADC — enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC - American Type Culture Collection.
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Figura 35. Avaliacdo da suscetibilidade das MCRs de referéncia frente ao desinfetante B utilizando os
meios de cultura com o enriqguecimento ADC. MCR — micobactérias de crescimento rapido, PB —
caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, ADC -
enriquecimento Middlebrook ADC, ATCC — American Type Culture Collection, M — Mycobacterium.
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Figura 36. Avaliacdo da suscetibilidade das MCRs de referéncia frente ao desinfetante B utilizando os
meios de cultura com o enriquecimento SFBG. MCR — micobactérias de crescimento rapido, PB —
caldo Proskauer-Beck modificado, K — meio de Kirchners, 7H9 — meio Middlebrook 7H9, SFBG —
enriquecimento a base de Soro Fetal bovino com Glicose, ATCC — American Type Culture Collection,
M — Mycobacterium.
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5 DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo foi comparar a taxa de crescimento de
algumas micobactérias utilizando o enriquecimento comercial Middlebrook ADC
Enrichment (ADC) e um enriquecimento formulado em laboratério contendo soro
fetal bovino adicionado de glicose (SFBG). Esses enriquecimentos sdo adicionados
a dois dos trés meios de cultura empregados no Método Confirmatorio para
Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes, sendo esperado que 0s
resultados preliminares possam fornecer subsidios para o desenvolvimento
tecnolégico do método de avaliacdo da qualidade de saneantes micobactericidas,
nao somente por diminuir a dependéncia em relacdo a apenas um fabricante do
ADC, como também trazer informacdes sobre o perfil de suscetibilidade de
micobactérias envolvidas recentemente em epidemias no Brasil. Este
desenvolvimento também esta associado a uma demanda institucional, que se
estabeleceu apos a publicacdo pela ANVISA da Resolucdo RDC n° 51, de 21 de
outubro de 2009 (BRASIL, 2009), na qual esta estabelecido que os fabricantes
devem comprovar a eficacia de desinfetantes hospitalares para artigos semicriticos
contra, ndo somente a cepa M. bovis BCG Moreau, como também contra
Mycobacterium massiliense INCQS N° 00594. E importante ressaltar que n&o
haviam estudos realizados no Brasil envolvendo esta micobactéria, sua taxa de
crescimento e seu perfil de suscetibilidade em diferentes condigdes de crescimento
antes da publicacdo da RDC n° 51, e esses aspectos importantes devem ser
considerados apos a inclusdo desta micobactéria na resolucao.

O crescimento e exigéncias nutricionais de micobactérias tém sido
intensamente estudados desde a descoberta de M. tuberculosis por Koch em 1882.
Porém é surpreendente que a identidade de muitos transportadores de nutrientes
essenciais de M. tuberculosis e de outras micobactérias ainda seja desconhecida,
apesar dos consideraveis progressos no desenvolvimento de métodos genéticos
para as micobactérias (KANA; MIZRAHI, 2004, MACHOWSKI; DAWES; MIZRAHI,
2005). Recentemente, o metabolismo do carbono de micobactérias atraiu grande
interesse com a observacdo de que M. tuberculosis depende do ciclo do glioxilato
para sobreviver em camundongos (McKINNEY et al., 2000, MUNOZ-ELIAS;
McKINNEY, 2005). Isso indica que M. tuberculosis pode utilizar lipidios como
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principal fonte de carbono durante a infeccdo. Por outro lado, os genes que
codificam um suposto transportador de dissacarideos foram considerados essenciais
para M. tuberculosis durante a primeira semana de infeccdo (SASSETTI; RUBIN,
2003), indicando que M. tuberculosis pode mudar a sua principal fonte de carbono,
de carboidratos para lipidios, na resposta imune adaptativa. Obviamente, isso exige
que M. tuberculosis tenha a capacidade de captar determinados carboidratos e
lipidios.

Recentemente Niederweis (2008) publicou uma revisdao descrevendo uma
comparacao entre 0s possiveis processos de captacdo de nutrientes em M.
tuberculosis e M. smegmatis. Nessa revisdo, os transportadores de carboidratos
através da membrana interna das micobactérias foram descritos de acordo com
analises in silico em combinacdo com dados experimentais disponiveis na literatura.
Em relacdo & captacdo de carboidratos, foi observada a presenca de somente 5
proteinas transportadoras de carboidratos na membrana interna de M. tuberculosis,
enquanto M. smegmatis possui 28 transportadores a sua disposi¢ao. Talvez devido a
esse fato, as MCR tenham mais facilidade em captar nutrientes, consequentemente
um tempo de geracdo menor do que as micobactérias de crescimento lento.

Outras proteinas também foram identificadas e caracterizadas em
micobactérias, estando envolvidas na captacdo de varios nutrientes, como fosfato
(VYAS, N.; VYAS, M; QUIOCHO, 2003, WEBB, 2003, PEIRS et al., 2005,
GEBHARD; TRAN; COOK, 2006, WOLSCHENDORF; MAHFOUD; NIEDERWEIS,
2007), sulfato (WOOFF et al., 2002) e alguns aminoacidos (SETH; CONNELL, 2000,
TALAUE et al., 2006).

A presenca de duas barreiras lipidicas em micobactérias impde limitacdes
consideraveis para o transporte de solutos do exterior da célula para o citoplasma e
tem importantes consequéncias para a fisiologia e patogénese de micobactérias
(NIEDERWEIS, 2008).

Além disso, o conjunto de porinas da membrana externa de M. smegmatis e
M. tuberculosis aparenta ser diferente. Estas diferencas, provavelmente representam
adaptacdes de M. tuberculosis ao seu crescimento mais lento (COX; COOK, 2007) e
ao seu habitat natural muito diferente. Em particular, proteinas da membrana externa
podem oferecer uma enorme vantagem como alvos de drogas, ja que os inibidores
nao precisariam atravessar a membrana externa. Outro ponto interessante, € que

provavelmente essas porinas, novos alvos de drogas, ndo parecem demonstrar
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qualquer similaridade com outras proteinas (FALLER; NIEDERWEIS; SCHULZ,
2004).

A sobrevivéncia dos microrganismos em laboratério depende da sua
capacidade de crescer sob certas substancias quimicas e fisicas. A compreenséo
dessas condigcbes permitiria caracterizar cepas e diferenciar o0s tipos de
micobactérias. Nutrientes ou fatores de crescimento também séo necessarios para
crescimento celular e manutencdo dos organismos (BRITTLE, 2009).

Em laboratorio, muitas vezes o glicerol € a fonte de carbono preferencial para
crescimento abundante de muitas micobactérias, incluindo M tuberculosis. No
entanto, M. bovis, M. africanum e M. microti sdo incapazes de utilizar o glicerol como
Gnica fonte de carbono, necessitando da adicdo de piruvato ao meio de cultura de
modo a permitir o crescimento. Na presenca de glicerol, as micobactérias
conseguem produzir um excesso de lipidios e polissacarideos, o que pode explicar a
maior massa de bacilos obtidos neste substrato por unidade de volume de meio de
cultura. As influéncias do glicerol sobre culturas micobacterianas surgiram a partir do
fato de que o glicerol e seus derivados metabdlicos podem atuar como precursores
na biossintese de lipidios e de constituintes da parede celular (KEATING et al.,
2005).

Outro estudo, realizado por Hedgecock em 1968 descreveu as caracteristicas
nutricionais das micobactérias atipicas. Foram testados varios compostos de
carbono simples (acido oleico, glicerol, glicose, acido piravico, acido aceético, D-
ribose) que foram adicionados em meio de Kirchner e compararam o crescimento de
micobactérias atipicas com linhagens de M. tuberculosis. A maior taxa de
crescimento das micobactérias testadas ocorreu em meio de Kirchner modificado
contendo acido oleico como unica fonte de carbono.

Sangue, plasma, soro ou outros fluidos corporais também podem contribuir
como fatores de crescimento para meios de cultura para isolamento e cultivo de
patogenos (BRITTLE, 2009).

Os meios de cultura consistem da associacdo qualitativa e quantitativa de
substancias que fornecem o0s nutrientes necessarios ao desenvolvimento de
microrganismos fora do seu meio natural. Eles sdo essenciais para o0 crescimento
dos microrganismos e as exigéncias basicas para um meio incluem, uma fonte de
nutriente, um agente solidificante (para meios sélidos), um pH determinado, e varios

aditivos especificos. As exigéncias nutritivas da maioria dos microrganismos séo
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complexas. A maior parte deles utiliza uma disposicdo de fontes nutrientes que
incluem o nitrogénio, o carbono, sais inorganicos, minerais, e outras substancias
diversas (MURRAY, 2007).

Os microrganismos apresentam diferentes comportamentos quando crescidos
em meios de cultura. Isto se deve, porgue o seu metabolismo é totalmente alterado
neste meio de cultura em que ele se encontra, como por exemplo, em meios com
poucos nutrientes, ou seja, “meios pobres”, ou, em meios com muitos nutrientes,
“meios ricos”. E muito comum que a formulacio destes meios de cultura seja
alterada para nosso beneficio, visando um melhor crescimento, recuperacdo ou
identificacdo destes microrganismos e, para que isto aconteca séo utilizados meios
seletivos, meios diferenciais e meios de enriquecimento.

Os meios seletivos sao elaborados com o objetivo de favorecer o crescimento
do microrganismo de interesse e impedir 0 crescimento de outros microrganismos
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Eles contém os aditivos que realgam essa
deteccdo do microrganismo desejado inibindo aqueles ndo desejados. Porém, a
eficacia desses meios seletivos pode variar, colénias pequenas de microrganismos
parcialmente inibidos podem estar presentes nos meios, como também, o0s
ingredientes que fazem meios altamente seletivos podem acabar inibindo o
microrganismo a ser preferencialmente selecionado (MURRAY, 2007).

O meio diferencial € utilizado para a facil identificacdo da colbnia do
microrganismo de interesse quando existem outros microrganismos muito parecidos
crescendo na mesma placa de meio de cultura (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). E
uma identificacdo presuntiva através da aparéncia dos microrganismos nos meios de
cultura. Isto pode ser demonstrado pela coloracdo da colénia ou por um precipitado
gue se forme sobre ou em torno da colénia (MURRAY, 2007). Em alguns casos, as
caracteristicas dos meios seletivos e diferenciais podem ser combinadas no mesmo
meio de cultivo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Para o isolamento de microrganismos presentes em pequeno numero junto
com outros que estdo em grande quantidade, € necessaria a utilizacdo de meios de
enriquecimento. O meio utilizado para enriquecimento de uma cultura normalmente é
liguido e contém todos os nutrientes necessarios para favorecer a multiplicacdo do
microrganismo de interesse, considerado exigente e fastidioso, facilitando assim sua
detecgcdo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Algumas micobactérias se enquadram na classificagdo de microrganismos
exigentes, sendo comumente crescidas e isoladas em meios de cultura sélidos a
base de ovo, meios agar base e meios de cultura liquidos especificos. Estes dois
altimos sdo quimicamente melhor definidos e alguns utilizam enriquecimentos na sua
formulacdo que sdo essenciais para o crescimento do microrganismo (MURRAY,
2007).

Os meios a base de ovo contém varios aditivos e, um deles & o verde
malaquita, que inibe parcialmente o crescimento de bactérias contaminantes que
nao micobactérias e atua como um indicador de pH. Estes meios tém uma boa
capacidade tampdo e uma vida til longa (varios meses sob refrigeracéo) e suportam
0 crescimento da maioria das micobactérias. Dos meios de cultura a base de ovo,
Léwestein-Jensen (LJ) € mais comumente usado (MURRAY, 2007), porém, utilizam-
se também os meios Ogawa e American Trudeau Society (ATS) (PARISH; STOKER,
1998).

Culturas de micobactérias em meios sélidos sdo mais especificas e sensiveis,
mas o crescimento nos mesmos pode levar semanas (MIROVIC; LEPSANOVIC,
2002). Ja os meios de cultura liquidos, mais utilizados para o crescimento das
micobactérias s&o Proskauer-Beck, Sauton, Kirchner, Middlebrook e Dubos
(PARISH; STOKER, 1998), esses meios normalmente proporcionam uma o6tima
recuperacdo destes microrganismos (MURRAY, 2007). Os meios de cultura PB e
Sauton sdo quimicamente definidos enquanto que os outros contém proteina animal.
Proskauer-Beck também € util para o cultivo de grandes quantidades de M.
tuberculosis e outras espécies através do crescimento em forma de peliculas de
superficie (PARISH; STOKER, 1998).

O meio de Kirchner pode ser utilizado como meio seletivo aumentando a taxa
de isolamento das micobactérias a partir de amostras clinicas, tais como tecidos e
liguidos do corpo, que geralmente tem pequenas populacées bacterianas. Isso foi
observado em um estudo desenvolvido por David (2004), onde a cultura direta de
amostras clinicas utilizando-se o0 meio de Kirchner apresentou uma positividade
maior em relacdo a recuperacdo de micobactérias do que quando foi utilizado o meio
LJ. Outros estudos envolvendo a associacdo de antimicrobianos com o meio de
Kirchner também obtiveram o mesmo resultado positivo (MITCHISON; ALLEN;
MANICKAVASAGAR, 1983, SPARHAM; HARRIS; SPENCER, 1984, MATHEW et
al., 1995, VANAJAKUMAR et al., 1997). Além disso, como acontece com outros
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meios de cultura seletivos, Kirchner pode ser usado para recuperar micobactérias a
partir de culturas contaminadas (PARISH; STOKER, 1998).

Os meios agar base sao aqueles desenvolvidos por Middlebrook e
colaboradores. Estes sdo os meios de cultura "7H", e foram desenvolvidos através
de uma série de alteracbes nas formulacdes. Cada pequena alteracdo aos
constituintes conduziu a uma alteracdo no nimero do meio como, por exemplo, 7H9,
7H10 e 7H11. Existem apenas poucos fornecedores comerciais destes meios na
forma desidratada, podendo também serem produzidos internamente no laboratério,
embora a variagdo do lote de producéo seja geralmente maior do que aquela
apresentada pelo lote comercial.

O meio Middlebrook 7H9 é provavelmente o meio liquido mais utilizado nas
investigacdes de pesquisa, desenvolvido para acelerar o crescimento e a taxa de
recuperacdo de micobactérias no laboratorio (LU; HEEREN; DUNNE, 2002), sendo
necesséaria nesse meio a adicdo do enriquecimento a base de albumina, dextrose e
catalase (ADC), assim como no meio Middlebrook 7H10 e 7H11 que séo
enriquecidos com &acido oleico, albumina, dextrose e catalase (OADC). O acido
oleico desempenha um papel importante no metabolismo da micobactéria, a
albumina age como um agente de protecéo se ligando a acidos graxos livres, toxicos
para as micobactérias, enquanto que a glicose € incluida como uma fonte de energia
e a catalase destroi todos os peréxidos toxicos que podem estar presentes no meio
(BRITTLE et al, 2009). E importante reconhecer o valor dos meios de cultura
Middlebrook tanto para trabalhos de pesquisa e diagnostico (PARISH; STOKER,
1998).

Existem muitas dificuldades para recuperar, isolar e identificar as
micobactérias em amostras clinicas e de agua. Foram realizados alguns estudos
comparando varios métodos de cultura para isolar espécies de micobactérias em
adguas de superficie, dgua tratada e amostras clinicas, sendo o objetivo principal
desses, identificar o método que apresente o melhor desempenho para isolamento
do microrganismo (NEUMANN et al.,, 1997, JUAN et al.,, 2006, WHITTINGTON,
2009, RADOMSKI et al., 2010)

Outros estudos compararam sistemas automatizados (BACTEC 460,
BACTEC MGIT 960, MB/BacT), utilizando meios liquidos, com os métodos que
utilizam os meios soélidos convencionais. Os sistemas automatizados mostraram-se

mais sensiveis e com um menor tempo de detec¢cdo das micobactérias, porém,
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muitos afirmam que a combinacdo do sistema automatizado com o método de
cultura convencional poderia ser capaz de realizar uma maior recuperagdo das
micobactérias (ROHNER et al., 1997, IDIGORAS et al., 2000, HARRIS et al., 2000,
PIERSIMONI et al., 2001, LU; HEEREN; DUNNE, 2002, MIROVIC; LEPSANOVIC,
2002, GIL-SETAS et al., 2004, COELHO et al., 2005, ALMEIDA et al., 2005, RISHI et
al., 2007, BRITTLE et al., 2009, SORLOZANO et al., 2009). Segundo o Center for
Disease Control (CDC), apesar do importante papel desempenhado pelos meios
sélidos no isolamento de amostras clinicas, € ainda recomendada a utilizacdo em
paralelo de um meio liqguido (SORLOZANO, 2009).

Ja outros estudos compararam varios tipos de meios de cultura com o
objetivo de melhor crescimento, isolamento e rapida deteccdo de micobactérias (LIU
et al., 1973, KONONOV; DANG TA; HEIFETS, 1988, BHATTACHARYA et al., 2009,
AKYAR et al.,, 2010). Na literatura podemos perceber uma busca incessante por
parte dos pesquisadores, por um meio de cultura, um método de cultura ou um
sistema automatizado, que se transformem em um procedimento de eleicdo para
facilitar o crescimento, a deteccéo e identificacdo das micobactérias.

Assim como o0s meios de cultura, os enriquecimentos utilizados para
suplementar estes meios também sdo muito importantes, porém, 0s enriquecimentos
comerciais disponiveis a venda sdo caros, possuem um limitado prazo de validade e
apenas um fabricante, o que dificulta muito sua aquisicdo. Até 0 momento, poucos
foram os estudos realizados com o0 objetivo de se tentar substituir os
enriquecimentos ADC e OADC.

Fonseca, da Silva e Gontijo Filho (1985) realizaram um estudo de
comparacao de crescimento utilizando o enriquecimento ADC, e outro de menor
custo financeiro, por ser formulado no préprio laboratério, constituido de soro fetal
bovino e glicose (SFBG). Os autores compararam 0 crescimento de micobactérias
do complexo M. tuberculosis, entre elas a cepa de M. bovis BCG Moreau, e
verificaram que os resultados obtidos ndo se apresentaram diferentes, em relagao
ao crescimento das micobactérias, para os dois enriquecimentos testados.

Ja em 2000, Heifets e Sanchez, realizaram uma pesquisa sobre um novo
meio de cultura sélido para teste de sensibilidade de M. tuberculosis a pirazinamida.
Este meio tem um pH &cido de 6,0, para fornecer condi¢cfes ideais para a atividade
da pirazinamida, em vez do habitual de 6,8 utilizado nos meios de &4gar. Também

difere do meio convencional, o agar Middlebrook 7H10/7H11, onde o soro fetal
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bovino (SFB) e soro fetal eqiiino (SFE) sédo usados em vez do enriquecimento acido
oleico-albumina-dextrose-catalase (OADC) para suportar um bom crescimento de M.
tuberculosis no baixo pH de 6,0. O crescimento no novo meio de cultura com o0s
enriguecimentos a base de SFB e SFE em pH 6,8 foram iguais e as vezes
superiores ao cultivo em OADC e, ja em pH 6,0 os enriqguecimentos a base de soro
apresentaram crescimentos superiores.

No presente estudo, apds a analise estatistica, ndo foi evidenciada diferenca
significativa na taxa de crescimento apresentada por M. chelonae, M. abscessus, M.
fortuitum e M. massiliense utilizando-se os dois enriquecimentos, ADC e SFBG.
Observou-se também, no ensaio de avaliacdo da atividade micobactericida de
desinfetantes, que a recuperacao destes microrganismos foi maior em SFBG do que
em ADC em alguns casos.

Os resultados obtidos no presente estudo se apresentaram muito similares
guando comparados com os desenvolvidos por Fonseca, da Silva e Gontijo Filho
(1985) e Heifets e Sanchez (2000). Porém um estudo mais abrangente € necessario,
envolvendo a finalizagdo dos ensaios com M. bovis BGC Moreau, e realizagao de
estudos de validacéo intra-laboratorial e inter-laboratorial relacionados a substituicao
do enriquecimento a ser empregado oficialmente nos ensaios para avaliagcdo da
atividade micobactericida de saneantes.

Em relagdo aos ensaios de avaliacdo da qualidade dos desinfetantes, no
presente estudo, M. massiliense INCQS n° 00594 apresentou crescimento em todos
os 30 tubos de meio de cultura empregados tanto para o desinfetante A quanto para
o desinfetante B quando aplicado o Método Confirmatério para Avaliacdo da
Atividade Micobactericida seguindo a metodologia oficial descrita no POP INCQS n°
65.3210.004 utilizando os meios de cultura K e 7H9, e a comparacdo entre 0s
enriquecimentos ADC e SFBG.

Nos ensaios de avaliagcdo da suscetibilidade das MCR, M. chelonae ATCC
35572 foi a Unica cepa que foi eliminada pelo desinfetante B. M. bovis cepa BCG
Moreau INCQS n° 00062, M. abscessus ATCC 19977 e M. fortuitum ATCC 6841 se
mostraram menos tolerantes que M. massiliense INCQS n° 00594, porém nao foram
eliminados totalmente pelos dois desinfetantes a base de glutaraldeido a 2%, como
determina a metodologia oficial.

Todos os meios de cultura citados sdo muito importantes para o crescimento,

isolamento e identificagdo das micobactérias. Porém, quando € realizado um ensaio
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para avaliagdo da atividade micobactericida de desinfetantes ha dificuldades de
recuperacdo deste microrganismo. Por isso, 0s enriquecimentos sdo considerados
tdo importantes na preparacdo dos meios de cultura utilizados neste ensaio. Isto se
deve ao fato de que quando este método € realizado, a micobactéria teste passa por
um “estresse” apds contato com o desinfetante, fazendo com que o meio de cultura
gue receba uma quantidade muito pequena deste microrganismo, que é o esperado,
possa recuperar esta micobactéria. O resultado deste ensaio é crucial para a
determinacao da qualidade do produto, por isso a importancia da utilizacdo de meios

enriquecidos que possam realmente demonstrar um resultado fidedigno.
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6 CONCLUSAO

» Os perfis das curvas de crescimento de cada microrganismo, M. abscessus
ATCC 19977, M. fortuitum ATCC 6841, M. chelonae ATCC 35572 e M.
massiliense INCQS n° 00594, foram muito semelhantes quando comparados
os enriquecimentos utilizados ADC e SFBG nos meios de cultura K e 7H9 e,
apos a andlise estatistica, verificou-se que ndo havia diferenca significativa

entre 0S mesmos na presenca dos diferentes enriquecimentos.

* Na avaliagcdo da atividade micobactericida dos desinfetantes foi observado
gue nenhum dos produtos a base de glutaraldeido (desinfetante A e B) foi
eficaz frente a cepa de M. bovis BCG Moreau INCQS n° 00062. Houve uma
recuperacdo maior do microrganismo utilizando os meios de cultura K e 7H9

acrescidos do enriquecimento SFBG.

* Verificou-se que dois desinfetantes a base de glutaraldeido ndo foram
capazes de destruir a cepa de M. massiliense INCQS n° 00594 durante a
avaliacdo da atividade micobactericida dos desinfetantes, utilizando os dois
enriquecimentos testados, ADC e SFBG.

* Os dois desinfetantes ndo se apresentaram satisfatorios seguindo o Método
para Avaliacdo da Atividade Micobactericida de Desinfetantes adotado

atualmente pelo INCQS.

e Quanto a verificacado da suscetibilidade de M. chelonae ATCC 35572, frente
aos dois produtos a base de glutaraldeido, o microrganismo foi eliminado
apenas pelo desinfetante B e ndo foi eliminado pelo desinfetante A,
apresentando-se fracamente tolerante, quando utilizado os diferentes

enriquecimentos.

* M. abscessus ATCC 19977 apresentou-se médio tolerante ao desinfetante A

utilizando os dois enriguecimentos, quanto ao desinfetante B, essa cepa de
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referéncia foi altamente tolerante quando SFBG foi adicionado aos meios de

cultura.

M. fortuitum ATCC 6841 também néo foi eliminado pelos desinfetantes A e B,

apresentando um comportamento fracamente tolerante aos mesmos.
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA

A.1 — Caldo Proskauer-Beck modificado

FOSfato MONOPOLASSICO.......cceieieiei ittt er e e e e e e e eae s 259
NS o = 1 =T [ - 50¢g
Sulfato de magnésio heptahidratado.............cccceviiiieeeiiiiiiiiee e, 0,69
Sulfato de zinco heptahidratado ... 0,001 g
(@311 7= 100 Jo (=00 4 F= o | 0 T= 2] o P EURUUURRPRPPRRR 25¢g
(O o121 (o 0 =1 4 o] TR 0,0046 g
GlICRIO ... e a e 20,0 mL
AQUA PUITICATAL ......eveeeeeee ettt ee et te e eteeteetesraenee e 1000 mL

Aquecer a mistura para dissolver. Ajustar o pH a 7,3 £ 0,1 a 25° C, com solugéo de
NaOH 1M. Filtrar através de papel de filtro e autoclavar durante 20 minutos a 121
°C. Filtrar novamente através de papel de filtro e distribuir em por¢cbes de 10 ou 20
mL em tubos de 25 mm x 200 mm ou similar com tampa de rosca. Re-autoclavar

durante 20 minutos a 121° C.

A.2 — Meio Middlebrook 7H9

SUlfato A€ AMONIO .....cceiiiieeeeee e e e e e e e 0,59
(=Tl T [0 1o | (V1) 2 0 o 1o o PP 0,59
(O] = (o o [T [ TSP 0,1¢g
0 [0 )] = PR 0,001 g
BIOTING ... e e e 0,0005 g
oSy = 1 (o I o 1110 o [ o o NP PURPPPPRRRRR 250
[0S =1 (o p aT0] ploT o 0] ¢= 151 (ol o J 109
Citrato de ferro amoniacCal .........ccccoveeeeiiiiiiiieeee e 0,04 g
SUIfato A€ MAQGNESIO ...vvvveiiiiiiiieiee et e e e e e e e e e e e e e s s e reraeees 0,05¢
(@4 o] =] 1o Jo [ 2o | o3 T U U R 0,0005 g
YU 721 (o 0 (=04 o] o R 0,001 g

YU 7= (o0 L= o] o RS 0,001 g
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Agua purificada contendo 2,0 mL de glicerol e 1,0 de &gar.............ccovevvenene... 900 mL
pH final do meio base: 6,6 + 0,2 a 25° C.

Dissolver os componentes do meio base em 900 mL de agua purificada contendo
2,0 mL de glicerol e 1,0 g de agar. Aquecer a mistura até a dissolucdo. Distribuir em
porcdes de 180 mL. Autoclavar durante 15 minutos a 121° C.

A cada porcao de 180 mL a 50° C aproximadamente, adicionar assepticamente, 20
mL da solucdo de enriquecimento. Distribuir em porcdes de 20 mL em tubos de 25

mm x 200 mm ou similar com tampa de rosca.

A.3 — Meio de Kirchners

oSy = 1 (o I o 00 ¢= 151 [ o P EPPPPPPP PP 159
FOSfato MONOPOLASSICO.......cceieeiieicciii et rr e e e e e e aaee s 259
YU L= Y (o0 (= 0 0 = To | 1= (o R 0,69
(O] = (o 0 [T [ TSP 25¢g
F NS o 1= =T [ - 50¢9
0 = | TP PP UPPTPPI 10g
GlICRIO ... e e 20,0 mL
Y U E= N o101 1o%=e = TS 1000 mL

Aquecer a mistura do meio base até completa dissolucdo. Ajustar o pH a 7,2 a 25
°C, com solucéo de NaOH a 1N. Distribuir em porcdes de 180 mL. Autoclavar por 15

minutos a 121° C.

A cada porcédo de 180 mL a 50° C aproximadamente, adicionar assepticamente 20
mL da solucdo de enriquecimento. Distribuir em porcdes de 20 mL em tubos de 25

mm x 200 mm ou similar com tampa de rosca.
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A.4 — Agar Middlebrook 7H9

Acrescentar 14,0 g de agar ao caldo Middlebrook 7H9 (ver secdo A.2). Proceder
como descrito na secéo A.2, distribuindo em por¢cdes de 10 mL em tubos de 20 mm
x 160 mm ou similar com tampa de rosca. Inclinar ap6s a autoclavacao (121° C / 15

minutos).

A.5 — Agar Mueller-Hinton

EXIrAtO 08 CAIME.... ittt e e e e e e e e e e e eeeeseeenannes 20g
(0= 1= 11 g F= T a1 o [ 0] 1 57= o - U 155¢
Y 01 o o T 159
0 = | PP UP PP 13 g
o U E= N U] {To=e L= SRR 1000 mL

Suspender os componentes da formula em agua purificada e aquecer sob agitacao

até a completa dissolucdo do &gar. Autoclavar por 15 minutos a 121°C.

pH final: 7.4 £ 0.2 a 25T

A.6 — Agar Lowenstein-Jensen

Composigéo do meio base

Fosfato de potassio MONODASICO. .........ccceviiiiiieiiii e s 2549
Sulfato de magnésio heptahidratado.............ccccvviiiiiiiiiiiiiie e 0,24 g
Dicitrato de tri-magneésio 14-hidratado...............uuueviiiiiiiiiiiieieeeieeecccie e 0,69
= 1S o 1= = T |1 - VP PPSRRR 3,69
Farinha de Datata................uuuiiiiiii e 30,09
Verde MalaqUITA...........oooiiiiiiiii e 0,49

y o VT e L= 11 F=To - VR 600 mL
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Preparo da Base:

a) pesar, em recipiente de aco inoxidavel com capacidade para 5 litros, a
quantidade recomendada pelo fabricante para preparar 3600 mL de meio;

b) adicionar 72 mL de glicerol 87%;

c) adicionar 3600 mL de agua destilada e misturar utilizando bastéo de vidro;

d) verificar o pH que deve ser de 4,8 +/- 0,2;

e) aquecer sob agitacao até a dissolucdo completa dos ingredientes;

f) interromper o aguecimento assim que for observada ebulicdo, ndo deixando que
0 meio ferva;

g) transferir para erlenmeyer;

h) autoclavar a 121 <C durante 15 minutos.

Preparo da Suspensao de ovos:

a) utilizar 12 dazias de ovos ndo embrionados de tamanho médio, de casca lisa sem
ranhuras;

b) lavar bem os ovos com agua e detergente neutro utilizando escova,

C) enxaguar em agua corrente;

d) enxaguar em agua destilada;

e) dispor os ovos dentro de um recipiente limpo, forrado com gaze, podendo ser
armazenado a temperatura de 2 — 8 T por no maximo 24 horas;

f) colocar os ovos lavados em recipiente contendo solucdo de alcool etilico a 70%
durante 15 - 20 minutos;

g) enxugar cada ovo com gaze;

h) quebrar os ovos, colocar a clara e a gema em becher esterilizado;

i) bater o contetdo, utilizando uma batedeira manual, até que seja obtido
aspecto homogéneo;

j) transferir para recipiente de vidro esterilizado com capacidade para 12 litros.

Notas:
a) o rendimento esperado € de aproximadamente 6 litros de suspensao;
b) descartar ovos rachados e que flutuem durante imersdo em agua destilada

conforme alinea d.
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Preparo e distribuicdo do meio:

a) misturar a base (A.1.3.1) a suspensédo de ovos (A.1.3.2) e transferir para um
recipiente de 12 L;

b) misturar bem até que a suspenséao adquira aspecto homogéneo;

c) verificar o pH que deve ser de 7,0 +/- 0,2;

d) filtrar a mistura em gaze estéril disposta em recipiente de aco inoxidavel, também
estéril, com capacidade para aproximadamente 18 litros possuindo, na parte
inferior, uma abertura conectada a uma canula de borracha;

e) colocar o recipiente com a suspensdo sob placa de agitacdo para a
homogeneizacdo permanente;

f) transferir parte da suspensao para garrafa adaptavel a dispensador automatico
regulado para 15 mL;

g) distribuir automaticamente volumes de 15 mL da suspenséo por tubo 25 x 200
mm provido de rolha de gaze, tendo-se o cuidado de verter 0 meio somente em

um lado do tubo e evitando a formacao de bolhas.

Coagulacao do meio:

a) ligar o coagulador e aguardar até a estabilizacdo da temperatura de 85 +/- 1C;

b) dispor os tubos em 4 bandejas inclinadas do coagulador e prendé-los com fita
adesiva tomando-se a precaucao de manter a posicdo do envase e de permitir a
circulacdo do ar no interior do equipamento;

c) depois de colocar as bandejas, esperar a temperatura atingir 85 +/- 1C, e
coagular o meio durante 45 minutos a partir dessa temperatura;

d) retirar os tubos das bandejas e coloca-los em caixas plasticas para
armazenamento (A.1.5);

e) repetir as etapas com todos os tubos envasados mantendo-se o inicio da

coagulacéo sempre a 85 +/- 1<C durante 45 minutos.

A.7 — Middlebrook ADC Enrichment (100mL)

(O o123 (o 0 [ 8T T o J0 0,85¢

Albumina BoVINA frAGEO0 V .....eeeiiiiiiii e 500
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DEXITOSE .ttt a e e e e e e e eaaas 209
Catalase (e CAME).....ccce e e e e e 0,003 g

A.8 — Soro Fetal Bovino com Glicose

SOIUGAO dE GlICOSE 8 500......ueeeeiiiiiiiiiiee et 4 mL

SO0 FEtal BOVINO. ... oot 100 mL

Preparo da solucao de glicose a 50%:

€1 o 0 1= 2SSO 509
F U E= N =01 {To3=o L= VR 100 mL

Suspender a glicose em agua purificada e aquecer levemente sob agitacao até

completa dissolucao. Filtrar a solugéo em filtro de 0,22um.

A.9 — Tampao Fosfato com glicerol a 15% pH 7,4

N2 T | 13,39
=T YOO 3,5¢
GlICRION. ...t e e e e e e 300 mL
TV T= N o101 1o%=Te [ TS 1700 mL

Suspender os componentes da formula em agua purificada. Ajustar o pH a 7,4.

Autoclavar por 20 minutos a 121°C.



