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RESUMO 

 
O Grupo Mycobacterium abscessus é dividido em três subespécies: Mycobacterium abscessus 
subespécie abscessus, Mycobacterium abscessus subespécie massiliense e Mycobacterium 
abscessus subespécie bolletii. Elas causam doenças semelhantes e diferenciam-se quanto ao 
padrão de suscetibilidade aos fármacos e tratamento. Surtos de infecções causadas por 
micobactérias de crescimento rápido são relatados em todo o mundo, geralmente associados a 
procedimentos médicos. No Brasil, a maioria deles estão associados a espécies do Grupo 
Mycobacterium abscessus. Em 97,2% dos casos a subespécie massiliense foi envolvida. 
Macrolídeos, como a claritromicina e azitromicina, são os únicos antibióticos orais contra essas 
subespécies, entretanto, foram relatados casos de resistência ao tratamento. Dentre os 
mecanismos de resistência, o mais importante é a presença do gene erm(41), que confere 
resistência à claritromicina. A identificação laboratorial destas micobactérias é rotineiramente 
realizada por métodos fenotípicos trabalhosos e demorados. Metodologias utilizando 
ferramentas moleculares como sequenciamento e hibridização reversa, são métodos rápidos, 
mas, possuem limitações e custo muito alto. M. abscessus subsp. massiliense tem sido 
considerado como um patógeno humano em potencial, tornando-se imprescindível sua 
identificação. Como alternativa aos métodos convencionais e comerciais novas ferramentas 
rápidas, fáceis de executar e de baixo custo são necessárias. Neste estudo utilizou-se uma 
ferramenta rápida, a PCR do gene erm(41), que possibilitou a amplificação da sequência de 
DNA alvo em uma única reação, resultando na economia de tempo e reagentes, permitindo a 
diferenciação  das subespécies. Os resultados desta metodologia foram comparados com os 
do sequenciamento do gene rpoB, apresentando concordância de 100% entre as amostras 
testadas. 
 
Palavras-chave: PCR. Grupo Mycobacterium. abscessus. erm41. MNT. 
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ABSTRACT 

 
The Mycobacterium abscessus Group is divided into three subspecies: Mycobacterium 
abscessus subspecies, Mycobacterium abscessus subspecies massiliense and Mycobacterium 
abscessus subspecies bolletii. They cause similar diseases and differentiate themselves in 
terms of drug susceptibility and treatment. Outbreaks of infections caused by fast-growing 
mycobacteria are reported all over the world, usually associated to medical procedures. In 
Brazil, most of them are associated with species of the Mycobacterium abscessus Group. In 
97.2% of the cases the subspecies Massiliense was involved. Macrolydes, such as 
clarithromycin and azithromycin, are the only oral antibiotics against these subspecies, 
however, cases of resistance to treatment have been reported. Among the mechanisms of 
resistance, the most important is the presence of the erm(41) gene, which confers resistance to 
clarithromycin. The laboratory identification of these mycobacteria is routinely performed by 
laborious and time-consuming phenotypic methods. Methodologies utilizing molecular tools 
such as sequencing and reverse hybridization are fast methods, but have limitations and very 
high cost. M. abscessus subsp. massiliense has been considered as a potential human 
pathogen, making its identification essential. As an alternative to conventional and commercial 
methods, new fast, easy to perform and low cost tools are needed. In this study a fast tool was 
used, the PCR of the erm gene(41), which enabled the amplification of the target DNA 
sequence in a single reaction, resulting in time and reagent savings, allowing the differentiation 
of subspecies. The results of this methodology were compared with those of the rpoB gene 
sequencing, showing 100% agreement between the samples tested. 
 
Keywords: PCR.Grupo Mycobacterium. abscessus. erm(41). MNT. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Mycobacterium é composto por um grupo de patógenos que 

apresentam características fenotípicas e genotípicas em comum. Este gênero é 

constituído por patógenos importantes como Mycobacterium tuberculosis (TB), 

agente etiológico da tuberculose e Mycobacterium leprae, agente causador da 

lepra ou hanseníase. Outras espécies de micobactérias são encontradas na 

natureza, principalmente no solo e na água, são as denominadas micobactérias 

não causadoras de tuberculose (MNT) (RAJU et al., 2016). Normalmente são 

espécies de crescimento lento (SGM) ou de crescimento rápido (RGM) 

(Runyon,1959; BRASIL, 2005), não-transmissíveis, ambientais, podendo 

ocasionalmente infectar seres humanos ou animais causando uma série de 

doenças  incluindo as pulmonares, da pele, ossos, articulares, disseminadas e 

principalmente doenças crônicas, além de epidemias de infecções da pele e 

tecidos moles, após inoculação resultante de  e um procedimento médico ou 

acidental(GRIFFITH et al., 2007; DRAGE et al., 2009; FALKINHAM et al., 2015; 

MOUGARI et al., 2016; FEDRIZZI et al., 2017).  

Dentre as MNT de crescimento rápido, pode-se destacar o Grupo 

Mycobacterium abscessus, Este Grupo é constituído de 3 subspécies: 

Mycobacterium abscessus subsp. abscessus, Mycobacterium abscessus 

subsp. massiliense e Mycobacterium abscessus subsp. bolletii que é o tema 

central do trabalho. Estudos mostram que 90% das infecções em todo o mundo 

nas últimas décadas são causadas pelas espécies deste Grupo. Muito se 

discute sobre a identificação destas espécies. A posição taxonômica dos 

membros do Grupo M. abscessus tem sido objeto de intensa investigação e, 

em alguns aspectos, confusão nos últimos anos, como resultado de diferentes 

abordagens à interpretação dos dados genéticos (TORTOLI et al., 2016). 

Devido aos crescentes casos de doenças após trauma, cirurgias e em 

pacientes com fibrose cística, é motivo de grande preocupação clínica (LEAO, 

2009; CARVALHO, 2012; TORTOLI et al., 2016; LIPWORTH et al., 2019). A 

alta resistência in vitro desses microrganismos à maioria dos agentes 

quimioterápicos é de grande preocupação para a saúde pública (NESSAR et 
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al., 2012). A claritromicina tornou-se o fármaco de escolha para infecções por 

M. abscessus na década de 1990 e sucessos terapêuticos foram relatados 

(GRIFFITH et al., 2007). As três subespécies pertencentes ao Grupo 

Mycobacterium abscessus são resistentes a uma variedade de antibióticos, 

utilizados no tratamento (KIM et al., 2010).  

Os Macrolídeos, como a Claritromicina e a azitromicina, são 

frequentemente os únicos antibióticos orais ativos contra as espéciesdo Grupo 

Mycobacterium abscessus (WALLACE R.J. JR, et al.,1996). 

A  suscetibilidade dessas subespécies aos agentes antimicrobianos 

depende de  múltiplos mecanismos de resistência, onde o mais importante é a 

presença de um gene o metilato de eritromicina (erm), em particular o erm (41) 

(confere resistência indutível)  e o rrl no gene 23S rRNA (conferem resistência 

de alto nível), que estão potencialmente relacionados à resistência à 

claritromicina (KUSUKI et al., 2018). 

Estudos demonstram que a resistência indutível aos macrólidos não é 

encontrada na infecção por M. abscessus subsp. massiliense onde o gene é 

conhecido por ter 2 deleções, tornando-o não funcional (KOH et al., 2011; KIM 

et al., 2010). 

No Brasil, surtos causados por micobactérias de crescimento rápido, têm 

sido relatados desde 1998, nos estados do Rio de Janeiro, São Paulo e Pará. 

Surtos após cirurgias a laser para correção de miopia, seções de mesoterapia 

(injeções intradérmicas), mamoplastia e laparoscopia foram descritos, e a 

maioria deles associados a espécies do Grupo M. abscessos (FREITAS et al., 

2003; SAMPAIO et al., 2006; VIANA-NIERO et al., 2008; NUNES-COSTA et 

al.,2016). De agosto de 2006 a julho de 2007, 1051 casos suspeitos foram 

notificados em 63 hospitais, onde uma análise genética identificou o 

Mycobacterium abscessus subsp. massiliense em 97,2% dos casos (LORENA 

et al., 2009). 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa) em 2009 determinou 

através de uma Nota Técnica, a notificação compulsória das infecções 

causadas por micobactérias de crescimento rápido, decorrentes de 

procedimentos invasivos (cirúrgicos ou cosméticos) realizados em serviços de 

saúde do Brasil, públicos ou privados (BRASIL, 2009). 
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A identificação das micobactérias é rotineiramente realizada através de 

métodos baseados na avaliação das características das culturas e na 

realização de testes bioquímicos, que são considerados trabalhosos e muito 

demorados. O sequenciamento de DNA é considerado o método padrão ouro 

para a identificação das espécies de micobactérias (TORTOLI, 2003; 

NEONAKIS et al., 2008). O sequenciamento de DNA é considerado o método 

padrão ouro para a identificação das espécies de micobactérias (TORTOLI, 

2003; NEONAKIS et al., 2008). Principalmente o sequenciamento do gene 

rpoB, que é um gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase 

bacteriana, onde forma a subunidade beta da polimerase de RNA codificada 

por plastídio (PEP). As regiões do gene rpoB que são suscetíveis a mutações 

são tipicamente bem conservadas, indicando que são importantes para a vida 

(KOCH,  A., MIZRAHI, V., WARNER, D. F, 2014; YUE et al., 2003). 

  No entanto, tem várias limitações e o seu custo ainda é muito alto 

(JOAO et al, 2014). Metodologias baseadas em hibridização reversa 

disponíveis comercialmente, como o GenoType NTM-DR (Hain Diagnostika, 

Nehren, Alemanha) também são métodos rápidos e confiáveis para a 

identificação de espécies de micobactérias. No entanto, os preços destes  kits 

são ainda muito caros para uso na rotina laboratorial (IOANNIS et al., 2008; 

RAMIS et al., 2015). 

A técnica PRA (hsp65), é um método diagnóstico capaz de diferenciar as 

micobactérias e baseia- se na amplificação do fragmento de 440 pb do gene 

hsp65, que codifica uma proteína que é sintetizada em situações de stress 

térmico (do inglês heat shock protein), seguida da análise de restrição 

enzimática do produto amplificado com as enzimas BsteII e HAE III. Esta 

técnica possui um custo mais baixo, porém é demorada e não é capaz de 

diferenciar as subespécies do Grupo M. abscessus II (TELENTI et al., 1993; 

CHIMARA et al., 2008). O gene hsp65 é encontrado em todas as espécies de 

micobactérias com sequências de nucleotídeos específicas para cada uma 

delas (MOTTA et al., 2011). 

A rápida identificação é um fator importante para se fornecer ao doente 

o tratamento adequado, uma vez que as diferentes espécies de micobactérias 

envolvem diferentes riscos e regimes terapêuticos específicos. (LEÃO et al., 
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2005; KATOCH et al., 2007; BROWN-ELLIOTT; WASER; WALLACE,2012; 

HERNÁNDEZ-TOLOZA et al., 2016). 

Considerando que a espécie M. abscessus subsp. massiliense figura 

como patógeno humano em potencial, torna-se imprescindível a sua 

identificação. O desenvolvimento de métodos de identificação rápidos, fáceis 

de executar, com uma boa relação custo-eficácia para serem aplicados na 

rotina da identificação de micobactérias, em laboratórios, como alternativa aos 

métodos convencionais e comerciais são necessários.   

A PCR proposta neste estudo foi uma ferramenta rápida, de baixo custo 

que possibilitou a amplificação de uma sequência de DNA alvo em uma única 

reação, resultando em economia de tempo e de reagentes, além do que 

permitiu a distinção entre o Mycobacterium abscessos subsp. boletti e o 

Mycobacterium abscessos subsp. massiliense. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar uma metodologia baseada no 

sistema da PCR, utilizando primers específicos, para diferenciar o 

Mycobacterium abscessus subsp. bolletii do Mycobacterium absessus subsp. 

massiliense, previamente identificados como M. abscessus tipo II través da 

metodologia do PRA-hsp65 e posteriormente discriminados pelo 

sequenciamento do gene rpoB. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Estudo analítico experimental que teve por base a utilização de cepas de 

micobactérias do Grupo M. abscessus, armazenadas no Laboratório de 

Referência Nacional (LRN) de Tuberculose e de Micobacteriose Ângela Maria 

Werneck do Centro de Referência Professor Hélio Fraga, da Escola Nacional 

de Saúde Pública da Fiocruz e cepas de referência de micobactérias M. 

abscessus subsp. massiliense CIP108297 e M. abscessus subsp. bolletii 

CIP108541. 

Foram utilizadas 100 amostras, onde 50 foram previamente identificadas 

como Mycobacterium abscessos subsp. bollettii e 50 identificadas como 

Mycobacterium abscessos subsp. massiliense, através do método 

Sequenciamento do gene rpoB. 



13 

 

Para a extração de DNA, foi utilizado o protocolo desenvolvido no 

Laboratório de Referência Nacional (LRN) de Tuberculose e de Micobacteriose 

Ângela Maria Werneck do Centro de Referência Professor Hélio Fraga, da 

Escola Nacional de Saúde Pública da Fiocruz (CAMPOS et al., 2012). 

A extração de DNA dos isolados para todas as reações de PCR foi 

realizada adicionando uma alçada de crescimento bacteriano, cultivadas em 

meio sólido LJ (Löwenstein-Jensen) a uma mistura de 300 μL de TE (em TE - 

10 mM Tris e 1 mM EDTA pH 8.0) - TRITON X-100 a 1% e 100 μL de 

microesferas lavadas com ácido com um diâmetro de 106µm (Glass beads, 

acid-washed). As células foram agitadas vigorosamente em um agitador tipo 

vórtex por 1min e incubadas em temperatura ambiente por 8 min. Em seguida, 

50 μL do sobrenadante da mistura foram colocadas em um tubo de 

polipropileno para microcentrífuga tipo Eppendorf contendo 100 μL de uma 

mistura de soluções  de Chelex 100 a 15% (BIO-RAD LABORATORIES, INC.),  

Tween 20 a  0,5% (SIGMA-ALDRICH) e TE (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 8.0) 

v/v. A mistura foi agitada vigorosamente em um agitador tipo vórtex por 1min, 

depois aquecida a 100°C por 20 min, em um termobloco, e, seguido por uma 

centrifugação de 13.000 rpm por 8min. O sobrenadante foi transferido para um 

outro tubo tipo Eppendorf de polipropileno e armazenado a 4°C até o momento 

da realização dos testes. 

O PCR-PRA(hsp65), foi realizado através da amplificação do fragmento 

de 440 pb do gene hsp65, seguida da análise de restrição enzimática do 

produto amplificado com as enzimas BsteII e HAE III. São subsequentemente  

analisados por  electroforese em  gel e comparados  com padrões conhecidos 

disponíveis, com a ajuda de algoritmos publicados (CHIMARA et al., 2008) ou 

através de sites próprios na internet: PRASITE (http//app.chuv.ch/prasite) 

(TELENTI et al.,1993; BROWN-ELLIOTT et al., 2012; VERMA et al., 2015). 

O Sequenciamento do gene rpoB, foi realizado de acordo com o 

protocolo descrito por Adekambiet al. (2003). Nesta técnica os produtos 

amplificados por PCR com iniciadores específicos para um fragmento de 711bp 

do gene rpoB,que caracteriza as micobactérias de crescimento rápido, foram 

purificados e submetidos a uma segunda reação de PCR, seguida de 

precipitação e desnaturação do DNA. Após este processo, foram submetidos à 
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corrida de sequenciamento em equipamento apropriado. As sequências obtidas 

foram editadas com auxílio do programa SeqMan de alinhamento, BLAST-

Basic Local Alingment Search Tool disponível na internet 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que permitiu a comparação das 

sequências obtidas com as sequências de cepas tipo do GenBank.   

A PCR do gene erm(41),consistiu na amplificação do fragmento do gene 

erm(41) de 670 pb, realizada através do preparo de uma mistura (Mix) com 

36,9μL de água MiliQ estéril; 5 μL de tampão de reação 10x, 1,5 μL MgCl2 

(50mM), 0,4 μL de dNTPs (25mM), 0,2 μL da enzima Taq DNA Polimerase (5U/ 

ml) (LUDWIG BIOTEC) e 1 μL de cada iniciador -primer- (25 pmoles/ μL) 

erm41f (5′-GACCGGGGCCTTCTTCGTGAT-3′) e erm41r (5′-

GACTTCCCCGCACCGATTCC-3′). A seguir foram adicionados 4 μL do DNA 

das amostras de micobactérias, obtendo assim um volume de 50 μL.  

A reação de amplificação foi realizada em um termociclador Veriti 

Thermal Cycler (APPLIED BIOSYSTEMS – LIFE TECHNOLOGIES), nas 

seguintes condições: 5 minutos a 95 ° C, seguidos de 35 ciclos a 95 ° C por 60 

segundos, 62 ° C por 60 segundos, 72 ° C por 90 segundos e extensão final a 

72 ° C por 10 min. A amplificação do DNA foi evidenciada por meio de 

eletroforese em gel de agarose a 2% corado com GelRed e visualizada em um 

transiluminador MiniBIS Pro (DNR BIO-IMAGING SYSTEMS) sob luz UV no 

comprimento de onda de 310 nm. Foi utilizado também na reação um controle 

negativo (água ultra pura) e como controle positivo, cepas de referência de 

micobactérias M. abscessus subsp. massiliense CIP108297 e M. abscessus 

subsp. bolletii CIP108541. 

A análise foi realizada comparando-se os resultados obtidos com o 

tamanho dos fragmentos dos produtos de amplificação das cepas de 

referência, tendo como base um marcador de peso molecular (Ladder) de 100 

pb. 

Após todos os resultados, os dados foram analisados utilizando o 

aplicativo WinEpiscope 2.0. (THRUSFIELD et al., 2001), para avaliar grau de 

concordância entre os diferentes testes, utilizando a medida Kappa que é 

baseada no número de resultados concordantes entre os testes. Esta medida 

de concordância tem como valor máximo o 1, onde este valor representa total 
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concordância e os valores próximos e até abaixo de 0, indicam nenhuma 

concordância. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

Resultado do PRA-hsp65 foi através da análise dos produtos da 

digestão (amplicons) produzidos pelas duas enzimas de Restrição (por 

eletroforese em gel de agarose), as micobactérias testadas apresentaram perfil 

de bandas de 240 e 210 pb, para a enzima BstEll e 200,70 e 60 pb, paraa 

enzima Haelll, utilizando como base um marcador de peso molecular (Ladder) 

de 50 pb (Figura 1). A combinação do resultado da digestão por estas enzimas, 

ao ser comparado com padrões conhecidos através do site PRASITE 

(http//app.chuv.ch/prasite), foram então classificadas como M.abscessus tipo II. 

 

Figura 1- Perfil das amostras analisadas através do método PRA-hsp65

 

 

Legenda: 1) Marcador de peso molecular 50 pares de base. 2) e 3) Perfil de Haelll do Grupo 

Mycobacterium abscessus. 4) e 5) Perfil de BstEll do Grupo Mycobacterium abscessus 

(ELABORADO PELO AUTOR, 2020). 

 

 

Resultado do sequenciamento do gene rpoB se deu a partir da 

determinação da ordem das bases nitrogenadas (Adenina, Timina, Citosina e 
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Guanina), 50 amostras apresentaram similaridade de 98% à 100% com a 

sequência de M. abscessos subsp. bolletii (CIP108541) e 50 amostras 

apresentaram similaridade de 98% à 100% com a sequência de M. abscessus 

subsp. massiliense (CIP108297), através da análise do GenBank. 

Resultado PCR do gene erm (41) seguiu o protocolo de amplificação em 

que foram executadas as reações de PCR, bem como as condições de 

ciclagem, foram testados, para verificar se houve a correta amplificação dos 

fragmentos. As misturas de reação foram preparadas num local separado, 

onde não ocorreu manipulação de DNA, para evitar possíveis contaminações. 

Para o controle de qualidade do experimento, cada PCR foi testada com um 

controle positivo (DNA de micobactérias de Referência) e um controle negativo 

(água ultrapura).A padronização foi realizada com DNA genômico das 

micobactérias de Referência M. abscessus subsp. massiliense CIP108297 e M. 

abscessos subsp. bolletiiCIP108541 e das cepas de micobactérias do estudo, 

através do sistema da PCR, onde todas apresentaram padrão de bandas 

esperado com a amplificação dos seus respectivos alvos. O sistema da PCR 

utilizado neste estudo, através da combinação dos “primers”, permitiu uma 

rápida detecção e diferenciação das 50 cepas de M. abscessos subsp. bolletii 

das 50 do M. abscessos subsp. massiliense. As amostras contendo 

aproximadamente 673pb no gel de agarose, foram identificadas como M. 

abscessos subsp. bolletii e as contendo aproximadamente 397pb como M. 

abscessos subsp. massiliense,comparando-se os resultados obtidos tendo 

como base o Ladder utilizado com 100 pbe o tamanho dos fragmentos dos 

produtos de amplificação das cepas de referência (Figura 2). 

Os resultados deste estudo apresentaram 100% de concordância para 

todas as espécies utilizadas, quando comparado com os resultados 

previamente obtidos pela técnica do sequenciamento do gene rpoB, 

considerado o padrão ouro na identificação de micobactérias. 
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Figura 2- Resultado da PCR do gene erm (41) 

                            

Legenda: 1) Marcador de peso molecular 100 pares de base. 2) e 3) Mycobacterium abscessos 

subsp. bolletii 4) e 5) Mycobacterium abscessos subsp. massiliense (ELABORADO PELO 

AUTOR, 2020). 

 

O resultado do estudo da análise de concordância (Kappa), apresentou um 

grau de concordância igual a 1. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

A posição taxonômica dos membros do Grupo M. abscessus tem sido 

objeto de intensa investigação, resultado em diferentes abordagens à 

interpretação dos dados genéticos (TORTOLI et al., 2016). Diversos estudos 

mostram que 90% das infecções em todo o mundo nas últimas décadas são 

causadas pelas espécies deste Grupo (MEDJAHED et al., 2010). As infecções 

causadas pelo Grupo M. abscessos são de difícil tratamento, principalmente 

devido à resistência intrínseca desses organismos (BASTIAN et al., 2011). 

Macrolídeos, como a Claritromicina e a Azitromicina, são os principais 

fármacos utilizados no tratamento, podendo influenciar no desenvolvimento de 

resistência induzida devido ao gene erm(41)  (STOUT & FLOTO, 2012). 

O estudo avaliou uma PCR, para diferenciar o Mycobacterium 

abscessos subsp. bolletii do Mycobacterium abscessos subsp. massiliense, 

identificados como M.abscessus tipo Il através do método PRA-hsp65 e 

posteriormente discriminados através do sequenciamento do gene rpoB, 
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utilizando 50 amostras de cada subespécie. Estudos conduzidos por 

CARVALHO et al.(2017) mostraram que 30 amostras identificadas por uma 

PCR semelhante a do nosso estudo, foram confirmadas por sequenciamento. 

No Japão, MASE et al.(2020) estudando 14 cepas do Grupo M. abscessus 

encontrou 57% de M. abscessus subsp. abscessus, 43% de M. abscessus 

subsp. massiliense, e nenhum M. abscessus subsp. bolletii (Raro no Japão).As 

identificações foram baseadas no tamanho dos produtos da PCR do gene erm 

(41) e foram consistentes com os resultados do sequenciamento do gene  

rpoB. Este estudo mostrou que a PCR utilizada foi capaz de diferenciar os 

membros do  Grupo M.abscessus, a que se propôs,com 100% de concordância 

com o padrão ouro. Apesar do numero de amostras testadas por estes 

pesquisadores terem sido baixo, os resultados foram bastante semelhantes 

com o presente trabalho. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

A PCR erm(41) proposta neste estudo mostrou ser uma  ferramenta de 

rápida realização, que possibilitou a amplificação de uma sequência de DNA 

alvo em uma única reação, resultando em economia de tempo e de reagentes, 

que  permitiu a distinção entre Mycobacterium abscessos subsp. bolletti e 

Mycobacterium abscessos subsp. massiliense. Na comparação entre os seus 

resultados com os do sequenciamento do gene rpoB (padrão ouro), teve uma 

concordância de 100% e um Kappa = 1 (valor máximo). Assim com base 

nestes resultados esta metodologia , poderia  ser usada de forma fácil e 

eficiente para a identificação diferencial destas micobactérias, na rotina 

laboratorial, como sugerem alguns autores.  
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