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Resumo

Objetivo: Este estudo teve por objetivo descrever a freqiiéncia das espécies de micobactérias ndo tuberculosas (MNT) identificadas labo-
ratorialmente a partir do isolamento de sitios ndo estéreis (escarro) de individuos infectados ou nio pelo virus HIV na Baixada Santista
(SP), periodo de 2000 a 2005. Métodos: Foi realizada andlise retrospectiva dos resultados de baciloscopia e cultura, disponiveis nos regis-
tros do laboratorio regional de tuberculose, Instituto Adolfo Lutz-Santos. Resultados: Analisou-se 194 cepas de MNT correspondentes a
125 individuos, sendo 73 (58,4%) HIV negativos e 52 (41,6%) HIV positivos. Foram identificadas 13 diferentes espécies: Mycobacterium
kansasit, complexo M. avium; M. fortuitum; M. peregrinum;, M. gordonae;, M. terrae; M. nonchromogenicum; M. intracellulare; M. flavescens;
M. bohemicum;, M. chelonae; M. shimoider; e M. lentiflavum. Em 19,2% dos casos obteve-se diagndstico bacterioldgico confirmado pelo
isolamento da mesma espécie em no minimo duas amostras consecutivas. Conclusdes: Os resultados mostram a importancia da realizacdo
sistematica da identificacdo de MNT na rotina laboratorial e sua integracdo com a clinica, podendo contribuir na caracterizagfio da doencga
e acdes de efetivo controle, como nas populac¢des co-infectadas tuberculose e HIV.

Descritores: Micobactérias atipicas; Técnicas e procedimentos de laboratdrio; HIV; Tuberculose.

Abstract

Objective: The present study aims at describing the frequency of nontuberculous mycobacteria (NTM) species identified through laboratory
testing of samples collected from non-sterile sites (sputum), as well as its frequency in HIV-infected and non-HIV-infected individuals
in the Baixada Santista region of the state of Sdo Paulo, Brazil, in the period from 2000 to 2005. Methods: Retrospective analysis of
sputum smear microscopy results and culture was conducted based on the records on file at the Instituto Adolfo Lutz-Santos, the regional
tuberculosis laboratory. Results: We analyzed 194 NTM strains isolated from 125 individuals, of whom 73 (58.4%) were HIV-negative
and 52 (41.6%) were HIV-positive. Thirteen different species were identified: Mycobacterium kansasii;, M. avium complex; M. fortuitum,
M. peregrinum; M. gordonae; M. terrae; M. nonchromogenicum; M. intracellulare; M. flavescens; M. bohemicum;, M. chelonae, M. shimoider,
and M. /lentiflavum. ITn 19.2% of the cases, the bacteriological diagnosis was confirmed by isolation of the same species in at least two
consecutive samples. Conclusions: Our results show the importance of including systematic identification of NTM in the laboratory routine,
and that its integration into the clinical routine could improve the characterization of the disease, thereby informing the planning of effective
control measures in specific populations, such as individuals presenting tuberculosis/HIV co-infection.
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Introducao

O género Mycobacterium ¢é representado por espécies Entre mais de 120 espécies de MNT conhecidas,
pertencentes ao complexo M. tuberculosis e M. leprae  aproximadamente um terco estd associada a doengas em
além de outras, normalmente saprofitas, que podem ser humanos.” O potencial de patogenicidade das espécies
patogenos oportunistas e causar lesdes graves. Estes micror- de MNT ¢ variavel, podendo causar infeccdo pulmonar ou
ganismos sdo conhecidos atualmente como micobactérias extrapulmonar principalmente em individuos susceptiveis ou
nio tuberculosas (MNT).0- imunocomprometidos como os co-infectados pelo HIV.(357
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Estudos mostram que ha uma variabilidade
geografica marcante tanto na prevaléncia quanto na
distribuicdo das espécies responsaveis pelas doencas
causadas por MNT.® Observa-se que, nos paises
desenvolvidos, a incidéncia de tuberculose diminuiu
e a ocorréncia de MNT em doencas pulmonares
aumentou. A pandemia da sindrome da imunode-
ficiéncia adquirida (AIDS) foi o que mais contribuiu
para este aumento.®' Nos paises em desenvolvi-
mento, pouco se sabe sobre a ocorréncia das MNT
em individuos HIV negativos e positivos. No Brasil,
verifica-se um aumento da doenga por MNT apos a
epidemia da AIDS, mas os dados sobre a freqiiéncia
das espécies e a prevaléncia da doenca ainda ndo
sdo corretamente conhecidos.('>'?

Devido a alta prevaléncia da tuberculose e
co-infecgdo tuberculose e HIV na regido da Baixada
Santista (SP), este estudo teve por objetivo descrever
a freqliéncia das espécies de MNT identificadas a
partir de isolados clinicos de individuos HIV nega-
tivos e positivos procedentes das unidades de saude
da regido.

O laboratério Instituto Adolfo Lutz-Santos ¢ a
referéncia regional para o diagnostico bacteriold-
gico da tuberculose na Baixada Santista e para onde
sdo enviadas todas as amostras para a realizacdo de
cultura de micobactérias da rede publica.

Métodos

Foi feita uma andlise retrospectiva dos dados
de registros da rotina laboratorial de amostras
respiratorias (escarro) de individuos com suspeita
de tuberculose encaminhadas ao laboratdrio de
micobactérias do Instituto Adolfo Lutz-Santos, no
periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2005.

As informacdes deste estudo foram obtidas do
livro de registro de baciloscopia e cultura do labora-
torio e incluiram: nome, sexo, idade, sorologia para
HIV, resultados de baciloscopia, cultura e identifi-
cacdo das espécies de MNT.

As técnicas laboratoriais (baciloscopia e cultura)
foram as rotineiramente utilizadas pelo Instituto
Adolfo Lutz-Santos e padronizadas conforme
normas e recomendagdes descritas no Manual
de Bacteriologia da Tuberculose do Ministério da
Saude."'” Neste estudo, definiu-se como cepa
cada isolamento de cultura bacteriana da mesma
espécie, obtido das amostras de escarro.

Para a confirmacdo do diagndstico laborato-
rial das MNT, utilizou-se o critério da Associagdo
Toracica Americana,"” que recomenda o isolamento
da mesma espécie em trés culturas positivas com
baciloscopias negativas, ou duas culturas positivas
e uma baciloscopia positiva, coletadas no periodo
de um ano. Foram utilizadas, portanto, as sequintes
técnicas:

® Baciloscopia pelo método de coloracdo de

Ziehl-Neelsen foi realizada por microscopia
para contagem semiquantitativa do bacilo
alcool-acido resistente e pesquisa do fator
corda."™

e Cultura para o isolamento das espécies de

micobactérias foi realizada em meio sdlido
de Lowenstein-Jensen e em meio liquido do
sistema automatizado MB/Bact® (bioMerieux,
Marcy 1'Etoile, Franga).('¥

Na fenotipagem, as cepas foram submetidas a
triagem macroscopica (morfologia e pigmentacio
das coldnias) e andlise microscopica (morfologia
do bacilo alcool-acido resistente, pesquisa do fator
corda e outros microorganismos contaminantes)
para identificacdo presuntiva. As cepas com col6-
nias pigmentadas ou acromdgenas lisas que nio
apresentaram formacdo de corda no exame micros-
copico tiveram classificacdo presuntiva de MNT e
foram submetidas aos testes fenotipicos de analise
do tempo e da temperatura de crescimento, testes
enzimaticos e de inibicdo de crescimento em
presenca de drogas. As cepas que apresentaram
resultados nao-conclusivos nos testes foram clas-
sificadas de acordo com o tempo de crescimento
e a pigmentacdo, como micobactéria de cres-
cimento lento acromdgena, crescimento lento
escotocromogena, crescimento lento fotocromo-
gena, crescimento rapido acromdgena, crescimento
rapido escotocromogena e crescimento rapido foto-
cromogena.('>18:19

A identificacdo molecular das espécies foi reali-
zada pelo método de proteina C reativa e andlise
de restricdo de um fragmento de 441 pb do gene
hsp65 (PRA-/Asp65). O DNA, extraido a partir da
massa bacteriana apo6s 10 min de fervura em agua
ultrapura, foi amplificado com os primers Tb11 e
Th12 como descrito em um estudo de 1993.¢9 Qs
fragmentos amplificados foram digeridos sepa-
radamente com as enzimas BsfEIl e Haelll e seus
produtos separados por corrida eletroforética em
gel de agarose a 3%. O padrdo de restricdo foi anali-
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sado visualmente e comparado com o PRASITE para
obtencio da espécie.?"

Resultados

No periodo de estudo foram analisadas 194 cepas
de MNT provenientes de 125 individuos, apresen-
tando 142 cepas (76,2%) com resultados conclusivos
para a identificacio das espécies e 52 cepas (26,8%)
com resultados inconclusivos (Tabela 1).

Avaliando-se as cepas inconclusivas notou-se
que 30 (15,5% das 194 cepas) foram nega-
tivas para os testes de identificacdo do complexo
M.  tuberculosis, denominadas neste estudo de
MNT e 16 (8,2% das 194 cepas) foram classificadas
de acordo com o tempo de crescimento e producio
de pigmento. Seis cepas (3% das 194) eram culturas
mistas que, apds isolamento e separacdo de colonias
com morfologia distinta, apresentaram identifi-
cacdo de duas espécies diferentes de micobactérias.

Zamarioli LA, Coelho AGYV, Pereira CM, Nascimento ACC, Ueki SYM, Chimara E

As principais espécies identificadas de MNT foram
M. kansasii (33,6%), complexo M. avium (17%) e
M. fortuitum (13,4%), correspondendo a 64% do
total das cepas analisadas (Tabela 1).

Dos 125 individuos com suspeita de micobac-
terioses, com idade entre 18 a 75 anos, 94 (75,2%)
eram do sexo masculino com maior prevaléncia na
faixa etaria entre 40 a 49 anos (36,8%). Deste grupo
de individuos, 58,3% eram HIV negativos e 41,6%
positivos.

Utilizando os critérios da Associacdo Toracica
Americana'’ para a confirmacio laboratorial do diag-
nostico de MINT, 101 (80,8%) dos 125 individuos ndo
tiveram confirmacgdo diagndstica. Dos 24 individuos
(19,2% do total) que tiveram confirmacio diag-
nostica, 12 (50%) apresentaram trés ou mais cepas
positivas da mesma espécie e os demais individuos
apresentaram duas cepas positivas da mesma espécie
e uma baciloscopia positiva no periodo de um ano.

Tabela 1 - Distribuicdo das espécies de micobactérias ndo tuberculosas identificadas, sequndo a sorologia para o HIV,

na Baixada Santista, ano 2000 a 2005.?

Identificacio Cepas Individuos

n (%) HIV negativo n (%) HIV positivo n (%) Total (%)
Mycobacterium kansasii 65 (33,6) 20 (16,0) 5 (4,0) 25 (20,0)
Complexo M. avium 33 (17,0) 10 (8,0) 13 (10,4) 23 (18,4)
M. fortuitum 26 (13,4) 14 (11,2) 6 (4,8) 20 (16,0)
CLA 9 (4,6) 1(0,8) 5 (4,0) 6 (4,8)
M. peregrinum 4(2,1) 2 (1,6) 0 (0,0) 2 (1,6)
CLE 4(2,1) 0 (0,0) 3(2,4) 3 (2,4)
M. gordonae 3(1,6) 3(2,4) 0 (0,0) 3 (2,4)
M. terrae 2 (1,0) 2 (1,6) 0 (0,0 2 (1,6)
M. nonchromogenicum 2 (1,0 1(0,8) 1(0,8) 2 (1,6)
CRA 21,0 1(0,8) 1(0,8) 2(1,6)
M. intracellulare 2 (1,0) 2 (1,6) 0 (0,0) 2 (1,6)
M. fortuitum e M. chelonaé 2 (1,0 0 (0,0) 2(1,6) 2(1,6)
M. triviale e M. terrae 2 (1,0) 0 (0,0) 2 (1,6) 2 (1,6)
M. tuberculosis e M. kansasiP 2 (1,0 1(0,8) 0 (0,0) 1(0,8)
M. flavescens 1 (0,5) 1(0,8) 0 (0,0) 1(0,8)
M. bohemicum 1 (0,5) 0 (0,0) 1(0,8) 1(0,8)
M. chelonae 1(0,5) 0 (0,0 1(0,8) 1(0,8)
CRE 1(0,5) 0 (0,0) 1(0,8) 1(0,8)
M. shimoider 1(0,5) 0 (0,0) 1(0,8) 1(0,8)
M. lentiflavum 1(0,5) 0 (0,0) 1(0,8) 1(0,8)
MNT 30 (15,6) 15 (12,0) 9 (7,2) 24 (19,2)
Total 194 (100) 73 (58,4) 52 (41,6) 125 (100)

CLA: crescimento lento acromdgena; CRA: crescimento rapido acromogena; CLE: crescimento lento escotocromogena; CRE: cres-
cimento rapido escotocromogena; e MNT: micobactérias ndo tuberculosas. “Fonte: livro de registro do Instituto Adolfo Lutz de

Santos. "Cultura mista.
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Discussio

As MNT apresentam-se como agentes opor-
tunistas na maioria dos individuos e tém a
possibilidade de simplesmente colonizarem o orga-
nismo em individuos imunocompetentes, e, nos
imunossuprimidos, de causarem doenca grave.
Desta forma, torna-se imperiosa a necessidade de
estabelecer critérios seqguros para diferenciar colo-
nizacdo de infeccdo. Além do estabelecimento de
critérios clinico-epidemioldgico e radiologico para
a pesquisa definitiva das MNT, ¢ necessaria a utili-
zacdo de métodos laboratoriais que possibilitem a
correta identificacdo das espécies, visando o trata-
mento e acompanhamento dos casos.”

A primeira questdo no diagnostico laboratorial
¢ determinar se a presenca destes agentes significa
simples colonizacdo ou doenca. Neste estudo, utili-
zando as recomendagdes da Associacdo Toracica
Americana’ para o diagndstico laboratorial das
MNT em materiais ndo estéreis (escarro) verificou-se
que 80,8% dos individuos apresentaram apenas
um resultado de cultura positiva, ndo confirmando
diagnostico para MNT. Esse numero esta proximo
de 79,8% relatado por um estudo,? ao analisar
1892 cepas de origem pulmonar de sitios ndo esté-
reis, no periodo de 1991-1997, o que mostra que
o problema da falta de integracdo entre a clinica
e o laboratdrio continua, pois ndo sdo garantidos
diversos isolamentos para estabelecimento do diag-
nostico bacterioldgico.

Apesar de o presente estudo identificar 19,2%
dos casos com diagndstico laboratorial conclu-
sivo para MNT, esse pode ser considerado um
resultado favoravel quando comparado ao estudo
supracitado,® que confirmou 7,8% dos casos labo-
ratorialmente, isolando a mesma espécie em 3 ou
mais amostras.

Das 13 espécies de MNT identificadas no
presente estudo, verificou-se uma ampla diversidade
de micobactérias: M. kansasii, complexo M. avium,
M. fortuitum, M. peregrinum, M. gordonae,
M. terrae, M. nonchromogenicum, M. intracellulare,
M. flavescens, M. bohemicum, M. chelonae,
M. shimoidei e M. Jentiflavum. Essa diversidade
tem sido obtida devido a implantacdo da técnica
de PRA-/Asp65, ferramenta importante na definicdo
das espécies recentemente descritas e que possuem
significado clinico.
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As espécies de M. kansasii (16%) e M. fortuitum
(11,2%) apresentaram maior freqliéncia em indi-
viduos HIV negativos e as do complexo M. avium
(10,4%) em HIV positivos, o que reforca os dados
encontrados por outros autores quanto a freqii-
éncia dessas espécies em diferentes regides.*8 131822
Diferente do resultado do estudo de 2003?* que, ao
analisar 72 culturas de individuos HIV negativos e
positivos com suspeita de micobacterioses, identi-
ficou: 5,6% de M. avium e 2,7% de M. kansasii, os
dados referentes a freqliéncia de MNT na Baixada
Santista mostram uma freqiiéncia diferente de
outras regides em que normalmente se observa
M. avium como o mais freqiiente.'>?? No presente
estudo, M. kansasii foi o mais freqliente, colocando
em evidéncia um problema que ainda ndo havia
sido detectado na regido.

Diante da diversidade das espécies de MNT
encontradas na regido da Baixada Santista (SP),
nota-se a importancia da realizacdo sistematica
da identificacdo de MNT na rotina laboratorial
por meio de técnicas padronizadas. A observacgio
de culturas mistas reforca esta importancia, uma
vez que M. tuberculosis pode ser mascarado na
presenca de outra micobactéria com morfologia
semelhante, dificultando o diagnostico e retardando
o tratamento. Desta forma, considera-se oportuna
a interacdo do laboratério com a clinica, a fim de
garantir os diversos isolamentos do mesmo sitio,
contribuindo para caracterizacdo da doenca e agdes
de efetivo controle, especialmente em populagdes
com alta prevaléncia de tuberculose e co-infeccdo
tuberculose e HIV.
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