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RESUMO: O crescimento de micobactérias atipicas foi observado em estudos experimentais in vitro
de fragmentos de valvulas adrticas porcinas apos fanming em solucao de glutaraldeido a 0,625%. Foram
incubados 100 fragmentos de valvas distintas em 4 meios de cultura diferentes, em um total de 400 culturas,
utilizando-se os meios de Thioglycollate, Brain-Heart-Infusion, Sabouraud-Dextrose liguido e Micosel, que
permaneceram estéreis por 72 horas. Prolongando-se o tempo de incubagao e utilizando-se técnicas especiais
de repique e meios especiais para as subculturas, verificou-se o crescimento de micobactérias atipicas
a partir do 5° dia, em 23% das amostras, a partir de culturas nos meios de Thioglycollate e Sabouraud,
identificados laboratorialmente como Mycobacterium chelonei. Testes posteriores demonstraram resisténcia
desta micobactéria & agao bactericida do glutaraldeido e sua eliminagdo completa ocorreu apoés a acao

do formaldeido associado ao surfactante.
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INTRODUCAO

A patogenia e a epidemiologia das infecgoes
humanas por outras micobactérias, que nao o ba-
cilo datuberculose, tém sido objeto de muita investi-
gacao clinica, nas Ultimas trés décadas, e um nume-
ro crescente de publicagbes com relatos de casos
de infecgbes causadas por essas bactérias tem
surgido na literatura ' '

Em 1968, GERACI ef a/ii ® relataram, pela pri-
meira vez na literatura médica, um caso de endo-
cardite por micobactérias atipicas do grupo IV de
Runyon, também denominadas micobactérias de

crescimento rapido, que englobam o complexo for-
tuitum-chelonei. Este grupo de micobactérias é en-
contrado, freqientemente, na natureza e no solo
e as condigdes climaticas de umidade e baixa tem-
peratura favorecem o seu crescimento * 3.

Doengas humanas, no entanto, provocadas
por esses microorganismos eram consideradas ra-
ras '". As infecgbes mais freglientes sao caracte-
rizadas por lesbes cutdneas e abscessos provo-
cados por ferimentos com arma de fogo, acidentes
de motocicletas e ferimentos contraidos em ativida-
des de jardinagem, nos quais, geralmente, existe
um contacto direto com o solo, favorecendo a con-
taminacao dessas feridas®.
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Em 1977, o CENTER FOR DISEASE CON-
TROL ' identificou a presenga de Mycobacterium
chelonel em culturas de 4 bioproteses cardiacas
de porcino preservadas em glutaraldeido a 0,2%,
fabricadas pelo laboratério Hancock®, e LAS-
KOWSKI et alii ® relataram 8 casos de pacientes
que receberam biopréteses contaminadas com es-
ta micobactéria, fornecidas pelo mesmo Labora-
tério.

Foram relatados na literatura alguns casos iso-
lados de endocardite infecciosa causada por mico-
bactérias atipicas em portadores de bioprotese de
porcino Hancock, contaminadas com Mycobacte-
riurm chelonei de alguns lotes de valvulas fabricadas
entre outubro de 1975 e agosto de 1976 7 > 15

QOutros casos de endocardite por micobacte-
rias do grupo fortuiturm chelonei tém sido relatados
apos cirurgia de revascularizagao miocardica e em
portadores de proteses cardiacas mecanicas, as-
sim como em infecgdes do esterno e da ferida ope-

ratéria provocados por fontes nao identificadas °
10, 13

MATERIAL E METODO

Foi elaborado um estudo experimental com
a finalidade de estudar a etiopatogenia da contami-
nacao das biopréteses de porcino por micobac-
térias atipicas, assim como procurar identificar as
possiveis fontes de contaminagao, os provaveis mi-
croorganismos envolvidos e a sua resisténcia /7
vitro as substancias utilizadas na fixagao e preser-
vagao de tecidos bioldgicos. Procurou-se, através
desta pesquisa, definir condi¢bes seguras de este-
rilidade das biopréteses.

Foram utilizados fragmentos de valvas aorti-
cas, cujos folhetos eram, concomitantemente, pre-
parados para a confecgao de biopréteses seguin-
do-se as diversas fases do preparo do tecido biol6-
gico. Sao reproduzidas, no estudo destes fragmen-
tos, exatamente as mesmas condigoes de manu-

seio industrial a que o tecido biolégico é submetido
no laboratério para a fabricagao das biopréteses.**

Valvulas adrticas de porcino foram obtidas em
abatedouros industriais, em condi¢des de higiene
locais, logo apés o abate dos animais, e mergu-
Ihadas em solugao salina balanceada e tamponada
com fosfato em pH 7,4 a 4°C e imediatamente trans-
portadas para o laboratdrio. A partir dai, utilizam-se
procedimentos estéreis procedendo-se, inicialmen-
te, a remogao dos tecidos adjacentes, seguindo-se
a fixagdo do material biolégico pelo processo de

* Hancock Laboratories, Inc., Anaheim, Califérnia, USA.

tanning em glutaraldeido a uma concentragao de
0,625% em solucao salina balanceada e tampo-
nada com fosfato em pH 7,4.

O material do presente estudo foi constituido
por 100 fragmentos de valvas distintas ja previa-
mente submetidos ao processo.de fanning em glu-
taraldeido, que foram colhidos com rigorosa assep-
sia e incubados em 4 meios de cultura diferentes,
num total de 400 culturas.

Foram empregados os meios de Thioglycollate
e Brain-Heart-Infusion a 37°C e os meios de Sabou-
raud-Dextrose liqlido e Micosel a temperatura am-
biente. As 400 culturas foram mantidas nestas con-
digoes de incubacao no laboratério, sob rigorosos
cuidados de assepsia, durante 72 horas.

RESULTADOS

Todas as 400 culturas permaneceram estéreis
no periodo de 72 horas. Entretanto, prolongando-se
esse tempo de incubacgao, verificou-se, entre o 5
e 0 10¢ dias, o aparecimento de peliculas na super-
ficie do meio de Thioglycollate em 23 culturas e
granulagdes no fundo dos tubos contendo meio
de Sabouraud-Dextrose liqiiido também em 23 cul-
turas, correspondentes a fragmentos das mesmas
valvas. A coloragao pelo Gram evidenciou a pre-
senca de bastonetes Gram-ldbeis e a coloragao
Ziehl-Nielsen revelou tratar-se de germes forte-
mente alcool-acido resistentes.

Repiques posteriores destas peliculas e granu-
lagoes em meio de Loewenstein-Jensen revelaram
o crescimento de colbnias cujas caracteristicas su-
geriam tratar-se de uma “micobactéria de cresci-
mento rapido"” pertencente ao grupo IV de Runyon
(complexo fortuiturmn-cheloner).

Essas colénias foram submetidas a provas la-
boratoriais de identificagao bacteriana, que revela-
ram tratar-se de Mycobacterium-chelone/, identifi-
cadas através das seguintes caracteristicas: cresci-
mento rapido a temperaturas entre 24 e 37°C; au-
séncia de crescimento a temperatura de 45°C; col6-
nias de rugosidade intermedidria e nao fotocromo-
génicas; prova de niacina negativa; auséncia de
redugao do nitrato; catalase a 68°C positiva; cresci-
mento em meio de MacConkey isento de cristal
violeta positivo e prova de urease positiva.

A excecdo das 46 culturas, onde ocorreu cres-
cimento bacteriano (23 em meio de Thioglycollate
e 23 em meio de Sabouraud-Dextrose liglido), to-
das as demais culturas permaneceram estéreis por

«+ O material para esta pesquisa foi fornecido por Labcor Laboratorios, Belo Horizonte, MG.
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um periodo de incubagao de 15 dias, no laboratério,
nao se verificando crescimento de microorganis-
mos em nenhuma cultura nos meios Brain-Heart-
Infusion e Micosel, assim como nas demais 77 cul-
turas em meio de Thioglycollate e 77 culturas em
meio de Sabouraud-Dextrose ligilido.

A execucao de testes posteriores com trocas
sucessivas da solugao de glutaraldeido contendo
fragmentos de valvulas aérticas de porcino revelaram
ser esta micobactéria resistente a acao do glutaral-
deido em solugao a 0,625% que néo eliminou total-
mente as micobactérias, permitindo seu crescimen-
to em meios de cultura especificos e sua eliminagao
completa ocorreu apés a acao do formaldeido em
concentragao de 4%, 2% e mesmo a 1% associado
ao surfactante.

COMENTARIOS E CONCLUSOES

As endocardites com hemoculturas negativas,
mais corretamente denominadas endocardites com
culturas aparentemente negativas, incluem os ca-
sos de endocardites cujas hemoculturas tornam-se
positivas apos 72 horas, as que necessitam de téc-
nicas e métodos especiais de culturas para cresci-
mento bacteriano e as endocardites com hemo-
culturas negativas, mas culturas de tecido positi-
vas. As principais causas de endocardite com apa-
rentes hemoculturas negativas constituem o uso
prévio de antibiéticos, endocardite nao infecciosa
(febre reumatica, /upus, endocardite marantica, mi-
xoma, fibroelastose endocéardica, endocardite fibro-
blastica, sindrome carcindide, organismos nao bac-
terianos, endocardite do coracao direito e endo-
cardite por microorganismos do grupo fastidious *®.

As bactérias do grupo fastidious, conhecidas
como causadoras de endocardite, ndo crescem,
habitualmente, nos meios de culturas nas primeiras
72 horas e, para certas espécies, as culturas so
se tornam positivas apés uma semana e meia a
duas semanas. Mesmo assim, em muitos casos,
as hemoculturas nao serdo reconhecidas como po-
sitivas a ndo ser que sejam utilizadas técnicas es-
peciais de repiaue e meios especiais de cultura
para seu crescimento, assim como técnicas espe-
ciais de identificagdo bacteriana. O grupo /astidious
engloba o complexo fortuitum-cheloner.

Neste estudo experimental, verificou-se o cres-
cimento bacteriano em 23% das culturas entre o
5? e 0 10¢ dias, identificadas, posteriormente, como
Mycobacterium chelone/, enfatizando a necessida-
de de manter a incubagao destes meios de cultura
por um minimo de 15 dias, nos laboratérios envol-
vidos na fabricagdo de biopréteses.

Paralelamente a esta pesquisa, nao incluidas
no presente estudo, foram efetuadas provas de es-
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terilidade de fragmentos de valvulas aérticas de por-
cino que nao haviam sido submetidas a nenhum
processo de tratamento pelo glutaraldeido, assim
como das solugdes balanceadas utilizadas para a
preservagao do tecido biolégico com e sem gluta-
raldeido.

Verificou-se que todas as amostras das solu-
¢Oes estavam absolutamente estéreis e que as mi-
cobactérias ndo cresceram nas culturas de frag-
mentos de valvas nao tratadas pelo glutaraldeido,
impedidas que foram pela presenca macica de outros
microorganismos.

COLLINS & MONTALBINE? demonstraram
que a solugao alcalina de glutaraldeido a 1% (pH
8,5) inativou mais de 99,9% das amostras de mico-
bactérias em tempo inferior a 2 minutos, enquanto
a solugao acida (pH 3,7), na mesma concentragao,
requereu o dobro de tempo para alcangar o mesmo
indice de inativagao. As solugbes com concentra-
¢ao de glutaraldeido a 0,5%, tanto 4cida como basi-
ca, foram menos efetivas, mas mostraram o mesmo
comportamento uanto ao tempo de inativagao.

Finalmente, constatou-se a eliminagdao com-
pleta das micobactérias apés a agao do formaldeido
em concentragao de 4%, 2% e mesmo a 1%, asso-
ciado a substancias surfactantes.

Os casos de endocardite por Mycobacterium
chelonel/ comprovadamente causados por biopr6-
teses de porcino contaminadas relatados na litera-
tura ™ '> ' demonstraram um longo periodo de
incubacgao da doencga (135 dias, 150 dias e 3 anos),
assim como dificuldades para firmar o diagnéstico,
que exigiu tempo prolongado de incubagao das he-
moculturas, utilizando-se meios e técnicas espe-
ciais de repigue e subculturas.

E recomendada a terapéutica antituberculosa,
quando se evidencia, clinica e laboratorialmente,
a presenga de endocardite por micobactérias do
complexo fortuitum-cheloner.

Além de todos os cuidados de assepsia e anti-
sepsia mencionados no decorrer de todo o pro-
cesso de tratamento do tecido biolégico e confec-
¢ao das biopréteses, ressaltamos a importancia da
técnica de embalagem das biopréteses com rela-
¢ao ao tipo de solugéo de preservagao, a qualidade
da prépria embalagem utilizada, particularmente
com relagao a sua resisténcia, absoluta impermea-
bilidade e inviolabilidade do lacre.

Todos estes cuidados sdo fundamentais na
profilaxia das endocardites em pacientes que se
submetem a implante de biopréteses valvulares
cardiacas.
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ABSTRACT: The growth of atypical mycobacteria was observed in experimental studies /7 vifro of
porcine aortic valve (aortic wall coupon) after tanning in glutaraldehyde solution at 0.625%. One hundred
aortic wall coupons from different valves were incubated in 4 different culture media in a total of 400 cultures,
employing the Thioglycollate, Brain-Heart-Infusion, liquid Sabouraud-Dextrose and Micosel, which did not
become positive for 72 hours, The growth of atypical mycobacteria was recognized in 23% of the samples
from the Thioglycollate and Sabouraud media after the 5th day utilizing appropriate subculturing techniques
and special culture media. The atypical mycobacteria were identifyed as the Mycobacterium chelones, which
was demonstrated to be resistant to glutaraldehyde and it was completely eliminated by the formaldehyde

in association with the surfactant,

DESCRIPTORS: heart valve prosthesis; endocarditis; mycobacteria, atypical.
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