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Resumo

Objetivo: Estudar a ocorréncia de micobactérias ndo-tuberculosas e a variabilidade das espécies isoladas na regido atendida pelo Instituto
Adolfo Lutz—Regional de Sio José do Rio Preto—no periodo entre 1996 e 2005, assim como mostrar a importancia do diagnostico laborato-
rial. Métodos: A partir de amostras pulmonares e extrapulmonares, foi realizado o isolamento de micobactérias, e estas foram identificadas
por métodos fenotipicos e pelo método molecular polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis. Resultados: Foram isoladas
317 cepas de micobactérias ndo-tuberculosas: complexo Mycobacterium avium, 182 (57,4%); M. gordonae, 33 (10,4%); M. fortuitum,
25 (7,9%); M. chelonae, 8 (2,5%); complexo M. terrae, 8 (2,5%); M. kansasii, 7 (2,2%); e espécies menos freqiientes, 54 (17%). No periodo,
foram caracterizados 72 casos (33,3%) de micobacterioses, de acordo com os critérios bacterioldgicos estabelecidos pela American Thoracic
Society (2007).Desses, complexo M. avium foi responsavel por 56 casos, sendo que 29 (51,8%) foram caracterizados como doenca disse-
minada. M. fortuitum foi responsavel por 6 casos; M. gordonae, 3; M. chelonae, 2; M. abscessus, 1; M. kansasii, 1; M. intracellulare, 1;
M. malmoense, 1; e Mycobacterium ssp., 1. Conclusdes: Os resultados obtidos mostraram a importancia do diagnostico bacterioldgico das
micobacterioses, pois a identificagdo das espécies possibilita a introducio de um tratamento adequado precocemente.

Descritores: Micobactérias atipicas/isolamento & purificacdo; Micobactérias atipicas/classificacdo; Técnicas de diagndstico e
procedimentos.

Abstract

Objective: To study the incidence of nontuberculous mycobacteria and the range of species isolated between 1996 and 2005 at a regional
branch of the Adolfo Lutz Institute—located in the city of Sdo José do Rio Preto, Brazil—and to show the importance of laboratory
testing. Methods: Mycobacteria were isolated from pulmonary and extrapulmonary specimens and identified through phenotyping and
molecular methods (polymerase chain reaction-restriction enzyme analysis). Results: We isolated 317 nontuberculous mycobacterium strains:
Mycobacterium avium complex, 182 (57.4%); M. gordonae, 33 (10.4%); M. fortuitum, 25 (7.9%); M. chelonae, 8 (2.5%); M. terrae complex,
8 (2.5%); M. kansasri, 7 (2.2%); and less frequent species, 54 (17%). During this period, 72 cases (33.3%) were characterized as mycobacteriosis,
according to bacteriological criteria established by the American Thoracic Society in 2007. Of those 72 cases, 56 were attributed to M. avium
complex. Of those 56, 29 (51.8%) were characterized as disseminated disease. Six cases were attributed to M. fortuitum, 3 to M. gordonae, 2 to
M. chelonae, 1 to M. abscessus, 1 to M. kansasii, 1 to M. intracellulare, 1 to M. malmoense and 1 to Mycobacterium ssp. Conclusions: These
results show the importance of the bacteriological diagnosis, since identification of the species enables early and appropriate treatment.

Keywords: Mycobacteria, atypical/isolation & purification; Mycobacteria, atypical/classification; Diagnostic techniques and procedures.

Introducao

O género Mycobacterium ¢ constituido pelo complexo décadas, com o declinio da prevaléncia da tuberculose em
Mycobacterium tuberculosis e outras espécies denomi- paises desenvolvidos, a proporcdo de doenca por MNT
nadas micobactérias nio-tuberculosas (MNT). Nas ultimas estd aumentando.!” Entre estas, M. avium complex (MAC,

* Trabalho realizado no Instituto Adolfo Lutz, Regional de Sdo José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto (SP) Brasil.

1. Pesquisadora cientifica. Instituto Adolfo Lutz, Regional de Sio José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto (SP) Brasil.

2. Assistente de Apoio em Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica. Instituto Adolfo Lutz, Regional de Sdo José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto (SP) Brasil.
3. Biologista. Instituto Adolfo Lutz, Regional de Sdo José do Rio Preto, Sdo José do Rio Preto (SP) Brasil.

Endereco para correspondéncia: Erica Chimara. Av. Dr. Arnaldo, 351, 9° andar, CEP 01246-902, Sdo Paulo, SP, Brasil.

4. Pesquisadora cientifica. Instituto Adolfo Lutz, Central, Sdo Paulo, Brasil

Tel 55 17 55 11 30682895. E-mail: echimara@ial.sp.gov.br

Apoio financeiro: Nenhum.

Recebido para publicacio em 3/3/2008. Aprovado, apds revisdo, em 31/3/2008.

J Bras Pneumol. 2008;34(11):950-955




Isolamento de micobactérias ndo-tuberculosas em Sio José do Rio Preto entre 1996 e 2005

complexo M. avium) emergiu como um importante
patégeno humano, sendo a causa freqliente de
doenca disseminada e morte em pacientes porta-
dores de HIV/AIDS.%

As micobactérias ocorrem naturalmente em
diversos reservatdrios: agua natural e de sistemas
de abastecimento, solo, aerossois, protozoarios,
animais e humanos.®'? Existem poucas evidéncias
da possibilidade de transmissdo pessoa a pessoa,
mas recentes relatos demonstraram a contaminacio
de pacientes devido a limpeza e desinfec¢io inade-
quada de equipamentos médicos.®"

A doenca pulmonar cronica ¢ a manifestacdo
clinica mais comum entre as doencas causadas
por MNT, sendo as espécies pertencentes ao MAC,
seguido de M. kansasii, os patdgenos mais freqiientes.
As caracteristicas clinicas da doenca pulmonar por
MNT, em muitos casos, sdo extremamente seme-
lhantes as da tuberculose. Outras manifestacdes
clinicas podem ser causadas principalmente por
M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus devido
a infecgdes peritoneais por cateterizagdo; infeccdes
pos-cirurgicas, como em mamoplastias e trans-
plantes cardiacos; devido a procedimentos invasivos,
como videoscopias, e devido a procedimentos esté-
ticos. O patégeno mais freqiientemente isolado no
caso de doenca disseminada ¢ o MAC.®>!'"-13) Além
desses eventos, ha relatos mundiais do aumento
da incidéncia de MNT observada pelo numero de
isolamentos realizados nos laboratdrios, com conse-
qliente diversificacdo das espécies identificadas apos
o avanco das técnicas moleculares.®>'*"

Uma vez que o tratamento e a epidemiologia
das micobacterioses diferem significantemente da
tuberculose, a identificacdo correta e rapida destes
organismos ¢ obrigatoria para o diagndstico e
esquema terapéutico corretos.!'?

O Instituto Adolfo Lutz - Regional de Sdo José
do Rio Preto (IAL-SJRP) ¢é referéncia para o diag-
nostico laboratorial da tuberculose da subdivisdo XV
(de Ribeirdo Preto) da Divisdo Regional de Saude
(DRS-XV) do estado de Sdo Paulo e realiza as culturas
de micobactérias, solicitadas pelos profissionais
das Unidades de Saude Publica que participam do
Programa de Controle da Tuberculose da DRS-XV.

O objetivo deste trabalho foi estudar a ocor-
réncia de MNT e a variabilidade das espécies isoladas
na regido atendida pelo 1AL-SJRP no periodo entre
1996 e 2005, assim como mostrar a importancia do
diagnostico laboratorial.

951

Métodos

Os dados laboratoriais obtidos mnos regis-
tros do 1AL-SJRP no periodo entre janeiro/1996 e
dezembro/2005, foram os seguintes: numero de
amostras analisadas, sitio de isolamento, numero de
culturas positivas e resultado da identificacdo das
espécies. Foram recebidas uma ou mais amostras
clinicas de sitios estéreis e ndo-estéreis por paciente.
Osisolamentos foram obtidos de amostras pulmonares
(escarro, lavado gastrico, lavado bronquico, secrecio
traqueal), ganglionares (linfonodos e secre¢do), pele
(abscesso, secrecio, ferimento), liquidos (peritoneal e
pleural) e sangue. Esses foram processados segundo
técnicas de isolamento padronizadas no manual
técnico do Ministério da Saudel'” e as culturas
positivas foram encaminhadas ao TAL-Central para
a identificacdo das espécies segundo métodos
fenotipicos®'®'¥ e molecular.'*'>29 As cepas foram
submetidas a uma triagem pela analise macroscopica
(morfologia e pigmento) e microscopica (presenca de
fator corda) da cultura. As culturas que apresentaram
coldnias acromdgenas, rugosas e com presenca de
fator corda foram excluidas da amostragem. As
cepas foram identificadas por métodos fenotipicos,
de acordo com alguns autores,” os quais incluem a
analise do tempo de crescimento pelos testes com
acido picrico, nitrito de sodio, cloreto de sodio e agar
comum, temperatura de crescimento (26 °C, 37 °C e
45 °C), teste de fotocromogenicidade, testes bioqui-
micos (arilsulfatase—3 e 15 dias; B-galactosidase;
atividade da nitrato-redutase, catalase e urease; utili-

Tabela 1 - Freqiiéncia de isolamento de micobactérias na
regido da Divisdo Regional de Saude de Ribeirdo Preto, no
periodo entre 1996 e 2005.

Ano Culturas Cepas Mtb, Cepas MNT,
positivas, n n (%) n (%)
1996 118 96 (81,3) 22 (18,7)
1997 175 153 (87,4) 22 (12,6)
1998 157 131 (83,4) 26 (16,6)
1999 134 121 (90,3) 13 (9,7)
2000 192 146 (76,0) 46 (24,0)
2001 90 58 (64,5) 32 (35,5)
2002 181 100 (55,2) 81 (44,8)
2003 147 103 (70,0) 44 (30,0)
2004 50 39 (78,0) 11 (22,0)
2005 56 36 (64,3) 20 (35,7)
Total 1.300 983 (75,6) 317 (24,4)

Mtb: M. tuberculosis; MNT: micobactérias ndo-tuberculosas.
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zacgdo de acucares; e hidrdlise do Tween 80) e teste de
crescimento na presenca do acido p-nitrobenzoico. A
identificacdo molecular foi realizada, concomitante-
mente com a identificacdo fenotipica, pelo método
polymerase chain reaction and restriction enzyme
analysis - hsp65 (PRA-hsp65), modificado por nos
em trabalho anterior,*” baseado na amplificacio de
um fragmento de 441 pb do gene hsp65 e andlise
dos perfis de restricdo gerados pelas enzimas BstEll e
Haelll, separadamente.

Este trabalho ¢ parte do projeto “Estudo da
diversidade de métodos moleculares de identifi-
cacdo de micobactérias em laboratorios publicos
do estado de Sdo Paulo”, aprovado pelo Comité de
Etica do IAL em 2001 (CTC-BM 31/2001).

Resultados

No periodo de 10 anos, foram isoladas, na
regido da DRS-XV, 1.300 culturas de micobactérias
a partir de amostras clinicas analisadas no 1AL-SJRP,
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sendo 983 isolamentos de (75,6%) M. tuberculosis
e 317 (24,4%) de MNT (Tabela 1). A distribuicio
dos 317 isolamentos de MNT, provenientes de
216 pacientes, ndo foi homogénea neste periodo,
sendo 2002 o ano com o maior indice, 81 cepas
(44,8%), e 1999 com o menor indice, 13 cepas
(9,7%).

A Tabela 2 mostra a freqiiéncia de espécies
de MNT isoladas, sendo o MAC o mais freqiiente,
com 182 cepas (57,4%); seguido de M. gordonae,
com 33 (10,4%); M. fortuitum, com 25 (7,9%);
M. chelonae, com 8 (2,5%); complexo M. ferrae,
com 8 (2,5%); e M. kansasii, com 7 (2,2%). Foram
identificadas 33 cepas (10,4%) de outras espécies
de menor ocorréncia; 20 cepas (6,3%) com identi-
ficacdo baseada somente no tempo de crescimento
e pigmentacdo e 9 (2,8%) néo tiveram identificacdo
da espécie concluida, chegando somente a identifi-
cacdo do género. No periodo estudado, MAC foi a
causa de doenca em 56 pacientes, M. fortuitumem 6,

Tabela 2 - Distribuicdo anual da freqliéncia das espécies de micobactérias ndo-tuberculosas, por numero de amostras
isoladas no Instituto Adolfo Lutz - Regional de Sdo José do Rio Preto, no periodo entre 1996 e 2005.

Espécie 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 Total, n (%)
MAC 20 17 20 11 30 17 41 16 4 6 182 (57,4)
Mycobacterium gordonae 1 2 2 - 2 1 13 9 1 2 33 (10,4)
M. fortuitum - - 2 - 5 5 7 4 - 2 25 (7,9)
M. chelonae - - 2 2 2 1 - 1 - - 8 (2,5)
Complexo M. terrae - - - - 1 2 5 - - - 8 (2,5)
M. kansasii 1 3 - - 1 - 2 - - - 7 (2,2)
M. abscessus - - - - - - 3 1 2 - 6(1,9)
M. intracellulare - - - - - - - 1 1 4 6(1,9)
M. scrofulaceum - - - - - - 1 1 - 1 3(0,9)
M. peregrinum - - - - - - 3 - - - 3(0,9)
M. shimoider - - - - - 1 1 - - - 2 (0,6)
M. malmoense - - - - - 2 - - - - 2 (0,6)
M. neoaurum - - - - - - - - 1 - 1(0,6)
M. flavescens - - - - - - - - 1 - 1(0,3)
M. interjectum - - - - - - - 1 - 1(0,3)
Mycobacterium sp. - - - - 2 - - 6 1 - 9(2,8)
CLA - - - - 2 1 2 - - 3 8 (2,5)
CRA - - - - 1 - 3 1 - 1 6 (1,9
CLE - - - - - - - 3 - 1 4(1,3)
CRF - - - - - 1 - - - - 1(0,3)
CRE - - - - - 1 - - - - 1(0,3)
Total, n (%) 2 22 26 13 46 32 8l 44 11 20 317 (100)
(7,00 (7,00 (8,2) (4,1) (14,5 (10,00 (25,5 (13,9 (3,5 (6,3)

MAC: M. avium complex (complexo M. avium); CLA: (micobactéria de) crescimento lento acromdgena; CLE: (micobactéria de) cres-
cimento lento escotocromdgena; CRF: (micobactéria de) crescimento rapido fotocromogena; CRA: (micobactéria de) crescimento
rapido acromogena; e CRE: (micobactéria de) crescimento rapido escotocromogena.
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M. gordonae em 3, M. chelonae em 2, M. abscessus
em 1, M. kansasii em 1, M. intracellulare em 1,
M. malmoense em 1 e micobactéria de crescimento
rapido em 1 (Tabela 3). No total, 72 pacientes
(33,3%) foram caracterizados como casos de
micobacterioses, de acordo com os critérios bacte-
rioldgicos estabelecidos pela American Thoracic
Society (2007).

Os sitios de maior ocorréncia de MAC neste
periodo foram os pulmonares (78,6%). Dentre
estes sitios, as amostras de escarro foram as mais
freqiientes, com 132 cepas (73,2%) de MAC e
11 cepas (6%) isoladas de lavados gastricos e bron-
quicos. Entre os sitios estéreis, as amostras de
sangue foram as mais freqlientes, com 28 isola-
mentos (15,4%).

A Tabela 4 apresenta a freqiiéncia de pacientes
com isolamento de MNT de sitios estéreis. A espécie
mais freqlientemente isolada foi MAC, a partir de
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amostras de sangue, caracterizando doenca disse-
minada em 24 pacientes (58,5%).

Discussio

0 numero de espécies pertencentes ao género
Mycobacterium dobrou mnos ultimos 15 anos,
com muitas novas espécies clinicamente signifi-
cantes.'%?? Apesar de muitos trabalhos sugerirem
que a incidéncia de micobacterioses tem aumentado
nas ultimas décadas, uma vez que estas doencas
ndo sdo de notificacdo obrigatdria no Brasil, esta
observacdo nio pode ser comprovada com registros
oficiais.

A ocorréncia de MNT (24,4%) na regido estu-
dada, no periodo de 10 anos, pode ser comparada
com estudos do Hospital Universitdrio Clementino
Fraga Filho (Rio de Janeiro): no periodo entre
agosto de 1996 e julho de 1997, relatou-se 15%
de MNT, e no periodo de 2000 a 2002, 45% de

Tabela 3 - Caracteristicas das espécies de micobactérias ndo-tuberculosas, isoladas no periodo entre 1996 e 2005.

Espécies Numero de amostras

Numero de pacientes

Total Respiratdrias Total Total de casos  Casos pulmonares

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
MAC 182 (57,4) 143 (53,3) 106 (49,1) 56 (77,8) 21 (60,0)
Mycobacterium gordonae 33 (10,4) 33 (12,2) 27 (12,5) 3 (4,1) 3 (8,5)
M. fortuitum 25 (7,9) 22 (8,1) 24 (11,1) 6 (8,3) 4 (11,4)
M chelonae 8 (2,5) 7 (2,6) 6(2,8) 2 (2,8) 2 (5,7)
Complexo M. terrae 8 (2,5) 8 (2,9) 8 (3,7) 0 0
M. kansasii 7 (2,2) 6(2,2) 4(1,8) 1(1,4) 1(2,9)
M abscessus 6(1,9) 6(2,2) 4(1,8) 1(1,4) 1(2,9)
M. intracellulare 6(1,9) 6(2,2) 5(2,3) 1(1,4) 1(2,9)
M. scrofulaceum 3 (0,9) 3(1,1) 2 (0,9) 0 0
M. peregrinum 3 (0,9) 2 (0,7) 3(1,4) 0 0
M. shimoideri 2 (0,6) 2 (0,7) 1(0,5) 0 0
M. malmoense 2 (0,6) 2 (0,7) 2(0,9) 1(1,4) 1(2,9)
M. neoaurum 1(0,6) 1(0,3) 1(0,5) 0 0
M. flavescens 1(0,3) 1(0,3) 1(0,5) 0 0
M. interjectum 1(0,3) 1(0,3) 1(0,5) 0 0
Mycobacterium sp. 9(2,8) 9 (3,3) 6 (2,8) 0 0
CLA 8 (2,5) 7 (2,6) 4(1,8) 0 0
CRA 6 (1,9 6(2,2) 5(2,3) 1(1,4) 12,9
CLE 4(1,3) 4 (1,5) 4(1,8) 0 0
CRF 1(0,3) 1(0,3) 1(0,5) 0 0
CRE 1(0,3) 1(0,3) 1(0,5) 0 0
Total 317 (100) 271 (100) 216 (100) 72 (100) 35 (100)

MAC: M. avium complex (complexo M. avium); CLA: (micobactéria de) crescimento lento acromdgena; CLE: (micobactéria de) cres-
cimento lento escotocromogena; CRF: (micobactéria de) crescimento rapido fotocromogena; CRA: (micobactéria de) crescimento
rapido acromogena; e CRE: (micobactéria de) crescimento rapido escotocromogena.
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Tabela 4 - Freqiiéncia de pacientes com isolamento de
micobactérias nio-tuberculosas a partir de amostras de
sitios estéreis.

Sitios Espécie identificada Total,
MAC  Mycobacterium ™ (%)
fortuitum
Sangue 24 1 25 (78,1)
Ganglio/secrecio 5 1 6(18,8)
de ganglio
Liquido peritoneal - 1 1(3,1)
Total 29 3 32 (100)

MAC: M. avium complex (complexo M. avium).

MNT.?*?% Durante os mesmos periodos, o 1AL-SJRP
isolou 15% e 34,3% de MNT, respectivamente. No
Brasil, ainda ¢ dificil comparar dados relativos as
MNT, pois os poucos existentes sdo estudos isolados,
com variacdo quanto ao periodo, ao tipo de amos-
tras clinicas e & populagio analisada.” O aumento
na freqtiéncia de MNT a partir de 2001 pode ser
explicado pela implantacdo do método automati-
zado com cultura liquida, método mais sensivel que
a cultura tradicional. A diminui¢do da demanda de
culturas, a partir de 2004, ocorreu devido a uma
interrupcdo parcial no servico de identificacdo do
IAL-Central e também pode ser atribuida a melhora
dos pacientes atendidos nos centros especializados
para DST/AIDS, com a introducdo da Aighly active
antiretroviral therapy (HAART, terapia anti-retroviral
altamente ativa) na regido. Apesar da diminuicio do
numero de cepas analisadas no laboratorio a partir
de 2003, os numeros percentuais mostram que
houve um aumento no isolamento de MNT.

Neste estudo, a identificacdo das espécies foi
realizada no 1AL-Central com testes fenotipicos
até o ano de 2000 e posteriormente com método
PRA-hsp65. As espécies M. avium e M. intracellulare
puderam ser diferenciadas com a técnica molecular;
na fase anterior, foram denominadas como MAC.
Apesar do uso do termo MAC ser taxonomicamente
aceito, ele esconde as caracteristicas epidemiold-
gicas Unicas de cada espécie. O MAC (57,4%) foi o
complexo com maior ocorréncia, sendo 34,4% entre
pacientes com AIDS. Apos este periodo, tivemos
ocorréncia de 1,9% de M. intracellulare.

Segundo os critérios bacteriologicos estabele-
cidos pela American Thoracic Society, os isolamentos
de MAC das amostras de 55 pacientes do presente
estudo, permitiram a classificacdo bacteriologica
de doenca. De acordo com alguns autores,?*” que
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demonstraram situacdes onde pacientes assinto-
maticos apresentavam escarro positivo para MAC
e alteracdes radioldgicas, os dados bacterioldgicos
sdo de grande relevancia para a caracterizacdo de
doenca pulmonar por MAC. A disseminacdo hema-
togénica por MAC foi identificada em 24 (43,6%)
destes pacientes.

A segunda maior ocorréncia foi devido a
M.  gordonae (10,4%), normalmente consi-
derada saprofita, que pode causar infeccdes
pulmonares e cutaneas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos,®® mas que também mostra
a possibilidade de haver colonizacio transitdria de
MNT. M. fortuitum (7,9%) foi a terceira espécie
mais freqiiente, considerada potencialmente pato-
génica, responsavel por muitos surtos recentemente
descritos."

Uma vez que as MNT e o homem ocupam os
mesmos habitats, e devido ao crescente aumento de
individuos suscetiveis as infeccdes por micobactérias
(por ex., os imunossuprimidos), era provavel que a
prevaléncia das micobacterioses aumentasse.®”
Associado a este fato, novas tecnologias foram
desenvolvidas com o objetivo de identificar esses
agentes com maior eficiéncia e rapidez. Os dados
obtidos neste estudo confirmam essas afirmacgoes,
pois antes da introducdo do método molecular
(ano 2000), eram identificadas somente as espé-
cies contempladas nas tabelas fenotipicas. A partir
desse periodo, ndo somente a freqiiéncia de outras
espécies aumentou, mas também o numero de
casos por outras MNT de importancia clinica, como
M. intracellulare, M. abscessus, M. chelonae e
M. malmoense.

Devido a alta prevaléncia de tuberculose em
nosso meio, o tratamento com drogas antituber-
culose tem inicio imediato ap6s um resultado de
exame indicativo de infec¢do por micobactérias. O
tratamento das infeccdes por MNT depende das
diferentes espécies e requer drogas alternativas, por
longo periodo de tempo (de 18 a 24 meses). No
estado de Sdo Paulo, os casos devem ser registrados
no Centro de Vigildncia Epidemiologica-Divisdo de
Tuberculose para o fornecimento de drogas pelo
Ministério da Saude.

O presente estudo demonstrou a variabilidade
das espécies de MNT na subdivisdo da regido de
Sdo José do Rio Preto e a importincia clinica de
determinadas espécies, cuja correta identificacio
foi fundamental no diagnostico das micobacte-
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rioses. A instituicdo de um esquema adequado para
determinadas espécies ainda ¢ dificil, mas somente
a elucidacdo desses casos possibilita o diagndstico
correto e uma estratégia apropriada de tratamento.
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