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RESUMO

Objetivo: As micobacterioses pulmonares sao doencas causadas por micobactérias
nao tuberculosas (MNTSs), cujo diagnostico microbiologico envolve o isolamento e a
identificacao da mesma espécie a partir de pelo menos duas amostras de escarro, uma
de lavado bronquico ou uma de biopsia pulmonar. O objetivo do presente estudo foi
determinar as frequéncias das diferentes espécies de MNTs em individuos selecionados
e em potenciais casos de micobacterioses pulmonares. Métodos: Analise retrospectiva
dos dados de identificacao de espécies isoladas a partir de espécimes clinicos
pulmonares de 2.843 individuos incluidos no estudo entre 2011 e 2014. A identificacao
dos potenciais casos baseou-se nos criterios microbiologicos internacionais adotados no
estado de Sao Paulo. Resultados: Um total de 50 espécies foi identificado utilizando-se
o méetodo molecular PCR-restriction enzyme analysis. Dos 1.014 individuos analisados
quanto aos criterios microbiologicos, 448 (44,18%) tiveram o diagnostico presuntivo
de micobacteriose pulmonar, sendo as maiores frequéncias de casos, em ordem
decrescente, Mycobacterium kansasi, M. abscessus, M. intracellulare, M. avium
e M. szulgai. Conclusdes: Embora tenham sido identificadas diversas espécies de
MNTs entre os individuos estudados, as que tiveram as maiores frequéncias de casos
presuntivamente identificados pelos critérios microbiologicos adotados no estado de
Sao Paulo foram as que mais frequentemente estao associadas a micobacterioses
pulmonares mundialmente ou em varias regioes geograficas.

Descritores: Micobactérias nao tuberculosas/classificacao; Infeccoes por micobactéria
nao tuberculosa/diagnostico; Pulmao.
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INTRODUGCAO

Micobactérias ndo tuberculosas (MNTs) é o termo utilizado
para designar as espécies do género Mycobacterium
distintas de M. leprae e das que compdem o complexo M.
tuberculosis. Essas espécies estdo amplamente distribuidas
na natureza, e algumas tém sido associadas com doencas

atualizagdo foi em 2007.¢ A apresentacdo clinica é variavel
e inespecifica, enquanto as caracteristicas radiograficas
podem incluir lesGes cavitarias ou nodulares. O isolamento
pela cultura e a identificacdo da mesma espécie de MNT a
partir de pelo menos duas amostras distintas de escarro,
uma amostra de lavado broénquico ou uma amostra de

em seres humanos caracterizadas por manifestagdes
pulmonares e/ou extrapulmonares que sao conhecidas
genericamente como micobacterioses. Além de potenciais
diferengas na viruléncia de diferentes espécies de MNTs,
diversos fatores do hospedeiro sdo determinantes para
o desenvolvimento de manifestagBes clinicas apos a
infecgdo pulmonar por MNTs, como alteragdes estruturais
dos pulmdes causadas por tuberculose prévia, fibrose
cistica, DPOC, silicose e pneumoconiose, assim como
condigdes que alterem o sistema imune, tais como
alcoolismo, tabagismo e tratamento com drogas
imunossupressoras. (-3

O diagnostico das micobacterioses pulmonares é
bastante complexo e exige a combinagdo de achados
clinicos, radioldgicos e microbioldgicos segundo critérios
estabelecidos pela American Thoracic Society/Infectious
Diseases Society of America (ATS/IDSA), cuja ultima

biopsia pulmonar sdo as recomendagdes minimas para o
diagndstico microbioldgico desse agravo. O intervalo entre
a coleta das duas amostras distintas de escarro nao foi
estabelecido na ultima publicacdo da ATS/IDSA,® mas
o periodo de 12 meses foi considerado para a obtengdo
das culturas positivas em uma publicacdo anterior.(*)

Embora a complexidade do diagndstico e a auséncia
de notificacdo compulséria para as micobacterioses
pulmonares dificultem o estabelecimento de indicadores
epidemioldgicos, existem alguns dados que sugerem
0 aumento continuo da prevaléncia desse agravo nos
ultimos anos.G® As duas espécies que compuseram
originalmente o M. avium complex (MAC, complexo M.
avium), ou seja, M. avium e M. intracellulare,”) assim
como M. abscessus, tém sido frequentemente associadas
a doengas pulmonares em todo o mundo, enquanto outras
espécies parecem ter importancia regional.® No Brasil,
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estudos realizados com a aplicagdo dos critérios da ATS/
IDSA™ mostraram que essas espécies e M. kansasii
sdo as mais prevalentes causas de micobacterioses
pulmonares nos estados do Rio de Janeiro® e Rio
Grande do Sul.®

Alguns estudos tém utilizado apenas os critérios
microbioldgicos da ATS/IDSA para estimar a importancia
das diferentes espécies de MNTs como causa de
micobacteriose pulmonar.(1%'2 O presente trabalho
teve como objetivo analisar retrospectivamente os
dados de identificacdo das espécies de MNTs isoladas a
partir de espécimes clinicos pulmonares, identificacdo
essa realizada no laboratorio de referéncia do estado
de Sdo Paulo entre 2011 e 2014, para determinar as
frequéncias de identificacdo das diferentes espécies
entre individuos selecionados e de potenciais casos de
micobacteriose pulmonar identificados pelos critérios
microbioldgicos para cada espécie de MNTs.

METODOS

O Instituto Adolfo Lutz (IAL), laboratério de referéncia
em salde publica do estado de Sdo Paulo, possui
uma unidade central de referéncia para tuberculose e
micobacterioses, localizada na cidade de S3o Paulo, e
doze laboratorios regionais localizados estrategicamente
nas diferentes regides do estado. Esses doze laboratorios
e cerca de 80 laboratorios publicos ou conveniados
ao Sistema Unico de Saude realizam culturas para o
isolamento de micobactérias e encaminham as culturas
positivas para identificagdo a unidade central do IAL.
Os dados dos individuos fornecidos pelos laboratorios
regionais junto as solicitacées e os resultados dos
exames de identificagdo sdo registrados em um
sistema informatizado de gestdo laboratorial (SIGH).
Para o presente estudo, todos os dados referentes
a identificagdo de micobactérias foram extraidos do
SIGH para uma planilha do programa Microsoft Office
Excel 2007 para cada ano no periodo entre 2011 e
2014 e, a partir dessas planilhas, foram selecionados
os registros de MNTs isoladas a partir de espécimes
clinicos pulmonares.

A partir da planilha de dados de identificagdo de MNTs,
foi selecionado o primeiro registro de cada individuo
para identificar aqueles que seriam incluidos no estudo
(“individuos selecionados”) e foram construidas planilhas
especificas para cada espécie abrangendo todo o periodo
estudado. Para cada individuo foi feita a consulta do
prontuario de exames laboratoriais no SIGH para
identificar aqueles que atenderam os requisitos para
a analise dos critérios microbioldgicos da ATS/IDSA
para o diagndstico de micobacterioses pulmonares,
conforme previamente citado,® sendo anotados todos
os dados na planilha especifica. Apds essa consulta,
foram construidas planilhas para os individuos que
atenderam os requisitos para a analise dos critérios
(“individuos analisados”) e para os individuos que
tiveram um diagndstico presuntivo com base nos
critérios microbioldgicos (“individuos identificados”)
de acordo com a espécie de MNT isolada.
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A identificacdo das micobactérias no periodo
estudado foi feita pelo método PCR-restriction enzyme
analysis (PRA), que consiste na amplificacdo de um
fragmento de 441 pb do gene hsp65 relacionado a
heat shock protein de 65 kDa, seguida da digestao do
produto amplificado com duas enzimas de restricdo
(BstEIL e Haelll) e andlise dos fragmentos obtidos
apods eletroforese em gel de agarose. As diferentes
espécies de micobactérias apresentam padrdes de
restricdo diferentes, e a definicdo da espécie é possivel
comparando-se esses padroes com um algoritmo.(*

O presente estudo foi aprovado pelo Conselho
Técnico-Cientifico e pelo Comité de Etica do IAL (CTC
no. 07-G/2014).

RESULTADOS

Entre 2011 e 2014, foram identificadas 5.392
culturas de MNTs isoladas a partir de espécimes
clinicos pulmonares de um total de 3.883 individuos.
A espécie de MNT ndo pode ser identificada pelo
método PRA-hsp65 em 881 individuos (22,69%),
tendo sido caracterizada fenotipicamente apenas como
micobactéria de crescimento lento (n = 630) ou rapido
(n =251). Um padrao de restricao sugestivo de cultura
mista, ou seja, indicativo da presenca tanto de MNTs
como do complexo M. tuberculosis, foi identificado nas
amostras de 159 individuos (4,09%). Dessa forma,
foram selecionados 2.843 individuos para o estudo.

Apenas 1.014 (35,67%) dos 2.843 individuos
selecionados preencheram os requisitos para a analise
dos critérios microbiolégicos da ATS/IDSA® para o
diagnostico das micobacterioses pulmonares. Foram
identificadas 50 espécies, e a Tabela 1 apresenta as
frequéncias de identificagdo dessas espécies entre os
individuos selecionados e os analisados. Seis espécies
foram identificadas mais frequentemente em ambos
0s grupos, sendo que as proporcdes da relagao
individuos analisados/selecionados foram decrescentes
na seguinte ordem: M. abscessus, M. kansasii, M.
avium, M. fortuitum, M. intracellulare e M. gordonae.

Como pode ser observado na Tabela 2, um total de
448 (44,18%) dos 1.014 individuos analisados pelos
critérios microbioldgicos foram identificados como
potenciais casos de micobacteriose pulmonar. Todos
os demais individuos tiveram uma cultura de MNT
seguida de culturas posteriores sem crescimento de
micobactérias. As maiores frequéncias de potenciais
casos foram verificadas para M. kansasii (66,50%) e
M. abscessus (64,71%), seguidas de M. intracellulare
(60,69%) e M. avium (46,97%). Embora tenham
sido identificadas em um nldmero consideravel de
individuos analisados, as frequéncias de M. gordonae
e M. fortuitum foram de apenas 20,62% e 13,68%,
respectivamente, nos individuos identificados como
potenciais casos de micobacteriose pulmonar.

Um total de 19 espécies foi identificado entre os
568 individuos que tiveram uma cultura positiva e
demais culturas negativas e, portanto, ndo foram
identificados como potenciais casos. Essas espécies
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Tabela 1. Frequéncia e proporgdo das espécies de micobactérias ndo tuberculosas entre os individuos selecionados
para o estudo e os analisados quanto aos critérios microbioldgicos de diagndstico das micobacterioses pulmonares no

estado de S3do Paulo, 2011-2014.

Espécies

Selecionados

Individuos, n (%)

Raz&o analisados/

(n = 2.843)

Mycobacterium avium 519 (18,26)
M. kansasii 453 (15,93)
M. intracellulare 423 (14,88)
M. gordonae 374 (13,16)
M. fortuitum 310 (10,90)
M. abscessus 219 (7,70)
M. peregrinum 143 (5,03)
M. chelonae 96 (3,38)
M. mucogenicum 66 (2,32)
M. lentiflavum 46 (1,62)
M. simiae 26 (0,91)
M. szulgai 19 (0,67)
M. asiaticum 16 (0,56)
M. florentinum 15 (0,53)
M. chitae 14 (0,49)
M. goodii 14 (0,49)
M. nonchromogenicum 12 (0,42)
M. neoaurum 8 (0,28)
M. parascrofulaceum 8 (0,28)
M. novocastrense 7 (0,25)
M. xenopi 6 (0,21)
M. terrae 5(0,18)
M. immunogenum 4 (0,14)
M. heidelbergense 3 (0,11)
M. kumamotonense 3(0,11)
M. nebraskense 3 (0,11)
M. celatum 2 (0,07)
M. flavescens 2 (0,07)
M. gastri 2 (0,07)
M. parmense 2 (0,07)
M. sherrisii 2 (0,07)
M. brisbanense 2 (0,07)
M. monacense 2 (0,07)
M. triviale 2 (0,07)
M. genavense 1 (0,04)
M. triplex 1 (0,04)
Outras® 13 (0,46)

Analisados selecionados, %
(n = 1.014)
198 (19,53) 38,15
197 (19,43) 43,49
145 (14,30) 34,28
97 (9,57) 25,94
117 (11,54) 37,74
119 (11,74) 54,34
35 (3,45) 24,48
19 (1,87) 19,79
16 (1,58) 24,24
9 (0,89) 19,57
7(0,69) 26,92
11 (1,08) 57,89
6 (0,59) 37,50
1(0,10) 6,67
4(0,39) 28,57
5(0,49) 35,71
6 (0,59) 50,00
2 (0,20) 25,00
2 (0,20) 25,00
1(0,10) 14,29
3(0,30) 50,00
1(0,10) 20,00
1(0,10) 25,00
1(0,10) 33,33
1(0,10) 33,33
3(0,30) 100,00
1(0,10) 50,00
1(0,10) 50,00
1(0,10) 50,00
1(0,10) 50,00
1(0,10) 50,00
0 ;
0
0 ;
1(0,10) 100,00
1(0,10) 100,00
0

aTreze espécies com apenas um individuo selecionado: M. arupense, M. aubagnense, M. branderi, M. brumae, M.
conceptionense, M. farcinogenes, M. hiberniae, M. kubicae, M. montefiorense, M. scrofulaceum, M. senegalense,

M. shimoidei e M. wolinskyi.

foram M. asiaticum, M. chitae, M. flavescens, M.
florentinum, M. gastri, M. genavense, M. goodii, M.
heidelbergense, M. immunogenum, M. kumamotonense,
M. mucogenicum, M. nebraskense, M. neoaurum, M.
nonchromogenicum, M. novocastrense, M. parmense,
M. terrae, M. triplex e M. xenopi.

DISCUSSAO

A identificacdo de espécies de MNTs é de extrema
importancia uma vez que a relevancia clinica e o
tratamento antimicrobiano das micobacterioses

pulmonares sdo definidos de acordo com as
caracteristicas da mesma. O método molecular utilizado
(PRA-hsp65) é mais especifico e rapido do que os
métodos fenotipicos, mas apresenta como limitagoes
a interferéncia de inibidores da reacdo da polimerase
em cadeia na amostra e a falta de definigdo do perfil
de restricdo da espécie no algoritmo disponivel
para utilizagdo. No presente estudo, a MNT isolada
de espécimes clinicos pulmonares em 22,68% dos
individuos selecionados para o estudo ndo pode ter a
espécie identificada por esse método molecular, tendo

J Bras Pneumol. 2019;45(2):e20180278

3/5



4pp

4/5

Micobacterioses pulmonares: diagnostico presuntivo pelos critérios microbiologicos

internacionais adotados no estado de Sao Paulo, Brasil, 2011-2014

Tabela 2. Espécies de micobactérias ndo tuberculosas
isoladas de espécimes pulmonares de individuos
analisados pelos critérios microbiologicos de diagndstico
de micobacterioses pulmonares e frequéncia de individuos
identificados como potenciais casos no estado de Sao
Paulo, 2011-2014.

Numero de Individuos

Identificados %

Espécies

Analisados

Mycobacterium 197 131 66,50
kansasii

M. abscessus 119 77 64,71
M. intracellulare 145 88 60,69
M. avium 198 93 46,97
M. szulgai 11 5 45,45
M. peregrinum 35 8 22,86
M. chelonae 19 4 21,05
M. gordonae 97 20 20,62
M. goodii 5 1 20,00
M. simiae 7 1 14,29
M. fortuitum 117 16 13,68
M. lentiflavum 9 1 11,11
Outras? 55 3° 5,45
Total 1.014 448 44,18

2Vinte e uma espécies (15 com apenas 1 ou 2 individuos
analisados). ®°M. celatum, M. parascrofulaceum e M.
sherrisii.

sido caracterizada apenas fenotipicamente. Utilizando
0 mesmo algoritmo do presente estudo, Esparcia et
al.(*Y) relataram que 32 (23,88%) de 134 amostras de
MNTs n&o foram identificadas pelo método PRA-hsp65.

Embora uma grande variedade de espécies de MNTs
tenha sido identificada, 6 foram identificadas mais
frequentemente tanto entre os individuos selecionados
como entre os analisados, com proporgdes decrescentes
para M. avium, M. kansasii, M. intracellulare, M.
gordonae, M. fortuitum e M. abscessus. Em um estudo
realizado no estado do Rio Grande do Sul entre 2003
a 2013, as trés primeiras espécies também foram
as mais frequentes, seguidas de M. abscessus, M.
fortuitum e M. gordonae.® Entre 1993 a 2011 no
estado do Rio de Janeiro, foi identificado um maior
numero de individuos com M. kansasii, seguido por
MAC, M. abscessus e M. fortuitum.® E importante
ressaltar que M. abscessus foi a espécie com maior
proporcdo nos individuos analisados no presente
estudo, e as possiveis explicagbes para tal seriam a
resisténcia dessa espécie a muitos antimicrobianos,®
0 que impede a melhora clinica do paciente, assim
como maior conhecimento dos profissionais da salde
sobre a relevancia dessa espécie.

Menos de 40% dos individuos selecionados
preencheram os requisitos para a analise dos critérios
microbioldgicos do diagnéstico das micobacterioses
pulmonares, e essa proporgao provavelmente decorre
do fato de que espécimes clinicos posteriores a primeira
identificagdo de MNTs tenham sido examinados em
laboratdrios que ndo utilizam o SIGH, tornando assim
impossivel, no presente estudo, o rastreamento quando
o resultado obtido era negativo. Entretanto, também
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foi observado que muitos individuos com culturas de
MNTs realizadas em laboratdrios que utilizam o SIGH
ndo tiveram espécimes posteriores submetidos para
analise. As provaveis raz0es para tal seriam a perda
de seguimento do individuo e o desconhecimento da
equipe de saude sobre a necessidade de multiplos
exames de escarro para o diagnostico laboratorial de
um caso de micobacteriose pulmonar.

Devido a sua ampla distribuigdo no meio ambiente, o
isolamento de MNTs a partir de um espécime clinico pode
representar colonizagdo, infecgdo ou pseudoinfecgdo. A
colonizagdo é definida como sendo o estabelecimento
da MNT entre a microflora do hospedeiro sem o
desenvolvimento de manifestagdes clinicas, enquanto
na infeccdo essas manifestagdes sdo evidenciadas.
Quando a colonizacdo e a infeccdo ndo podem ser
conclusivamente evidenciadas, a pseudoinfeccao deve
ser considerada e geralmente ocorre pela contaminagdo
durante a manipulacdo do espécime clinico. Surtos de
colonizacdo e pseudoinfeccdo do trato respiratdrio por
MNTs em unidades hospitalares tém sido descritos e
relacionados principalmente a presenca da espécie
identificada no sistema de distribuicdo de agua
potavel, mas também em instrumentos médicos
inadequadamente descontaminados.*®

0 diagndstico presuntivo de micobacteriose pulmonar
pelos critérios microbioldgicos foi feito para 14 diferentes
espécies de MNTs no presente estudo. As espécies que
tiveram um maior nimero de individuos analisados
e uma maior proporgdo de individuos identificados
como potenciais casos de micobacteriose sdo as que
serviram de base para o estabelecimento de todos
os critérios de ATS/IDSA,® ou seja, M. avium ou M.
intracellulare (MAC), M. kansasii e M. abscessus. Como
no presente trabalho, M. fortuitum, M. peregrinum, M.
chelonae e M. szulgai também foram presuntivamente
associadas a alguns casos de micobacteriose pulmonar
em um estudo realizado no Jap@o com a utilizagdo dos
critérios microbioldgicos.(!? A baixa viruléncia de M.
fortuitum foi aventada quando individuos com uma®®
ou mais culturas positivas*”) foram monitorados por
meses e a progressao para doenga pulmonar nao foi
constatada. M. gordonae também ¢é outra espécie
considerada pouco virulenta, tendo sido associada
a varios surtos de pseudoinfecgdo respiratdria em
unidades hospitalares.®

Winthrop et al.(!®) relataram que os critérios
microbioldgicos de ATS/IDSA® sdo altamente preditivos
de doenga pulmonar por MNTs quando verificaram
que 183 (86%) de 214 individuos identificados
presuntivamente como casos por aqueles critérios
foram confirmados quando as condigGes clinicas e
quadros radioldgicos foram avaliados. A ATS/IDSA
recomenda que individuos com suspeita de doenca
pulmonar que ndo atendam os critérios de diagnostico
devem ser monitorados até a confirmagdo ou a exclusdo
definitiva da suspeita.” Um acompanhamento clinico
e laboratorial extenso de todo e qualquer isolamento
de MNTs a partir de espécimes clinicos de pacientes
sintomaticos respiratdrios certamente permitiria avaliar



a relevancia das diferentes espécies, especialmente
frente aos potenciais fatores de risco apresentados
por cada individuo.

Pelo que sabemos, o presente estudo € o primeiro
no Brasil a abranger uma extensa area geografica
para analisar a frequéncia de identificagcdo das
espécies de MNTs entre um grande numero de
individuos e ndo somente entre um grande nimero
de espécimes pulmonares. LimitagGes inerentes a um
estudo retrospectivo estao presentes, entre as quais
destacamos a falta de informacao sobre a utilizacdo de
medicamentos pelos individuos quando da realizagéo
das multiplas culturas, a qual é minimizada pela
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resisténcia de MNTs a antimicrobianos. Embora tenham
sido identificadas diversas espécies de MNTs entre
os individuos estudados, as que tiveram as maiores
frequéncias de casos presuntivamente identificados
pelos critérios microbioldgicos usados no estado de
Sao Paulo foram as que mais frequentemente estdo
associadas a micobacterioses pulmonares mundialmente
ou em varias regides geograficas. Esse agravo precisa
ser mais bem conhecido pelos profissionais da saude, e
estudos multidisciplinares prospectivos, com a aplicagao
de todos os critérios diagnosticos estabelecidos pela
ATS/IDSA,® assim como a determinagao de todas
as caracteristicas de cada individuo, necessitam ser
desenvolvidos.
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