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Identificacdo de micobactérias ndo tuberculosas isoladas
de sitios estéreis em pacientes em um hospital
universitario na cidade do Rio de Janeiro*

Identification of nontuberculous mycobacteria isolated from clinical sterile
sites in patients at a university hospital in the city of Rio de Janeiro, Brazil

Simone Gongalves Senna, Ana Grazia Marsico, Gisele Betzler de Oliveira Vieira,
Luciana Fonseca Sobral, Philip Noel Suffys, Leila de Souza Fonseca

Resumo

Objetivo: 1dentificar micobactérias ndo tuberculosas (MNT) isoladas de sitios estéreis em pacientes internados no
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro (RJ) entre 2001 e 2006. Métodos: Durante o periodo
do estudo, 34 isolados de MNT de sitios estéreis de 14 pacientes, a maioria HIV positivos, foram submetidos a
identificacio fenotipica e Asp65 PCR-restriction enzyme analysis (PRA, andlise por enzimas de restricdo por PCR
do gene /Asp65). Resultados: A maioria dos isolados foi identificada como Mycobacterium avium, seguida por
M. monacense, M. kansasiie M. abscessus em menores proporcées. Conclusdes: A combinacdo de PRA, um método
relativamente simples e de baixo custo, com algumas caracteristicas fenotipicas pode fornecer a identificacdo
correta de MNT na rotina de laboratorios clinicos.

Descritores: Micobactérias atipicas; Biologia molecular; Reacdo em cadeia da polimerase.

Abstract

Objective: To identify nontuberculous mycobacteria (NTM) isolated from sterile sites in patients hospitalized
between 2001 and 2006 at the Clementino Fraga Filho University Hospital, located in the city of Rio de Janeiro,
Brazil. Methods: During the study period, 34 NTM isolates from sterile sites of 14 patients, most of whom
were HIV-positive, were submitted to phenotypic identification and /sp65 PCR-testriction enzyme analysis
(PRA). Results: Most isolates were identified as Mycobacterium avium, followed by M. monacense, M. kansasii,
and M. abscessus. Conclusions: The combination of PRA, a relatively simple and inexpensive method, with the
evaluation of a few phenotypic characteristics can allow NTM to be accurately identified in the routine of clinical
laboratories.
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Introducdo

Nos ultimos anos, o numero de micobactérias
nio tuberculosas (MNT) isoladas de espécimes
clinicos vem aumentando, em parte devido
a infeccdes oportunistas que acompanham
a  imunossupressdo.  Tradicionalmente, o
diagnostico  definitivo de infeccoes por
micobactérias depende do isolamento e
identificacdo dos agentes causadores e requer
uma série de testes fisiolégicos e bioquimicos
especificos. Em razdo de as espécies de
micobactérias apresentarem diferentes
sensibilidades a drogas, a identificacdo precisa ¢
crucial para a adocdo da terapia medicamentosa
adequada, podendo, em ultima instancia, afetar
o desfecho dos pacientes." Plikaytis et al.?) e
Telenti et al.,”) utilizando regides distintas do
gene, descreveram a identificacdo bem sucedida
de micobactérias por meio da anadlise de restricdo
por digestdo de fragmentos amplificados do
gene /isp65 — hsp65 PCR-restriction enzyme
analysis (PRA, andlise por enzimas de restricio
por PCR do gene /sp65). A maioria dos padrdes
de DNA gerados pela andlise por enzimas de
restricio de produtos de PCR especificos para
Mycobacterium sdo especificos para cada
espécie, e a PRA de parte do gene /sp65 ¢ apenas
um método que tem sido utilizado como meio
de identificacdo de espécies de micobactérias.
@ 0 objetivo do presente estudo foi identificar,
por meio do método de PRA, isolados coletados
entre 2001 e 2006 de sitios estéreis de pacientes
clinicos internados em um hospital universitario
na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

Métodos

Isolados de micobactérias

Entre 2001 e 2006, foram identificados 34
isolados de micobactérias atipicos de varios
espécimes bioldgicos (pelo menos um de sitio
estéril em cada paciente). Essas amostras foram
coletadas de 14 pacientes internados no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de
Janeiro (RJ). Os prontuarios dos 14 pacientes
foram revisados retrospectivamente. Dos 14
pacientes, 12 eram HIV positivos.
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Identificacdo de isolados de micobactérias

Os isolados foram cultivados em meio de
Lowenstein-Jensen. A identificacdo fenotipica
foi realizada por meio de testes bioquimicos
padrdo (arilsulfatase, catalase, hidrdlise do
Tween, reducdo do telurito, produgio de niacina,
urease e reducdo do nitrato),” bem como pela
avaliacdo da produgdo de pigmentos, da taxa de
crescimento e das caracteristicas das colonias.

Extracdo do DNA

0 acido nucléico dos isolados clinicos
foi extraido por imersio de uma alcada do
crescimento de colonias do meio de cultura
solido em 50 pL de agua ultrapura. A mistura foi
fervida uma vez por 10 min e congelada a —-20°C
por toda a noite. Apds breve centrifugacio,
utilizaram-se 10 plL de sobrenadante para a
amplificacio.

PCR e PRA

A preparacdo da PCR foi realizada com
10 pL do extrato de DNA gendmico, 20
pmol de primers especificos para Asp65? —
tb11  (ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e th12
(CTTGTCGAACCGCATACCCT) — 50 mM K(l, 10
mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM MgCl,, glicerol
a 50%, 200 pM desoxinucleotideo trifosfato e
1,5 U de Taq polimerase (Invitrogen, Karlsruhe,
Alemanha) para produzir um volume final de 50
PL. As reacoes foram realizadas utilizando-se um
sistema de andlise de DNA (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). A amplificacdo por PCR
foi realizada da seguinte forma: desnaturacdo
a 94°C por 1 min; 45 ciclos de desnaturacdo
a 94°C por 1 min, anelamento a 60°C por 1
min, extensdo a 72°C por 1 min; e uma fase
de extensdo final a 72°C por 7 min, seguida de
uma fase de resfriamento a 4°C. Para verificar
o sucesso da amplificacdo, o produto da PCR
foi aplicado em gel de agarose a 1% contendo
brometo de etidio. Posteriormente, 15 pL dos
produtos da PCR foram digeridos separadamente
com as enzimas de restricdo BsfEll (incubadas a
60°C por 2 h) e Haelll (a 37°C por 2 h), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Os produtos da
digestdo foram visualizados em gel de agarose
ultrapura a 3% + (89 mM Tris, 89 mM 4cido
borico, 2 mM EDTA; pH 8,0) + brometo de
etidio. Os marcadores do tamanho do DNA —
DNA /adder de 50 pb e 25 pb — foram aplicados
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes e identificacdo de micobactérias ndo tuberculosas isoladas de sitos
estéreis em pacientes internados no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro (RJ)

2001-2006.
Paciente 1dade, Status HIV  Cepas, Espécimes Testes Método molecular
anos n clinicos bioquimicos (PRA-Asp65)
1 26 + 2 Liquido Mycobacterium M. monacense
cefalorraquidiano flavescens
2 30 3 Sangue CMA M. avium tipo 1
3 32 2 Liquido pleural CMA M. avium tipo 1
33 1 Linfonodo CMA M. avium tipo 1

1 LBA

5 25 + 1 Bidpsia pleural CMA M. avium tipo 1

15 2 Sangue CMA M. avium tipo 1

1 Linfonodo
1 Liquido ascitico M. fortuitum M. fortuitum

7 41 + 1 Sangue CMA M. avium tipo 1
1 Linfonodo

8 39  Desconhecido 4 Linfonodo CMA M. avium tipo 1

9 33 + 1 Sangue CMA M. avium tipo 1

10 26 + 5 Sangue CMA M. avium tipo 1
1 Linfonodo

11 50 - 2 Vilvulas cardiacas Complexo M. M. abscessus tipo 1

chelonae

12 52 + 1 Medula 6ssea CMA M. avium tipo 1

13 33 + 2 Sangue CMA M. avium tipo 1

14 35 + 2 Sangue M. kansasii M. kansasiitipo 1

CMA: complexo M. aviunr, LBA: lavado broncoalveolar.

em trés linhas (uma em cada extremo do gel e
uma no centro). Apos a eletroforese a 5 V/cm, os
géis foram visualizados em um transluminador
com luz UV e fotografados.

Resultados

A maioria dos 14 pacientes selecionados
era HIV positiva. Os 34 isolados foram testados
bioquimicamente (Tabela 1), e a PRA, com a
utilizacdo de BsfEll e Haelll, gerou os padrdes de
PRA-/sp65 mostrados na Figura 1. Os isolados
foram submetidos a especiagdo complementar
por meio de testes bioquimicos convencionais,
e a maioria mostrou o perfil bioquimico tipico
do complexo Mycobacterium avium (CMA).
Os resultados da PRA e da identificacdo
bioquimica foram na maior parte concordantes;
entretanto, para um isolado, houve uma
discrepancia entre o padrdo gerado por PRA
e os resultados da identificacdo fenotipica.
0 isolado do paciente 1 (em uma amostra de
liquido cefalorraquidiano) foi bioquimicamente
identificado como M. flavescens, enquanto o
padrdo da PRA foi indicativo de M. monacense.

Essa ultima cepa é uma nova espécie dentro do
género Mycobacterium: é pigmentada e cresce
em menos de uma semana em meio solido;
portanto, sua diferenciacdo do M. flavescenspelo
método fenotipico ¢ muito dificil. Entretanto,
o método de PRA diferencia facilmente as

I

Figura 1 - Padrées de PRA-/Asp65 obtidos com a
utilizacdo de BsfEll e Haelll. Bandas 1 a 3 e 5 a 8:
Mycobacterium avium tipo 1; faixa 4: Mycobacterium
intracellulare; M: contém marcadores de peso
molecular de 25 pb e 50 pb.
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duas espécies, porque os padrdes de bandas
da PRA do M. flavescens e do M. monacense
sdo, respectivamente, Bs/EIl 440/0/0-Haelll
150/85/55/0 e BsENl  235/130/85-Haelll
140/55/50/0. A concordéancia geral entre os dois
métodos foi de 95,9% (para 47 de 49 isolados).
O M. avium foi isolado principalmente de
sangue, liquor, linfonodos, espécimes de bidpsia
e infeccdo disseminada. Todos os pacientes
estavam em tratamento para HIV, exceto o
paciente 11 (que era HIV negativo) e o paciente
8 (cujo status HIV era desconhecido).

Discussio

Em individuos imunocomprometidos, as
infeccoes por MNT sdo apontadas como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade.®
Empregamos técnicas fenotipicas e moleculares
para estudar MNT isoladas de fontes estéreis
em pacientes internados entre 2001 e 2006. Os
pacientes eram HIV positivos em tratamento,
exceto o paciente 11 (que era HIV negativo) e
o paciente 8 (cujo status HIV era desconhecido).
No presente estudo, optamos por utilizar o
método de PRA porque ele é rapido e de facil
execucdo, e também porque ele ¢ capaz de
identificar varias espécies de micobactérias
em um unico experimento. O método de PRA
tem um espectro mais amplo do que os outros
métodos moleculares porque ele amplifica um
gene Asp65 conservado que estd presente em
todas as micobactérias e em algumas bactérias,
tais como Nocardia spp. As micobactérias sdo
ubiquas na natureza, podendo ser encontradas
em solo, poeira, rochas, bioaerossois e agua.
™ Esses organismos vém sendo cada vez mais
identificados em ambientes nos quais as
condicdes sdo duras (poucos nutrientes, pH
baixo e temperaturas extremas).

A formacdo de biofilme ¢ wuma bem
sucedida estratégia de sobrevivéncia para
esses organismos muito hidrofébicos. No

presente estudo, dois isolados de valvulas
cardiacas no paciente 11 (que era paciente de
cirurgia cardiaca) foram identificados como M.
abscessus, que foi provavelmente introduzido
via contaminacgdo intraoperatoria. Micobactérias
de crescimento rapido tém sido implicadas
em surtos de infeccoes de ferida cirdrgica® '
e de abscessos pos-injecdo.'>"  Infeccdes
relacionadas a cateteres também tém sido
associadas a tais micobactérias.!"” Pseudossurtos
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de doencas, definidos como c/usters de falsas
infeccdes ou conjuntos artefatuais de infeccdes
reais, tém sido associados a broncoscdpios
contaminados e agua contaminada de torneira
utilizada em equipamentos automatizados
para limpeza endoscopica.™'® O paciente 14,
que era HIV positivo, desenvolveu infecgdo
disseminada por M. kansasii. Esse patogeno
tem sido frequentemente isolado em sistemas
de distribuicdo de dgua que abastecem pias e
chuveiros domésticos, podendo ser adquirido do
meio ambiente em vez de por transmissdo inter-
humana.®'” O M. kansasii geralmente causa
infeccdo pulmonar, a semelhanca da tuberculose
pulmonar, e a maior incidéncia de tal infeccdo
ocorre em pacientes com DPOC."®') Entretanto,
o M. kansasiipode infectar o sangue, o que pode
levar a morte. A identificacdo das duas cepas a
partir do liquido cefalorraquidiano do paciente 1
mostrou resultados discordantes. As cepas foram
identificadas como M. flavescens por testes
bioquimicos e como M. monacense pelo método
de PRA. O M. monacense ¢ uma espécie nova,
ndo fotocromdgena, de crescimento rapido e
com pigmentacdo amarela. Com base somente
na investigacao fenotipica, a distincdo entre essa
espécie e outras cepas escotocromogenas de
crescimento rapido conhecidas ¢ problematica.
Entretanto, ela difere de qualquer outra espécie
de micobactéria em razdo de seus padrdes de
bandas da PRA. Foi relatado que uma cepa
de M. monacense foi responsavel por uma
infeccdo grave de ferida pos-traumatica em
um menino saudével.?® Obtivemos 29 isolados
de M. avium que infectava a maioria dos
pacientes HIV positivos. Antes da pandemia da
AIDS, o CMA era em grande parte responsavel
pelas pneumopatias em pacientes com doencgas
pulmonares cronicas basicas, tais como enfisema
e bronquite crénica. Em 1981, com o advento
da AIDS, o CMA passou a representar uma
das doencas bacterianas mais comuns entre os
pacientes com AIDS, sendo a forma disseminada
da doenca a principal manifestagdo clinica da
infeccdo. Em 1997, Gadelha et al.?" avaliaram
a incidéncia de micobacteriose e a colonizagao
dos tratos respiratorio e intestinal pelo CMA em
pacientes com AIDS na cidade do Rio de Janeiro
(RJ). Apesar de as hemoculturas terem sido
negativas, todos eles estavam em tratamento
com hijghly active antiretroviral therapy (HAART,
terapia antirretroviral de alta poténcia). Em Séo
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Paulo, da Silva et al. isolaram 103 cepas a partir
de sangue, linfonodo, e amostras de bidpsia
e, utilizando o método de PRA, identificaram
24 isolados como M. avium." Ferreira et al.
determinaram a prevaléncia de isolados de MNT
em um hospital de referéncia para AIDS no
Rio de Janeiro durante o periodo de um ano,
antes da era HAART.?? Qs autores isolaram 83
espécimes de 35 pacientes, utilizando testes
bioquimicos para determinar as espécies e
amplificacdo do 1S7245 para identificar o M.
avium. Naquele estudo, o M. avium. pareceu
predominar nos isolados de sangue estéril dos
pacientes internados.®?

O presente estudo descreveu as MNT isoladas
de sitios estéreis em um periodo de seis anos
na era HAART, no mesmo hospital universitario
onde o estudo de Ferreira et al. foi realizado.
@2 Tdentificamos 34 isolados de 14 pacientes,
uma média de 2,3 pacientes/ano, o que aponta
o impacto da HAART nas infeccoes por MNT.
0 género Mycobacterium inclui um grande
numero de espécies, e o numero real de espécies
taxonomicamente validas ¢ flutuante em razdo
do uso de sindbnimos e da frequente descoberta de
novas espécies de micobactérias. A diferenciacdo
convencional de MNT por meio de cultura e
de caracteristicas bioquimicas ¢ virtualmente
impossivel atualmente. No presente estudo, todas
as cepas identificadas como CMA por meio de
caracteristicas fenotipicas mostraram um padrao
de banda de PRA de M. avium tipo 1. Silva et al.
) compararam o método de PRA e a técnica
de identificacdo fenotipica em um contexto de
rotina. Entre os 24 isolados de M. avium, apenas
6 pertenciam ao sitio de PRA do tipo 1. Em nosso
estudo, a PRA foi comparada a identificacdo
bioquimica, e os resultados mostraram que o
método de PRA também ¢ uma alternativa valida
aos métodos convencionais (ndo moleculares)
de identificacdo. Foi necessario menos de uma
semana para completar a PRA, encurtando o
tempo para o diagnostico final. A principal
desvantagem do uso rotineiro da PRA ¢ a andlise
de padrdes. Ha relatos de diferencas entre
tamanhos calculados de fragmentos de restricdo
e padrdes publicados,*?? e isso pode ser devido a
diferencas nas condicdes de execucéo, no tipo de
gel de agarose utilizado ou no tipo de programa
de computador utilizado. Em nossa experiéncia,
o uso da PRA em conjunto com a avaliagdo das
caracteristicas fenotipicas resolve o problema

de identificacdo da PRA; por exemplo, o M.
gordonae tipo'V e o M. avium tipo 1 tém padrodes
de PRA muito semelhantes (Bs&EIll 235/210/0-
Haelll 130/115/0/0 e BsfEll 235/210/0-Haell
130/105/0/00, respectivamente). Entretanto, o
M. gordonae tem pigmentacdo amarela e o M.
avium nao tem pigmentagao.

Em um contexto de rotina, a identificacdo
rapida do complexo M. tuberculosis, do M.
avium, do M. kansasii, do M. fortuitum e do
M. abscessus ¢ importante porque o tipo de
tratamento ¢ diferente para cada uma dessas
espécies. Em nosso estudo, a identificacdo dessas
espécies com base na PRA foi realizada por meio
de visualizacdo simples em gel de agarose. Isso
confirma a utilidade dessa técnica, mesmo em
servicos onde sistemas informatizados néo estdo
disponiveis.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou
que a PRA ¢ um método rapido, de baixo custo
e preciso para a identificacdo de micobactérias
patogénicas e potencialmente patogénicas.
Para a identificacdo final e a especiacdo mais
detalnada de MNT, os padrées de bandas
da PRA devem ser considerados juntamente
com algumas caracteristicas fenotipicas, tais
como a producdo de pigmentacdo e a taxa de
crescimento.
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