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Resumo:

As doencas provocadas por micobactérias ndo tuberculosas (MNT) possuem
diversas manifestacdes. Devido a diferenca terapéutica dentro das espécies
de micobactérias, a correta diferenciagdo destas permite a escolha
apropriada do tratamento, que é de grande importancia no controle da
infeccdo e no conhecimento epidemiologico da doenca. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi analisar, retrospectivamente, a frequéncia de MNT
em culturas de amostras de pacientes previamente atendidos no Laboratério
de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da Universidade Estadual de
Maringa (LEPAC/UEM), utilizando a metodologia da rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR), no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2016. Este
projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (COPEP), n. 1.573.890. Das 2.608 culturas para BAAR
realizadas, 328 (12,6 %) foram positivas para o complexo Mycobacterium
tuberculosis e 57 (2,2 %) positivas para MNT. O material clinico mais
frequente com presenca de MNT foi o escarro (n=49). Das 57 MNT isoladas,
somente em 17 pacientes foi possivel concluir a identificacdo completa da
bactéria. Pois h& necessidade de trés amostras com MNT para confirmar a
doenca, ja que esta bactéria pode fazer parte da microbiota humana e nem
sempre ha colaboragéo do paciente em retornar ao laboratorio. A espécie de
MNT mais isolada foi Mycobacterium intracellulare. Os dados obtidos
sugerem uma maior prevaléncia de casos de MNT pulmonar e mostra a
importancia do diagnostico por biologia molecular. Esta ferramenta fornece
diagnoéstico rapido e preciso a partir da amplificacdo de DNA, trazendo
confianga nos resultados.
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Introducao

Existem atualmente mais de 140 espécies identificadas de
micobactérias nédo tuberculosas (MNT) (URIA, 2010). Ha relatos de um
aumento no numero de casos pulmonares causados por MNT em Ontario,
Canada, de 9.1/100.000 habitantes em 1997 para 14.1/100.000 habitantes
em 2003 (MARRAS, 2007). Nos paises em desenvolvimento pouco se sabe
sobre a infeccdo causada por MNT (WHO, 2000). A identificacdo destas
espécies micobacterianas ndo estda amplamente disponivel em paises em
desenvolvimento, assim, doencas causadas por MNT n&o recebem
tratamento especifico para sua condicdo, além de muitas ndo responderem
ao tratamento com antibiéticos comumente utilizados no caso de
Mycobacterium tuberculosis (URIA, 2010; KATOCH & MOHAN, 2001).
Novas metodologias sdo empregadas em centros de estudos, com o objetivo
de aumentar a sensibilidade e diminuir o tempo para a deteccdo de
micobactérias em material clinico, bem como para caracterizacdo dos
isolados em estudos epidemiolégicos (PIERSIMONI, 1998). Sendo assim, o
objetivo deste trabalho é analisar a frequéncia de MNT em pacientes
atendidos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maring4, utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2016.

Materiais e métodos

A andlise retrospectiva abrangeu os habitantes de 120 municipios
com uma populagéo estimada em 716.273 habitantes. Para a realizagéo das
culturas para BAAR, as amostras foram incubadas utilizando método
automatizado BD BACTEC™MGIT™960 (BD, Franklin Lakes- NJ, EUA). Na
PCR foram utilizados os seguintes iniciadores TB11 (5’-ACC AAC GAT GGT
GTG TCC AT-3) e TB12 (5-CTT GTC GAA CCG CAT ACC CT-3) que
amplifica um fragmento com 441 pares de bases (pb) da regido intergénica
da hsp65 (complexo Mycobacterium tuberculosis e Micobactérias Nao-
Tuberculosas). Apos a eletroforese para confirmacéo da amplificacéo, fez-se
a digestdo dos produtos com enzimas BstEIl e Haelll. A diferenciagéo das
espécies de MNT foi realizada pelo método PRA-hsp65 (Polimerase Chain
Reaction Analysis of the gene hsp65). Foram realizadas, no periodo
estudado, 2.608 culturas para BAAR. Os resultados dos exames realizados
no LEPAC foram tabelados e as frequéncias calculadas, utilizando a planilha
Excel® 2010. Este projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (COPEP) da UEM, conforme parecer
1.573.890.

Resultados e Discusséo
Foram realizadas, no periodo estudado, 2.608 culturas para BAAR,

destas, 328 (12,6 %) foram positivas para o complexo Mycobacterium
tuberculosis e 57 (2,2 %) positivas para micobactérias nao-tuberculosas
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(MNT) (tabela 1). Das culturas positivas para MNT, o material clinico mais
isolado foi o escarro (n=49), porém ndo foi possivel concluir a identificacao
das espécies de MNT da maioria das culturas deste material, pois para se
fazer a identificacdo das MNT de materiais que podem possuir estas
bactérias como microbiota, deve haver o isolamento da mesma bactéria em
pelo menos trés amostras. Muitas vezes, 0 paciente ndo retorna para a
coleta de outras amostras, deixando o resultado com identificacdo parcial
(tabela 2). Das 57 MNT isoladas em todos os materiais, somente em 17
amostras foi realizada a identificacdo completa da MNT.

Além do escarro foram isoladas MNT em: biopsia de mama, lavado
broncoalveolar, liquido sinovial e urina. E as espécies de MNT encontradas
foram: Mycobacterium intracellulare, M. intracellulare / Mycobacterium
chimaera, M. abscessus, Mycobacterium abscessus subsp. bolletii,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium lentiffavum e Mycobacterium
massiliense / Mycobacterium bolletii / M. abscessus.

Tabela 1. Frequéncia absoluta de resultados de exames de culturas para
BAAR, no periodo de 2012 a 2016

Culturas Culturas
Ano Culturas positivas para positivas para Total
negativas complexo M. MNT
tuberculosis
2012 285 22 0 307
2013 376 72 7 455
2014 516 108 21 645
2015 575 54 19 648
2016 471 72 10 553
Total 2.223 328 57 2.608

BAAR: bacilos alcool-acido resistentes; M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis; MNT = Micobactérias
néo-tuberculosas

Tabela 2. Frequéncia absoluta de resultados de exames de positivos para
micobactérias néo tuberculosas (MNT), no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2016

Material biol6gico n Espécies de MNT

Escarro 38 MNT
49 7 M. intracellulare/M. chimaera
4 M. abscessus subsp. bolletii

Bidpsia de mama 2 M. fortuitum
1 M. abscessus

Lavado broncoalveolar 3 1 MNT
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1 M. intracellulare
1 M. lentiflavum

Liquido sinovial 1 M. massiliense/ M. bolletii/ M. abscessus
Urina 1 MNT
Total 57
M.: Mycobacterium
Conclusbes

Pode-se inferir que a maior prevaléncia dos casos de MNT é de
acometimento pulmonar, ja que a grande maioria foi isolada de amostras de
escarro e de lavado broncoalveolar e a espécie de MNT mais isolada foi
Mycobacterium intracellulare. Como o diagndstico de MNT ¢é dificil e requer
varias amostras para sua confirmacao, a biologia molecular se destaca pela
sua sensibilidade e especificidade. Esta ferramenta fornece um diagndstico
rapido e preciso a partir da amplificacdo do DNA micobacteriano, trazendo
confianga nos resultados.
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