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As principais espécies de Micobactérias isoladas de 51 pacientes portadores da sindrome
de imunodeficiéncia adquirida (aids), admitidos ao Hospital de Clinicas da UNICAMP no
ano de 1996, foram estudadas retrospectivamente, de acordo com o sitic do seu isolamento

e seu papel patogénico. Desses isolamentos, 28 (54,9%) dos casos foram de M. tuberculosis
e 23 (45,1%) do complexo M. avium.

No caso da tuberculose, os materiais clinicos em que as culturas deram positivas foram,

como esperado, escarro ¢ liquor, na sua maioria, enquanto o M. agvium foi recuperado com

maior freqii€ncia do sangue, o que atesta o cardter disseminado da doenga.

Os resultados mostram que a infecgfo pelo M. avium em pacientes com aids ¢ freqliente ¢
relacionada estritamente com o grau da imunodeficiéncia (quantidade de células CD4 ). No
grupo estudado a freqliéncia de isolamento de M avium fol semelhante 3 do M
tuberculosis, contradizendo a opinido de que o primeiro tem importincia reduzida em

paises de elevada prevaléncia de tuberculose.

Cepas isoladas de M. tuberculosis nos anos de 1996, 1997 ,1998 provenientes de 50
pacientes, também portadores de aids foram submetidas & pesquisa de sensibilidade a
Isoniazida e Rifampicina. Dessas, 41 (82%) foram sensiveis a ambos os quimioterdpicos
testados, 5 (10%) foram resistentes a Isoniazida e sensiveis 4 Rifampicina, 2 (4%) foram
sensiveis a Isoniazida e resistentes & Rifampicina e 2 (4%) resistentes a ambos, Rifampicina

e Isoniazida.

Palavras chave: Micobactérias, tuberculose, aids (doengas)

Resumo






The main species of mycobacteria isolated in 51 patients with adquired immune deficiency
syndrome (aids) admited to the Clinical Hospital of UNICAMP in 1996, were studied
retrospectively by recording the isolation site and sings of pathogenesis. Of these isolates,

28 (54,9%) were M tuberculosis and 23 (45,1%) M. avium complex.

Strains of M. tuberculosis isolated in 1996,1997,1998 , originating from 50 patients who
had aids were tested for susceptibility to Isoniazid and Rifampicin. Of these, 41 (82%) were
susceptible to both drugs tested, 5 (10%) were resistent to Isoniazid and susceptible to
Rifampicin, 2(4%) were susceptible to Isontazid ande resistent to Rifampicin, and 2(4%)

were resistent to both Rifampicin and Isoniazid.

Key words: Mycobacterias, tuberculosis, aids (disease)

Abstract
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1.1. CONSIDERACOES GERAIS A RESPEITO DA EPIDEMIOLOGIA DA
TUBERCULOSE

A tuberculose acompanha o homem hid muito tempo. Existem relatos de
tuberculose em ossos humanos pré-historicos encontrados na Alemanha e datados de 8.000
antes de Cristo. Apesar da desericfic clinica da forma pulmonar poder ser confundida com
outras doengas, documentos antigos hindus e chineses descrevem quadros de uma doenga

pulmonar muito semelhante & TB. (KRITSKI,2000).

Estima-se que cerca de 30% da populagdio mundial, ou 1,7 bilhio de individuos
estejam infectados pelo Mycobacterium tuberculosis. Nos paises em desenvolvimento
ocorrem, aproximadamente, 2,8 milhdes de mortes por tuberculose e 7,5 milhdes de casos
novos a cada ano, atingindo todos os grupos etdrios, com o predominio de individuos
economicamente ativos. Nos paises desenvolvidos cerca de 40.000 mortes sdo devidas a
tuberculose e mais de 400.000 casos novos siio descobertos a cada ano. Nesses paises a

tuberculose € mais freqiiente entre as pessoas idosas, nas minorias étnicas e nos imigrantes
(HEIFITS, 1996; VERONESI & FOCACCIA, 1996; BRASIL, 1998).

No Brasil, estima-se que de 35 a 45 milhbes de pessoas estejam infectadas pelo
Mycobacterium tuberculosis e que ocorram, aproximadamente, 100 mil casos novos de

doenga por anc provocando de 4 a 5 mil mortes. (BRASIL,1998).

A infeccio pelo Virus da Tmunodeficiéncia Humana (HIV) ¢é condigdo
reconhecidamente associada a um maior risco de doengas provocadas por micobactérias,
causadas, principalmente, pelo Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium avium. Cerca
da metade dos individuos infectados pelo HIV desenvolvem infecedes micobacterianas em

alguma €poca de sua vida (NIGHTINGALE e al., 1992; FALKINHAM, 1996).

A tuberculose, ao contrario de outras doencas oportunistas definidoras da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), pode ocorrer em fases mais iniciais da
doenga provocada pelo HIV, quando a imunidade celular ests ainda preservada, enquanto,
tanto as infec¢Bes por M. tuberculosis, ou por micobactérias, outras que nio as do grupo

tuberculosis (MOTT) podem ocorrer mais tarde, quando o sistema munologico esta

severamente danificado.

Introducio
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Os aspectos epidemiolégicos e clinicos dessas infecgbes em pacientes com aids
sdo bem particulares e nfo usuais. A elevada incidéncia de doenca disseminada devida 2
infeccéo pelo M avium, com um niimero abundante de células bacterianas em tecidos, bem
como uma maci¢a bacteremia, certamente, nfo tem paralelo com outros grupos de

pacientes, mesmo 0s que tém alguma outra forma de imunossupressfio (RAMOS er al.,
20060).

A doenga pulmonar em individuos sem imunossupressiic é causada, tanto pelo
M. avium, quanto o M infracelullare em iguais proporgles, porém, em pacientes
portadores da aids, quase sempre a espécie envolvida é a M. gvium, numa percentagem
entre 87 a 98% dos isolados e o M intracellulare € mais freqilente entre os nfo-HIV
(INDERLIED, KEMPER, BERMUDEZ, 1993; DEVALLOIS & RASTOGI, 1997).

Em paises desenvolvidos, a prevaléncia e as caracteristicas dessas doengas na
populagdo infectada pelo HIV sdo bem descritas. Entretanto, dados similares provenientes
de paises em desenvolvimento, nfio sdo encontrados com freqiiéncia devido & auséncia de

tecnologia apropriada para o diagnéstico e a escassez de materiais para o cultivo e

identificacdo dessas micobactérias.

Nos poucos artigos disponiveis, realizados no Terceiro Mundo acerca dessas
infecgbes, sugere-se¢ que a incidéncia de infeccio pelo MAC é menor em paises em
desenvolvimento do que nos desenvolvidos. Atribui-se esse fato 4 exposicio mais freqiiente
e intensa ao M. fuberculosis, porém assinala-se que isso pode dever-se ao despreparo de

alguns centros em identificar corretamente essas infecgdes.

1.2. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DG MYCOBACTERIUM AVIUM E
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

As micobactérias estio posicionadas taxonomicamente na Ordem
Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae, sendo o M. avium e M. tuberculosis espécies
do Género Mycobacterium (MURRAY ef al, 1999). O género Mycobacterium €

constituido por bacilos iméveis, ndo esporulados, nfo encapsulados, medindo 1-10

Introducio
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micrdmetros de comprimento por 0,2-0.6 micrdmetros de largura. Possuem alto contetido
lipidico na sua parede celular tornando-a hidrofébica e resistente a muitos desinfetantes e
corantes utilizados em laboratério, apresentando assim, propriedade morfotintorial
dlcool-acido resistente e de coloragiio Gram positiva. O tamanho do seu genoma é em

torno de 4,4Mb, com alto contetdo de G-C (62-70%).

Dentro deste género (Mycobacterium), ja foram identificadas 74 espécies, com
23 de crescimento lento e 5 de crescimento répido associadas com doenga humana. Apesar
da abundéncia de espécies, mais de 95% de todas as infecgdes sio causados apenas por sete
espécies ou grupos: M. fuberculois, M. leprae, complexo M. avium-intracellurare,
M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. A principal espécie patogénica

para ¢ homem € o Mycobacterium tuberculosis (Figural) (MURRAY, ROSENTHAL,
KOBAYASHI, 1998).

O Mycobacterium tuberculosis foi descoberto em 1882 por Robert Koch. Esse
bacilo € hoje um dos integrantes do complexo M. tuberculosis, que inclui: Mycobacterium
bovis, Mycobacterium microtii, Mycobacterium africanum ¢ Mycobacterium canetii que

sfo fenotipica e genotipicamente semelhantes.(VERONESI, 1996).

O crescimento desses bacilos € lento, as colonias nio sio pigmentadas ou
exibem uma colora¢dc amarelada. Sua populagio duplica a cada 18 a 48 horas, o que torna
a tuberculose uma doenga de evolugfo lenta ¢ crénica na maioria dos casos. Sio também
microrganismos bastante suscetiveis aos agentes fisicos e quimicos do ambiente, nfo

conseguindo sobreviver fora de organismos vivos a n#io ser por algumas horas.
(VERONESI, 1996; MURRAY et al., 1599).

Em 1950, Runyon propds uma diviso das micobactérias e classificou- as
como: patogénicas para o homem, denominadas tipicas, incluinde o complexo
M. tuberculosis € o M. leprae, sendo esse ultimo ndo cultivavel in vifro, e as micobactérias
ndo classificadas como bacilos da tuberculose humana ou bovina e que podem
eventualmente causar doencas receberam a denominagfo de atipicas, que posteriormente
foram denominadas de micobactérias outras que nfo pertencem ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (MOTT) ou micobactérias ndo tuberculosis (NMT) incluindo,

principalmente, ¢ complexo Mycobacterium avium (MAC ) ANDERLIED ef o, 1993).
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O M. avium é uma espécie pertencente ao MAC que compreende, no minimo,
duas espécies: o Mycobacterium avium e o Mycobacterium intracellulare. Ha velatos de
uma terceira espéeie, o Myeobacterium scrofulaceum, denominada complexo MAIS
(INDERLIED e af., 1993). Com base nas suas propriedades fenotipicas e genotipicas,
foram propostas ir8s subespécies: M. aviwm subsp. gviwm, M. avium  subsp,
Paratuberculosis e M. avium subsp. Silvaticum (THOREL, KRICHEVSKY, LEVY-
FREBAULT, 1990). Estas sdo micobactérias de crescimento lento, nfo-cromogénicas e
necessitam de mais de sete dias de incubacfic para adquirir crescimento maduro 4 uma
temperatura entre 35 a 37°C (RUNYON, 1963). Suas colOnias apresentam-se geralmente

pequenas, lisas e ligeiramente opacas, sendo uma das colonias maior ¢ Irregular (Figura 2).

Figura 1. Mycoebacterium tuberculosis Figura 1. Mycobacterium avium
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1.3. TRANSMISSAQ

Mycobacterium tuberculosis

*Wells & Crumbs demonstraram que apenas as particulas menores, com bacilos
em suspensdio no ar, produto de ressecamento de grandes particulas, alcangavam os
alvéolos e iniclavam a lesdo priméria. Qutros estudos revelaram que particulas maiores
tendem a se depositar no chiio, misturando-se com a poeira, enquanto que as menores
levitam no ar. Dessas, sdo contagiantes apenas as que se ressecam alecancando wm tamanho
de 2 a 10u e apresenmtam caracteristicas aerodindmicas semelhantes as dos gases
(goticula-nicleo de Wells). Tais particulas, as vezes com um a dois bacilos viaveis,
conseguem chegar aos alvéolos, onde esses germes se implantam. Outras goticulas sfo, na
sua maioria, retidas pela mucosa do trato respiraiério superior e removidas dos bronquios
através do mecanismo muco- ciliar. Os bacilos assim removidos sfo deglutidos, inativados
pelo suco gastrico ¢ elimmados nas fezes. A principal porta de entrada do bacilo ¢ a via
respiratéria (figura 3). A via digestiva assume papel de importincia apenas na tuberculose
causada pelo bacilo bovino (Mycebacterium bovis}, Outras vias de aquisicdo sfo

excepcionais. (VERONESI, 1996; MURRAY ef al., 1999).

Figura 3. Transmissfio através de aerossois

"Wells & Crumbs (1948) apud VERONESI, R, & FOCACCIA, R.- Tratado de
Infectologia. Sdo Paulo, Atheneu, p. 914-5, 1996.
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Mycobacterium avium

O MAC € um microrganismo encontrade no meic ambiente como solo, dgua
natural, sistema de aguas municipais, alimentos e animais. H4 relatos de isolamentos em
poeira doméstica (REIS ef af., 1984; HAVLIR & ELLNER, 2000). Embora ¢ MAC seia
um importante agente causador de doenca em suinos e aves domésticas (o organismo
excretado nas fezes desses animais persiste no solo por longos periodos), alguns estudos
sorolégicos e epidemiologicos nfio suportam a hipStese de que animais sejam um
importante reservatério para as infecgBes humanas. Nio hd evidéncia suficiente da
transmissdo inter-humana dos organismos do MAC (PETERS er al., 1995; MURRAY
et al., 1998; HAVLIR & ELLNER, 2000).

A identificagBio de organismos em aerosséis de dguas da Costa do Atléntico
similares aos isolados de pacientes com doenca pulmonar sugere que a inalacdo desses
aerosséis sejam a origem da infecgo (PARKER et al., 1983). Assim, é provavel que a
infeccdo seja adquirida pela inalagdo ou ingestfo de alimentos ou dgua contaminada. Desse
modo explica-se o fato de que sfo isolados presentes, inicialmente, em escarro e fezes que
posteriormente provocam a doenca disseminada. As manifestagdes clinicas da doenca
disseminada ndo s8o observadas até que haja replicagfio macica de bacilos nos 6rgdos que
interfere nas suas fungdes. HORSBURGH er al., 1994, mostra que a ingestdo de queijos
duros, bem como a diminui¢do do nimero de linfocitos CD4 periféricos sdo, isoladamente,

fatores de risco para a aquisi¢io de doenca provocada por M. avium.

Além da baixa concentragiio de células linfoides CD4+ (<100 cels/mm’), outros
fatores de risco para a aquisi¢dio da infeccdo por MAC sfo estudados como: a interrupgao
de antiretrovirais, pneumonia causada pelo Preumocystis carinii ¢ as anemias severas
(BENSON, 1994). Estudos epidemiologicos também tém revelado que essa infecciio pode
estar associada & broncoscopia, exposicio & agua de piscina, ou consumo de carnes de
peixes e frutos do mar nfo cozidos. Neste mesmo estudo, através da andlise clinica e
ambiental de isolados de M. avium, a agua aquecida do hospital foi considerada como a
origem de 14% das infeccles em pacientes com doenga disseminada por MAC (von REYN
et al., 1996).

Fmroducdc
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O fator de risco mais importante para a aquisi¢do da doenca em pacientes niio
infectados pelo HIV ¢ a existéncia de pneumopatias cronicas, como por exemplo: bronquite
cronica ou doencas pulmonares obstrutivas (MURRAY et al., 1998). Em criangas com
adenite cervical devido ao MAC parece que a fonte de aquisicdo ¢ o solo ou agua e que

esses organismos penetram pela gengiva ou mucosa oral ou que progrida ao sistema
linfético através das amigdalas (WOLINSKY, 1995).

Algumas interven¢Ses sio necessarias para ocorrer a redugfio das doengas
micobacterianas, como: melhoria das condigbes socio-econdmicas, tratamento adequado e
rapido, quimioprofilaxia e vacinagdo por BCG (Bacilo de Calmette-Guérin). A medicacio
inadequada tem levado 2 baixas taxas de cura e aumento de resisténcia as drogas
empregadas. Em contrapartida, o tratamento rapido prolonga significativamente a sobrevida
dos pacientes. SHc necessarias pesquisas para agilizar o diagnéstico e conduzir ao

tratamento adequado (PORTER, 1996; OPRAVIL, 1997).

Segundo CHAISSON er a/.,1998, a morte de pacientes infectados pelo HIV e
com doengas oportunistas esta relacionada ao baixo nimero de células CD4+, ac aumento
da carga viral pela interrupgéio da terapia antiretroviral ou pela hipétese de que antigenos
presentes em vacinas podem, também, aumentar a carga viral. Nesse estudo, a média do
declinio mensal de células CD4+ em pacientes com doengas oportunistas foi quase o dobro

em relagdo aos pacientes sem doenga oportunista.

1.4. TECNICAS DE IDENTIFICACAO

O laboratdrio de micobacteriologia tem papel importante no controle da
tuberculose, fornecendo o resultado rapido da baciloscopia, isolando a micobactéria,
identificando-a e fazendo os testes de susceptibilidade & antimicrobianos dos bacilos
isolados. A rapidez na divulgagio desses resultados deve ser observada, j4 que se verifica
um aumento do nimero de casos de tuberculose e, principalmente, de surtos envolvendo
organismos resistentes, inclusive, a mais de dois dos quimioterdpicos usados como primeira

opedo de tratamento (BRASIL, 1998).
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O avango observado nas técnicas de cultivo e de biclogia molecular, tem
propiciado grandes mudang¢as na rotina desses laboratérios. Como exemplos, cita-se o
cultivo em meios seletivos, com a adicio de produtos que detectam o crescimento nfo
visivel do microrganismo, como 0 BACTEC 460 TB, outros métodos colorimétricos e a
utilizacdo de rea¢bes de amplificacfio para a deteccfo de partes do genoma especificas do
M. tuberculosis (PCR), feitas diretamente no material clinico (escarro, liguidos, etc). Um
outro exemplo € a identificacio rapida da micobactéria em nivel de espécie com a
utilizacio de sondas dirigidas & seqliéncias especificas do seu DNA ou RNA (GenProbe-
Accuprobe) (VERONESI, 1996). Essas técnicas, entretanto, ainda nfo substituiram o
diagnostico convencional da tuberculose, feito através da pesquisa direta de bacilo
alcool-acido resistente (BAAR) e a cultura em meio de Lowénstein-Jensen. Os métodos

modernos mencionados tém a vantagem de informar rapidamente o clinico o sen resultado.

Em estudo, realizado por Ellner ef al., 1988, a combinacio do cultivo pelo
BACTEC e as identificagbes utilizando-se sondas de DNA permitiu a caracterizacio de
89% de 176 isolados de Mycobacterium tuberculosis e 89% de 110 isolados de
Mycobacterium avium. O que mais chamou a atencio dos autores foi a reducio de 5a 7
semanas no tempo necessario para a liberacdo do resultado final, em comparacdo com os

métodos convencionais de isolamento e séries bioquimicas para identificacio (ELLNER ef
al.,1988; KONEMAN, 1997).

Introducds
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Sdo objetivos desse trabalho:

1. Determinar a freqiiéncia relativa do isolamento do Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacierium avium em individuos infectados pelo HIV

atendidos no Servigo de Doengas Transmissiveis do HC/UNICAMP.

2. Determinar a sensibilidade & Rifampicina ¢ Isoniazida de amostras de

Mycobacterium tuberculosis isolados de pacientes infectados pelo HIV.

Objetives
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3.1. MATERIAIS

Durante o ano de 1996, uma grande variedade de materiais originados a partir
de suspeitas clinicas em pacientes com o diagnéstico de aids foi cultivada, a saber: lavado
bronco alveolar, escarro, liquido pleural, urina, fezes, linfonodo, ascite, iavagem gastrica,
liquido sinovial, bidpsia pulmonar, biépsia pleural e hepatica. Apos isolamento, esses
organismos foram identificados através de métodos moleculares. As culturas de
Mycobacterium tuberculosis desses materiais e correspondentes aos anos de 1996, 1997 e

1998 também foram testadas com respeito & sensibilidade a Rifampicina e & Isoniazida.

3.2. METODOS

3.2.1. Descontaminac¢io

Os espécimens foram processados sob uma capela de fluxo laminar nivel 3 em
um laboratorio especifico de micobactérias. O laboratério ¢ localizado no Hospital de

Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, S0 Paulo, Brasil.

As amostras provenientes de sitios estéreis foram inoculadas diretamente no
meio apropriado, enquanto aquelas obtidas de locais potencialmente contaminados foram
tratadas visando a eliminacfo de microrganismos outros que nio micobactérias. O método

empregado € o de Petroff modificado, descrito abaixo.

E colocada a amostra clinica em um tubo cbnico de tampa de rosca com
capacidade para 50 ml. Se a amostra for escarro, coloca-se até 5 ml acima da parte mais
purulenta ou sanguinolenta da amostra. Em outros materiais clinicos coloca-se até 10 ml da
amostra ¢ adiciona-se o0 mesmo volume de NAOH 4%, homogeniza-se o material em
agitador que, a seguir, € mantido em repouso a temperatura ambiente por 15 minutos.
Completa-se até 50 ml com Tamp&o Fosfato (0,067M pH 6,8). Mistura-se por inversio e
centrifuga-se (3000 rpm) por 15 minutos. Descarta-se ¢ sobrenadante em um frasco

contendo hipocloritc a 2% e, finalmente, neutraliza-se com HCl até um pH de

aproximadamente 7.

Biateriais ¢ Métodos
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Depois de tratado o material ¢ confeccionada uma Idmina para coloracdo de
Zielh-Neelsen (Figura 4) e semeado o material para o eventual isolamento do

mMICrorganismo.

Figura 4. Coloragfo de Zielh-Neelsen

3.2.2, [solamento

Foram utilizados: o meio sélido de Lowenstein Jensen ¢ o meio liquido

BACTEC 12B para o 1solamento das cepas.

No primeiro caso, a amostra descontaminada é semeada diretamente no meio de
L.J., incubada a temperatura de 37°C sob atmosfera em CO; por uma semana e, depois, em
estufa bacterioldgica comum por até 90 dias. Esse método tem a vantagem de ser de custo
baixo e permitir a observacio da morfologia e outros aspectos das colénias que
eventualmente crescerem. Entretanto, € demorado, pois o tempo médio de crescimento é de

quatro semanas (Figura 5) .

O meio BACTEC 12B (caldo Middlebrook - 7H9) é constituido de : hidrolisado
de caseina, albumina bovina, catalase, dgua deionizada, 1, Ci/mi de ™ C e agente inibidor
PANTA( Polimixina B, Anfotericina B, Ac. Nalidixico, Trimetroprim ¢ Azlocilina). Ele
permite a observa¢ic de crescimento por métodos indiretos em pouco tempo

(cerca de 7 a 14 dias), porém trata-se de técnica de custo elevado (Figura 5 ) .

Materiais ¢ Métodos
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Nesse caso, a amostra tratada ¢ inoculada em frascos herméticos que contém os
substratos mencionados { inclusive o 4cido palmitico marcado com *C). A micobactéria,
presente na amostra, utiliza-o ¢ libera como produio de seu metabolismo o “Co L, A
atmosfera do frasco € testada periodicamente por intermédio de uma sonda para a presenca
do "CO 5. A presenga desse is6topo, indica o crescimento da bactéria no meio. O GI
( Indice de Crescimento - Growth index) expressa quantitativamente a presenga do CO;
marcado e, portanto, da intensidade do crescimento bacteriano. A cultura serd positiva se o
frasco apresentar Gl maior ou igual a 10 e negativa se, apés & semanas, tiver leitura Gl

menor que 10.

Figura 5. Meios de Lowenstein-Jensen e Bactec 12B

Miuzzerinis e Métodos
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3.2.3. Identificacgdo
3.2.3.1. Teste da inibicdo pelo NAP

O NAP (p-nitrog-acetil-amino-B-hidroxipropiofenone) ¢ um composto
intermediario da sintese do cloranfenicol, que ¢ capaz de inibir o crescimento das
micobactérias pertencentes a0 Complexo M. fuberculosis . O NAP ¢ feito a partir de um
frasco 12B (Middlebrook) com GI entre 50 e 100. Antes de proceder, deve-se certificar
fazendo um esfregaco pela técnica de Gram , se a cultura nfio estd contaminada com outros
microrganismos. Um volume proporcional ao GI & transferido da cultura de isolamento
para o frasco contendo NAP. Imediatamente os frascos sdo adicionados CO, (tensdo 5 a
10%). O frasco 12B original € conservado e funciona como controle de crescimento. Sso,

entdio, incubados & temperatura de 37°C os trés frascos.

As leituras sfo feitas diariamente por 2 a 6 dias e os indices de crescimento sio

comparados e a interpretacdo ¢ feita da seguinte maneira:

1. Microrganismo do complexo Tuberculosis: duas leituras consecutivas com

queda no GI da {ltima em relagfo & primeira apos a inoculaggo.

2. Microrganismo do grupo MOTT: aumentos diarios do GI que ultrapassando

400 em um periodo de 4 dias.

Essa técnica permite a distingSo dos microrganismos do Grupe Tuberculosis

dos demais em, no maximo, sete dias.

3.2.3.2. Sondas de DNA (Gen Probe-ACCUPROBE)

E um teste rapido de DNA probe que utiliza sondas de DNA dirigidas a sitios

especificos de microrganismos do género Mycobacterium.

Esse teste de hibridizacio de 4cidos nucléicos € baseado na capacidade que t&m
fitas complementares (homoélogas) de 4cido nucléico de se alinhar especificamente e

associar-se para formar complexos estaveis de dupla fita. O Sistema Accuprobe usa sondas

Materiais ¢ Métodos
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de DNA de fita dnica, conjugadas com enzimas que tém quimioluminescentese que sio
complementares a uma molécula de RNA mensageiro do microrganismo. A sonda marcada

combina-se a ele para formar um hibrido estavél DNA:RNA.

Um reagente de selecBio permite a separacio entre sondas hibridizadas e as
nio- hibridizadas. Os hibridos DNA:RNA marcados produzem uma reacdo luminescente,

cuja intensidade € medida em luminémetro.

A téenica de forma resumida consiste em : um nlimero correspondente a uma
alga de células bacterianas ¢ colocado em tubos apropriados. Para efeito de controle ao

conjunto de amostras a serem testadas inclui-se uma cepa de M. mberculosis e uma de

M avium.

A esses tubos adiciona-se o reagente de lise e o de hibridizacsio. A amostra é
colocada em banho maria & 95 °C com sonicagéo, o que proporciona a ruptura das células.
Parte dessa suspensdo ¢ transferida a tubos contendo as sondas e incubadados. As sondas
hibridizadas sdic separadas através do reagente de selegfio e incubado por 5 minutos a 60° C.

Esfria-s¢ & temperatura ambiente por mais 5 minutos, adiciona-se o substrato luminescente

¢ a leitura € feita até uma hora apds o término do teste.

Na tabela abaixo encontram-se as leituras correspondentes ao resultado.

Tabela 1. Resultados de lerturas do Gen-Probe

Leitura
Valor de corte 30.600 RLU
Controle negativo < 10.000 RLU
Controle positivo >30.000 RLU

Mazerigis ¢ Métodos
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3.2.4. Pesguisa de Sensibilidade

O procedimento tem como base o mesmo principio utilizado no método
convencional, a diferenca esta na utilizagdo de um meio liquido adicionado de substrato

radioativo, € 08 resultados s8o obtidos, em média, de 4 a 5 dias.

Esse teste corresponde a uma versio modificada do método de pesquisa de
sensibilidade pelo método das proporgBes. O limite, nesse caso, para a caracterizagfio da

resisténcia € de 1% para todas as drogas tuberculostéticas.

Para determinar essa proporgdo resisténcia, o indculo bacteriano usado no
frasco controle € 100 vezes menor que o do frasco contendo a droga. Os frascos contendo a
droga em teste € o controle sfo verificados diariamente apés a inoculagio. A diferenca
entre o valor obtido do GI e do GI do dia imediatamente anterior ¢ chamada de AGL O AGI
¢ calculado, entdo, o para os frascos contendo as drogas e o controle. Se o AGI da droga ¢
menor que o AGI do controle, a micobactéria é sensivel 4 droga. Caso contrario, &

resistente. As drogas utilizadas neste trabalho foram: Isoniazida e Rifampicina.

Maorerigis ¢ Métodos
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Dos pacientes estudados (51) em 28 (54,9%) houve o crescimento de

M. tuberculosis e em 23 (45,1%) de M. avium (tabela 2).

Dos materiais analisados, provenientes de 44 pacientes, em 49 houve o
crescimento de M. tuberculosis ¢ em 39 de M. gvium. O primeiro foi mais freqiientemente
isolado do escarro e liguido céfalo ragquidiano (LCR) e o segundo do sangue, indicando a
infeccio disseminada (tabela 3). O M. gvium fol também isolado de amostras de tecidos
(biopsia pulmonar e hepética e medula 6ssea). Tomados os trés materiais em que houve a
maior freqli€ncia de isolamentos, a saber: sangue, liquor ¢ escarro houve uma diferenga
significativa entre as especies isoladas € o tipo de material. Como esperado, os M. avium

originaram-se principalmente de hemoculturas, enquanto os M. fuberculosis de escarro e

liguor.

Com respeito ao estado imunitdrio do paciente, observou-se que aqueles
portadores de infecc@io pelo M. tuberculosis, na sua maioria, possufam niveis de células

CD4 superiores aqueles apresentados pelos pacientes infectados pelo M. avium (tabela 4).

As cepas de M. tuberculosis isoladas de 50 pacientes com aids, atendidos nos
anos de 1996, 1997 , 1998, foram testadas com respeito 4 sua sensibilidade 2 Rifampicina e
Isoniazida. Dessas 41 foram sensiveis a ambos os antimicrobianos e duas resistentes. Cinco

cepas foram sensiveis a2 Rifampicina e resistentes 4 Isomiazida e duas resistentes 2

Rifampicina e sensiveis a Isoniazida (tabela 5).

Nio foram isoladas outras espécies de micobactérias, além do M. ruberculosis e

M. avium, no grupo de pacientes estudados.
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Tabeia 2. Distribuicéo dos pacientes estudados, segundo o sexo e a espécie de micobactéria

isolada.
Espécie isolada (%)
M. 2p¥ M. avium
Sexo Total
Masculino 17 14 31
Feminino 11 9 20
Total 28 (54,9 23 (45,1) 51

“M.th — Mycobacterium fuberculosis

Tabela 3. Distribuigio das culturas positivas, segundo o espécimen clinico e a espécie de

micobactéria isolada.

Espécie (%)
Mh* M avium

Material Total
Sangue 5 17 22
Medula Ossea -

Bidpsia hepatica -

Biopsia pulmonar - 1

Liquido pleural 4 - 4
Liguor 11 1 iz
“Swab” de orofaringe 1 - 1
Lavado glstrico - i 1
Pus 4 1 3
Escarro i8 g 27
Urina 5 i 6
Fezes 1 4

Total 49 (55,7) 39 {44,3) 88
*M.th — Mycobacterium tuberculosis

Resubtodos
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Tabela 4. Distribuicfo dos pacientes, segundo ¢ nimero de linfocitos CD4 e a espécie de

micobactéria isolada.
Espécie isolada (%)
A 7 M. avium
Linfécitos CD4/mm” Total
Aé 50 9 i6 25
50-200 12 2 14
Mais que 200 4 1 5
Total 25(57) 19 (43) 44

M th ~ Mycobacterium tuberculosis

Tabela 5. Distribuicfio das cepas de M. fuberculosis isoladas, segundo a sensibilidade 3

Rifampicina e Isoniazida.

Niimero de cepas %

Sensivel R*/ Sensivel I a7 o)

Sensivel R/ Resistente I 5 10

Resistente R / Sensivel | ) 4

Resistente R / Resistente | 2 4

Total 50
“R- Rifampicina; I- Isoniazida
Respliados
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Este trabalho demonstra que as infecgBes provocadas pelo M avium sio
fregiientes no Brasil em pacientes com aids e que demandam a servigos com a caracteristica
de atendimento terciario. As infecgdes provocadas pelos organismos do complexo
M. avium (MAC) ja foram relatadas aqui, porém a freqiiéncia relativa entre a doenca

provocada por esses agentes € o M. fuberculosis ainda nfio foi objeto de analise.

O isolamento do M. tubercuiosis (55,7%) foi mais observado do que os do
complexo MAC (44,3%) no ano de 1996, nos diversos materiais encaminhados a este
laboratério de pesquisa. Esses isolamentos do M. ruberculosis foram feitos, na sua maioria,
em amostras de escarro e liquido céfalo raquidiano, indicando que os pulmdes e o sistema
nervoso central 580 os 6rgfos mais acometidos por esse agente nos pacientes portadores de
aids. Ao conirdrio, no caso dos organismos do complexo M. avium, o sangue foi a sua
principal fonte de obtengéo, confirmando dados de outros autores que apontam as bactérias

desse grupo comwo freqiientes causadoras de infecgdes disserninadas.

De acordo com Barreto ef al., 1993, culturas de medula 6ssea obtidas de
pacientes com aids em investigac@o foram positivas em 18,4% para organismos do MAC e
em 7,2% para M. tuberculosis em servigo de natureza tercidria, com caracteristicas
semelhantes ao nosso. O M. gvium € também, entre nos, a espécie do complexo M. avium

mais encontrada, conforme relato de Saad er al., 1997, quando associada a casos de aids.

Deve-se ressaltar que, ndo necessariamente, os isolamentos do M. agvium estio
associados a doenga clinica bem caracterizada. O valor preditivo de doenga, nesses casos,
avaliado por Hadad et al., 1995, foi pequeno, quando o agente em questdio foi isolado em

materiais diversos do sangue ¢ medula dssea de pacientes com aids.

Este material, o isolamento do M. avium, a partir de materiais como fezes e
mesmo escarro, € sujeito s mesmas consideracBes anteriores, embora esse nfo tenha sido ¢

enfoque do estudo. Em geral, o M. tuberculosis foi recuperado de 54,9% dos pacientes

estudados, enquanto o M. avium o foi em 45,1%.

Discussio
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Essa informacio dando conta do freqiiente isolamento do M. avium neste

ambiente de estudo ¢ importante, sob o ponto de vista do tratamento e profilaxia das

infeceSes por ele provocadas.

Neste material, revendo os prontusrios dos pacientes estudados, observa-se uma
conduta terapéutica equivocada na maioria dos pacientes com doenca provocada pelo
M. avium. Quase sempre, a prescricdo adotada (tratamento com o esquema triplice anti
M. tuberculosis, que utiliza a Isoniazida, Rifampicina e Pirazinamida), logo apés a noticia
do isolamento de uma micobactéria, ou mesmo a positividade da pesquisa direta do agente
pelo método de Ziehl-Neelsen (esfregago para pesquisa de BAAR) foi incorreta, sendo esse
tratamento insistido por tempo demasiadamente longo, mesmo na auséneia de melhora
clinica, ou manifestagdes de doenga disseminada (dados ndo registrados}. O conhecimento
de dados de literatura que davam como certo o conceito da baixa freqiiéncia relativa da

infecgio pelo M. avium em paises em desenvolvimento pode ter influenciado essa conduta.

A resisténcia do M. tuberculosis aos quimioterdpicos de primeira linha em
pacientes com aids ¢ um fato observado em todo o mundo. No Brasil, de 228 pacientes
analisados por Pinto et al., 1996, 20,6% tinham resisténcia a uma ou mais dessas drogas,
freqii€ncia semelhante & encontrada neste trabalho (18%). Essa resisténcia est4 associada,
principalmente, a tratamentos anteriores e alcoolismo. A freqiiente institucionalizacio dos
doentes com aids, tanto em hospitais quanto em casas de apoio ou hospitais-dia,
favorecendo a sua convivéncia, torna preocupante a questio da disseminagdo de cepas
resistentes. As normas de isolamento que sfio requeridas para pacientes internados, nem
sempre s8o observadas, dada a precariedade do atendimento da maioria dos hospitais do

Brasil. A transmissfo de doenga ac pessoal do hospital, como observado em outros paises,

também dever ser objeto de preocupacio.

Biscussiio
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6. CONCLUSOES
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. As infecgbes provocadas pelo M avium sdo de fregiiéncia semelhante
aquelas provocadas pelo M ruberculosis. Esses dados podem ser

generalizados apenas para populagbes com caracteristicas semelhantes as

OSsas.

. A resisténeia do M. tuberculosis aos quimioterdpicos de primeira linha:
Rifampicina e/ou Isoniazida foi observada em 18% dos casos. A
multirresisténcia, segundo definicio do CDC-USA (resisténcia a ambas,

Rifampicina e Isoniazida) foi vista em 4% dos casos.

. Em pacientes com aids, de caracteristicas semelhante & populaciio estudada,
os materiais clinicos, cujo isolamento do M avium é mais freqgiiente, sfo:
sangue aproximadamente 50% e escarro, demonstrande que a doenca por

ele provocada é, com fregiiéncia, disseminada.

- Os materiais em que houve o isolamento mais freqiiente do M. ruberculosis

foram: liquido céfalo raquidiano e escarro.

. Nos pacientes com severa imunodeficiéncia (niveis de Hnfocitos CD4
menores do que 50 mm®), o M avium foi mais freqlientemente isolado do
que o M. tuberculosis. Ao contrério, naqueles individuos com mais que 50

linfécitos CD4/mm’ o agente predominante foi 0 M. tuberculosis.

Conclusdes
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SOLUCOES E REAGENTES

i. Solugbes para Coloracio de Ziehi-Neelsen

Fucsinz

Fucsina basica......coumiinriivcec e 3g
Alco0l 5%, eerreerenns 100ml
Acido fénico 5%

900mi de 4cido fénico 5%

Solugfio de acido fenico para deixar estocado
950ml de dgua destilada

50ml de fenol

Agzul de metileno §,3%

Azul de metileno.....erceicec 3g
Agua destilada......ccocoeiieverecrvieie e, 1000mi1
Alcoo 4cido 3%

}fdcool EHHCO e e e 970ml
Acide cloridrico concentrado.....eeneenreeneeeneea.. 30ml
Descontaminaciio das amostras

Solucdo NaQH 4%

NaOH pastilhas.....ccoooeeveencieeeeeeeeeec . 40g
Solugdo vermelhe de fenol...........coeei, 10ml
Agua destilada.........cc.ocooencenrneeee 1000mi -

Dissolver o hidréxido de sodio
Esterilizar & 121°C por 15 minutos
Estocar 2 temperatura ambiente.
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Solucio tampio fosfato pH 6,8

Solucédo estoque tampdo alcalino

NapPOg (@midro)......oovevvieiiie i 9,47g
Agua destilada......oooeoeeiennceeeeeee e, 1000mi
Solugdo estoque tampdo icido

KH PO 4ottt 9,07g
Agua destilada........coovennerecieniniinin, 1000mi

Dissolver 0s sais em um pouco de dgua e completar volume final.
Autoclavar 4 121°C por 15 minutos

Estocar em geladeira.
Solugfo de trabalho

Colocar volumes iguais das soluces estoque dos tampdes
Checar o pH da solucfo final

Acertar o pH com os préprios tampdes.

Meios de cultura utilizados para isolamento

Meioc de Lowenstein-Jensen

Meio base (DIFCO) it ereveeee e 37.5¢
Glicerol PA ..t 12mi
Agua destilada...........overeecveeeeeneeee e, 600ml
Ovos homogeneizados.. e ieeceeeciiieieeeeeeeeeeeen. 1000

Autoclavar o glicerol e a 4gua destilada. Deixar resfriar até 50°C para adicionar os
ovos homogeneizados de forma estéril sem que haja a formacfio de bolhas. Distribuir em

tubos estéreis ¢ colocd-los em inspinsador, inclinados para a coagulaciio do meio. Deixar
sob aquecimento por 45 minutos a 80°C.

Frasco BACTEC 12B (Middlebrook 7H12)

Caldo de Middlebrook 7HS
Hidrolisado de Caseina

Albumina Bovina

Catalase

1, Ci/ ml de "*C. (4, Ci/ frasco)
Agua Deionizada

pH final = 6.8
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PANT A Plus { evita crescimento de contaminates)

Polimixina B, 50 U/ml
Anfotericing B .o, 5 .g/ml
Ac. NalidiXico. . oirnieeiccnie e s e, 20 og/ml
TrIMELTODIIL . eeecreveetcecrerae s e s e nscesessoneane 5.g/ml
AZIOCIHTIA. .o eeeeeevee e ccrteceesrt e e aaeeseseeesssssssnas 5 ug/ml

Reconstituing Fluid (solucio para reconstituigio do PANTA)
Composigio: Agua

POES = esterato de plioxietileno (substincia promotora de
crescimento).

Drogas utilizadas
Isoniazida { 0.1 ug/ml)
Rifampicina ( 2.0 ug/ml)

Reconstituir o frasco da droga liofilizada com 5ml de agua destilada estéril e agitar
até a droga estar completamente dissolvida.
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