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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

JOANA CAROLINA VIANA LIMA

As infeccBes por MNT sé&o identificadas em diferentes regides do mundo, acomete seres humanos em
diferentes tecidos, incluindo doenc¢as pulmonares cronicas que sdo mais debilitantes em idosos. Na
forma pulmonar, apresenta-se clinicamente indistinguivel de tuberculose (TB), o que torna o
diagnostico laboratorial imprescindivel para o bom prognostico do paciente que deve receber terapia
baseada na confirmacao/identificacdo da espécie. Em 2015, foram introduzidas técnicas moleculares
automatizadas para identificacdo de micobactérias no Laboratério Central de Satde Publica Dr. Costa
Alvarenga do Piaui (LACEN-PI) e trabalho de sensibilizacdo para melhorar a estratégia diagnoéstica foi
realizada na clinica médica dos municipios. Este estudo, portanto, tem por objetivo identificar o perfil
clinico, epidemiolégico e laboratorial de cepas de micobactérias nado tuberculosas isoladas de
pacientes, cujos espécimes clinicos foram referenciados para o LACEN-PI, responsavel pelo
diagnostico de micobactérias no estado, analisando os dados compilados entre 2010 e 2016. Entre as
123 culturas isoladas em meio sélido de Ogawa-Kudoh e Lowenstein-Jensen, e que a macroscopia e
microscopia sugeriam crescimento de MNT, os testes moleculares (PRA-hsp65) e fenotipicos
confirmaram 39 isolados (32,77%) oriundos de espécimes pulmonares (94,9%; 37/39) e
extrapulmonares (5,1%; 2/39) de pacientes a maioria, com idade média = 50 anos, e um unico portador
de HIV/AIDS. Predominéancia de espécies do grupo M. abscessus (33 %,13/39) e Complexo MAC (26
%), 10/39; foi observado, seguido de M. kansasii (10 %), 4/39, M. asiaticum e Mycobacterias sp. (8 %,
3/39, cada) e M. heidelbergense, M. simiae, M. sherisse e M. szulgai (2,5 %, 1/39, cada). Isolados do
grupo M. abscessus estavam associados a pacientes do sexo masculino. A maioria dos pacientes sao
aposentados ou com atividades do lar (41 %,16/39). E interessante notar que apds a introducéo das
técnicas moleculares de identificagdo em 2015 o percentual de MNT identificadas aumentou em 2016
onde em apenas 6 meses 20% dos casos suspeitos de MNT foram confirmados. Andlise do desfecho
dos casos mostrou que 5 % abandonaram o tratamento e 74,4% (29/39) tem relacdo com tratamento
anterior para tuberculose. Este estudo confirma o perfil epidemiolégico de isolamento de MNT de
espécimes pulmonares, em pacientes idosos e com comorbidade; entretanto maior frequéncia do grupo
M. abscessus € incomum e merece maior investigacdo no Piaui, pois oferece menor taxa de cura,
devido a sua intrinseca resisténcia as drogas. Isolamento de MNT no Piaui, onde a TB é mais
prevalente, tem taxa anual baixa, entretanto isto pode estar associado aos poucos estudos no campo e
caréncia de laboratérios melhores equipados para sua identificacdo. Nossos dados mostram que as
MNT pode ser um importante problema de salde publica e, portanto, as investigacfes epidemiol6gicas
sdo necessarias para melhor monitorar sua distribuicdo e amparar decisGes terapéuticas.

Palavras-chave: Doencga Pulmonar. Espécies. Micobactérias ndo tuberculosas. Epidemiologia.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

JOANA CAROLINA VIANA LIMA

NTM infections are identified in different regions of the world, including chronic lung diseases that are
more debilitating in the elderly. In the pulmonary form, it is clinically indistinguishable from tuberculosis
(TB), which makes the laboratory diagnosis essential for the good patient prognosis who should receive
therapy after confirmation / identification of the species. In 2015, automated molecular techniques were
introduced to identify mycobacteria in the Central Laboratory of Public Health Dr. Costa Alvarenga do
Piaui (LACEN-PI) and awareness work to improve the diagnostic strategy was performed in the medical
clinic of the municipalities. This study therefore aims to identify the clinical, epidemiological and
laboratory profile of non-tuberculous mycobacterial strains isolated from patients, whose clinical
specimens were referenced for LACEN-PI, responsible for the diagnosis of mycobacteria in the state,
analyzing the data compiled between 2010 And 2016. Among the 123 cultures isolated from Ogawa-
Kudoh and Lowenstein-Jensen solid mediums, and macroscopy and microscopy suggested MNT
growth, molecular (PRA-hsp65) and phenotypic tests confirmed 39 isolates (32.77%) from specimens
(94.9%; 37/39) and extrapulmonary (5.1%; 2/39) patients, most with a mean age = 50 years, and a
single patient with HIV / AIDS. Prevalence of M. abscessus species (13/39; 33%) and MAC Complex
(10/39; 26%) was observed, followed by M. kansasii (4/39, 10%), M. asiaticum and Micobacterias sp.
(3/39, 8%, each) and M. heidelbergense, M. simiae, M. sherissi and M. szulgai (1/39, 2.5%, each).
Isolates from the M. abscessus group were associated with male patients. Most patients are retired or
have household activities (16/39; 41%). It is interesting to note that after the introduction of molecular
identification techniques in 2015 the percentage of NTMs identified increased in 2016 where in only 6
months 20% of the suspected cases of NTM were confirmed. Analysis of the outcome of the cases
showed that 5% abandoned treatment and 74.4% (29/39) was related to previous treatment for
tuberculosis. This study confirms the epidemiological profile of NTM being isolated from pulmonary
specimens in elderly patients with comorbidities; However higher frequency of the group M. abscessus
is not usual and this and deserve further investigation in Piaui, since it offers lower rate of cure due to
its intrinsic drug resistance. Isolation of NTM in Piaui, where TB is more prevalent, has a low annual
rate, however this may be associated with the few studies in the field and the lack of better equipped
laboratories for its identification. Our data show that MNT can be an important threat for public health
and therefore epidemiological investigations are necessary to better monitor their distribution and to
support therapeutic decisions.

Key words: Pulmonary disease. Species. Mycobacteria Non-tuberculous. Epidemiology.
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1.INTRODUCAO

O género Mycobacterium foi proposto por Lehmann e Neumann em 1896, visando
a inclusdo de duas espécies patogénicas a humanidade, responsaveis por incontaveis
mortes e morbidade ao longo da trajetéria humana, os bacilos da tuberculose e da
hanseniase, antes classificados como Bacterium tuberculosis e Bacterium leprae
(Legendre et al, 2012). Pouco depois de Hansen ter descrito, em 1874, o bacilo da
hanseniase, como primeira bactéria relacionada a uma doenca humana, e apds 8 anos
Koch ter isolado o bacilo da tuberculose em mamiferos, foram identificadas outras
micobactérias, constituindo o grupo de micobactérias atipicas. Inicialmente as
micobacterias atipicas foram associadas a colonizagao transitoria ou a contaminacgao da
amostra clinica, mas a partir de 1950 foram atribuidos a elas causa em certas doencas.
(Araujo et al, 2003; Rodriguez,2006).

A partir da década de 90 foi observado numero crescente de espécies de
micobactérias e, com excecao de M. leprae que nado cresce in vitro, foram divididas em
dois grupos: espécies pertencentes ao Complexo M. tuberculosis e as micobactérias
outras ndo causadoras de tuberculose (MOTT) (BRASIL, 2008). As MOTT séo também
conhecidas por outras dominacdes tais como micocabatérias ambientais, micobactérias
oportunistas, atipicas e mais recentemente denominadas micobactérias néo
tuberculosas (MNT) (Castro, 2012).

As MNT sdo menos conhecidas e muitas vezes negligenciadas, sao saprofitas
ambientais ubiquas e vem sendo reconhecidas como patégenos humanos oportunistas
(WINTROP et al, 2010). Algumas espécies sdo mais frequentemente isoladas
associadas a infeccdo humana, mas todas as espécies podem oferecer risco de doenca
(Brown- Elliott et al, 2002; Cardoso et al, 2008).

O sucesso das MNT, tanto como saprofitas ubiquas como agentes patogénicos
oportunistas, € parcialmente explicado por sua resisténcia natural a condi¢cbes adversas
tais como dessecacéo, pobreza de nutrientes, temperaturas e pH extremos e resisténcia
aos quimioterapicas microbianos (Nobre et al, 2014). Estas caracteristicas associadas a
capacidade de formag&o de biofilme conferem meios para a colonizagdo de ambientes
artificiais, tais como redes de abastecimento de agua, inclusive clorada, onde podem
proliferar e ganhar vantagem sobre seus concorrentes sensiveis ao cloro. Portanto, a
exposicdo as MNT pode ocorrer em qualquer ambiente, quer no lar, quer hospitalar.
Como estes organismos ainda sdo negligenciados na clinica médica, estudos
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epidemioldgicos para um melhor conhecimento de sua distribuicdo sdo necessarios, pois
o tratamento das infec¢des causadas é dificil devido a intrinseca e varidvel resisténcia

as drogas disponiveis (Silva, 2010).

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 CARACTERISTICAS DAS MICOBACTERIAS

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, Unico da familia
Micobacteriaceae. Estdo dentro do dominio Archea, filo Actinobacteria, Classe
Actinobacteria, subclasse, Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, sub-ordem
Corynebacterineae (Marques, 2011). Atualmente sé@o reconhecidas 163 espécies e 11
subespécies dentro do género Mycobacterium, das quais cerca de 60 podem causar
doencas no homem (Wu, Lu & Lai, 2009; Barreto, 2013). A resisténcia a descoloracao
por alcool-acido, sintese de acidos micélicos e porcentagem de citosina e guanina (C+G)
do DNA gendmico compreendida entre 61mol% e 71mol%, sdo os critérios que definem
essa taxonomia (Wildner et al, 2011; Jordan et al., 2007).

Possuem parede celular complexa composta por duas camadas que envolvem a
membrana plasmatica. A mais externa € formada por glicolipideos, sulfolipideos,
fenolglicolipideos, peptideoglicolipideos e lipoarabinomanano. Ja a camada mais interna
€ composta por &acidos micdélicos, arabinoglicano e peptidoglicano. As moléculas de
peptideoglicano e de arabinoglicano se ligam através de ligacdes fosfodiester, conforme
demonstrado na Figura 1.1.1 (Barreto, 2013; Silva, 2013). Os &cidos micélicos estédo
unidos fortemente aos arabinoglicanos através de ligacdes covalentes, formando um
complexo hidrofébico e altamente impermeavel (Sousa, 2009). Essa protecdo confere a
resisténcia aos antibibticos, pois a grande maioria € incapaz de penetrar na parede
celular (Oliveira, 2015).

S&ao microrganismos que apresentam forma bacilar, com dimensdes que variam
de 0,2um a 0,6um de largura e 1 ym a 10uym de comprimento, delgada, retos ou

ligeiramente curvos, pleomaorficos, aerdbios ou microaerofilos, imoveis e incapazes de
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formar esporos, conideos ou capsulas. O tempo de crescimento é geralmente lento e
apresenta grande variacdo dentro do género, o que permite dividi-las em micobactérias
de crescimento rapido (crescimento visivel em menos de sete dias) e em micobactérias
de crescimento lento (crescimento visivel em mais de sete dias), quando cultivadas in
vitro (Rodriguez, 2006; Wildner, 2011).

Camada oge Acidos micolicos
~ arabinogalactano i +amiuse— snlew—wmle—— O-arabmnose e D-galactose
f

mecotato —

1 +— N-acetiighcosamma e
~ acdo N-acetimurdrmeco
Camada de 1 | - _ -

S — . - -

peptdoglicanco + - 1= Acdo D-glutamsco

| acido m-diaminopiméhoa,
|
|

R L- @ D-alamnina

_— Polipeptidios (por ex.. PPD)

f _— Lipidios livres (por ex., ceras,
b‘ micoesideos, falor corda)

— R
Caoplasma ‘5‘ Membranas

. 1 citoplasmaticas

Figura 1: Estrutura da parede celular de micobactérias (Adaptado de
Oliveira. 2015).

Ernest Runyon, em 1959, classificou taxonomicamente as MNT em quatro grupos,
baseando-se no tempo de crescimento e pigmentacdo (Tabela 1) - Grupo I:
Fotocromogénicas (com producdo de pigmento na presenca de luz); Grupo I
Escrotocromogénicas (com producdo de pigmento independente da presenca de luz);
Grupo llI: Nao fotocromogénicas (sem formacgao de pigmento); Grupo IV: Produtoras ou
nao de pigmento de crescimento rapido (com crescimento em torno de 7 dias) (Silva et
al, 2009) (Tabela 1). M. kansasii, M. marinum sado fotocromdgenas; M.gordonae,
M.szulgai sdo escrotocromogenas; M.avium e M.terrae sdo acromogenas e M.fortuitum,

M. chelonae s&o de crescimento rapido, produtoras ou néo de pigmento (Brasil, 2008).
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Tabela 1 — Classificacdo de micobactérias ndo tuberculosas pelo critério de

Runyon.
Grupos Pigmentacao Tempo de
Crescimento
Grupo | Fotocromogenas Lento
Grupo Escotocromogenas Lento
Grupo llI Acromogenas Lento
Grupo IV Produtoras ou n&o de Rapido

Pigmento

Fonte: Adaptado de Hadad et al, 2005.

As similaridades taxondmicas fenotipicas, relacdo de antigenos citoplasmaticos e

homologia de DNA sao utilizadas para agrupar e definir complexos e grupos que

facilitam a operacionalizacdo do diagnostico,

conforme sua patogenicidade. A

patogenicidade € variavel, ditas patogénicas quando, obrigatoriamente causam doenca

no homem (ex. M. tuberculosis, M. leprae), potencialmente patogénicas, quando podem

causar doenca e raramente patogénicas, nunca ou raramente causam doenca (Brasil,

2008) (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificacdo das micobactérias ndo tuberculose quanto a patogenicidade.

MNT potencialmente patogénicas

MNT raramente patogénicas

M.abscessus

M. asiaticum

M.avium

M.avium subsp.paratuberculosis
M.celatum

M.chelonae

M.fortuitum

M.gevanese

M. haemophilum
M.immunogenum

M.intracellulare

M. agri
M.aurum
M. branderi
M. chitae

M. duvalli

M. gallax

M. flavescens
M. gastri
M.gordonae
M. hassiacum

M. mageritense
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M.kansasii M.neoaurum

M.malmoense M. noncchromogenicum
M. marinum M.phlei
M.munogenicum M.porcinum
M.peregrinum M.pulveris

M. scrofulaceum M.smegmatis
M.shimodei M.terrae

M.simiae M. trivial

M. szulgai M.vaccae

M.ulcerans

M.xenopi

Fonte: Adaptado de Castro, 2012.

1.1.2 MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

O género Mycobacterium tem sofrido atualizagbes constantes e atualmente sua
importancia vem aumentando progressivamente com o isolamento de diferentes
espécies em laboratorios de diagndstico, devido sua ampla distribuicdo na natureza e
por serem isoladas de diversos sitios do corpo humano como saproéfitas ou causando
infeccbes oportunistas (Wildner, 2012).

Estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas no solo, na agua,
nos vegetais, nos lacticinios e em muitas espécies animais. No homem, j4 foram
isoladas da pele, ouvido externo, narina, orofaringe, gengivas, vagina, genitalia externa
tanto masculina como feminina, saliva, fezes, urina, escarro (Lopes et al, 2003).

Geralmente a infeccdo ocorre por inalacdo, inoculacdo ou ingestdo de material
contaminado por micobactérias, podendo causar doencas pulmonares e infeccdes
extrapulmonares, mas ndo existem evidéncias da transmissdo de pessoa a pessoa,
através de aerossois (Lima, 2014; Cerca, 2010).

Séo capazes de multiplicar-se mesmo em condi¢cdes de escassez nutricional,
temperaturas extremas e pH baixo. Algumas espécies mostram-se resistentes ao
glutaraldeido e aos processos de cloracdo utilizados para o tratamento de agua de
piscinas ou para o consumo humano. Mais de 20 espécies de micobactérias néo

tuberculosas ja foram isoladas, a partir de sistemas de agua potavel. Ainda, possuem a
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capacidade de formar biofilme como um mecanismo de sobrevivéncia, caracteristicas
que favorecem o desenvolvimento de infec¢ao. (Wildner et al, 2011; Silva, 2013).

Através de analise de DNA “fingerprints” (impressfes digitais), verificou-se que
estirpes de varias espécies recuperadas a partir de amostras ambientais (agua, solo e
aerossois) eram idénticas as isoladas de véarios doentes. Mycobacterium kansasii e
Mycobacterium xenopi até o momento ndo foram isolados a partir de um ambiente
natural, mas foram frequentemente isolados a partir de fontes de 4gua para consumo e
agua de esgoto. Mycobacterium haemophilum e Mycobacterium genavense sdo também
exemplos de espécies ainda nao isoladas a partir da natureza, embora a epidemiologia
das doencas por elas provocadas sugira a sua presenca no ambiente. Outras espécies,
tais como Mycobacterium gordonae, sdo comuns tanto em ambientes naturais como
produzidos pelo homem (sintéticos) (Cerca, 2010). E importante diferenciar o nicho
ecologico das micobactérias entre ambientes naturais (dgua, solos, ar, animais) dos
ambientes influenciados pelo homem (4guas de abastecimento, esgotos, piscinas,
aquarios, equipamentos cirurgico, solu¢cdes desinfetantes) (Silva, 2013; Lima, 2014).

A denominacdo das MNT esta relacionada a sua origem, a saber: bovina, aviaria,
reptiliana, saprofitica, ambiental, e outras que a principio ndo foram consideradas
patogénicas para o homem. Contudo, relatos de casos de doengas no homem por novos
bacilos micobacterianos entre 1885 1948 estabeleceram o potencial patogénico desses
microrganismos, as infec¢cdes podem ser assintomaticas, clinicamente significantes e,

em alguns casos, fatais (Dalcomo, 2014; Da Costa et al , 2010).

1.1.3 EPIDEMIOLOGIA

Podem ser consideradas doencas emergentes, e em paises desenvolvidos como
Estados Unidos e Canada observa-se, em geral um padrdo epidemiologico, de
crescimento com tendéncia inversamente proporcional a tuberculose (Dalcomo, 2014).
Em paises com alto indice de tuberculose, como o Brasil, a incidéncia de infec¢des por
MNT € menos estudada e pouco conhecida (Castro, 2012).

No Brasil, o primeiro estudo sobre micobacteriose foi realizado em 1938, quando
Costa Cruz isolou e descreveu M. fortuitum em fragmento de pele. Na década de 40 os
sanatorios equipados para diagnosticar e tratar tuberculose também propiciaram o

isolamento e identificagdo de MNT. Na década de 70 foram publicados estudos sobre o
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isolamento de MNT em homens sadios, agua e solo e ainda relato de caso de doenca
em pacientes por M. kansasii, M. avium-intracellulare e M. fortuitum (Dalcomo, 2000;
Castro, 2012).

Até 1980 a maioria dos casos relatados sobre infec¢cdes causadas por MNT
referiam-se a doencas pulmonares causadas por M. kansasii e MAC, doengas cutaneas
por M. marinum e linfadenopatias cervicais por M. scrofulaceum. (Ueki et al, 2005). Apos
1980, houve um aumento nas taxas de isolamento das MNT, associada a pandemia de
AIDS. Mas, os dados sobre a frequéncia das espécies e a prevaléncia da doenca nao
sao conhecidos, pois as micobacterioses ndo sdo doencas de notificacdo compulséria
(Bertoletti et al, 2011).

No Brasil foram registrados 590 casos de infec¢des por MNT no periodo de 1994
a 1999, com predominancia da forma pulmonar em 73,4% dos casos (Lopes et al, 2003).
No periodo entre 1996 e 1997, no Rio de Janeiro, foram descritos 15% de casos de MNT
e, entre estes, 57,8% por MAC, dos quais 37% em hemocultura de pacientes HIV-
positivos (Ueki et al, 2005).

Em 2009 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) determinou a
notificacdo compulséria das infec¢cdes causadas por micobactérias de crescimento
rapido (MCR).No periodo de 2000 a 2008, foram registrados, no Brasil, 2.139 casos de
infecgdo por MCR, sendo 1.105 casos relatados no estado do Rio de Janeiro, 321 no
Pard, 293 no Espirito Santo, 101 no Rio Grande do Sul, 70 em Goias, 64 no Parana, 47
no Mato Grosso, 37 em Minas Gerais, 23 em S&o Paulo, 23 no Distrito Federal, nove na
Bahia, no Piaui e no Mato Grosso do Sul, respectivamente, cinco em Sergipe e em
Santa Catarina, respectivamente, trés em Alagoas, dois em Pernambuco, um no Acre,
no Amazonas, no Ceara, no Maranhdo, em Rondbnia e no Tocantins, respectivamente
(Wildner et al, 2011). De acordo, com Silva (2010), apesar da obrigatoriamente em
notificar e informar os surtos, nesse periodo apenas 90 dos 700 hospitais realizaram as
notificacdes. O numero de procedimentos cirlrgicos é crescente no Brasil e, portanto, é
alta a probabilidade das taxas de infec¢des relacionadas a surtos por MNT no Brasil esta
subestimado.

Os casos relacionados a forma pulmonar séo relatados de forma pontual. No Para
no periodo de 1999 a 2010, M. massiliense, M. simiae complex, M. intracellulare e M.
avium, foram as espécies mais isoladas em pacientes, a maioria havia feito tratamento
anterior para tuberculose. Na Bahia, entre 1998 e 2003, 8,2% dos 203 pacientes que

faziam tratamento para tuberculose multirresistente tiveram espécies de MNT isoladas
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em material biologico. Nas diferentes regides brasileiras a diversidade de espécies de
MNT associadas a casos de doenca pulmonar e extrapulmonar ocorreram,
possivelmente devido as condi¢cbes ambientais que podem favorecer seu predominio.
Diferentes estudos epidemiologicos demonstraram um aumento na frequéncia de
isolamentos de MNT em amostras clinicas pulmonares e extrapulmonares e de casos
confirmados da doenca, com maior participacdo das regibes Sudeste e Sul do pais
(Lima, 2014).

1.1.4 MANIFESTACOES CLINICAS

As MNT acometem praticamente qualquer tecido, 6rgdo ou sistema do corpo
humano, sendo mais frequentemente isolados de pele e tecido subcutaneo. Os primeiros
quadros clinicos foram descritos na década de 50 e por muitos anos foram considerados
ocasionais, relacionados a imunodeficiéncia, entretanto, as infeccOes associadas a
procedimentos cosméticos e médicos invasivos/hospitalares tém contribuido para a
emergéncia de casos nos ultimos anos, com distribuicdo das infeccdes em todos os
continentes (Lima, 2014) (Quadro 1).

Quadro 1 — Formas clinicas, distribuicdo geogréafica e espécies de Micobactérias nao
tuberculosas.

Doenca Distribuicao geografica Espécies comuns Especies incomuns
Pulmonar Mundial M. abscessus e MAC M. asiaticum

EUA, Europa, Africa do Sul | M. kansasii M. haemophilum
Linfadenite | Mundial MAC. M. scrofulaceum M. kansasii, M. szulgai

Reino Unido e Escandinavia | M. malmoense M. abscessuis
Disseminada | Mundial MAC M. abscessus

EUA e Africa do Sul M. kansasii M. immunogenum
Cutanea Mundial M. marinum, M. abscessus | MAC

Africa, Asia e Australia M. ulcerans M. szulgai

Fonte: Adaptado por Lima, 2014
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Existem varios relatos da ocorréncia de surtos de infeccdes por MNT apdés
cirurgias de revascularizacdo miocardica, didlise peritoneal, hemodialise, mamoplastia
(pldstica de mama), artroplastias (cirurgia de substituicio de uma articulacdo
comprometida), lipoaspiracdo, mesoterapia (tratamento baseado em aplicacdo de
substancias sob a pele), injecbes subcutaneas de produtos sem registro para
tratamentos alternativos, administracdo parenteral de vitaminas, lidocaina,
procedimentos de acupuntura e até colocacéo de piercing devido a falha na antissepsia
da pele antes do procedimento (Salicio et al, 2009).

As MNT podem acometer os pulmdes, geralmente em pacientes com algum
comprometimento pulmonar de base crénico como pneumoconiose, doenca pulmonar
obstrutiva crénica, tuberculose pré-existente, bronquite crénica, bronquiectasia e doenga
esofagica associada a aspiracdo crbnica de material alimentar pelas vias aéreas. O
diagndstico clinico torna-se complexo devido a similaridade da sintomatologia com as
doencas pulmonares pré-existentes. Os sinais e sintomas das doencas causadas pelas
MNT séo variaveis, inespecificos e na maioria das vezes, se assemelham a evolucao
cronica da tuberculose: tosse crbnica com expectoracdo e menos frequentemente
fadiga, febre, hemoptise e perda de peso (Hadad et al, 2005).

As infec¢cdes mais comuns e graves ocorrem na forma disseminada em pacientes
com a infeccdo pelo HIV, na forma avangcada, em sua maioria por micobactérias do
complexo MAC e geralmente ndo existe comprometimento pulmonar. Nesses pacientes
0 prognoéstico da micobacteriose é grave devido a condicdo de imunosupressao
instalada pelo virus (Katoch, 2004).

As infeccdes cutaneas estdo mais associadas as espécies M. marinum, M
ulcerans, M. fortuitum, M. chelonae e M abscessus. As lesGes geralmente ocorrem apés
traumatismos, fraturas ou injecbes. A doenca cutanea por M. marinum, também,
conhecida como granuloma de piscina, apresenta nédulos eritematosos, isolados ou
multiplos, edemaciados, que surgem em volta do local onde ocorreu o ferimento. Tais
lesbes podem evoluir para necrose e ulceragdo da pele ou permanecer estaveis por
longo periodo. As lesdes sdo Unicas, mas em alguns casos pode haver multiplas les6es
semelhantes a esporotricose. M. ulcerans causa lesdo ulcerada, também conhecida
como Uulcera de Buruli, apresentando evolucdo lenta e progressiva com destruicao
significativa da pele e tecidos adjacentes. A doenca causada por M. ulcerans é
endémica em 32 paises da Africa, oeste do Pacifico, Asia e América do Sul (Hadad et al,
2005).
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Para as micobacterioses uma variedade de quadros clinicos e radiologicos sao
descritas e a forma pulmonar é mais comum em homens, entre 30 e 50 anos,
particularmente ocorrem na presenca de fatores predisponentes: tuberculose residual,
broncoquiectasia, silicose, doenca pulmonar obstrutiva crénica, deficiéncia imunolodgica,
entre outros. Podem se localizar nos pulmdes, brénquios, pleura, ganglios linfaticos,

articulagoes, pele, peritbnio, entre outros. Em criancas a linfadenite é a forma mais

comum, assim como as formas disseminadas e septicémicas (Furini et al 2010).
1.1.5 PATOGENESE E RESPOSTA IMUNE

Ao serem inaladas pelo trato respiratério a partir da agua, poeira ou outros
aerossois as MNT, em geral, sdo retidas pelos cilios nasais ou expelidas pela tosse e
ndo causam doenca. Caso atinjam o0 espaco alveolar, os bacilos infecciosos séo
fagocitados por macréfagos alveolares. Além da inalagdo de aerosséis, a transmissao
MNT pode ocorrer via inoculacdo poés-traumatica. A infeccdo por quebra da barreira
corneana, cutanea ou mucosa, decorrente de procedimentos médicos para fins
terapéuticos (cirurgias laparoscopicas e endoscopia) ou para fins estéticos (cirurgias
plasticas e implantes). Este tipo de infec¢cdo acomete a pele e outros tecidos moles de
individuos imunocompetentes e estd normalmente associada as micobactérias de
crescimento rapido (MCR) tais como M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus, que sdo
habitualmente encontradas no solo e na agua. (Lima, 2014; Campos, 2000).

Em hospedeiros imunocompetentes, os linfocitos CD4 e células natural killer (NK)
podem interagir com as células mononucleares infectadas e matar os microorganismos.
Nos casos de doencas disseminadas por MNT, os pacientes com HIV e niveis de
linfécitos TCD4 inferiores a 50 células/mm?® s&o os mais susceptiveis, reafirmando o
papel critico destas células na defesa contra as micobactérias. Em individuos soro
negativos para o virus HIV as infec¢cbes por MNT disseminadas estdo associadas a
sindromes genéticas como: mutagfes especificas nos genes que codificam o interferon-
y (IFN- y) e interleucina (IL-12), no receptor 1 do IFN-y (IFN-y R1), receptor 2 do IFN- y
(IFN- y R2), receptor da subunidade 3 1 da IL-12 (IL12R B 1), na subunidade p40 da IL-
12 (IL12p40), no transdutor de sinal e ativador da transcricdo (STAT1), e no fator
nuclear-kB modulador essencial (NEMO). A resisténcia contra micobactérias necessita

de eficaz resposta imune mediada por células Thl, pelo IFN- y e induzida por IL-12 e
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fator de necrose tumoral (TNF)-a (Oliveira, 2015; Otenhoff, 2004; Ferraz et al 2011,
Carvalho et al, 2003).

As infeccbes por MNT em mulheres idosas com bronquiectasias/nédulos
pulmonares sem doenca pulmonar, ou imunossupressora preexistente, estimulou
estudos para identificar fatores relacionados ao processo de adoecimento e cura,
certamente ligados ao sistema imune (Campos, 2000). Estudos evidenciaram que 0
processo de adoecimento e gravidade das infec¢cdes micobacterianas esté relacionado a
mutacOes deletérias em qualquer dos cinco genes envolvidos na cascata de citocinas,
IL12B (codificando IL-12p40), IL12RB1 (codificando IL-12RB1), IFNGR1, IFNyR2
(codificando INFyR1 e IFNyR2, respectivamente) ou STATI (codificando o sinal
transdutor associado a INF- y e ativador de transcrigdo), resultando em incapacidade
das células dos pacientes em produzir ou responder ao INF- y (Ottenhoff, 2004).

Além das mutacGes na via da resposta da imune, outras condicdes podem
predispor as infec¢cdes por MNT como a producdo de autoanticorpos anti-IFNy e anti- IL-
12. A doenca disseminada favorecida por autoanticorpos anti-IFN-y pode ser refrataria
ao tratamento com antimicrobinos, mas tratamento com rituximab ou anti-CD20
(anticorpo anti-fosfoproteina glicosilada ativada expressa na superficie de células B)
pode ser bem-sucedido; tratamento com anti-TNF foi associada com infecgdo por MNT
tais como M. haemophilum ou M. avium (Novosad &, Winthrop, 2014).

Observa-se risco aumentado para adoecimento por MNT em pacientes com
doencas crbnicas fazendo uso de corticosteroides orais, ou inalados, prescritos para
suprimir a inflamacdo em portadores de doenca pulmonar (DPOC), asma e artrite
reumatoide. Pacientes em tratamento de cancer também tem risco aumentado, devido
imunossupressdo de quimioterapia antineoplasica, assim como também pacientes
transplantados, principalmente para células estaminais (células com capacidade de se
diferenciar em diversas linhagens celulares) hematopoiéticas (HSCTSs), indicados para
tratar malignidades hematoldgicas, leucemia e mieloma mdultiplo, pois apresentam
anormalidades nas células imunologicas e na fase de reconstituicdo imune h& inducdo

de imunossupressao por HSCTs (Henkle & Winthrop, 2015).
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1.1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Um grande numero de MNT potencialmente patogénico pode ser isolado no
laboratorio clinico. A identificacdo correta das espécies desses organismos € uma das
tarefas mais complexas realizadas em um laboratério de micobacteriologia. A suspeita
clinica de doengca micobacteriana € a principal indicacdo para o isolamento e
identificacdo de MNT como agente etiologico, que deve ser realizada por métodos
microbioldgicos, fenotipicos, imunocromatograficos e moleculares (Ngan, Jureen, Teo;

2011).

1.1.6.1 EXAMES MICROBIOLOGICOS

Os principais métodos para deteccdo e controle de micobacterioses, sdo a
bacterioscopia e cultura. Colbnias isoladas em cultura in vitro favorece posterior
identificacdo de espécies/complexos e a determinagdo de sensibilidade aos farmacos
(Mota, 2011).

A bacterioscopia é realizada através da pesquisa de bacilos alcool acido
resistentes (BAAR). O material é preparado em lamina, corado pelo método Ziehl-
Neelsen (ZN) e visualizado em microscopio. Os bacilos se coram em vermelho contra
fundo azul (Mota, 2011; Spada, 2009) (Figura 2).

Figura 2: Bacilos alcool &cido resistentes em esfregaco corado pelo Método
Ziehl Neelsen e visualizada por microscopia 6tica. Fonte: CDC, 2014.
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E um procedimento simples e de baixa complexidade, rapido e facil execucéo.
Entretanto, possui baixa sensibilidade (30% a 80%), principalmente em espécimes
paucibaculares, bem como baixa especificidade, pois ndo distingue as espécies
micobacterianas (Silva, 2013).

A cultura é o padrdo ouro, e é indicada para os suspeitos de infeccdo pulmonar
com baciloscopia negativa e para o diagnéstico de formas extrapulmonares como
meningoencefélica, renal, pleural, 6ssea ou ganglionar. Esta indicada nos casos de
suspeita de resisténcia bacteriana as drogas, seguida do teste de sensibilidade, e dos
casos de abandono de tratamento, recidiva, faléncia de tratamento e suspeita de casos
multidroga resistente (Feyzioglu et al, 2014; Silva, 2013; Costa, 2006). Os meios soélidos
de cultura mais usados sdo Lowenstein Jensen (LJ) e Ogawa-Kudoh (OK), produzidos a
base de ovos, e sdo métodos padronizados e recomendados pelo Ministério da Saude
para uso em laboratérios de referéncia. O meio de OK é preconizado para uso em
laboratérios regionais e locais, sua técnica é indicada para processos de descentralizacao
em areas de dificil acesso, além de econdmico oferece risco equivalente ao da técnica de
baciloscopias (Oliveira, Lima, Moura; 2011). O meio LJ € utilizado no isolamento
micobacteriano em amostras pulmonares e extra-pulmonares e o meio de OK somente
para amostras pulmonares (escarro). Os espécimes clinicos sdo semeados em ambos 0s
meios, sem ou com acido para-nitrobenzéico (PNB), onde o crescimento de M.
tuberculosis € inibido e as MNT sao resistentes. A leitura/ acompanhamento das amostras
para visualizacdo de colbnias sugestivas de micobactérias, e/ou contaminacdo e/ou
auséncia de crescimento (cultura negativa), ocorre ao fim em 8 semanas sucessivas
(Brasil, 2008; Palaci et al, 2013).

Os meios de cultura liquidos (meio Middlebrook) sdo meios mais enriquecidos, o
gue lhes confere uma maior sensibilidade. O aparecimento de sistemas automatizados e
semi-automatizados de leitura do crescimento das micobactérias constituiram um
importante avangco na micobacteriologia, pois permitem deteccdo mais rapida e precoce
do crescimento utilizando diferentes métodos: i) radiométrico (libertacdo de CO2
marcado por Carbono 14, no Bactec 460TB®), ii) fluorimétrico (liberacdo de um
composto fluorescente devido ao consumo de O2 , no MGIT® e no Bactec MGIT 960®),
iii) colorimétrico (baseado na aquisicdo de cor por parte do meio de cultura, através de
uma reacdo de reducédo secundaria ao consumo de O2 , no MBRedox ®). Atraves
desses sistemas obtém-se uma cultura positiva entre 5 a 15 dias, sendo 0s mais

indicados para a deteccao de casos novos, entretanto, tem a desvantagem de serem
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mais propicios a contaminacao por outras bactérias (Bento et, al 2010; Feyzioglu et al,
2014).

Devido a presencga ubiqua das MNT no ambiente/natureza € necessario cuidado
qguando a cultura é positiva e interpretar adequadamente: contaminacao, colonizacao ou
doenca. Assim, uma Uunica cultura positiva de expectoracdo, especialmente com
pequeno numero de organismos, ndo € suficiente para diagnosticar a doenca por MNT.
Foi sugerido que o trato respiratorio pode ser colonizado na auséncia de micobacteriose,
particularmente em pacientes com doenca respiratoria cronica, referindo-se, entdo como
“colonizagcédo”. O complexo M. avium (MAC) constitui 0 microrganismo predominante
nestes casos (Brasil, 2009). Estudos mais recentes com tomografias computadorizadas
de alta resolucdo mostraram que esses pacientes geralmente tém uma combinacao de
bronquiectasias multifocais e doeng¢a parenquimatosa nodular, sendo que esta ou ambas
sao agora percebidas como devidas a doenca micobacteriana. A colonizacédo no sentido
verdadeiro (isto é, ndo invasdo de tecidos) é provavelmente rara. A partir dessas
observacdes, o diagndstico de doenca pulmonar causada por MNT geralmente ndo é
dificil se uma combinacdo de critérios clinicos, radiograficos e bacterioldégicos forem
utilizados. A avaliagcdo minima deve incluir trés ou mais espécimes de expectoracdo para
BAAR e outros testes devem ser realizados para excluir, patologias como tuberculose e
neoplasia pulmonar (Antunes et al, 2012; Rui&Sarmento,1999; Wassilew et al, 2016).

A partir do crescimento bacteriano pode-se executar a visualizacdo da formacéo de
corda. O fator corda € um efeito causado por um componente da parede celular das
micobacterias o acido micdlico trealose 6,6-dimicolato (TDM), que esta envolvido em
importantes mecanismos imunomoduladores responsaveis pela viruléncia das
micobactérias (Hunter et al, 2006; Richmond & Cummings, 1950). A presenca da TDM
pode ser um fator determinante no sucesso da infeccdo por M. tuberculosis e na sua
sobrevida nos macrofagos por meio da inibicdo de eventos de fusdo de fagossomos e
lisossomos durante a infeccdo (Indrigo et al, 2003). Embora mais comum em M.
tuberculosis, ocasionalmente pode estar presente em MNT tais como M. kansasii, M.
terrae, M. phlei, M.chelonae e M. fortuitum (Coelho et al, 2007). E caracterizado por
bacilos distribuidos em forma de palicada com aspecto de corda, ou como grumos
compactados na forma de borrdo avermelhado evidenciados pela coloracdo de Ziehl-
Neelsen (Figura 3). S&o melhores observados em cultura liquida, mas a cultura em meio
sélido permite avaliar a microscopia quanto: pureza da cultura, presenca de BAAR além
da formacéo de fator corda (Brasil, 2008; Silva, 2012).
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Figura 3. Coloracao pela técnica de Ziehl Neelsen em meio liquido de isolamento:
a) M. tuberculosis evidenciando o fator corda. b) M. kansasii com auséncia do
fator corda (Adaptado de Coelho et al, 2007).

1.1.6.2 METODOS FENOTIPICOS

Métodos fenotipicos para diferenciacdo das espécies de MNT mais utilizados séo:
testes de producéo de pigmento, crescimento a 45°C e a 25°C, determinacao do tempo
de crescimento em LJ, meio Sauton com acido picrico e em agar comum, inibicdo de
crescimento em meio com NaCl 5%, arilsulfatase, hidrélise do tween 20, B-
galactosidase, reducdo do telurito de potassio, inibicdo do crescimento em meio
contendo PNB, reducdo do nitrato, urease e pirazinamidase (Silva, 2012; Cerca,2010).
Para MCR os testes de captacéo do ferro, inibicdo de crescimento em meio contendo

citrato de sédio, manitol e inositol séo utilizados (Wildner, 2012).

1.1.6.3 METODOS IMUNOCROMATOGRAFICO

A MPT64 é uma proteina secretora de 24 kDa, codificada pelos genes da regido
RD2 e é um dos principais antigenos do Complexo Mycobacterium tuberculosis, é
descrito como especifico por diferenciar o CMTB de MNT(Abe et al, 2011; Maurya et al,
2011). A Diagnostics, Inc. (SD) (Yongin, Coréia) desenvolveu o SD BIOLINE TB
AgMPT64 teste RAPID®, que utiliza anticorpos monoclonais de rato anti-MPT64 capaz
de distinguir por imunocromatografia 0 CMTB das MNT. E operacionalmente simples
sensivel, especifico e pode ser realizado a partir de crescimento em meios de culturas
sélidos e liquidos. Entretanto, tem por desvantagem gerar resultados falso-negativos em
virtude da baixa quantidade de bactérias nas culturas ou por mutagdes no gene MPT64
(Bensi et al, 2013; Silva, 2012).
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1.1.6.4 METODOS MOLECULARES

A identificacdo de micobactérias atraves de métodos convencionais fenotipicos
oferece desvantagens, pois a demora em obter resultados e a dificuldade em diferenciar
as espécies provoca impacto importante na escolha do tratamento adequado para o
paciente (Wildner et al, 2011; Cerca, 2010). Nos ultimos anos foram desenvolvidos,
métodos moleculares, rapidos e sensiveis: Técnhicas baseadas em PCR (Polimerase
Chain Reaction), sequenciamento de DNA e hibridizagcdo de acidos nucleicos com
sondas (Rodrigues, 2012; Wildner 2012; Devallois, Goh, Rastogi; 1997).

Os métodos moleculares embora mais acurados ainda sédo de alto custo para
paises em desenvolvimento, pois necessita de estrutura fisica adequada e pessoal
especializado. Sondas especificas de espécies para MAC reduz significativamente o
tempo necessério para indicar a presenca de MAC em oposi¢do ao método anterior por
testes bioquimicos. Em alguns outros casos, por exemplo, histopatologia sugestiva de
infeccdo micobacteriana com culturas negativas ou sem culturas realizadas, os métodos
moleculares auxiliam em demonstrar a presenca de DNA micobacteriano e o provavel

organismo e sua especiagao (Simeéo et al, 2009).

1.1.6.4.1 TECNICAS BASEADAS EM PCR (PRA-hsp65)

O PRA-hsp65 (Polimerase Chain Reaction Restricition Analysis of the gene heat
shock pprotein 65) € o método molecular usado para identificar as espécies de MNT,
através da comparacéo de padrbes de fragmentos génicos por restricdo enzimatica de
gene alvo. Resumidamente, um fragmento de 439 pares de base (pb) do gene hps65 é
amplificado por reacéo de cadeia da polimerase (PCR), utilizando como iniciadores o par
de primers Tb11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tb12 (5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT). Os produtos gerados sao entdo submetidos a digestéo
enzimatica com as enzimas de restricdo BstE Il e Hae Il. Os fragmentos obtidos sao
entdo resolvidos em gel de agarose e os padrdes obtidos sdo comparados com padrdes
conhecidos arranjados em algoritmico. Embora o método apresente alta especificidade
a sensibilidade é variada, pois, algumas espécies apresentam perfil de PRA ainda néo
descrito na literatura. Entretanto, € um método rapido, ndo requer organismos viaveis,
possibilita determinar taxonomia, separando subespécies e caracterizando novas

espécies, devido a variabilidade da sequéncia do gene alvo. (Nunes, 2012; Costa, 2012;
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Cardoso, 2012). Requer equipamentos basicos de PCR e de eletroforese em gel de
agarose (Wildner et al, 2011) (Figura 4).
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Figure 15 - Algorithm of PRA patterns.
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Figura 4: Método Molecular PRA-hsp 65(andlise de restricdo enzimatica do gene hsp65)

(Adaptado apresentacdo LOPES, 2010).
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1.1.6.4.2 GeneXpert

Em dezembro de 2010, a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) aprovou a
utilizacado do teste comercial Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Inc.). Este teste consiste de
uma plataforma totalmente automatizada baseada na hemi-nested-PCR em tempo real
(RT-PCR). O teste emprega cinco sondas de hibridizacdo de diferentes &cidos nucleicos
na mesma reacdo multiplex. Cada sonda é complementar a uma sequéncia alvo
diferente dentro do gene rpoB de M. tuberculosis, suscetivel a rifampicina, e € marcada
com um fluoréforo de cor diferente. Juntas, estas sondas abrangem toda a regido central
de 81 pb do gene rpoB (Figura 5) (Pinto et al, 2015; Lawn &Nicol; 2011; Pinhata, 2014 ).

A
rpoB l

o Sequencia alvo 81pb N o

11150 GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG11230

B

I ) A I
L, W o+ AN\ = 1 T
o < X L o
Sonda hibridizada
ao fragmento alvo

Sequencia alvo

Sinalizador amplificada

Molecular

Figura 5: Representacdo esquemética A) da sequéncia alvo da regido central do gene rpoB e as
sondas complementares ao alvo de 81 pares de base (pb); B) Tecnologia de base molecular.

O gene rpoB, codifica a subunidade B da RNA polimerase, sitio-alvo da
rifampicina. Portanto, o teste detecta M. tuberculosis em espécimes clinicos pulmonares
e extrapulmonares e mutagBes no DNA associadas a resisténcia a rifampicina (RIF),
simultaneamente. Tem por desvantagem alto custo e produzir resultados de resisténcia
falsos positivos. Tem por vantagem a alta sensibilidade e, portanto, € util para apoiar
politicas de saude publica de paises com alta carga bacilar para auxiliar no diagnostico
da TB, pois € um teste rapido (2 horas), realizado diretamente do espécime clinico de
expectoracdo. Essa tecnologia reduz a carga de trabalho e o custo da triagem inicial
com testes convencionais, mas nao os substituem (Piatek, et al 2013; Lawn &Nicol;
2011)
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1.1.6.4.3 HIBRIDIZACAO DE ACIDOS NUCLEICOS COM SONDAS

Sdo os métodos moleculares mais bem sucedidos para a identificacdo de
micobactérias. Os principais sistemas comerciais disponiveis sdo o AccuProbe (GEN-
Probe Inc., USA), INNO-LIPA Mycobacterium (Innogenetics NV, Bélgica) e GenoType
Mycobacterium CM (Hain LifeScience)(Nunes, 2014).

O sistema AcuProbbe utiliza sondas especificas de DNA, conjugadas com
marcador quimioluminescente, que deverao hibridizar com o RNA ribossomal (rRNA),
extraido de crescimento bacteriano, formando complexo DNA-RNA estavel. O reagente
diferencia as sondas hibridizadas das né&o hibridizadas e a reagdo é detectada pela
emissdo de luz que é proporcional a hibridizacdo. Apesar de ser rapido, sensivel e
especifico, apresenta alto custo, mas ndo permite identificar todas as espécies de MNT
patogénicas (Cerca, 2014; Rodrigues, 2012; Neokanis et al, 2008; Mota, 2011).

A tecnologia de INNO-LIPA Mycobacterium (Innogenetics NV, Bélgica) e
GenoType Mycobacterium CM/AS (Hain LifeScience) utiliza o principio da hibridizacéo
reversa ou tecnologia de “DNA strips” (Sondas em tira), com sondas imobilizadas em
linhas paralelas sobre membrana de nitrocelulose e com deteccao luminescente, que é
proporcional a quantidade de hibridizacdo (Cerca, 2014; Rodrigues, 2012). Os sistemas
de sonda GenoType Mycobacterium CM, para micobacterias comuns, e a versao AS,
para adicional deteccdo de outras MNT (Hain LifeScience), sdo ensaios comerciais que
permite a deteccdo e identificacdo ao nivel de espécies de micobactérias, obtidas a
partir de culturas positivas em meio liquido ou sdélido, tais como: M. avium subspécies,
M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. marinum-M. ulcerans, M.
peregrinum, e de M. tuberculosis complex, e M. xenopi; e para as espécies: M. simiae,
M. mucogenicum, M. goodie, M. cellatum, M. smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum,
M. heckeshornense, M. szulgai, M. phlei, M. hemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M.

gastri, M. asiaticum, e M. shimoidei, respectivamente (Gitti et al, 2006).

1.1.6.4.4 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Metodologia considerada padrdo-ouro para micobactérias, entre as técnicas de
biologia molecular. Usa como marcadores o sequenciamento de fragmentos de alguns
genes presentes nas micobactérias: hsp65, rpoB e 16S rRNA (Costa, 2012). A técnica é

realizada através, da amplificagdo do DNA da micobactéria através de “primers”,
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especificos para os genes alvos e comparacdo das sequencias obtidas com as
sequencias de referéncia depositada em bases de dados. O sequenciamento de 16S
rRNA favorece estudos taxondmicos, devido ocorrerem mutacdes lentas e constantes, o
gene hsp65 permite diferenciar uma variedade de espécies de micobactérias, com
excecao de espécies MAC e CMTB e o sequenciamento do gene rpoB permite distinguir

micobactérias de crescimento lento e rapido (Cerca, 2010).

1.1.7 TRATAMENTO

O tratamento das MNT ¢é lento, caro e complexo, aspectos importantes para a
adesdo dos pacientes (Wassillew et al, 2016) Elas sdo naturalmente resistentes aos
farmacos tuberculostaticos ou tem pouca sensibilidade, que é varidvel entre as
diferentes espécies. A resisténcia esta relacionada a mutacdes em diferentes genes e
associada ao tratamento inadequado. (Nunes, 2014). A identificacdo das espécies é
fundamental para indicacdo do esquema terapéutico. Dentre as espécies mais
resistentes destacam-se MAC, M.fortuitum e M. chelonae, e exigem terapia com
multiplos farmacos (Wildner, 2012).

Estudos randomizados relacionados a terapia para varias espécies de MNT sao
poucos na literatura; sabe-se que para alguns farmacos e espécies, ndo ha correlacao
de suscetibilidade in vitro com resposta efetiva in vivo (Wildner, 2012). Assim, a
American Thoracic Society (ATS, 2007) e o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2011) recomendam a concentrag¢do inibitéria minima, em meio liquido, como
método padrdo para a escolha das drogas para tratamento, entretanto deve ser aplicado
apenas as espécies: MAC, Mycobacterium kansasii e Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium peregrinum
(Bombarda, 2011).

As recomendacdes de tratamento baseiam-se em estudos retrospectivos, e a
duracdo da terapia estende-se até 12 meses ap0s a negativacdo da baciloscopia. A
tabela 3 mostra os principais esquemas terapéuticos para as espécies de manifestacao
pulmonar (Costa, 2012).

Os macrolideos sédo fundamentais no tratamento da maioria das infecgBes por
MNT em formas pulmonares, com excecdo de M. kansasii. A droga principal no

tratamento de infeccdo pulmonar por M.kansasii é a rifampicina combinada com
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etambutol, isonizada e/ou um macrolideo. Para o complexo MAC, na forma pulmonar,
claritromicina e amicacina sdo as Unicas drogas com boa correlacdo entre a
suscetibilidade in vitro e in vivo, geralmente combinada com etambutol ou rifampicina.
Mas nos casos com sorologia positiva para HIV a rifabutina € preferivel a rifampicina,
devido a interacdo medicamentosa e efeitos adversos. A infeccdo pulmonar causada
por M. abscessus pelo menos duas drogas sao utilizadas: amicacina, cefoxitina,
imipinem ou tigeciclina (injetaveis) e mais trés drogas orais: ciprofloxacina, doxicilina e
linezolida (Wassilew, 2016).

TABELA 3 — Regimes de tratamento recomendados para as mais frequentes
micobactérias nao tuberculosas associadas a doenca pulmonar

Espécies Tratamento

M. malmoense | RIF, INH e EMB + macrolideo + quinolona
RIF. EMB e macrolideo. Incluir aminoglicosideo para doenca cavitiria. Se houver

MAC resisténcia ao macrolideo, usar RIF, INH, EMB e AMC/STR (primeiros 3-6 meses).
Administrar 3 vezes por semana para doenca limitada e diariamente para as formas mais
extensas

M. xenopi CLA. RIF. INH. EMB = STR (primeiros 3-6 meses)

M. hansasii RIF. INH e EMB. Se houver resisténeia a RIF, usar INH, EMB, STX, + AMC/STR

o (primeiros 3-6 meses)

M. gordonae 2 agentes com susceptibilidade in vitro

M. chelonae CLA + agente adicional (susceptibilidade in vitro)

M. fortuitum 2 agentes com susceptibilidade in vitro

M. abscessus Macrolideo + 1-2 agentes adicionais + resseccio se a doenca for mitada

Notas: RIF: nifampicina, INH: 1sontazida, EMB: etambutol, AMC: amicacma. STR: estreptomicina, CLA:
clantromicina, STX: sulfametoxazol.

Fonte: (Adaptado de Costa, 2012).

Sao comuns eventos adversos medicamentosos associados as drogas, 0 que
leva a um mau prognostico, principalmente em pacientes idosos ou com doenca
imunossupressora. Em casos de faléncia ao tratamento, especialmente na forma
pulmonar pode-se considerar a realizacdo de cirurgia (Poroca, 2009; Castro, 2012).
Pacientes com HIV/AIDS, artrite reumatoide, doencas pulmonares crbnicas e
transplantados, devem ter seu quadro clinico avaliado antes da instituicdo da terapia.

Em portadores de artrite reumatoide com infeccdo pulmonar por MNT, na auséncia da
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melhora clinica, o tratamento por MNT deve ser suspendido para evitar progressao da
doenca e Obitos, devido doenca pulmonar subjacente. Para pacientes transplantados
observou-se que para o controle da infeccdo por MNT € necessario a diminuicdo da
medicacdo imunossupressora, a fim de melhorar a funcdo imunolégica. Em pacientes
com HIV/AIDS bem avaliada recomenda-se suspender o tratamento antimicrobiano a fim
de melhorar a resposta imunoldgica e a sobrevida desses individuos (Arend, Soolingen,
Ottenhof, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

As infec¢cdes por micobactérias ndo tuberculosas cada vez mais apresentam
relevancia clinica. A crescente prevaléncia de doencas devidas a MNT esta relacionada
tanto a interacdes mais intensas de seres humanos com certos tipos de ambiente, como
as mudancas demogréficas da populagéo, incluindo um numero crescente de pessoas
imunossuprimidas por infecgdo por HIV, malignidade ou intervencdo médica. Muitas
MNT sao patdégenos oportunistas significativos em pacientes com imunossupressao
grave, mas sdo causas de doenca em individuos imunocompetentes. Portanto, estudo
da prevaléncia de infecgcbes associadas a micobactérias ndo tuberculosas €
fundamental. Em paises onde a tuberculose ainda é endémica, é necessario conhecer
se esta ocorrendo modificagdes clinico-epidemiolégicas relacionadas as infeccdes
micobacterianas. As suas formas clinicas assemelham-se as formas clinicas de
tuberculose e o diagndstico clinico e laboratorial precoce € importante para auxiliar o
manejo clinico do tratamento dos pacientes. Embora para a tuberculose os esquemas
terapéuticos estejam bem definidos, para as MNT esta relacionado a espécie
isolada/agente etiolégico da infeccdo e, para algumas espécies, a combinacdo de
drogas ndo garante a cura, além do tratamento se estender por longos periodos
oferecendo toxicidade ao paciente. Assim, somente apds a identificacdo das espécies o
clinico tem possibilidades de melhor orientar a administracéo do tratamento das MNT.

Diante disso, identificar os principais agentes etioldgico de micobacterioses sob
aspectos clinicos, epidemiologicos e laboratoriais, a partir de coleta de dados nos
LACENSs, possibilitard ampliar o conhecimento sobre as infeccdes micobacterianas e

fomentar acdes de prevencéao e controle dessas doencas no estado.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Analisar 0s aspectos epidemiologicos das infeccoes de fonte humana por
micobactérias ndo tuberculosas em culturas positivas isoladas no Laboratério Central de
Saude Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI) no periodo de janeiro de 2010 a julho de

2016.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar as espécies de micobactérias ndo tuberculosas isoladas;

e Analisar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e epidemiolégicas dos pacientes

com infeccdes por micobactérias ndo tuberculosas;

42



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Estadual
do Piaui, sob CAAE n° 56484916.9.0000.5209, parecer 1.893.057. A coleta de dados
dos sistemas de informacdes do LACEN-PI foi autorizada pela instituicdo através do
Termo de Autorizagéo de Banco de Dados e Carta de Anuéncia. Para a transcricdo dos
dados para software de analise estatistica a identidade dos pacientes foi preservada e

mantida em confidencialidade.

4.2 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo descritivo, do tipo série de casos, para a identificacédo de
micobactérias nao tuberculosas de espécimes clinicos referenciados ao Laboratorio
Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI), entre janeiro de 2010 a julho
de 2016.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

A coleta de dados foi realizada no Laboratério de Tuberculose do LACEN-PI por
consulta aos softwares do Sistema Gerencial Laboratorial - GAL (Anexo A), para
solicitacao/cadastros de exames, e do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacéo
— SINAN (Anexo B). O GAL ¢é uma ferramenta que gera relatérios
epidemioldgicos/laboratoriais e o SINAN gera relatérios clinicos/epidemioldgicos. Para
avaliar o perfil dos pacientes foram analisadas as seguintes variaveis: i) demograficas:
idade, sexo, ocupacdo, municipio de residéncia; ii) laboratoriais: tipo de amostra,
baciloscopia, cultura, fator corda, inibicdo pelo &acido p-nitrobenzdico (PNB) para
diferenciar CMTB de MNT, detec¢do de MPT64 em cultura e teste molecular GeneXpert
para identificagdo de M.tuberculosis e resisténcia a rifampicina, e iii) clinica: paciente
com tratamento anterior para tuberculose, alteracdo de raio-X de térax, sorologia para

HIV e agravos associados e desfecho do caso.
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4.4 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O estado do Piaui € constituido por 224 municipios e esté localizado na regiao
Nordeste com extensdo territorial de 251.611,934 Km? e populacdo de 251.611,934
habitantes (IBGE, 2010). ApGs a capital Teresina (847.430 habitantes), o municipio de
Parnaiba (145.705 habitantes) é o mais populoso e sdo o0s Unicos do estado que
realizam cultura para identificacdo de micobactérias pelo Método Ogawa-kudoh. Os
servicos de saude do estado, frequentemente, recebem pacientes de estados vizinhos,

principalmente Maranhéo (Figura 6).

Legenda

@ Maranhio
Teresina
@ Pamaiba

Figura 6: Mapa dos estados da federacéo do Brasil, com a localizagdo do estado do
Piaui e seus municipios Teresina e Parnaiba participantes do estudo.
Fonte: Lima & Santos, 2017.

4.5LOCAL DO ESTUDO E PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

O Laboratério Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI) é
referéncia estadual para realizacdo de metodologias como identificacdo e teste de
sensibilidade de micobactérias com crescimento em meio Ogawa-Kudoh, semeados a
partir de espécimes de escarro e provenientes de outras unidades laboratoriais, e

realizacdo de exames a partir de espécimes pulmonares e extrapulmonares nos meios
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sélido LJ e liquido Middlebrook 7H9 (automatizado). Os testes moleculares (PCR em
tempo real ou teste rapido molecular-Xpert/MTB RIF) foram realizados para as amostras
de escarros oriundas de municipios fora da capital Teresina, do sistema prisional,
servicos de saude privados, e amostras pulmonares e extrapulmonares dos diversos
servicos de saude. A confirmacéo e identificacdo das espécies de Micobactérias nao
tuberculosas por métodos fenotipicos e moleculares foram realizadas no Centro de
Referéncia Professor Hélio Fraga — CRPHF, Fiocruz/Rio de Janeiro.

4.6 PERIODO DO ESTUDO

O estudo abrange dados de pacientes com infeccbes por micobactérias néo

tuberculosas no periodo compreendido entre janeiro de 2010 a julho de 2016.

4.7 POPULACAO

Foram incluidas informacbes clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais de
pacientes com diagndéstico de micobacterioses, cujas amostras foram referenciadas ao

Laboratorio Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga do Estado do Piaui.

4.8 FLUXOGRAMA DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico laboratorial de micobactérias nédo tuberculosas foi realizado
seguindo as orientacfes do fabricante para técnicas automatizadas e as orientacdes do
Protocolo de Nacional de Vigilancia Laboratorial de Tuberculose e outras micobactérias
(Brasil, 2008) para técnicas convencionais. A Figura 7 demonstra o fluxograma do

LACEN-PI ao receber amostra clinicas:
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AMOSTRA BIOLOGICA (Laboratorio Municipal)
Pulmonar e extrapulmonar Amostra — Escarro

| |

(LACEN-FI) ! Baciloscopia e Cultura sélida OK

|

| Baciloscopia | ‘ GeneXper‘L| | Cultura liguida e sdlida {(OkJ/LJ) |

|Positiva ‘ | MNao detectavel || Positiva

Colfnias acromogenas; lisas;
pigmentadas ou rugosa; fator corda
negativo MPT 64; ndo reagente e
PMNB positivo

MNT

Identificacdo Fenotipica e
Maolecular (CRPHF)

Figura 7: Fluxograma de rotina laboratorial seguido pelo LACEN-PI para realizar
diagnéstico de micobactérias ndo tuberculosas (MNT).

OK: meio sélido de Ogawa Kudoh. LJ: meio sélido de Léowenstein-Jensen. CRPHF: Centro
de Referencia Prof. Hélio Fraga, Fiocruz/RJ.

4.8.1 BACILOSCOPIA

Realizada pelo método de coloracdo de Ziehl Neelsen em lamina de vidro,
onde foram confeccionados o0s esfregacos com amostra fixada em chama e
posteriormente, coberta em toda sua extensdo com o corante fucsina. A parte inferior da
lamina foi aquecida em chama do bico de Bunsen, até a emissdo de vapores. ApoOs
cinco minutos, lavou-se a lamina com agua corrente. O esfregaco foi coberto com
solucé@o alcool-4cido em toda sua extensdo por 1 minuto. Apds lavagem, a lamina foi
coberta em toda sua extensédo com azul de metileno por 2 minutos e seguindo-se nova
lavagem (Figura 8). A lamina foi, entdo, posicionada em pé para secagem e analisada

por microscopia éptica com objetiva de imersao 100x.

46



RN

Figura 8: Fixacdo de esfregaco, lavagem da fucsina em agua corrente e sentido
de leitura ao microscopio 6tico. (BRASIL, 2008).

Os resultados da baciloscopia de amostra outras que néo escarro e escarro
sao registrados de forma diferente. As amostras outras que ndo escarro € positiva com
qualquer gquantidade de BAAR. As amostras de escarro, sua positividade é semi-
quantificada de acordo com o ndmero de bacilos alcool-acido resistentes presentes na
lamina/nimero de campos examinados, conforme preconizado pelo Ministério da Saude
e descrito na tabela 4 (Brasil, 2008).

Tabela 4: Critérios para Leitura e Interpretacdo dos Resultados da Baciloscopia de
Escarro, corada pelo Método de Ziehl-Neelsen.

Visualizacdo microscopia Resultado
N&o sdo encontrados BAAR/100 campos visualizados NEGATIVO
Quantidade de BAAR
Sao encontrados de 1 a 9 BAAR/100 campos visualizados encontrada
S&o encontrados de 10 a 99 BAAR/ 100 campos
visualizados POSITIVO (+)

Se é encontrada em média de 1 a 10 BAAR/campo, nos

primeiros 50 campos observados POSITIVO (++)

Se é encontrada em média mais de 10 BAAR/ campo, nos

primeiros 20 campos observados POSITIVO (+++)

Fonte: Adaptada de Brasil, 2008.
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4.8.2 CULTURA
4.8.2.1 CULTURAS EM MEIO SOLIDO

Foram usados meios solidos enriquecidos a base de ovo, OK e/ou LJ. Para as
amostras de escarro espontaneo, antes da semeadura no meio de OK procedeu-se a
descontaminacdo do espécime clinico com NaOH 4%. As amostras extrapulmonares
foram centrifugadas por 15 minutos a 3.000 x g, descontaminadas pelo método Petroff
modificado (NaOH 2%), inoculadas nos meios de cultura e incubadas em estufa
bacteriologica entre 35 e 37° C, com tampa do frasco semi- rosqueada. Os tubos foram
totalmente rosqueados apés 48 h de incubacédo, verificando-se a presenca de
contaminacdo (presenca de bactérias, fungos, alteracdo de coloragdo do meio ou
liquefagéo). Os tubos contaminados eram descartados e a informagao era registrada no
“Registro de cultura em meio sélido e teste de sensibilidade” e no sistema de informacéao
GAL. No caso de crescimento microbiolégico sem contaminag¢édo durante as 8 semanas
de incubacdo, as variaveis: data da leitura, ndmero de colbnias visualizadas,
caracteristicas morfologicas das colénias em relacdo a presenca de pigmento, aspecto
(lisa ou rugosa) (Figura 9), e contaminacdo parcial ou total de cada tubo foram

registradas no GAL.

Figura 9: Crescimento micobacteriano em meio sélido. A)
Cultura de micobacterias ndo tuberculosas (MNT) em meio
Loewenstein Jensen. B) Culturas com coldnias do
Complexo Mycobacterium tuberculosis em meio Ogawa
Kudoh. (Arquivo LACEN, 2017).

Os critérios para leitura das culturas com crescimento em meio sélido sao
apresentados na escala semiquantitativa descritos na tabela 5.
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Tabela 5: Critérios para leitura de culturas em meio sélido.

COLONIAS RESULTADO
Menos de 20 colbnias Cultura Positiva (nUmero de col6nias).
De 20 a 100 colbnias Cultura Positiva (+).
Mais de 100 colonias separadas Cultura Positiva (++)
Colbnias confluentes (tapete) Cultura Positiva (+++).

Fonte: Adaptada de Brasil, 2008.

4.8.8.2 CULTURAS EM MEIO LIiQUIDO

O sistema automatizado MGIT “Mycobacteria Growth Indicator Tube” (Becton &
Dickinson) é um meio liquido (Middlebrook 7H9), acrescido de PANTA (mistura de
antibiéticos polimixina B, anfotericina B, carbenicilina and trimetoprim) e suplemento
OADC (acido oleico, albumina bovina, dextrose, catalase), acondicionados em um tubo
com sensor fluorescente sensivel ao oxigénio, o composto de ruténio pentahidratado
com base. A multiplicagdo bacteriana no tubo MGIT BBL (Tubo Indicador do
Crescimento de Micobactérias MGIT BBL de 7 ml) é identificada logo na fase inicial,
através dessa fluorescéncia (Figura 10). Essa metodologia permite processar amostras
pulmonares e extrapulmonares, exceto urina e sangue. Ao tubo MGIT BBL adiciona-se
0,8 mL do suplemento OADC e em seguida 0,5mL da amostra (escarro descontaminado
como acima descrito com NaOH 4%). Os tubos MGIT BBL séo, entdo, acondicionados
em bandejas de incubacdo conforme instrucbes do manual BACTEC MGIT (BD
Diagnostics, Sparks, MD, USA).

Figura 10: Equipamento automatizado para cultivo de micobactérias em meio
de cultura liquida, método BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator
Tube). (Adaptado de http://www.bd.com/ds/productCenter/MT-
BactecMqit960.asp/ e Arquivo LACEN-PI).
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4.8.3 PROCEDIMENTOS PARA IDENTIFICACAO DE CRESCIMENTO
MICOBACTERIANO EM MEIO DE CULTURA
As colbnias visualizadas nos tubos de cultura sélida de OK e LJ foram
submetidas aos métodos de identificacdo morfoldgica, enzimética, imunocromatografica

e molecular para confirmacdo das espécies de micobactérias.

4.8.3.1 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA
As culturas foram observadas quanto ao crescimento macroscopico de colbnias
a cada sete dias, por um periodo méaximo de oito semanas. Foram registrados o tempo
de crescimento, pigmentacdo e morfologia. A presenca do fator corda em esfregaco
corado pelo Ziehl-Neelsen, mais comumente presente para CMTB, foi visualizado por

microscopia oOtica.

4.8.3.2 IDENTIFICACAO ENZIMATICA

A niacina tem um papel vital nas reacdes de oxirreducdo e na sintese metabolica
das micobactérias. Todas as micobactérias produzem o acido nicotinico, porém
comparativamente M. tuberculosis, assim como M. africanum, tem um bloqueio
metabdlico na via biosintética do NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo), acumulando
maior quantidade de niacina sendo Util para sua identificacdo, embora testes adicionais
devam ser realizados, pois algumas MNT produzem resultados positivos para a niacina
(M. simiae, M. chelonae e M. marinum). O teste de niacina foi realizado em fita de papel,
as colbnias das culturas foram diluidas em 1,5 ml de 4gua destilada e inserida uma fita
de papel (KIT PROBAC). O teste foi considerado positivo quando ha formacgéo de cor
amarela no tubo suspensdo micobacteriana. Ndo é considerada cor amarela da fita de

niacina, e sim a cor amarela visualizada no extrato da cultura (Figura 11).
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Figurall: Teste da producgéo de niacina em papel.
() micobactéria ndo tuberculosa negativo e (+) M.
tuberculosis. (Adaptado Arquivo LACEN, 2017).

4.8.3.3 IDENTIFICACAO IMUNOCROMATOGRAFICA

Esse teste foi usado para identificacdo rapida do complexo M. tuberculosis a partir
de crescimento bacteriano. Para o meio solido houve a preparagdo da amostra,
utilizando-se 3 a 4 colénias que foram suspensas em 100ul de tampao de extracdo. Para
a cultura liquida adicionou-se diretamente 100ul do crescimento, ou 100ul da suspenséao
de crescimento de meio solido em tampéao de extracdo, na cavidade do dispositivo do
teste. A leitura foi realizada apdés 15 minutos, e considerou-se positivo quando
apareceram duas linhas coloridas na janela de resultados, a linha controle “C” e a linha
teste “T” (TB Ag MPT64 TEST BIOEASY) (Figura 12).

NC 1 2 3 4

— — + + +

Figura 12: Deteccdo do Complexo Mycobacterium
tuberculosis pelo kit SD BIOLINE TB AgMPT64. NC=
controle negativo, - = teste negativo em Micobacterias
nao tuberculose. + = teste positivo M. tuberculosis.

51



4.8.3.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR
4.8.3.4.1TESTE MOLECULAR GeneXpert

Para amostra escarro, lavado brénquico e secrecédo traqueal utilizou-se 1 mL
do espécime e 2 mL da solugéo reagente em tubo cdnico virgem (proporgdo 1:2). Em
amostra de liquor cefalorraquiano (LCR), utilizou-se a propor¢do 1:1. Posteriormente,
foram agitados em vortex e um volume de 2 mL foi transferido para o cartucho do kit e
inserido em modulo do equipamento Xpert MTB/RIF (Xpert, Cepheid, Sunnyvale, CA,
EUA). Os resultados foram disponibilizados em 2 horas (Figura 13).

T -

Figura 13: Preparagcdo da amostra e inser¢cdo do cartucho em modulo do
equipamento  Xpert/ RIF MTB PCR-RT (Cepheid, Sunnyvale, CA,

EUA).Fonte:http://www.fmt.am.gov.br/layout2011/diversos/XPert%20Word_22Fev201
2.pdf
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4.8.3.4.2 TESTES MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DE
MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

Apébs a obtencdo de crescimento a partir da semeadura da segunda amostra
(escarro) e amostra unica (extrapulmonares), a identificacdo é realizada por pelas
seguintes metodologias: o sequenciamento do DNAr-16S e por PRA-hsp65
(preferencialmente utilizada), que foram realizados no Laboratério de Referéncia
Nacional Professor Hélio Fraga/ FIOCRUZ).

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram organizados em planilhas do programa estatistico Epilnfo
2.3.0 onde os mesmos foram submetidos os testes de correlacdo Pearson, Qui-
quadrado, para as variaveis aleatorias discretas; e teste T de Student para as
variaveis aleatoria continuas , ambos os teste com Intervalo de Confianca 95% e
significAncia em p<0,05. Os resultados foram tabulados em gréaficos e tabelas no
Programa Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Laboratério Central de Saude Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI)
realizou 3.208 culturas entre janeiro de 2010 a julho de 2016. Destas, 446 culturas foram
positivas para micobactérias. A frequéncia de culturas positivas distribuidas anualmente
mostrou que no ano de 2012 a positividade foi maior, 33 % (64/189), seguido dos anos
precedente de 2011 (29%, 48/164), do ano posterior de 2013 (23 %, 88/389) e do ano de
2010 (18%, 27/146). As menores taxas de positividade foram observadas em ordem
decrescente nos anos de 2014 (11%, 79/668) e 2015 (8%, 79/1027). No ano de 2016,
houve um aumento na taxa de positividade, em relagdo a 2014/15, correspondendo a
14% (61/445) em apenas 6 meses do ano (Figura 14). Talvez a alta frequéncia de
culturas positivas em 2012 se justifique pela sazonalidade e maior interesse médico em
confirmar suspeita clinica e ainda pela instituicdo de Protocolo de investigacdo de
doencas neuroldgicas, que incrementou o niumero de solicitagdes de cultura por amostra

liquor instituido no ano de 2015.
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Figura 14: Taxa de culturas positivas com crescimento micobacteriano sugestivo e culturas
com confirmacao, através da identificacdo da espécie de MNT no LACEN-PI, no periodo
de janeiro de 2010 a julho de 2016
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Figura 15: Taxa de culturas positivas com crescimento micobacteriano sugestivo de MNT
e com confirmacao da espécie por técnicas moleculares, no periodo de janeiro a julho de
2016.

A taxa de deteccdo de casos suspeitos de infeccbes por MNT por ano entre as
culturas positivas isoladas pelo LACEN-PI manteve-se constante no periodo de 2010-
2012 (20%, 6/27 em 2010; 20%, 10/48 e 20% 15/64) e 2014-2015 (30%, 21/79 e 30%,
21/79) com a maior taxa ocorrendo no ano de 2013 (40%, 37/88). Portanto, no periodo de
seis anos de estudo taxa de geral de MNT foi de 24,5%. Entre os casos confirmados a
frequéncia aumentou ao longo dos anos exceto para o ano de 2015 (1%). Nos anos de
2012 a 2014 as frequéncias de casos confirmados mais que dobrou em relacédo a 2010-
11. E interessante notar que sO no primeiro semestre de 2016 a taxa de casos
confirmados foi a mais alta (20%), inclusive se comparada com a taxa de suspeitos.

Em nosso estudo a observacédo do aumento de casos suspeitos a partir de 2013 e
0 concomitante aumento de casos confirmados pode ser devido a melhor sensibilizacédo
dos profissionais de salde na suspeita de infeccbes por micobacterias e embora neste
periodo o numero de culturas positivas tenha caido no LACEN-PI, o fato dos profissionais
estarem mais atentos na triagem dos casos suspeitos fez o rendimento de casos
confirmados de MNT aumentar. A adi¢céo, recente, de técnicas moleculares no LACEN-PI
contribui para agilizar a confirmacdo dos suspeitos e, portanto, € uma estratégia
importante para monitorar a epidemiologia destas infec¢cOes. Estas técnicas formam
implantadas em 2015, e talvez pelo fato do periodo de adaptacéo, as novas metodologias,
a frequéncia de suspeitos e MNT confirmadas tenha diminuido, ja que em 2016 a taxa

semestral foi maior que as taxas passadas anuais (20%) de casos confirmados de MNT.
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Embora a elevada taxa chame atencéo, ndo é possivel inferir que venha ocorrendo um
aumento na incidéncia de MNT no Piaui.

Em um estudo conduzido por Bertoletti e colaboradores (2011), no periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2009, no estado de S&o Paulo, observou-se 21,4% das
culturas positivas identificadas como MNT. Os autores destacam o aumento da frequéncia
do isolamento de MNT, que em 2003 era de oito isolados (9,1%) chegando em 2009 a 53
isolados (31,9%), um aumento de 22,8% em seis anos. Nos anos de 2003 a 2006 a média
de isolamento de MNT foi de 4,87%, chegando a 26,85% no periodo de 2007 a 2009. Os
dados sugerem que, um dos motivos do aumento da frequéncia de MNT foi a implantacéo
da cultura liquida no diagndstico, uma vez que o método de identificacdo utilizado (PRA-
hsp65) era 0 mesmo nos dois periodos estudados. No nosso estudo taxas similares foram
encontradas em um mesmo periodo de seis anos (31,7 %) entre 0s casos suspeitos de
infeccdo por MNT.

Segundo Piersimoni e Scarparo (2008) ainda ndo esta claro se o aumento das
MNT é devido a sua crescente prevaléncia no decorrer do tempo ou ao aprimoramento
das técnicas de deteccao e identificacdo. No Instituto Adolfo Lutz Rio Claro, a cultura
liquida foi implantada a partir de 2007 e as frequéncias de MNT mostram o0 aumento néo
somente na quantidade, como também na diversidade de espécies isoladas (Bertoletti et
al, 2011). Em outro estudo, conduzido por Pedro et al (2008), o aumento observado na
frequéncia de MNT no estado de Sédo Paulo a partir de 2001 pbéde ser explicado pela
implantacdo do método automatizado com cultura liquida, método mais sensivel do que a
cultura tradicional. Em Santa Catarina, este método foi implantado em 2010, justificando
também a observacdo do aumento no numero de isolamentos de MNT no estado
(Wildner, 2012).

Os métodos convencionais de identificacdo utilizam testes fenotipicos, baseados
em testes bioquimicos e nas caracteristicas de crescimento em cultivo. Entretanto, esses
métodos apresentam limitacdes, tais como a demora para a obtencéo dos resultados e a
dificil reprodutibilidade bem como diferentes espécies podem compartilhar 0 mesmo
padrdo bioguimico e caracteristicas coloniais (NGAN et al.,, 2011). Assim, métodos
moleculares séo utilizados como alternativas de identificagdo mais rapida e acurada.
Dentre eles, pode-se citar multiplex-PCR, PCR em tempo real, PCR seguida de analise de
restricdo e métodos de hibridizacdo (Suffys et al., 2001; Tortoli, Mariottini & Mazzarelli,
2003).
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No Brasil, ainda é dificil a comparacdo de dados relativos as MNT, pois 0s poucos
estudos existentes sdo pontuais, com variacdo de periodo, tipo de amostras clinicas e
populacdo analisada. Além disso, por ndo serem transmissiveis, as doencas causadas
pelas MNT ndo sdo de notificacdo obrigatéria, a ndo ser em casos de infeccdo apos
procedimentos cirdrgicos realizados em servicos de saude, dificultando a estimativa de
sua real prevaléncia (Brasil, 2008; Ueki et al., 2005).

A taxa de detecgcdo de MNT identificadas em nosso estudo foi superior ao de
Santos (2015), também realizado no Piaui, cuja prevaléncia foi de 9,9% (14/142), mas em
periodo curto entre 2014 a 2015. Resultado este similar ao obtido por Bona et al (2011)
que realizaram um estudo incluindo 106 pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar
referenciados ao servico de pneumologia de um hospital publico de Teresina — Piaui, no
periodo de janeiro a junho de 2007. Dos 103 pacientes avaliados, 3 foram excluidos e 94
receberam diagndstico com base no isolamento de M. tuberculosis em amostras de
escarro, representando assim uma prevaléncia por MNT de 9% (9/103). Agerit et al
(2013) em estudo abrangendo trés anos, 2008 e 2010, encontrou taxa mais elevada
(33%) no Hospital Universitario de Santa Maria/Rio Grande do Sul. Em outro estudo,
realizado no Centro de Referéncia em S&o Paulo, no periodo de 1996 a 2005, 24,4% dos
isolados de micobactérias corresponderam a MNT (Pedro et al, 2008); enquanto em
Minas Gerais, Froes e colaboradores (2003) encontraram 6%, em trabalhos realizados em
hospitais publicos. Wildner (2012), em Santa Catarina, encontrou 5,4% de MNT. Embora,
haja diferencas de area geogréfica, periodo e populacdo alvo, nestes estudos pode-se
observar que as maiores frequéncias de MNT ocorreram em periodos mais recentes
investigados e é possivel as técnicas moleculares contribuiram para este melhor
desempenho diagndstico, ja que anteriormente com os métodos fenotipicos, morosos,
laboriosos e pouco sensiveis, havia um menor interesse clinico pelo diagnostico.

A variabilidade das taxas de prevaléncias de MNT em diferentes regides
brasileiras se explica provavelmente pela distribuicdo geografica das mesmas. De acordo
com um estudo realizado por Barreto e Campos (2000) utilizando 590 isolados de
micobactérias provenientes de diferentes regides brasileiras durante o periodo de 1994 a
1999 foi demonstrado a maior participacao das regides Sudeste e Sul, com 57,6% do total
de casos no Pais, dos quais 17,8%, 16,4% e 8,12%, no Centro Oeste, Nordeste e Norte,
respectivamente. Portanto, extensivos estudos em diferentes estados destas regides séo

importantes para melhor monitorar a epidemiologia das infecgdes por MNT.
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Em nosso estudo, as analises das caracteristicas demograficas de pacientes
diagnosticados com infecgdes por MNT n&o mostrou diferenca significativa de idade e
sexo, predominando, pacientes de faixa etaria entre 50 e 60 anos. A idade dos pacientes
variou de 9 a 87 anos. Apenas um paciente no inicio da adolescéncia foi diagnosticado
com MNT. Embora sem diferenca significativa, o percentual de pacientes mulheres

(51,3%; 20/39) foi ligeiramente maior que de homens (48,7%, 19/39) o mesmo ocorrendo

a média de idade para os homens (Figuras 16 e 17).

p=0,4321

57,58 + 3,64

60 53,55 + 3,53

454

30+
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154
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Figural6: Distribuicdo da idade dos pacientes com
infeccdes por MNT em culturas positivas no LACEN-PI.
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Figura 17: Distribuicdo dos casos de infeccdo por MNT identificados no
LACEN-PI de acordo género, no periodo de janeiro de 2010 a julho de 2016.

Kim e colaboradores (2008) ao avaliarem 60 pacientes com doenca
pulmonar por MNT, o sexo feminino (95%) foi predominante, com idade variando de 50
a 60 anos, mas ndo encontraram correlacdo entre idade na menarca e menopausa,
idade e diagnéstico ou inicio dos sintomas, sugerindo que a quantidade total de
exposicao estrogénica ao longo da vida ndo € um marcador de susceptibilidade a
infeccdo por MNT. Entretanto, Oliveira (2015) e Graca (2009) descreveram que a
diminuicdo dos niveis de estrogénio e defeitos nos genes INF-y ou do seu receptor,
podem predispor pacientes mulheres as infec¢cdes bacterianas, e os baixos niveis de
estrogénio, que ocorrem principalmente no periodo da menopausa ou climatério,
interferem no mecanismo de defesa do individuo infectado com MNT (Trench e Santos,
2005). Entretanto, nosso estudo né&o foi desenhado para obtencéo desta informacéao.
Por outro lado, varios autores observaram um relativo maior nimero de pacientes
homens com MNT em Fortaleza (Ceard) (62,7%) e em Santa Catarina (57,7%)
(Wildner, 2012), em ambos os estudos a idade média dos pacientes era 50 anos.
Estudos mais recentes sugerem uma inversao no predominio de género, relatando
predominancia da doenca em mulheres, bem como, em popula¢cdes com idade mais

avancada (Castro 2012; Feeman et al 2007). Outros estudos descrevem que a
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prevaléncia de MNT aumenta com a idade e as mulheres seriam mais suscetiveis
(Adjemian,Olivier, Seitz et al, 2012). Estudos realizados nos Estados Unidos da
América descrevem que em doentes da terceira idade a prevaléncia de infeccdes por
MNT foi de 47 por 100.000 pacientes-ano e que as mulheres tem maior probabilidade
de apresentar a doenca do que os homens (Adjemian et al, 2012). Nosso estudo,
embora limitado a uma &rea geogréfica, parece corroborar estes dados. Portanto, o
risco de doenca por MNT aumentar com a idade e associado a mulheres parece ser

mais comum (Prevots et al, 2010).

A figura 18 apresenta as atividades profissionais realizadas pelos
pacientes com infeccdo por MNT, a maioria (23,1%, 9/39) dos pacientes sao
aposentados ou exercem atividades do lar (17,9%, 7/39), seguidos por lavradores
(10,%, 4/39). Os profissionais liberais (12,8%, 5/39), desempregados (5,1%, 2/39), e
estudantes (1/39, 2,6 %) contaram apenas 20,5% dos pacientes diagnosticados com

MNT. O restante dos pacientes ndo havia informacéao (11/39, 28 %).

g
Estudante _'_,‘2:6%(1)
Mototaxista | _,_’2:6%(1)
Serralheiro | _,_’5,1%(2)
Professor | 5,1%(2)
Desempregado | 5,1%(2)
Lavrador 1 10,3%(4)
Dona de casa | 17,9%(7)
Aposentado | 23,1%(9)
Nao informado | 28,2%(11)
0.0% 10.6% 20.6% 30.6%

Figural8: Distribuicdo dos casos diagnosticados com infecgbes por
micobactérias ndo tuberculosas no LACEN-PI de acordo com as atividades
profissionais dos pacientes, no periodo de janeiro de 2010 a julho de 2016.
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Estes dados mais uma vez parecem corroborar os estudos que descrevem o0s
fatores de meia idade e sexo feminino associado ao risco de ter MNT, pois em nosso
estudo os aposentados e donas de casa sdo 0s principais pacientes com MNT.
Atualmente, ser apenas dona de casa esta mais relacionado a mulheres de idade mais
avancada. Profissionais liberais e lavradores apresentaram menor frequéncia da doenca,
mas a presenca de comorbidades pulmonares preexistentes e a exposicdo ao meio
ambiente durante suas atividades pode favorecer a infecgéo.

Estudos realizados nos Estados Unidos da América sobre infeccfes pulmonares
por MNT foram associados a areas mais densamente povoadas, sugerindo que a
exposicdo as aguas de abastecimento municipal, predispés os individuos a doenca
(Wintrop, Varley, Ory et al, 2001). No Jap&o, as infecgbes por MNT eram mais
prevalentes em agricultores e jardineiros do que em pacientes urbanos com
bronquiectasias, sugerindo uma maior exposicdo ao solo do que fontes de agua
(Maekawa, Ito, Hirai et al, 2011). Em nosso estudo, a maioria dos pacientes reside em
area urbana sugerindo que a fonte de exposicdo possa ser a agua. Portanto estudos
devem ser direcionados para a investigacdo de MNT em fontes de agua no Piaui.

A tabela 6 descreve as caracteristicas clinicas dos pacientes. Observou-se que a
forma pulmonar é predominante entre os pacientes (95%, 37/39). Os dois casos de
infeccdes por MNT extrapulmonar (5 %, 2/39) ocorreram em sitio estéril (puncdo de
linfonodo e liquido cefalorraquidiano), entretanto um é uma crianca de 9 anos e o outro
um homem de 50 anos, respectivamente. O homem é portador de HIV/AIDS, porém nao
foi informado o status sorolégico para HIV/AIDS da crianga, mas a linfadenopatia é rara
em adultos néo infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e frequente na
infancia (Antunes, 2012). Na infancia observa-se associa¢do de auséncia de vacinacao
BCG e linfadenite. A ingestdo de material infectado pode ser a fonte de infeccdo
(Campos, 2000). O processo infeccioso, geralmente, se inicia de ferimento na gengiva
ou na mucosa faringea e acarreta drenagem linfatica para os linfonodos satélites
(Hadad, et al 2005). Entretanto, em nosso estudo MNT, n&o havia mais informacdes

epidemioldgicas desta crianca.
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Tabela 6: Dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com infeccdo por MNT, identificado
periodo de janeiro de 2010 a julho de 2016 no, LACEN-PI.

VARIAVEIS N %
Amostra
Pulmonar 37 94,90%
Extrapulmonar 2 5,10%
Contato com TB
N&ao 37 94,90%
Sim 1 2,60%
N&o informado 1 2,60%
Tratou TB
Tratou 29 74,40%
Nao tratou 6 15,40%
N&o informado 4 10,30%
Raio X
Suspeito 37 94,90%
Nao realizado 1 2,60%
Nao informado 1 2,60%
Comorbidade
Bronquiectasia 3 7,70%
Gastrite 3 7,70%
Artrite Reumatica 1 2,60%
Asma 2 5,10%
Diabetes 2 5,10%
Tabagismo 1 2,60%
Alcoolismo 3 7,70%
Intervencdo cirdrgica pulmonar 2 5,10%
Deficiente auditivo 1 2,60%
Hipertensdo 2 5,10%
Infec¢do Fungica/Bacteriana 2 5,10%
Nao informado 24 61,50%
HIV
Negativo 29 74,40%
Positivo 1 2,60%
Nao informado 5 12,80%
Nao realizado 4 10,30%
Desfecho
Em tratamento para MNT 6 15,38%
Abandono de tratamento para MNT 2 5,10%
Cura 1 2,60%
Obito 3 7,70%
Recidiva/lnvestigacéo 1 2,60%
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N&o Informado 24 61,50%
Obito outra causa 2 5,10%
Legenda: N, frequéncia absoluta; %, frequéncia relativa.

A doenca na forma pulmonar foi mais frequente (94,9% dos casos), similar a
outros estudos descritos na literatura. Em estudo de Pedro et al (2008), realizado em
Sdo José do Rio Preto, durante o periodo de 1996 a 2005, também houve
predominéncia da forma clinica pulmonar (78,6%). Sendo as amostras de escarro mais
comuns, com 132 cepas (73,2%) de MAC e 11 cepas (6%) isoladas de lavados géastricos
e brénquicos. Enquanto, no estudo realizado entre 1991 e 1997, Ueki et al (2005)
identificaram 29,3% de isolados provenientes de doenca disseminada, 15,8% de origem
extrapulmonar, e apenas 48% tiveram origem pulmonar. Estes dados refletem a
realidade do periodo que antecedeu a expansao da terapia antirretroviral, no qual a
doenca disseminada por MAC era relatada com alta frequéncia.

De acordo com Wassilew (2016), varios fatores podem contribuir para a
ocorréncia de MNT pulmonar, dentre estes o fator idade mais avancada e previamente
tratado para tuberculose, bem como DPOC, bronquiectasias e fibrose cistica. Nos EUA,
encontraram como principais fatores de risco para o adoecimento por MNT na forma
pulmonar a DPOC (28%), bronquiectasias (16%), doenca gastroesofagica (8%), diabetes
mellitus (7%) e artrite reumatoide (3%). Em nosso estudo nado foi possivel obter essas
informacgdes em 61,5% (24/39) pacientes, mas identificou-se proporcdes similares para
bronquiectasia (7,7%), gastrite (7,7%), diabetes mellitus (5,1%), infec¢ao fungica (5,1%)
e artrite reumatoide (2,6%). Além destes fatores alcoolismo, tabagismo e doencas
pulmonares preexistentes também sdo associados a MNT (Lencher et al, 2013) e foram
também evidenciados em nosso estudo (tabela 6).

Nos Estados Unidos da América, mais de 90% das culturas de MNT séo
provenientes de secrecdes pulmonares (O’Brien et al, 1987), caracteristica esta também
encontrada em nosso estudo. Na era da epidemia por HIV as MNT eram comumente
cultivadas a partir de sangue, e isto foi consistente com achados também no Brasil
(Ferreira, et al, 2002; Senna et al, 2011; Oplustil et al, 2011). Apos a introducdo da
terapia anti-retroviral e profilaxia adequada as infec¢cdes disseminadas diminuiram
substancialmente, inclusive no Brasil (Gadelha et al, 2002). Portanto, € importante notar

gue em nosso estudo, dentre os pacientes que realizaram o teste sorologico para
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HIV/AIDS (29/39, 74,3 %), as MNT isoladas sdo majoritariamente de infec¢cbes em
pacientes HIV negativo (Tabela 6).

Apenas um paciente referiu ter contato com tuberculose; e 74% (29/39) ja
haviam realizado tratamento anterior para a doenca. Castro et al (1999) descreveram
gue tuberculose em atividade ou curada sao fatores de riscos para adoecimento por
MNT. De acordo com Oliveira e Carvalho (2000), pacientes curados por tuberculose
podem ainda apresentar bacilos dormentes, que poderiam se multiplicar em condi¢des
de comprometimento do sistema imunolégico, e nesse momento, as cepas de MNT
(ubiquas) oportunizaria o risco de infeccao e doenca.

Quanto ao desfecho dos dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com
infeccdo por MNT identificados no LACEN-PI, no periodo de janeiro de 2010 a julho de
2016, embora sem informacdo para 61% dos casos, € importante mencionar que o
abandono do tratamento pode ser explicado pelos efeitos adversos dos farmacos, pois
0S esquemas terapéuticos, como na tuberculose, sdo sempre com mais de uma droga,
pois a monoterapia é contraindicada. A posologia deve ser diaria e, iniciada a
medicacdo, a cultura torna-se negativa, geralmente, em 6 a 12 meses. O tratamento
medicamentoso devera estender-se para 18 a 24 meses, aproximadamente 1 ano apos
negativacéo da cultura (Campos, 2000; Brasil, 2012)

Os testes laboratoriais empregados na identificacdo das MNT isolado estdo
descritos na tabela 7. A presenca de BAAR foi identificada em 61,4% (24/39) dos
pacientes, sinalizando para a presenca de micobacteriose, mas nao distingue a espécie.
A baciloscopia negativa pode ocorrer em amostras paucibacilares, isto é, amostras cuja
concentracdo de bacilos seja inferior ao limite minimo (5.000 a 10.000 bacilos/ml) para

visualizacdo de BAAR em esfregaco (Lima, 2010).
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Tabela 7: ldentificacdo laboratorial das espécies de MNT identificadas no
periodo de janeiro de 2010 a julho de 2016, LACEN-PI.

Variaveis N % P
BAAR
Negativo 15 38,5% 0,1495
Positivo 24 61,5%
GeneXpert
Nao detectavel 10 25,6%  <0,001***
Nao realizado 28 71,8%
Nao informado 1 2,6%
PNB
Com crescimento 28 71,8% <0,001***
Sem crescimento 1 2,6%
Nao informado 10 25,6%
Fator Corda
Nao informado 2 51% <0,001***
Ausente 34 87,2%
Presente 3 7,70%
MPT64
N&o reagente 19 48,7%  0,8728
Nao realizado 20 51,3%

Legenda: BAAR- bacilos alcool acido resistentes pela coloracdo de Ziehl-Neelsen. PNB-
para nitro benzoico. n, frequéncia absoluta; %, frequéncia relativa; p valor: teste Pearson Qui-
guadrado, com IC 95% e significancia a p<0,05.

O teste de PCR em tempo real do método molecular automatizado GeneXpert é
desenhada para detectar DNA de M.tuberculosis, e embora realizado em apenas 25,6 %
dos pacientes (10/29) resultou negativo em todas as amostras. O teste ndo pode ser
realizados em todas as amostras porque o LACEN-PI recebeu o equipamento em
setembro de 2014, e assim como o teste imunocromatrografico MPT64, foi utilizado nos
espécimes a partir desta data. O teste MPT64 € também utilizado para identificacdo de
M. tuberculosis, e resultou 100% negativo nas amostras ensaiadas. Em nossa
experiéncia o uso dos testes imunocromatograficos aliado a metodologia automatizada
(meios liquidos) reduz o tempo de identificacdo, objetivo recente da OMS (Kumar et al,
2011).

O equipamento GeneXPERT assim como testes imunocromatograficos permitem
distinguir MNT e CMTB, contudo no Brasil o teste rapido molecular é uma ferramenta de
diagnostico restrita. O LACEN — Pl recebeu esse equipamento, por se enquadrar em um

ou mais critérios epidemiolégicos do Ministério da Saude: municipios com mais de 200
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casos novos de tuberculose notificados em 2012 e/ou municipios considerados
estratégicos (municipios com grande populacdo prisional, populacéo indigena e algumas
cidades de fronteiras) (Brasil, 2013).

O teste de crescimento em PNB foi positivo para 71,8% (28/39) das culturas, e a
auséncia de formacao do fator corda foi evidenciada em 87,2% (34/39) das culturas
(tabela 2), ambos resultados esperados para a presenca de MNT no espécime clinico.
Resultado falso para o fator corda foi encontrado para trés espécies (M.sherissi, M.
simiae e M. abscessus subspcie bolletti), corroborando a literatura que descreve essa
caracteristica como incomum para MNT (Giamplagia et al, 2007).

Foram identificadas 12 espécies de MNT, de crescimento rapido e lento,
com prevaléncia de cepas do grupo abscessus (33,4%; 13/39) (M. abscessus
subespécie bolleti e M. abscessus subspécie abscessus) e Complexo MAC (25,5%;
10/39) (Complexo MAC (M. intracellulare/chimaera e M. avium), seguida de M. kansasii
(10%; 4/39), M.asiaticum e M.fortuitum (7,5%; 3/39, cada); M. heidelbergense, M.simiae,
M.sherissi e M.szulgai (2,5%; 1/39, cada) e 7,5% (3/39) de Micobactérias sp (Figura 19).
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Figural9: Frequéncia de espécies de micobactérias ndo tuberculosas identificadas por
técnicas moleculares de amostras clinicas, periodo de janeiro de 2010 a julho de 2016, pelo
CRPHF/RJ.
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Ao contrario da TB, o isolamento de NTM em espécimes pulmonares nem
sempre significa doenca. Em um esfor¢co para padronizar a definicdo de infeccao por
MNT, a Sociedade Toraxica America (ATS) e a Sociedade de Doencas Infecciosas da
América (IDSA) publicaram diretrizes em 2007 (Griffith et al, 2007). A diversidade de
espécies de MNT encontradas no Brasil, possivelmente esta relacionada as diferentes
condi¢cdes ambientais (Oliveira, 2015). Em relatorio divulgado pela Anvisa, sobre casos
de infec¢des por MNT notificados entre 1998 a 2009 em 23 estados do Brasil, observou-
se gue as espécies mais prevalentes eram: M. abscessus subespécie bolletti (30,4%,
257), M. fortuitum (13,8%, 117) e M. chelonae (1,5%, 17); esta Ultima espécie nao foi
identificada em pacientes do nosso estudo (BRASIL, 2011). Entre 2000 a 2005 na
Baixada Santista, Zamariolli et al (2008) isolaram 13 espécies diferentes de MNT (M.
kansasii, Complexo M.avium, M. fortuitum e M. intracellulare), todas também
encontradas em nosso estudo, e isoladas de espécimes pulmonares (escarro). Por outro
lado, em um extenso estudo de revisdo de identificacdo de MNT em espécimes
pulmonares do Brasil (48 %) e Portugal (49 %) MAC foi o grupo mais frequentemente
identificado, seguida de M. kansasii (17 %) e M. gordonae (16 %), respectivamente
(Costa et al, 2016). Em nosso estudo, igualmente foi encontrada prevaléncia de MAC
(25,6 %), mas diferentemente M. abscessus (subespécie bolletti e abscessus) foi mais
prevalente (33,3 %). No periodo de janeiro a junho de 2011, houve um surto por MNT
em clinicas e hospitais particulares do Pard, sendo M. bolletti a espécie responsavel
pelas infec¢cBes, que foram relacionadas a procedimentos cirdrgicos invasivos (Carvalho,
2012). Em Pernambuco, as cepas responsaveis por doenca pulmonar, mais frequentes
foram M. kansasii (77,3%), M. abscessus (13,7%) e M. intracellulare (9%) (Guarines et
al, 2017). Estes achados podem estar sugerindo que M. boletti possa estar se
difundindo na regido norte/nordeste e estudos epidemiolégicos em fontes ambientais sédo

necessarios.

Restrepo et al (2009) descrevem, em estudo de isolamento de MNT de
ambientes cirargicos (luvas de procedimento, agua de duas torneiras do centro cirdrgico e
solugbes usadas durante os procedimentos cirdrgicos), em um Hospital Publico de
Manaus, ter identificado M. celatum, M.gordonae, M. lentiflavum, M. mucogenicum e M.
intracellulare; esta dltima foi também identificada em nosso estudo. M. kansasii,
M.abscessus e M. bolletti foram as espécies comuns identificadas no estudo de Bona et al

(2011) realizado em 2007 no Piaui. O estudo de Santos (2015), analisando apenas o0s
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anos de 2014-15, no LACEN-Piaui, confirma identificacdo de M. abscessus e MAC, mas
20% dos casos suspeitos de MNT n&do puderam ser identificados por limitacdo técnica.
Portanto, os grupos M. abscessus, MAC e M. kansasii podem estar clusterizados no Piaui,
mas estudo epidemiolégico mais abrangente, analisando isolados de ambiente e
pacientes € necessario para confirmar esta hipotese. Concomitantemente, melhores
esforgos para identificar todas as MNT isoladas sao imprescindiveis.

Embora ainda pouco compreendido, sabe-se que o0s organismos de MNT
tendem a se agrupar em distribuicbes associadas a areas geograficas especificas. Nos
Estados Unidos da América, M. kansasii € mais comumente encontrado nas regides sul e
central (Griffith et al, 2007). No entanto, fora de areas geograficamente endémicas estes
microrganismos tem prevaléncia alta em areas onde os casos de HIV sdo frequentes
(Bloch et al, 1998). M. abscessus, por sua vez € descrito ser comumente identificado no
sudeste dos Estados Unidos, da Florida ao Texas, mas também foi identificado fora desta
regido (Griffith et al, 2007). Nos Estados Unidos permanece mais frequente, nesta ordem,
as MNT MAC, Mycobacterium kansasii, e Mycobacterium abscessus.

A identificacdo de Mycobacterium abscessus de origem respiratéria, geralmente,
nao é tao frequente quanto MAC e M. kansasii, mas sua presenca em infec¢do pulmonar
se reveste de maior gravidade e requer especial atencdo devido a sua resisténcia aos
quimioterapicos e portanto ndo havendo um esquema terapéutico disponivel para seu
tratamento, contrariamente os MAC e M. kansasii, e, portanto, com progndstico de cura
deficitario (Mello et al, 2013; Bona et al, 2011).

M.abscessus subsespécie bolletti, segundo Katoch (2004), na forma pulmonar
sdo menos frequentes, enquanto MAC é a mais isolada em pacientes idosos na fase
inicial de AIDS. A cepa M.abscessus subespécie bolletti foi a espécie responsavel pela
doenca na crianca de 9 anos e no homem de 50 anos com HIV/AIDS. M. abscessus na
literatura esta associado a procedimentos médicos invasivos ou cirargicos e traumas,
causam infeccdes sérias que requerem a atencdo médica, pois, geralmente, acometem
pele e os tecidos subcutaneos. Pertencem ao grupo classificados como micobactérias de
crescimento rapido (MCR) e sdo bastante resistentes a antibidticos (Fontana, 2008). A
escolha das drogas deve considerar perfil de sensibilidade da cepa e as orientagcfes das
comissdes de controle de infeccdo hospitalar. As MCR de forma geral exigem tratamento
prolongado. A remocéo cirargica de tecidos e debridamento podem ser necessarias para
0 sucesso terapéutico (Brasil, 2007).
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A micobactéria rara M. heidelbergense foi isolada em amostra escarro
paucibacilar (1 BAAR) em dois espécimes clinicos (2,5%), de um paciente idoso com
tratamento anterior de tuberculose e lavrador (tabela 19). M.heidelbergense foi descrito
pela primeira vez em 1997, em Heidelberg na Alemanha, em tecido linfatico de uma
crianca com linfadenite. E uma micobactéria de crescimento lento ndo cromogénica que
se assemelha a M. malmoense e sua distincdo pode ser realizada por analise lipidica em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e cromatrografia em camada fina
(TLC). ApOs a sua descricao, foi isolada em amostra de urina, escarro e lavado gastrico
em pacientes adultos HIV soronegativos em um Hospital de Referéncia alemao. Nos anos
seguintes foi identificado em paciente com doenca pulmonar, que se suspeitava de
malignidade, na Suica. O PRA hsp65 e o0 sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu a
confirmacédo desta nova espécie (Brown-Elliott et al, 2002; Tortolli, 2003).

Em estudo retrospectivo de revisdo, M. fortuitum é descrito em percentual similar
em Portugal (6 %) e Brasil (7%) (COSTA et al 2016), alias o0 mesmo percentual
evidenciado no presente estudo. Entretanto, isolamento de M. fortuitum nédo parece ser
clinicamente significativo como para MAC, M. kansasii e M. abscessus. Frequentemente,
€ apenas indicativo de colonizacdo transitéria em pacientes com doenca pulmonar
subjacente e nao progride mesmo sem administracdo de antimicrobianos especifico (Park
et al, 2008). No entanto, pode causar doenc¢a pulmonar em humanos, particularmente em
pacientes com desordens gastroesofagicas (Griffith et al, 2007). No Brasil, entre os
casos que atendiam aos critérios da ATS para infeccdo por MNT, quatro casos foram
descritos em Séo Paulo (Pedro et al, 2008), e 11 no Rio de Janeiro, mas apenas 5 foram
curados com sucesso (Mello et al, 2013).

Em nosso estudo foram identificados cinco pacientes com mdultipla espécie de
MNT: M.fortuitum e M.intracellulare/M.chimaera foram identificadas na primeira e segunda
amostra, escarro e lavado brénquico alveolar, respectivamente (a terceira amostra estava
contaminada e foi excluida). Era uma paciente do sexo feminino, idosa (70 anos) e com
alteracdes sugestivas em imagem radiolégica de térax. O segundo caso constituiu-se de
paciente do sexo feminino, 69 anos, imagem radiografica de torax com alteragbes
sugestivas, perda de peso e tratamento anterior para TB, M.asiaticum e
M.intracellulare/M.chimaera foram identificadas de duas amostras de escarro. O terceiro
caso com amostra Unica de lavado brénquico alveolar foi identificado M.
intracellulare/M.chimaera. Era um paciente do sexo masculino, 36 anos, com infeccao

fungica (Cryptococcus sp) e bacteriana (Neisseria meningitidis grupo “C”). O quarto
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paciente € um homem idoso (69 anos), imagem radiografica de torax com alteracoes
sugestivas, perda de peso e HIV/AIDS negativo, foi identificado em amostra Unica de
lavado brénquico alveolar M.intracellulare/M.chimaera. O quinto paciente € uma idosa de
63 anos e com tratamento anterior para tuberculose, foi identificado em amostra Unica de
secrecédo traqueal M.intracellulare/ M.chimaera. Usualmente, a identificacdo de mais de
uma espécie sugere contaminacdo e para determinar qual cepa é realmente a causadora
da infeccdo € necessario considerar em quantas amostras foi identificada, o nimero de
colénias da primeira cultura, o espectro das drogas para as quais tenham sido testadas e
as comorbidades presentes. Estes casos sdo fortes suspeitos de albergarem infeccéo
mista jA que possuem alteracdo de imagem radiogréfica de térax sugestiva e doenca de
base pulmonar, mas ndo possuiam confirmacdo dos isolados em outras amostra
(usualmente trés) por testes moleculares (Inhumaru et al, 2005). Estes casos devem ter
a evolucdo clinica acompanhada cuidadosamente, pois falha no tratamento sugere a
presenca de infeccdo mista que necessita ser investigada. Portanto, maior interagcéo
entre a clinica, laboratério e patologista é necesséria para melhor manejo dos pacientes.
O diagndstico de infeccdo pulmonar por MNT requer a presenca de sintomas,
anormalidades radioldgicas sugestivas (que muitas vezes sdo inespecificas) e culturas
microbiolégicas com espécimes clinicos adequados (um uUnico lavado brénquico alveolar,
duas amostras de escarro ou de tecido respiratorio demonstrando histopatologia
granulomatosa), em conjunto com exclusdo de outros microorganismos, CoOmMo
M.tuberculosis, como agente etiolégico do caso. A maioria desses critérios foram
cumpridos e a infecgao por MNT foi confirmada em 39/123 (32,7%) dos casos suspeitos e
em 8,7% de todas as culturas positivas para micobactérias. A maioria dos casos em

nosso estudo era de base pulmonar e com comorbidade respiratoria e imunolégica.
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Figura 20: Frequéncia de pacientes identificados com infeccdo por MNT de
acordo com 0 municipio de residéncia, no periodo de janeira de 2010 a julho
2016, LACEN-PI. Letras vermelhas cidades do estado do Maranh&o: Tutdia,
Pedreiras e Caxias.

A maioria dos pacientes do nosso estudo vive em grandes centros urbanos e
alguns poucos na area rural. As cidades com maior nimero de casos identificados séo de
pacientes residentes nas cidades que realizam a cultura pelo método Ogawa-Kudoh:
Teresina 38% (15/39), Parnaiba 13% (5/39) e Picos 5% (2/39 (Figura 21). A geografia
territorial do estado também interfere no fluxo envio de amostras para o LACEN-PI,
somados a dificuldade em atender os critérios de envio das amostras (transporte e
acondicionamento) (Figura 20), sugere estar ocorrendo subnotificacdo em outras areas. A
predominancia da doenca pulmonar, sugere, portanto, que as fontes de agua, ar e solo,
nos grandes centros urbanos do Piaui, sejam fatores de risco para MNT. Por outro lado,
para se ter melhor conhecimento dos fatores etiolégicos nos centros participantes, do
presente estudo, investir em estrutura basica € primordial, mas ndo basta equipar a
unidade de investigacdo diagndstica com metodologias automatizadas eficientes e caras,
€ também crucial a compreensdo e interacdo médico, paciente e infraestrutura

diagnostica para melhor servir a populacdo afetada por estas infec¢des. Para tal suscitar
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discussbes sobre procedimentos necessarios para obtencdo de espécimes clinicos
validos para diagndéstico mais preciso devem ser implementados de forma a servir de
base para melhores estratégias de medidas de prevencdo e controle dessas doencas

emergentes.

Os resultados aqui apresentados mostraram algumas limitagbes importantes
para a caracterizacdo da infeccdo por MNT, primeiramente pela auséncia de
informagdes em alguns campos das fichas do GAL e SINAN. Essas poderiam ter sido
complementadas, através da coleta de informac¢des em prontuarios médicos do Servigo
de Pneumologia do Estado, e ainda no Sistema de Informacdo de Tratamentos
Especiais da Tuberculose, pois nele sdo notificados casos de TB com indicacdo de
tratamentos especiais (reacdes adversas, toxicidade, resisténcia e notificados casos de
MNT que devam ser atendidos por unidades de referéncia terciaria). Entretanto, nosso
estudo nao foi desenhado para complementar dados nos sistemas de informacéao oficial,
pois isto requereria autorizacao especial das instituicdes responsaveis, nova submisséo
ao Comité de Etica nas diferentes instituicdes o que extrapolaria o tempo do presente
estudo.
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6.CONCLUSAO

Entre janeiro de 2010 a julho de 2016 o LACEN-PI diagnosticou 31,7% (39/123) de
pacientes com infeccdo por micobactérias ndo tuberculosas, através de testes
moleculares, refletindo frequéncia de 8,7% (39/446) de casos de MNT entre as

culturas positivas do LACEN-PI,

Observou-se deteccdo de 20% de pacientes diagnosticados com MNT em 2016,

taxa esta maior que 0S anos anteriores.

A partir de 2015 foi implantado no LACEN-PI metodologias automatizadas o que
talvez tenha favorecido a identificacdo positiva de MNT entre 0s casos suspeitos,

relativo aos anos anteriores.
A doenca na forma pulmonar foi mais prevalente (95%, 37/39);

Das 12 espécies do Complexo MNT identificadas, o Grupo abscesssus
(M.abscessus subespécie abscessus e M.abscessus subespécie bolletti) foi
predominante, seguido do Complexo MAC e M.kansasii;

A espécie rara de MNT, Mycobacterium heidelbergense, foi identificada no periodo;

Os municipios do estado com maior frequéncia de casos diagnosticados foram
Teresina (Capital) 15/39; Parnaiba 13% (5/39) e Picos 5% (2/39), sendo trés casos
provenientes de municipios do estado do Maranhao (Caxias, Pedreiras e Tutdia).
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7.PERSPECTIVAS

e Considerando que as metodologias automatizadas foram inseridas no ano de
2015, é necessario avaliar seus resultados de forma prospectiva nos anos
posteriores;

e Ampliar o estudo epidemioldgico, clinico e laboratorial, buscando informacdes
em prontuarios clinicos dos servicos que estejam acompanhando os pacientes,
bem como a ferramenta SITE TB,;

e Ampliar o estudo de identificacdo de MNT no Piaui e suscitar discussfes sobre
medidas de prevencao e controle dessas doengas emergentes;
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