AtilgoROilgimnall

Analise de restricdo enzimatica do gene hsp65
de isolados clinicos de pacientes com suspeita
de tuberculose pulmonar em Teresina, Piaui®

Restriction enzyme analysis of the /sp65 gene in clinical isolates from
patients suspected of having pulmonary tuberculosis in Teresina, Brazil

Maria das Gracas Motta e Bona, Maria José¢ Soares Leal,
Liline Maria Soares Martins, Raimundo Nonato da Silva,
José Adail Fonseca de Castro, Semiramis Jamil Hadad do Monte

Resumo

Objetivo: 1dentificar as espécies de micobactérias encontradas no escarro de pacientes com suspeita de tuberculose
pulmonar e analisar o impacto dessas identificacées na abordagem terapéutica. Métodos: Foram avaliados 106
pacientes com suspeita de tuberculose pulmonar encaminhados para o servico de pneumologia de um hospital
publico em Teresina, Piaui. Espécimes de escarro matinal foram avaliados quanto a presenca de micobactérias
por baciloscopia e cultura. Foram utilizadas PCR e andlise de restricio enzimatica do gene /sp65 (PRA-/sp65)
para a identificacdo das cepas de micobactérias isoladas em cultura. Resultados: Foram analisadas 206 amostras
de escarro. A idade dos pacientes variou de 15 a 87 anos, sendo 67% do género masculino. Tosse ocorreu em
100% dos casos. O padrdo radiografico predominante foi de lesdo moderada, observada em 70%. A positividade
no esfregaco foi de 76%, e isolamento em cultura ocorreu em 91% das culturas executadas. Testes tradicionais
identificaram micobactérias ndo tuberculosas (MNT) em 9% dos isolados. O método PRA-/sp65 confirmou esses
dados, mostrando sete padrdes de bandas capazes de identificar as espécies de MNT isoladas: Mycobacterium
kansasit, M. abscessus 1; M. abscessus 2; M. smegmatis, M. flavescens 1; M. gordonae 5 e M. gordonae 7. Todos
os pacientes com MNT tinham mais de 60 anos, e observaram-se bronquiectasias em 88% das radiografias. Houve
dois casos de reinfeccio, identificados inicialmente como infeccdo por M. abscessus e M. kansasii. Conclusdes: As
MNT causam infec¢do pulmonar em pacientes imunocompetentes, e a identificacdo das MNT ¢é importante
para estabelecer o diagnostico correto e a decisdo terapéutica mais adequada. O método PRA-/sp65 ¢ util para
identificar espécies de MNT e pode ser implantado em laboratdrios de biologia molecular ndo especializados em
micobactérias.

Descritores: Tuberculose; Micobactérias atipicas; Reacdo em cadeia da polimerase; Brasil.

Abstract

Objective: To identify mycobacterial species in the sputum of patients suspected of having pulmonary tuberculosis
and to determine the impact that the acquisition of this knowledge has on the therapeutic approach. Methods: We
evaluated 106 patients suspected of having pulmonary tuberculosis and referred to the pulmonology department
of a public hospital in the city of Teresina, Brazil. Morning sputum specimens were evaluated for the presence of
mycobacteria by sputum smear microscopy and culture. We used PCR and restriction enzyme analysis of the Asp65
gene (PRA-/sp65) to identify the strains of mycobacteria isolated in culture. Results: A total of 206 sputum samples
were analyzed. Patient ages ranged from 15 to 87 years, and 67% were male. There was cough in 100% of the
cases. The predominant radiographic pattern was moderate disease, observed in 70%. Smear positivity was 76%,
and isolation in culture occurred in 91% of the cultures. Traditional tests identified nontuberculous mycobacteria
(NTM) in 9% of the isolates. The PRA-/Asp65 method confirmed these data, showing seven band patterns that
were able to identify the isolated species of NTM: Mycobacterium kansasii, M. abscessus 1; M. abscessus 2;
M. smegmatis, M. flavescens 1; M. gordonae 5; and M. gordonae 7. All of the patients with NTM were over 60 years
of age, and bronchiectasis was seen in 88% of the X-rays. There were two cases of reinfection, initially attributed
to M. abscessus and M. kansasii. Conclusions: In immunocompetent patients, NTM can infect the lungs. 1t is
important to identify the specific NTM in order to establish the correct diagnosis and choose the most appropriate
therapeutic regimen. The PRA-/sp65 method is useful in identifying NTM species and can be implemented in
molecular biology laboratories that do not specialize in the identification of mycobacteria.
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Introducdo

A tuberculose (TB) ainda é um dos principais
problemas de saude publica na maioria dos
paises. Estima-se que um terco da populagio
mundial esteja infectado por Mycobacterium
tuberculosis. O Brasil ocupa o 14° lugar entre
0s 22 paises com a maior incidéncia de TB,
com 48 casos/100.000 habitantes em 2007.
M 0 aumento do numero de casos de TB
deve-se principalmente a pobreza, desnutricdo
grave, infeccdo por HIV, migracdo de pessoas
infectadas, medidas de controle inadequadas,
inacessibilidade a tratamento farmacoldgico
eficaz e dificuldade em monitorar o tratamento
farmacologico.” Juntos, esses fatores sio
responsdveis pela disseminacdo de cepas
resistentes, inclusive as formas multirresistentes.
@ A presenca de comorbidades, incluindo a
infeccdo por HIV,® e o diagnostico tardio sdo
preocupacdes importantes e devem ser alvos
de estratégias de controle da TB no Brasil, pois
casos ndo diagnosticados de TB sdo uma grande
fonte de transmissio da doenca.”

Desde o advento do tratamento eficaz
para TB na década de 1950, o isolamento de
M. tuberculosis tornou-se rotineiro. Alguns
dos casos inicialmente descritos como casos
de infeccdo tuberculosa foram posteriormente
reconhecidos como casos de infeccdo por
micobactérias nio tuberculosas (MNT).® Esses
organismos sdo ubiquos; por isso, a exposicdo
a eles ¢ universal. Ainda ndo ha evidéncia de
transmissdo de MNT de animais para humanos.
Em humanos, supde-se que a doenca causada
por MNT seja adquirida por meio de exposicdo a
fatores ambientais, embora seja ainda necessario
identificar uma fonte especifica.®” Em pacientes
imunocompetentes, a incidéncia de doenca
pulmonar causada por MNT tem aumentado
em todo o mundo.®>® Antes da pandemia da
AIDS, atribuia-se a maioria dos casos de doenca
pulmonar em individuos com bronquiectasia,
DPOC, sequelas de TB ou pneumoconiose a
espécies do complexo M. avium-intracellulare.®

O quadro clinico e as caracteristicas
radiolégicas de infeccoes por MNT sdo
frequentemente indistinguiveis daqueles
observados em doenca pulmonar causada

por M. tuberculosis, sendo essencial que o
diagnostico baseie-se na identificacdo das
espécies envolvidas. Um diagnostico preciso da
espécie envolvida pode ter impacto direto no

manejo clinico devido aos diferentes padrdes
de sensibilidade aos medicamentos. Portanto,
a identificacdo precoce e precisa do agente
causal ¢ essencial para melhorar o manejo e os
desfechos clinicos.®

A microbiologia ¢ atualmente o padrédo
ouro para o diagnostico de infeccbes por
micobactérias. A identificacio de BAAR em
esfregacos de escarro ¢ uma técnica simples,
rapida e barata; entretanto, sua sensibilidade
varia de 30% a 80% dependendo do isolamento
em cultura, da prevaléncia local e da metodologia
adotada.'"? Por outro lado, a cultura de escarro é
um método extremamente sensivel e especifico,
embora seja trabalhoso e demorado (28-60 dias
para a obtencio do resultado)."”

Varios estudos tém sugerido que técnicas
moleculares sdo uteis para o diagnostico
etioldgico da TB. Em 1993, um grupo de autores
propds um método moleculart™ baseado em PCR
e andlise de restricdo enzimatica do gene /Asp65
(PRA-Asp65), um gene encontrado em todas
as espécies de micobactérias com sequéncias
de nucleotideos especificas para cada espécie.
Um método eficaz, amplamente utilizado e
facilmente reproduzivel que ndo necessita de
microrganismos viaveis, PRA-/sp65 permite a
identificacdo de varias espécies de MNT em uma
unica reacio.®'>

O diagnostico etioldgico preciso da espécie
de micobactéria causadora da infeccdo ¢
essencial para o manejo apropriado de infeccdes
por micobactérias. Com base na hipotese de que
o método PRA-/sp65 ¢ capaz de diferenciar
M. tuberculosis de MNT para fins clinicos e
terapéuticos, o objetivo do presente estudo foi
identificar as espécies de micobactérias isoladas
no escarro de pacientes com suspeita de TB
pulmonar (TBP). Buscamos também determinar
o impacto dessa identificacdo na abordagem
terapéutica.

Métodos

Entre janeiro e junho de 2007, 106 pacientes
com suspeita de TBP foram encaminhados
ao servico de pneumologia de um hospital
publico na cidade de Teresina (P1). O critério
de inclusdo foi ser capaz de produzir escarro
espontaneamente. Os critérios de exclusido foram
estar em tratamento com tuberculostaticos no
momento da coleta do escarro e ter recebido
diagnostico de TB extrapulmonar. O projeto foi
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui (Protocolo no.
CAAE 0124.0.045.000-06), em conformidade
com a Resolucio 196/1996 do Conselho
Nacional de Saude. Todos os pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido.

Apds a avaliacdo clinica e radiografica,
foram coletadas amostras de escarro matinal
espontaneo (duas de cada paciente). As amostras
foram enviadas ao Laboratdério Maria José Leal
para diagndstico microbioldgico. As técnicas
laboratoriais (baciloscopia e cultura de escarro)
foram padronizadas conforme as normas e
diretrizes descritas no Manual de Bacteriologia
da Tuberculose publicado pelo Ministério
da Saude.'” Esfregacos corados por Ziehl-
Neelsen foram examinados microscopicamente
para contagem semiquantitativa de BAAR e
deteccdo do fator corda.'>™ Para o isolamento
de micobactérias, realizou-se cultura em meio
Lowenstein-Jensen.'® Quando duas culturas
apresentavam resultado positivo, selecionava-se
aquela com crescimento mais abundante de cepas
de micobactérias para andlise macroscopica,
microscopica e bioquimica, bem como para
genotipageM. A fenotipagem de cepas, para
identificacdo  presuntiva, incluiu  triagem
macroscopica (morfologia e pigmentagio das
colonias), analise microscopica (deteccdo do
fator corda e identificacdo de microrganismos
contaminantes) e analise bioquimica, esta tltima
realizada por meio de um kit para identificacdo
de M. tuberculosis (MTBAC; Probac do Brasil
Produtos Bacteriologicos Ltda., Sio Paulo,
Brasil). As cepas com coldnias pigmentadas
ou acromdgenas lisas de crescimento rapido
que ndo apresentaram formacdo de corda no
exame microscopico foram presuntivamente
classificadas em MNT.

A genotipagem foi realizada por meio de
PRA-/sp65, conforme descrito anteriormente,'
no Laboratorio de Imunogenética e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Piaui.

As amostras foram preparadas como segue:
uma alca de crescimento de micobactérias em
meio Lowenstein-Jensen foi suspensa em 1 mL
de tampéo Tris-EDTA (10 mM Tris e 1 mM EDTA,;
pH = 8) e inativada por calor durante 10 min
a 80°C. Apos a inativagdo, as bactérias foram
centrifugadas durante 15 min. O sedimento foi
suspenso novamente em 100 pL de Tris-EDTA
e transferido para um tubo contendo pérolas
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de vidro (Precellys’24; Bertin Technologies,
Montigny-le-Bretonneux, Franca). As células
suspensas foram desintegradas mecanicamente
durante 2 min em um aparelho Precellys’24
(Bertin Technologies). Apos uma etapa de
10 min de centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Todas as etapas
de centrifugacdo foram realizadas a 13.000
rpm em tubos de microcentrifuga (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha).

Adicionou-se um total de 5 pL de lisado a
cada tubo de reacdo. A composicdo da mistura
para PCR (50 pL) foi 50 mM KCl, 10 mM
Tris-HCl (pH = 8,3), 1,5 mM MgCl, glicerol
a 10%, 200 mM (cada) desoxinucleotideo
trifosfato, 0,5 yM (cada) primer e 1,25 U Taq
polimerase (HotStarTaq Plus DNA Polymerase;
QIAGEN, Disseldorf, Alemanha). A reacdo foi
submetida a 45 ciclos de amplificacdo (1 min
a 94°C, 1 min a 60°C e 1 min a 72°C), sequidos
de 10 min de extensdo a 72°C. Os primers
Tb11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Th12
(5’-CTTGTCGAACCGCATACCCT)  amplificaram
um fragmento de 439 pb entre as posicdes dos
nucleotideos 398 e 836 da sequéncia genética
publicada.!"?

A analise de restricdo foi realizada com 15
pL de produtos de PCR digeridos separadamente
com 5 U das enzimas de restricdo BsfEll e Haelll,
conforme as instrucées do fabricante (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA). A enzima
BsfEl foi digerida por incubagio a 60°C durante
1,5 h, e a Hadll foi digerida por incubacio a
37°C durante 1,5 h.

Os produtos da digestdo foram misturados a
4 pL de tampio de amostra (azul de bromofenol
a 0,25% e sacarose a 40% em agua) e colocados
em géis preparados com agarose a 4% em tampao
Tris-borato-EDTA (89 mM Tris, 89 mM acido
badrico e 2 mM EDTA; pH = 8,0). Os marcadores
do tamanho do DNA (DNA /adders de 50 pb
e 25 pb) foram aplicados em trés linhas (uma
linha de 50 pb em cada extremo do gel e uma
linha de 25 pb no centro). Apds a eletroforese,
os geis foram corados com brometo de etidio,
visualizados em um transiluminador com luz
UV e fotografados. Os padrdes de PRA-/sp65
foram interpretados com o auxilio de tabelas
publicadas previamente.” Controles negativos e
positivos — agua e DNA de M. tuberculosisH37Rv
(ATCC 27294; American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EUA), respectivamente — foram
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incluidos em cada experimento. Os prontuarios
médicos dos pacientes foram revisados a fim de
obter informacdes a respeito de diagndsticos
prévios de TB, resultados positivos para BAAR
e isolamentos prévios de M. tuberculosis, MNT
ou ambos.

Para a andlise dos dados, comparamos
os fragmentos obtidos apds o tratamento
enzimatico de amplicons com os padroes
de restricio armazenados em um banco de
dados eletronico sobre PRA,!"” bem como com
os padrdes de Hadll e BsfEll, criando assim
um algoritmo para diferenciar as espécies de
MNT. Apos a obtencdo dos resultados clinicos,
radioldgicos, microbiologicos e moleculares,
analisamos os dados por meio do programa
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS
Inc., Chicago, 1L, EUA).

Resultados

Dos 106 pacientes avaliados, 3 foram
excluidos: 2 foram excluidos porque as amostras
de escarro ndo foram suficientes para a andlise e
1 foi excluido devido a contaminacdo de cultura.
Dos 103 pacientes restantes, 94 receberam
diagndstico de TBP com base no isolamento de
M. tuberculosis em amostras de escarro. Cepas de
MNT foram isoladas nas amostras de escarro dos
outros 9 pacientes. Apenas 2 pacientes foram
considerados casos de reinfeccdo. A média de
idade foi de 46,8 anos (variacdo: 15-87 anos),
e individuos do sexo masculino predominaram
(67%). Os dois sintomas mais comuns foram
tosse e escarro purulento. A Tabela 1 mostra
as caracteristicas clinicas, radiologicas e
microbioldgicas dos pacientes.

Os  testes  bioquimicos  empregados
mostraram-se capazes de identificar
M. tuberculosis ¢ MNT. A média de idade foi
significativamente maior entre os pacientes
nos quais foram identificadas MNT do que

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas, radioldgicas e microbioldgicas de pacientes com suspeita clinica de infeccdo
pulmonar por Mycobacterium tuberculosis ou micobactérias ndo tuberculosas tratados em um centro de
referéncia em pneumologia em Teresina (P1) entre janeiro e junho de 2007.

Varidveis Mycobacterium Micobactérias ndo
tuberculosis tuberculosas
(90) (90)
Caracteristicas demograficas
Género Masculino 64 (62,13) 5 (4,85)
Feminino 30 (29,12) 4 (3,88)
1dade, anos <25 22 (23,4) -
25-50 42 (44,7) -
> 50 30 (31,9) 9 (100)
Sintomas clinicos
Tosse 94 (100) 9 (100)
Perda de peso 66 (70,21) 4 (44,4)
Escarro purulento 85 (90,42) 9 (100)
Febre vespertina 74 (78,72) 6 (66,6)
Mal-estar 55 (58,51) 5 (55,5)
Dispneia 55 (58,51) 4 (44,4)
Dor toracica 55 (58,51) 3(33,3)
Sudorese noturna 46 (48,93) 2(22,2)
Caracteristicas radioldgicas
Doenca Minima 25 (26,59) 8 (88,89)
Moderada 66 (70,21) 1(11,11)
Grave 3 (3,20) -
Caracteristicas microbioldgicas
Resultado da baciloscopia Positivo 157(76) 18 (100)
Negativo 46 (22) -
Isolamento em cultura Positivo 188 (91) 18 (100)
Negativo 2(1N -
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naqueles em que se identificou M. tuberculosis
(64,1 vs. 46,8 anos; p < 0,05). Nio houve
diferencas significativas entre os pacientes com
M. tuberculosis e aqueles com MNT no que
tange a sintomas clinicos e género. Entretanto,
todos os pacientes que apresentaram MNT
também apresentaram achados radiologicos de
bronquiectasia, esfregaco positivo para BAAR e
isolamento em cultura. Dos isolados submetidos
a PRA-/sp65, 91,0% apresentaram um padrdo
de Bs&ENl ou Haell para M. tuberculosis. O
método PRA-/sp65 identificou sete cepas de
MNT: M. kansasii;, M. abscessus 1; M. abscessus
2; M. smegmatis, M. flavescens 1; M. gordonae
5 e M. gordonae 7."" Os padrdes de bandas sio
apresentados na Tabela 2. Como ocorrera na
infeccdo primaria, M. abscessus 1 e M. kansasii
foram identificadas nas amostras de escarro
dos 2 pacientes com reinfeccdo. Todas as cepas
de MNT identificadas por PRA-/Asp65 foram
também identificadas como MNT pelos testes
de acido p-nitrobenzoico e hidrazida do acido
tiofeno-2-carboxilico.

0 esquema terapéutico basico (a combinacio
rifampicina-isoniazida-pirazinamida) falhou em
2 dos 103 pacientes estudados. Os 2 pacientes
foram previamente tratados com etionamida,
pirazinamida, etambutol e estreptomicina, e o
tratamento falhara. M. kansasii e M. abscessus
1 foram isoladas nas amostras de escarro desses
pacientes. Além disso, ambas as espécies haviam
sido isoladas em amostras de escarro coletadas
anteriormente desses pacientes, apoiando o
diagnostico. O paciente no qual M. kansasii foi
isolada em cultura foi tratado com claritromicina
(500 mg v.o. a cada 12 h) e etambutol durante
12 meses. A avaliacdo de acompanhamento

revelou remissdo clinica completa. O paciente
tornou-se assintomatico 1 ano apds o inicio
do tratamento e assim permaneceu apds a
suspensdo da claritromicina. O paciente no
qual M. abscessus 1 foi isolada ndo apresentou
resposta clinica a nenhum dos varios esquemas
terapéuticos iniciados com base nos resultados de
testes de sensibilidade. O paciente permaneceu
sintomatico até o O6bito, que ocorreu 5 anos
apos o diagnostico de doencga pulmonar causada
por MNT. M. abscessus 2 foi isolada em 1
paciente. Embora ndo tenha sido hospitalizado,
o0 paciente recebeu tratamento empirico com o
esquema  rifampicina-isoniazida-pirazinamida
durante 2 meses enquanto aguardavamos os
resultados da identificacdo molecular. Como o
paciente permaneceu sintomatico, o esquema
rifampicina-isoniazida-pirazinamida foi
substituido por claritromicina (500 mg/12 h
durante 18 meses) e amicacina (15 mg ® kg™' ®
dia~' administrados por via intravenosa a cada 12
h durante 15 dias), seguidos das mesmas doses
de claritromicina e amicacina administradas as
segundas, quartas e sextas durante 2 meses.
Apds 18 meses, o paciente apresentou-se
assintomatico e os resultados da cultura
foram negativos. O tratamento foi, portanto,
suspenso. Devido a fatores socioeconémicos, os
outros 7 pacientes com suspeita de TB foram
hospitalizados e tratados com o esquema
rifampicina-isoniazida-pirazinamida enquanto
aguardavamos os resultados da cultura de
escarro. Esses pacientes também permaneceram
sintomaticos. Os resultados da identificacdo
molecular por PRA-/sp65 foram os seguintes:
M. gordonae, em 3 pacientes; M. flavescens,
em 1; M. smegmatis, em 1; M. kansasii, em 1

Tabela 2 - ldentificacdo molecular, por meio de PCR e andlise de restricio enzimatica do gene /Asp65, de
espécies de micobactérias isoladas em cultura de amostras clinicas coletadas de pacientes com tuberculose
pulmonar tratados em um centro de referéncia em pneumologia em Teresina (P1) entre janeiro e junho de 2007.

Espécies de (n/N) Perfis de bandas
micobactérias BsEN Hadl

Mycobacterium tuberculosis (94/103) 235-115-85 150-125-70
M. kansasii 1 (2/103) 235-210 130-105-80
M. abscessus 1 (1/103) 235-210 145-70-60-55
M. abscessus 2 (1/103) 235-210 200-70-60-50
M. smegmatis (1/103) 235-130/85 145-125-60
M. flavescens 1 (1/103) 440 140-60-55
M. gordonae 5 (1/103) 235-210 125-110
M. gordonae 7 (2/103) 235-115-100 155-110-60
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e M. abscessus 2, em 1. Devido a problemas
operacionais, ndo foi possivel realizar um teste
de sensibilidade; ndo obstante, o esquema
terapéutico foi alterado. Para os 3 pacientes
nos quais M. gordonae foi isolada em cultura,
o esquema antibidtico foi alterado para
claritromicina (500 mg/12 h). No primeiro més de
tratamento, os pacientes apresentaram melhora
clinica significativa. No sexto més, as culturas
apresentaram resultado negativo. O tratamento
durou 12 meses, ao final do qual os pacientes
apresentaram-se completamente assintomaticos.
0 paciente no qual M. flavescens foi isolada em
cultura ndo apresentou melhora durante os 2
primeiros meses de terapia. Apds a presenca
de M. flavescens ter sido revelada pelo método
PRA-/sp65, a terapia-padrio foi suspensa e
administrou-se claritromicina (500 mg v.o. a
cada 12 h) durante 1 ano. O paciente apresentou
remissdo clinica completa 1 més apds o inicio do
tratamento e permaneceu assintomatico apos a
suspensdo da claritromicina. Os pacientes nos
quais M. smegmatise M. kansasii foram isoladas
em cultura foram tratados com claritromicina
(500 mgv.o. a cada 12 h) e etambutol (1.000 mg/
dia v.0.) durante 12 meses. Todos os 7 pacientes
apresentaram remissdo clinica completa 1
ano apo6s o inicio do tratamento. Podemos,
portanto, afirmar que todos os pacientes
estavam infectados, e ndo colonizados, ja que
apresentaram resposta satisfatdria as mudancas
no esquema terapéutico.

Discusséao

No presente estudo, 9% dos isolados
foram MNT, e as cepas mais comuns foram
M. gordonae e M. kansasii. O intervalo maximo
entre o isolamento em cultura e a identificacdo
da espécie por PRA-/Asp65 foi de 24 h, o que ¢
impossivel quando se utilizam testes quimicos
e de crescimento. O tempo necessario para
que testes desse tipo identifiquem as espécies
de maneira definitiva varia de varias semanas
a 2 meses, uma vez que varios desses testes
exigem crescimento macroscopico de coldnias
em cultura para que possam ser interpretados.
O350 A fim  de distinguir o complexo
M. tuberculosis de MNT, foram utilizados os
métodos convencionais, isto €, os testes de acido
p-nitrobenzoico e hidrazida do acido tiofeno-2-
carboxilico. Foram necessarias 4 semanas para a
obtencédo dos resultados.

Estudos tém identificado novas espécies de
MNT, e mais de 140 espécies sdo atualmente
conhecidas; portanto, a identificacdo de
espécies por meio de técnicas convencionais
¢ uma tarefa ardua e demorada que exige
varios testes laboratoriais e recursos humanos
altamente qualificados.”'” Embora tanto o
método PRA-/sp65 como os métodos classicos
consumam a mesma quantidade de tempo nas
etapas iniciais, o0 método PRA-/sp65 apresenta
uma grande vantagem sobre os métodos classicos
em etapas posteriores. Na verdade, o método
PRA-/sp65 € capaz de identificar micobactérias
24 h apods o isolamento em cultura. Por outro
lado, sdo necessarios até 60 dias para que 0s
métodos classicos identifiquem micobactérias
apos o isolamento em cultura.®1012

Ainda nio se sabe qual ¢ a real prevaléncia
de MNT no Brasil.'8?9 Sabe-se, entretanto, que
MNT podem ser isoladas no meio ambiente,
colonizar as superficies mucosas de individuos
imunocompetentes e causar infec¢do.”® Por
conseguinte, ¢ possivel que um unico isolamento
de MNT nio indique infeccio. E, portanto,
obrigatdrio utilizar critérios para diferenciar
colonizacio de infecgdo.®"

Espera-se um aumento substancial da
ocorréncia de MNT como agentes etioldgicos
de infec¢do pulmonar e cutanea, principalmente
em idosos com DPOC"?? e infeccio hospitalar.
Estudos demonstraram que MNT ndo sé
colonizam como invadem tecidos, causando
infeccdo.?>?° Entretanto, ndo ¢é facil fazer
essa distincdo. Os critérios para tal foram
padronizados pela American Thoracic Society.
(7,26)

Em nosso estudo, espécies que haviam sido
identificadas nos mesmos pacientes (/. abscessus
1 e M. kansasii) foram identificadas em apenas
2 casos, os quais foram considerados, portanto,
casos de reinfeccio. E interessante notar que
esses pacientes eram do sexo feminino, nao
haviam sido submetidos a nenhum procedimento
endoscopico e apresentaram bronquiectasia.

Um bom controle epidemioldgico exige
identificacdo rapida e precisa do agente
etiologico. Portanto, para complementar
os métodos convencionais, ¢ fundamental
desenvolver novas estratégias bioquimicas
para a identificacdo de micobactérias. Nesse
contexto, o método PRA-/Asp65 ¢ uma opcdo
atraente, pois ¢ rapido, preciso e reprodutivel.
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Além disso, pode ser realizado em laboratdrios
equipados para microbiologia e biologia
molecular. Essas caracteristicas aceleram os
resultados dos testes e permitem um manejo
melhor. Portanto, o método PRA-/Asp65 pode
ser uma adicdo valiosa a bateria de testes
diagnosticos para infecgdes por micobactérias.
Nesse cenario, a incorpora¢do de um método
de biologia molecular que possa ser realizado
em laboratdrios de diagnostico clinico torna-se
cada vez mais relevante. A escolha do esquema
terapéutico para o tratamento da TB ndo deve
ser baseada exclusivamente mnos resultados
da pesquisa de BAAR, pois o tratamento para
TB ¢ longo e exige que o microrganismo seja
erradicado a fim de evitar o desenvolvimento
e a disseminacdo de formas multirresistentes
oriundas de um tratamento inicial inapropriado.

No Brasii e em outros paises em
desenvolvimento, nos quais a incidéncia de TB
¢ elevada, ¢ pratica comum iniciar o tratamento
com tuberculostaticos antes da identificacio
das micobactérias, particularmente em casos de
baciloscopia positiva. Entretanto, os médicos
devem estar atentos a possibilidade de que
talvez nédo haja resposta clinica, ja que MNT sédo
comuns, como se demonstrou no presente estudo.
A identificacdo correta das espécies de MNT ¢
crucial, uma vez que outros antimicrobianos
especificos terdo que ser selecionados com base
na identificacdo das espécies e nos resultados
de testes de sensibilidade.'®?” Nesse contexto,
PRA-/sp65 é o método mais apropriado, pois
¢ capaz de identificar as espécies de MNT 24
h apds seu isolamento em cultura. Por outro
lado, o método convencional de identificacdo
das espécies de MNT (o qual se baseia em
propriedades quimicas e de crescimento)
necessita de mais de 30 dias. Como os resultados
de PRA-/sp65 sdo mais rapidos, ¢ possivel
iniciar o tratamento com o esquema terapéutico
apropriado mais rapidamente.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou
que ¢ possivel implantar o método PRA-/Asp65
para a identificacio de micobactérias em
um laboratério de biologia molecular néo
especializado. Embora se reconheca que o
método PRA-/sp65 ndo deve ser considerado
um substituto para outros testes usados para
diagnosticar TB, o método ¢ uma ferramenta
diagnostica adicional para investigar a etiologia
da doenca, especialmente em individuos que nio
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apresentam resposta clinica a tuberculostaticos.
0 método pode contribuir para uma identificagao
mais rapida de micobactérias em laboratdrios
publicos, otimizando assim o manejo dos casos.
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