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RESUMO - Com o intuito de identificar e verificar a sensibilidade de cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas
de 206 amostras clinicas obtidas de formas pulmonares e extrapulmonares, provenientes de 144 pacientes exter-
nos e internos do Hospital de Doencas Tropicais do Estado de Goias, foi realizado baciloscopia pela técnica de
coloracdo de Ziehl-Neelsen e a cultura em Lowenstein-Jensen e sistema bifdsico. A identificacdo foi realizada
através de provas de crescimento na presenca de inibidores, producao de pigmentos, tempo de crescimento e
provas bioquimicas, conjuntamente com a determinacdo da susceptibilidade as drogas antimicobacterianas. Fo-
ram isoladas micobactérias em 13 (6,3%) amostras, sendo 12 (92,3%) identificadas como M. tuberculosis e uma
(7,7%) do complexo M. avium (MAC). Das amostras isoladas, 12 apresentaram sensibilidade a isoniazida, etambu-
tol, rifampicina, estreptomicina, pirazinamida, etionamida e somente uma amostra, apresentou resisténcia a isoni-
azida, rifampicina, pirazinamida e etionamida.

PALAVRAS-CHAVE — Micobactérias, tuberculose, Mycobacterium tuberculosis.

SUMMARY - To identify and conduct susceptibility test of Mycobacterium tuberculosis strains, 206 clinical samples
were isolated from pulmonary and extra-pulmonary forms, originating from 144 in- and out-patients of the Tropical
Diseases Hospital from the Goids State, by undergo Ziehl-Neelsen stain, cultures performed by the Lowenstein-
Jensen and double phase system. The identification was based on growth in the presence of inhibiting agents,
pigment production, growth time and biochemical testing, followed by the determination of susceptibility to anti-
mycobacterial drugs. Thirteen samples (6.3%) were isolated, which 12 (92.3%) were identified as M. tuberculosis
and one (7.7%) as M. avium Complex (MAC). From the isolated samples, 12 were sensitive to isoniazid, ethanbutol,
rifampicin, streptomycin, pirazinamid and ethionamid. Only one sample was resistant to ioniazid, rifampicin, pi-

razinamid and ethionamid.
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INTRODUCAO

tuberculose (TB) é uma doenca milenar que acom-
panha o homem no decorrer da Histéria. Nas ulti-
mas décadas, nos paises desenvolvidos, a TB apresen-
tou declinio na incidéncia e mortalidade. Contudo,
voltou a constituir problema nos ultimos anos, pelo
aumento do numero de casos e a resisténcia as dro-
gas. Este aumento tem sido associado as desigualda-
des sociais, desemprego, movimentos migratorios, ne-
gligéncia do poder publico, perda da cultura da tuber-
culose pelos profissionais de saude, quimioterapia ina-
dequada, uso de drogas ilicitas por certos segmentos
da populacao, aumento da expectativa de vida, imu-
nodeficiéncias, como HIV, fatores culturais, religiosos
etc’.
A TB é uma doenca geralmente de longa duracao,
raramente causada pelo M. bovis e mais frequentemen-

te pelo M. tuberculosis. A doenca pode acometer prati-
camente todo o organismo, mas o pulméo é o érgao
mais freqiientemente acometido®.

Em 1993 a TB foi declarada “"Emergéncia Global
de Saude" pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
por ser considerada fora de controle em diversas par-
tes do mundo®. Sendo que a OMS estabeleceu como
meta para o ano 2000, como diretrizes estabelecidas
para atingir seu controle, a deteccao de 70% dos casos
e a cura de 85% dos casos novos de TB pulmonar baci-
lifera*®. Esta emergéncia foi associada a 1/3 da popu-
lacdo mundial infectada, mas somente 5% desenvol-
vem a doenca ativa durante os primeiros anos apoés a
exposicao. Entretanto, isto representa 8 milhdes de
casos novos e 3 milhdes de mortes a cada ano. Além
disto, estes numeros estdo aumentando, pois a pobre-
za, a deficiéncia nutricional e as guerras aumentam a
taxa de reativacao®.
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O Brasil apresenta o mais elevado nimero de casos
da América Latina (53,4 novos casos/100.000 habitan-
tes), sendo o 6° pais do mundo com maior incidéncia
de TB*. Mesmo paises desenvolvidos, como o Reino
Unido, a distribuicao da TB, em grandes cidades é
idéntica a de 4reas pobres* e nos Estados Unidos, em
1998, o numero de casos foi 35% menor do que em
1992, mas acima da meta nacional para o ano 20002,

A TB é um mal que impoe perdas expressivas a so-
ciedade e incompativeis com a vida social, pois a doen-
¢a, no seu estdgio inicial, quando o individuo ja esta
infectando outras pessoas, é confundida pelos leigos,
com gripe, bronquite, alergia respiratéria ou outras
pneumopatias e o retardo no diagnoéstico agrava o es-
tado clinico e o processo de disseminacao do bacilo®.
O desequilibrio do sistema de satde trouxe conseqiién-
cias negativas para a pesquisa sobre TB, como trata-
mentos incompletos, perda de contato dos pacientes e
aumento da resisténcia a drogas®***3. A curto prazo re-
conhece-se que o Unico método para reduzir a trans-
missdo da TB é a deteccdo precoce e tratamento de
pacientes™®.

A TB pode ser identificada presuntivamente atra-
vés da pesquisa direta no material clinico, ou pela com-
binacao dos sintomas clinicos, anormalidades no raio X
e teste tuberculinico positivo. Porém, o diagnéstico
definitivo requer o isolamento e identificacdo bioqui-
mica das micobactérias®. A cultura em meios sélidos
tém um papel importante, ndo somente por seu menor
custo e eficdcia, mas por propiciarem um reconheci-
mento rapido de eventual presenca de culturas mis-
ta56,36,38‘

O complexo M. avium consiste de um grupo de mi-
cobactérias atipicas freqlientemente encontradas nos
seres humanos. Em pacientes com AIDS, estas bacté-
rias atuam como patégenos oportunistas®. Sendo ain-
da incerto como os seres humanos contraem infecgoes
pelo complexo M. avium, embora alguns estudos des-
crevam o isolamento destas bactérias de amostras de
alimentos'®, animais®*, dguas®, solo*' e amostras cli-
nicas®?. Esta preocupacdo deve-se a ubiqiiidade das
micobactérias do grupo NTM (Non Tuberculous Myco-
bacteria) e existem indicios de que o trato respiratério
pode ser colonizado, sem ou com apresentacao de sin-
tomas'*?°.

Os relatos de micobactérias resistentes a drogas re-
montam ao inicio do uso da monoterapia com estrep-
tomicina em 1944, Nos EUA, os estudos mostram
estabilidade ou declinio de pacientes com TB resis-
tente a drogas entre 1950 e 1986, porém, na década de
1980, a freqiiéncia de cepas resistentes a uma ou mais
drogas antituberculosas aumentou de 7,0% para
14,2%19, Esta tendéncia também foi observada na
Franca e no Brasil***’.

O esquema terapéutico, normatizado pelo Minis-
tério da Saude em 1978, implantado em 1979, preco-
niza que os casos novos de TB sejam tratados por via
oral em um periodo de 6 meses; nos dois primeiros,
trés drogas sao utilizadas: isoniazida, rifampicina e pi-
razinamida, e nos meses seguintes, isoniazida e rifam-
picina’.

O presente estudo teve como objetivos pesquisar a
presenca de micobactérias em pacientes com quadro
clinico suspeito de TB provenientes do Hospital de
Doencas Tropicais-HDT/Goids, identificar e determi-
nar a susceptibilidade as drogas antimicobacterianas

60

utilizadas na clinica médica, bem como, observar a
correlacdo entre baciloscopia e cultura como métodos
de diagnéstico para tuberculose e micobacterioses.

MATERIAIS E METODOS

Foram colhidos 206 espécimens clinicos de 144
pacientes atendidos no HDT que apresentavam qua-
dro clinico suspeito de TB entre janeiro de 1999 e de-
zembro de 2000. O espécime coletado foi definido pelo
médico, de acordo com a suspeita clinica e/ou a ne-
cessidade de procedimentos invasivos. Apos a coleta,
as amostras foram enviadas ao Laboratério de Mico-
bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Sat-
de Publica (IPTSP), da Universidade Federal de Goids
para a realizacao da baciloscopia, cultura, identifica-
cao e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos.

Inicialmente, os espécimes clinicos foram subme-
tidos a baciloscopia pela técnica de coloracao de Zi-
ehl-Neelsen e, em seguida, foi realizado o tratamento
de descontaminacéo por dois métodos: de Petroff (so-
lucdo de NaOH a 4%) e do lauril sulfato de s6dio-SDS
(solucdo de NaOH a 1% com SDS). As amostras sépti-
cas consideradas multibacilares foram descontamina-
das e inoculadas em dois tubos de Lowenstein-Jensen
(L-J) e dois no sistema bifasico, constituido de L-J as-
sociado ao meio 7H-9, e as amostras paucibacilares
inoculadas em dois tubos com sistema bifdsico com
incubacao a 35°C-37°C°.

As culturas com crescimento positivo para BK fo-
ram examinadas nas primeiras 48 horas para verifica-
cdo da presenca de contaminacao, com leituras sema-
nais até a 8% semana, sendo novamente submetidas a
baciloscopia por Ziehl-Neelsen para comprovacao da
presenca de bacilos dlcool-acido-resistentes (BAAR).
A identificacdo das espécies foi feita por provas bio-
quimicas como: reducdo do nitrato, crescimento em
presenca de agentes inibidores (dcido tiofeno 2-car-
boxilico-T2H e acido p-nitrobenzdico-PNB), tempo de
crescimento e producdo de niacina®.

O teste de susceptibilidade aos farmacos foi reali-
zado pelo método das proporgoes e os resultados sao
relatados como a percentagem do total da populacao
bacteriana resistente a uma determinada droga, obti-
da pela quantidade de crescimento no meio de cultura
contendo a droga, quando comparado ao crescimento
em meio sem a droga®®. Foram testadas as seguintes
drogas: estreptomicina (SM) 4 pg/ml, etambutol (EMB)
2 ug/ml, etionamida (ETH) 20 pg/ml, isoniazida (INH)
0,2 pg/ml, pirazinamida (PZA) 100 pg/ml e rifampici-
na (RPM) 40 pg/ml®®,

RESULTADOS

Dos 206 espécimens de 144 pacientes (Tabela I),
foram realizados esfregacos em lamina do material
direto, para pesquisa de bacilos &lcool-acido-resisten-
tes, dos quais 7 (53,8%) foram positivos e 6 (46,1%)
tiveram baciloscopia negativa (Tabela II). A maior fre-
qiéncia de amostras suspeitas foi proveniente das for-
mas pulmonares (58,3%), incluindo aspirado bronqui-
co (26,7%), escarro (25,7%) e liquido pleural (5,8%).

Das 206 amostras analisadas, 13 (6,3%) foram cul-
turas positivas, isolando-se M. tuberculosis em duas
(15,4%) das 55 amostras de aspirado bronquico, trés
(23%) de 53 de escarro, duas (15,4%) de 23 de bidépsia
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de ganglio, uma (7,7%) de trés de aspirado gastrico,
uma (7,7%) de 12 secrecdo purulenta de pele, uma
(7,7%) de duas zaragatoas de lesdo anal, uma (7,7%)
de 24 de urina e uma (7,7%) de 12 de liquido pleural
(Tabela I). Foi isolada M. avium de uma (7,7%) das 22
amostras de medula 6ssea.

A baciloscopia, foi realizada em todas culturas po-
sitivas para confirmacao dos bacilos alcool-acido-re-
sistentes. A percentagem de esfregacos AFB e de cul-
tura positivas foi maior em amostras (trés) de escarro.

O teste de susceptibilidade as drogas evidenciou
somente uma (7,7%), proveniente de aspirado gastri-
co, com M. tuberculosis multidroga resistente (MDR)
a ETH, INH, PZA e RPM, as demais cepas, incluindo
a de M. avium, foram susceptiveis as drogas testadas.

DISCUSSAO

Neste estudo foram analisados 206 espécimens cli-
nicos de 144 pacientes com suspeita clinica de TB, iden-
tificando em 13 (6,3%), através de baciloscopia e cultu-
ra, a presenca de Mycobacterium sp. A maior freqién-
cia de amostras com suspeita de infeccao (46,2%) ocor-
reu na forma pulmonar (Tabela I). Este percentual é di-
ferente do apresentado para o Brasil, e principalmente
para o Estado de Goias, onde 85% dos casos de TB fo-
ram de localizagao pulmonar e 15% extra-pulmonares'®.

A baciloscopia direta do escarro é considerada como
o teste mais indicado para a confirmacao de tubercu-
lose, porém um resultado negativo néo elimina o diag-
ndstico de TB?®. Nosso estudo revelou 7 (3,4%) amos-
tras positivas, como observado em Santa Maria/RS com
2,3%" e 6 (2,9%) negativas, porém estas foram positi-
vas pela cultura (Tabela II). Esta diferenca pode ser
justificada pelo menor limiar de deteccao da bacilos-
copia em relacéo a cultura®, mesmo considerando-se
que esta é influenciada tanto pelo método empregado
na descontaminacao da amostra, como pelo meio de
cultura utilizado'~®2,

A maioria dos isolados foi culturalmente e bioqui-
micamente caracterizada como M. tuberculosis (92,3%)
e apenas uma amostra bacteriana foi identificada como
M. avium (7,7%), proveniente de medula 6ssea. Esta
cepa so foiisolada apés a descontaminacao com lauril
sulfato de sédio e forneceu cultura negativa quando
tratada pela técnica de Pettrof, indicando que este tipo
de amostra clinica deve ser tratada com métodos me-
nos agressivos, pois a descontaminacao mais agressi-
va inativa cerca de 70% das micobactérias, ndo deven-
do ser utilizado em espécimes paucibacilares, nem em
material suspeito de conter NTM, pois sdo mais sensi-
veis ao NaOH?!'*®, O baixo nuimero de isolamentos de
M. avium, em nosso meio®" contrasta com os de pai-
ses desenvolvidos como na Noruega®®, Suécia* e Fin-
landia®, onde ocorreu incremento no seu isolamento
e decréscimo no de M. tuberculosis.

Nossos resultados foram similares aos obtidos no
Hospital da Universidade de Santa Maria/RS, onde
de 476 culturas, 42 (8,8%) foram positivas para M. tu-
berculosis, sendo 19 (45,2%) provenientes de escarros’’,
porém distintos do obtido em Bogotd, Colémbia onde
obteve-se 1,4% de isolamento de M. tuberculosis?’, bem
como dos encontrados no Hospital Geral do Rio de
Janeiro/RJ, onde recuperaram micobactérias de 20,6%
(313/1.517) de todos pacientes’, sendo que M. tuber-
culosis foi identificado em 94,2% (295/313).
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TABELA |
Distribuicao das 206 espécimens clinicos em relacao
ao numero de amostras analisadas e de culturas
positivas, Goiania, Janeiro de 1999 a Dezembro de 2000

Espécime Total de amostras Culturas positivas (%)*
clinico analisadas Total ot Py
Medula 6ssea 22 01 7,7 45
Liquido pleural 12 01 7,7 8,3
Urina 24 01 7,7 41
Aspirado 55 02 15,4 36
brénquico
Escarro 53 03 23,0 5,6
Bidpsia ganglio 23 02 15,4 8,7
Aspirado 3 of 77 333
gastrico
Secregao 12 01 77 83
purulenta pele
Lesao anal 2 01 7.7 50,0
Total 206 13 100,0

* % positividade em relagdo as 13 amostras com cultura positiva.
** % positividade em relagdo as amostras analisadas.

TABELA 1l
Distribuicao das 13 amostras com cultura positiva,
conforme o espécime clinico, método
de descontaminacao, espécie de Micobactéria isolada
e resultado da baciloscopia, em pacientes
de hospital publico do Estado de Goias,
Janeiro de 1999 a Dezembro de 2000

Métodos de
Espécime descontaminagao Bactéria Baciloscopia
clinico isolada
Petroff SDS
Medula dssea C- C+ M. avium Negativa
Liquido pleural C+ C+ M. tuberculosis Negativa
Urina C+ C+ M. tuberculosis Negativa
LAavadlo C+ C+ M. tuberculosis Positiva
brénquico
Escarro C+ C+ M. tuberculosis Positiva
Bidpsia C+ C+ M. tuberculosis Negativa
Escarro C+ C+ M. tuberculosis Positiva
Bidpsia C+ C+ M. tuberculosis Negativa
As,plrgdo C+ C+ M. tuberculosis Positiva
gastrico
Escarro C+ C+ M. tuberculosis Positiva
Secregao C+ C+ M. tuberculosis Positiva
purulenta pele
A§p"a‘.j° C+ C+ M. tuberculosis Negativa
brénquico
Zaragatoa C+ C+ M. tuberculosis Positiva
de lesao anal
C+ = cultura positiva; C- = cultura negativa.
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Em relacdo ao isolamento de M. avium, nosso es-
tudo confirma o realizado na Colémbia, quando, mes-
mo em pacientes infectados por HIV, M. avium foi
identificado em 4,5% (13/286) dos casos?’ e ao do Rio
de Janeiro onde detectaram NTM em 5,8% dos casos
(18/313)°.

Em relacao ao perfil de susceptibilidade das dro-
gas antituberculosas testadas, no presente estudo, to-
das as cepas mostraram sensibilidade, com excecao
de uma proveniente de aspirado gastrico que mostrou
resisténcia multipla para 4 (ETH, INH, RPM e TZA)
das seis drogas testadas, identificando paciente porta-
dor de cepa de M. tuberculosis MDR adquirida, isto é,
bacilo multirresistente proveniente de paciente com
histdria de tratamento anterior. A ficha clinica eviden-
ciou que o paciente encontrava-se em tratamento com
esquema III, padronizado no pais para uso em casos
de faléncia as drogas de primeira linha.

A identificacao dos pacientes portadores de cepas
MDR é critica, uma vez que esses poderdo transmiti-
las a seus contatos, principalmente, durante a admis-
sao hospitalar, caso nao sejam adotadas medidas de
prevencao®.

O processo da resisténcia na TB é particularmente
grave para os pacientes que receberam tratamento
prévio sem sucesso. Em muitos deles, as lesdes avan-
cam por reativacoes repetidas e tratamento insuficien-
tes, favorecendo o aparecimento de bacilos mutantes
resistentes a uma ou mais drogas®. Um fator decisivo
¢ a demora em reconhecer a presenca de uma cepa
resistente, assim como, a falha em observar as precau-
¢coes recomendadas de isolamento do paciente e ven-
tilacdo apropriada com pressdo negativa nas salas e
quartos de isolamento®,

De acordo com os resultados obtidos, concluimos
que além da baciloscopia, a realizacdo da cultura é
importante pois permite posterior identificacao, jun-
tamente com a determinacao do perfil de susceptibili-
dade as drogas antimicobacterianas.

Concluiu-se também que o diagnoéstico definitivo
de TB depende da associacao de técnicas, mesmo que
o resultado demande um determinado periodo de tem-
po. O controle da doenca depende de um diagnostico
seguro e definitivo.
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