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RESUMO

Durante o periodo de fevereiro a agosto de 2002, a pesquisa de M. tuberculosis foi realizada entre 74
internosde um Hospital Psiquiéatrico nointerior do Estado de Goias- Brasil. Micobactériasforam isoladas
de cinco (6,8 %) dos pacientes analisados, sendo identificados quatro Mycobacterium tuberculosis e um
Mycobacterium chelonae. A baciloscopia foi positiva apenas para a amostra de escarro contendo M.
chelonae. O cultivo possibilitou o isolamento de M. tuberculosis apartir de espécimes clinicos de quatro
pacientes com baciloscopia negativa. As micobactérias foram identificadas por meio de metodologia
classica, andlise de &cidos micdlicos e biologia molecular (PCR). A técnicade PCR, por tratar-se de um
método mais sensivel e especifico, detectou M. tuberculosis em uma culturaem que apenas M. chelonae
foi identificado por meio detécnicas convencionais. Os quatroisoladosde M. tuberculosis foram sensiveis
aisoniazidae rifampicinano método das proporcdes de sensibilidade as drogas, empregado neste trabal ho.
Palavras-Chave. hospital psiquiétrico, reacdo da polimerase em cadeia, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium chelonae, acidos micdlicos, sensibilidade a drogas.

ABSTRACT

From February to August of 2002, the search for M. tuberculosis was performed among 74 inpatientsfrom
the Psychiatric Hospital of Goiés- Brazil. Mycobacteriawereisolated from five (6.8%) patients, being four
M. tuberculosis isolates and one M. chelonae. M. chelonae positive result on baciloscopy was observed
in a sputum sample only. M. tuberculosis was isolated culture of clinical specimens from four smear-
negative patients. Mycobacteria species were identified by means of conventional methods, mycolic
acidsanalysis, and PCR technique. The most specific and sensitive method - PCR detected M. tuberculosis
on aculture and M. chelonae was only identified by means of conventional methods. According to drug
susceptibility profiles, al of four M. tuberculosis isolates were susceptible to isoniazid and riphampicin.
Key Words. psychiatric hospital, polymerase chain reaction technique, Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium chelonae, mycolic acids, drug sensibility.

258 Rev Inst Adolfo Lutz, 64(2): 258-262, 2005



Costa, HCG et a. Importancia do diagnostico laboratorial na busca de casos de tuberculose em um hospital psiquiatrico. Rev Inst Adolfo

L utz, 64(2):258-262, 2005

INTRODUCAO

A tubercul ose € acausamais comum de morteinfecciosa
em adultosno mundo®. No Brasil sfo registrados cercade 129.000
casos novos e aproximadamente 7.000 6bitos por anc?. O ato
indice detuberculose no Brasil decorre dasdeficiénciasdarede
de salde publica, das dificuldades para diagnosticar a doenga
ou até mesmo de identificar os enfermos que ndo procuram ou
estéo impossibilitados de procurar os postos de salde. Dentre
estes Ultimos, de acordo com Voahangy et al .3, aprevalénciada
tuberculose em pacientes enclausurados é 16 vezes maior do
gue napopulacdo em geral, sugerindo que ataxade transmissdo
éaltanessesambientes. Lourenco et a.* verificaram altataxade
resisténcia a drogas (17,2 %) entre 58 amostras de M.
tuberculosis isolados do Sanatorio Penal Masculino do Rio de
Janeiro.

A confirmagdo do diagndstico da tuberculose faz-se
através da visualizagdo do bacilo alcool-acido resistente na
baciloscopia e do cultivo do microrganismo em meios sel etivos
a partir de materiais biolégicos. A técnica de cultura € uma
metodologia mais sensivel do que a baciloscopia, fornecendo
resultados positivos com apenas 10 a 100 bacilos por mL de
escarro. Parao cultivo através do método de Petrof S, inicia mente
é feita a descontaminacdo do escarro empregando solugéo de
hidroxido de sodio a4% e o material descontaminado é cultivado
em meio Lowestein-Jensen (L J). Kudoh e Kudoh® propuseram
uma técnica simplificada que permite a descontaminagéo da
amostrade escarro em swab de algod&o apenas com suaimersao
em solucdo de hidréxido de sodio a 4%, seguido de semeadura
emmeio de culturade Ogawa.

A identificacdo das espécies de micobactérias é entéo
realizadaatravés daverificacao dacapacidade do microrganismo
em crescer no meio LJ contendo inibidores como o &cido p-
nitrobenzdico (PNB) e tiocemicarbazona (THC) e através de
provas bioguimicas como a produgdo das enzimas catalase,
nitrato redutase e niacing®. A identificacao classicaé demorada,
levando cerca de duas semanas, uma vez que varios destes
testes requerem a visuaizacdo do aparecimento de colbnias,
sendo também fastidiosa, exigindo a preparacdo de meios
complexos’. Com o abjetivo de agilizar a identificacdo das
micobactérias, diversos métodos alternativos para detecgéo do
bacilo da tuberculose ou parte de seus componentes tém sido
propostos, tais como: métodos quimicos e de biologiamol ecular.

Dentre os métodos quimicos, a andlise de acidos
micolicos usando atécnicade cromatografiaem camadadelgada
tem sido empregada com bastante sucesso naidentificagdo das
micobactérias’. A cromatografia em camada delgada e outros
sistemas para cromatografia de lipideos da parede celular sdo
técnicasrapidas deidentificacdo das espécies de micobactérias.
Leite et al.” recomendam a sua utilizacdo principalmente na
identificagdo de culturas mistas.

Como método de biologia molecular, atécnicade PCR
tem sido amplamente utilizada para identificacdo de
micobactérias®. Esta técnica amplifica seqiiéncias especificas

do DNA cromossdmico denominadas de seqiiéncia alvo. As
sequiéncias repetitivas, denominadas de segmentos de inser¢céo
(1S), tém sido pesquisadas e 0 segmento 1S6110 é uma das
sequéncias mais exploradas para o diagnéstico de doencas
causadas por M. tuberculosis®.

Em relacdo ao tratamento da tubercul ose, desde o final
da década de 70, o arsenal terapéutico disponivel passou a ser
constituido por cinco drogas principais: estreptomicina (S),
isoniazida(l), rifampicina(R), etambutol (E) e pirazinamida(P)*.
Para se determinar o perfil de sensibilidade do M. tuberculosis
frente a estas drogas, 0 método das proporgoes é considerado
0 método de eleicdo em toda a América Latina. Este método
consiste em se estabel ecer a propor¢do de mutantes resistentes
as diferentes drogas em uma cepa de M. tuberculosis®.

Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo
diagnosticar entre os pacientes internos de um hospital
psiquidtrico casos de tuberculose e de outras micobacterioses
através de métodos cléssicos, analise de cidos micdlicos e
técnicade PCR.

MATERIAL E METODOS

Material analisado

Durante o periodo de fevereiro a agosto de 2002, trés
amostras de escarro matinais obtidos espontaneamente foram
coletadas de cada um dos 74 pacientes internos (39 mulheres e
35 homens), totalizando 222 amostras. O estudo foi acompanhado
por um corpo clinico especializado em clinicageral, sendo todos
0s pacientes submetidos a exames clinicos e radiol 6gicos.

Quanto ao aspecto ético, o estudo teve aprovacdo do
Comité de Eticado referido hospital no ano de 2002.

Baciloscopiaecultivo

Paraabaciloscopia, foram col etados por¢oes purulentas
de escarro e preparado dois esfregacos corados pela técnica
de Ziehl-Neelsen®.

O volumerestante dos materiaisfoi destinado ao cultivo
pela técnica de Kudoh e Kudoh®. Para tal, com o auxilio de
swabs, retirou-se parte da por¢do mais densa ou purulenta do
material, que foi mergulhadaem um tubo contendo soluc&o de
hidréxido de sadio a4% e deixado em contato por 2 a3 minutos.
Em seguida, o material descontaminado foi semeado sobre a
superficie do meio solido inclinado de Ogawa. Os tubos
inclinados foram acondicionados em estufa a 37°C e mantidos
por 60 dias, fazendo-se observacBes no 2°, 7°, 12°, 24°, 30°, 40°
e 60° dia de incubacdo. As colbnias com caracteristicas
compativeiscom ade micobactériasforam cultivadas em novos
tubos de Ogawa para identificagéo posterior.

I dentificacdo
As bactérias foram analisadas quanto as propriedades

de alcool-acido-resisténcia, aspectosfisiol 6gicos (temperatura
e velocidade de crescimento) e bioquimicos (nitrato, aril-
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sulfatase e urease)®. A identificagdo quimicafoi realizadaatravés
da andlise de acidos micdlicos’. Paralelamente, foi feita a
confirmag&o do complexo M. tuberculosis através da técnica
de PCR segundo Eisenach et al .°.

Em linhas gerais, para a andlise de acidos micdlicos,
uma a seis al¢cadas de bactérias foram emulcionadas em dois
mililitros de metoxietano com KOH a 40%, e a suspenséo foi
aquecidaa 110°C por duashoras. Apos aextragdo em 10 mL de
éter etilico, os &cidos micolicos foram submetidos a secagem
em banho-mariae metilados com diazometano. Paraarealizagéo
do cromatograma, pequenas aliquotas dos acidos micolicos
foram depositadas sobre duas placas de silica gel G60 e
desenvolvidas em uma mistura de éter etilico-éter de petréleo
(2:9) eoutrade diclorometano. As placas foram ent&o reveladas
com solucdo derodaminaB a0,01%.

Paraidentificagdo do M. tuberculosis usando atécnica
de PCR empregou-seosprimers INS1 (5" - CGT GAG GGCATC
GAGGTGGC-3)eINS2(5' - GCGTAGGCGTCG GTGACA
AA - 3') que originam um produto de amplificacéo de 245 pares
debases’. Paraum volumefinal de25 L, foram empregadasas
seguintes concentragdes de reagentes; 14,97 pL de agua milli
Q, 2,5 L detampdo paraPCR 10X, 4,0 uL damisturade dNTPs,
0,6 YL de cadaprimer naconcentragdo de5uM, 1,0 uL de DNA
proveniente de lisado bacteriano e 0,125 yL da enzima Taq
polimerase. A amplificag@o ocorreu nas seguintes condigoes:
95°C por 5 min, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 58°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 10 minutos. Apds
aeletroforese em gel de agarose a1 %, o produto amplificado
foi visualizado com o auxilio de transiluminador ultravioletae
foto-documentado.

Provadesensibilidadeasdrogas

Osperfisde sensibilidade arifampicina(R) eisoniazida
(1) foram determinados através do Método das Proporgdes’.
Paratal, 200 pL das suspensfes bacilares (101, 102, 103, 104,
10% e10%) foram semeadas nosmeios L Jcom e sem antibiéticos.
Ostubosforam incubadosa37°C por 28 dias e determinou-se a
porcentagem de resisténcia através da contagem de col6nias
nos tubos controles e nos tubos testes.

RESULTADOS

As micobactérias foram isoladas de cinco (6,8 %)
pacientes, sendo identificados quatro M. tuberculosis e um M.
chelonae. De todos os pacientes foi possivel obter escarros
com pidcitos, entretanto, nenhum deles apresentou exame
radiol6gico e quadro clinico compativeis com tuberculose
(emagrecimento, tosse por mais de trés semanas ou hemoptise).

Em relagdo ao diagndstico laboratorial, a baciloscopia
foi positiva para um Unico paciente (do qual isolou-se M.
chelonae) e cinco pacientes apresentaram cultura positiva.
Espécimes clinicos de quatro pacientes com baciloscopia
negativaforneceram culturas positivas paraM. tuberculosis. A
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Gnicamicobactériaatipicaencontrada, M. chelonae, foi isolada
de uma mulher. Apesar da ocorréncia de maior nimero de
pacientes femininos na instituigdo, todos os casos de
tubercul ose observados foram em pacientes do sexo masculino.
Na identificag8o, os cinco isolados apresentaram resultados
compativeiscom as cepas dereferénciaM. tuberculosis H37Rv
e M. chelonae NCTC 946. As quatro amostras de M.
tuberculosis nao cresceram em meio LJ com &cido p-
nitrobenzoico (PNB), sendo inibidos por estadroga. A cepade
M. chelonae cresceu amplamente no referido meio, em menos
de 12 diasdeincubagdo. Naprovaparadeterminar o tempo de
crescimento, foram verificadas colniasvisiveisde M. chelonae
em sete dias e colGnias de M. tuberculosis em 36 dias. Todos
osisolados de M. tuberculosis foram positivos para as provas
biogquimicas de nitrato-redutase e urease, sendo negativos para
arilsulfatase. O isolado de M. chelonae apresentou resultado
negativo paraas duas primeiras provas, no entanto foi positivo
paraaprovadaarilsulfatase.

Em relagdo a andlise de &cidos micdlicos, todos os
i solados apresentaram perfis de &cidos micélicos compativeis
com os das cepas de referéncia sendo I, 1l e IV para M.
tuberculosis el ell para M. chelonae.

Os resultados da reacéo de PCR s8o apresentados ha
Figural. O produto de amplificacao de 245 pb, compativel com
acepade referéncia M. tuberculosis H, Ry, foi verificado em
todos os quatro isolados (amostras 1, 2, 3 e 5) identificados
como M. tuberculosis. Umaamplificagéo ténue correspondente
a fragmentos de 245 pb também foi detectada na amostra
previamente identificada como de M. chelonae através da
metodol ogiaclassicae andlise de &cidos micdlicos. Com relagéo
a sensibilidade das amostras, todas as micobactérias do

G 245 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose paraM. tuberculosis.
Linhas: C - controle negativo; M - M. tuberculosis H37Rv; L -
marcador de peso molecular 100 pb; 1, 2, 3e5—M. tuberculosis
proveniente de pacientes, 4 — M. chelonae de paciente.
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complexo M. turberculosis foram sensiveis as drogas testadas
(I eR), enquanto que o isolado de M. chelonae foi resistente.

DISCUSSAO

Deacordo com asfichasde notificagdes, dos 74 internos
no Hospital Psiquidtrico, 51,3% eram do sexo feminino e 47,2%
do sexo masculino, ndo sendo constatado nenhum caso de uso
dedrogasilicitas ou deimunodebilidade por AIDS.

Nossos estudos mostraram que a espéci e de micobactéria
mais frequiente no hospital psiquiétrico foi o M. tuberculosis,
com quatro isolados, sendo encontrada apenas uma cepa de M.
chelonae. O isolamento de M. chelonae ocorreu em umapaciente
quefaziatratamento paraal coolismo.

A incidénciadeisolamento deMOTT tem aumentado no
mundo desde o advento da epidemia da AIDS™, sendo
detectadas também como agentes oportunistas em individuos
nao aidéticos®. Neste sentido, uma micobacteriose poderia ser
justificavel devido a dependéncia ao alcool. Entretanto em
culturas realizadas posteriormente, M. chelonae néo foi mais
isolada desta paciente.

Comrelag&o ao M. tuberculosis, estafoi recuperada por
cultivo apartir dos espécimes clinicos negativos namicroscopia,
indicando maior sensibilidade daprimeiratécnicaemrelacéo a
bacil oscopia. Devido acomplexidade do manuseio do espécime
clinico e danecessidade de centrifugaco, o cultivo tradicional
é realizado apenas nos laboratérios de referéncia’. Por outro
lado, o método proposto por Kudoh e Kudoh®, que é de facil
execucdo, possibilitou, neste trabalho, a detecgdo de casos
paucibacilares. O cultivo possibilitou ainda aidentificacdo das
espécies através de métodos bioquimicos, andlise de acidos
micdlicos e PCR, assim como permitiu aavaliacao do perfil de
sensibilidade as drogas das cepas isoladas.

Em relacdo a identificagdo das espécies, os resultados
mostraram que as metodol ogias foram compativeisentresi. As
guatro amostras que foram identificadas como sendo de M.
tuberculosis pelas provas bioquimicas obtiveram resultados
confirmatorioscom aandlise deacidosmicdlicos(l, Il elV) ea
amplificacdo do fragmento de 245 pb (Figura 1) pela técnica
molecular. A cepade M. chelonae identificadabioquimicamente
apresentou, naandisede &cidosmicdlicos, perfil | ell, compativel
com acepadereferéncia. Entretanto natécnicade PCR, aamostra
de M. chelonae apresentou um fragmento vestigial de 245 pb
(Figura 1), sugerindo uma cultura mista de M. chelonae e M.
tuberculosis. Tanaka et al.® também detectaram, através de
técnicas moleculares, uma cultura mista de M. chelonae e M.
tuberculosis em um paciente de 71 anos quefoi adhito. A técnica
de PCR, por setratar de um método mais sensivel e especifico,
detectou a presenca de M. tuberculosis mesmo na cultura onde
o crescimento de M. chelonae sobrepujou o crescimento desta
micobactéria, umavez que M. chelonae apresenta crescimento
rapido. Algunsautores constataram que atécnicade PCR detecta
um fentograma de DNA purificado, equivalente a quinta parte

do microrganismo. Entretanto, em espécimes clinicos como o
escarro o limite de detecc@o tem variado de 100 a1000 bactérias™.

Emrelaco atransmissdo intra-hospitalar datubercul ose,
segundo Reicheler et al.®®, fatores como escarros com
bacil oscopia positiva e radiografia de tubercul ose cavitéria séo
importantes nainfecciosidade dos pacientes. Neste sentido, os
resultados de baciloscopia negativa entre os pacientes com
tuberculose, associado ao resultado do exame radiol 6gico
indicativo de um pulm&o normal, sugere que 0s pacientes, no
momento estudado, tinham pouco comprometi mento pulmonar
e que eram paucibacilares, com pouca probabilidade de serem
transmissores. Entretanto, foi verificado, no hospital, alta
incidénciade doentes (04 em 74 internos) enquanto aincidéncia
no Brasil €de47,2/100.000 habitantes' enacidade de Rio Verde
de 26/100.000 habitantes®. Estefato poderiaser justificado pelas
condicOes especiais a que estdo sujeitos 0s pacientes, como a
existénciade doencas associ adas e 0 confinamento'®, que podem
predispor a reativagéo de uma tuberculose latente e sua
disseminag&o. Por outro lado, dados de literatura mostram que
bacilosresistentes adrogas mltiplas (TBMR) freglientemente
estdo envolvidos em surtos de tuberculoseinstitucional *. Taxas
elevadasde TBMR primériaforam identificadas em hospitaisde
BuenosAires(25%), Rio de Janeiro (7%) e Floriandpolis (20%)*.
Neste sentido, a sensibilidade das cepas de M. tuberculosis
aos antimicrobianos testados (I e R) sugere a sua origem na
reativacdo de umainfeccgdo latente, e ndo em infeccdo exdgena
recente.

Os resultados deste estudo indicam a necessidade de
um monitoramento constante dos pacientes internos,
possibilitando a deteccéo precoce dos casos de tuberculose e 0
tratamento adequado, evitando assim atransmissdo da doenca.
Neste sentido, o cultivo das amostras de escarro através da
técnica de Kudoh e Kudoh é de grande interesse pela
simplicidade da metodologia, sendo o seu emprego
recomendavel nasinstituicoes com caracteristicas semel hantes
ainstituicdo estudada.

Como fruto deste estudo, os pacientes com tuberculose
(inclusive a paciente da qual se isolou M. chelonae) foram
tratados e todos os demais submetidos ao teste tuberculinico.
A direcdo daingtituicao também estudaapossibilidade deredlizar
teste tuberculinico na admissdo dos pacientes.
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