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Isolamento de micobacterias em espécimes clinicos,
utilizando o sistema automatizado MB/Bac™.

Mycobacteria isolation in clinical specimens
using the MB/Bac™ system.

Dalva C. G. ALY
Daisy N. SATG
Maria Conceicdo MARTINS
Maria Alice da Silva TELLES
Rede Estadual de Laboratérios da Tuberculose

RIALAG/964

Aily, D.C.G. et al. - Isolamento de micobactérias em espécimes clinicos, utilizando o sistema automatizado
MB/BacT™ . Rev. Inst. Adolfo Lutz,62(3): 233 - 237, 2003.

RESUMO. O aumento da incidéncia da tuberculose e outras micobacterioses tém demonstrado a importancia
de se isolar e identificar rapidamente as micobactérias. No periodo de margo a dezembro de 2000 foram
avaliados 791 espécimes clinicos coletados de pacientes com sorologia positiva para HIV. O sistema MB/
BacT™ detectou 30,0% de amostras positivas, enquanto o meio Lowenstein Jensen 19,0%. As
identificacdes das micobactérias foram realizadas pelo sistema molecular de DNA AccuProbe ou por
provas fenotipicas. O Sistema Automatizado MB/B¥d®i mais sensivel e rapido para o isolamento de
micobactérias que o método tradicional e, acoplado a um sistema de identificagdo molecular, podera ser
uma ferramenta Gtil para o Programa de Controle da Tuberculose.
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INTRODUCAO e 0 método convencional com meio de Lowenstein-Jensen (LJ).

A disseminacdo da tuberculose acompanhou o MATERIAL E METODOS
desenvolvimento dos grandes centros urbanos e dos
aglomerados populacionais e seu controle so foi possivel camostras
a identificacdo de seu modo de transmisséo e a producdo de Foram processados pelos dois métodos 791 espécimes
drogas eficazes para o seu trataménto clinicos de origem pulmonar, coletados de pacientes com
Com o advento da AIDS esse quadro teve uma alterag&sultado positivo nos testes sorolégicos para HIV, atendidos
significativa, pois a infecgdo pelo HIV é o maior fator de riscem Unidades Bésicas de Saude e Hospitais de Campinas,
conhecido para o desenvolvimento da tuberculose. A incidénéideirdo Preto e S8o José do Rio Preto entre mar¢o a novembro
de adoecimento num individuo HIV positivo é de 7 a 10% ate 2000, conforme protocolo de implantagédo do sistema MB/
ano, enquanto que no HIV negativo é de 10% ao longo de acT™, definido pela Coordenacdo do Programa Estadual de
vida®s, DST/AIDS.
As técnicas bacteriolégicas para deteccdo do
Mycobacteriumtuberculosissdo importantes tanto para aBaciloscopia
confirmacdo do diagndstico quanto para o controle de Os esfregacos feitos a partir dos espécimes clinicos,
tratamento da doenca. A microscopia € de baixo custo, altamdotam corados pelo Método de Ziehl-Neelsen e observados ao
reproduzivel, possibilita fornecimento rapido do resultado masicroscopio 6tico comuf.
apresenta uma baixa sensibilidade quando comparada com o
isolamento das micobactérias, em meio de cultura sélido molamento
liquido®514 Os espécimes bioldgicos apdés descontaminacdo com
A cultura de micobactérias € importante pois permited-acetil-L cisteina/NaOH foram semeados em meio de
diagnéstico de casos paucibacilares, cuja positividade naa@venstein-Jensen (LJ), LJ acrescido de &cido p-nitrobenzébico
detectada pela microscopia, possibilita a identificacdo dés)-PNB) e Middlebrook 7H9 do sistema MB/BatDs frascos
espécies e a realizacdo do teste de susceptibilidade as dradmé.J e LIJ-PNB foram incubados em estufa bacteriolégica a
A principal desvantagem, quando se usa 0os métod8%°C e os frascos de Middlebrook 7H9 foram incubados no
convencionais, € a demora de 30 a 60 dias para obtencasidtema MB/BacT, que consiste de estufa bacteriolégica com
resultadé. monitoramento continuo de crescimento. As culturas positivas,
Na tentativa de isolamento mais rapido dafram confirmadas quanto & presenca de bacilos alcool-acido
micobactérias, foi proposto na década de 1980 o sistemesistentes (BAAR), pela observagédo de esfregacos corados
BACTEC 460TB, baseado na detecgéo de gas carbonicg (C@elo método de Ziehl-Neels&énAs culturas do sistema MB/
marcado con‘C. Esta técnica, por ser semi-automatizadaacT" onde se detectou presenca de microrganismos
radiométrica, apresentou uma série de desvantagens que impeditaminantes ou presenca de BAAR e microrganismos
0 seu uso em larga escala contaminantes foram descontaminadas pelo método de Petroff
Recentemente, varios métodos nao radiométricos e comodificadd utilizando NaOH 4,0% e semeadas em novo meio
monitoramento continuo de crescimento bacteriano forase cultura do sistema MB/BatT
avaliados no sentido de diminuir o tempo entre a suspeita clinica
e a deteccdo das micobactérias Identificacdo
Apdés o isolamento, para a identificacdo rapida das As espécies dasomplexosM. tuberculosigMT) e M.
espécies patogénicas ou potencialmente patogénicas, tém aiiom (MAC) foram identificadas pelo sistema DNA
proposto o uso de sondas de DNA& Accuprobé'. O crescimento em meio de LJ-PNB foi usado para
O Sistema Automatizado MB/Batpara o isolamento a classificagdo presuntiva rapida das demais espécies, que foram
de micobactérias e a sonda Accupfdlpara a identificacdo posteriormente identificadas com os métodos fenotipitos
das espécies, foram implantados nos laboratérios do Instituto
Adolfo Lutz de Campinas, Ribeirdo Preto e Sdo José do Rio RESULTADOS
Preto, pelo Programa Estadual de DST/AIDS, para aprimorar e
agilizar o diagndstico da tuberculose em pacientes comresultado  Com o sistema MB/BacTforam detectadas 237 (30,0%)
positivo no teste HIV e que foram atendidos nessas regi@sturas positivas para micobactérias sendo que 135 (17,1%)
gue apresentam grande numero de casos de co-infeccdo dBesentaram resultado positivo na baciloscopia direta e 102
HIV. (12,9%) apresentaram resultado negativo (Tabela 1). Com o meio
O objetivo desse estudo foi comparar a taxa de LJ foram detectadas 155 (19,0%) culturas positivas para
isolamento e o tempo de deteccdo de micobactérias eritobactérias.
espécimes clinicos de pacientes com resultado positivo no teste O tempo médio de deteccdo das micobactérias no
HIV, analisando os resultados obtidos com o sistema MB/Bac$istema MB/BacT foi 10,7 dias (2,5 a 60 dias) e no meio LJ foi
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Tabela 1.1solamento de micobactérias a partir de espécimes clinicos nos meios de Léwenstein Jensen e Middlelbrook 7H9
sistema MB/Bac™.

RESULTADOS
MEIOS TOTAL
DE DE
CULTURA AMOSTRAS POSITIVO NEGATIVO CONTAMINADO
(%) (%) (%)
Middlelbrook 7H9 do 791 237 (30,0%) 486 (61,4%) 68 (8,6%)
MB/BacT™
Léwenstein-Jensen 791 155 (19,0%) 420 (53,1%) 216 (27,3%)
28 dias (15 a 42 dias). 65,4% dessas culturas. Nao foi observado crescimento de

A identificacdo fenotipica ou genotipica das espéciesicobactérias apenas no LJ.
foi inconclusiva em 22 culturas positivas. Nas demais 0s A porcentagem de detec¢éo com o LJ foi proxima a dos
resultados obtidos foram: 186tuberculosis43 complexdl. estudos de Piersimoni et®&.de Alcaide et dlgue relataram
avium 9 M. chelonage 12 M. fortuitum 1 M. kansasii 1 M.  respectivamente 64,2% e 70% de positividade com os meios a
terrag, 7 M. gordonag 1 M. peregrinum 1 micobactéria de base de ovos. Porém, bem menor que o observado por Rohner
crescimento lento escotocromodgena e 4 micobactérias eteal’* e Manterola et al.que relataram 79,5% e 92,5%

crescimento lento acromégenas. respectivamente. Nestes estudos, com maiores taxas de
crescimento em meio sélido, observamos que foram usados
DISCUSSAO dois tipos de meio para o isolamento de micobactérias: LJ e

Coletsos ou Stonebrink e Coletsos, possivelmente por essa
A deteccdo e identificacdo rapida das micobactérias earéo, a porcentagem de positividade em relacdo a do sistema
amostras bioldgicas € importante para o inicio de um tratameatdomatizado foi maior.
adequado do paciente com tuberculose pulmonar ou Emrelacdo a porcentagem de contaminagdo das culturas
micobacteriose. por outros microrganismos foi inicialmente observado 24,0%
Essa agilizacdo é decisiva para o inicio de unpara o meio MB/Bac e 27,3% para o LJ. A menor porcentagem
intervencdo adequada para os pacientes com co-infeccao @8-contaminacdo no sistema MB/B&tpode ser explicada
HIV que apresentam grande porcentagem de amostso uso de antibidtico no meio de cultura desse sistema.
paucibacilares. Além disso, nesses pacientes € mais frequiente Neste estudo foi utilizado o método de N-acetil-L cisteina/
a ocorréncia de doencga causada por micobactérias mdaOH, indicado pelo fornecedor do Sistema MB/B¥¢Ppara
tuberculosas. descontaminacdo dos espécimes biolégicos. Esse método por
Nesse estudo, avaliou-se o desempenho do sistema MBf menos drastico possibilita melhor recuperacdo das
BacT"em comparacdo com o isolamento em meio de Lowensteinicobactérias em cultura. Porém, por essa mesma razdo, uma
Jensen (LJ). O tempo médio de detecgdo das micobactériasitaminacéo excessiva pode ocorrer em determinado$°’casos
menor nesse sistema quando comparado com o meio LJ. Ok resultados obtidos sugerem a realizacdo de estudos em
caso de amostras paucibacilares, o tempo médio de crescimeatalelo deste método com o de Pefiafiiais usado no Brasil,
no MB/BacT" foi de 10 dias enquanto que no LJ foi de 28 diapara comparar a taxa de contaminacdo e de positividade com
Segundo a OMSuma das desvantagens da cultura em megéwnbos e adequar o uso do sistema MB/B&éhossa realidade.
de LJ, principalmente quando os espécimes biolégicos sdo  As culturas no MB/BacT em que se detectou presenca
paucibacilares, é a deteccdo tardia do crescimento dakesmicrorganismos contaminantes ou presenca de BAAR e
micobactérias 0 que demonstra a vantagem da utilizacdordicrorganismos contaminantes foram retratadas, o que
sistema automatizado. possibilitou o aumento de 4,7% de culturas positivas (Figura
Além disso, a taxa de detec¢éo de micobactérias com)o ApGs o retratamento, a porcentagem de contaminacao no
sistema MB/BacT foi 11,2% maior do que com o métodoMB/BacT" foi de 8,6%.
tradicional de isolamento (LJ). O retratamento das culturas do meio LJ n&o foi possivel
Com o sistema MB/Bac'Tforam detectadas 237 culturase esse fato pode ter influenciado o total de positividade com
positivas para micobactérias e com o meio de LJ foram detectaglsse meio. O crescimento de determinados microrganismos no
meio de LJ geralmente o liquefaz ou estes se espalham por toda
a sua superficie em 24 horas, impossibilitando o crezssc’:gmento
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concomitante das micobactérias. Essas culturas sdo descartadas

7 . N e ~ AMOSTRAS PROCESSADAS
e esta é outra desvantagem citada pela OMS quanto a utilizagéo 791
desse mefi6.

A identificac@o rapida e precisa das espécies mais
freqUentes pertencentes aos compléMosuberculosise M.
avium foi realizada pelo sistema molecular AccuPfbleen
77,0% e 91,9% das culturas respectivamente. Quando oste]  AMOSTRAS AMOSTRAS AMOSTRAS
. , . .. POSITIVAS RETRATADAS NEGATIVAS
foram negativos para essas espécies ou no caso de solicitg 237 101 486
do perfil de susceptibilidade as drogas, as culturas foramm
encaminhadas ao Laboratério Central do Instituto Adolfo Lutz
para identificacdo com os testes fenotipicos.

O sistema MB/BacT, com detec¢do automatizada do
crescimento bacteriano, fornece um resultado mais rapido e AM‘OSTRAS
sensivel que o método tradicional que utiliza meio de cultura CONTAMINADAS
sélido a base de ovos. Este sistema acompanhado da 88 (8.6%)
identificagéo molecular podera ser uma ferramenta Util par&@ura 1. Contribuicdo do sistema MB/BaéT na detecgdo de
Programa de Controle de Tuberculose, agilizando a identificagigobactérias em espécimes biolégicos — Estado de S&o Paulo, 2000.
das espécies mais freqlientes e possibilitando uma intervencgéo
rapida no tratamento dos pacientes com co-infec¢ao HIV/TB.

200 400

37 (47%) 86 (109%)
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ABSTRACT. The increasing incidence of tuberculosis and other mycobacterial diseases has made it
essential for laboratories to quickly detect and identify mycobacteria. A total of 791 clinical specimens
were collected from patients who were HIV positive, between March and December 2000. The M/BacT
system has detected 30.0% of mycobacterial isolates, while 18.8% were detected by Léwenstein-Jensen
medium. The automated MB/BatTsystem was more sensitive and rapid than the traditional method for
mycobacterial recovery. The MB/BaéTsystem plus a DNA AccuProbe identification method could be

a useful tool for the TB Control Program in rapid diagnosing TB cases among HIV positive patients.

KEY WORDS. Mycobacterium tuberculosigiagnostic; infection TB/HIV; MB/Bac™.
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