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RESUMO. As micobactérias de crescimento rdapido anteriormente classificadas como complexo
Mycobacterium fortuitum foram recentemente designadas M. fortuitum, M. peregrinum, M chelonae e M.
abscessus. A identificagdo dessas micobactérias ¢ importante para estabelecer a terapéutica adequada,
visto que possuem diferentes padrdes de resisténcia as drogas. Dentre 3.441 culturas de micobactérias
recebidas em 1999 no Setor de micobactérias do Instituto Adolfo Lutz, foram selecionadas 13 cepas,
classificadas como complexo M. fortuitum. O estudo incluiu o isolamento das coldnias para certificar-se da
pureza das culturas, a adi¢do de testes com carboidratos e citrato de sodio que separam as quatro espécies
citadas e o uso da técnica de PCR restriction analysis do gene 4sp65 (PRA) para elucidagio de resultados
duvidosos dos testes fenotipicos. Na andlise das 13 culturas, observou-se que oito apresentaram dois
tipos de colonias (lisa e rugosa) e as cinco restantes apenas um tipo. As identificacdes feitas com a técnica
de PRA e com os testes fenotipicos foram concordantes na maioria das cepas. Os resultados desse estudo
sugerem que a identificagdo de micobactérias devido a sua complexidade deva ser centralizada em laboratérios
de referéncia e implementada com testes especificos para cada espécie, que possibilitem a elucidagio
rapida do diagnostico.
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INTRODUCAO

As infec¢des causadas por micobactérias de crescimento
rapido geralmente estdo associadas as espécies anteriormente
designadas complexo M. fortuitum, que incluiam M. fortuitum,
subespécies M. fortuitum e M. peregrinum e M. chelonae
subespécies M. chelonae e M. abcessus®. Essa designagio foi
usada até meados da década de 1980, pela maioria dos laboratérios
clinicos para informar o resultado das culturas. Em 1981, Silcox et
al.’? descreveram provas para a identificacdo das espécies M.
fortuitum e M.chelonae incluindo as subespécies, pois
observaram que nos Estados Unidos um niimero elevado dessas
micobactérias estava sendo notificado ao Center for Disease
Control and Prevention. Em 1992, Kusunoki e Ezaki® propuseram
que M. peregrinum e M. abscessus fossem nomeadas novas
espécies por possuirem caracteristicas individuais que as
diferenciavam de M. fortuitum e M. chelonae. Na nomenclatura
bacteriana atual constam as espécies M. fortuitum, M. peregrinum,
M chelonae e M. abscessus *, definidas com base em testes
genotipicos que permitem a caracterizagdo precisa do
microrganismo®>!%13, A identificagfio das espécies ¢ importante
para a conduta terapéutica adequada, pois cepas isoladas de casos
relacionados com doenga apresentam diferengas no padrdo de
susceptibilidade as drogas*!>!".

Essas micobactérias sdo ambientais mas patdogenos
oportunistas*!%, ¢ comum a sua presen¢a no solo, na agua
(rios, lagos e dgua tratada) e portanto podem ser contaminantes
de equipamentos médicos, broncoscdpicos, solucdes para
assepsia e materiais usados em cirurgia”!''®,

As doengas causadas por essas espécies incluem as
formas pulmonares, disseminadas, endocardite, feridas cirargicas
e traumaticas, doencas de pele ¢ de tecidos*!¢.

No Brasil, um relato de caso de ceratite por M. chelonae
apos cirurgia para corregdo de miopial!l, um resumo sobre
infeccdes cutaneas por M. abscessus e M. fortuitum apds
aplicagdes em mesoterapia ou cirurgia plastica’ e um artigo de
LEAQ’ sobre o risco crescente de infecgdes por essas espécies
de micobactérias, em pacientes submetidos a procedimentos
médicos invasivos, indicam a necessidade de respaldo
laboratorial para o diagndstico desses casos.

No Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz (IAL)
Sao Paulo, os testes fenotipicos usados até a presente data
identificavam M. fortuitum e M. chelonae e quando ndo era possivel
adefinigao dessas espécie, informava-se como complexo M. fortuitum.

O objetivo deste estudo foi reavaliar as cepas de 1.999
classificadas como complexo M. fortuitum, identificar as
espécies acima citadas adicionando novos testes fenotipicos e
usar a técnica de PCR restriction analysis do gene Asp65 (PRA)
para elucidacdio de resultados duvidosos.

MATERIAL E METODOS

Dentre 3.441 culturas de micobactérias recebidas em 1999
no Setor de Micobactérias do IAL foram identificadas 32 M.
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fortuitum, 23 M. chelonae e 13 classificadas como complexo M.
fortuitum que foram selecionadas para estudo. Para a
identificagdo foram usadas 25 provas fenotipicas citadas na
literatura internacional >&1415 O M. fortuitum é nitrato positivo,
ofloxacina negativo e galactosidade negativo e o M. chelonae é
nitrato negativo, ofloxacina positivo e galactosidase positivo.
As cepas classificadas como complexo M. fortuitum tinham o
perfil variavel com referéncia a essas provas nao sendo possivel
a definicdo da espécie.
As culturas conservadas em meio Lowenstein

Jensen (LJ) foram repicadas no mesmo meio e apos o crescimento
ressuspendidas em agua destilada estéril na turvacdo da escala
1 de MacFarland e diluidas 1/1000. Foi feita a semeadura com
alca, em placas com meio Middlebrook 7H11 para isolar as
colonias e certificar-se da pureza das culturas que foram
observadas com o auxilio de um estereoscopio para anotacdo
das suas caracteristicas. Em meio sélido as colonias dessas
espécies podem ser lisas ou rugosas, algumas apresentando
caracteristicas bem definidas *>'°. Os diferentes tipos de colénia
foram submetidos aos testes fenotipicos que constam na tabela
1. Os meios com agucares (manitol, frutose e succinato) e citrato
de s6dio foram usados nesse estudo para auxiliar na
diferenciagio das quatro espécies 81415,

As culturas com resultados discordantes nos testes com
carboidratos e citrato de sodio foram submetidas a técnica de
PCR-restriction enzyme analysis do gene hsp65 (PRA) %13,

RESULTADOS

Na analise das 13 culturas observou-se oito com dois
tipos de coldnia (lisa e rugosa) e cinco com apenas um tipo. As
culturas com dois tipos (16 isolamentos) foram identificadas
com os testes fenotipicos como M. fortuitum (trés) e M.
peregrinum (cinco). As cinco culturas com um tipo de coldnia
foram identificadas como: duas M. peregrinum (rugosa), uma
M. fortuitum (lisa), uma M. chelonae (lisa) e uma micobactéria
de crescimento lento acromdgena (lisa).

Alguns testes fenotipicos mais indicados para a
identificacdo dessas espécies constam da tabela 1. Nesta
observa-se os resultados esperados para cada espécie, os das
culturas originais classificadas como complexo M. fortuitum
(conforme registro do Setor) e os obtidos nos repiques apos
separagdo das colonias. Ocorreu mudanga no resultado de uma
ou mais provas em relacdo aos resultados da cultura original,
apenas a cepa trés e respectivo repique apresentaram o mesmo
perfil. O teste que apresentou maior varia¢do foi NaCl 5% e os
menos variaveis foram Acido picrico e Ofloxacina. Dentre os
repiques das cepas com dois tipos de colonia, observou-se em
cada tipo de coldnia variagdo de resultados em trés testes,
repique 4 (NaCl 5% e Arilsulfatase) e repique 5 (Acido picrico).

Nas provas com carboidratos e citrato de sddio
observou-se variagdo de resultados nos dois repiques das cepas
3,4 e 7 e perfis de resultados ndo especificos para essas espécies
nos repiques das cepas 10 e 13. Esses oito isolamentos foram
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Tabela 1 — Resultados da identificac@o fenotipica propostos na literatura para defini¢do das espécies e o observado das 13 cepas
(original e repiques) — Instituto Adolfo Lutz 1999

Provas fenotipicas

Resultado
3 £ EE o g 3
s E g 5 32 E ¢ E oz o3 %,
& Z Q2 =z £ £ 8 E =5 E£=
2238 2% & 2 2 = £ 53
Padiol - - - + + + - - - - 4+ M.che
Padrio2 + + + + + + - + - - - M.abs
Padrio3 +' + + - +V - +  + + - M.fo
Padrdio4 + Nc¢ + - + - + + +  + - M.pe
Cepa 1 + 4+ - -+ - - N N N N C.M. fo
Repique 1 + + -+ - + + o+ + - M.pe
Cepa 2 + - 4+ - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique2 + + + - + + + + - + - M.fo
Cepa 3 + 4+ + - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique3 + + + - + + + V. + + - M.pe
Cepa 4 + + - - - - + N N N N C.M.fo
Repique4 + + V - V - + + V + - M.pe
Cepa 5 + + + - - + + N N N N C.M.fo
Repique5 V. + + - + - + + - + - M.fo
Cepa 6 + 4+ + -+ - + N N N N C.M.fo
Repique6 + + - - + - + + - + - M.fo
Cepa 7 - + + - + + 4+ N N N N C.M. fo
Repique7 + + - - + + - + + 4+ V M.pe
Cepa 8 + 4+ + - - 4+ + N N N N C.M. fo
Repique8 + + - - + - + + + + - M.pe
Cepa 9 + + + + + + + N N N N C.M. fo
Repique9 + + - - + + 4+ + 4+  + - M.pe
Cepal0 - + - 4+ 4+ - + N N N N C.M. fo
Repique - - -+ + -+ - + o+ - CLA
10
Cepall + + + - 4+ 4+ + N N N N C.M.fo
Repique + + + - + + + + - + - M.fo
11

M.Che-M. chelonae, M. abs- M. abscessus, M.fo- M. fortuitum, M. pe- M. peregrinum,
C.M.Fo- complexo M. fortuitum

Aril 3d- arilsulfatase 3 dias, galacto- a galactosidase

cepas de 1 a 8 — dois repiques ( 1 coldnia rugosa, 1 coldnia lisa)

cepas 9 a 13 — 1 repique (apenas um tipo de colonia)

V- resultado varidvel nos repiques ( 1 positivo, 1 negativo), N- ndo realizado Nc- ndo consta
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Tabela 2 — Culturas submetidas a técnica de PRA para confirmagao da espécie

Cultura Numero de Identificagdo Identificagdo pelo PRA
isolamentos fenotipica

Repique 3 2 M. peregrinum M. fortuitum [
Repique 4 2 M. peregrinum M. peregrinum II
Repique 7 2 M. peregrinum M. peregrinum II
Repique 10 1 Micobactéria de M. nonchromogenicum Il

crescimento lento

acromodgena
Repique 13 1 M. chelonae M. chelonae 1

Bst  Hae Bst Hae

-~ f=]

el
QS S =
So So

M. peregrinum 11

M. chelonae 1

20
0

M. fortuitum 1

Figura 1. Padrdes de PCR- restriction enzyme analysis obtidos na identificagdo das cepas do complexo M. fortuitum

submetidos ao PRA para elucidagdo dos resultados duvidosos.
(tabela 2).

Os padrdes de PRA para identificagdo das espécies M.
Sfortuitum 1, M. chelonae 1 e M. peregrinum Il constam da figura 1.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Nossos resultados, conforme citam Yakrus et al'’,
mostram a dificuldade para diferenciar essas espécies de
micobactérias apenas com testes fenotipicos e ressaltam a
necessidade de que nos laboratdrios de referéncia estejam
disponiveis outros métodos para auxiliar nessa identificaco.

A adigfo dos testes de utilizagdo de agucares e citrato de
sodio possibilitou a diferenciagdo entre M. fortuitum e M.
peregrinum que ndo era possivel com os demais testes sugerindo
que, de imediato, pode ser util a utilizacdo desses testes para a
identificag@o de micobactérias de crescimento rapido.
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Constatamos diferencas de resultados em alguns testes
que podem ter sido induzidas por alteracdes nos meios de
cultura, nas temperaturas de incubag@o ou nas suspensdes
bacterianas. Além das varia¢des ocorridas devido a fatores
inerentes aos procedimentos, sempre que sao propostos testes
fenotipicos para identificacdo de uma espécie nem todos os
organismos pertencentes a ela expressam o mesmo resultado.
Devido ao exposto podem ocorrer interpretagdes erroneas dos
resultados de identificacdo ou ndo ser possivel a diferenciagio
dessas espécies que tém perfis fenotipicos muito proéximos.

Nesse estudo com as cepas do complexo M. fortuitum
observou-se uma que apds o repique foi classificada com os
testes fenotipicos como micobactéria de crescimento lento
acromoégena (identificagdo nao conclusiva) e pelo PRA foi
identificada como M. nonchromogenicum e uma (dois repiques)
identificada como M. peregrinum pelo fenotipico e como M.
fortuitum pelo PRA. Ringuet et al'. em estudos de
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sequenciamento com o gene Asp65, descreveram trés cepas de
M. peregrinum com caracteristicas intermediarias entre essa
espécie e M. fortuitum o que pode explicar a diferenga observada
nos resultados dos testes fenotipicos e PRA.

A comparagdo dos resultados dos testes fenotipicos e
PRA nio foi o objetivo desse estudo, mas exitem relatos de que
essa técnica ¢é util para elucidar resultados duvidosos e
estabelecer as espécies de micobactérias. Devallois et al?. usando
o PRA para o estudo de micobactérias ja caracterizadas por
outras técnicas, relataram a discriminagdo de algumas espécies
que ndo foram diferenciadas em estudos anteriores e propuseram
dois padrdes para M. chelonae, M. fortuitum e M. abscessus e
trés para M. peregrinum.

Nas 13 cepas estudadas foram observados os padrdes M.
Sfortuitum 1, M. peregrinum 11 e M. chelonael o que sugere a utilidade
desta técnica em estudos de freqiiéncia para fins epidemiologicos.

Conforme citado na literatura internacional, existem
desvantagens na identificacdo pelos métodos fenotipicos das
quais salienta-se a diversidade de testes necessarios para
defini¢do da espécie (muitas vezes ndo conclusiva) e o tempo
necessario para leitura das provas e conclusio do exame*!'*'".

Os resultados desse estudo sugerem que a identificacdo
de micobactérias devido a sua complexidade deva ser
centralizada em laboratdrios de referéncia e implementada com
testes mais especificos para cada espécie e que possibilitem a
elucidagio rapida do diagndstico.
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ABSTRACT. The rapidly growing mycobacteria, previously classified as Mycobacterium fortuitum
complex, has recently been designated M. fortuitum, M. peregrinum, M. chelonae and M. abscessus. The
identification of these mycobacteria is important for establishing the proper treatment, because they have
different patterns to drugs. Among 3,441 cultures of mycobacteria received in 1999 by the Mycobacteria
Laboratory of the Adolfo Lutz Institute, 13 cultures classified as M. fortuitum complex were selected to be
studied. The study included isolation of colonies in order to ensure the purity of the cultures, the addition
of tests with carbohydrate and citrate, which differentiate the four previously mentioned species and the
use of the PCR restriction analysis of hsp65 (PRA) for the analysis of dubious results in conventional
tests. In the analysis of the 13 cultures, it was observed that eight showed two types of colonies (smooth
and rough) and the remaining five showed only one type. The identification by PRA technique and by
conventional tests agreed to the majority of the strains. The results of this study suggest that the
identification of mycobacteria, due to its complexity, should be centralized in Reference Laboratories and

implemented with specific tests for each specie in order to give a rapid diagnosis.

KEY-WORDS. Mycobacterium fortuitum, fenotipic identification, PCR.
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